ats
&

eman ta zabal zazu

>

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

&

o g

REGULACION DE LA ACTIVIDAD
CHAPERONA DE Hsc70 HUMANA POR Apg2:
PAPEL DE LOS DOMINIOS DIVERGENTES

Yovana Cabrera Hernandez

Tesis Doctoral
Leioa 202 |







q ; e % wee
Instituto %'o:'..“.:o:': ZTE-FCT
Universidad  Euskal Herriko e . °q® ..i o0 ¢  ientzia eta Teknologia Fakultatea
del Pais Vasco  Unibensitates o ® [ R4 9
B]‘OﬁSlka 'o;'. n :o‘o. Facultad de Ciencia y Tecnologia
Institutua ®edeg 080"
‘CSIC et

Tesis Doctoral

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

YOVANA CABRERA HERNANDEZ

Directores

Fernando Moro Pérez

Arturo Muga Villate

Instituto Biofisika
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

Facultad de Ciencia y Tecnologia

Leioa 2021

(c)2021 YOVANA CABRERA HERNANDEZ





















AGRADECIMIENTOS

Esta Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a la beca FPI (Formacidn de Personal Investigador)
de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea y a los contratos pre-doctorales
del Instituto de Biofisika.

En primer lugar, me gustaria agradecer a todas esas personas que han compartido mi dia a dia
dentro del labo durante todos estos afios.

A Arturo, por darme la oportunidad de trabajar en tu equipo, por todo lo que me has ensefiado
y por haber apostado por mi en todo momento. A Fernan, por tu disponibilidad, por todos tus
consejos y en especial, por la ayuda que me has prestado en esta Ultima etapa de escritura.
Gracias.

A mis companferos. 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 torcian o simplemente era
un mal dia. Por haber sido una segunda familia todos estos afios. Me quedo con lo bueno y os
echaré de menos. Gracias.

A mis compafieros de kotxetxungo. Por todas las horas de viaje y cafeteria compartidas. Porque
ser copiloto no mola. Por todas esas conversaciones y risas que me hacian empezar y terminar
el dia con alegria. Gracias.

Pero estos afios he tenido la suerte de poder contar también con muchas otras personas que,
ajenas al labo, me han acompanado, apoyado y ensefiado tantas cosas que seria 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 ahi en una etapa complicada. Por tus consejos, tiempo y carifio.
Gracias.

A Ainhoa, por haberme cuidado y guiado durante estos afos. Por ayudarme a conocerme vy
sentirme orgullosa de quien soy y de lo que he conseguido. Gracias.

A mis hermanos Jose Mari, Maria y Mikel. Por haber mirado siempre “hacia arriba” con
admiracién, entendiendo que lo que importa no es de dénde vienes sino a dénde vas. Que nadie
os diga quienes sois. Gracias.

A todos los Bodeguilleros, por haberme dado tanta vida estos dos ultimos afios. A Julito por
nuestras conversaciones, a Andre por tu carifio y a Ramun por tus abrazos. Pero en especial a
Libe y a Amaia, por haberme dejado formar parte de vuestro equipo. Por cdmo me cuiddis y por
todo el carifio que me dais. Gracias. Zaindu maite duzun hori.

A mis amigas, por su apoyo y comprension. 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, compafiera ya de vida. Por haberme acompafiado también durante
esta etapa. Por recordarme tantas veces lo que esto me apasiona y obligarme a seguir en todo
momento. Gracias.



Y por ultimo y en este caso el mas importante, a Alvaro. Porque los dos sabemos cuénto ha
costado llegar hasta aqui y todo lo que se ha quedado por el camino. Gracias por haber sido mi

principal apoyo todos estos afios. 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 corazon”

A Alvaro






iNDICE

i. Abreviaturas y acronimos ix
i. Indice de figuras Xi
iii. Indice de tablas. XVi

1. INTRODUCCION 3
1.1. PLEGAMIENTO PROTEICO Y AGREGACION 3
1.1.1. Plegamiento proteico 3
1.1.2. Plegamiento in vivo y el sistema de control de calidad 5
1.2. CHAPERONAS MOLECULARES 7
1.2.1. Clasificacion de las chaperonas moleculares 8
1.2.1.1. sHsp 10
1.2.1.2. Hsp60 11
1.2.1.3. Hsp90 11
1.2.1.4. Hsp100 13
1.3. CHAPERONAS MOLECULARES Y REACTIVACION DE AGREGADOS
PROTEICOS 15
1.3.1. Desagregasas en bacterias y levaduras: el sistema bichaperona
Hsp100-Hsp70 16
1.3.2. Desagregasas en metazoos: el sistema de Hsp70 18
1.4. LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DESAGREGASA HUMANO
BASADO EN EL SISTEMA DE HSP70 20

1.4.1. Hsc70 humana y la familia de chaperonas Hsp70 21



1.4.1.1.- Caracteristicas 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.- Regulacién del ciclo funcional de Hsp70 por
cochaperonas

1.4.1.6.- Mecanismo de plegamiento de Hsp70

1.4.2. DnalB1 y DnaJA2 humanas y la familia de chaperonas Hsp40

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

1.4.2.2.- Interaccion 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, hidrdlisis de ATP e
interaccion con sustratos

1.4.3.3.- Interaccién con Hsp70 e intercambio de nucleétido
1.4.3.4.- El papel de Hsp110 en la reactivacion de agregados

proteicos

2. OBJETIVOS

3. MATERIALES Y METODOS
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



3.1.2. Medios de cultivo, seleccidén y conservacion

3.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.2.1. Extraccién de ADN plasmidico.

3.2.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
3.2.2.1. Mutagénesis dirigida utilizando PCR

3.2.3. Digestiones de ADN con enzimas de restriccion

3.2.4. Ligacion

3.2.5. Electroforesis de ADN

3.2.6. Cuantificacion de ADN

3.2.7. Transformacién por electroporacion

3.2.8. Transformacién por cloruro de calcio

3.3. CLONAJE Y PURIFICACION DE PROTEINAS
3.3.1. Clonaje de las proteinas y de sus mutantes

3.3.2. Purificaciéon de las chaperonas

3.3.2.1. Caracteristicas particulares de la purificacion de Apg2, Hsc70

y DnalB1
3.3.2.2. Purificacién de ULP1

3.3.2.3. Otras proteinas y péptidos
3.4. TECNICAS ELECTROFORETICAS DE PROTEINAS
3.4.1. Electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE

3.4.2. Electroforesis en geles nativos

3.5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

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. Densitometria

3.6. METODOS BIOQUIMICOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA
CONFORMACION Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS CHAPERONAS
3.6.1. Protedlisis parcial con tripsina

3.6.2. Cromatografia de tamizado molecular analitica

3.6.3. Actividad ATPasa

3.6.4. Proteccion de la agregacion de sustratos proteicos

3.6.5. Agregacion de sustratos proteicos y reactivacién por
chaperonas

3.6.6. Interaccién de chaperonas con agregados de G6PDH

3.7. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

3.7.1. Anisotropia de fluorescencia: Unidny liberacidn del péptido FT7
3.7.2. Marcaje especifico con sondas fluorescentes

3.7.3. Medidas de cinética rdpida mediante flujo detenido (“Stopped-
flow”)

3.7.4. Dispersién de luz

3.7.5. Dicroismo circular

3.7.5.1. Espectros de Dicroismo 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



3.9. DIFRACCION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS)

4. RESULTADOS
4.1. REACTIVACION DE AGREGADOS PROTEICOS POR LAS
CHAPERONAS HSC70, DNAJB1 Y APG2 HUMANAS
4.1.1. Optimizacion de la concentracién de chaperonas moleculares
4.1.1.1. Hsc70
4.1.1.2. Apg2
4.1.1.3. DnalB1
4.1.2. Impacto de las condiciones de agregacién 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. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS
HUMANO POR APG2. PAPEL DEL DOMINIO ACIDICO (AS)
4.2.1. Caracterizacion estructural de Apg2 y Apg2AAS
4.2.1.1. Dicroismo circular
4.2.1.2. SAXS
4.2.2. Cambios conformacionales de Apg2 y Apg2AAS: efecto de la
union de nucledtidos
4.2.2.1. Dicroismo circular
4.2.2.2. Protedlisis
4.2.2.3. Cromatografia de tamizado molecular analitica y
electroforesis nativa

4.2.3. Analisis 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. Analisis por SEC de los complejos Hsc70:Apg2 116
4.2.3.2. Determinaciéon de la afinidad de Apg2 por Hsc70
mediante SPR 117
4.2.3.3. Caracterizacion de los complejos Hsc70:Apg2 por
electroforesis nativa 120
4.2.4. Estudios funcionales del sistema de chaperonas humanas
Hsc70/DnalB1/Apg2: papel del AS de Apg2 123

4.2.4.1. Proteccién de la agregacion de sustratos proteicos

desnaturalizados 123
4.2.4.2. Replegamiento de agregados proteicos 126
4.2.4.3. Interaccion de las chaperonas con sustratos proteicos 129

4.2.4.4. Estudio del ciclo funcional de Hsc70 ligado a su
actividad ATPasa: regulacién por las cochaperonas de DnalB1

y Apg2 135

4.3. PAPEL DE LA EXTENSION C-TERMINAL DE APG2 EN LA
REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS

HUMANO 147
4.3.1. Propiedades estructurales de Apg2AC 149
4.3.1.1. Dicroismo circular 149
4.3.1.2. SAXS 150

4.3.2. Cambios conformacionales de Apg2AC asociados a la unién de

nucleotidos 151

4.3.3. Analisis de los complejos Hsc70: Apg2AC 152
4.3.3.1. Determinacion de la afinidad del complejo

Hsc70:Apg2AC en ausencia de nucleétidos 153



4.3.3.2. Andlisis del complejo Hsc70:Apg2AC en presencia de
nucledtidos por electroforesis nativa
4.3.4. Efecto de la eliminacidn de la extension C-terminal de Apg2 en
la actividad funcional del sistema de chaperonas humanas
4.3.4.1. Proteccidn de la agregacion de sustratos proteicos por
Apg2AC
4.3.4.2. Reactivacion de agregados de LUC y G6PDH
4.3.4.3. Interaccién de Hsc70 con agregados de G6PDH en
presencia de Apg2AC
4.3.4.4. Efecto de la extension C-terminal en la estimulacién
de la actividad ATPasa de Hsc70
4.3.5. Efecto de la extension C-terminal en el intercambio de

nucledtido

5. DISCUSION

5.1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD CHAPERONA DE HSC70 POR APG2
Y DNAJB1

5.2. FUNCION DE LOS DOMINIOS AS Y LA EXTENSION C-TERMINAL EN
LA FORMACION DE LOS COMPLEJOS HSC70:APG2

5.3. EFECTO DEL AS Y LA EXTENSION C-TERMINAL DE APG2 EN LA
ACTIVIDAD CHAPERONA DE HSC70

6. CONCLUSIONES

7. BIBLIOGRAFIA

Vii

154

157

157
159

162

163

164

169

170

175

178

185

189



8. PUBLICACIONES 221



i. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

- ADP: Adenosin difosfato

- AS: Subdomino acidico de Apg2

- ATP: Adenosin trifosfato

- ATPyS: Adenosin 5°-0-(3-tio)-trifosfato

- BSA: Seroalbumina bovina

- CD: Dicroismo circular

- DMSO: Dimetil sulféxido

- dNTPs: desoxinucleotidos trifosfato

- DTT: ditiotreitol

- EDTA: Acido etilendiaminotetracético

- FT7: Péptido sintético de secuencia FYQLALT

- G6PDH: Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

- HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinetanesulfénico

- Hsp: Proteinas de choque térmico

- ICso: Concentracion de ligando a la que se da una inhibicion del 50% del
valor

- IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

- JDP: Proteinas que contienen el dominio J

- Kq: Constante de equilibrio de disociacion

- Kobs: Constante cinética de union observada

- kof: Constante de liberacion

- kon: Constante de asociacion

- LB: Luria Bertani

- LDH: Lactato deshidrogenasa

- LUC: Luciferasa



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

NEF: Factor de intercambiador de nucleétido

NES: seial de exportacidn nuclear

NLS: sefal de importacién nuclear

ODeoo: Densidad éptica a 600nm

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PEP: Fosfoenol piruvato.

PK: Piruvato quinasa.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

rpm: Revoluciones por minuto

SAXs: Difraccion de rayos X de bajo dangulo

SBD: Dominio de unién a sustrato

SEC: cromatografia de exclusién molecular

sHsp: proteina de choque térmico pequeiia

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida

SPR: Resonancia de Plasmdn Superficial.

TCEP: Tricloroetilfosfato

Tm: Temperatura de desnaturalizacion

UPS: Sistema Ubiquitina-Proteasoma

B-Me: B- mercaptoetanol

marcado



ii. INDICE 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 dimero GRP94-NMC

Figura 1.6: Estructura de Hsp104 y ClpB

Figura 1.7: Reactivacion de agregados en bacterias por el sistema
bichaperona ClpB-DnaK

Figura 1.8: Reactivacion 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 nucledtidos de Hsp70
Figura 1.13: Proteinas JDP

Figura 1.14: Unién del dominio J a Hsp70 en presencia de ATP y Mg?*
Figura 1.15: Distribucidn 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

Xi

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 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Figura 3.2: Esquema del método Quickchange Site Directed
Mutagenesis

Figura 3.3: Reaccidén catalizada por la Luciferasa

Figura 3.4: Reaccidn catalizada por la Glucosa-6-fosfato
Deshidrogenasa

Figura 3.5. Reaccidn catalizada por la Lactato Deshidrogenasa
Figura 3.5. Reaccion catalizada por la Lactato Deshidrogenasa
Figura 3.7: Estructura molecular del péptido FYQLALT (FT7)

Figura 3.8. Cromatografia de tamizado molecular

Figura 3.9: Esquema del sistema acoplado regenerador de ATP
Figura 3.10: Anisotropia de fluorescencia

Figura 3.11. Ejemplo del marcaje de una proteina con una sonda
fluorescente en uno de sus grupos amino

Figura 3.12: Esquema de un equipo de medida tipico de stopped flow
Figura 3.13: Dispersion de luz Rayleigh.

Figura 3.14: Dicroismo circular

Figura 3.15: Medidas de Resonancia de Plasmén Superficial.

Figura 4.1: Reactivacion de agregados de G6PDH por el sistema de
chaperonas humanas

Figura 4.2: Efecto de las concentraciones de agregacion y ensayo en
el rendimiento de reactivacién 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



Figura 4.3: Efecto de la temperatura de agregacién de G6PDH en la
actividad replegadora del sistema de chaperonas humanas

Figura 4.4: Reactivacion de agregados de LUC formados tras su
desnaturalizacién en presencia de urea 6 M

Figura 4.5: Reactivacion de agregados de LUC formados tras su
desnaturalizacion térmica

Figura 4.6: El domino AS de Hsp110 humanas

Figura 4.7: Caracterizacion de la estructura secundaria y
desnaturalizacién de Apg2 y el mutante Apg2AAS

Figura 4.8: Caracterizacion estructural de Apg2 silvestre y Apg2AAS
mediante SAXS

Figura 4.9: Caracterizacion de la estructura secundaria y
desnaturalizacién de Apg2 y el mutante Apg2AAS en ausencia o en
presencia de nucledtidos

Figura 4.10: Protedlisis parcial con tripsina de Apg2 y Apg2AAS en
ausencia o en presencia de nucleétidos

Figura 4.11: Andlisis por electroforesis nativa y SEC del estado
oligomérico de Apg2 y el mutante Apg2AAS en ausencia o en

presencia de nucledtidos

Figura 4.12: Analisis de la formacién de complejos entre Apg2 y Hsc70

por SEC

Figura 4.13: Caracterizacion de la Kg para la interaccion de Hsc70 con

Apg2 y el mutante Apg2AAS

Figura 4.14: Analisis de la formacion de complejos entre Hsc70 y Apg2

o Apg2AAS en presencia de nucledtidos

xiii

103

104

105
107

109

110

113

114

115

117

119

122



Figura 4.15: Proteccién de la agregacion de luciferasa desnaturalizada
térmicamente por Apg2, Apg2AAS y Hsc70
Figura 4.16: Reactivacion de agregados de LUC y G6PDH por

chaperonas humanas

Figura 4.17: Interaccidn de las chaperonas humanas con agregados de

G6PDH

Figura 4.18: Interaccidon de Hsc70 con el péptido FT7 y efecto de Apg2
y Apg2AAS en su asociacion y disociacion

Figura 4.19: Actividad ATPasa de diferentes combinaciones de
chaperonas humanas y efecto de la fuerza iénica y pH

Figura 4.20: Actividad NEF de Apg2 y Apg2AAS

Figura 4.21: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a
concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2AAS

Figura 4.22: Efecto de los mutantes Apg2-D7S y Hsc70-T204A en la
reactivacion de agregados de LUC por las chaperonas humanas
Figura 4.23: Regulacion de la actividad ATPasa del sistema de
chaperonas humano por DnaJB1

Figura 4.24: Regulacion competitiva de la actividad ATPasa del
sistema de chaperonas humano por Apg2 y Apg2AAS

Figura 4.25: La extensién C-terminal de Hsp110 humanas

Figura 4.26: Caracterizacion de la estructura secundaria y
desnaturalizacion del mutante Apg2AC

Figura 4.27: Caracterizacion estructural de Apg2AC mediante SAXS y
comparacion con Apg2 silvestre

Figura 4.28: Cambios conformacionales de Apg2AC en ausencia o en

presencia de nucledtidos

124

128

131

133

137
139

140

141

143

145
148

149

150

152



Figura 4.29: Caracterizacion mediante SPR de la Kg del complejo
Hsc70:Apg2AC en ausencia de nucledtidos

Figura 4.30: Caracterizacion del complejo Hsc70:Apg2AC y su afinidad
en presencia de nucledtidos mediante electroforesis nativa

Figura 4.31: Proteccién de la agregacion de luciferasa desnaturalizada
térmicamente por Apg2AC

Figura 4.32: Reactivacion de agregados de LUC y G6PDH por Hsc70 y
DnalB1 en presencia de Apg2AC

Figura 4.33: Interaccion de las chaperonas humanas con agregados de
G6PDH

Figura 4.34: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a
concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2AC

Figura 4.35: Actividad NEF de Apg2 y Apg2AC

Figura 5.1: Regulacion de la ATPasa, unién de Hsc70 a los agregados y
su plegado por Apg2

Figura 5.2: Ciclo ATPasa de Hsc70 y su interaccion con agregados
proteicos

Figura 5.3: Interacciones entre los dominios de Hsc70 y Apg2

XV

154

155

158

161

162

163
164

171

172
181






iii. INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1: Clasificacién de chaperonas moleculares en funcién de su
tamafio molecular

Tabla 1.2: Chaperonas involucradas en procesos de solubilizacién y
reactivacion de agregados proteicos

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

Tabla 3.2. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por
cada 100 pl de reaccién (PCR)

Tabla 3.3. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por
cada 100 pl de reaccién (Quick Change)

Tabla 3.4. Las chaperonas y los mutantes clonadas en esta Tesis
Tabla 3.5. Clonaje de las proteinas utilizadas en esta Tesis

Tabla 3.6: Otras proteinas empleadas en esta Tesis

Tabla 3.7. Relacidon entre la longitud de onda de absorciény
estructura secundaria de las proteinas

Tabla 4.1: Pardmetros de la recoleccion de datos de SAXS y
procesado

Tabla 4.2: Constantes de equilibrio de disociacion de los complejos
Hsc70:Apg2

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

Hsc70 libre y en complejo con Apg2 o Apg2AAS

XVii

16

55

58

61

65

66

67

88

111

120

135






CAPITULO 1







1.1. PLEGAMIENTO PROTEICO Y AGREGACION.

1.1.1. Plegamiento proteico.

Las proteinas son las macromoléculas biolégicas mas versatiles y estructuralmente
complejas que existen. Ademas, su participacién es imprescindible en casi todos los
procesos bioldgicos que tienen lugar en el interior celular. La sintesis proteica tiene
lugar en los ribosomas en donde, a partir de la informacién contenida en los ARN
mensajeros, las cadenas polipeptidicas son sintetizadas en forma de polimeros lineales,
los cuales contienen toda la informacién necesaria para que éstas se plieguen en
estructuras tridimensionales adecuadas y especificas, y adquieran asi su conformacion
nativa, necesaria para poder llevar a cabo la funcion bioldgica 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 proteinas
adquieren su conformacién nativa y cdmo las células son capaces de mantener la
integridad del proteoma, han sido dos de las cuestiones mas relevantes en el mundo
de la Biologia. Hoy en dia 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 proteina modelo, demostré que su
plegamiento in vitro era un proceso espontdneo en ausencia de otros componentes
celulares y, por tanto, estaba definido por su secuencia aminoacidica (Anfinsen et al.
1961). Fue galardonado con el premio Nobel de Quimica en 1976 por este trabajo.
Anfinsen afirmaba que la estructura nativa de una proteina presentaba un minimo de
energia de Gibbs, responsable de la estabilidad termodinamica de la misma. En 1968,
otro descubrimiento clave tuvo lugar cuando Cyrus Levinthal demostré que el
plegamiento in vitro de ciertas proteinas, como la nucleasa de Staphylococcus aureus
(una proteina de 149 residuos), ocurria en apenas 250 ms. Esto sugeria que las
proteinas, mas que un plegamiento al azar, seguian rutas de plegamiento hacia niveles
de minima energia de Gibbs. Hasta el momento, se creia que las proteinas exploraban
todas las conformaciones posibles hasta dar con la correcta, la que le proporcionase su
conformaciéon nativa. Sin embargo, el nimero de conformaciones que una cadena
polipeptidica puede adquirir durante su proceso de plegamiento es tan grande, que la
busqueda sistemdatica de una estructura particular llevaria un periodo de tiempo
enorme, bioldgicamente inviable (Levinthal 1968). Mediante esta teoria, Levinthal
proponia la existencia de estructuras intermediarias de plegamiento correspondientes
a minimos locales de energia de Gibbs, a través de las cuales una proteina determinada



se plegaba hasta adquirir su conformacién nativa recorriendo una ruta o via de
plegamiento.

Para unificar el comportamiento termodinamico y cinético del plegamiento proteico se

III

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 entropia (anchura del embudo) y energia (altura del embudo)
disminuye a medida en que la proteina 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 polipeptidica. Por ejemplo, en el caso de las proteinas solubles en medio
acuoso, mientras que los aminodcidos de caracter hidrofébico interaccionan entre si
para formar el nucleo apolar de la macromolécula, los residuos de cardcter hidrofilico
guedan expuestos hacia el exterior, interaccionando con el medio acuoso de caracter
polar (Hartl et al. 2011). Sin embargo, el grado de compactacién de la estructura nativa
de una proteina puede ser muy variable, tal y como se observa en aquellas que poseen
una estructura intrinsecamente desordenada, o verse alterada durante el paso a su
conformaciéon bioldgicamente activa para interaccionar de manera efectiva con el
sustrato (Uversky 2010).

La forma del embudo, por lo tanto, describiria las condiciones mas o menos favorables
del entorno durante el proceso de plegamiento de una determinada proteina, variando
dicha forma en funcién de las propiedades y condiciones energéticas del mismo (Jahn
y Radford 2005). En una situacién ideal, un embudo liso en las tres dimensiones
describiria el plegamiento rapido de una proteina mediante un comportamiento de dos
estados Unicos: desplegado y nativo (Figura 1.1A) (Fersht 2000; Jackson y Fersht 1991).
En condiciones desfavorables, el embudo se volveria irregular dando lugar a minimos
locales de energia, por los cuales la proteina pasaria adquiriendo las diferentes
conformaciones intermediarias y estables de plegamiento, hasta adquirir finalmente la
mas estable de todas ellas, su estructura nativa, y la velocidad de plegamiento
disminuiria (Dahiya y Buchner 2019). Por lo general, las proteinas o péptidos de menos
de 100 aminoacidos, poseen un proceso de plegamiento sencillo que suele darse a
través de una Unica transicidn energética. Sin embargo, la mayoria de las proteinas
poseen secuencias de aminodcidos mas largasy, por lo tanto, rutas de plegamiento mas
complejas. Aqui, el paso de la estructura primaria a la conformacién nativa de la



proteina ocurre a través de numerosos estados intermediarios de plegamiento
(minimos locales de energia 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 proteina pasarian a ser demasiado
elevadas y las macromoléculas quedarian atrapadas en las diferentes estructuras
intermediarias, pudiendo llegar a autoasociar y agregar (Eichner et al. 2011; Jahn y
Radford 2005).
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Figura 1.1: Embudos de plegamiento. A, embudo energético para el
plegamiento de una proteina de dos estados, desplegado y nativo. B,
plegamiento de una proteina a través de estados intermediarios.

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

Los mecanismos basicos de plegamiento definidos in vitro por los estudios pioneros de
Anfinsen y Levinthal distan mucho de las condiciones intracelulares, donde la
concentracion 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 vy Ellis 1998). Ademads, otros factores como la fuerza idnica y la
temperatura del contexto fisioldgico 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 agregacién de los
intermediarios inestables de plegamiento descritos en el modelo anterior. Este
proceso, dependiente de la concentracién, estd caracterizado por cinéticas muy rdpidas



y es normalmente irreversible (Dahiya y Buchner 2019; Eichner et al
Sitia 2000; Sabate et al. 2010).
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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 polipeptidicas recién
sintetizadas, del remodelado de proteinas parcialmente desnaturalizadas y de la
solubilizacion y reactivacion de diversos agregados proteicos. También median
en las vias de degradacion 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 agregacion proteica, todas las células

poseen un sistema de control de calidad del proteoma (Figura 1.2),
diferentes tipos de componentes celulares, entre los cuales se

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

compuesto por
encuentran las
Powers y Balch

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

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

durante su plegamiento, evitando asi su agregacion. Sin embargo, cuando las células se

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

fuerzaidnicay estrés oxidativo o metabdlico entre otros) que se prolongan en el tiempo

(Goto et al. 1990; Stadtman y Levine 2003; Weijers et al. 2003), o

la aparicién de



mutaciones que desestabilizan la conformacién 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 concentracidon de intermediarios de plegamiento y
conformaciones parcialmente desnaturalizadas aumente, lo que favorece las
interacciones intermoleculares y promueve la agregacion proteica (Balch et al. 2008;
Morimoto 2008; Powers et al. 2009). Estos agregados, inicialmente de caracter amorfo,
pueden evolucionar hacia la formacién de cuerpos o fibras amiloides, de estructura mas
ordenada y termodindmicamente madas estables, caracterizados por su elevada
insolubilidad y su alto contenido en estructura B (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 funciéon de las proteinas agregadas, las cuales a su vez
secuestran mas proteinas funcionalmente activas del entorno y, por otro, un efecto
téxico que queda evidenciado por la aparicion de diversas enfermedades
neurodegenerativas en humanos como el Parkinson, Alzheimer y Hungtinton entre
otras, como consecuencia de la formacion 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
patoldgicas, estos agregados son continuamente eliminados o transformados por los
componentes del sistema de calidad proteico celular. En primer lugar, las chaperonas
moleculares intentaran que las cadenas polipeptidicas recuperen su conformacién
nativa mediante la desagregacién y posterior reactivacion de los agregados. En los
casos en los que esto no sea posible, los agregados seran eliminados a través de las dos
principales vias de degradacion 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 definicion, son proteinas capaces de ayudar a otras
proteinas a alcanzar su conformacidn 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). Afios



después, en 1987, Ellis y colaboradores extenderian el término para describir a
proteinas que ayudaban a diferentes péptidos a adquirir su estructura nativa in vivo
(ENis 1988).

Hoy en dia, el término chaperona molecular se utiliza para denominar a un grupo muy
variado de proteinas no relacionadas filogenéticamente, capaces de unir y estabilizar
confédrmeros inestables de otros polipéptidos para facilitar asi su correcto plegamiento
y ensamblaje (Hartl et al. 2011; Kim et al. 2013). Ademas de llevar a cabo sus principales
funciones como son el plegamiento de proteinas sintetizadas de novo, (re)plegamiento
de proteinas desnaturalizadas, prevencién de la agregacion y reactivacion de agregados
proteicos, las chaperonas también participan en otras funciones de mantenimiento del
proteoma como el ensamblaje de complejos macromoleculares y el trafico y
degradacion de proteinas, 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.-Clasificacion de las chaperonas moleculares

Existen mas de 20 familias de chaperonas moleculares, evolutivamente conservadas y
normalmente clasificadas en funcién de su peso molecular (Tabla 1.1) (Hartl 1996).
Algunas de ellas son expresadas constitutivamente mientras que la sintesis de las mas
abundantes y mejor caracterizadas se inducen bajo condiciones de estrés (como, por
ejemplo, altas temperaturas) (Moran et al. 1978). Por esta razén se les denomino
proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, Hsp)(Kampinga et al. 2009). En
cuanto a la localizacién subcelular, en general, se encuentran presentes en el citosol
pero muchas de ellas tienen representantes, que reciben diferentes nombres, en
organulos como el reticulo endoplasmatico, mitocondria o nucleo (Kleizen y Braakman
2004; Tatsuta et al. 2005; Zeytuni y Zarivach 2012).

En funcién de cual sea su mecanismo de accion, encontramos tres grupos principales
de chaperonas:

- Proteccion pasiva de la agregacion (holdasas): Hsp de bajo peso molecular
(sHsp) y Hsp40. Interaccionan con proteinas parcialmente desnaturalizadas
mediante procesos independientes de nucledtido, apantallando las regiones
hidrofdbicas que éstas exponen al disolvente, evitando asi su agregacion.
Ademas, pueden presentar los sustratos a otras chaperonas (Kim et al. 2013).



Tabla 1.1: Clasificacion de chaperonas moleculares en funcion de su tamaho

FAMILIA | ORGANISMO | CHAPERONA LOCALIZACION ESTRUCTURA FUNCION
Hsp100 E. Coli ClpA, B,C Citosol 6-7 Confiere tolerandia al estrés celular; resolubilizacdn de agregados
S. Cerevisiae Hsp104 Citosol monémeros insolubles formados por proteinas inactivadas durante estrés celular.
Hsp90 E. Coli HtpG Citosol Transduccién de sefiales intr i 6n con re de
. Cerevisiae Hsp83 Citosol diars hormonas esteroideas, con tirosina quinasas, con seronina/treonina
Humanos Hsp90 Citosol, nicleo, quinasas...); regulacion de la respuesta al choque térmico; ciclo celular y su
GRP94 ER, mitocdndria proliferacion; mantenimiento de laintegridad mitocondrial
TRAP1
Hsc/Hsp70 E. Coli Dnak Citosol 5 Participa en la replicacion del fago lambda; regulacion de la respuesta al
S. Cerevisige Ssal-4 Citosol L e choque témico; interaccién con cadenas polipeptidicas redén sintetizadas;
Ssb1,2 R itodndiia transporte  interorganelar; transduccion de sefiales intracelulares;
Kar2, Sscl replegamiento in vitro de proteinas desnaturalizadas; ciclo celular y su
proliferacion; actividad anti 0 presentacion de antigenos en
Humanos HsC70, Hsp70 célulastumorales
BIP, mHsp70 Citosol, nicleo
ER, mitocdndria
Hsp60 E. Coli GroEL/ES Citosol 1 Plegamiento in vitro y estabilidad de proteinas desnaturalizadas; cofactor
S. Cerevisige Hsp60 Mitocondria monaieros de diversos sistemas proteoliticos; de i6 y proteina:
Plantas Cpn60 Clorplasto en plantas (Rubisco)
Humanos Hsp60 Mitocéndria
Hspa0 E. Coli DnaJ Citosol Co-chaperona esencial para la actividad ATPasa de Hsp70; union y
S. Cerevisige Ydj1 Citosol dimero m liberacion de sustratos
Humanos Hdj1, Hdj2 Nucleo
smallHsps | E. Coli 1bpA, IpbB Citosol 824 Inhibicién de la agregadién proteica in vitro y la inactivacién inducida por
Humanos Hsp27 Citosol ORATRGIOE estrés térmico en S.cerevisiae; Termotoleracia celular mediante la
‘ cristalina Citosol ‘ estabilizacion de actina.

Plegamiento activo de polipéptidos: Hsp70, Hsp60 y Hsp90. Mediante ciclos
de unidn e hidrdlisis de ATP, participan activamente en el plegamiento de
cadenas polipeptidicas recién sintetizadas y en el replegamiento de proteinas
desnaturalizadas. Ademas 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: Hspl00. Solubilizan agregados proteicos mediante Ia
cooperacion con el sistema Hsp70 de chaperonas (Acebréon et al. 2009;
Fernandez-Higuero et al. 2018; Lee et al. 2004; Weibezahn et al. 2004,
Zietkiewicz et al. 2004).

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

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

mayoria 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 Hspl00, el cambio entre estos dos estados funcionales viene
dado por la unidn e hidrdlisis de ATP. Por el contrario, chaperonas de las familias Hsp40

y sHsp no presentan centros de unién a nucledtidos. En cuanto a la estructura




cuaternaria, chaperonas como sHsp, Hsp60 y Hsp100 forman ensamblajes oligoméricos
para ser funcionales.

A continuacién, se describen las caracteristicas mas destacadas de las chaperonas
pertenecientes a las familias sHsp, Hsp60, Hsp90 y Hsp100. Las chaperonas Hsp70 y
Hsp40 se tratardn mds 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 varian de los 12 a los 43 KDa vy, por lo general, tienden a formar
grandes oligdmeros de diferente tamafio y composicion (desde dimeros hasta
complejos de mas 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 dinamicas que intercambian
sus subunidades de manera constante para formar hetero-oligdmeros con otros tipos
de sHsp presentes en el medio (Carra et al. 2019). Probablemente, este intercambio
dindmico de subunidades sea el responsable de otorgar la especificidad de unién a
sustrato a estas chaperonas (Haslbeck y Vierling 2015). Durante el proceso de
ensamblaje-desensamblaje, estos complejos exponen zonas hidrofébicas al medio,
pudiendo unir de esta manera zonas concretas de proteinas 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 (Zwirowski et al.
2017). Se sabe ademas que la eficiencia en la reactivacion 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).



Figura 1.3: Estructura cuaternaria de
Hsp16.5 de Methanococcus Jannaschii (pdb
1SHS) Las 24 subunidades de Hspl6.5
forman un complejo esférico, hueco, con
simetria 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 unién de dos heptameros en forma de anillo que dejan una cavidad en su interior,
donde pueden albergar proteinas de hasta 60 kDa (Chaari 2019; Chaudhuri et al. 2009;
Frydman 2001; Horwich et al. 2007; Mayer 2010).

En organismos procariotas y orgdnulos endosimbidticos (mitocondrias y cloroplastos
entre otros), el heptamero estd formado por subunidades idénticas y requiere la
colaboracidn con la chaperonina Hsp10 (de 10 kDa), que también forma heptameros y
actua como tapa de la cavidad interna para la encapsulacién 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 si, 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;
Mufioz et al. 2011) . Ejemplos representativos de este grupo son el Thermosoma/TF55
en arqueasy TRiC/CCT en el citosol eucariota (Mufioz 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 fisiolégicas, Hsp90 es una de las proteinas mds abundantes en el citosol
ya que supone el 1-2% del total del proteoma (Chaari 2019). Bajo condiciones de estrés,
su expresion se ve incrementada hasta el 4-6% (Borkovich et al. 1989; Chen et al. 2006).
Estas chaperonas forman homodimeros 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.

maduracién de numerosos sustratos (o clientes) que estan involucrados en muchas vias
celulares diferentes (Biebl y Buchner 2019; Erlejman et al. 2014; Mayer 2010; Rohl et
al. 2013)

Los clientes de HSP90 incluyen, entre otros, quinasas, factores de transcripcién,
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 proteina 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).
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Figura 1.5: Estructura del dimero GRP94-NMC. (PDB ID 201V) Los dos
protémeros del dimero se muestran en azul y cian. La figura muestra los
diferentes subdominios (N-terminal, intermedio y C-terminal) que forman cada
uno de los mondémeros. La interfaz formada entre los subdominios N-terminal y
dominio intermedio contienen el sitio de union e hidrdlisis para el nucledtido. Los
dominios C de ambos mondmeros interactuan entre si al formar el dimero
formando el bolsillo de union a sustrato. Figura adaptada de Dollins et al. 2007.

El ciclo funcional de Hsp90 se encuentra definido por cambios conformacionales en la
proteina mediados por la unidn e hidrdlisis de ATP (Mickler et al. 2009; Shiau et al.
2006). Tras la unién de ATP, los dominios N-terminal de ambos mondémeros
interaccionan entre si 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
hidrdlisis del ATP, el dimero 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
hidrélisis del ATP y de unidn 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 union a nucleétido (NBD) filogenéticamente muy conservados.
Estas chaperonas son capaces de degradar agregados proteicos en cooperacién con
componentes proteoliticos o de extraer polipétidos de los agregados para replegarlos
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y reactivarlos en cooperacién con Hsp70. Las Hsp100 con actividad desagregasa mejor
conocidas son las proteinas 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 bioldgica activa de estas proteinas es un hexdmero 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 nucleétido. La hidrdlisis del
ATP promueve cambios conformacionales en las subunidades del hexamero de forma
alternativa, de modo que se genera una fuerza motora unidireccional que permite la
translocacion de polipéptidos a través de su poro central (Gates et al. 2017; Rizo et al.
2019).

A NTD NBD1 MD NBD2 CTD C
[]
1 151 399 527 545 857 -- CipB
1 164 41 538 556 870908 Hsp104

140 A

145 A

Channel

Figura 1.6: Estructura de Hsp104 y ClIpB. A, representacion esquemdtica de la
organizacion de dominios de ClpB de E. coli, y Hsp104 de S. cerevisiae. B, mapas
3D de densidad electronica de Hspl04 obtenidos por criomicroscopia
electronica. Los diferentes dominios se han coloreado como en A. C, mapa de
densidad electronica de ClpB unida a caseina, 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).



1.3. CHAPERONAS MOLECULARES Y REACTIVACION DE AGREGADOS
PROTEICOS

¢Reactivar o degradar? Bajo condiciones de estrés, la formacién de agregados proteicos
aumenta de manera considerable en el interior celular, por lo que la célula debe decidir
lo antes posible el destino mas apropiado para los mismos y poder asi garantizar su
supervivencia. Esta decision dependera de las caracteristicas intrinsecas del sustrato
agregado, o las afinidades relativas de éstos por las chaperonas o por los componentes
de los sistemas de degradacién proteica. Algunos autores sefialan que, frente a la
degradacion, la reactivacion 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;
Zwirowski et al. 2017). En ocasiones, el apantallamiento eficaz de las zonas hidrofébicas
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 degradacion de dichos agregados
(Kirstein et al. 2009). De este modo, se favoreceria la colaboracién con otras
chaperonas como ClpB o Hspl04 en bacterias y levaduras respectivamente, para
derivar esos agregados a la ruta de desagregacidon/reactivacidon, evitando asi su
degradacion. La fraccidon de sustrato recuperado dependera 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 reactivacién de agregados de proteinas es un proceso dificil que
requiere la colaboracidn de varias chaperonas para extraer y replegar cadenas de
polipéptidos. Las principales chaperonas involucradas en procesos de reactivacion de
agregados proteicos se muestran en la Tabla 1.2.

Las células emplean dos sistemas diferentes para la solubilizacién y reactivacidon de
agregados proteicos dependiendo del tipo de organismo del que provengan (Mogk et
al. 2018). Bacterias, hongos, plantas y organulos como la mitocondria, emplean un
sistema bichaperona basado en la colaboracién 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
reactivacién 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 solubilizacion y reactivacion de
agregados proteicos.

FAMILA = ORGANISMO | CHAPERONA INDUCIBLEPOR LOCALIZACION DISTRIBUCION/TEJIDO
ESTRES TERMICO
Hsp100 E. Coli ClpA, B, C Si Citoplasma
S. Cerevisiae Hsp104 si Citoplasma
Hsp70 E. Coli DnakK Si Citoplasma
S. Cerevisiae Ssalp Si Citoplasma
Humanos Hsc70 (HspA8, Hsp73) No Citoplasma, ntcleo Ubicua
Hsp70 (HspA1A/B) Si Citoplasma Ubicua
Hsp40 E. Coli Dnal Si Citoplasma
S. Cerevisiae Sis1p si Citoplasma, niicleo
Ydj1p Si
Citoplasma, mitocondria
Humanos Hdj1 (DnaJB1, Hdj1) Si Citoplasma, nticleo Ubicua
Hsp110 S. Cerevisiae Sselp Si Citoplasma
Humanos Hsp105 (HspH1) Si Citoplasma Ubicua
Apgl (HspH3, HspA4L) No Citoplasma, ntcleo Testiculos, higado, rifién, cerebro
Apg2 (HspH2, HspA4) Si Citoplasma Ubicua

1.3.1.- Desagregasas en bacterias y levaduras: el sistema bichaperona Hsp100-
Hsp70.

La reactivacién de agregados proteicos en bacterias y levaduras, asi como en plantas y
protozoos, se realiza por la accién coordinada de una red de chaperonas con actividad
desagregasa formada por los miembros de la familia Hsp100 y los componentes del
sistema Hsp70, que, ademas de la chaperona, incluye a la cochaperona Hsp40 y un
factor intercambiador de nucledtido (abreviado NEF del inglés). La Tabla 1.2 resume las
proteinas caracteristicas que componen este sistema en bacterias y levaduras. Ademas,
la actividad del sistema bichaperona Hsp100-Hsp70 puede potenciarse en presencia de
chaperonas sHsp (Mogk et al. 2003). Se debe destacar que sin la cooperacién con
Hsp100, los sistemas de Hsp70 en bacterias y levaduras muestran una capacidad de
desagregacion de proteinas 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 agregacion de
proteinas de forma severa (Queitsch et al. 2000; Sanchez y Lindquist 1990; Squires et
al. 1991). La principal diferencia entre los sistemas de bacteria y levaduras atafie al
componente NEF del sistema Hsp70. Mientras que en bacterias esta funcion la realiza
la proteina GrpE, que cuenta con un homdlogo en mitocondrias (Moro y Muga 2006),



en levaduras aparece la proteina Sselp, un miembro de la familia de chaperonas
Hsp110 (Dragovic et al. 2006). Estas chaperonas constituyen un grupo relacionado con
las Hsp70 que se describird mas adelante.

La etapa inicial en la reactivacidon de polipéptidos agregados es la asociacién 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, Dnal se une inicialmente a los segmentos hidréfobos del sustrato que
estan expuestos en la superficie del agregado, para impulsar la asociacién 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 (Acebrdn et al. 2009; Zietkiewicz et al.
2006, 2004). Varios trabajos publicados sugieren la formaciéon de un complejo entre
Hsp70 y Hspl00 en la superficie del agregado, que actla activamente como la
magquinaria de desagregacion. Asi, la cooperacion entre las dos familias de chaperonas
se produce sélo entre proteinas 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 (Fernandez-Higuero et al. 2018). La
accion concertada de ambas chaperonas promueve la extraccion de polipéptidos del
agregado, en un proceso que podria implicar la translocacién total o parcial de
segmentos de la cadena polipeptidica 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 continuacion de forma espontanea o
con la ayuda de chaperonas.

Figura 1.7 (Pdgina siguiente): Reactivacion de agregados en bacterias por el
sistema bichaperona ClpB-DnaK. La reactivacion de agregados proteicos ocurre
de manera secuencial y es llevada a cabo por el sistema de chaperonas Dnak-
DnaJ-GrpE en colaboracion con la desagregasa ClpB. En primer lugar, Dnal
reconoce y une zonas hidrofdbicas expuestas de los polipéptidos
desnaturalizados, y media la interaccion de estos con DnaK, quien recluta
moléculas de ClpB a la superficie del agregado. Las cadenas polipeptidicas son
extraidas por la accion de la Hsp100, atravesando el poro central de la proteina
para poder ser liberadas finalmente al medio, donde tendrdn la oportunidad de
recuperar su conformacion nativa de manera espontdnea 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
desaparicidén de proteinas homdlogas 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
aparicidn 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 reactivacion 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 desagregacién
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 desagregacién muy altas, dado que el riesgo y el grado de
agregacion de proteinas son probablemente mas bajos en organismos moviles y
multicelulares que en procariotas y eucariotas unicelulares y plantas sésiles, mas
expuestos a entornos hostiles y condiciones de estrés mas severas, bajo las cuales la
formacién de agregados proteicos es, en muchos casos, inevitable. Este hecho podria
explicar el motivo por el cual la solubilizacién y reactivacién de proteinas agregadas en
levaduras requiere la colaboracion de Hsp104 con el sistema de Hsp70 (Ssal) (Ben-Zvi
et al. 2004; Diamant et al. 2000; Rampelt et al. 2012), a pesar de contener una Hsp110
(Ssel) homéloga a otras proteinas de la familia de origen animal.



La extraccién, o solubilizacion, de las cadenas polipeptidicas del agregado para su
posterior replegamiento por este sistema de chaperonas, depende de los ciclos de
unién y liberacion del sustrato a Hsp70 en cooperacion 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 nucleétido
(NEFs). En las células humanas, representantes de la familia de chaperonas Hsp110
facilitan el intercambio de nucleétido y potencian la reactivacion de agregados
proteicos (Gao et al. 2015; Rampelt et al. 2012; Shorter 2011). Se ha propuesto que
usando estos ciclos de union/liberacién de sustratos proteicos, se produce una
nucleacion de las chaperonas en la superficie del agregado para formar estructuras
oligoméricas de orden superior, que contienen multiples moléculas de Hsp70 capaces
de extraer cadenas polipeptidicas del agregado (Nillegoda y Bukau 2015). Los
complejos entre chaperonas Hsp40 de tipo Ay B, como DnaJA2 y DnalJB1, y la tendencia
a la oligomerizacion de las Hsp70s humanas (Aprile et al. 2013; Nillegoda et al. 2015)
pueden favorecer la nucleacién de las moléculas de Hsc70 en el agregado. El
mecanismo final por el cual Hsp70 genera la fuerza mecdnica requerida para extraer
polipéptidos desplegados se ha denominado traccién entrdpica (de “entropic pulling”)
(Figura 1.8B) (De Los Rios et al. 2006; Sousa y Lafer 2019). Este modelo considera el
comportamiento termodindmico de las moléculas en espacios restringidos. Las
moléculas de Hsp70 unidas a cadenas de polipéptidos agregados, experimentan una
reduccion considerable de sus grados de libertad de movimiento y, por lo tanto, de su
entropia, ya que se encuentran parcialmente inmovilizadas en la superficie del
agregado. La unién de Hsp70 podria inducir un despliegue parcial localizado del
polipéptido. Se sabe que la unién de Hsp70 y Hsp40 promueve el desplegamiento de
los sustratos proteicos (Rodriguez et al. 2008; Sharma et al. 2010). El desplegamiento
del polipéptido favoreceria el movimiento de la chaperona alejandose de la superficie
del agregado, junto con el sustrato unido. El resultado de este movimiento seria un
aumento inmediato de la entropia, lo que se traduciria en un cambio favorable de
energia libre que podria convertirse en la fuerza direccional necesaria para extraer
mondmeros de polipéptidos desnaturalizados.
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Figura 1.8: Reactivacion 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 hidrdlisis 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 liberacion del sustrato. B, modelo de
traccion entrdpica propuesto para la solubilizacion de agregados de proteinas
por el sistema Hsp70. Hsp40 recluta Hsp70 a la superficie del agregado, lo que
resulta en una reduccion de su entropia. El desplegamiento local del polipéptido
unido podria permitir el movimiento del complejo Hsp70-cliente lejos de la
superficie del agregado, aumentando los grados de libertad de las moléculas.
Esto generaria un cambio favorable de energia libre (AG <0) debido al aumento
de la entropia 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 proteinas pertenecientes a las familias de chaperonas Hsp70 y
Hsp40. Asi, el genoma humano contiene multiples genes capaces de codificar para



diferentes proteinas Hsp70, muy conservadas y que desarrollan funciones generales o
especializadas, encontrandose localizadas en diferentes compartimentos celulares,
dependiendo de cual sea su funcion. Al menos 13 genes diferentes codifican proteinas
Hsp70 en humanos, de las cuales 6 se expresan como Hsp70 candnicas en el citosol y
nucleo (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 reticulo endopldsmico y mitocondria, respectivamente.

Pero la diversidad tanto en el nUmero de proteinas integrantes como en funcionalidad
adquiere especial relevancia en la familia de proteinas 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 caracteristico, 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
gue la interaccidon de una misma Hsp70 con diferentes JDPs genera combinaciones
Unicas que facilitan la realizacion de procesos diferentes y especificos 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 proteinas denominadas Hsp105, Apg2 y Apgl, respectivamente, que se
localizan en el citosol y nucleo. Las tres proteinas 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
reactivacién de agregados proteicos en células humanas, sin embargo, la combinacién
mas estudiada hasta el momento y la mas eficiente, tanto con agregados amorfos como
ordenados, es la compuesta por Hsc70 (Hsp70), DnalB1 (Hsp40) y Apg2 (Hsp110) (Gao
et al. 2015; Rampelt et al. 2012; Shorter 2011). La inclusién de DnaJA2, otro miembro
de la familia Hsp40 humana, incrementa significativamente el rendimiento de la
reactivacién de agregados proteicos amorfos por esta combinacién 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 expresién 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 nucleo 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 colaboracidn 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 relacion directa con el plegamiento proteico, Hsc70 ayuda a polipéptidos recién
sintetizados a plegarse en su conformacién nativa (Beckmann et al. 1990; Frydman y
Hartl 1996), previene la formacién de agregados proteicos (Jana et al. 2000; Meacham
et al. 1999; Strickland et al. 1997; Watanabe et al. 2001) y participa en su solubilizacion
y reactivacion (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 liberacion de moléculas de clatrina de la superficie de las vesiculas
formadas durante la endocitosis celular (Bécking 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 (DnalC6), para unirse a los trisqueliones de clatrina y separarlos
de la superficie del endosoma utilizando para ello la energia generada por la hidrdlisis
del ATP (Sousa et al. 2016). Hsc70 también participa en procesos de degradacion
proteica, mediante su participacién en la ruta ubiquitina-proteasoma (Connell et al.
2001; Fernadndez-Fernandez et al. 2017; Hjerpe et al. 2016; Hohfeldet al. 2001;
Meacham et al. 2001). Ademas, es clave en el proceso de autofagia mediada por
chaperonas, seleccionando aquellas proteinas 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 translocacién proteica a través de
membranas, participando en la importaciéon y exportacion de diversas proteinas a
través de la membrana nuclear, mitocondrial y del reticulo endoplasmatico (Bukau et
al. 2006; Chirico et al. 1988; Deshaies et al. 1988; Florin et al. 2004). Por ultimo, también
participa en el proceso de transporte de organulos a través de los microtubulos
celulares (Terada et al. 2010; Tsai et al. 2000) y en diversos procesos de comunicacién
intercelular, pues algunos estudios revelan su presencia en el espacio extracelulary la
membrana celular (Barreto et al. 2003; Nirdé et al. 2010).

1.4.1.1.- Caracteristicas generales de la familia Hsp70

Las Hsp70 son proteinas monoméricas de alrededor de 70 kDa, aunque diversos
estudios recientes sefialan su capacidad de oligomerizar, lo que puede conllevar
importantes consecuencias funcionales (Takakuwa et al. 2019). Las Hsp70 son
proteinas esenciales para la vida y constituyen una de las familias de proteinas mas
conservadas desde el punto de vista evolutivo, ya que se encuentran presentes en
todos los organismos vivos, desde las arqueobacterias hasta los mamiferos superiores.
Al aumentar la complejidad de los organismos, se ha observado que también aumenta



el numero de genes que codifican proteinas Hsp70. Asi, mientras que los procariotas
presentan pocos genes de proteinas Hsp70 (de 1 a 3), en eucariotas pueden existir
entre 15y 20 Hsp70 diferentes (Hageman et al. 2011; Stricher et al. 2013), distribuidas
en el citosol, nucleo y organulos, cuyas funciones son reguladas por una gran variedad
de cochaperonas que, de manera selectiva, las dirigen a diferentes regiones
subcelulares y les permiten cooperar especificamente con otros sistemas de
chaperonas (Mayer y Bukau 2005; Stricher et al. 2013). La gran homologia existente
entre las Hsp70 de diferentes origenes posiblemente se encuentra relacionada con el
rol esencial para la vida celular que realizan estas proteinas y la conservacién de su
mecanismo funcional. De hecho, in vivo, las Hsp70s de Drosophila y humanos son
capaces de proteger a células de otras especies, como ratén (Pelham 1984) y roedor
(Jaattela et al. 1992; Li et al. 1991), respectivamente, frente a diferentes tipos de estrés.

Las funciones mds habituales de las chaperonas Hsp70 estdn directamente
relacionadas con la homeostasis proteica y la proteccidon de las células frente a
situaciones de estrés, asi 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 mas importantes, encontramos plegamiento de proteinas
recién sintetizadas, replegamiento de proteinas parcialmente desnaturalizadas o
agregadas, proteccion frente a la agregacion, reactivaciéon de agregados proteicos,
ensamblaje de estructuras macromoleculares, translocacion de proteinas a través de
membranas, o el control de la actividad de proteinas reguladoras entre otras. Las Hsp70
realizan estas funciones gracias a su capacidad de unir secuencias polipeptidicas cortas
(entre 3-5 residuos) de caracter hidrofébico de una forma regulada por la unién e
hidrélisis de ATP. Es habitual encontrar uno o varios sitios de unién para Hsp70 con
estas caracteristicas expuestos en proteinas que se han desplegado parcial o
totalmente, o incluso en proteinas nativas (Mayer y Gierasch 2019).

1.4.1.2.- Dominios funcionales y estructura de Hsp70
Las Hsp70 son proteinas multidominio con una organizacién similar que consiste en
(Figura 1.9)(Mayer y Bukau 2005; Stricher et al. 2013):

i) un dominio N-terminal de unién a nucledtido, 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, organizacion de los
dominios de las proteinas de la familia Hsp70 DnaK. Figura de (Aguado,
Fernandez-Higuero, Moro, et al. 2015). B, Estructura de los dominios NBD (PDB
ID 3HSC) (izquierda) y SBD (PDB ID 1DKZ) (derecha) de HSPAS. Figura adaptada
de Stricher et al. 2013.

i)

i)

un dominio C-terminal de unidn a sustrato, abreviado SBD (de Substrate
Binding Domain) de unos 28 kDa capaz de unir transitoriamente péptidos
pequefios o segmentos hidrofébicos de proteinas parcialmente
desnaturalizadas, y

una secuencia conectora entre los dos dominios de caracter hidrofébico
(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 Iébulos (I y

I1), cada uno dividido a su vez en dos pequefios subdominios (A y B). Estos cuatro

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



nucleétido en complejo con un Mg?* y dos K*, produciéndose interacciones especificas
tanto de la adenosina como de los fosfatos B-y y- con diferentes residuos de la proteina
que facilitan la hidrélisis 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 funciéon de cual sea el nucleétido que alberga en su interior, siendo la
dependencia entre la frecuencia de dicha apertura (y, por lo tanto, velocidades de
disociacion) y la naturaleza del nucleétido unido la siguiente: APO > ADP > ADP + Pi >
ATP (Gassler et al. 2001; Mayer y Bukau 2005; Zhang y Zuiderweg 2004).

El SBD esta formado por dos subdominios muy diferenciados cuya interaccién facilita
el secuestro de sustratos proteicos. Por un lado, encontramos al subdominio SBD, con
una estructura de sandwich 3 de 15 kDa, compuesto por dos ldminas B antiparalelas,
cada una de ellas formadas a su vez por cuatro hebras B (B3, B6, B7 y B8 la primera, y
B1, B2, B4y B5 la segunda) y cuatro lazos conectores. Este subdominio alberga un sitio
de unidn en el que se pueden acomodar péptidos hidrofébicos cortos (Zhu et al. 1996).
El segundo subdominio, SBDa, de unos 10 kDa, esta formado por cinco hélices a (de la
A ala E), que se pliegan sobre el SBDB y establece interacciones con este subdominio
que permiten atrapar el péptido unido a éste (Fernandez-Sdiz et al. 2006; Moro et al.
2004; Zhu et al. 1996). Por este motivo, el SBDa ha recibido el nombre de “lid” (tapa en
inglés) en numerosos trabajos. Se ha demostrado que, en el caso de clientes proteicos,
el SBDa no se cierra completamente sobre el SBDB y puede establecer contactos con
el sustrato (Schlecht et al. 2011). Finalmente, el SBD termina en un segmento corto de
longitud variable en conformacién intrinsecamente desordenada, imprescindible para
la oligomerizacién de la proteina (Benaroudj et al. 1997) y, que en el caso de Hsp70
eucariotas, finaliza frecuentemente en la secuencia EEVD, importante para la
interaccion 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 regulacion alostérica de la chaperona en
respuesta a la union e hidrélisis de ATP (Vogel et al. 2006). Cuando el NBD de la Hsp70
se encuentra vacio o unido a ADP, el lazo conector posee una estructura desordenada
que permite que el NBD y el SBD se encuentren fisicamente separados (Bertelsen et al.
2009). Sin embargo, en el estado ATP, el lazo conector adquiere una conformacion de
hebra B y se inserta en el NBD promoviendo el acoplamiento del NBD y el SBD, y la
compactacion 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 practicamente
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, basdndose en tres proteinas modelo: DnaK y HscA de
E.Coliy Hsc70 humana (Brehmer et al. 2001). Por un lado, encontramos diferencias en
la longitud de un lazo presente en el subdominio 1IB, cerca del bolsillo de unién a
nucledtido. Mientras que los miembros de la subfamilia DnaK presentan un lazo
especialmente largo, necesario para la interaccidon con el NEF bacteriano GrpE, los de
las pertenecientes a las subfamilias Hsc70 y HscA, constan de cuatro y diez residuos
menos, respectivamente. Ademas, mientras que los lazos de DnaK y Hsc70 presentan
secuencias conservadas especificas 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 (pdgina siguiente): Diferencias estructurales que afectan al NBD y
SBD de Hsp70. A, Superposicion de los modelos del dominio de unién a
nucledtido 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 union
a nucledtidos formada por las hélices | y 1. B, Vista en detalle de la interfase de
la hendidura de unién a nucledtido de DnaK de E.Coli en su conformacion 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 Il, respectivamente. También se observa el parche
hidrofdbico formado por V59 y M259 a la entrada de dicha hendidura, situados
en las hélices | y I, 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
hidrofobico (triangulos) formados entre ambas hélices, y las diferentes
extensiones del lazo situado en el subdominio II1B 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 hidrofébico y dos puentes
salinos en la parte superior de la hendidura central de dominio de unién a nucleétido,
principales responsables de la polaridad de este bolsillo. Mientras que DnaK posee los
tres elementos mencionados, las proteinas pertenecientes a la subfamilia de Hsc70
carecen del parche hidrofébico 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
union y disociacion de los distintos nucledtidos a la proteina. Por un lado, el parche
hidrofdbico y los puentes salinos parecen actuar a modo de “trampa”, permitiendo el
cierre del bolsillo de unién al nucledtido. Por otro lado, y aunque menos obvio, parece
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qgue, debido a su largura, el lazo pueda actuar a modo de pestillo, interaccionado con
el subdominio IB durante la compactacion del NBD.

Lo descrito en estos parrafos es interesante ya que, curiosamente, las diferencias
estructurales observadas en los NBDs de estas tres subfamilias parecen ser
responsables de la regulacidn de la etapa en la que se produce el intercambio de ADP
por ATP en la chaperona. De esta manera, las proteinas de la subfamilia de DnaK de E.
coli requieren la presencia de la proteina intercambiadora de nucleétido GrpE para
llevar a cabo su actividad tanto in vivo como in vitro. En el extremo opuesto
encontrariamos las homadlogas de HscA que presentan velocidades de disociacién de
ADP elevadas, de modo que no necesitarian colaborar con proteinas NEF para ser
funcionales. Por ultimo, Hsc70 tendria velocidades de disociacion de ADP intermedias
y, aunque son capaces de llevar a cabo su actividad en solitario, necesitan colaborar
con proteinas intercambiadoras, como los componentes de las familias de proteinas
BAG o Hsp110, para la realizacion de sus funciones (Brehmer et al. 2001).

En cuanto al dominio de unién a sustrato, el grado de conservacién del SBDB entre
todas las homdlogas de la familia de Hsp70 es muy elevado, mientras que la homologia
del SBDa es baja. Diversos estudios han demostrado que mutaciones y/o alteraciones
del arco hidrofébico en el SBDa 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 sustitucién del SBDa de Hsp70 diferentes provoca modificaciones
conformacionales y la perdida de funcidon (Moro et al. 2002, 2005). Por estos motivos,
cabe pensar que las variaciones estructurales del SBD hayan sido evolutivamente
esenciales para la especializacién 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 unién y disociacion de los clientes, en los que la chaperona alterna entre dos
estados conformacionales de alta y baja afinidad por el sustrato, acoplados a la unién
e hidrédlisis de ATP. Los estudios realizados a lo largo de las pasadas décadas,
fundamentalmente con las proteinas HSPA1A y HSPA8 (humanas o bovinas), y la
homoéloga 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; Nicolai 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



la funcién de la chaperona y la interaccidn especifica con sus correspondientes
sustratos, el mecanismo alostérico que guia los cambios conformacionales y que
conecta los dos dominios de la proteina (SBD y NBD) parece estar muy conservado
(Clerico et al. 2019; Lai et al. 2017; Meng et al. 2018).

Hsp40 B

Estado de alta
afinidad

Estado de baja
afinidad

Sustrato

NEF &

ADP

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 Iémina f entre los subdominios IA y IIA del dominio de unién a
nucledtido, permitiendo de esta manera una estrecha interaccion entre los
dominios SBD y NBD de la proteina. En esta conformacion 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 hidrdlisis de ADP genera cambios conformacionales
en el NBD que conllevan la liberacion del lazo conector, el cual adopta una
estructura desordenada que permite la separacion de los dominios SBD y NBD
de la proteina. En esta conformacion 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 actuan de forma independiente excepto
por las restricciones impuestas por el lazo conector en conformacion desordenada
(Zhuravleva et al. 2012) (Figura 1.11). EI SBD se encuentra en una conformacién cerrada
por lo que el sustrato peptidico se asocia a este dominio con alta afinidad, pero con
cinéticas de asociacién y disociacién lentas (alrededor de 10* M? sty 103 s?,
respectivamente). La unién de ATP al centro catalitico en el NBD provoca una rotacion
de los Iébulos | y Il entre si, abriendo una hendidura en la parte inferior del NBD donde
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se une el lazo conector en conformacién de hebra 8 (Figura 1.11). Los subdominios del
SBD se separan, asociandose a diferentes regiones del NBD: el SBDa se une al
subdominio IB y el SBDP lo hace a los subdominios IA y IIB (Figura 1.11). Esto provoca
una reorganizacidn del SBD3 que abre el sitio de unidn, facilitando la salida del sustrato
al medio. En el estado ATP, la K4 por el sustrato incrementa alrededor de 10 veces, lo
gue se acompaiia de un aumento de 100 y 1000 veces en las velocidades de asociacion
y disociacién, respectivamente (Buczynski et al. 2001; Mayer et al. 2000). Por otro lado,
la interaccion del SBDJ con el NBD provoca que los residuos cataliticos adquieran una
conformacién inadecuada para la hidrélisis del ATP (Kityk et al. 2015), lo que explica la
baja actividad ATPasa basal de las Hsp70. La unién de un sustrato polipeptidico y, en
especial, la insercién de un residuo en el sitio de unién hidrofébico del SBD, induce la
liberacion de este subdominio del NBD (Kityk et al. 2015; Zhuravleva et al. 2012). Esto
permite la reorganizacion de los |6bulos del NBD hacia una posicion mds adecuada para
la hidrdlisis del ATP. De modo concomitante, el SBDa se disocia del NBD y cierra el sitio
de unidn interaccionando nuevamente con el SBDB. Estos cambios conformacionales
también provocan que el lazo conector se desordene y salga de la hendidura entre los
I[6bulos IA y IIA del NBD, lo que conlleva la pérdida de la posicién éptima para la
hidrélisis del ATP. Por este motivo, los sustratos solo estimulan moderadamente la
actividad ATPasa de las Hsp70 y, por tanto, precisan de la colaboraciéon con
cochaperonas para completar su ciclo funcional de manera eficiente.

1.4.1.5.- Regulacion del ciclo funcional de Hsp70 por cochaperonas

El ciclo conformacional de las Hsp70 siempre se encuentra regulado por dos
cochaperonas que actian de forma independiente sobre las dos fases del ciclo: la
hidrdlisis de ATP y el intercambio ADP/ATP para reiniciar un nuevo ciclo. Por un lado, la
interaccion de Hsp70 en el estado ATP con cochaperonas de la familia Hsp40 promueve
una estimulacion de la actividad ATPasa de la chaperona de una forma sinérgica con el
sustrato (Figura 1.11). De este modo, la tasa de hidrdlisis 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 peptidico (Laufen et al. 1999). Un estudio
reciente revela que la unidn del dominio J de Hsp40 al NBD de Hsp70 previene la salida
del lazo conector, favoreciendo una conformaciéon mdas competente para la hidrdlisis
del ATP (Kityk et al. 2018). El domino J estd muy conservado entre las proteinas Hsp40
lo que sugiere que el mecanismo de activacién de la ATPasa de Hsp70 es similar en
todas ellas.



Sill o

A \IA IIA IIA IA IIA
1B ﬂ ~M‘ 1B lig 1B ﬂ’ ‘n

Figura 1.12: Factores de intercambio de nucledtidos de Hsp70. Estructura de
diferentes complejos Hsp70:NEF y representacion esquemdtica de los cambios
conformacionales del NBD de Hsp70 producidos tras la unidon de: A, GrpE de E.
coli (PDB ID 1dkg); B, BAG (PDB ID 1hx1); C, Sil1 (PDB ID 3gml); D, Hsp110 de S.
cerevisiae (PDB ID 3d2f). Figura adaptada de Rosenzweig et al. 2019

Por otro lado, los factores de intercambio de nucleétido (NEF) median la apertura del
bolsillo de unidn de nucledtidos en el NBD, facilitando la disociacién del ADP y su
intercambio por ATP. Estos pasos constituyen las etapas limitantes para la liberacién
del sustrato por parte de la Hsp70, por lo que este proceso se encuentra altamente
regulado y esta sujeto a una fuerte variacién evolutiva que afecta tanto los residuos del
NBD de Hsp70 implicados en la interaccion con el NEF, como a la propia proteina NEF
responsable de la especificidad de la interaccidon con Hsp70. Asi, existen cuatro grandes
familias de proteinas NEF no relacionadas estructuralmente que actdan 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 proteina GrpE, un homodimero que consiste en una hélice a larga, que
forma un ovillo trenzado en la mitad N-terminal de la proteina, y un domino formado
fundamentalmente por estructuras B en el segmento C-terminal (Harrison et al. 1997).
Al interaccionar con DnaK, GrpE introduce el dominio  entre los subdominios IB y |IB
del NBD de la chaperona induciendo la apertura del centro de unién de nucledtido
mediante la inclinacion del subdominio 1IB, lo que reduce enormemente la afinidad por
el nucleédtido unido (Figura 1.12A).

En las células eucariotas existen tres tipos de NEFs que pertenecen a las familias BAG,
HspBP1/Sil1y Hsp110 (Bracher y Verghese 2015; Mayer y Gierasch 2019). Las proteinas

31



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 a que interacciona con los subdominios IB y 1IB del NBD de Hsp70
(Sondermann et al. 2001). Esto induce una conformacién del NBD en la que el
subdominio 1IB se mueve hacia fuera (Figura 1.12B), de modo similar a lo mencionado
anteriormente para el complejo entre DnaK y GrpE. HspBP1 y Sill1 humanas son
proteinas 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 1IB, lo que
provoca una rotacion de éste (Figura 1.12C). Por ultimo, las proteinas de la familia
Hsp110 promueven el intercambio de nucleétido mediante una interaccidon con el NBD
de Hsp70 que rota el subdominio 1IB hacia afuera (Figura 1.12D), de modo similar a
GrpE y BAG. Las caracteristicas de esta familia de proteinas se trataran 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 todavia no esta claro. Sin embargo, se sabe que este proceso puede
ocurrir en mas de un minuto y que por lo general son necesarios varios ciclos de unién
y liberacién del sustrato por parte de la chaperona para que éste pueda alcanzar su
conformacién nativa. Se postulan dos teorias para explicar este proceso:

- Particién cinética: Hsc70 ejerceria un rol pasivo en el cual sucesivos ciclos de

unién y liberacién de los sustratos, darian lugar a una disminucién de la
concentracién local de péptidos desnaturalizados. De esta manera, la
probabilidad de agregar entre ellos disminuiria y la adquisicién de su
conformacién nativa se veria favorecida (Goloubinoff y Rios 2007; Mayer y
Bukau 2005).

- Desplegamiento local: Sucesivos ciclos de unidn y liberacién del sustrato mal

plegado por parte de Hsp70 inducirian un desplegamiento local de éste,
permitiendo de esta forma superar la barrera energética necesaria para poder
alcanzar su conformacion nativa (Sousa 2014).



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

Entre las numerosas proteinas de la familia Hsp40 en humanos, DnalJB1 y DnalA2,
también denominadas Hdjl y Dj3, se encuentran implicadas en la solubilizacién vy
reactivacion de agregados proteicos (Kampinga et al. 2019; Kirstein et al. 2017;
Nillegoda y Bukau 2015; Rampelt et al. 2012). DnaJA2 y DnalB1 pertenecen,
respectivamente, a las clases Ay B de Hsp40 (ver apartado 1.4.2.1) y ambas proteinas
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 varian (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 unién a sustratos de
ambas Hsp40 es diferente (Fan et al. 2004; Kakkar et al. 2014). Este hecho hace que,
aunque ambas posean la capacidad intrinseca de prevenir la agregacion proteica al
unirse a sustratos desplegados (Mok et al. 2018; Scior et al. 2018), la eficacia de DnalA2
sea mayor (Nillegoda y Bukau 2015). Por otro lado, la naturaleza, estructura,
condiciones de agregacidn, grado de compactacién y tamafio los agregados proteicos
definen su eficacia en el proceso de reactivacidn de agregados porteicos junto con
Hsc70 y Apg2 (Kirstein et al. 2017; Nillegoda et al. 2015). Asi, 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 tamafio (de 700 a 5.000 kDa), mientras
que DnalA2 presenta mayor actividad frente agregados de menor masa molecular
(200-700 kDa) (Nillegoda y Bukau 2015).

La combinacidn de DnaJA2 y DnalB1 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 esta relacionada con la interaccién
transitoria entre ambas proteinas para generar complejos, que posiblemente permiten
la formacién de estructuras con Hsc70 y Apg2 de orden superior, que faciliten la
nucleacion de las chaperonas en la superficie del agregado (Nillegoda y Bukau 2015).
La formacién de complejos entre DnalA2 y DnalB1 involucra a los dominios J y CTD de
ambas proteinas (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 patron de potenciales electrostaticos
complementarios (Nillegoda y Bukau 2015), que es especifico de organismos eucariotas
y determina la formacién 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 accidn sinérgica en la
solubilizacion y reactivacion de agregados proteicos (Kampinga et al. 2019; Kirstein et
al. 2017; Nillegoda et al., 2017).

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

Las Hsp40 forman parte de una gran familia de proteinas denominadas JDPs (“J-domain
proteins”) que se caracterizan por la presencia del dominio J, denominado asi por el
miembro fundador de la familia: la proteina Dnal de E. coli. Este domino de unos 70
aminodcidos estda muy conservado entre las JDPs de diferentes organismos, y
desempena un papel esencial en la estimulacidn de la actividad ATPasa de las Hsp70
(Kampinga et al. 2019). El dominio J se compone de cuatro hélices a que interaccionan
entre si para proporcionar la orientaciéon adecuada que permite al domino llevar a cabo
su funcién (Figura 1.13A). Las hélices Il y lll se disponen de manera antiparalela
simulando un “dedo” saliente en cuyo extremo se encuentra el motivo HPD (histidina-
prolina-aspartico), totalmente conservado y esencial para la estimulacién de la
hidrélisis de ATP de Hsp70 (Tsai y Douglas 1996; Walls et al. 1994) ). Las hélices 1y 4 se
posicionan rodeando a las otras dos hélices confiriéndoles estabilidad.

A excepcion 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 composicion de dominios que
contienen, las JDPs pueden clasificarse en tres grupos principales (Figura 1.13B):

- Clase A (o Tipo 1): las proteinas de este grupo presentan una composiciéon de
dominio y estructura similar a la de DnaJl de E. coli. Contienen el dominio J en
su extremo N-terminal, seguido de una regién muy flexible debido a su alto
contenido en glicinas y fenilalaninas, llamada dominio G/F, y los dominios C-
terminales CTD-l y CTD-ll con conformacién de sandwich B. EI CTD-l se
caracteriza por la insercion de un dominio rico en cisteinas capaz de unir Zinc*
(zBD) y el CTD-Il contiene en su extremo C-terminal un dominio de dimerizacion
(Figura 1.13C). Dentro de este grupo encontramos a Dnal de E. coli, Ydj1 de
Saccharomyces cerevisiae y DnalAl, 2, 3 y 4 de humanos.
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Figura 1.13: Proteinas JDP. A, estructura del dominio J de DnaJA1 (PDB ID 2mé6y),
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 proteinas. B, representacion esquemdtica de las
diferentes clases en las que se agrupan las JDPs. C, estructura de los dominios
ZBD, CTD-I, CTD-Il y de dimerizacion de Ydj1, una Hsp40 de Clase A de S.
cerevisiae. Reconstruccion realizada combinando los PDBs 1nlt y 1xao). D,
estructura de los dominios CTD-I, CTD-Il y de dimerizacion de DnaJB2 humana
(PBD ID 3agy).

- Clase B (o Tipo Il): presentan una arquitectura de dominios homologa a la de

la clase A, a pesar de que la conservacion de secuencia es baja, ya que se
componen de un dominio J N-terminal, el dominio G/F, los dominios C-
terminales CTD-l y CTD-Il y el dominio de dimerizacién, 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 DnalB1, 2, 4, 5y 11 en humanos.

- Clase C(o Tipo lll): las JDPs de este grupo solo comparten con Dnal la presencia
del domino J, que ademads puede estar localizado en cualquier posicién de su
secuencia. Se trata de un grupo de proteinas muy heterogéneo y diverso que
pueden presentar diferentes tipos de dominios y motivos funcionales o
estructurales, como hélices transmembrana, repeticiones de
tetratricopépdidos, sitios de uniéon a GTP, dominios tioredoxina o kinasa, etc.
(Kampinga y Craig 2010).

La mayoria de los componentes de la Clase A y algunos miembros de la Clase B actian
como chaperonas Hsp40 candnicas 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 hidrofébico capaz de unir
péptidos hidrofébicos (Kampinga et al. 2019; Lee et al. 2002; Li et al. 2003; Yu et al.
2015) Ademas, los dominios G/F y ZBD pueden estar involucrados en la interaccién con
sustratos proteicos (Linke et al. 2003; Perales-Calvo et al. 2010). Aunque se desconoce
la funcién especifica que se esconde tras la homodimerizacién de las JDPs de Clase Ay
B, se ha descrito que es clave para la nucleacion 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 proteinas que pueden interaccionar con sustratos, pero
generalmente sus interactomas son reducidos o, incluso, Unicos como por ejemplo en
el caso de la auxilina, o DnalC6, 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: DnalC2 (Zuol
de levaduras) que recluta a Hsc70 a los ribosomas (Gautschi et al. 2001), la proteina
mitocondrial DnaJC19, también llamada Tim14, que recluta a la Hsp70 mitocondrial
(HspA9) a los sitios de translocacion de proteinas a la matriz mitocondrial, y DnaJC23
(Sec63) un componente del translocén del reticulo endoplasmico que se asocia a HspA5
(Bip) en el lumen para la translocacion de proteinas (Craig 2018).

La union 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 hidrofobicos de los sustratos no nativos les permite establecer los
contactos iniciales con la proteina sustrato, permitiendo después la transferencia de



éste a Hsp70, bien por un incremento de la afinidad por los sitios de unién o por un
incremento en el nimero de sitios (Misselwitz et al. 1998; Suzuki et al. 2012). Ademas,
la interaccion de un sustrato con una Hsp40 puede inducir cambios conformacionales
en este (Rodriguez et al. 2008), que podrian facilitar la unién de Hsp70.

1.4.2.2.- Interaccion con Hsp70.

Numerosos datos bioquimicos sugieren que la unién del dominio J de las Hsp40 al NBD
de Hsp70 es esencial para la interaccién entre ambas chaperonas (Kampinga et al. 2019;
Kityk et al. 2018). La resolucion de la estructura tridimensional por cristalografia de
rayos X del complejo entre DnaK y el dominio J de Dnal de E. coli en presencia de ATP
y Mg?* ha sido de gran importancia para comprender la interaccion y sus consecuencias
funcionales (Kityk et al. 2018) (Figura 1.14).

En el complejo entre las dos proteinas, DnaK se encuentra en una conformacion muy
similar a la observada anteriormente para la proteina aislada en presencia de ATP y
Mg?* (Kityk et al. 2012)(ver Figura 1.11). El dominio J se une a DnaK en la zona formada
entre el NBD y SBDB (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 Il establecen contactos hidrofébicos con el conector y con
el subdominio IIA (Kityk et al. 2018). Por otro lado, el motivo HPD y la hélice llI
interaccionan con residuos del SBDB de DnaK. Es importante mencionar que todos los
residuos esenciales involucrados en estos contactos entre las proteinas 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 interaccion, el dominio J puede detectar la ocupacion del sitio de unidn
del sustrato y estimular concomitantemente la hidrélisis de ATP de forma eficaz.

Figura 1.14 (pdgina siguiente): Unién del dominio J a Hsp70 en presencia de
ATP y Mg?. Estructura del complejo entre DnaK unida a ATP y Mg* y el dominio
J de Dnal. Los dominios de DnaK se colorean segun sigue: NBD en cian oscuro
(lébulo 1) y cian claro (I6bulo 11), lazo conector en amarillo, SBD8 en rojo oscuro,
SBDa en naranja. El dominio J de Dnal 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 interaccidn con el domino J es suficiente para estimular
la actividad ATPasa de Hsp70, la formacion del complejo entre ambas proteinas para
llevar a cabo la transferencia y reactivacién de polipéptidos desnaturalizados podria
requerir interacciones adicionales que involucran la regiéon G/F, el CTD-1 y el ZFD (este
ultimo en las Hsp40 de tipo A). La regidén G/F, rica en residuos hidrofébicos y situada
cerca de la region de union a sustrato de la proteina, podria participar en la interaccion
con dichos polipéptidos (Perales-Calvo et al. 2010). Por otro lado, el CTD-1 de Hdj1
parece ser esencial en la interaccién con el dominio EEVD altamente conservado de
Hsp70 (Yu et al. 2015), situado en el extremo C-terminal de esta Ultima, importante en
la regulacién de la actividad de ambas chaperonas en el interior celular. Por ultimo, la
region ZFD | parece ser indispensable para la prevencion de la agregacion 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 proteina citosdlica y nuclear que pertenece a la familia
de chaperonas Hsp110 en humanos. Otras tres proteinas forman parte de esta familia
de chaperonas: Hsp105 (HspH1) y Apgl (HspH3) ubicadas también en el citosol y
nucleo, ademas de Grp170 (HspH4) que se localiza especificamente en el reticulo
endoplasmico (Kaneko, Kimura, et al. 1997; Kaneko, Nishiyama, et al. 1997; Matsumori
et al. 2002; Steel et al. 2004). Hsp105 presenta ademas dos isoformas: Hsp105aq, la cual



se expresa de manera constitutiva en el citosol celular, y Hsp105B que se expresa
preferentemente en el ndcleo celular (Saito et al. 2007, 2009). Mientras que Apg2,
Hsp105 y Grp170 son ubicuas y se expresan en todos los tejidos, Apgl se encuentra
mayoritariamente en testiculos, cerebro, rifidn, higado, pulmén y bazo (Vos et al.
2008). La expresion de estas proteinas se encuentra mucho mds regulada que la de
otras chaperonas como Hsp70 o Hsp40. Diversos estudios sugieren que en el
citoplasma y en el reticulo endopldsmico, la concentracién de las Hsp110 es entre 7 y
14 veces inferior ala de Hsp70, respectivamente (Easton et al. 2000; Mattoo et al. 2013)
De las tres Hsp110 citosdlicas, solo la expresion de Hsp105 aumenta moderadamente
bajo condiciones de estrés térmico (Hageman et al. 2011).

La funcién mejor conocida de las Hsp110s es la de actuar como intercambiadores de
nucledtido de Hsp70, una actividad conservada de levaduras a humanos (Andréasson
et al. 2008, 2010; Dragovic et al. 2006; Rampelt et al. 2012). Ademas, las tres Hsp110
citosdlicas humanas sinergizan con Hsc70 y DnalB1 en la reactivacion 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 Hspl11l0 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 oligdmeros solubles e insolubles de G85R SOD1,
un mutante de la superéxido dismutasa propenso al plegamiento incorrecto vy
vinculado al desarrollo de esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) (Wang et al. 2009).
Ademas, la adicion exdgena de Apgl humana rescata la inhibicidon del transporte de
vesiculas anterdgradas provocada por el mutante G85R SOD1 en axoplasmas de
calamar (Song et al. 2013), y Hsp105 es capaz de suprimir la agregacion de mutantes
de SOD1 en células en cultivo (Yamashita et al. 2007). En un escenario relacionado, el
knockout de Hsp110 en ratones provoca la acumulacidn dependiente de la edad de tau
hiperfosforilada y la aparicion de oligdmeros neurofibrilares, ambos efectos
relacionados con la neurodegeneracion en la enfermedad de Alzheimer (Eroglu et al.
2010). Asimismo, el silenciamiento por ARNi del unico gen HSP110 de C. elegans
promueve la acumulacién de agregados de luciferasa y reduce el tiempo de vida de
especimenes expuestos a choque térmico (Rampelt et al. 2012). En levaduras, la
regulacion de los estados pridnicos [PSI+] y [URE3] es dependiente de la actividad
chaperona de Ssel (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 eliminacion de Hsp105 aumenta la sensibilidad de células de mamiferos 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 quistica (CFTR), tanto en la etapa inicial
durante su biosintesis como en etapas posteriores de maduracién postraduccional
(Saxena et al. 2012). Curiosamente, Hsp105 estabiliza a AF508 CTFR, el mutante mas
prevalente responsable de la fibrosis quistica, lo que, a su vez, podria mejorar su
expresion funcional superficial. Ssel desempefia un papel esencial en el ensamblaje del
huso mitético mediante la modulacion de la actividad del motor kinesin-5 Cin8
(Makhnevych et al. 2012). Ademas, Sselp participa en la maduracién de clientes del
sistema de chaperonas Hsp70-Hsp90 en levaduras, contribuyendo a la determinacion
de promover el plegamiento o la degradacion del sustrato (Mandal et al. 2010). Todos
estos estudios revelan que las chaperonas Hsp110 son importantes en la gestion de los
agregados proteicos en el interior celular y el mantenimiento de la homeostasis
proteica, ademas de desempenar posiblemente otras funciones especializadas.

1.4.3.1.- Estructura de las chaperonas Hsp110.

Las proteinas 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
homologia 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 unidn a
nucledtido (NBD), un dominio de uniéon a sustrato (SBD), dividido a su vez en
subdominios a y B, 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 comparacion de las estructuras tridimensionales de Ssel de S.
cerevisiae y de DnaK de E. coli unida a ATP-Mg*, obtenidas por cristalografia 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 mas
importantes hacen referencia a la naturaleza del lazo conector que conecta los
dominios NBD y SBD de la proteina, y a las dos inserciones en su secuencia con respecto
a de las Hsp70. Por un lado, el lazo conector hidrofébico 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 hidrofébicos (Figura 1.16). A pesar de que esta secuencia adopta
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Figura 1.15: Distribucion de dominios y estructura de las chaperonas de la

familia Hsp110. A, representacion esquemdtica de los dominios de las proteinas
Ssel de S. cerevisiae y Apg2 humana. B, estructura de DnaK de E.coli (PDB ID
4b9q) y Ssel de S. cerevisiae (PDB ID 2gxl) unidas a ATP y Mg?*. El nucleétido se
muestra en esferas y los diferentes dominios en lazos: NDB (verde), lazo conector
(naranja); SBD8 (azul) y SBDa (marrdn). Se indica la posicion del subdominio
acidico (AS), no resuelto de Ssel. Figura de Aguado et al. 2015.

una estructura de hoja B en Ssel 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 modificacion de este lazo en las Hsp110. Se cree que el caracter polar
de esta secuencia podria afectar a la comunicacidn alostérica entre los dominios SBD y
NBD de la proteina, limitando de esta manera los cambios conformacionales
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dependientes de nucledtido caracteristicos del ciclo funcional de Hsp70 (Xu et al. 2012).
Sin embargo, la unidn a sustrato en el dominio SBD parece estar controlada por la unién
a nucledtido en el NBD de la chaperona (Xu et al. 2012). De hecho, se ha descrito que
el ciclo funcional de Hspll0 podria encontrarse regulado por la transmisidon
bidireccional a través de ambos subdominios, de pequefios cambios de entropia
derivados de la unién al sustrato o al nucleétido, en el SBD o el NBD de la proteina,
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 insercion de una secuencia de longitud variable, poco
conservada entre las distintas Hsp110, en el SBDP de la proteina (Figuras 1.15Ay 1.16C).
Esta secuencia presenta una densidad de carga negativa alta debido
fundamentalmente a su alto contenido en residuos acidicos, por lo que se ha
denominado como subdominio acidico, 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 intrinsecamente
desordenado cuando la proteina se encuentra en forma monomeérica y en disolucidn,
como se observa en la estructura tridimensional de Ssel (Figura 1.14B). La segunda de
las inserciones se sitla en el extremo C-terminal de la proteina y consiste, en una
extension de éste (Figuras 1.15Ay 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 (pdgina 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), Hspl05 (HspH1), Apgl (HspH3) y Apg2 (HspH2) humanas y
Ssel deS. cerevisiae. La numeracion corresponde a DnaK'y Ssel. B, comparacion
de la estructura del lazo conector (en naranja) de DnaK de E. coli (PDB ID 4b9q)
y Ssel de S. cerevisiae (PDB ID 2gxl) en la conformacién unida a ATP y Mg?*. El
NBD y SBD de las dos proteinas estdn coloreados en verde y azul,
respectivamente. C, alineamiento de la secuencia correspondiente al SBD
completo de las proteinas en A. Los residuos idénticos entre todas las proteinas
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 Ssel en la conformacion unida a ATP se indican mediante flechas
azules (cadenas 8) y rectdngulos marrones (hélices a). Los alineamientos se
realizaron con Clustal Omega.
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Hasta el momento se desconoce con precisidon cudles son las funciones especificas de
estas dos regiones que diferencian a las Hsp110 de sus homdlogas Hsp70. Tanto el AS
como el dominio C-terminal estan implicados en la localizacién correcta entre
citoplasma y nucleo de las isoformas a y B de Hsp105, respectivamente (Saito et al.
2007, 2009). Una construccion que carece de los ultimos 19 residuos del dominio C-
terminal de Sselp tiene una actividad de intercambio de nucledtidos reducida
(Dragovic et al. 2006). Sin embargo, la eliminacién de los Ultimos 44 de esta proteina
no elimina la capacidad de conferir resistencia térmica a células de levadura (Shaner et
al. 2004). Por otro lado, la eliminaciéon del AS en Hspl05 humana no modifica
significativamente a su capacidad para prevenir la agregacién 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 delecién similar en Sselp disminuye ligeramente la tasa de replegamiento de un
sustrato mantenido en una conformacidon competente de ser plegado, sin modificar la
interaccion con Ssalp vy la actividad de intercambio de nucledtidos (Polier et al. 2008).
Finalmente, es importante destacar que, aunque las dos regiones divergentes estan
presentes tanto en Hsp110 de levaduras como en proteinas Hsp110 de origen humano
(y, en general, otros animales), éstas contienen un numero de residuos
significativamente mayor (Figura 1.16C).

1.4.3.2.- Ciclo funcional de Hsp110, hidrdlisis de ATP e interaccién con sustratos.

El ciclo funcional de las Hsp110 se ha caracterizado mucho menos que el de las Hsp70.
A pesar de la estrecha relacidon 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 estd 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 comunicacidn alostérica entre
los dominios NBD y SBD que responde a la union e hidrdlisis 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 agregacién (Goeckeler et al.
2002, 2008; Mattoo et al. 2013; Oh et al. 1997; Wu et al. 2012). En presencia de ATP, la
afinidad de Ssel 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 reduccion de afinidad por un péptido no es tan significativa para Hsp110
humana (Xu et al. 2012), y, por otro lado, la uniéon de los clientes no estimula la hidrolisis
de ATP en Ssel y Apg2 (Goeckeler et al. 2008; Raviol et al. 2006) . Diferentes ensayos



directos, como tripsinolisis controlada (Raviol et al. 2006) e intercambio de protdn de
amida acoplado a espectrometria 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 comunicacion entre NBD y SBD, este no resulta en cambios
conformacionales marcados tras la unién e hidrdlisis de ATP al igual que en las Hsp70.

1.4.3.3.- Interaccion con Hsp70 e intercambio de nucleétido.

La estructura del complejo entre Hspll0 y Hsp70 ha sido resuelta mediante
cristalografia de rayos X por dos grupos distintos empleando, por un lado, Ssely el NBD
de Ssal de levaduras (Polier et al. 2008) y, por otro, Ssel y un mutante de Hsc70 bovina
con un SBDa parcialmente truncado (Schuermann et al. 2008). En conjunto, ambas
estructuras son muy similares y muestran como las interacciones mas importantes se
producen entre los NBDs de ambas proteinas, que se enfrentan entre si
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 Ssel y las dos Hsp70s,
respectivamente. Sselp se encuentra unida a ATP en la primera estructura del
complejo y a ADP-BeFx, un complejo organometalico conocido por imitar los efectos
del ATP (Fei et al. 2014; Ponomarev et al. 1995), en la segunda. La conformacién de
Sselp es similar a la que posee en solitario (Figura 1.15B), lo que esta de acuerdo con
la falta de grandes cambios conformacionales observada por otras técnicas tras la unién
de nucledtidos, como se menciona anteriormente.

Los mayores cambios en Ssel aparecen en su SBDa, que interacciona con el I6bulo Il
del NBD de Hsp70 (Figura 1.17C y D). En la estructura publicada por Schuermann vy
colaboradores se observa como el SBD de Hsp70 se posiciona en proximidad del SBDf3
y el AS de Hsp110 (Figura 1.17B). Este ultimo 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 proteina (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 esta unido a ADP (Schuermann et al.
2008) (Figura 1.17D). Posiblemente, este segundo complejo Hsp110:Hsp70 capture un
estado “pre liberacién” del ADP, en el que Sselp induce la apertura del NBD de Hsc70,
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Figura 1.17 (pdgina siguiente): Estructura del complejo Hsp110:Hsp70. A,
representacion en lazos de la estructura de Ssel en complejo con el NBD de Ssal
en amarillo (PDB ID 3d2e). Los diferentes dominios de Sselp se muestran en:
verde, NBD; azul, SBDB; marron, SBDa. El ATP unido a Ssel se muestra en
esferas. B, estructura de Ssel en complejo con Hsc70 bovina (PDB ID 3c7n). El
NBD de Hsc70 se representa en amarillo y el SBD en azul y marrén. Ssel y los
nucledtidos se muestran como en A. Cy D, vista frontal del NBD de Ssal y Hsc70,
respectivamente. La superficie de Ssel se muestra en gris.



pero el nucleétido todavia no ha sido expulsado (Schuermann et al. 2008). Es
interesante también que Hsp70 establece contactos con el bolsillo de unién a
nucledtido de Sselp, e incluso con el grupo adenina del ATP unido a ésta (Polier et al.
2008), lo que podria explicar en parte la necesidad de que esta ultima requiera la union
de ATP para formar el complejo (Shaner et al. 2006). La comparacién de la estructura
del NBD de Hsp70 libre unido a ADP con la del estado “pre liberacidon” unido a ADP y la
del estado apo, ambas en complejo con Hsp110, revela que la interaccién con ésta
provoca fundamentalmente cambios conformacionales que afectan al subdominio IIB
de Hsp70 (Figura 1.18). Asi, este subdominio de Hsp70 queda atrapado entre el SBDa y
el flanco del I6bulo 1IB del NBD de Sselp, lo que promueve la rotacion de 272 hacia
afuera con respecto al resto del NBD. En esta conformacion, los sitios de unién del
I6bulo 1l para la adenosina y los residuos cataliticos y de unidn al trifosfato del |6bulo |
de Hsp70 quedan separados, disminuyendo de esta manera la afinidad por el
nucledtido y facilitando por lo tanto su liberaciéon. Una vez formado el complejo, este
queda atrapado cinéticamente y el nucledtido puede eliminarse sin comprometer la
estabilidad del mismo (Andréasson et al. 2008).

1101B

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 Ssel (PDB ID 3c7n) (por claridad, no se muestran el ADP ni
Ssel); Ssal apo en lazos amarillos y en complejo con Ssel (PDB ID 3d2e) (la
superficie de ssel se muestra en puntos grises).
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1.4.3.4.- El papel de Hsp110 en la reactivacion de agregados proteicos.

Alun no se comprende completamente el rol preciso que las proteinas Hspl10
desempenan en la reactivacion de agregados proteicos en metazoos. Se ha observado
gue la interaccion entre Apg2 y Hsc70 es esencial para que se de reactivacién y que
Apg2 juega un papel catalitico, dado que es especialmente eficaz a concentraciones
subestequiométricas con respecto a Hsc70 (Rampelt et al. 2012). Ademas, la capacidad
de potenciar la reactivacidon de agregados no depende de la actividad ATPasa de Apg2
(Rampelt et al. 2012), o la capacidad de Ssel de unir sustratos proteicos (Garcia et al.
2017). Estos hechos son compatibles con una actividad de Apg2 como factor de
intercambio de nucledtidos de Hsc70.

A diferencia de estos resultados, Hsp1l05a humana puede replegar agregados en
colaboracion 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 contradiccién esta
posiblemente relacionada en parte con el tipo de sustratos agregados empleados
(Nillegoda y Bukau 2015). En cualquier caso, si la funcién de Hsp110 se limita a actuar
como NEF, ¢ por qué otras proteinas humanas con actividad NEF, como Bagl (Rg et al.
1997) ,no pueden facilitar la reactivacion 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 interaccion con los sustratos extraidos es necesaria durante el
replegamiento. Es posible que el proceso de reactivacion 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 podria permitir preferentemente la
interaccion de Hsp110 con Hsp70, imponiendo restricciones estéricas sobre otras
proteinas NEF (Nillegoda y Bukau 2015).

Finalmente, es importante destacar aqui que el sistema de levadura formado por Ssal
(Hsp70), Ydjl (Hsp40) y Ssel (Hsp110), homdlogo a la combinacion de
Hsc70/DnalB1/Apg2 humanas, tiene una actividad desagregasa practicamente nula
(Rampelt et al. 2012). Asi, la pregunta que subyace es iqué diferencia a Apg2 humana
y Ssel de levadura? Nuestros analisis 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
extensién C-terminal de la proteina. Es, por tanto, de especial interés caracterizar el
papel de estos dominios divergentes en la actividad de Apg2 y como contribuyen al
proceso de reactivacidon de agregados proteicos por el sistema Hsc70.



CAPITULO 2







2. OBJETIVOS

Los objetivos planteados en la presente Tesis son:

1.- Estudiar el papel de Apg2 (HspH2) humana en la regulaciéon de la actividad
chaperona de Hsc70 (HspA8), en especial en el proceso de reactivacién de agregados

proteicos.

2.- Determinar el efecto de los dominios divergentes de Apg2 (AS y la extension C-
terminal) en la formacién del complejo con Hsc70.

3.- Caracterizar la funcidon desempefiada 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 sobrexpresion
de proteinas.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
DH5a F- supE44 DlacU169(f80lacZDM15) hsdR17
recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl (Grant et al. 1990)
endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac
XL1-BI ginV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclqA(lacZ)M15] (Bullock WO et al.
-Blue
hsdR17(rk-mK+) 1987)
BL21 (DE3 Studier y Moffatt
(DE3) F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3) ( Y
1986)
BL21 F—ompT hsdS(rB— mB—) dcm+ Tetr galA(DE3)
CodonPlus endA Hte [argU prol Camr] [argU ileY leuW Stratagene
(DE3) RIPL Strep/Specr]
Rosetta F ompT hsdSs(rs” mg’) gal dem (DE3
P ofrs ms) g " (DE3) (Novy et al. 2001)
(DE3)pLysS pLysSRARE (Cam®)

XL1-Blue y DH5a: 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 caracteristicas les proporcionan la habilidad de
aceptar ADN exdgeno con mayor eficacia, por lo que son cepas comunmente
empleadas en las transformaciones.

BL21(DE3): Esta cepa utiliza la polimerasa del fago T7 para la sobrexpresiéon de grandes
cantidades de proteina recombinante codificadas en plasmidos con promotores de este
fago. La cepa lleva insertado el liségeno del fago A DE3 cuyo gen int esta interrumpido
por el gen lacl, 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 caracteristicas propias de BL21 (DE3),
esta cepa estd disefiada para mejorar la expresion de proteinas eucariotas, ya que
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Materiales y Métodos

contiene ARNt para codones poco comunes en E. coli (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, CGA).
Ademas, expresan la lisozima de T7, un inhibidor de la T7 RNA polimerasa que previene
su expresion 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 caracteristicas
de la cepa BL21(DE3).

3.1.2. Medios de cultivo, seleccién y conservacidn.

Los cultivos liquidos 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 afiadieron
los antibidticos sobre el LB previamente autoclavado a 1202C durante 20 min:
ampicilina a 100 pg/ml y cloranfenicol a 35 ug/ml (solo para BL21 Rosetta (DE3) pLysy
BL21 CodonPlus (DE3)-RIPL). La sobrexpresion de las proteinas clonadas se indujo
afiadiendo la concentracion adecuada de IPTG en cada caso.

Los cultivos en medio sélido 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 afiadieron los
antibidticos a las mismas concentraciones que para los cultivos liquidos, para
finalmente dejarlo enfriar y solidificar.

Todas las cepas empleadas se conservaron en glicerol al 40 % (v/v) a -80 2C. Para ello,
se resuspendid 1 ml de cultivo saturado (crecido durante toda la noche) en 1 ml de
glicerol al 80 % (v/v).

3.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Gran parte de las proteinas utilizadas en este trabajo se han obtenido mediante
técnicas de Biologia Molecular. Estas técnicas permiten la extraccién, manipulaciéon y
modificacién del ADN codificante (cADN) de las proteinas de interés, para su posterior
introduccion en células, en nuestro caso E. coli, para su sobrexpresion y purificacién.

3.2.1. Extraccion del ADN plasmidico

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosémico, circulares y de pequefio
tamafio presentes normalmente en especies bacterianas, que se caracterizan por
replicarse y transmitirse de forma independiente al ADN cromosdmico. Tienen su
propio origen de replicacién y no son necesarios para la viabilidad celular. Ademas,
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pueden contener genes que permiten su auto transferencia entre células por
conjugacion bacteriana, y/o que confieren a la célula capacidad para sobrevivir bajo
condiciones especiales como, por ejemplo, genes que confieren resistencia a
determinados antibidticos.

Para la extraccion del ADN plasmidico, se empled el kit comercial ATP™ Plasmid Midi
Kit (ATPbiotech Inc, Teipei, Taiwan). Este kit permite la extraccién de ADN mediante un
proceso de lisis alcalina y su posterior purificacion mediante columnas de intercambio
anidnico. 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. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) permite clonar y amplificar
rapidamente fragmentos pequefios de ADN. El método, desarrollado por Kary B. Mullis
en 1983, por el cual se le concedié el Nobel de Quimica en 1993, supuso una revolucion
para la investigacidn bioldgica puesto que permitia la obtencién in vitro, de una gran
cantidad de copias de ADN a partir de fragmentos especificos del mismo. La idea es la
utilizacidon de un mecanismo similar al que tiene lugar en el interior celular para llevar
a cabo la replicacién 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 oligonucleétidos cebadores que hibridan
en los extremos del gen o fragmento del gen a amplificar y desoxirribonucledtidos
trifosfato (dNTPs). Todo ello llevado a cabo en un medio quimico adecuado que asegure
las condiciones 6ptimas para el buen desarrollo de la reaccion enzimdtica. Para llevar a
cabo el mismo proceso in vitro, la PCR tiene 3 fases (Figura 3.1):

1. Desnaturalizacidn: se induce la separacion de la doble hebra del ADN molde al
elevar la temperatura a 90-952 C durante 30 segundos.

2. Hibridacidn: la temperatura desciende a una cercana a la temperatura de
desnaturalizacién (Tr) de los cebadores para permitir su unidn a las hebras del
ADN molde separadas y evitar cualquier tipo de interaccion inespecifica.

3. Polimerizacion o elongacidn: se aumento la temperatura a 72 2C para inducir
la sintesis 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 sintesis de la polimerasa (10® bases/min para PfuTurbo).

El resultado es la duplicaciéon de la secuencia diana delimitada por la pareja de
cebadores especificos utilizada. Puesto que cada nueva copia generada sirve también
como molde para los siguientes ciclos, la replicacion es exponencial. De esta manera,
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al final de n ciclos, el niumero de copias de ADN por cada molécula serad de 2",
obteniéndose durante una reaccion de PCR tipica, millones de copias de ADN en menos
de 3 horas. Las PCRs se realizaron en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hauppage, NY, EEUU) segun la tabla 3.3.
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Figura 3.1: Esquema de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se
detallan las tres principales fases que tienen lugar durante cada ciclo de
replicacion de las hebras de ADN.

Tabla 3.2. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por cada 100 pl de

reaccion
Componente | Concentracion final Especificaciones Casa
comercial
PfuTurbo DNA 0,025 U/l Enzima polimerasa Agilent
polimerasa
dNTPs 250 uM de cada Adenina, Guanina, Sigma-Aldrich
uno Citosinay Timina
Oligo R 0,5 uM Cebador para el extremo Eurofins
3
Oligo F 0,5 uM Cebador para el extremo Eurofins
5
DNA molde 1 ng/ul Fragmento de DNA que
se quiere amplificar
10x PCR Buffer 1x 100 mM Tris-HCI, pH 8,3 Agilent
500 mM KCI
15 mM MgCl,
0,01% gelatina
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3.2.2.1. Mutagénesis dirigida utilizando PCR.

La PCR es una técnica muy valiosa para la generacidn de proteinas mutantes mediante
la modificacion (adicion, eliminacién o sustitucién puntual de nucledtidos) de sus ADNs.
En los ultimos anos, se han publicado diferentes estrategias disefiadas para optimizar
el nimero de fases y el tiempo requerido para la insercidon de estas mutaciones. En esta
Tesis se ha llevado acabo el método Quickchange Il Site Directed Mutagenesis
(Stratagene, La Jolla, California, EEUU) (Figura 3.2) para la generacién de diferentes
mutantes de sustituciéon de las chaperonas bajo estudio. Este método requiere la
utilizacidon de una pareja de oligonucleétidos cebadores que contienen la mutacién
deseada. La Pfu Turbo ADN polimerasa copia las dos cadenas de ADN utilizando estos
oligonucledtidos, generando asi los plasmidos que contienen dicha mutacién. Estos
pldsmidos son mellados y por lo tanto no aptos como plantilla para posteriores
replicaciones, por lo que no pueden amplificarse. Por esta razdn, este tipo de PCR es
lineal y no exponencial, y la produccién de ADN es relativamente baja. Después, la
hebra parental de ADN es eliminada especificamente con el enzima de restriccion Dpnl,
una endonucleasa que degrada ADN metilado o hemimetilado (5'-GmgATC-3’). El
producto de PCR obtenido es introducido finalmente en células XL1-blue o DH5«
mediante electroporacion, para su conservacidn y posterior extraccién. Las mutaciones
deseadas fueron comprobadas mediante secuenciacién.

Los oligonucledétidos cebadores deben cumplir los siguientes requisitos:

- Ambos deben contener la mutacion deseada y alinear en la misma secuencia
de la cadena opuesta del plasmido.

- Deben incluir entre 25y 45 bases, y una Trm, 2 782C. La utilizacidn de cebadores
de mas de 45 bases podria generar estructuras secundarias que afectarian a la
eficacia de la reaccidn. Para calcular dicha T, se emplea la siguiente ecuacidn:

Tm=81,5+0,41 (% GC) - 675/N - % desemparejamiento
donde:
= N eslalongitud del cebador en bases.
= Gy Csonguaninas y citosinas, respectivamente
= Los valores de % GC y % desemparejamiento son numeros
enteros.
- La mutacion deseada debe encontrarse en el medio del cebador, flanqueada
por alrededor de 5y 10 bases correctas a ambos lados de la misma.
- Como minimo, el contenido en CG debe ser del 40% y terminar con una o mas
bases Co G.
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Paso 1
Preparacion del plasmido

Paso 2
Ciclos de Temperatura

Paso 3
Digestién

Paso 4
Transformacion

7 Plamido mutado

(contiene cadenas
meiladas)

Gen del plasmido con la
diana(®) para la mutacion

El plasmido desnaturalizado y alineado
con los oligonucieotidos cebadores ( -)
conteniendo la mutacién deseada (x)

Extensién e incorporacion de los
oligonucledtidos mutantes mediante

la PfuTurbo DNA polimerasa generando
cadenas circulares melladas

Transformacion del DNA bicatenario
en células competentes XL1-Blue o
DH5a

Tras la transformacion, las células
competentes circulariazon completamente
el plasmido mutante

LEYENDA
= DNA plasmidico parental
,,.v'rr‘ Cebador mutagénico

—— DNA plasmidico mutado

Figura 3.2: Esquema del método Quickchange Site Directed Mutagenesis
(Stratagene, La Jolla, California, EEUU). Se llevé a cabo la estrategia de
mutagénesis dirigida para el disefio de mutantes puntuales de varias de las

proteinas clonadas en esta Tesis.

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hamburg, Germany), segun se especifica en la Tabla 3.4. Se realiz6 un ciclo
inicial de desnaturalizacidén a 95 eC durante 4 minutos, tras el cual, se llevaron a cabo
15 ciclos compuestos por tres fases cada uno de ellos: fase de desnaturalizacion (95 2C,
1min), fase de hibridacion (602C, 1min) y fase de extensién o elongacién (68 9C,
1min/kb). Una vez finalizado el proceso, la muestra se incubd a 4 °C. Las muestras
resultantes se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (apartado 3.2.5.) y las que
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contenian las bandas deseadas amplificadas, se trataron con Dpnl a 37 C durante 2h.
Finalmente, se transformaron las células electrocompetentes con estos productos de
PCR para su mantenimiento, y posterior purificacion de las proteinas mutantes
disefiadas.

Tabla 3.3. Cantidades de cada componente empleado para la PCR por cada 100 pl de

reaccion

Componente Concentracion Especificaciones Casa
final comercial
PfuTurbo DNA 0,04 U/ul Enzima polimerasa Agilent
polimerasa
dNTPs 250 uM de cada Adenina, Guanina, Sigma-Aldrich
uno Citosinay Timina
Oligo R 0,5 uM Cebador para el extremo Eurofins
3
Oligo F 0,5 uMm Cebador para el extremo Eurofins
5
DNA molde 0,2 ng/ul Fragmento de DNA que se -
quiere mutar y amplificar
10x PCR Buffer 1x 100 mM Tris-HCI, pH 8,3 Agilent
500 mM KCl
15 mM MgCI2
0,01% gelatina

3.2.3. Digestiones de ADN con enzimas de restriccion

Para realizar los clonajes de los mutantes empleados en esta Tesis, se emplearon
endonucleasas de restriccion 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 tampdn adecuado para cada caso y respetando la
temperatura y el tiempo de incubacién recomendados por el fabricante. Los
fragmentos deseados fueron purificados por electroforesis en gel de agarosa y
extraccién de banda mediante el Kit extraccion de ADN a partir de geles de agarosa
(Millipore).
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3.2.4. Ligacion

Las ligaciones entre los vectores y los correspondientes insertos, se llevaron a cabo
utilizando la ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Stillman et al., 1982)(New England Biolabs,
Hertfordshire, Reino Unido) a una concentracién final de 20 U/ul, y una relacién molar
vector:inserto de 1:10. Las reacciones se incubaron durante la noche a 16 2C en el
tampdn proporcionado por la misma casa comercial.

3.2.5. Electroforesis de ADN

La electroforesis de ADN es una técnica analitica usada para separar diferentes
fragmentos de ADN en funcidn de su tamafio 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 aplicacién
de un campo eléctrico permite que las moléculas de ADN migren hacia el polo positivo.
Dada la relacidn carga/masa igual para todos los fragmentos lineales de ADN, la
velocidad de migracidon de estas moléculas pasa a depender Unicamente de su tamafio.
De este modo, los fragmentos mds pequefios realizan mas recorrido en un mismo
tiempo y quedan mas cerca del anodo. Una vez finalizada la electroforesis, el gradiente
de fragmentacién es analizado.

Para la preparacion de los geles, se utilizaron disoluciones de agarosa (al 0,8 0 1 %) en
tampon TAE (Tris-HCI 40 mM (pH 8.0), acido acético al 1,1 % (v/v), EDTA 1 mM), a las
que se afiadié SYBR-Safe (Invitrogen) a una concentracion final de 1:10000 (v/v), para
la visualizacion de los fragmentos de ADN. Las muestras de ADN se prepararon en
tampon de carga (azul de bromofenol 0,25 % (p/v) y glicerol 30 % (v/v)) y se cargaron
en el gel. La posterior electroforesis se realizéd a 100 voltios en tampdn TAE y los
fragmentos de ADN se analizaron en un transiluminador ultravioleta (Vilber, Lourmat,
Francia).

3.2.6. Cuantificaciéon de ADN

Para la cuantificacion de ADN, se utilizé el NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), un
espectrofotdmetro de espectro total (220-750nm) que mide concentraciones de
proteina y acidos nucleicos con gran exactitud y reproducibilidad, utilizando para ello
volimenes de muestra muy pequefios (entre 1 y 4 pl). Ademas, a diferencia del
espectrofotdmetro estandar en el que el paso dptico es de 10 mm, el NanoDrop utiliza
pasos opticos de 0,2 y 1 mm, pudiéndose de este modo medir muestras hasta 50 veces
mas concentradas que en cubetas estandar. Para medir la concentracion de los acidos
nucleicos, se siguen las siguientes equivalencias:
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1 unidad de absorbancia (260nm) = 50 pg/ml ADN de doble hebra, o 33 pg/ml
ADN de hebra simple.

3.2.7. Transformacion por electroporacion

La electroporacion implica la aplicacion de corriente eléctrica a células, para crear poros
transitorios en sus membranas celulares y permitir asi mediante efecto electroforético,
la entrada de las moléculas de ADN cargadas negativamente a su interior. La
preparacion de células E. coli electrocompetentes se realiza eliminando todas las sales
del medio mediante sucesivos lavados, asegurandose de este modo de que la corriente
eléctrica no se transmita a través del medio. La electroporacion se lleva a cabo a 4 °C
para minimizar el dafio por calor. La eficiencia del método es del orden 10°-10%°
colonias transformadas por pig de ADN.

Las células electrocompetentes se prepararon creciendo un cultivo de 10 ml en medio
LB hasta saturacidn, que se empled después como indculo para un cultivo de 500 ml.
Tras alcanzar una ODego de 0,5, se enfrié dicho cultivo en hielo durante 20 minutos y se
centrifugd durante 15 minutos a 8000 rpm en un rotor Beckman JLA-9.1000 a 4 ©C. El
sedimento se resuspendid en 500 ml de una disolucion de glicerol 10 % (v/v) y se repitid
el ciclo de centrifugacion. El nuevo sedimento se resuspendié en 20 ml de la misma
disolucion de glicerol y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente,
las células se resuspendieron en 3 ml de disolucién de glicerol al 10 % (v/v) y se
almacenaron a -80 2C en alicuotas de 50 pl.

Para la electroporacién de las células electrocompetentes, 50 pl de las células se
mezclaron con 1-4 ul del pladsmido correspondiente en cubetas de electroporacién de
2mm de paso (BioRad, Hercules, California, EEUU) previamente enfriadas a 4 2C. Los
parametros del electroporador Xcell (BioRad, Hercules, California, EEUU) se ajustaron
a 2.5kV, 25 uV y 200 Q vy 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 2C, y se incubaron
a 37 9C durante 30 min. Finalmente, se sembraron 50 pl de estas células cuando se
electroporaron plasmidos superenrrollados o el cultivo completo obtenido por
centrifugacion a 8.000 rpm durante 10 min a 42C en el caso de ligaciones, en placas de
LB-agar preparadas con los antibidticos correspondientes y se incubaron toda la noche
a37°9C.

3.2.8. Transformacidn por cloruro de calcio
Para la transformacion con CaCl; se utilizé una modificacién del método descrito por
Coheny colaboradores (Cohen et al. 1972) Se cultivaron células de E. coli durante toda
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la noche hasta alcanzar la saturacién en medio LB. Se realizé una dilucién (1/20) de la
suspension celular y se cultivd hasta una densidad éptica 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 °C. El sedimento se resuspendié en 1 ml de una disolucién estéril y fria de CaCl, 100
mM, y se mantuvo en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se centrifugd durante
1 minuto a 8.000 rpm a 4 9C, se eliminaron 900 ul del sobrenadante y se resuspendieron
las células en los 100 pl de CaCl, restantes.

Para la transformacién se afiadieron 50 pl de las células obtenidas sobre 2 pl de ADN
plasmidico obtenido de ligacion o de una extraccion de cultivo bacteriano. Se
homogenizé la mezcla y se mantuvo en hielo durante 15 minutos. A continuacidn, se
efectud un choque térmico a 42 °C durante 1 minuto y 30 segundos. Inmediatamente,
se afiadieron 500 pl de medio LB y se incubd durante 45 minutos a 302C. Finalmente,
las células se centrifugaron durante 1 minuto a 8.000 rpm a temperatura ambiente y
se resuspendieron en 100 ul de LB para sembrarlas en placas de LB-agar con el
antibidtico adecuado. Se incubaron durante toda la noche en una estufa a 37°C.

3.3. CLONAJE Y PURIFICACION DE PROTEINAS

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, DnalB1, de la familia Hsp40. También se han generado diversos mutantes de
delecién y puntuales de alguna de ellas tal y como se detalla en la Tabla 3.5. Para ello,
se han disefiado y optimizado diferentes protocolos de purificacion de dichas proteinas.
Asimismo, se han utilizado también otras proteinas y péptidos a modo de sustrato
durante los diferentes experimentos de este trabajo.

3.3.1. Clonaje de las proteinas y de sus mutantes

Las chaperonas humanas generadas durante la realizacion de esta Tesis y sus mutantes
(Tabla 3.5) fueron clonadas en el plasmido pE-Sumo Pro (LifeSensors Inc. Malvern). En
este plasmido, la proteina de interés se clona fusionada en su N-terminal a una etiqueta
de 6 histidinas y la proteina SUMO de levaduras (Smt3). SUMO mejora la sobrexpresion
y solubilidad de proteinas eucariotas recombinantes en sistemas bacterianos, y puede
ser posteriormente eliminada con facilidad de la proteina de interés, mediante su
protedlisis con la proteasa Ulpl. Ademas, la cola de histidinas que posee en su amino
terminal permite la purificacién de la proteina fusionada mediante cromatografia de
afinidad en columnas quelantes de Ni%*.
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TABLA 3.4. Las chaperonas y los mutantes clonadas en esta Tesis.

recombinante

PROTEINA OBTENCION DESCRIPCION

Apg2 Purificacién Hsp110 humana
recombinante

Apg2AAS Purificacion Mutante de eliminacion del dominio AS
recombinante | (residuos 502-569)

Apg2AC Purificacién Mutante de eliminacidn de la extension en el C-
recombinante | terminal (residuos 702-840).

Apg2-D7S Purificacién Mutante puntual deficiente en actividad
recombinante | ATPasa.

Hsc70 Purificacién Hsp70 humana constitutiva

Hsc70-T204A

Purificacion
recombinante

Mutante puntual deficiente en actividad

ATPasa.

Hsc70-V438F

Purificacion
recombinante

Mutante puntual que presenta una unién
deficiente a sustratos proteicos

recombinante

Hsc70strep Purificacién Fusion de una cola de streptavidina al extremo
recombinante | C-terminal
70-NBD Purificacién Dominio NBD de Hsc70 (residuos 1 a 384)

70'N BDStrep

Purificacion
recombinante

Dominio NBD de Hsc70 fusionado a una cola de
streptavidina C-terminal

DNAJB1

Purificacion
recombinante

Hsp40 humana

Las proteinas se clonaron completas desde el residuo deseado (generalmente la M1)
en el plasmido pE-SUMO mediante oligonucledtidos y técnicas de Biologia Molecular
como se detalla en la Tabla 3.6. En el caso de Apg2 y de sus mutantes fue necesaria la
insercidn 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 proteinas y un péptido de origen comercial (Tabla 3.7), asi

como la proteasa Ulpl que se produjo en el laboratorio por expresidn recombinante a
partir de un plasmido cedido generosamente por el Dr. Guillermo Montoya.
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TABLA 3.5. Clonaje de las proteinas utilizadas en esta Tesis. Se detallan los oligos y los

enzimas de restriccion utilizados para el clonaje de cada una de las proteinas.

ATCGTCTCAAGGTATGTCCAAGGGACCTGC
HC70R
GCTCTAGATTAATCAACCTCTTCAATGG

PROTEINA OLIGONUCLEOTIDOS CLONAIJE

Apg2 HG2FESP2F Inserto: BsmBlI + Xbal
ATCGTCTCAAGGTGGAGCGGGTGCGTCGGTGGTGGGC | pE-SUMO pro: Bsal
HG2R
GCTCTAGATCAATCAATGTCCATTTCAGGAAG

Apg2AAS HG2FESP2F Inserto:
ATCGTCTCAAGGTGGAGCGGGTGCGTCGGTGGTGGGC | Fragmento a: Bsal
HG2DLRa Fragmento b: BsmBI/Xbal
ATGGTCTCAGCAGACTTGTGAACCTCCAC pE-SUMO pro: Bsal
HG2DLFb
ATGGTCTCACTGCAAAAGTGAAGACCAGTAC
HG2R
GCTCTAGATCAATCAATGTCCATTTCAGGAAG

Apg2AC HG2FESP2F Inserto: BsmBI/Xbal
ATCGTCTCAAGGTGGAGCGGGTGCGTCGGTGGTGGGC | pE-SUMO pro: Bsal
HG2DCR
GCTCTAGATCATTCTTCAAATAATTTTGGTCG

Apg2-D7S HG2D7SF Quickchange
CTCTGGAAGCCCAGGCTTATGCCCACCACC
HG2D7SR
GGTGGTGGGCATAAGCCTGGGCTTCCAGAG

Hsc70 HC70F Inserto: BsmBlI/Xbal

pE-SUMO pro: Bsal

Hsc70-T204A

C70T204AF
GACCTGGGAGGTGGCGCTTTTGATGTGTCAATC
C70T204AR
GATTGACACATCAAAAGCGCCACCTCCCAGGTC

Quickchange

Hsc70-V438F

Gen obtenido por sintesis

ATCGTCTCAAGGTATGGGTAAAGACTACTACC
HJ1R
GCTCTAGACTATATTGGAAGAACCTGC

Hsc70strep HC70F Inserto: BsmBlI/Xbal
HC70STREPR pE-SUMO pro: Bsal
GCTCTAGATCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAGC
GCTATCAACCTCTTCAATGG

70-NBD HC70F Inserto: BsmBl/Xbal
HC70NBDR pE-SUMO pro: Bsal
GCTCTAGATTACTTGTCTCCAGACAAGATG

70-NBDstrep HC70F Inserto: BsmBl/Xbal
HC70NBDSR pE-SUMO pro: Bsal
GCTCTAGATCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAG
CGCTCTTGTCTCCAGACAAGATG

DNAJB1 HJ1F Inserto: BsmBl/Xbal

pE-SUMO pro: Bsal
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TABLA 3.6: Otras proteinas empleadas en esta Tesis.

PROTEINA OBTENCION DESCRIPCION
Ulpl Purificacién Proteasa especifica para la eliminacion de la
recombinante | etiqueta SUMO

Luciferasa Roche Substrato para ensayos de replegamiento

Glucosa-6- Sigma-Aldrich | Sustrato empleado en los ensayos de

Fosfato reactivacion proteica

Deshidrogenasa

Lactato Roche Componente del sistema de regeneracién de

Deshidrogenasa ATP

Piruvato Kinasa | Roche Componente del sistema de regeneracién de
ATP

Péptido FT7: | Proteogenix Sustrato empleado en los ensayos de unién

FYQLALT

3.3.2. Purificacidn de las chaperonas.

Se siguid un protocolo de purificacién general y comun a todas las chaperonas clonadas
en el plasmido pE-SUMO pro. Para ello se crecieron preindculos de células de E. coli
transformadas con el pasmido correspondiente hasta saturacion en cultivos de 25 ml
de medio LB, durante toda la noche a 37 2C, en presencia de los antibidticos ampicilina
y cloranfenicol (100 pg/ml y 35ug/ml, respectivamente). Después, los preindculos se
diluyeron 1:50 en matraces de 600 ml de LB y se incubaron a la temperatura deseada
hasta alcanzar la fase exponencial (ODeyo de 0,6). En este momento, se indujo la
sobreexpresion de la proteina mediante la adicion de NaCl 0,3 My de IPTG 0,1 mM, en
agitacién continua, a diferentes temperaturas y tiempos para cada una de las
chaperonas.

Las células se recogieron por centrifugacion (10 minutos, 8.000 x g, rotor Beckman JLA
9.1000) y se resuspendié el sedimento en tampon de lisis: Tris-HCI 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 continuacién, 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 bafo
de hielo en un MSE Soniprep 150 (MSE, Leicestershire, Reino Unido). Se ultracentrifugd
el lisado celular durante 30 minutos a 35.000 rpm y 4 2C en un rotor Beckman 70.38 y
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el sobrenadante se cargd en la columna HisTrap™ Fast Flow, GE Healthcare de 5 ml
equilibrada en tampdn Al (Tris-HCI 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM, Imidazol 10 mM (pH
8), TCEP 1 mM vy glicerol 5 % (v/v)). Tras el lavado de la muestra con un volumen de
columna de tampén 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 tampdn A1, se eluyé la proteina con 50 ml
de tampon B (Tris-HClI 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM, Imidazol 400 mM, TCEP 1 mM,
glicerol 5% (v/v)). Las fracciones que contenian la proteina deseada fueron identificadas
por electroforesis desnaturalizante. Se anadid Ulpl (1,2 mg) a las fracciones
seleccionadas para eliminar la etiqueta Hise-SUMO, y se dejaron dializando a 42C contra
el tampdn Al a 42C, durante toda la noche. Al dia siguiente, la preparacion proteica se
volvid a pasar por la columna HisTrap™ Fast Flow recogiendose la fracciéon no pegada
a la columna, tras la protedlisis de la etiqueta Hise-SUMO. Por ultimo, la proteina se
dializé contra el tampdn C(Hepes-KOH 25 mM, pH 7,6, KCl 100 mM, DTT 2 mM y glicerol
10% (v/v)), se concentré (Amicon Ultra-15, membrana PLQK Ultracel-PL) (MercK KGaA,
Darmstadt, Alemania), se alicuotd, se congeld en nitrégeno liquido y se almacené a -
202C.

3.3.2.1. Caracteristicas particulares de la purificacion de Apg2, Hsc70 y DnalB1

A continuacidn, se detallan las células, tiempos y temperaturas empleadas para la
expresion de las diferentes chaperonas, asi como detalles adicionales de su
purificacién:

e Apg2 y los mutantes Apg2AAS, Apg2AC y Apg2-D7S se expresaron en BL21
(DE3) Rosetta pLysS a 20 °C durante 22 horas.

e Hsc70 y los mutantes Hsc70-T204A, Hsc70-V438F, Hsc70step, 70-NBD y 70-
NBDstrep S€ produjeron en células BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL durante 14 horas
a 20 °C. Ademas, la purificacion de estas proteinas fue optimizada mediante
una cromatografia adicional con hidroxiapatito. Para ello, la muestra obtenida
del ultimo paso a través de la columna quelante de Ni**se dializd a 4 C contra
el tampdn C (Na;HPO410 mM, pH 6,8, B-Me 5 mM vy glicerol 10 % (v/v)). Al dia
siguiente, se cargd en una columna de hidroxiapatito (Macro-prep Ceramic
Hydroxyapatite TYPE |, Bio Rad) previamente equilbrada con el mismo tampdn
C, y se eluyd con un gradiente de 100 ml de 10 a 500 mM de NaH,PO,, pH 6,8,
KCl 350 mM, MgCl, 5 mM, DTT 2 mM, glicerol 10 % (v/v). Finalmente, la
proteina se concentrd (Amicon Ultra-15, membrana PLQK Ultracel-PL, 50KDa)
(MercK KGaA, Darmstadt, Alemania), se alicuotd, se congelo en nitrégeno
liguido y se almacené a -20 9C.
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e DNAJB1 se expresé en células BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL durante 4 horas a 37
oC.

3.3.2.2. Purificacion de ULP1

Se crecieron células BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL transformadas con el plasmido pGM-
ULP1 hasta saturacion en cultivos LB de 25 ml, durante toda la noche a 30 2C, en
presencia de antibidticos ampicilina y cloranfenicol (100 pg/ml y 35 pg/ml,
respectivamente). Después, los cultivos se diluyeron en matraces de 500 ml de LB y se
incubaron a 30 2C hasta alcanzar la fase exponencial (ODgoo de 0.6). En este momento,
se indujo la sobreexpresion de la proteina mediante la adicién de IPTG 1 mM, en
agitacion continua, durante 4 horas a 302C.

Se concentraron las células por centrifugacién (10 minutos, 8.000 x g) y se resuspendio
el sedimento en tampadn de lisis (Tris-HCI 50mM (pH 8), NaCl 350mM, Imidazol 10mM,
TCEP 1mM, sacarosa 20 %, Triton x-100 0,2 % y PMSF 1 mM). A continuacién, 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 bafio de hielo en un MSE Soniprep 150
(MSE, Leicestershire, Reino Unido). Se ultracentrifugd el lisado celular (30 minutos,
35000 r.p.m., 4 °C, rotor Beckman 70.38) y el sobrenadante se cargd en una columna
de afinidad de niquel (HisTrap™ Fast Flow, GE Healthcare) de 5 ml previamente
equilibrada en tampdn Ayp (Tris-HCI 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM, Imidazol 10 mM (pH
8) y TCEP 1 mM). La proteina se eluyé con un gradiente de 100 ml de 10 a 400 mM de
imidazol (pH8), Tris-HCI 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM y TCEP 1 mM, y se dejé dializando
a 4 °C contra el tampdn By (Tris-HCI 20 mM (pH 8), NaCl 350 mM y B-Me 1 mM)
durante toda la noche. Finalmente, la proteina se concentré (Amicon Ultra-15,
membrana PLQK Ultracel-PL, 30KDa) (MercK KGaA, Darmstadt, Alemania), se alicuotd,
se congelo en nitrégeno liquido y se almacend a -809C.

3.3.2.3. Otras proteinas 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 reaccién de oxidacién
gue requiere magnesio y oxigeno como catalizadores, y ATP y luciferina como sustratos.
En esta reaccién, la energia quimica liberada tras la oxidaciéon de la luciferina a
oxiluciferina, es transformada en energia fotoluminica (Figura 3.3).
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Para la preparacion de la luciferasa, se resuspendié todo el contenido del stock
comercial a una concentracidn final de 65 uM de luciferasa en tampdn Tris-HCI 100 mM
(pH 7,5) y se almacend en alicuotas de 10 pl en viales de vidrio. Todo el proceso se llevé
a cabo en hieloy con puntas especiales de low retention (BrandTech Scientific, Inc.). Los
viales se almacenaron a -20°C.

ATP+0,+ Mgz* AMP +CO,

\©j>_g COOH \©[:>__81 + hv 560 nm

Luciferina Oxiluciferina

Figura 3.3: Reaccion catalizada por la Luciferasa. En presencia de ATP,
magnesio y oxigeno, la luciferasa cataliza la reaccion de oxidacion de luciferina
a oxiluciferina. Como resultado, se libera energia en forma de luminiscencia.

La luciferina se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial
(Roche, Indianapolis, EEUU). Se disolvié la pastilla de luciferina en los 10 ml de tampdn
(ambos proporcionados por el fabricante), se congelé en nitrégeno liquido y se
almacend cubierta en papel de plata, a -20 °C.

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 mondmero) presente en todos los seres vivos que lleva a cabo

la catalisis de la primera reaccién de la via de las pentosas fosfato. En esta reaccion de
deshidrogenaciodn, la glucosa-6-fosfato es transformada en 6-fosfofluconato, gracias a
la reduccién de una molécula de NADP* a NADPH (Figura 3.4). El proceso es facilmente
medible siguiendo la generacidon de NADPH registrando la absorbancia de la muestra a
340 nm.

Para la preparacion de la G6PDH, se resuspendié todo el contenido del stock comercial
en 300 pl de tampdn Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos y se almacend a -20 2C en alicuotas de 15 pul. La concentracion se determiné
por el método Bradford (apartado 3.4.4.1.).
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Figura 3.4: Reaccion catalizada por la Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa. La
G6PDH oxida la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato mediante la reduccion 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
mondmero) que lleva a cabo la reduccidn reversible de piruvato a lactato mediante la
oxidacion de NADH a NAD* (Figura 3.5). La actividad enzimatica 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.

0O O-
o o-
¢ C
NADH +H NAD"
C=0 Cc—O
H—C—H
H—C—H Lactato deshidrogenasa
H
Piruvato Lactato

FIGURA 3.5. Reaccion catalizada por la Lactato Deshidrogenasa. La LDH
cataliza la reaccion reversible de reduccion del piruvato a lactato, oxidando para
ello una molécula de NADH a NAD".

Para la preparacion de esta proteina, diluimos a la mitad una alicuota tomada del stock
comercial en el mismo tampdn frente al cual después la dejamos dializando a 4 2C
durante toda la noche (Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), MgCl, 20 mM y KCI 150 mM). Al dia
siguiente, afiadimos glicerol hasta una concentracion final del 20 % (v/v), alicuotamos

la proteina y la congelamos en nitrégeno para finalmente almacenarla a -20 ©C.
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3.3.2.3.4. Piruvato Kinasa (PK)
La Piruvato Kinasa (PK) (Roche) es una enzima tetramérica (57 KDa cada mondmero)

responsable de llevar a cabo el ultimo paso de la glicdlisis. Cataliza la transferencia de
un grupo fosfato desde el fosfoenol piruvato (PEP) al ADP, generandose asi 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.

0y O Oy O
| ADP] |
% _O_® piruvato- C|:O
C H2 quinasa CH3
fosfoenolpiruvato piruvato

Figura 3.6. Reaccion catalizada por la Piruvato Kinasa. La PK cataliza la
reaccion 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 reaccion se consigue regenerar el ATP para mantener su
concentracion constante a lo largo del experimento.

La proteina se emplea directamente del stock comercial suministrado sin preparacién
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 unidn y liberacién por

parte de Hsc70 (o de sus complejos con Apg2), ya que interacciona especificamente
con Hsc70 y no es unido por Apg2. Para la realizacidn de dichos experimentos, el
péptido se adquiri6 marcado con la sonda fluorescente 5-TAMRA (5-
carboxitetrametilrodamina).

H N

e '\« “’¢ L L

/

Figura 3.7: Estructura molecular del péptido FYQLALT (FT7). Este péptido se
une especificamente a la chaperona human Hsc70. En este trabajo se utilizé
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para realizar los experimentos de union y liberacion de péptidos por parte de
las chaperonas.

3.4. TECNICAS ELECTROFORETICAS DE PROTEINAS

3.4.1. Electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE

El andlisis de proteinas mediante geles desnaturalizante de SDS-PAGE (PolyAcrilamide
Gel Electrophoresis) fue llevado a cabo siguiendo el método descrito por (Laemmli
1970). Esta técnica permite la separacién de proteinas en funcién de su masa molecular
ya que su unién al SDS provoca que estas macromoléculas adquieran una relacién
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 tamafio. Los porcentajes de poliacrilamida utilizados normalmente
para llevar a cabo esta técnica son del 10 % al 12,5 %.

Los geles se disefiaron conteniendo dos zonas: una zona concentradora y otra
separadora. La regién concentradora se prepard 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 region separadora, el porcentaje
de acrilamida/bisacrilamida (30:0,8) (Bio-Rad) utilizado fue del 12,5 % en tampdn 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 afiadiéndoles tampdn de carga (Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), glicerol 5 %
(v/v), SDS 4 % (p/v), azul de bromofenol 0,02 % (p/v) y DTT 100 mM) en proporcién 1:1.
La electroforesis se realizé en tampon glicina 200 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), SDS 1%
(p/v) y en sistemas de electroforesis mini-PROTEAN 2 (Bio-Rad, Madrid, Espafia) a un
voltaje constante adaptado a los requerimientos de cada experimento.

Después de la electroforesis, los geles se tifieron siguiendo el método descrito por
(Lawrence y Besir, 2009). Este método se basa en la interaccidon electrostatica entre el
azul de Coomasie y los aminodacidos de la proteina. Este complejo estabiliza la forma
anidnica del colorante proporcionandole un color azul que puede detectarse en el gel.
El nimero de moléculas unidas al colorante es aproximadamente proporcional a la
cantidad de proteina presente en cada banda observada en el gel, lo que permite la
cuantificacion de las muestras en el gel mediante densitometria. Puesto que la
interaccion colorante-proteina es reversible, esta puede deshacerse mediante
sucesivos lavados con metanol y acido acético. Siguiendo este método, los geles fueron
incubados en una solucién que contenia Coomasie Brilliant Blue R-250 0,1 % (w/v),
metanol 40 % (v/v) y 4cido acético 10 % (v/v). Después, se destifieron utilizando la
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misma disolucién, pero en ausencia de azul de Coomasie. La comparacion de las bandas
experimentales con una mezcla patron de pesos moleculares también cargada en el
gel, nos permitieron identificar las proteinas de nuestras muestras.

3.4.2. Electroforesis en geles nativos

La electroforesis nativa permite que las proteinas 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 intrinseca como del tamafio
y forma de las proteinas. Debido a que durante esta electroforesis las proteinas
conservan su conformacidon nativa, esta técnica nos permite analizar su estado
oligomérico, asi como la formacion de diferentes complejos entre estas o diferentes
proteinas.

En esta Tesis, se llevd a cabo la electroforesis nativa para la determinacion vy
cuantificacion 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, KCI 50 mM, MgCl, 5 mM y DTT 2 mM) y se incubaron en
presencia/ausencia de nucleétido, a temperatura ambiente durante toda la noche.
Antes de cargar las muestras en el gel, se les afiadié tampdn de carga (Bis-Tris 50 mM
(pH 7,2), HCI 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 llevé a cabo en cubetas XCell SureLock (Invitrogen), en tampdn NativePage Running
Buffer (20x) diluido (Bis-Tris 50 mM, Tricina 50 mM (pH 6,8)) (Invitrogen) a4 2Cy a un
voltaje constante de 150 V y de 250 V, durante 45 minutos y 1 hora y media,
respectivamente. Finalmente, los geles se tifieron con azul de Coomassie como se
describe anteriormente para su posterior andlisis y cuantificacion.

3.5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Existen diferentes métodos para determinar la concentracién de proteina. En esta Tesis
se han utilizado dos métodos diferentes, el método Bradford (Bradford, 1976) vy 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 bdsicos o aromadticos de las proteinas
(especialmente con argininas y, en menor medida, con residuos de histidina, lisina,
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tirosina, triptéfano y fenilalanina)(Compton y Jones 1985). Estas interacciones de
caracter iénico e hidrofdbico, estabilizan la sonda en su forma aniénica y como
consecuencia, el maximo de absorbancia de ésta se desplaza de 465nm a 595nm
provocando un cambio de color en la disolucidon (de marréon a azul). Mediante este
método se pueden detectar cantidades de entre 0,2 a 20 ug de proteina. Para estimar
la concentracion de proteina de las muestras, se preparé en paralelo una curva patrén
afiadiendo de 0 a 16 pg de seroalbimina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU) en 100 pl 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 diluyd 5 veces y después se afiadid 1 ml a cada una de las muestras y a la curva
patrdn. Tras agitar todos los tubos, se incubaron a temperatura ambiente durante 20
minutos y después se midid la absorbancia de todos ellos a 595 nm en un
espectrofotémetro. El cdlculo de la concentracidén proteica de las muestras se realizo
mediante la representacion de la absorbancia frente a la concentracién conocida de
BSA. A partir de la ecuacion obtenida de esta recta patrén (y= ax + b), se estimé la
concentracién de proteina de nuestras muestras.

3.5.2. Absorbancia
Otro método alternativo para determinar la concentracidn de proteina es la medida de
absorbancia a 280nm, longitud de onda a la que absorben los aminodcidos aromaticos
(triptéfano, tirosina y fenilalanina) de las proteinas. La absorbancia y la concentracién
de proteina se encuentran directamente relacionadas a través de la ecuacién de
Lambert-Beer:

A=¢e.c.l

Donde A es la absorbancia medida a 280nm, £ es el coeficiente de extincion molar (M-
'em?), ¢ es la concentracién de proteina y I el paso 6ptico de luz (cm). Las medidas
fueron llevadas a cabo en un espectrofotémetro Cary 3 Bio (Varian, Victoria, Australia).

3.5.3. Densitometria

Esta técnica permite cuantificar la cantidad de proteina existente en una determinada
banda de un gel de poliacrilamida nativo o desnaturalizante (apartados 3.4.1. 0 3.4.3,
respectivamente). Tras la tincion con azul de Coomasie (apartado 3.4.2.) y su posterior
desteiido, los geles se escanearon en un densitometro GS-800 Calibrated (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos) y se midié 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 ug de proteina contenidos en
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cada una de las bandas problema, la densidad de cada una de ellas se normalizé con
respecto a la de una banda de proteina patrén de concentracidn conocida.

3.6. METODOS BIOQUIMICOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA CONFORMACION Y
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS CHAPERONAS

3.6.1. Protedlisis parcial con tripsina.

Para el estudio de la conformacidn global de Apg2 y de sus diferentes mutantes, las
proteinas se sometieron a protedlisis controlada por tripsina. Esta proteasa digiere las
proteinas cortando la cadena polipeptidica tras los aminoacidos basicos lisina y arginina
(siempre que no se encuentren adyacentes a una prolina). En funciéon de la estructura
terciaria que adopte la cadena polipeptidica a cortar, la tripsina tendra diferente
accesibilidad a los puntos de corte. De este modo, el andlisis de patrones de tripsinolisis
de una misma proteina en diferentes condiciones o en presencia de ligandos, refleja los
cambios conformacionales de la proteina o su interaccidon 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 nucledtidos.

Los experimentos de tripsinolisis se llevaron a cabo en tampdn Hepes-KOH 40 mM (pH
7,6), KCl 200 mM, MgCl, 10 mM y DTT 2 mM. Apg2 (0,33 pg/ul) se incubd a 30 °C en
presencia o ausencia de ADP o ATP (1 mM), y la reaccidn de tripsinolisis se inicio tras la
adiciéon de 1 pg/ml de tripsina. Se tomaron alicuotas de las muestras a diferentes
tiempos (0, 1, 5, 10 y 20 minutos) que se analizaron mediante SDS-PAGE.

3.6.2. Cromatografia de tamizado molecular analitica.

La cromatografia es una técnica muy comin que se utiliza para separar los
componentes presentes en una muestra heterogénea. El método se basa en hacer
pasar una fase movil (mezcla de compuestos a separar) a través de una fase
estacionaria. Dependiendo de la afinidad relativa que tengan por ambas fases, mayor
serad la eficiencia de separacion de dichos compuestos. En la cromatografia de tamizado
molecular (también conocida como filtracién en gel o de exclusién molecular), la fase
estacionaria esta formada por una resina cuyas particulas crean una tamiz o filtro que
los componentes de la fase mdvil van atravesando con mayor o menor dificultad,
atendiendo a su masa molecular y a su volumen hidrodinamico (Figura 3.8). De esta
manera, aquellos compuestos con un tamafio superior al didmetro de los poros de las
particulas de la fase estacionaria, pasaran a través de la columna sin mayor problema,
mientras que las moléculas capaces de penetrar en dichas particulas, iran sortedndolas
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retrasando asi su salida de la columna. Por lo tanto, cuanto menor sea su masa
molecular aparente, mayor serd el volumen al que eluird un determinado compuesto.

Figura 3.8. Cromatografia de tamizado molecular. Durante su paso por la
columna, las moléculas de menor tamafio (azules) irdn penetrando las
particulas que forman la resina de la columna, retrasando asi su salida al
exterior. Por el contrario, las moléculas de mayor tamafio (verdes) atravesardn
la resina con mayor velocidad, abandonando antes la columna.

En esta Tesis se ha utilizado esta técnica para la caracterizaciéon de los estados
oligoméricos de las chaperonas moleculares y de los complejos formados entre ellas.
Con la finalidad de estudiar los perfiles de eluciéon 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 A (Agilent). Todas las cromatografias se
llevaron a cabo a temperatura ambiente en tampdn Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCI
150 mM, MgCl; 5 mM y DTT 2 mM.

3.6.3. Actividad ATPasa

La actividad ATPasa de las chaperonas y de sus mutantes se midié mediante el método
espectrofotométrico descrito por (Ngrby 1988), en el que el ATP hidrolizado por las
chaperonas es regenerado mediante un sistema de proteinas acopladas, para
mantener la concentracidn de nucledtido constante durante todo el ensayo, lo que
permite la determinacién de velocidades iniciales de reaccidn. En la reaccién acoplada
(Figura 3.9), el ADP generado tras la hidrélisis 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 oxidacién 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 concentracion
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de NADH mediante el registro la absorbancia de la mezcla de reaccién a 340 nm
(longitud de onda del maximo de absorcién del NADH) en un espectrofotémetro,

Apg2
b {\ A A
ADP ATP H* + NADH NAD*
PEP uﬁ PIRUVATO uﬁ LACTATO
PK LDH

Figura 3.9: Esquema del sistema acoplado regenerador de ATP. Sistema de
regeneracion 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 oxidacion de NADH.
Esto perimte seguir la hidrdlisis 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 midié a 30 2C en tampdn Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCI 50 mM, Mg(OAc), 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 reaccion se inicid anadiendo 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? a partir de las pendientes de absorbancia, teniendo en cuenta el
coeficiente de extincién molar del NADH a 340nm (g€3s0= 6220 M cm™). 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 reaccion, se rellené
cada uno de los pocillos con mezclas de las chaperonas correspondientes en cada caso,
en un volumen final de 160 pl. Tras 5 minutos de incubacién a 30 2C dentro del equipo
de medida, se inicio la reaccion inyectando 40 pl 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 ul de muestra finales. Tras 10 segundos de agitacidn, se
monitorizd6 de manera simultanea la reaccidon de cada uno de los pocillos mediante
medidas de absorbancia a 340 nm durante 30 min.

3.6.4. Proteccion de la agregacidon de sustratos proteicos.

La capacidad de Hsc70, Apg2 y sus mutantes para proteger sustratos proteicos de la
agregacion se ensayo empleando LUC que se desnaturalizo en diferentes condiciones.
Durante la desnaturalizacidn, las chaperonas unen regiones hidrofébicas de la proteina
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desnaturalizada, evitando de esta manera que estas zonas interaccionen entre si,
generando agregados del sustrato. Para estimar la capacidad de proteccién, LUC se
renaturalizé posteriormente tras la adicién del resto de los componentes del sistema
en presencia de ATP. La reactivacidn se sigui6 mediante medidas de su actividad
enzimatica como se ha descrito anteriormente. Los métodos empleados para
desnaturalizar LUC han sido:

3.6.4.1. Desnaturalizacidon quimica.

Los agentes caotrdpicos, promueven el desplegamiento de la estructura nativa de la
proteina, induciendo la entrada de moléculas de agua y del agente quimico al nucleo
hidrofébico de la proteina, provocando asi su desnaturalizacién. Estos compuestos
qguimicos alteran la estructura y dinamica de las moléculas de agua, disminuyendo el
efecto hidrofébico que estabiliza la estructura nativa y facilitando la exposicion
superficial de los residuos hidrofébicos del interior de la estructura de la proteina
(Bennion y Daggett 2003). La dilucién posterior del agente caotrépico provoca que se
puedan establecer interacciones intermoleculares inespecificas entre los residuos
hidrofdbicos de las cadenas proteicas desplegadas y, por lo tanto, su agregacion. En los
ensayos de esta Tesis, el agente caotrdpico utilizado fue la urea y la dilucién se realizd
en presencia de Hsc70 o Apg2.

3.6.4.2. Desnaturalizacidon térmica.

Por encima de la temperatura de desnaturalizacién las interacciones débiles que
mantienen la estructura nativa de la proteina desaparecen dando lugar a su
desnaturalizacion. La exposiciéon progresiva del nicleo hidrofébico al disolvente
promueve la asociacién intermolecular, la cual termina en la formacién de grandes
agregados proteicos. En estos ensayos se pretende evitar la agregacion al realizar la
desnaturalizacidon de LUC en presencia de las chaperonas. La temperatura empleada
(429C) no afecta a la estabilidad de Hsc70 y Apg2.

3.6.5. Agregacion de sustratos proteicos y reactivacion por chaperonas.

Se han empleado agregados proteicos de diferentes tipos y caracteristicas. Para ello, se
han modificado las condiciones de desnaturalizacion (concentracion, tiempo,
temperatura, etc.) de las que dependen las propiedades (estabilidad, tamafio y
conformacién) 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
chaperonasy tras su adicidn en presencia de ATP al medio, se estudia cdmo la actividad
enzimatica de la proteina 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. Reactivacion de LUC desnaturalizada con Urea

LUC (2 uM) se incubd a 30 2C durante 30 minutos en tampdn de desnaturalizaciéon
(Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCI 50 mM, MgCl; 5 mM, DTT 2 mM y Urea 6 M), tras lo
que la muestra fue diluida 100 veces. La adicidn de las chaperonas y ATP permitié la
reactivacién de LUC, que se siguié anadiendo alicuotas de la muestra tomadas a
diferentes tiempos sobre una disolucién de luciferina y medicién de la luminiscencia.
La reaccion se llevéd a cabo a 30 2C en el tampdn de reactivacién (Hepes-KOH 40 mM
(pH 7,6), KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, DTT 2 mM, ATP 2 mM, PEP 3 mM y 20 ng/ml PK). La
concentracion final de luciferasa fue 20 nM.

3.6.5.2. Reactivacion de luciferasa agregada térmicamente

LUC (0,1 uM) se incubd a 47°C durante 30 minutos en tampdn de ensayo (Hepes-KOH
40 mM (pH 7,6), KCI 50 mM, MgCl, 5 mM y DTT 2 mM). Tras la estabilizacion de la
muestra a 30 2C durante 5 minutos, se afiadieron las chaperonas, ATP y un sistema
regenerador de ATP (PEP 3 mM y 20 ng/ml PK) al medio para comenzar el ensayo de
reactivacién. La recuperacion de la actividad de la luciferasa se siguié del mismo modo
que en el apartado 3.5.2.1.1.

3.6.5.3. Reactivacion de Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa agregada térmicamente

G6PDH (2,5 uM) se desnaturalizé a 50 2C durante 30 minutos en el tampdn de
agregacion (Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), KCI 150 mM, MgCl, 20 mM y DTT 10 mM). Los
agregados formados fueron estabilizados, en el mismo tampdn, mediante una segunda
incubacién de 30 2C durante 30 minutos. La G6PDH agregada fue diluida a una
concentracién final de 0,4 UM en presencia de chaperonas en tampdn de reactivacion
(Hepes-KOH 40 mM, KCI 50 mM, MgCl; 5 mM, DTT 2 mM) y la reaccidn se inici6 tras la
adicidn de ATP (3 mM) y el sistema regenerador de ATP (PEP 6 mM y 20 ng/ml PK).

3.6.6. Interaccion 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
reactivacién pueda llevarse a cabo, cada una de las cadenas polipeptidicas debe ser
extraida de la superficie de dichos agregados y, como es légico, para que esta
extraccién 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 uM) a 50 2C
durante 30 min en tampdn de agregacion (Tris-HCI 40 mM (pH 7,4), KCl 150 mM, MgCl,
20 mM y DTT 10 mM) y tras su estabilizacion a 30 eC durante 10 minutos, fueron
diluidos a una concentracion final de 1 uM en presencia de las chaperonas (Hsc70 2
UM, DnalB1 0,5 uM y concentraciones crecientes de Apg2 o de sus mutantes) en
tampodn Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCI 50 mM, MgCl; 5 mM, DTT 2 mM, ATP 2 mM,
PEP 8 mM y 20 mg/ul de PK. Tras 10 minutos de incubacién, todas las muestras fueron
ultracentrifugadas a 55.000 rpm en un rotor Beckman TLA-55 durante 40 minutos a 4
9C. Se retird el sobrenadante de cada muestra y los sedimentos fueron resuspendidos
en tampodn de carga y analizados por SDS-PAGE y densitometria. Como control, se
prepararon réplicas de cada muestra en las que no se realizé el proceso de agregacién
a 509C. La cantidad de chaperona precipitada junto con la G6PDH nativa, se sustrajo de
la obtenida en las muestras que contenian a los agregados. La intensidad de cada banda
se normalizé frente a la obtenido de una calle control del mismo gel, que contenia 1 ug
de cada una de las proteinas del sistema.

3.7. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

3.7.1. Anisotropia de fluorescencia: Union y liberacion del péptido FT7.

La fluorescencia es un tipo de luminiscencia emitida por ciertas moléculas
denominadas fluoréforos. Cuando los electrones de estas moléculas absorben la
energia proveniente de la radiacién electromagnética a una determinada longitud de
onda, éstos son excitados y pasan momentdneamente a orbitales de mayor energia,
para posteriormente volver a relajarse. En este proceso de relajacion, parte de esa
energia 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 energia).

La anisotropia de fluorescencia se basa en el efecto que la luz polarizada posee al incidir
sobre determinados fluoréforos, y en la diferente intensidad que la luz emitida
posteriormente por estos posee a lo largo de los diferentes ejes de polarizacién. En
disoluciones homogéneas, los fluoréforos se encuentran aleatoriamente orientados y,
solo aquellas moléculas cuyo momento dipolar se encuentre orientado correctamente
con respecto al rayo de luz polarizada, seran capaces de absorberla y por lo tanto
excitar sus electrones a niveles superiores de energia. Los fotones emitidos por la
molécula durante el proceso de relajacion, también poseeran un plano de polarizacién
particular en relacién a la molécula (Figura 3.10). El valor de polarizacién de esta
emision se describe en términos de anisotropia (r). Cuando el fluoréforo rota
libremente antes de la reemision de dichos fotones, el grado de polarizacién de la luz
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emitida se reduce. Por lo tanto, el valor de anisotropia de emisién variara en funcién
de la libertad de rotacién de la molécula fluorescente, siendo menor cuanto mayor
libertad de rotacidon tenga la molécula. En un ensayo de anisotropia, 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 anisotropia de
fluorescencia (r) de una molécula bajo unas determinadas condiciones, se expresa de
la siguiente manera:

I\'\-’ -G I\.’H
Iy +2 G 1y,

donde:

—_—

—
=]
=+ ¢

Esta técnica se ha convertido en una herramienta muy util para el estudio de la
interaccion entre diferentes proteinas, puesto que la anisotropia de fluorescencia de
un determinado fluoréforo variard en funcion de la interaccidn de éste con otros
compuestos, péptidos o macromoléculas del medio.

Esta técnica se utilizé para caracterizar la interaccion (unidn y liberacién) de Hsc70 (sola
o en complejo con Apg2 y Apg2AAS) y del Hsc70vasse con el péptido FT7 marcado con la
sonda fluorescente 5-TAMRA. Los ensayos de unidn se realizaron incubando t-FYQLALT
(1 uM) con Hsc70 (2, 4, 6 6 8 M) o de los complejos Hsc70:Apg2 y Hsc70:Apg2AAS, en
presencia de ADP 0,1 mM, a 25 2C en tampdn Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM,
MgCl, 5 mM y DTT 2 mM. Los complejos entre Hsc70 y Apg2 fueron previamente
formados en el mismo tampdn, incubandolos en presencia de ATP 50 uM durante toda
la noche. Los ensayos de liberacion se realizaron afiadiendo ATP 0,2 mM junto con
diferentes concentraciones de Apg2 (silvestre o AAS), sobre muestras de Hsc70 (1 uM)
previamente unida a t-FYQLALT (0,5 uM), en el mismo tampdn utilizado para los
ensayos de union.
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Figura 3.10: Anisotropia de fluorescencia. A, Esquema de un equipo tipico de

medida de la anisotropia 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 Iny (1) como en su

componente horizontal Iluy (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'ny y I'un. B, Efecto de la

rotacion de una molécula sobre la polarizacion de la luz de fluorescencia emitida.

El grado de rotacion de la molécula depende de su libertad de movimiento y del

medio en el que se encuentra. Cuanto mayor sea su velocidad de rotacion, menor

serd la anisotropia de fluorescencia medida.
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La anisotropia de las diferentes muestras se siguié de manera continua en un
espectrofluorimetro SLM8100 (Aminco), a 555 y 580 nm como longitudes de onda de
excitacidon y emision, respectivamente. En ambos casos, se utilizé una apertura de
rendija (de entrada y de salida) de 8 nm. Para la obtencién de la constante cinética
aparente (Kobs) de unidn o disociacion entre el péptido y las chaperonas, los valores de
anisotropia se ajustaron a ecuaciones exponenciales simples. De la representacion de
las Kobs de unidn frente a la concentracién de Hsc70 utilizada en cada caso, pudimos
obtener las constantes de asociacion (kon) y de disociacion (Kos).

3.7.2. Marcaje especifico con sondas fluorescentes

Hoy en dia existe una gran variedad de sondas fluorescentes artificiales con diferentes
propiedades espectrales, que nos permite marcar macromoléculas, bien porque
carecen de fluorescencia intrinseca o para poder distinguirlas facilmente de entre otros
compuestos en una mezcla homogénea. En este trabajo se emplearon las sondas Alexa
Fluor NHS ester (o succinimidyl ester) (Molecular Probes™ Alexa Fluor™. Thermo Fisher
Scientific) para el marcaje de las chaperonas. En concreto, utilizamos la Alexa Fluor 488
para marcar el grupo amino terminal (NH,-R) de Apg2 (Figura 3.11).

Figura 3.11. Ejemplo del marcaje de una proteina 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 mas utilizadas en el campo de la Biologia
Molecular ya que, ademas de abarcar todo el espectro visible, poseen una gran
capacidad de absorcidn, un rendimiento cuantico 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 concentracién final de 10 mM vy
después mezclada con la proteina (en proporcién 1:1) en tampdn KsPO4, 20 mM (pH
6,4), NaCl 30 mM y B-Me 1 mM. La proteina fue previamente dializada frente al mismo
tampdn para favorecer la eficiencia del marcaje. La mezcla sonda-proteina se incubd
en agitacién a temperatura ambiente durante 2 horas en oscuridad, tras lo que se
elimind el exceso de sonda haciendo pasar la muestra por una columna PD-10 (GE
Healthcare) previamente equilibrada con el tampdn adecuado (tampdn final de la
purificacién de cada proteina). Finalmente, se concentrd la proteina y se suplemento
con 10 % de glicerol antes de ser alicuotada y congelada. La eficiencia del marcaje fue
estimada en espectrofotdmetro Cary 3Bio midiendo la absorbancia de la muestra a 495
nm, la longitud de maxima absorcién de la Alexa488:

AX x factor de dlilucion moles sonda

) . mg. ;
€ x concentracion de proteina (Wél]) moles proteina

Donde el coeficiente de extincidn molar (¢) de la Alexa Fuor 488 es 73.000 Mcm™.

3.7.3. Medidas de cinética rapida mediante flujo detenido (“Stopped-flow”).

La técnica de flujo detenido (en inglés Stopped Flow) es una técnica espectroscépica
gue nos permite medir cinéticas de reacciones en solucién que tienen lugar en periodos
muy cortos de tiempo (practicamente en lo que tardan los componentes en mezclarse).
En esta técnica, los componentes de la reaccidn son primero arrastrados por jeringas a
una camara de mezcla desde donde, tras unos pocos milisegundos (tiempo muerto),
pasan a la celda de medida (Figura 3.12). En este punto, un pistén hace que el flujo se
detenga repentinamente a la vez que dispara el dispositivo de medicidn. El cambio en
la absorbancia y/o fluorescencia que tiene lugar como resultado de la reaccién 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 observacidn de la cinética de la
reaccion, y habitualmente es de 1 a 2 milisegundos, aunque hoy en dia existen nuevos
dispositivos con tiempos muertos de 0,3 a 0,6 ms.

En este trabajo se utilizd la técnica de flujo detenido para medir el intercambio de
nucledtido 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
concentracién de Apg?2 utilizada. Tras la incubacién previa a temperatura ambiente de
Hsc70 con MABA-ADP (0,48 uM) (Jena Bioscience), estos complejos fluorescentes
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fueron mezclados rapidamente con ADP o ATP (168,5 M) en presencia de diferentes
concentraciones de Apg2 o de los mutantes Apg2AAS y Apg2AC (de 0 a 3 uM). La
reaccion se llevd a cabo en tampdn Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCI 50 mM, MgCl, 5
mM y DTT 2 mM. El intercambio de MABA-ADP por ADP o ATP provocé un descenso en
la sefial 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).

Piston de parada Figura 3.12: Esquema de un equipo de
% medida tipico de stopped flow. En el

esquema se detalla un equipo de medida
de tres jeringas, similar al utilizado en

Jeringa de residuo nuestros experimentos, donde
Hsc70(MABA-ADP)  (jeringa C) era
e mezclado rdapidamente (mezclador 2) con
medida una disolucion (mezclador 1) que contenia
ADP y Apg2+ADP (jeringas A y B
respectivamente), o ATP y Apg2 (jeringas
Ay B). La mezcla resultante pasaba a la
cubeta de medida donde, tras la
activacion del piston de parada, el flujo
del sistema se detenia y el descenso de
fluorescencia debido al intercambio de
MABA-ADP por ADP o ATP se
monitorizaba a tiempo real.

Mezclador2

Mezclador 1

3.7.4. Dispersion de luz.

Este método se basa en la capacidad que la luz electromagnética tiene para
interaccionar “de manera no eficiente” con las particulas de una disolucién acuosa, en
este caso con las proteinas. Cuando la longitud de onda de la luz incidente es mayor al
tamanfio de particula con la que interacciona, esta energia 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 energia), y es devuelta al medio en forma de
dispersion (dispersidon elastica de Rayleigh) (Figura 3.13). De esta manera, la luz
dispersada mantiene toda la energia, y su longitud de onda y frecuencia no varian.
Cuando la muestra en estudio va creciendo en tamafio (cosa que ocurre durante el
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proceso de agregacion proteica), la turbidez del medio aumenta y por lo tanto la
dispersion detectada también es mayor.

Mediante este método podemos seguir de una manera directa y sencilla, el proceso de
agregacion de las proteinas desnaturalizadas térmica o quimicamente, asi como la
proteccion de las mismas de dicho proceso de agregacion en presencia de las
chaperonas moleculares.

Dispersion de luz
Rayleigh

‘ hv,

Fuente de hv,
luz
Figura 3.13: Dispersion de luz Rayleigh. Cuando la longitud de onda de la
radiacion electromagnética con la que se irradia una molécula es mayor al
tamafio de ésta, la energia no puede ser absorbida por sus electrones y “rebota”
devolviéndose al medio en cualquier direccion, manteniendo toda su intensidad
y su energia. A este fendmeno se le conoce como dispersion eldstica de la luz y es
muy util para medir, a tiempo real, la formacion de agregados proteicos.

En este trabajo se siguid la agregacion de la luciferasa y su proteccién por Apg2. LUC
(0,1 uM) fue incubada a 42 °C durante 30 minutos, en ausencia o presencia de 0,4 6 2
UM de Apg2 o Apg2AAS en tampodn Hepes-KOH 40 mM (pH 7,6), KCl 50 mM, MgCl, 5
mM, DTT 2 mM, ATP 2 mM, PEP 3 mM vy 20 ng/ml de PK. Las medidas se llevaron a cabo
en un espectrofluorimetro Fluorolog (Jobin Ibon) a la longitud de onda de 320 nm de
excitacidon y de emisidn, y con una apertura de rendijas de 8nm.

3.7.5. Dicroismo circular

El dicroismo circular, abreviado CD del inglés “Circular Dichroism”, es una técnica
espectroscopica de absorcidn que nos permite obtener informacién acerca de la
estructura de macromoléculas bioldgicas. La luz utilizada como fuente se encuentra
polarizada y las muestras a analizar, ademds de poder absorber, deben ser épticamente
activas (es decir, moléculas quirales). La teoria Biot y Fresnel propone que un rayo de
luz polarizada en un plano, se encuentra formada por dos componentes polarizados
circularmente: uno a la derechay 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 absorcidn (absortividad molar) sufrida y el
desfase entre ambos, provocan una rotacion del plano de polarizacién en un angulo
alpha (a), generando asi luz polarizada elipticamente (Figura 3.14). La rotacién del
plano y la absorcidon diferencial de los componentes polarizados circularmente
(dicroismo circular) varia 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 [0], siendo 0 el angulo de
elipticidad generado por la muestra.

En la region del UV lejano (de 180 a 250nm) los enlaces peptidicos son los grupos
Opticamente activos de las proteinas. La asimetria de estos enlaces se debe a la
disposicion espacial de la cadena principal de la macromolécula, por lo que la seial de
dicroismo circular en esta zona espectral se puede interpretar en términos de los
diferentes tipos de estructura secundaria presentes en la proteina (Tabla 3.7).

TABLA 3.7. Relacion entre la longitud de onda de absorcion y estructura
secundaria de las proteinas. Se detallan las longitudes de onda a las que se
encuentran los mdximos y minimos de elipticidad caracteristicos de los distintos
tipos de estructuras secundarias en proteinas

CONFORMACION A msx.6 (nm) A min.e (nM)
a-hélice 190 208, 222
Estructura B 195 217
Estructura al azar (colageno 212 195
desnaturalizado)

Mediante esta técnica, ademds de poder determinar las diferentes contribuciones de
estructura secundaria de la proteina, podemos también detectar posibles cambios
estructurales y de estabilidad de la misma.

En este trabajo se ha utilizado el dicroismo circular para caracterizar la conformaciény
la estabilidad de Apg2 y de sus mutantes en diferentes condiciones.
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Figura 3.14: Dicroismo circular. A, Esquema de un equipo tipico de medida de
Dicroismo Circular. Tras seleccionar la longitud de onda de irradiacion
(monocromador), el haz de Iuz resultante es polarizado circularmente
(polarizador) y, tras atravesar la muestra y ser absorbido por la misma, su
polarizacion cambia y es emitido en forma de luz elipticamente polarizada. B,
Variacion de los componentes de un haz de luz polariazada en un plano tras
atravesar una muestra opticamente 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 absorcion de cada componente por parte de los
solutos, lo hacen fuera de fase, generando asi una onda polarizada elipticamente
(2). Esta elipticidad definird las caracteristicas de la muestra a una determinada
longitud de onda.
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3.7.5.1. Espectros de Dicroismo Circular

Para la obtencién de los espectros de CD, las muestras fueron preparadas en diferentes
tampones en funcién de las condiciones de medida requeridas. Los espectros de las
proteinas en su forma apo (sin nucleétido) fueron realizados en fosfato potdsico 10 mM
(pH 7,6) a una concentracidon de 2,5 uM de proteina. Para determinar los posibles
cambios estructurales de las proteinas en presencia de nucledtido, los espectros se
realizaron en tampdn Hepes-KOH 15 mM (pH 7,6), KOAc 50 mM, Mg(OAc), 2 mMy DTT
2 mM. La concentracion de proteina en este caso fue de 5 UM y se afadieron 0,5 mM
de ADP o ATPyS (analogo no hidrolizable del ATP) (Sigma-Aldrich). Las medidas se
realizaron a 25 2C en un espectropolarimetro 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
midié la elipticidad de las muestras a 222 nm en un rango de 20 a 80 2C de temperatura,
calentando a 12C/min.

3.8.SPR

La resonancia de plasmon superficial (abreviado SPR, del inglés Superficial Plasmon
Resonance) es un fendmeno dptico que tiene lugar cuando la luz electromagnética
interactda con una superficie fina de metal. Cuando el haz de luz incide sobre dicha
superficie, se produce una excitacion colectiva de los electrones deslocalizados que
forman la banda de conduccion del metal (plasmones); como consecuencia, parte de
esta energia es absorbida y trasmitida en forma de resonancia a través de la superficie
metalica (Resonancia del Plasmdn de Superficie). En un equipo tipico de SPR, esta fina
placa metalica se encuentra situada entre una ldamina de vidrio y el medio liquido que
contiene la muestra a analizar. A su vez, lalamina de vidrio se encuentra unida a la base
de un prisma de vidrio que actia como monocromador del haz de luz incidente. La
placa metdlica 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 [dmina de vidrio a
angulos superiores al denominado angulo de reflexién critico, parte de su energia es
capaz de interaccionar con el plasmén de la placa metdlica, el cual entra en resonancia
y transmite dicha energia al medio liquido, donde es gradualmente disipada (onda
evanescente) debido al menor indice de refraccién que éste posee con respecto al
vidrio. Al perder parte de la energia, la luz reflejada por la lamina de vidrio sera
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detectada a un angulo diferente. La propagaciéon de esta onda energética es muy
sensible a la composicidon quimica de dicho medio liquido por lo que, variaciones en su

A
E:\” Medlio liquido k
-‘ ﬁ s
R Superficie
A Plasmén
Ldmina de vidrio
< Pnsma ?/
Laser wdno Detector
B

AR | A
R
Resonancia Disociacion

(RU)

Tiempo (seg.)

Figura 3.15: Medidas de resonancia de plasmon superficial. A, Componentes de
un sistema de medida de SPR. Al irradiar la Idmina de vidrio, parte del haz de luz
es reflectado y detectado por detector del equipo, y parte atraviesa la I[dmina de
vidrio para ser absorbida por los electrones que forman la banda de conduccion
de la Idmina de metal (Plasmon) a la que se encuentra unida. La energia
absorbida es trasmitida en forma de resonancia a través de toda la Idmina de
metal para disiparse después a lo largo del medio liquido con el que se encuentra
en contacto (onda evanescente), debido a su diferente indice de refraccion.
Dependiendo de las caracteristicas del medio liquido y de los componentes que
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se hallen anclados a la Iamina del metal (proteinas en nuestro caso), el indicé de
refraccion del medio variard y, por lo tanto, también lo hard la transmision de la
onda de resonancia. Como consecuencia, la intensidad de la luz reflectada
detectada por el equipo serd diferente. B, Ejemplo de un sensograma
correspondiente a una cinética de unidn y disociacion entre dos proteinas.
Cuando la proteina circulante en el medio liquido interacciona con la
macromolécula anclada al chip metdlico del equipo, la sefial de resonancia se ve
alterada hasta alcanzar un mdximo de interaccion (saturacion del chip). En este
punto, la disociacion entre ambas (lavado) provocard un descenso en esta sefial
hasta alcanzar un nuevo equilibrio. Los tiempos de asociacion y de disociacion
marcardn la cinética de la interaccion, permitiéndonos obtener diferentes
pardametros cinéticos como, por ejemplo, la constante de afinidad entre ambas
proteinas. Por otro lado, cuanto mayor sea la concentracion de proteina afiadida
al medio, mayor serd la variacion total de resonancia durante la asociacion.

composicion y por lo tanto de su indice de refraccién, alterard el angulo de resonancia
detectado por el equipo. El cambio en el dngulo de resonancia se indica en unidades de
respuesta (RU).

Esta técnica nos permite seguir la interaccion entre dos moléculas a tiempo real. Para
ello, una de las moléculas es previamente anclada a la placa metalica por el lado
contrario al del haz de luz incidente (medio liquido). Cuando se hace pasar una fase
movil que contiene la otra macromolécula, y ambas interaccionan, se produce un
cambio en el indice de refracciéon del medio y por lo tanto en el dngulo 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 utilizo la técnica de SPR para determinar las constantes de afinidad
de los complejos formados entre Hsc70 y Apg?2 (silvestre y sus dos mutantes AAS y AC).
Para realizar estos experimentos se utilizé el mutante Hsc70streprac. Esta proteina se
inmovilizé 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
UM) de Apg2 (y de sus mutantes), previamente dializada contra el tampdén Hepes-KOH
40 mM (pH 7,5), KCl 150 mM, MgCl, 5 mM y Tween 20 al 0,0025 %). Antes de inyectar
cada nueva concentracidn de proteina, se lavé la celda con una disolucién de NaCl 1M
para eliminar los posibles restos de la carga anterior. Las medidas se realizaron a 25 9C,
a un flujo de 30 pl/min. Para los experimentos en presencia de nucledtido, se afiadié
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ATP o ADP 2 mM, previamente purificados. En todos los casos se sustrajeron la sefal
del tampén y la de Apg2 sola (en ausencia de Hsc70). Las constantes de afinidad (Kp) se
obtuvieron mediante la representacidon de las Rus maximas obtenidas, frente a la
concentraciéon de Apg2 afiadida en cada caso, ajustando los datos experimentales a una
ecuacion hiperbdlica de tipo “unién a ligando”. Las medidas se hicieron en un equipo
Biacore 3000 system (GE HEalthcare).

3.9. DIFRACCION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS)

Las medidas de SAXS y el procesamiento de los datos obtenidos se han realizado en
colaboracidn 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 purificacién de los complejos y de las proteinas en solitario
se optimizaron mediante esta técnica. Se utilizé la columna Agilent Bio SEC-5 300 A
(Agilent).
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4.1. REACTIVACION DE AGREGADOS PROTEICOS POR LAS CHAPERONAS HSC70,
DNAIJB1Y APG2 HUMANAS

Esta Tesis aborda el estudio del replegamiento de agregados proteicos por chaperonas
humanas por vez primera en el grupo de investigacion. Por ello, inicialmente nos
planteamos realizar una optimizacion de las condiciones de reactivacién de agregados
proteicos por parte de Hsc70 (HSPA8), DnalB1 y Apg2 (HSPH4). La optimizacion se
realizd en dos partes:

1. Se analizd inicialmente la dependencia de la reactivaciéon de un sustrato
proteico agregado con la concentracidn de los tres componentes del sistema
de chaperonas.

2. Se estudid como las condiciones de agregacidon de dos sustratos modelo
(G6PDH y luciferasa), empleados comunmente en los estudios de
replegamiento de agregados proteicos amorfos, afectaban a la capacidad
desagregasa del sistema humano.

4.1.1.- Optimizacion de la concentracion de chaperonas moleculares.

El conocimiento adquirido hasta el momento del estudio de la reactivacion de
agregados proteicos mediante el sistema de chaperonas bacteriano demuestra que
para que tenga lugar de manera eficiente, la relaciéon entre la concentracién de los
diferentes componentes del sistema de chaperonas debe encontrarse equilibrada
(Acebron et al 2008 y 2009), de manera que la colaboracién entre éstos sea rapida y
eficiente, pues de ello depende la supervivencia del organismo bajo situaciones de
estrés en las que la demanda y la sintesis de estas proteinas se encuentra
incrementada.

Inicialmente, se realizaron ensayos de reactivacion de agregados de G6PDH a
diferentes concentraciones de cada uno de los tres componentes del sistema de
chaperonas humano (Hsc70, DnalBl1 y Apg2), manteniendo los otros dos a
concentracién constante (Figura 4.1).
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4.1.1.1. Hsc70.

En primer lugar, se estudid la reactivacion de los agregados de G6PDH a diferentes
concentraciones de Hsc70. Para ello, se realizaron ensayos con agregados de G6PDH 10
UM formados tras la desnaturalizacién de la proteina mediante incubacién a 509C,
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Figura 4.1: Reactivacion de agregados de G6PDH por el sistema de chaperonas
humanas: efecto de la concentracion de Hsc70 (A), Apg2 (B) y DnaJB1 (C). Los
agregados de G6PDH fueron reactivados durante 2 horas a 30°C por
combinaciones de Hsc70, DnaJB1 y Apg?2 a diferentes concentraciones.
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durante 30 minutos. Estos agregados se estabilizaron durante 30 minutos a 309C, y se
incubaron en presencia de las diferentes combinaciones de chaperonas. Las
concentraciones empleadas fueron: Hsc70 (0,5, 1, 2, 4, 6, y 8 uM), manteniendo DnaJB1
y Apg2 constantes a concentraciones 1:0,4, 1:1 o 1:2 uM. Transcurridos 120 min, se
estimo la reactivacion de la G6PDH midiendo su actividad en las diferentes muestras y
comparandolas con la actividad de un control de proteina nativa (Figura 4.1A).

Los resultados obtenidos muestran que la reactivacion maxima se alcanza a
concentraciones entre 2 y 4 uM de Hsc70 en todos los casos, manteniéndose constante
a partir de este punto.

4.1.1.2. Apg2.

Seguidamente se realizd un ensayo similar en el que se varié la concentracion de Apg2
en el medio (0,4, 1 y 2uM). Los ensayos se llevaron a cabo manteniendo las
concentraciones de Hsc70 y DnalJB1 constantes, a dos relaciones molares diferentes 2:1
y 4:1. Del mismo modo que anteriormente, se siguié la reactivacion de G6PDH
agregada, tras 90 minutos de incubacién con las chaperonas (Figura 4.1B).

Se observd que al incrementar la concentracién de Apg2, el porcentaje de reactivacion
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 uM y DnalB1 1 uM), la reactivacién de la G6PDH agregada fue
menos eficiente. Estos resultados indican que el sistema de chaperonas humanas es
mas eficaz en la reactivacion de este sustrato a concentraciones de Apg2 entre 0,4-1
uM.

4.1.1.3. DnaJB1

En paralelo a los ensayos anteriores, se estudié como la variacién en la concentracidn
de DnalB1 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 concentracidon de DnalB1, y otra a las
concentraciones seleccionadas tras los experimentos mostrados anteriormente (4 y 2
UM para Hsc70 y Apg2, respectivamente). La reactivacién de la G6PDH se siguio, tras
una incubacién de 45 minutos a 302C en este caso. Los resultados muestran que las
concentraciones de DnalB1 superiores a 1 uM inducen una inhibicién de la reactivacién
de agregados proteicos.
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En resumen, se decidid que los rangos de concentraciones de los componentes del
sistema de chaperonas humano a los cuales se obtiene una actividad replegadora
Optima fueron 2-4 uM Hsc70, 0,5-1 UM DnaJB1y 0,4-1 de Apg2. Debe mencionarse que
los porcentajes de reactivacion observados con los agregados de G6PDH empleados en
este apartado son bajos (entre el 10 y 20 % de proteina replegada). En comparacion, el
sistema de chaperonas bacteriano formado por ClpB y DnaK/Dnal/GrpE puede
reactivar cantidades entre el 70 y 80% con el mismo tipo de agregados (observaciones
sin publicar del grupo de investigacion), lo que indica la menor capacidad reactivadora
del sistema de chaperonas humano como ya han observado otros autores (Rampelt et
al. 2012). Como se demostrara a continuacion, los agregados de G6PDH formados a 10
1M son demasiado estables para el sistema humano que, sin embargo, es capaz de
replegar agregados formados a menor concentracidn con mayor eficacia.

4.1.2.- Impacto de las condiciones de agregacion 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 mas completa posible la capacidad reactivadora del
sistema de chaperonas humano Hsc70/DnalB1/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 utilizacion de la G6PDH como sustrato permite una mayor variacién en las
condiciones de ensayo. Los estudios previos realizados en nuestro laboratorio nos
permiten generar agregados de esta proteina con diferentes caracteristicas en funcién
de su concentracion y de la temperatura de agregacion utilizadas (Acebrén et al. 2008;
Fernandez-Higuero et al. 2018). Tal y como describe el protocolo utilizado por nuestro
laboratorio (seccion 3.5.2.2.1 de Materiales y Métodos), la agregacion de G6PDH se
induce mediante la incubaciéon durante 30 minutos a 502C u 809C, y una posterior
estabilizacion de los agregados generados, durante otros 30 minutos a 309°C.
Posteriormente, estos agregados se diluyen a una concentracién determinada en el
tampdn de ensayo, tras lo que se afiaden las chaperonas y el ATP, y se incuba a 302C
para permitir la solubilizacion y replegamiento del sustrato. La reactivacion del
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agregado se analiza extrayendo alicuotas a diferentes tiempos y ensayando la actividad

de la G6PDH como se indica en la seccidn 3.3.3.7.2 de Materiales y Métodos. La

concentracién de proteina y la temperatura de desnaturalizacion empleadas en el

proceso de agregacién tiene un gran impacto en el tamafio y conformacién de los

agregados (Acebron et al. 2009; Fernandez-Higuero et al. 2018).

4.1.2.1.1.- Efecto de la concentracion 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 concentracidn de agregacion de la G6PDH (2,5, 5 0 10 uM), como la

concentracién final de agregados afadida a la muestra (0,1, 0,2, 0,4 o0 0,8 uM) (Figura

4.2).
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Figura 4.2 (pdgina anterior): Efecto de las concentraciones de agregacion y
ensayo en el rendimiento de reactivacion de agregados de G6PDH por el
sistema de chaperonas humanas. La G6PDH fue agregada a 10 (A), 5 (B) y 2,5
UM (C) y posteriormente diluida a una concentracion final de 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8
UM, segun se indica en la figura, en el tampdn de ensayo para analizar su
reactivacion por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (2/1/0,4uM).

Se observd un gran efecto de la concentracién de agregacién, de modo que
concentraciones bajas favorecen la formacion de agregados mds manejables por el
sistema de chaperonas humano, alcanzandose valores de replegamiento en torno al
60% del sustrato afadido inicialmente. En cuanto a la concentracién del sustrato en el
ensayo, la reactivacion maxima de G6PDH se obtuvo alrededor de 0,4 uM de agregado
a la muestra para todos los casos.

4.1.2.1.2.- Papel de la temperatura de agregacion

Tal y como se describe en estudios anteriores, la temperatura de desnaturalizacion a la
que se incuba la G6PDH para inducir su agregacion tiene un gran impacto en el
rendimiento del ensayo de replegamiento (Acebron et al. 2009). Asi, la agregacion de
la G6PDH a 50 o 802C permite generar dos tipos de agregados que difieren en tamafio
y en el numero de residuos implicados en interacciones intermoleculares de tipo
(Acebron et al. 2008; Fernandez-Higuero et al. 2018). Con la finalidad de estudiar el
efecto de la temperatura de agregacién en la actividad replegadora del sistema
Hsc70/DnalB1/Apg2, se realizaron los ensayos de replegamiento empleando agregados
de G6PDH formados a 2,5 uM y diferentes temperaturas de desnaturalizacién (50, 60,
70y 809C). Después, los agregados formados se diluyeron a una concentracion final de
0,4 uM 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 agregacién se llevé a cabo a 502C. El porcentaje final de proteina replegada
disminuyo aproximadamente 10 veces al aumentar la temperatura de agregacion a
602C. A temperaturas de agregacion superiores, no se observé reactivacién alguna por
parte del sistema humano. Por comparacién, el sistema bichaperona bacteriano
formado por ClpB y DnaK/Dnal/GrpE puede replegar agregados de G6PDH formados a
10 uM tanto a 50 como a 802C 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 agregacion de G6PDH en la actividad
replegadora del sistema de chaperonas humanas. La G6PDH (2,5 uM) fue
incubada durante 30 min a 50, 60, 70 y 80°C, y posteriormente diluida a una
concentracion final de 0,4 uM en el tampdn de ensayo para analizar su
reactivacion por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (2/1/0,4uM).

4.1.2.2.- Luciferasa

La Luciferasa de Photinus pyralis es una proteina que se utiliza frecuentemente en
experimentos de reactivacién de agregados proteicos debido a que se desnaturaliza y
agrega a temperaturas de choque térmico para las células (422C) y a la facilidad con la
que se cuantifica la cantidad de proteina recuperada mediante ensayos de
guimioluminiscencia. Por otro lado, presenta caracteristicas que dificultan su manejo
en el laboratorio, como su tendencia elevada a adsorberse a superficies de plastico. Las
caracteristicas especiales que presenta este sustrato hacen que no sea facil variar sus
condiciones de agregacién y, ademas, la reproducibilidad de los resultados de
reactivacién sea menor que para la G6PDH. Asi, en esta Tesis solo se ha comparado la
reactivacién de agregados de Luciferasa formados utilizando dos métodos diferentes:
desnaturalizacion en Urea y su posterior dilucion, y agregacidén térmica (secciones
3.5.2.1.1y 3.5.2.2.2 de Materiales y Métodos, respectivamente).

4.1.2.2.1.- Agregacion tras desnaturalizacién en presencia de Urea 6 M

La Luciferasa (2 uM) forma agregados cuando se desnaturaliza en presencia de Urea a
concentraciones entre 6 y 8 M, y el agente caotrdpico se diluye posteriormente 100
veces en el medio. Como se observa en la Figura 4.4, estos agregados fueron facilmente
reactivados por el sistema de chaperonas humanas, obteniéndose porcentajes de
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reactivacidon superiores al 80% en presencia de Hsc70/DnalB1/Apg2, y alrededor del
40% cuando se emplearon Hsc70 y DnaJB1 en ausencia de Apg2. Por comparacion, el
sistema bacteriano homologo formado por DnaK/Dnal/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 reactivacion de agregados
proteicos basado en la Hsc70 humana.

4.1.2.2.2.- Agregacion tras desnaturalizacidén térmica.

Se llevaron a cabo experimentos de reactivacion de agregados de Luciferasa formados
tras su desnaturalizacién térmica a 429C 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 0 0,1 uM durante 30 minutos a 422C, y se
ensayo la reactivacion de los agregados a una concentracioén final de 0,1 uM en ambos
casos por Hsc70/DnalB1 (2 y 1 uM, respectivamente) en presencia o ausencia de Apg2
(0,4uM). Los porcentajes de reactivacion fueron practicamente nulos cuando la
agregacion ocurrié a 0,5 uM (Figura 4.5A), aumentando moderadamente hasta el 30%
en el caso de agregados formados a 0,1 uM vy solo en presencia del sistema de
chaperonas completo (Figura 4.5B). Estos resultados demuestran el importante efecto
de la concentracién del sustrato en la estabilidad de los agregados formados.
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Figura 4.4: Reactivacion de agregados de LUC formados tras su
desnaturalizacion en presencia de urea 6 M. LUC (2 uM) fue incubada durante
30 min en presencia de Urea 6 M. Los agregados se formaron por dilucion (100x)
del agente caotrdpico, siendo la concentracion final de LUC de 0,02 uM. La
reactivacion se llevé a cabo por Hsc70 (2 uM), DnaJB1 (1 M) en ausencia (circulos
grises), y presencia de Apg2 (0,4 uM) (circulos azules).
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Figura 4.5: Reactivacion de agregados de LUC formados tras su
desnaturalizacion térmica. LUC fue desnaturalizada por incubacion a 42°C
durante 30 min a 0,5 (A), 0,1 (B) y 0,04 uM (C). La concentracion final de LUC fue
0,1uMenAyB,y0,02 uMen C. La reactivacion se realizé tras la adicion de Hsc70
(2uM), DnaJB1 (1 uM) (circulos grises), y Apg2 (0,4 uM) (circulos azules)

De cara a comparar la reactivacion de este sustrato agregado mediante una
desnaturalizacién térmica con la observada tras la desnaturalizacién/agregacion
inducida por agentes caotrdopicos como la Urea, se realizd un ensayo en el que LUC se
agrego a 0,04 uM durante 30 minutos a 429C, tras lo que se diluyé a una concentracion
final de 0,02 UM como la empleada en los ensayos de la Figura 4.4. En este caso, la
reactivacién obtenida fue considerablemente mayor a la observada cuando la
desnaturalizacién se realiz6 a 0,5y 0,1 uM, siendo ésta del 25% y del 50%, en presencia
de Hsc70/DnalB1 en solitario o del sistema completo de chaperonas
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Hsc70/DnalB1/Apg2, respectivamente. Por otra parte, la reactivacion de los agregados
formados por desnaturalizacidn térmica resultd menos eficaz que la observada en el
caso de los agregados generados por el tratamiento con Urea.

En conclusion, los agregados mas adecuados para estudiar la capacidad replegadora
del sistema de chaperonas humanas formado por Hsc70/DnalB1/Apg2 son:

e agregados de LUC (2 uM) formados tras la desnaturalizacion en presencia de
Urea 6M a 302C durante 30 min y posterior dilucién a una concentracion final

de 20 nM;

e agregados de G6PDH (2,5 uM) formados mediante la desnaturalizacién
térmica por incubacidn a 502C durante 30 min.
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4.2. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS HUMANO
POR APG2. PAPEL DEL SUBDOMINIO ACIDICO (AS)

La primera divergencia estructural importante que diferencia a las proteinas de las
familias Hsp110 y Hsp70 se encuentra localizada en el subdominio 3 del dominio de
union (SBDB) y consiste en la insercidon de aproximadamente 80 residuos con un
marcado caracter acidico 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 regulacién 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
Apg2AAS, 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, a y B, que se diferencian por la
pérdida de un segmento localizado en el AS por ayuste alternativo Se ha demostrado
que la correcta localizaciéon citoplasmatica y nuclear de Hspl05a y Hspl0p,
respectivamente, depende de motivos NLS y NES localizados en sus subdominios AS y
C-terminal (Saito et al. 2007, 2009). Por otro lado, Sselp, una Hsp110 homodloga en
levaduras, presenta un AS mucho mas reducido (figura 4.6) y su delecidn no afecta a
la interaccidn con Ssalp ni a la actividad NEF pero reduce ligeramente la capacidad de
replegar un sustrato desplegado no agregado (Polier et al. 2008).

NBD SBD SBDa
Hsp110 (@) —
AS L_________________________________—_
Apg2_HS 479 KVKVRVNVHGIFSVSSASLVEVHKSEENE----- EPMETDONAKEE -~ ——————- EKMOVDQ----EEPH 530
Hspl05 HS 479 KVKVRVNTHGIFTISTASMVEKVPTEENE-———- MSSEADMECLNQRPPENPDTDKNVQODNSEAGTQBQ 543
Apgl_HS 479 KVKVRVNIHGIFSVASASVIEKQNLEGDHS---DAPMETETSFK----NENKDNMDEKMQVDQEEGHQKCH 542
Sselp_Sc 479 KLKLRCDPSGLHTIEEAYTIEDIEVEEPIPLPEDAPEDAEQEE-~—---—-----—mmmm—mmmmmmmmm 521
Apg2_HS 531 UEEQQQ---QTPAENKAESE-EMETSOAGSKDKKMDOPEOARKAKVK TS TVDLPIENQILWOIDREMENL 596
Hspl05 544 VQTDAQQTSQSPPSPELTSEENKIPDADKANEKKVDQPPEAKKPKIKVVNVELPIEANLVWQEGKDELNM 613
Apgl_HS 542 AEH-—-————— TPEEEIDHTGAKTKSAVSDKQDRLN----QTLKKGKVKS IDLPIQSSLCRQLGODLLNS 599
88e1lp_8C 522 =—=—cmmcmmeeeemeemcemecceeeceem——eaaeaaa] KKVTKTVKKDDLTIV-AHTFGLDAKKLNE 549

Figura 4.6: El domino AS de Hsp110 humanas. Representacion esquemdtica de
la estructura de Apg2 y la alineacion de secuencias del AS de Apg2, Hsp105ay
Apgl, los representantes de la familia Hsp110 en humanos, y Sselp de levaduras.
Los residuos idénticos se destacan en cian. Los residuos subrayados
corresponden a la secuencia eliminada en Apg2 (este trabajo) y Sselp y la
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secuencia que la isoforma Hsp105p carece debido a un ayuste alternativo. Los
diferentes elementos estructurales de Sselp se muestran mediante flechas
azules, hojas p, y cilindros naranjas, hélices c.

4.2.1.- Caracterizacion estructural de Apg2 y Apg2AAS

En primer lugar, se realizaron ensayos orientados a averiguar si la delecién del AS,
inserto en el SBD de Apg2, alteraba la estructura y/o estabilidad de la proteina. Para
ello se emplearon las técnicas de dicroismo circular (CD) y dispersion de rayos X a bajo
angulo (SAXS).

4.2.1.1.- Dicroismo circular

Se realizaron espectros e isotermas de desnaturalizacion de Apg2AAS y se compararon
con los datos obtenidos para Apg?2 silvestre. Tanto los espectros como los perfiles de
las rampas de temperatura fueron similares para ambas proteinas (Figura 4.7). El
espectro de Apg2 muestra un contenido alto en hélices a.. De modo similar el mutante
de delecién presenta un espectro dominado también por el contenido en hélices a,
gue podria ser ligeramente inferior en este caso. Observamos que la desnaturalizacion
de Apg? tiene lugar mediante una Unica transicidn altamente cooperativa centrada a
51,4 £ 0.5 °C, datos que coinciden plenamente con los descritos por otros autores
(Raviol et al. 2006). De manera similar, la desnaturalizacién de Apg2AAS ocurrié a
través de una sola transicidon con una temperatura de transicién (Tm) de 47,8 £ 0,12C,
ligeramente inferior a la observada para Apg2 silvestre. En este caso, se observé
ademds una segunda transicion a partir de los 602C, probablemente como
consecuencia de la agregacion de la proteina a altas temperaturas. Estos resultados
sugieren que la delecidn del AS no altera significativamente el contenido de estructura
secundaria en Apg2, ni su estabilidad y, por tanto, la conformacidon de la chaperona.

4.2.1.2.- SAXS

SAXS pertenece a la familia de técnicas de dispersion de rayos X que proporcionan
informacidn sobre el tamafio medio de las particulas y su forma en solucién. Los
experimentos se han realizado en un equipo que incorpora un HPLC acoplado en el
que se realiza una cromatografia de tamizado molecular (SEC) de manera que los datos
se colectan durante la eluciéon de la muestra para las fracciones seleccionadas
(Vestergaard 2016). Apg2 y Apg2AAS presentaron perfiles de elucidn similares, siendo
el volumen de elucién de la proteina truncada ligeramente inferior (Figura 4.8A), lo
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gue indica que la delecidon del AS no afecta al estado oligomérico de la proteina. Estos
ensayos y el procesamiento de los datos obtenidos se han realizado en colaboracién
con el Dr. Marcelo E. Guerin del CiC Biogune y el Dr. David Albesa del Instituto Biofisika.

La comparacién de las curvas de dispersion Apg2 y Apg2AAS indicd un nivel razonable
de similitud (x> = 2,6), que se correlacioné bien con los pardmetros estructurales
estimados, como el radio de giro (Rg), la dimensién maxima (Dmax), €l volumen de Porod
y el peso molecular (Tabla 4.1). Las reconstrucciones ab initio de Apg2 y Apg2AAS
predijeron envueltas alargadas con forma de V (Figura 4.8B). El ajuste simultdneo de
las curvas de SAXS de Apg2 y Apg2AAS durante el modelado implementado mediante
MONSA, permitiéd la ubicacién ab initio del AS que sobresale de la envuelta
reconstruida de Apg2, lo que sugiere que este subdominio podria adoptar una
conformacion plegada globular (Figura 4.8B). Con el objetivo de encajar la estructura
3D de Sselp de levadura, la Unica estructura cristalina de una Hsp110 disponible hasta
la fecha, dentro de la envuelta de Apg2, realizamos una comparacién entre las curvas
de dispersion de Apg2 o Apg2AAS obtenidas experimentalmente y la curva de
dispersion calculada a partir de la estructura 3D de la proteina homologa Sselp de
levadura (cédigo PDB 3D2E) (Polier et al. 2008). Sin embargo, el resultado mostré un
alto nivel de discrepancia (Apg2 frente a Sselp x* = 186,49 y Apg2AAS frente a Sselp
x% = 27,0). Esto no es sorprendente dado que Apg2 contiene 46 y 135 residuos mas en
los dominios AS y C-terminal, respectivamente, que la construccién de Sselp utilizada
para obtener la estructura cristalina.
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Figura 4.7: Caracterizacion de la estructura secundaria y desnaturalizacion de
Apg2 y el mutante Apg2AAS. A, espectros de CD de Apg2 (lineas negras) y
Apg2AAS (lineas verdes) en ausencia de nucleétidos. B, desnaturalizacion de
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Apg2 (lineas negras) y Apg2AAS (lineas verdes) siguiendo la elipticidad a 222 nm.

Las rampas de temperatura se obtuvieron a 60°C/h, en ausencia de nucledtidos.
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Figura 4.8: Caracterizacion estructural de Apg2 silvestre (lineas negras) y
Apg2AAS mediante SAXS. A, perfiles de elucion de SEC para Apg2 y Apg2AAS;
los puntos azules indican las fracciones empleadas para realizar las medidas de

SAXS. B, reconstruccion ab initio de las envueltas de Apg2 y Apg2 AAS empleando
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GASBOR y MONSA, como se indica. Los datos de SAXS (puntos negros), el
correspondiente ajuste a las envueltas predichas (lineas rojas) y los valores
correspondientes de y2 se muestran en los paneles a la derecha.

En resumen, los resultados obtenidos tras el analisis por SAXS de Apg?2 silvestre y el
mutante de delecién Apg2AAS sugieren que el AS forma un subdominio globular en
parte, que se proyecta hacia el exterior del SBD y que, por tanto, podria desarrollar una
actividad regulatoria independiente del papel del SBD de Apg2. Ademas, esto hecho
puede justificar que su eliminacién no modifique significativamente la estabilidad de
Apg2, como se ha observado en el apartado anterior.

Tabla 4.1: Parametros de la recoleccion de datos de SAXS y procesado.

Parametros Apg2 Apg2AAS
Equipo Beamline B21 (DLS) Beamline B21 (DLS)
Longitud de onda (A) 1 1
Estrategia SEC-SAXS SEC-SAXS
Rango g (A1) b 0,010-0,35 0,010-0,35
Tiempo de exposicion (sec/frame) 3 3
Concentracion inyectada (mg ml1) 10 7
Temperatura (K) 288 288

Parametros estructurales”

1(0) (cmt) [de P®] 0,184(3) 0,074(7)
Rg (A) [de P®] 47,2(9) 44(4)
1(0) (cm™1) (de Guinier) 0,1861(5) 0,0707(7)
R¢ (A) (de Guinier) 46,8(8) 43(2)
Dimax (A) 168 150
Volumen de Porod estimado (A3) 190,700 188,200
Volumen seco calculado de la secuencia (A3) 114,323 105,059

Determinacion de la Masa Molecular
Masa molecular [de V] 96(5) kDa 85(5) kDa
Calculada de la secuencia (monomérica) 94 kDa 87 kDa

Software empleado
Reduccién de datos primarios GDA GDA
Procesado de datos ScAtter ScAtter
Analisis ab initio GASBOR / MONSA /SREFLEX GASBOR / MONSA
Validacién and promediado DAMCLUST DAMCLUST

* Los errores estimados hasta el ultimo decimal se indican entre paréntesis
b Rango q usado para el cdlculo de la funcion P®

111



4.2.2. Cambios conformacionales de Apg2 y Apg2AAS: efecto de la unién de
nucledtidos.

Una de las caracteristicas mas 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; Nicolai 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 mantenia tras la delecion del AS, se
realizaron diversos experimentos de CD, SEC y protedlisis en ausencia o presencia de
nucleétidos de adenina.

4.2.2.1.- Dicroismo circular

Se realizaron espectros y rampas de temperatura del mutante Apg2AAS en sus estados
APO, ADP y ATP, y se compararon con los obtenidos para la proteina silvestre. Para los
ensayos en presencia de ATP se utiliz6 el andlogo no hidrolizable ATPyS. Tanto los
espectros como los perfiles de desnaturalizacién de ambas proteinas 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.- Protedlisis

Con el objetivo de detectar posibles cambios conformacionales sutiles que no
modifiquen significativamente la estructura secundaria ni terciaria de la proteina, se
llevaron a cabo experimentos de protedlisis parcial controlada que pueden detectar
los cambios de la accesibilidad de diferentes zonas de la proteina. Para ello, Apg2 y
Apg2AAS en sus estados apo, ADP o ATP, fueron tratadas con cantidades pequenias de
tripsina a diferentes tiempos de reaccién (1, 5, 10 y 20 minutos). La digestidon de Apg2
con tripsina no mostré diferencias significativas en las tres condiciones ensayadas
(Figura 4.10A). La protedlisis de Apg2 generd dos fragmentos abundantes de
aproximadamente 66 y 40 kDa y otros fragmentos minoritarios de menor masa
molecular. En el caso de Apg2AAS se observé una menor tasa de protedlisis de la
proteina y, de modo similar a la proteina salvaje, no se observaron diferencias
dependientes de nucledtido (Figura 4.10B). Se observaron los mismos fragmentos
tripticos para el mutante de delecidn, excepto el fragmento de mayor masa que era
mas pequefio en este caso, lo que indica que debe contener el AS. El andlisis por
espectrometria de masas de muestras de Apg2 proteolizadas permitio 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: Caracterizacion de la estructura secundaria y desnaturalizacion de
Apg2 y el mutante Apg2AAS en ausencia o en presencia de nucledtidos. A y C,
espectros de CD de Apg2 y Apg2AAS obtenidos a 202C en ausencia de nucledtidos
(linea continua) o en presencia de ADP (linea discontinua) o ATP)S (linea
punteada). B y D, desnaturalizacion térmica de Apg2 y Apg2AAS medida
monitorizando de forma continua la elipticidad a 222 nm. Los ensayos se

realizaron en ausencia o presencia de nucledtidos comoen Ay C.

C-terminales resultantes de la digestiéon triptica tras los residuos K3 y K7,
respectivamente. En Sselp, el residuo correspondiente a K% de Apg2 se sitla en la
primera hélice o del SBD (Figura 4.10C), mientras que K>’! corresponde al extremo C-
terminal del AS de Apg2. Los resultados de proteolisis parcial sugieren que la delecién
de este dominio reduce la accesibilidad del residuo K°”* situado en el SBDP de Apg2.
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Figura 4.10: Protedlisis parcial con tripsina de Apg2 y Apg2AAS en ausencia o
en presencia de nucleétidos. Apg?2 silvestre (A) y APG2AAS(B) fueron incubadas
con tripsina durante los tiempos indicados. Los fragmentos proteoliticos fueron
resueltos y visualizados mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie. C,
estructura de Sselp (pdb 3C7N) en la que se destacan las posiciones equivalentes
a los residuos K% y K°7! de Apg2. Los dominios se han representado con el
siguiente cédigo de colores: azul, NBD; verde, SBDf; naranja, SBD .

4.2.2.3. Cromatografia de tamizado molecular analitica y electroforesis nativa

Finalmente, estudiamos si la delecion del AS podria afectar a la estructura cuaternaria
de la proteinay si la unién de nucleétidos modifica el estado oligomérico de Apg2. Para
ello, se realizaron estudios de electroforesis nativa y SEC. Mediante electroforesis en
condiciones nativas, observamos que Apg2 migré en el gel mayoritariamente como
una Unica banda mostrando un peso molecular aparente mayor al tedrico obtenido de
la secuencia para un mondmero (Figura 4.11A), un hecho que ya habia sido descrito
anteriormente (Oh et al. 1999). Para Apg2AAS se observod un gran aumento de la masa
aparente en el gel nativo, que podria sugerir una oligomerizacion del mutante,
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compatible posiblemente con la dimerizacién. Sin embargo, el analisis por SEC de
ambas proteinas descartd este hecho ya que el mutante truncado eluyé con un tamano
muy similar a la proteina silvestre (Figura 4.11B). Es muy posible que la deleciéon del
AS, una regién con muchos residuos acidicos agrupados, provoque una gran
disminucién de la movilidad electroforética.

Por otro lado, Apg?2 silvestre y Apg2AAS eluyeron en el andlisis por SEC con volimenes
de elucion (Ve) 8,6 y 9,1 ml, respectivamente (Figura 4.11B). El calibrado de la columna
con proteinas estandar mostrd que estos V. correspondian a masas aparentes muy
superiores al tamafo obtenido por la secuencia. Como se puede observar en los
cromatogramas mostrados en las Figuras 4.11C y D, la adicién de nucledtidos no
modificd los Ve de Apg2 y Apg2AAS por lo que se descarta la variacién del estado
oligomérico de ambas proteinas tras la unidon de ATP o ADP.
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Figura 4.11: Andlisis por electroforesis nativa y SEC del estado oligomérico de
Apg2 y el mutante Apg2AAS en ausencia o en presencia de nucledtidos. A, gel
nativo tefido con azul de Coomassie de muestras de Apg2, Apg2AAS y Hsc70. B,
perfiles de SEC obtenidos registrando la absorbancia a 280 nm de Apg2 y
Apg2AAS (10 uM). Se indica el Ve de proteinas estdndar para la calibracion de
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pesos moleculares. Cy D, perfiles SEC para las formas apo y unidas a ADP o ATP
de Apg2 y Apg2AAS (10 uM), respectivamente.

4.2.3. Analisis de los complejos Hsc70:Apg2.

Las chaperonas Hsp70 y Hsp110 forman complejos estables con alta afinidad en
presencia de nucleétidos caracterizados por constantes de disociacién en el rango
nanomolar, como se ha demostrado para los homdlogos en levaduras Ssalp y Sselp
(Andréasson et al. 2008; Raviol, Sadlish, et al. 2006; Shaner et al. 2006). Aqui hemos
caracterizado la formacion de complejos entre Hsc70 y Apg2 humanas, y el papel del
domino AS en la interaccidn. Para ello se han realizado ensayos de SEC, resonancia de
plasmon superficial (SPR) y electroforesis en geles nativos.

4.2.3.1. Analisis por SEC de los complejos Hsc70:Apg2

La formacion de complejos entre Apg2 y Hsc70 se estudid inicialmente mediante SEC.
Para ello, se analizaron en una columna Bio Sec-5 muestras de Apg2 y Hsc70,a 10y 15
UM respectivamente, incubadas durante 30 minutos en ausencia de nucleétidos (apo,
Figura 4.12A), y en presencia de ADP (Figura 4.12B) o ATP (Figura 4.12C). En condiciones
apo y ADP, se observd una muestra heterogénea en la que coexisten complejos de
varios tamafios moleculares con las proteinas libres. Esto estd posiblemente debido a
la oligomerizacidn de Hsc70 (Figura 4.12A y B, lineas verdes), una caracteristica comun
de esta familia de chaperonas (Benaroudj et al. 1997; Takakuwa et al. 2019), lo que
provoca la formacidn de complejos multiméricos cuando Apg2 se une a los diferentes
oligdmeros formados por Hsc70. La union de ATP reduce considerablemente la
formaciéon de oligdmeros por Hsc70 (Figura 4.12C, linea verde). De este modo, la
inclusidon de ATP durante la incubacion de Apg2 y Hsc70 para la formacion del complejo
entre ambas proteinas, disminuyd la cantidad de complejos de elevado peso molecular.
En estas condiciones se observé mayoritariamente un V. de 8,3 ml, ademads de picos
minoritarios a 7,9 y 7,4 ml (Figura 4.12C). Teniendo en cuenta los V. de Apg2 y Hsc70
aisladas (8,6 y 9,5 ml, respectivamente), el complejo eluido a 8,3 ml puede
corresponder al complejo 1:1. Cuando en el ensayo se empled Apg2 marcada con Alexa
488 se observd que la proteina aparecia en los tres V. descritos. Esto demuestra que
Apg2 se une a los oligdmeros formados por Hsc70, como se ha propuesto
anteriormente. Para minimizar la formacién de oligdmeros de Hsc70, se realizaron
ensayos a concentraciones inferiores, un factor importante en la auto asociacion de
estas proteinas (Aprile et al. 2013). A concentraciones menores, especialmente a5 uM,
se observé como la cantidad de oligémeros de Hsc70 se redujo significativamente
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Figura 4.12: Andlisis de la formacion de complejos entre Apg2 y Hsc70 por SEC.
Los complejos formados por Apg2 (10 uM) y Hsc70 (15 uM) en ausencia de
nucledtidos (A) y en presencia de ADP (B) y ATP (C) se analizaron mediante SEC.
El cromatograma resultante se muestra mediante una linea roja. Como control,
se muestran los cromatogramas obtenidos para Apg2 (azul) y Hsc70 (verde)
aisladas. D, perfil de elucion 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 1M (verde oliva) en presencia de
ATP. F, complejos formados en presencia de ATP por Hsc70 (5 uM) y
concentraciones crecientes de Apg2, segun se indica.

(Figura 4.12D). De este modo, Hsc70 (5 uM) fue titulada con concentraciones
crecientes de Apg2 obteniéndose un perfil cromatografico muy homogéneo con un
pico centrado en 8,3 ml que posiblemente corresponde al complejo 1:1 (Figura 4.12E).

4.2.3.2. Determinacion de la afinidad de Apg2 por Hsc70 mediante SPR

Profundizar en el estudio de la interaccién entre Apg2 y Hsc70, y el papel que juega el
AS, requiere la cuantificacion del equilibrio de asociacion/disociacion entre estas
proteinas. Por tanto, se procedid a estimar las constantes de equilibrio de disociacién
(Kq) de los complejos formados entre Apg2 y Apg2AAS con Hsc70, mediante ensayos
de Resonancia de Plasmén Superficial (SPR del inglés Surface Plasmon Resonance).
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Para llevar a cabo estos experimentos, se clond y purificd una variante de Hsc70 en la
que se fusiond una etiqueta Streptag Il al extremo C-terminal de la proteina
(denominada Hsc70strep). El andlisis funcional de esta proteina dio como resultado una
disminucién del 30-35 % aproximadamente en sus actividades ATPasa en su valor
maximo y reactivadora de agregados proteicos (Figura 4.13C). A pesar de esto,
Hsc70swrep resultd ser un mutante valioso con el que realizar experimentos
comparativos de SPR disefiados para estudiar la formacién de complejos con Apg2
silvestre y Apg2AAS.

En estos experimentos se emplearon sensores a los que se inmovilizd un anticuerpo
monoclonal contra el Streptag /I, con la finalidad de capturar Hsc70strep. Se inyectaron
concentraciones crecientes de Apg2 o Apg2AAS, y se registraron los sensogramas
correspondientes. En ausencia de nucledtido, se observd una interaccion fuerte
caracterizada por cinéticas de asociacién y disociacion muy rapidas (Figura 4.13A), tal
y como ocurre para las proteinas homdlogas Ssalp y Sselp de levaduras (Raviol,
Sadlish, et al. 2006). Las Kq se obtuvieron de la representacién del valor maximo
alcanzado de RUs frente a la concentracidon de Apg2 o Apg2AAS inyectada (Figura
4.13B), resultando respectivamente en valores de 148 + 5y 54 + 1 nM (Tabla 4.2). Sin
embargo, no se observd interaccién entre Hsc70step Y Apg2 0 Apg2AAS en presencia
de ATP (no mostrado). Finalmente, en presencia de ADP, se observé un descenso de al
menos dos érdenes de magnitud en la afinidad entre Hsc70swep Y ambas variantes de
Apg2 (Figura 13B), lo que impidié una estimacion correcta de las Ky en estas
condiciones. Estos datos sugieren que posiblemente el complejo entre Hsc70 y Apg2
es asimétrico respecto al nucledtido unido a ambas proteinas y que el AS juega un
papel importante en la formacién del complejo, reduciendo su afinidad.

Dado que Apg2 posiblemente contiene zonas desordenadas, como el propio AS vy
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 uniéon en el SBD de la chaperona y, por tanto,
contribuyendo a la afinidad. Una interaccidon de este tipo es plausible y ha sido descrita
para la interaccidon 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 Kgs ligeramente superiores a las observadas anteriormente con
valores de 238 y 101 uM para Apg2 y Apg2AAS respectivamente (Tabla 4.2), lo que
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indica que, si existe alguna interaccién con el sitio de unién de Hsc70, esta no induce
un cambio de afinidad significativo y que no estd modulada por el AS.

A Hsc70 (nM)
120
9.76
Apg2 Apg2AAS
100 - sl | Pa — 195
80 A — 39.1
78.1
5 60
@ —— 156.25
40 1 — 3125
20 - 625
04 1250
0 20 40 60 80 100120140 0 20 40 60 80 100120140
Tiempo (s) Tiempo (s)
1.2 10 70
. o T L 60
8 1.0 ‘goof c g4 e
® 08 80 /ﬁ % P02
= 5 6 - i
S 06 - P & € 40 3
5 F A 1 30 S
g 047 99 A g 4 H
2 oo 53 a L 20 ®
r 024 ‘O/ A 4 = 2 =
S A/ﬁ < L 10 <
0.0 - Raos <
. ’ : : . 0 - Lo
001 01 1 10 100 05 2 %0, %,
o S SRS
Apg2 (uM) @ e
Hsp110 (uM) Pg< (i %

Figura 4.13: Caracterizacion de la Kypara la interaccion de Hsc70 con Apg2 y el
mutante Apg2AAS. A, sensogramas obtenidos tras inyectar Apg2 (izquierda) o
Apg2AAS (derecha) a un sensor al que se habia inmovilizado Hsc70strep. Las
concentraciones empleadas se indican a la derecha. B, curvas de union de Apg2
(simbolos blancos) y Apg2AAS (simbolos negros) a Hsc70swep (circulos) o 70-
NBDsp (tridngulos) en ausencia de nucledtidos derivadas del andlisis SPR. La
interaccion de Apg2 y Apg2AAS con Hsc70 también se estudio en presencia de
ADP purificado (cuadrados). Los valores de resonancia (RU) de tres experimentos
independientes fueron normalizados con el valor mdximo obtenido de las
titulaciones de Apg2 y Apg2AAS, y promediados. Las lineas continuas naranja
representan el ajuste de los datos a un modelo de union de sitio unico. C,
actividad ATPasa y replegadora de Hsc70 (gris) y Hsc70strp (verde).
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Tabla 4.2: Constantes de equilibrio de disociacion de los complejos
Hsc70:Apg2. Los valores son promedio de tres experimentos
independientes.

Ka (nM)
Hsc70strep Hsc70-V438Fstcp 70-NBDstrep
Apg2 148 +5 238+ 11 1.800 + 200
Apg2AAS 54+1 101+14 1.300 + 200

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 SBDa. de Hsp110
establecen numerosos contactos con el NBD de Hsp70, mientras que los SBDp de
ambas proteinas se situan proximos en el espacio (Figura 1.17 de Introduccién). Asi,
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-NBDswep ¥ que corresponde a los
residuos 1 a 384 de Hsc70 seguidos del Streptag Il. Primero, observamos una fuerte
reduccidn de la afinidad de Apg2 silvestre por 70-NBDstep, que se refleja en un
incremento de Kq de 148 a 1.800 nM (Figura 4.13B y Tabla 4.2). En segundo lugar, no
se encontrd el aumento de afinidad de 3 veces observado para la interaccién entre
Apg2AAS y Hsc70 con respecto a Apg2 silvestre cuando se empled 70-NBDstrep, Siendo
los valores de K4 1,8+ 0,2y 1,3+ 0,2 uM para Apg2 y Apg2AAS, respectivamente (Tabla
4.2).

4.2.3.3.- Caracterizacion de los complejos Hc70:Apg2 por electroforesis nativa.

La funcion de Apg2 como NEF de Hsc70, que implica que debe interaccionar con la
forma ADP de la chaperona, y los resultados del analisis de la formacién del complejo
Hsc70:Apg2 mediante SPR, indican que posiblemente el complejo sea asimétrico en
cuanto al nucledtido que ocupa los centros de unidn de Apg2 y Hsc70. Una
configuracién 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 uM) fue incubada con
Apg2 o Apg2AAS (2 uM) durante varias horas en presencia de cantidades pequefias de
ATP (50 uM) a temperatura ambiente, de modo que se produzca la hidrdlisis completa
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del nucleétido. 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 proteinas aisladas, Apg2 y Apg2AAS formaron un complejo mayoritario con
Hsc70 de masa molecular aparente mas consistente con los valores tedricos y similar
para ambas proteinas (Figura 4.14A). Ademas, se observaron otras bandas de mayor
peso molecular que podrian corresponderse con complejos oligoméricos como se ha
observado por SEC.

Con el objetivo de corroborar la diferencia de afinidad entre Apg2 y Apg2AAS para
formar complejo con Hsc70 en presencia de nucleétidos, se realizaron ensayos de
competiciéon en los que Hsc70 (2 pM) se incubo con una de las dos Hspll10 a
concentracidon constante (2 uM), en un medio que contenia 50 uM de ATP, y se
afiadieron 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 Apg2AAS liberada por competicién
del complejo en cada caso por densitometria de los geles (Figura 4.14D). Como era
esperable, al aumentar la concentracién de Apg2AAS se impedia la unién de Apg2 a
Hsc70. Del mismo modo, cantidades crecientes de Apg2 evitaron la union de Apg2AAS
a Hsc70, sin embargo, se necesitaron concentraciones mayores de la proteina silvestre
para poder desplazar completamente al mutante del complejo. Estos resultados
demuestran que también en presencia de nucledtidos, el mutante con el AS truncado
mantiene mayor afinidad por Hsc70 que la proteina 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 delecidn,
70-NBD:Apg2AAS, migré con un peso molecular anédmalo siguiendo la tendencia
mostrada por el mutante Apg2AAS aislado. En el caso de la formacién de complejos
con 70-NBD en presencia de nucledtidos, no se observaron diferencias significativas
entre las dos titulaciones (Figura 4.14D), lo que indica que la interaccién con el NBD de
Hsc70 no se ve afectada por el AS, como se ha observado también en ausencia de
nucleétidos.
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Figura 4.14: Andlisis de la formacion de complejos entre Hsc70 y Apg2 o
Apg2AAS en presencia de nucledtidos. A, gel nativo tefido con azul de
Coomassie de los complejos Hsc70:Apg2 y Hsc70:Apg2AAS. Como referencia se
han afadido las proteinas aisladas y marcadores de pesos moleculares B,
ensayos de competicion entre Apg2 y Apg2AAS para la formacion de complejo
con Hsc70 (2 uM), segun 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 uM. C,
ensayos de competicion como los descritos en B, empleando 70-NBD. D,
representacion de la cantidad de Apg2 o Apg2AAS liberada del complejo con
Hsc70 en funcidn de la concentracion 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/DnalB1/Apg2: papel del AS de Apg2

Para entender como Apg2 regula la actividad de Hsc70 y averiguar si la delecién del AS
interfiere en la funcionalidad del sistema de chaperonas humano, se han llevado a
cabo los siguientes ensayos funcionales:

e proteccidn de la agregacién de sustratos desnaturalizados,

e replegamiento de agregados proteicos,

e interaccion de las chaperonas con agregados proteicos y péptidos

e medidas ATPasa del sistema de chaperonas humano.

4.2.4.1. Proteccidn de la agregacion de sustratos proteicos desnaturalizados.

En primer lugar, se estudid la capacidad protectora de Apg2 y del mutante de delecién
Apg2AAS, asi como de Hsc70 para evitar la agregacion de sustratos proteicos
desnaturalizados. Para ello, se empled Luciferasa de Photinus pyralis (LUC) como
sustrato modelo ya que se desnaturaliza facilmente a 422C, una temperatura que no
afecta a la estabilidad de las chaperonas. En estos experimentos LUC (0,1 uM) se
incubd a 42°C durante 30 minutos en presencia de cada una de las chaperonas
mencionadas para evitar su agregacion (Figura 4.15A). Cumplido el periodo de
desnaturalizacidn/proteccién, las muestras fueron atemperadas a 302C durante 5
minutos para iniciar el proceso de reactivacion mediante la adicidon de diferentes
combinaciones de Hsc70 (2 uM), DnalBl (1 uM) y Apg2 o Apg2AAS (a varias
concentraciones, segun se indique), dependiendo del tipo de experimento realizado.
La cantidad de LUC renaturalizada se cuantificé midiendo la luminiscencia de alicuotas
extraidas de la mezcla de reaccién a diferentes tiempos y comparando el valor
obtenido con un control en el que LUC se mantuvo a 302C durante todo el ensayo.

Los ensayos de proteccion con Apg2 y Apg2AAS se llevaron a cabo a dos
concentraciones (0,4 y 2 uM), debido a que generalmente la capacidad de proteccidn
de la agregacién de LUC depende de la cantidad de chaperona empleada (Perales-
Calvo et al. 2010). Tras una hora de reactivacién, aproximadamente un 50% y un 60%
de LUC fue recuperada por el sistema de chaperonas cuando la proteccion se realiz
en presencia de Apg2 silvestre a 0,4 y 2 UM, respectivamente (Figura 4.15B). En
ausencia de Hsc70 y DnalB1, la cantidad de luciferasa reactivada no superé el 2% del
total a cualquiera de las concentraciones empleadas. En presencia de 0,4 uM de
Apg2AAS la reactivacion fue igual de eficiente, recuperandose en torno al 60% de la
actividad enzimatica de LUC. Sin embargo, cuando la concentracion de mutante
afiadida fue de 2uM, solamente un 40% de LUC pudo ser reactivada, lo que representa
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Figura 4.15 (pdgina anterior): Proteccion de la agregacion de luciferasa
desnaturalizada térmicamente por Apg2, Apg2AAS y Hsc70. A, representacion
esquemdtica de los ensayos de proteccion de LUC por Apg2, Apg2 AAS y Hsc70.
B, porcentajes de LUC replegada tras 60 min de reactivacion en presencia de las
chaperonas humanas, tras proteccion con Apg2 o Apg2AAS a 0,4y 2 uM segtn
seindica. La concentracion de DnaJB1 y Hsc70 fueron 1y 2 uM, respectivamente.
C, agregacion de LUC (0,1 uM) a 42°2C monitorizada por medidas de dispersion
de luz a 320 nm en ausencia de chaperonas (linea negra) o en presencia de Apg2
(lineas verdes) o Apg2AAS (lineas rojas) a 0.4 (lineas continuas) y 2 uM (lineas
discontinuas). D, reactivacion de LUC protegida de la agregacion por Hsc70 (2
uM), tras 60 min de incubacion en presencia de las chaperonas indicadas. La
concentracion de DnaJB1 fue 1 uM. Se emplearon concentraciones crecientes de
Apg2 y Apg2AAS. E, replegamiento de LUC (0,1 uM) agregada a 42°C durante
30 min por diferentes combinaciones de chaperonas humanas. Se emplearon
concentraciones como en D.

una reduccién aproximada del 30% de la capacidad protectora de la proteina. Este
efecto pudo observarse también a través de las velocidades iniciales de reactivacién
del sustrato. La velocidad de renaturalizacién de LUC en presencia de Apg2 fue mayor
a2 uM que a 0,4 uM de chaperona (1,34 y 1,09 %min™, respectivamente). Los valores
maximos de velocidad inicial de reactivacién se obtuvieron para Apg2AAS 0,4 uM,
disminuyendo ésta a la mitad en presencia de 2uM de la proteina truncada (1,68 y 0,86
%min, 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 dispersidn de luz. Tal y como se observa en la Figura 4.15C,
tanto Apg2 como Apg2AAS fueron capaces de proteger eficientemente a este sustrato
evitando su agregacién de modo similar. Por lo tanto, los resultados aqui expuestos
indican que Apg2 y el mutante de delecién del AS pueden interaccionar con la
luciferasa y mantenerla en una conformacién desnaturalizada, no agregada. La
posterior reactivacion de ésta requiere la presencia de Hsc70 y DnalB1, es decir el
sistema completo de chaperonas humanas, lo que indica que la actividad replegadora
independiente de Apg2 es muy baja o inexistente. La eliminacion del dominio AS afecta
el replegamiento del sustrato, siendo el mutante truncado menos eficiente que la
proteina silvestre a concentraciones elevadas.

Los ensayos de proteccidn en presencia de Hsc70 se realizaron a una concentracion de
2 uM de la chaperona. La reactivacién se ensayé anadiendo DnaJB1 (1uM) o DnalJB1
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(1 uM) y Apg2 o Apg2AAS a diferentes concentraciones para estudiar en mas 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 adicion de DnalB1 triplicé el porcentaje de LUC reactivada, pasando a un 17
% de proteina recuperada, y aumento diez veces la velocidad inicial de dicho proceso.
Cuando la reactivacion de LUC se llevd a cabo en presencia del sistema completo de
chaperonas, la cantidad de proteina recuperada fue tres veces mayor, llegando a
alcanzar porcentajes del 54% y del 63% de LUC reactivada a 0,4 uM de Apg2 o
Apg2AAS, respectivamente (Figura 4.15D). Estos valores son muy similares a los
observados cuando la proteccidn se llevd a cabo con estas proteinas (Figura 4.15B). En
estas condiciones, la velocidad inicial de la reaccidon incrementd en torno a 8 veces con
respecto a la observada para el sistema Hsc70/DnalB1 en solitario, siendo ligeramente
superior en presencia de Apg2AAS. El incremento progresivo de la concentracion de
Apg2 provocd 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 concentracidn de la cochaperona fue mucho mas pronunciado para el caso de
Apg2AAS, llegando a inhibir la reactivacién alcanzada por parte Hsc70/DnalB1 en
ausencia del NEF.

Finalmente, como control a los ensayos de proteccién de la agregacién, se realizé un
experimento similar en que la desnaturalizacién térmica de LUC (0,1 uM) se llevo 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 reactivacién bajos, pero significativos, cuando se emplea el
sistema completo de chaperonas humanas a concentraciones éptimas. Este fue el caso
como se observa en la Figura 4.15E, obteniéndose aproximadamente una reactivacion
de LUC del 30% para Hsc70 (2 uM), DnalB1 (1 uM) y Apg2 o Apg2AAS (0,4uM). Ademas,
el efecto perjudicial provocado por el incremento de la concentracion de Apg2 es mas
pronunciado con los agregados de LUC. Esto esta especialmente agravado tras la
delecién del dominio AS, de modo que el incremento de la concentracién de Apg2AAS
de 0,4 a 2uM provocd una caida drastica de casi el 90% (de 32 a 4%) en la cantidad de
LUC reactivada (Tabla 4.3A). La reactivacidon en presencia del mutante truncado fue
practicamente 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 reactivacidon 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 reactivacidn superiores. De acuerdo con
los resultados obtenidos en el Apartado 4.1, estos agregados fueron:

e agregados de LUC (2 uM) formados tras la desnaturalizacion en presencia de
Urea 6M a 302C durante 30 min y posterior diluciéon a 40 nM (50 veces) en
tampdn de ensayo (Figura 4.16A);

e agregados de G6PDH (2,5 uM) formados mediante la desnaturalizacién
térmica por incubacion a 502C durante 30 min (Figura 4.16A).

Los agregados de LUC se llevaron a una concentracion final de 20 nM en presencia de
diferentes combinaciones de Hsc70 (2 uM), DnalB1 (1 uM) y Apg2 o Apg2AAS (0-8
L1M). La reactivacion se realizé a 30 2C y se inici6 tras la adicién de ATP y un sistema
regenerador de ATP. Se llevaron a cabo medidas de luminiscencia de alicuotas
obtenidas a diferentes tiempos para calcular la cantidad de LUC reactivada, que se
expresd 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
inclusién de Apg2 y Apg2AAS a bajas concentraciones estimuld la reactivacidn del
agregado de LUC, aumentando significativamente la velocidad de replegamiento
llegandose a reactivar practicamente el 100% del agregado de LUC tras 2 horas de
incubacion (Figura 4.16B y D). A las concentraciones dptimas de Apg2 1 uM y Apg2AAS
0,4 uM, la velocidad de replegamiento se incrementd aproximadamente 6 veces,
pasando de 0,22 a 1,2 % min'ya 1,35% min™ para Apg2 y Apg2AAS, respectivamente.

Los agregados de G6PDH fueron equilibrados durante 10 min a 30 2C y diluidos a la
concentracién final de 0,4 UM en presencia de las chaperonas humanas. El ensayo de
reactivacién se inici6 tras la adicion del ATP al medio y se siguié durante cuatro horas,
midiendo la actividad G6PDH, como se indica en Materiales y Métodos, de alicuotas
de la muestra recogidas a diferentes tiempos (Figura 4.16C). Al igual que lo que ocurria
con los agregados de LUC, las concentraciones subestequiométricas de Apg2 y
Apg2AAS estimularon la reactivacion de estos agregados (Figura 4.16E), llegando a una
reactivacién de aproximadamente el 80% de la G6PDH agregada tras dos horas de
reaccién, observandose un incremento de aproximadamente 3 veces la velocidad
inicial de reactivacidn, respecto a la observada para Hsc70/DnalJB2.
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Figura 4.16 (pdgina anterior): Reactivacion de agregados de LUC y G6PDH por
chaperonas humanas. A, representacion esquemdtica de la formacion de
agregados de LUC y G6PDH y los ensayos de reactivacion por diferentes
combinaciones de las chaperonas humanas. B y C, cinética de reactivacion de
agregados de LUC (B) y G6PDH (C) por Hsc70/DnaJB1/Apg2 (paneles superiores)
0 Hsc70/DnalB1/Apg2AAS (paneles inferiores) a concentraciones crecientes
segun se indica. D y E, velocidades iniciales de replegamiento (en negro) y
porcentajes de reactivacion de LUC (D) y G6PDH (E) tras 120 min (en gris) por
Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2 (simbolos vacios) o Apg2AAS (simbolos
llenos).

El aumento de la concentracion de Apg2 redujo paulatinamente la velocidad y el
porcentaje de reactivacion 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 concentracion de la
cochaperona fue mucho mds pronunciado para el mutante Apg2AAS. El punto de
mayor diferencia observado entre Apg2 y Apg2AAS fue a 2uM, donde la tasa de
replegamiento en presencia del mutante de delecién fue similar a la obtenida por
Hsc70/DnalB1, mientras que la proteina silvestre mostraba valores de reactivacion
ligeramente inferiores al valor maximo para los dos sustratos. Concentraciones mas
altas de Apg2 y Apg2AAS disminuyeron progresivamente las diferencias entre las dos
proteinas, incluso llegando a inhibir la reactivacion de los agregados por debajo de los
valores observados para Hsc70/DnalB1.

Los resultados obtenidos demuestran que la actividad replegadora del sistema de
chaperonas Hsc70/DnalB1/Apg2 estd regulada por Apg2 y es Optima a
concentraciones subestequiométricas de la cochaperona. La delecidn del AS estrecha
el rango de concentraciones a la que la actividad replegadora es mdaxima, lo que
posiblemente estd ligado al incremento de la afinidad por Hsc70. Ademas, las
propiedades conformacionales de los sustratos parecen ser importantes, ya que la
diferencia entre Apg2 y Apg2AAS 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. Interaccion de las chaperonas con sustratos proteicos

La reactivacién de agregados proteicos requiere que las chaperonas se asocien a la
superficie del agregado de modo que extraigan cadenas polipeptidicas para que
puedan ser remodeladas hasta adquirir su conformacion nativa. De cara a intentar
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comprender mejor este proceso, se llevaron a cabo ensayos de union de chaperonas a
agregados de G6PDH y el péptido FYQLALT (FT7).

4.2.4.3.1. Interaccién de las chaperonas con agregados de G6PDH

En primer lugar, se estudid la unién de cada una de las chaperonas por separado, asi
como la de las distintas combinaciones posibles entre ellas, a agregados de G6PDH
formados mediante desnaturalizacidn térmica por incubacidon a 502C durante 30
minutos (Figura 4.17A). Se encontrd que la asociacidn de Hsc70 era dependiente de la
interaccion previa de DnalB1 con el agregado, un patrdén similar al observado para su
homadloga bacteriana DnaK (Acebrén et al. 2009), ya que la cantidad de Hsc70 unida al
sustrato incrementé 5 veces en presencia de la cochaperona (Figura 4.17A y C). La
unién de DnalB1 al agregado fue ligeramente mayor que la de Hsc70 de forma aislada,
pero no mejord en presencia de Hsc70 y/o Apg2. Por otro lado, la cantidad de Apg2
asociada al agregado fue muy baja en comparacién con Hsc70 y DnalB1, y no vario
significativamente por la unién previa de estas. Finalmente, Apg2 no afecté a la
interaccion de Hsc70 con los agregados, pero, notablemente, duplicé la cantidad de
Hsc70 unida al sustrato en combinacidn con DnalB1. Este aumento de la cantidad de
Hsc70 asociada al agregado correlaciona con el efecto estimulatorio de la reactivacién
observado anteriormente. Por tanto, estos resultados indican que Apg2 interacciona
con muy baja afinidad con el agregado de forma independiente de Hsc70 y DnalB1,
mientras que estas se unen de manera secuencial, de modo que la asociacién previa
de DnalBl es necesaria para reclutar Hsc70 en la superficie del agregado y Apg2
estimula significativamente la unién de la chaperona, alcanzando valores préximos a
una relacién estequiométrica con el sustrato (Figura 4.17C).

De cara a estudiar el efecto de la eliminacidn del AS en la interaccién de Hsc70 y Apg2
con los agregados, se realizaron ensayos de coprecipitacion a diferentes
concentraciones de Apg2 o Apg2AAS (Figura 4.17B). A baja concentraciones (0,4 uM),
ambas variantes de Hsp110 provocaron la estimulacion de la asociacién de Hsc70 al
agregado, siendo la proteina salvaje ligeramente mas eficaz. Asi, Apg2 promovioé la
interaccion del 40% de la Hsc70 total en el ensayo, alcanzando una relacién molar
Hsc70:G6PDH muy proxima al 1:1, mientras que Apg2AAS consiguié aumentar la unién
de Hsc70 hasta el 32% del total (Figura 4.17D y E). El incremento de la concentraciéon
de Hsp110 disminuyd progresivamente la cantidad de Hsc70 coprecipitada junto con
el agregado de G6PDH. Este efecto fue mads pronunciado para Apg2AAS, llegando
incluso a impedir casi completamente la interaccion de moléculas de Hsc70 con el
sustrato a concentraciones por encima de 5uM. Apg2 y Apg2AAS se asociaron de forma
similar con el agregado indicando que la eliminacion del AS de Apg2 no afecta a la
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interaccion 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 aumentd de linealmente con la concentracion de la
cochaperona (Figura 4.17D). De este modo, la fraccién de Hsp110 unida se mantuvo
constante, aproximadamente un 2% del total, a lo largo de la titulacién (Figura 4.17E),
incluso a concentraciones altas donde la unién de Hsc70 estaba inhibida
considerablemente. Esto sugiere que la unién débil de Apg2 no se debe a la ocupacion
de posibles sitios de unién por Hsc70, sino que interacciona con los agregados con
menor afinidad. Es importante destacar la interaccién de Hsc70 con los agregados
coincide plenamente con las medidas de reactivacién de los mismos obtenidos bajo las
mismas condiciones experimentales.
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Figura 4.17: Interaccion de las chaperonas humanas con agregados de G6PDH.
A, interaccion de Apg2 (0,4 uM), Hsc70 (2 uM) y DnalB1 (0,5 uM) y diferentes
combinaciones de las chaperonas como se indica con agregados de G6PDH (1
UM) (panel superior). Como control, se realizaron experimentos similares
omitiendo el paso de agregacion (panel inferior). Como referencia se cargaron el
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2% del total de cada proteina usada en el ensayo y 1 ug de cada proteina. B,
unidn de las chaperonas humanas a G6PDH agregada o nativa a concentraciones
crecientes de Apg2 (panel superior) o ApgAAS (panel inferior). C, cuantificacion
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 relacion molar frente a la GGPDH agregada (aproximadamente el 99%
del total). D y E, asociacion de Hsc70 (circulos) y Hsp110 (tridngulos) a los
agregados de G6PDH tras la cuantificacion de los geles en B. La cantidad de
chaperonas unidas al agregado se han expresada como relacion molar frente al
sustrato (D) o % de proteina total (E), en funcion de la concentracion de Apg2
(simbolos blancos) y Apg2 AAS (simbolos negros).

4.2.4.3.2. Interaccion de las chaperonas con péptidos

Los resultados anteriores indican que Apg2 modifica la interaccidon de Hsc70 con sus
sustratos, para profundizar en este aspecto se estudié la asociacién y disociacién del
péptido FYQLALT (FT7), conocido por unirse a Hsc70 con alta afinidad (Fourie et al.
1994). Se marco el extremo N-terminal del péptido con la sonda fluorescente 5-TAMRA

para poder seguir la interaccién con la chaperona por anisotropia de fluorescencia. La
titulacién de FT7 (0,1 uM) con las chaperonas humanas, revelé que se unia a Hsc70
con gran afinidad (K4 = 0,44 uM), mientras que no interaccionaba con Apg2 ni Apg2AAS
(Figura 4.18A). Por otro lado, la afinidad por FT7 se redujo drasticamente cuando se
empled el mutante Hsc70-V438F. El residuo V438 de Hsc70 se encuentra en la misma
posicion que V436 de Dnak, la homdloga bacteriana. Este residuo hidrofébico se
encuentra orientado hacia el sitio de unién en el SBD de DnaK y puede establecer
contactos con el péptido unido. La sustituciéon por un residuo mas voluminoso, como
F, rellena el bolsillo hidrofébico y reduce la afinidad por los sustratos de DnaK (Mayer
et al. 2000). Nuestros resultados estan de acuerdo con esta interpretacion e implican
que FT7 se une al sitio de unién ubicado en el SBD de Hsc70.

Para estudiar la asociacion de FT7 a Hsc70 en presencia de Apg2 o Apg2AAS, se
generaron complejos estables entre ambas proteinas por incubacidn de una noche en
presencia de ATP 50uM, a concentraciones equimolares de ambas chaperonas. El
analisis por SEC demostré que la presencia de Hsc70 libre fue insignificante a las
concentraciones empleadas (Figura 4.18B). Del analisis de las cinéticas de union de FT7
a Hsc70 libre y a cada uno de los complejos con Apg2 o Apg2AAS (Figura 4.18C), se
obtuvieron constantes de cinéticas observadas (Kobs) que se representaron frente a la
concentracién de Hsc70 (Figura 4.18D). Esta representacién dio lugar a lineas rectas
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Figura 4.18: Interaccion de Hsc70 con el péptido FT7 y efecto de Apg2 y
Apg2A4AS en su asociacion y disociacion. A, union de FT7 a Hsc70 (circulos
grises), Hsc70-V438F (triangulos grises), Apg2 (circulos blancos) y Apg24AS
(circulos negros). La linea continua para Hsc70 representa el mejor ajuste a un
modelo cuadrdtico de un sitio de union, que resulta en un valor de Kd de 0,44 +

133



0,12 uM. B, purificacion por SEC de los complejos Hsc70:Apg2 y Hsc70:Apg2AAS
a concentraciones equimolares: 2 uM (cian), 4 M (naranja), 6 uM (azul) y 8 uM
(oliva). La linea discontinua representa una muestra de Hsc70 aislada a 8 uM. C,
cinéticas de asociacion de FT7 a Hsc70 (izquierda)y los complejos Hsc70:Apg2
(centro) y Hsc70:Apg2 AAS (derecha) obtenidas a 2 (cian), 4 (naranja) y 8 uM
(oliva). La Kops de cada curva se obtuvo ajustando los datos experimentales a
exponenciales simples o, para algunos casos, dobles con un componente rdpido
menor (<10%). D, determinacion de las constantes ko, y koi @ partir de la
representacion de las K.ps obtenidas en B frente a la concentracion de Hsc70
(circulos grises), Hsc70:Apg2 (circulos blancos) y Hsc70:Apg2AAS (circulos
negros). E, cinéticas de disociacion de complejos Hsc70(ADP):FT7 preformados
tras la adicién de ATP 0,2 mM y Apg2 0,01, 0,1y 2 uM (izquierda) o Apg2 AAS
(derecha). Las lineas continuas representan los mejores ajustes para una curva
de decaimiento exponencial simple. F, Ko observadas a concentraciones
crecientes de Apg2 (circulos blancos) o Apg2 AAS (circulos negros). Los valores de
Kofr son el promedio de tres experimentos independientes.

de las que se obtuvieron las constantes cinéticas de union (kon) y disociacion (kof), 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 interaccion son independientes de la presencia de Apg2,
y que la delecién del AS no modifica esta observacion. Por lo tanto, se deduce que
Apg2 no interfiere en la unién de sustratos a Hsc70. Estos resultados también apoyan
que en la interaccién de Apg2 y Hsc70 no existe una regién de Apg2 actuando como
pseudosustrato de Hsc70, que podria competir con FT7.

Seguidamente se estudio la disociacién de FT7 unido a Hsc70, inducida por ATP y Apg2
o Apg2AAS. Como se ha descrito anteriormente, la funcion mejor conocida de
proteinas de la familia Hsp110 es la de promover el intercambio de ADP por ATP en
Hsc70, provocando que la chaperona pase a su conformacién de baja afinidad y libere
los sustratos unidos al medio. Se realizaron ensayos de liberacién en los que complejos
formados previamente entre Hsc70 (1 uM) y FT7 (0,5 uM) en presencia de ADP, se
disociaron por adicion de ATP o ATP y Apg2 o Apg2AAS a diferentes concentraciones
(Figura 4.18E). Como el intercambio de nucleétido es limitante, se esperaba un
aumento constante de la velocidad de liberacién del sustrato. Por el contrario, las
cinéticas de disociacion mostraron un comportamiento bifasico (Figura 4.18F), en el
que concentraciones por debajo de 0,1 uM de Apg2 y Apg2AAS estimulaban la
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liberacion del péptido de forma similar, mientras que concentraciones superiores la
ralentizaron, siendo este efecto mayor para el mutante de deleciéon. Ademas, la
cantidad de péptido liberado en presencia de ATP y concentraciones altas de Apg2 y
Apg2AAS fue menor una vez alcanzado el equilibrio, evidenciado por los valores de
anisotropia final mas altos en los ensayos a 2 uM (Figura 4.18E). Estos resultados
sugieren que Apg2 y el mutante de delecién aceleran la unién de ATP a Hsc70 y, en
consecuencia, la liberacién del sustrato unido, pero inducen, ademds, un segundo
proceso que impacta negativamente en la cinética de liberacion del sustrato y muy
probablemente involucra la reasociacidn del péptido.

Tabla 4.3: Constantes cinéticas para la unidn del péptido FT7 a Hsc70 libre y en
complejo con Apg2 o Apg2AAS

Kotr (s x 1073) kon (M2 s Ka (LM)*
Hsc70 0,32 £0,04 173 £11 1,8
Hsc70:Apg2 0,25+ 0,07 165 + 21 1,5
Hsc70:Apg2AAS 0,32+ 0,004 160+ 7 2

* Obtenida del cociente Koft/kon

4.2.4.4. Estudio del ciclo funcional de Hsc70 ligado a su actividad ATPasa: regulacion
por las cochaperonas de DnaJB1 y Apg2.

El ciclo funcional de las proteinas 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 unién e hidrdlisis del ATP. Asi, es extremadamente importante la
regulacidn de la actividad ATPasa de Hsc70 por sus cochaperonas para la funcionalidad
del sistema. Asi, DnalJB1 estimula la hidrélisis del ATP, mientras que Apg2 facilita el
intercambio del producto de la hidrélisis, ADP+Pi, por una nueva molécula de ATP. En
este apartado se caracteriza la regulacién de la actividad ATPasa del sistema de
chaperonas Hsc70/DnalB1/Apg2 bajo diferentes condiciones experimentales y se
estudia el papel del AS de Apg2, empleando el mutante Apg2AAS.

En primer lugar, se midié la tasa de hidrélisis de ATP, mediante un sistema acoplado
gue mantiene constante la concentracion inicial de ATP, por diferentes combinaciones
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de las chaperonas humanas a concentraciones a las que se habia observado una
actividad de reactivacion de agregados proteicos alta (Hsc70 2 uM, DnaJB1 0,5 uM vy
Apg2 o Apg2AAS 0,4 uM). En estas condiciones, la actividad ATPasa combinada de
mezclas de Hsc70 y Apg2 o Apg2AAS, que también presentan actividad ATPasa
intrinseca, aumentd ligeramente y de forma similar (Figura 4.19A). Por otro lado,
DnalJB1 estimuld la actividad ATPasa intrinseca de Hsc70 casi triplicando su tasa
hidrolitica de 0,62 a 1,5 pATP min, de acuerdo con resultados publicados (Raviol,
Sadlish, et al. 2006). La combinacidn de Apg2 y DnalB1 activé 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 Apg2AAS al estimular del sistema completo de chaperonas.

Dado que el AS de Apg2 es una region de gran polaridad es probable que sea sensible
a la fuerza idénica y el pH del medio de modo que estos pardmetros modifiquen su
interaccion con Hsc70 y la regulacion de la actividad chaperona. Para estudiar esta
hipétesis, se realizaron medidas de la estimulacién 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 idnica del medio no afecté
de manera significativa a la actividad intrinseca de Hsc70 (Figura 4.19B, panel
superior), ni de Apg?2 silvestre o del mutante Apg2AAS (no mostrado). Sin embargo, en
presencia de DnalB1, la tasa de hidrélisis de ATP por parte de la chaperona disminuyd
notablemente a medida en que se aumento la salinidad del medio. De manera similar,
la estimulacién de la actividad ATPasa del sistema de chaperonas completo se redujo
con el incremento de la concentracion de NaCl, no observandose diferencias entre
Apg2 y Apg2AAS (Figura 4.19B, panel inferior). Se debe destacar que, a la
concentracién de NaCl mas alta ensayada, no se observé practicamente ninguna
variacion de la actividad con respecto a la de las proteinas aisladas. Estos resultados
indican que, posiblemente, la interaccidon entre las distintas chaperonas tenga un
componente electrostatico importante y, por lo tanto, la formacidn de los complejos
activos se vea dificultada bajo condiciones de gran fuerza idnica. En cuanto al pH, al
igual que con la fuerza idnica, no se observd una variacion de la actividad ATPasa
intrinseca de Hsc70, Apg2 y Apg2AAS, sin embargo, la activacién en presencia de
DnalB1 o del sistema completo se vio progresivamente inhibida cuanto mas basico era
el medio de ensayo. (Figura 4.19C). Puesto que DnalB1 es una proteina basica (pl
tedrico de 8,74), puede ser que la modificacion de la superficie electrostatica de la
misma debido al incremento del pH del medio, inhiba su interaccién con Hsc70 y por
lo tanto, la estimulacién de su actividad ATPasa. Estos resultados demuestran que ni
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la fuerza idnica ni el pH modifican el papel regulatorio de la actividad del sistema de
chaperonas humano por el AS de Apg2.
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Figura 4.19: Actividad ATPasa de diferentes combinaciones de chaperonas
humanas y efecto de la fuerza ionica y pH. A, actividad ATPasa en umol de ATP
hidrolizado por minuto por diferentes combinaciones de Hsc70 (2 ©iM), DnaJB1
(0,5 uM) y Apg2 o Apg2A4AS (0,4 uM), segun se indica. B y C, efecto de la
concentracion de NaCl y pH en la actividad de Hsc70 (cuadrados grises),
Hsc70/DnalJB1 (trigngulos oliva), Hsc70/DnalB1/Apg2 (circulos blancos) y
Hsc70/DnalB1/Apg2 AAS (circulos 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/DnalB1/Apg2, especialmente marcados para el
mutante de delecidon del AS, se ha estudiado la dependencia de la actividad ATPasa del
sistema de chaperonas con la concentracién de Apg2 y Apg2AAS. Asimismo, se han
realizado medidas a concentraciones crecientes de DnalB1. Los resultados obtenidos
se presentan a continuacion.

4.2.4.4.1.- Dependencia de la actividad ATPasa con la concentraciéon 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 hidrélisis puede
comenzar. Otros NEFs, como el homdlogo de levaduras Sselp, o proteinas no
relacionadas como Bagl humana, Feslp de levaduray GrpE de bacterias muestran una
dependencia hiperbdlica de la actividad NEF con la concentracién de proteina
(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 Apg2AAS (Figura 4.20A). La
representacién de las constantes de disociacién observadas frente a la concentracién
de Apg2 muestra una dependencia hiperbdlica (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 Apg2AAS se comporta igual que Apg?2 silvestre (Figura
4.20B). Esto indica que el AS no juega un papel determinante en la actividad NEF de la
proteina, de acuerdo con resultados descritos para un mutante de delecién similar de
Sselp (Polier et al. 2008).

Seguidamente se realizaron medidas de la actividad ATPasa de mezclas de Hsc70 y
Apg2 o Apg2AAS a concentraciones crecientes, en ausencia o presencia de DnalB1. En
ausencia de DnalB1, Apg2 y Apg2AAS promovieron un incremento de la actividad
ATPasa aparentemente cercano a la linealidad, siendo éste inferior para el mutante de
delecion (Figura 4.21A). En presencia de DnalB1, Apg2 indujo inicialmente un
incremento hiperbdlico de la hidrélisis de ATP, seguido de una fase lineal a
concentraciones altas (Figura 4.21B). Sin embargo, mientras que por debajo de 0,3-0,5
UM, Apg2AAS estimulé la actividad del sistema completo de forma similar a la proteina
silvestre, al elevar la concentracidn se observé primero una inhibicidn de la ATPasa a
concentraciones intermedias, seguido de un leve incremento lineal a las
concentraciones mas altas, similar al observado para la proteina silvestre (Figura
4.21B).
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Figura 4.20: Actividad NEF de Apg2 y Apg2AAS. A, representacion esquemadtica
de los ensayos de intercambio de nucledtido. Se registré el descenso de la
intensidad de fluorescencia del MABA-ADP al ser liberado de Hsc70. B,
constantes de disociacion del MABA-ADP unido a Hsc70 a concentraciones
crecientes de Apg2 (circulos blancos) y Apg2AAS (circulos negros).

Hsc70 y Apg2 o, en su caso, Apg2AAS tienen capacidad de hidrolizar ATP y, por tanto,
es fundamental determinar de qué chaperona procede la estimulacion de la actividad
ATPasa encontrada, para entender mejor los perfiles complejos observados en las
titulaciones de Apg2 vy, especialmente, del mutante Apg2AAS. 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 catalitico y, como
han demostrado otros autores, permiten la unién de ATP, pero eliminan o reducen
mucho la actividad hidrolitica (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 proteina silvestre (Figura 4.21C). Segundo, no se
observé la estimulacion de la actividad ATPasa del sistema completo de chaperonas
cuando se usé el mutante Hsc70-T204A (Figura 4.21D). En este caso, la tasa de
hidrélisis fue ligeramente superior a la actividad intrinseca observada para Apg2.

Para completar el estudio funcional de los mutantes Apg2-D7S y Hsc70-T204A,
analizamos también la reactivacién de agregados de LUC formados tras la
desnaturalizacion en presencia de urea 6M y posterior dilucion del agente caotrépico
(ver Figura 4.16A). La cantidad de LUC renaturalizada por el sistema de chaperonas
Hsc70/DnalB1/Apg2 fue la misma independientemente de si se empled 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).
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Figura 4.21: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a
concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2AAS. A y B, actividad ATPasa de
mezclas de Hsc70 (2 1M) y concentraciones crecientes de Apg2 (circulos blancos)
0 Apg2 AAS (circulos negros), en ausencia (A) y presencia de DnaJB1 (0,5 uM) (B).
C, estimulacidn de la tasa de hidrdlisis de ATP por Hsc70 (2 uM), DnaJB1 (0,5 uM)
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por concentraciones crecientes de Apg2 (circulos blancos) y Apg2-D7S (circulos
naranjas). D, actividad ATPasa de Hsc70-T204A (2 uM) en presencia de DnaJB1
(0,5 uM) y Apg2 a concentraciones crecientes (circulos rojos). Como referencia
se muestran la tasa de hidrdlisis de Apg2 en solitario (circulos grises) y del
sistema completo con Hsc70 silvestre (circulos blancos). E y F, valores de
AATPasa obtenidos de restar la actividad intrinseca de Apg2 y Apg2AAS a las
curvas mostradas en A y B.

Los resultados obtenidos con el mutante Apg2-D7S demuestran que la actividad
ATPasa intrinseca de Apg2 no es necesaria para estimular al sistema de chaperonas
humano, ni para promover la reactivacién de los agregados proteicos, tal y como
también se ha sugerido para la proteina homodloga en levaduras Ssel (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/DnalB1/Apg2 en funcion de la concentracién de Apg2 se debe a una
estimulacién de la actividad de Hsc70 por sus cochaperonas y que la actividad ATPasa
de Hsc70 es imprescindible para la reactivacidn de sustratos agregados. Teniendo en
cuenta estas conclusiones, se obtuvo el valor de AATPasa (Figura 4.21E y F), restando
del valor experimental para la mezcla de chaperonas, la tasa de hidrélisis debida a la
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Figura 4.22: Efecto de los mutantes Apg2-D7S y Hsc70-T204A en la reactivacion
de agregados de LUC por las chaperonas humanas. A, cinética de reactivacion
de agregados de LUC por Hsc70/DnaJB1 en presencia de Apg?2 (circulos blancos)
o0 Apg2-D7S (circulos naranjas). B, cinética de reactivacion de agregados de LUC
por Hsc70/DnalB1/Apg2 (circulos blancos) y Hsc70-T204A/DnalB1/Apg2
(circulos rojos)).
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actividad intrinseca de Apg2 o Apg2AAS, la cual aumenté linealmente con la
concentracién de cada una de ellas. Este valor refleja con mayor fidelidad la
estimulacién por las cochaperonas del ciclo de hidrélisis de ATP de Hsc70 y, por tanto,
de su ciclo conformacional. Los resultados obtenidos mostraron que tanto Apg2 como
Apg2AAS presentaron dos componentes al estimular la actividad de Hsc70 en
presencia de DnalBl: mientras que concentraciones bajas produjeron el efecto
estimulatorio esperado, a cantidades altas indujeron una inhibicion de la actividad
hidrolitica (Figura 4.21F). La diferencia entre estas dos proteinas radicd en que el
componente inhibitorio se aprecié mucho antes para el mutante de delecion del AS (a
partir de aproximadamente 0,3 uM frente a 3 uM para la proteina salvaje), lo que estd
en consonancia con la mayor afinidad observada de Apg2AAS por Hsc70. Ademas, el
efecto inhibitorio fue mds pronunciado para Apg2AAS, alcanzandose al final de la
titulacion valores de actividad similares a los observados para Hsc70/DnalB1 en
solitario. En ausencia de DnalB1, el efecto inhibitorio se observdé en menor medida
solo para Apg2AAS (Figura 4.21E). Nuestros resultados concuerdan con lo observado
para el homdélogo humano Hsp105 (Tzankov et al. 2008; Yamagishi et al. 2004).

4.2.4.4.2.- Regulacion por DnaJB1.
Para completar el estudio de la regulacién del ciclo ATPasa de Hsc70 por sus

cochaperonas, se realizaron medidas de la actividad ATPasa del sistema completo de
chaperonas a diferentes concentraciones de DnaJBl (de 0 a 5 pM) y varias
concentraciones de Apg2 y Apg2AAS (Figura 4.23A).

Figura 4.23 (pdgina siguiente): Regulacion de la actividad ATPasa del sistema
de chaperonas humano por DnaJB1. A, AATPasa de mezclas de Hsc70 (2 uM) 'y
concentraciones crecientes de DnaJB1 a diferentes concentraciones de Apg2
(panel izquierdo) y Apg2 AAS (panel derecho), segtn se indica por el cédigo de
color. B, determinacion del pardmetro Apg2AASses para las titulaciones
realizadas a 0,25 y 0,5 uM DnajB1 (cian y verde, respectivamente). C,
representacion de Apg2AASsey frente a la concentracion de DnalBl1. D y E,
reactivacion de agregados de LUC (D) y G6PDH (E) por Hsc70 (2 uM), Apg2
(circulos blancos) o Apg2AAS (circulos negros) a 0,4 y 2 uM, panel superior e
inferior respectivamente, y concentraciones crecientes de DnaJB1. Los circulos
grises representan la reactivacién obtenida para Hsc70/DnaJB1.
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Al aumentar la concentracion de DnalB1 observamos una estimulacién hiperbdlica de
la actividad ATPasa de Hsc70, como se esperaba, alcanzando la saturacién entre 1-1,5
UM para cualquiera de las concentraciones de Apg2 o Apg2AAS ensayadas. En
presencia de Apg?2 silvestre, se obtuvo el mismo valor maximo de actividad ATPasa a
partir de 2 uM de proteina, mientras que con Apg2AAS, éste disminuyd
considerablemente a concentraciones superiores a 1uM, poniendo de manifiesto una
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vez mas el fuerte efecto inhibitorio que este mutante ejerce sobre el ciclo ATPasa de
Hsc70.

Para comprender mejor la regulacion del ciclo ATPasa de Hsc70 por las dos
cochaperonas, definimos el parametro Apg2AASse%, que se refiere a la concentracion
del mutante truncado que se necesita para reducir el valor de AATPasa en un 50%,
para las titulaciones a diferentes concentraciones de DnalB1 (Figura 4.23B). Este
pardmetro solo pudo obtenerse para Apg2AAS que a concentraciones altas produjo
una inhibiciéon casi completa de la actividad del sistema ternario de chaperonas,
llegando a valores similares a los obtenidos por Hsc70/DnalB1. La representacion de
Apg2AASso% frente a la concentraciéon de DnalB1 mostrdé una dependencia lineal
(Figura 4.23C), es decir, cuanto mayor era la cantidad de DnalB1, mayor era la
concentracidn de Apg2 necesaria para obtener el mismo efecto inhibitorio. Por tanto,
ambas cochaperonas ejercen un efecto complementario en la regulacién del ciclo
ATPasa de Hsc70, y DnalB1 puede contrarrestar la inhibicion provocada por las
concentraciones altas de Apg2 vy, en especial, Apg2AAS. Este hecho también fue
probado mediante medidas de reactivaciéon de agregados de LUC y G6PDH (Figura
4.23D y F). Los ensayos se realizaron a dos concentraciones de Apg2 y Apg2AAS:
0,4uM, donde ambas proteinas se comportan de manera similar, y 2uM, una
concentracién inhibitoria para la proteina truncada. Como ocurre en el sistema de
chaperonas bacteriano (Celaya et al. 2016; Laufen et al. 1999), el incremento de la
concentracién de DnalJB1 reduce la capacidad de Hsc70 para replegar agregados de
LUCYy, en especial, de G6PDH en presencia de Apg2 a 0,4uM y 2uM (Figura 4.23D y F).
Para Apg2AAS, se encontrdé un resultado similar a 0,4uM, mientras que la inhibicién
provocada por el mutante a 2uM fue parcialmente compensada por DnaJB1 de manera
gradual hasta 5 pM. Es interesante también destacar que la inhibicién de la
reactivaciéon de agregados por concentraciones altas de DnalBl fue mucho mas
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 DnalBl. Cualquier modificacion fuera del rango de
concentraciones Optimas resulta en la inhibicién 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 competicion entre DnalB1 y Apg2 por unirse a Hsc70.
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Figura 4.24: Regulacion competitiva de la actividad ATPasa del sistema de
chaperonas humano por Apg2 y Apg2A4AS. A, AATPasa de mezclas de Hsc70 (2
1M), DnaJB1 (0,5 uM) y Apg2 (3 uM) medida a concentraciones crecientes de
Apg2A4AS (circulos naranjas). Como referencia, se muestra la curva obtenida en
ausencia de Apg2 (circulos negros). B, AATPasa de mezclas de Hsc70 (2 uM),
DnaJB1 (0,5 uM) y Apg2AAS (3 uM) medida a concentraciones crecientes de
Apg?2 (circulos rojos). Como referencia, se muestra la curva obtenida en ausencia
de Apg2 AAS (circulos blancos).

4.2.4.4.3.- Regulacidon competitiva del ciclo ATPasa de Hsc70 por Apg2 v Apg2AAS.
En el apartado 4.2.3, hemos demostrado que la forma apo de Apg2AAS tiene mayor

afinidad para formar complejos con Hsc70y que es capaz de competir eficazmente con
Apg2 para unirse a la chaperona una vez alcanzado el equilibrio en presencia de
nucledtidos. 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 uM)/DnalBl (0,5
uM)/Apg2 (3 uM) fue titulada con concentraciones crecientes de Apg2AAS, v,
segundo, la combinacion Hsc70 (2 uM)/DnaJB1 (0.5 uM)/Apg2AAS (3 uM) se tituld con
Apg2. Se empled la concentracién de 3 uM para Apg2 y Apg2AAS ya que a esa
concentracién la activacidn observada del sistema por Apg2 fue maxima, mientras que
resultd fuertemente inhibitoria para Apg2AAS (ver Figura 4.21F), de modo que pueda
observarse claramente la competencia entre ambas proteinas. Los resultados
obtenidos mostraron que, primero, la estimulacion de Hsc70 por Apg2 fue
rapidamente eliminada por el mutante Apg2AAS (Figura 4.24A). Cuando ambas
cochaperonas coexistian a 3 uM, la actividad observada fue muy similar a la obtenida
en la titulacién de Hsc70 y DnalB1 con Apg2AAS. Segundo, Apg2 apenas fue capaz de
compensar la inhibicién de la actividad ATPasa del sistema impuesta por Apg2AAS

145



(Figura 4.24B), y solo se observd un leve incremento de dicha actividad a
concentraciones de Apg2 a partir de 10 uM. Por lo tanto, estos resultados demuestran
que la diferencia de afinidad entre Apg2 y Apg2AAS por Hsc70 se mantiene en
condiciones en las que el sistema de chaperonas es funcional.
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4.3. PAPEL DE LA EXTENSION C-TERMINAL DE APG2 EN LA REGULACION DE LA
ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE CHAPERONAS HUMANO.

La segunda divergencia estructural importante entre las proteinas de la familia Hsp110
y Hsp70 de origen humano se encuentra localizada en el SBDa y consiste en una
extensién de aproximadamente 200 aminoacidos del extremo C-terminal de la
proteina (Figura 4.25A). Es importante mencionar que este segmento de la proteina
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 mas
corto (Figura 4.25 B). Asi, la extensidon C-terminal de Sselp de Sacchromyces cerevisiae
solo contiene unos 50 residuos mas que la secuencia de Hsp70 de levaduras o humana.
Por el momento, no se entiende completamente el papel de la extensién del C-
terminal tanto para Ssel como para las Hsp110 humanas. Un mutante de Sselp que
carece de los ultimos 44 residuos es funcional in vivo, logrando complementar
completamente un fenotipo termosensible derivado de una mutacion en Ssel (Shaner
et al. 2004). Sin embargo, el mismo mutante no interacciona de forma estable con
Ssal, un representante de la familia Hsp70 en levaduras, ni estimula el intercambio de
nucledtido in vitro (Dragovic et al. 2006). Estos trabajos presentan una discrepancia no
resuelta ya que tanto la actividad NEF como la formaciéon de complejos con Ssal son
actividades necesarias para complementar in vivo la termosensibilidad caracteristica
de la mutacidon del gen de Ssel, asi como los efectos letales de la doble mutacion de
los genes Ssel y Sse2 (Polier et al. 2008). Por otro lado, el segmento C-terminal de
Hsp105B de ratén suprime la sefial NES de la proteina, posiblemente mediante
interacciones intramoleculares, por lo que mutantes de delecién de este segmento
alteran su localizacién nuclear (Saito et al. 2009).

Para estudiar el papel que tiene la extensién C-terminal en la regulacion de la actividad
chaperona de Hsc70, se ha empleado un mutante de Apg2, denominado Apg2AC, en
el que se han eliminado los residuos 701-840. La secuencia eliminada tiene un caracter
hidrofilico, rica en residuos cargados acidicos y esta conservada entre las Hsp110
humanas, especialmente en su primera mitad (Figura 4.25B). La prediccion de
estructura secundaria mediante el servidor Jpred 4 (Drozdetskiy et al. 2015) determina
que la primera mitad de la extension C-terminal podria adoptar una estructura
helicoidal, mientras que el resto estaria desordenado (Figura 4.25). De acuerdo con
esto, el alineamiento de secuencias muestra homologia de la primera parte del C-
terminal de Apg2 con las hélices a.C, aD y o.E de HspA1A (Figura 4.25A), que, junto con
aB, forman un ovillo helicoidal en el SBDa (Zhang et al. 2014). Asi, la extensién C-
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terminal de Apg2 podria plantearse, en parte, como una ampliacién del ovillo
helicoidal del SBDa de la proteina. En este apartado estudiaremos las propiedades
conformacionales de Apg2AC, la formacién de complejos con Hsc70 y la funcionalidad
de sistema de Hsc70 en presencia de este mutante de eliminacion.

A NBD SBDp SBDa
Hsp110
AS extension C-term
shpppakk  kkkkgk k gpakg, 3.k Kk gkk kg

Apg2_Hs IMQDKLEK:lNDlxlAvnE!VYEHRDKLSG:YEKF VSEDDRNSFTLKLEDTENHLYEDGEDQPKQVYVDKLAELKNLGQPIKIR 688
HspAlA Hs KAEDEVQRERVSAKNALESYAFNMKSAVEDEGLKGKISEADKK 568

Q B

Ak g3 phiatiokiss 3 I O St il

Apg2_Hs FQESEERPKLFEELGKQIQQYMKIISSFKNKEDQYDHLDAADMTKVEKS TNEAMEWMNNKLNLONKOSLTMDPVVKSKEIEAKIK 773
HSpAlA HS ~=--emccccccccccccccccccee——— KVLDKCQBVISWLDAN ———————————— TLAEKDEFEHKRK 597

Kk Lk Kk * Rk Lk k%
Apg2_HS LTSTCSPIISKPKPKVEPPKEEgKNAEQNGPVDGQGDNPGPQ&AEQGTDTAVPSDSDKKLPEMDID 840
HspAlA Hs ELEQVCNPIISGLYQGAGGPGPG--GFGAQGPKGGSGSGPTIEEVD 641

Apg2_Hs IMODKLEKERNDAKNAVEEYVYEMRDKLSGEYEKFVSEDDRNSFTLKLEDTENWLYEDGEDOPKQVYVDKLAELKNLGOPIKIRF 636
Hspl05_Hs IMODKLEKERNDAKNAVEEYVYEFRDKLCGPYEKFICEQDHONFLRLLTETEDWLYEEGEDOAKQAYVDKLEELMKIGTPVKVRF 653
Apgl_Hs IMODKLEKERNDAKNAVEEYVYDFRDRLGTVYEKFITPEDLSKLSAVLEDTENWLYEDGEDOPKQVYVDKLOELKKYGOPIOMKY 639
Sselp_Sc LAQDKLVAETEDRENTLEEY I¥TLRGKLEEEYAPFASDAEKTKLOGMLNKAEEWLYDEGFDSIKAKYIAKYEELASLGNITIRGRY 589

Q
Apg2_Hs QESEERPKLFEELGKOTQOYMKIISSF-——————— KNKEDQYDHLDAADMTKVEKS TNEAMEWMNNKLNLONKOSLTMDPVVKSK 766
Hspl05_Hs QEAEERPKMFEELGORLOHYAKIAADF---—---- RNKDEKYNHIDESEMKKVEKS VNEVMEWMNNVMNAOAKKSLDODPVVRAQ 783
Apgl_Hs MEHEERPKALNDLGKKIQOLVMKVIEAY -——————~ RNKDERYDHLDPTEMEKVEKC I SDAMSWLNSKMNAONKLSLTODPVVKVS 769
Sselp_Sc LAKEEEKKQAIRSKQEASQMAAMAEKLAAQRKAEAEKKEEKKDTEGDVDMD 693

Apg2_Hs EIEAKIKELTSTCSPIISKPKPKVEPPKEEOKN-AEQONGPVDG----OGDNPGPOAAEQGTDTAVESDSDKKLPEMDID 840
Hspl05_Hs EIKTKIKELNNTCEPVVTQPKPKIESPKLERTP-NGPNIDKKEEDLEDKNNFGAEPPHON-GECYPN--EKNSVNMDLD 858
Apgl_Hs EIVAKSKELDNFCNPIIYKPKPKAEVPEDKPKANSEHNGPMDGOSGTETKSDSTK===m==m==== DSSQHTKSSGEMEVD 839
Sselp_Sc

Figura 4.25: La extension C-terminal de Hsp110 humanas. A, representacion
esquemadtica de la estructura de Apg2 y alineacion 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, Hspl05a y Apgl, y el homdlogo de la levadura
Saccaromyces cerevisiae, Sselp. Para A y B, los residuos subrayados
corresponden a la secuencia eliminada en Apg2 (este trabajo). Las hélices a
pertenecientes al SBDa de HspAlA y Sselp se muestran mediante cilindros
naranja. Las hélices a predichas mediante Jpred 4 para las Hsp110 humanas se
muestra en negrita.
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Figura 4.26: Caracterizacion de la estructura secundaria y desnaturalizacion
del mutante Apg2AC. A, espectros de CD de Apg2 (lineas negras) y Apg2AC
(lineas verdes) en ausencia de nucledtidos. B, desnaturalizacion de Apg2 (lineas
negras) y Apg2AC (lineas verdes) siguiendo la elipticidad a 222 nm. Las rampas
de temperatura se obtuvieron a 60°C/h, en ausencia de nucledtidos.

4.3.1. Propiedades estructurales de Apg2AC

Se realizaron ensayos de dicroismo circular (CD) y dispersidn de rayos X a bajo dngulo
(SAXS) para investigar como la eliminacién de la extensidn C-terminal de Apg2 afectaba
a la estructura y estabilidad de la proteina.

4.3.1.1. Dicroismo circular

En primer lugar, se obtuvieron espectros de CD de Apg2 y Apg2AC en ausencia de
nucledtidos que reflejaron para ambas proteinas una estructura secundaria con alto
contenido en hélices a (Figura 4.25A). El mutante Apg2AC mostré un valor inferior de
elipticidad molar en el pico negativo a 222 nm, indicativo de un contenido helicoidal
menor. Este resultado esta de acuerdo con la prediccidn realizada con Jpred 4. Por otro
lado, se estudid la desnaturalizacién térmica de Apg2AC registrando la elipticidad a 222
nm mientras la muestra era calentada a 60°C/h (Figura 4.26B). Los resultados
obtenidos con el mutante de delecién mostraron un comportamiento diferente al de
Apg2 silvestre. Mientras que ésta presentd una desnaturalizacién muy cooperativa con
una transicidn centrada a 512C, la desnaturalizacidon de Apg2AC se caracterizd por una
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pérdida gradual de estructura secundaria en una transicién ancha entre 30 y 502C. La
estructura residual de Apg2 y Apg2AC tras la transicién fue muy similar.

Estos resultados indican que la delecidn del extremo C-terminal de Apg2 provoca una
pérdida de la cooperatividad en la desnaturalizacién térmica de la proteina, lo que
posiblemente esté relacionado con una estructura terciara menos compacta. Es
interesante destacar que la desnaturalizacion de Sselp presenta un perfil de
desnaturalizacion seguida por CD muy similar al observado para Apg2AC (Raviol 2006).

4.3.1.2 SAXS

La caracterizacidon por SEC-SAXS del mutante Apg2AC se llevd a cabo en colaboracion
con el Dr. David Albesa del Instituto Biofisika. La comparacion de la reconstruccion ab
initio de Apg2AC con la de Apg?2 silvestre, mostrd también una envuelta alargada para
el mutante de eliminacidn de la extension C-terminal que perdia la caracteristica forma
de V de la proteina completa (Figura 4.27).

Agp2 - Gasbor

Figura 4.27: Caracterizacion
estructural de Apg2AC mediante
SAXS y comparacion con Apg2
silvestre. Reconstruccion ab initio
de las envueltas de Apg2 y
Apg2aC (Gasbor) Apg2AC empleando GASBOR y
MONSA, como se indica. Los
datos de SAXS (puntos negros), el
correspondiente ajuste a las
envueltas predichas (lineas 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 proteinas, permitid la ubicacidn ab initio de la extension
C-terminal que sobresale de la envuelta reconstruida de Apg2 y podria representar una
prolongacion del SBDa de la proteina (Figura 4.27).

4.3.2.- Cambios conformacionales de Apg2AC asociados a la unién de nucleétidos

Se realizaron diversos experimentos para averiguar si la uniéon de ADP o ATP provocaba
cambios estructurales y/o conformacionales en Apg2AC. Los resultados mostrados en
la Figura 4.28A demuestran que no se observaron modificaciones significativas en la
desnaturalizacién térmica de Apg2AC en presencia de nucleétidos, de acuerdo con lo
observado para la proteina silvestre (Figura 4.9B). Mediante SEC, se obtuvo un V. para
Apg2AC similar para las tres condiciones ensayadas (Figura 4.28B), demostrando que
la unién de nucledtido no modifica el comportamiento hidrodinamico del mutante.
Como se ha observado anteriormente para Apg2 y Apg2AAS, Apg2AC eluyd con una
masa molecular aparente superior a su masa tedrica. Sin embargo, el V. (9,3 ml) fue
significativamente inferior al de Apg2 silvestre (8,6 ml), lo que sugiere que la delecion
del segmento C-terminal modifica el comportamiento hidrodinamico de la proteina.
Por ultimo, los ensayos de protedlisis parcial de Apg2AC 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 unidén de nucledtidos. La
accesibilidad de los sitios de corte posiblemente no fue modificada por la eliminacion
del segmento C-terminal ya que la cinética de degradacion de Apg2AC fue muy similar
a la de Apg2 silvestre, generando fragmentos de los que solo se observé uno alrededor
de 66 kDa, coincidiendo con el encontrado para la proteina silvestre. En este caso, no
se detectaron fragmentos C-terminales debido a su menor tamafio por la eliminacion
de los 139 residuos correspondientes a la extensién C-terminal.

Estos resultados demuestran que la ausencia de cambios conformacionales

observables en el mutante de eliminacidn de la extensién C-terminal, como ya se habia
encontrado para Apg2 silvestre.

151



>
o)

-5000 . 100
> 3 — apo
g -6000 T 8041 _
3 7000 | s %01—aoP
g 2 40
> -8000 A — apo _té 20
T 9000 4 — ATP g .
® — ADP 2
-10000 — — — T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 70 7.5 80 85 9.0 95 10.0
Temperatura (°C) V, (ml)
apo ATP ADP apo ATP ADP
tripsina-++++ + + + + 4+ + 4+ o+ -+ o+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ 4+
tiempo (min) 1 51020 M 1 51020 1 5 1020 1 51020 1 51020 1 51020M
— gl -
WS - — - —— - - . - =
g o - - - e [ PP, -—

- s S G ap S . S 9 2o s b -~ e -

Figura 4.28: Cambios conformacionales de Apg2AC en ausencia o en presencia
de nucledtidos. A, desnaturalizacion térmica de Apg2AC medida monitorizando
la sefial de CD de forma continua a 222 nm en ausencia de nuclecdtidos (linea
continua) o en presencia de ADP (linea discontinua) o ATP)5 (linea punteada). B,
perfiles SEC de Apg?2 (lineas grises) y Apg2AAS (lineas rojas) para las formas apo
(lineas continuas) y unidas a ADP (lineas discontinuas) o ATP (lineas punteadas).
La concentracion de proteina fue 10 uM. Cy D, protedlisis parcial con tripsina de
Apg2 (C) y Apg2AAS (D) en ausencia o en presencia de nucledtidos. Apg2 silvestre
(izquierda) y APG2AC (derecha) fueron incubadas con tripsina durante los
tiempos indicados. Los fragmentos proteoliticos fueron resueltos y visualizados
mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie.

4.3.3.- Analisis de los complejos Hsc70:Ap§2AC.

En el apartado anterior se ha demostrado que el AS, uno de los dos dominios
divergentes de Apg2, dificulta la formacién 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 extensidon C-terminal de Apg2 en la formacidon de complejos con
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Hsc70. Para ello se han realizado ensayos de resonancia de plasmon superficial (SPR)
y electroforesis en geles nativos.

4.3.3.1.- Determinacion de la afinidad del complejo Hsc70:Apg2AC en ausencia de
nucledtidos.

Se realizaron ensayos de SPR en los que se inyectaron concentraciones crecientes de
Apg2AC en ausencia de nucledtidos sobre sensores en los que se habia unido Hsc70strep,
empleando anticuerpos monoclonales anti-Streptag Il inmovilizados covalentemente
sobre la superficie del sensor. Los sensogramas mostraron una interaccion fuerte
caracterizada por cinéticas de asociacién y disociacidn muy rapidas (Figura 4.29A),
como también se observa para Apg?2 silvestre. El ajuste a un modelo de un centro de
unién de la representacién de los valores maximos de RUs frente a la concentracién
correspondiente de Apg2AC inyectada, permitié obtener una K4 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 extensidn C-terminal de Apg2, a diferencia del AS, no
interfiere en la formacién del complejo con Hsc70 en ausencia de nucleétidos.

Figura 4.29 (pdgina siguiente): Caracterizacion mediante SPR de la K4 del
complejo Hsc70:Apg2AC en ausencia de nucledtidos. A, sensogramas
obtenidos tras inyecciones consecutivas de concentraciones crecientes de
Apg2AC (derecha) sobre un sensor que contenia Hsc70sye, inmovilizada. Las
concentraciones se indican segun el codigo de colores. Por comparacion se
muestran los datos obtenidos para Apg2 (izquierda), de la Figura 4.13. B,
curvas de union de Apg2 (circulos blancos) y Apg2AC (circulos grises) a
Hsc70strep, Obtenidas tras normalizar y promediar los valores de resonancia
(RU) de tres experimentos independientes. Las lineas continuas representan el
ajuste de los datos a un modelo de union de sitio tnico.
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4.3.3.2.- Anadlisis del complejo Hsc70:Apg2AC en presencia de nucleétidos por
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electroforesis nativa.

La caracterizacion de la unién del mutante Apg2AC a Hsc70 en presencia de nucledtidos
se realizé mediante experimentos similares al mostrado anteriormente para el mutante
Apg2AAS (Figura 4.14). Asi, se realizaron experimentos en los que Apg2 silvestre y
Apg2AC compiten para unirse a Hsc70 (2 uM) en presencia de 50 uM ATP, manteniendo
una de las dos Hsp110 a una concentracién constante e igual a la de Hsc70, y afiadiendo
concentraciones crecientes de la otra. Tras la incubacién a temperatura ambiente
durante la noche para permitir la hidrdlisis completa del ATP, los complejos obtenidos

se analizaron mediante electroforesis nativa.
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Figura 4.30: Caracterizacion del complejo Hsc70:Apg2AC y su afinidad en
presencia de nucledtidos mediante electroforesis nativa. A, electroforesis
nativa de Apg2 silvestre (2 uM, calle 1), el complejo Hsc70:Apg2 (2 uM, calle 2)
y el ensayo de competicion con Apg2AC a concentraciones (desde la calle 3):
025,05, 075 1,1,5 2,y 5 uM. B, como en A, Apg2 AC silvestre (2 uM, calle 1),
el complejo Hsc70:Apg2 AC (2 uM, calle 2) y el ensayo de competicion con Apg2
a concentraciones (desde la calle 3): 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, y 5 uM. En ambos
geles se muestran marcadores de pesos moleculares (calle 10). Cy D, fraccion de
Hsc70 en complejos con Apg?2 (circulos blancos) o Apg2 AC (circulos grises) para
los ensayos de competicion a concentraciones crecientes de Apg2 AC (C) y Apg2
(D). Los datos son la media de cuatro experimentos independientes y se muestra
la desviacion estdndar. La linea roja representa el mejor ajuste de los datos
experimentales a un modelo de unién competitiva (Wang 1995). La linea naranja
se simuld con las variables obtenidas del ajuste anterior.

A diferencia de lo observado para Apg2AAS, el mutante Apg2AC migré en los geles
nativos con una masa aparente inferior a la de la proteina silvestre (Figuras 4.30A y B).
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Del analisis por distancia de migracion en los geles de la Figura 30, se obtuvieron masas
aparentes de 146 + 4 y 105 + 6 kDa para Apg2 silvestre y Apg2AC, un 55 y 33%
superiores a la masa obtenida de la secuencia (94,3 y 78,8 kDa, respectivamente). El
complejo Hsc70:Apg2AC, con una masa aparente de 155 + 5 kDa, se diferencié del
formado por la proteina silvestre, de masa aparente 228 + 3 kDa (38% superior a la
masa tedrica de un complejo 1:1). Sorprendentemente, el complejo con el mutante de
eliminacion migré cerca de su masa tedrica, superandola solo en un 3,5%.

Observando los ensayos de competicidn, se desprende claramente que existe una gran
diferencia de afinidad entre Apg2 y Apg2AC para unirse a Hsc70 en presencia de
nucledtidos. Las titulaciones demostraron que Apg2 competia muy eficazmente con el
mutante para formar complejo con Hsc70 (Figura 4.30B), mientras que concentraciones
5 veces superiores de Apg2AC solo conseguian limitar ligeramente la formacion del
complejo con la proteina silvestre (Figura 4.30A y C). Se puede observar que a
concentraciones equimolares de las tres proteinas (2 uM) en ambos geles (calle 8),
practicamente la gran mayoria de Hsc70 se encontrdé unida a Apg2. Por tanto, los
resultados concuerdan con que la eliminacién de la extensién C-terminal provoca una
gran reduccién de la afinidad por Hsc70 en presencia de nucledtidos. El hecho de que
el complejo de Hsc70 con Apg2AC se distinga del de Apg2, permitié una estimacién de
las constantes de equilibrio de disociacién para ambos complejos empleando un
modelo de unién competitiva de dos ligandos a una proteina publicado por Wang
(Wang 1995) (Figura 4.30D).

Un inconveniente importante de este método es la dificultad para cuantificar Hsc70
debido a la particién de la proteina aislada en diferentes formas oligoméricas y su pobre
tincion 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 Apg2AC (2 uM) y
sin Apg2 afiadida (calle 2), podria ser aproximadamente un 25% del total (2 uM), si se
considera una Kqy similar a la observada en ausencia de nucledtidos. Para evitar estas
limitaciones, se estimé 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 uM), asumiendo que Hsc70 libre es insignificante en estas
condiciones. Esta es posiblemente una suposicion razonable considerando las
afinidades de Apg2 y Apg2AC por Hsc70 (al menos similar a las estimadas en ausencia
de nucledtidos). Asi, la fraccion de Hsc70 en complejos con Apg2 y Apg2AC se cuantificd
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 £ 39y 4 £ 2 nM para las
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Kgs de los complejos de Hsc70 con Apg2AC y Apg2, respectivamente. Por tanto, esto
indica que Apg2AC interaccionaria con Hsc70 con una afinidad similar en presencia o
ausencia de nucledtidos, mientras que la afinidad de la proteina silvestre aumentaria
entre 1y 2 érdenes de magnitud en su presencia.

Estos resultados demuestran que la extensién C-terminal de Apg2 contribuye de forma
importante a la interaccion con Hsc70 y su eliminacidon provoca la reduccién de la
afinidad por la chaperona en casi 2 érdenes de magnitud. Debe mencionarse que la
determinacidn con mayor precisién de las constantes de equilibrio de disociacion
requiere el empleo de técnicas mas avanzadas y adecuadas a afinidades tan elevadas
que requieren el uso de cantidades muy pequefias de proteina, indetectables en geles
nativos. Sin embargo, las condiciones de ocupacion de los centros de union de
nucleétidos de Hsc70 y Apg2, posiblemente asimétricas como se ha mencionado
anteriormente, dificulta el empleo de otras técnicas.

4.3.4.- Efecto de la eliminacion de la extension C-terminal de Apg2 en la
actividad funcional del sistema de chaperonas humanas

Dado que la extensién del C-terminal de Apg2 contribuye de forma importante a la
asociacion con Hsc70 en presencia de nucleétidos es esperable que tenga un efecto
marcado en la funcionalidad del sistema Hsc70/DnalB1/Apg2. Para estudiar la
influencia de este segmento de Apg2, se han realizado los siguientes ensayos
funcionales con el mutante Apg2AC:

e proteccion de la agregacién de sustratos desnaturalizados,
e replegamiento de agregados proteicos,

e interaccidon de las chaperonas con agregados proteicos,

e medidas ATPasa del sistema de chaperonas humano,

e andlisis del intercambio de nucledtidos en Hsc70.

4.3.4.1.- Proteccion de la agregacion de sustratos proteicos por Apg2AC

Se realizaron ensayos en los que LUC (0,1 uM) fue desnaturalizada mediante incubacion
a 4229C durante 30 minutos, en presencia de Apg2 o Apg2AC a 0,4 y 2 uM. Hemos
demostrado en la seccidn anterior (apartado 4.2.4.1) que estas concentraciones de
Apg?2 silvestre son igualmente eficaces para proteger LUC de la agregacion (Figura
4.15C) y que el sustrato puede ser reactivado con rendimientos similares tras la adicion
de Hsc70 y DnalJB1 (Figura 4.15B). En el caso de Apg2AC, observamos que, cuando LUC
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fue

protegida de la agregacidn por este mutante a 0,4 uM, se obtuvieron porcentajes

de renaturalizacién ligeramente superiores a los alcanzados por Apg2 silvestre (Figura
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Figura 4.31: Proteccion de la agregacion de luciferasa desnaturalizada
térmicamente por Apg2AC. A, representacion esquemadtica de los ensayos de
proteccion de LUC (0,1 M) por Apg2 y Apg2AC. B, porcentajes recuperacion de
la actividad de LUC protegida de la agregacion con Apg2 o Apg2ACa 0,4y 2 uM,
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tras 60 min de reactivacion en presencia de las chaperonas humanas, segun se
indica. Las concentraciones de DnaJB1 y Hsc70 fueron 1 y 2 uM,
respectivamente. C, velocidades iniciales de reactivacion de los experimentos
realizados en B. D, reactivacion de LUC (0,1 uM) tras desnaturalizacion térmica
en ausencia de chaperonas. La reactivacion posterior se llevé a cabo por
diferentes combinaciones de chaperonas humanas segtn se indica. Se muestran
los porcentajes obtenidos tras 60 min de reactivacion. E, velocidades de
reactivacion correspondientes al ensayo en D.

31B), tras una hora de incubacién en presencia de Hsc70 (2 uM) y DnalB1 (1 uM). Sin
embargo, al elevar la concentracién de Apg2AC a 2uM, se observd un descenso del 23%
de la cantidad de LUC renaturalizada por parte del sistema. Al analizar las velocidades
iniciales de reactivacidn del sustrato (Figura 4.31C), se encontrd que Apg2AC era mas
lenta que Apg?2 silvestre a cualquiera de las concentraciones empleadas, especialmente
a 2 uM con una reduccion de la velocidad de aproximadamente un 50%.

Cuando la desnaturalizacién térmica de LUC se llevd a cabo en ausencia de Apg2 o
Apg2AC (Figura 4.31D y E), observamos de nuevo una reactivaciéon 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 seccidn anterior, el aumento de la concentracién de Apg2 tuvo un efecto perjudicial
en la reactivacidn de los agregados, observandose una reduccion de aproximadamente
el 30% tanto de rendimiento como de velocidad de reactivacion. Este efecto fue mucho
mas pronunciado para el mutante Apg2AC, con una reduccidn de la reactivacidn de LUC
cercana al 90%. A pesar de esto, el mutante mostro una velocidad de reactivacién
similar a la observada para la proteina silvestre a la concentracion inferior de 0,4 uM.

Estos resultados demuestran que la delecién de la extension C-terminal de Apg2 no
impide su interaccién con sustratos desplegados, logrando protegerlos frente a la
agregacion. Sin embargo, la posterior reactivacion del sustrato protegido muestra una
dependencia negativa con la concentracidn superior a la observada para la proteina
silvestre.

4.3.4.2.- Reactivacion de agregados de LUC y G6PDH.

Aligual que en la seccidén anterior, los estudios de reactivacion 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 uM) desnaturalizada con Urea 6 M y posterior
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dilucién del agente caotrdpico, y G6PDH (2,5 uM) desnaturalizada a 502C durante 30
minutos (Figura 32A). Se observd un comportamiento similar de la reactivacion de los
agregados de ambos sustratos por Hsc70 y DnalBl en presencia de Apg2AC. A
cantidades subestequiométricas (0,2 y 0,4 uM), el mutante de delecién Apg2AC
estimuld el replegamiento de los polipéptidos agregados de modo mas eficaz que Apg2
(Figura 4.32B-E). Asi, a 0,2 uM las velocidades de reactivacién de agregados de LUC y
G6PDH en presencia del mutante de eliminacién se incrementaron un 45% y un 28%,
respectivamente, respecto a las de Apg?2 silvestre. Este resultado es sorprendente si
tenemos en cuenta que la afinidad de Apg2AC por Hsc70 deberia dificultar su
asociacién a concentraciones bajas en mayor medida que para la proteina silvestre y,
como resultado, ralentizar mas el ciclo funcional para el mutante. A partir de 1 uM, la
concentracién elevada de Apg2 produjo un efecto pernicioso en el replegamiento de
los agregados, como hemos observado anteriormente. La inhibicién de la reactivacion
fue mas acuciada para Apg2AC. Asi, la velocidad de reactivaciéon a 5 uM 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:Apg2AC, que deberia ser compensado al elevar la concentracion del mutante.

Estos resultados sugieren que la eliminacién de la extension C-terminal de Apg2
provoca una regulacién de la actividad replegadora del sistema de chaperonas
humanas Hsc70/DnalB1/Apg2 que no concuerda con los efectos esperados de la
disminucién de la afinidad para asociarse a Hsc70. Por tanto, deben considerarse otros
efectos adicionales ligados a la extensién C-terminal de Apg2.

Figura 4.32 (pdgina siguiente): Reactivacién de agregados de LUC y G6PDH por
Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2AC. A, representacion esquemdtica de la
formacion de agregados de LUC y G6PDH y los ensayos de reactivacion por
diferentes combinaciones de las chaperonas humanas. B y C, cinética de
reactivacion de agregados de LUC (B) y G6PDH (C) por Hsc70/DnalB1/Apg2
(paneles superiores) o Hsc70/DnalB1/Apg2AC (paneles inferiores) a
concentraciones crecientes segun se indica. D y E, velocidades iniciales de
replegamiento de LUC (D) y G6PDH (E) por Hsc70 y DnaJB1 en presencia de Apg2
(simbolos blancos) o Apg2AC (simbolos grises). Se muestran valores promedio y
desviaciones estandar de cuatro ensayos independientes.
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Figura 4.33: Interaccion de las chaperonas humanas con agregados de G6PDH.
A, asociacion de las chaperonas humanas a agregados de G6PDH a
concentraciones crecientes de Apg2 (panel superior) o Apg2 AC (panel inferior).
Como control se realizd el mismo ensayo con G6PDH nativa. Las concentraciones
de Hsc70 y DnaJB1 fueron 2 y 0,5 uM, respectivamente. Se cargd 1 ug de cada
proteina como referencia para la cuantificacion. B, cantidad de Hsc70 unida al
agregado de G6PDH expresada como relacion molar frente al sustrato en
presencia de Apg2 (circulos blancos) y Apg2AC (circulos grises).

4.3.4.3.- Interaccion de Hsc70 con agregados de G6PDH en presencia de Apg2AC.

Como se ha demostrado en la seccidén anterior, la cantidad de Hsc70 asociada a los
agregados de G6PDH correlaciona con su reactivacion y, por tanto, Hsc70 es la
chaperona determinante en el rendimiento final. Por ello, se estudié el efecto Apg2AC
en la asociacion de Hsc70 con agregados de G6PDH en presencia de DnaJB1. Del mismo
modo que en la seccidn previa, se emplearon agregados formados tras la
desnaturalizacion de G6PDH (10 uM) a 502C durante 30 minutos que se incubaron
posteriormente durante 10 minutos a 302C con Hsc70 (2 uM), DnaJB1 (0,5 uM) y
concentraciones crecientes de Apg2AC, usando Apg2 silvestre como control. Las
proteinas coprecipitadas con el agregado se separaron por ultracentrifugacién y se
analizaron y cuantificaron por electroforesis en geles desnaturalizantes y densitometria
(Figura 4.33A). Los resultados mostraron que la dependencia de la cantidad de Hsc70
asociada con los agregados fue similar para Apg2AC y Apg2, observandose una
estimulacidn a concentraciones inferiores a 0,4 uM y una inhibicidon progresiva de la
unién de la chaperona al subir la concentracidn (Figura 4.33B). Coincidiendo con los
resultados de reactivacion de los agregados, la cantidad de Hsc70 unida al sustrato fue
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un 16% superior en presencia de Apg2AC a 0.4 uM, respecto a la proteina silvestre. Sin
embargo, la asociacién de Hsc70 se redujo mas para el mutante a concentraciones
elevadas, siendo un 24% inferior a 10 uM.

4.3.4.4.- Efecto de la extension C-terminal en la estimulacidon de la actividad ATPasa
de Hsc70.

A continuacién, se estudido como como la delecidn de la extension C-terminal de Apg2
afectaba la actividad ATPasa del sistema de chaperonas. Para ello se determiné la
actividad de mezclas de Hsc70 (2 uM) y concentraciones crecientes de Apg2 o Apg2AC,
en ausencia o presencia de DnaJB1 (0,5 uM). Como se ha demostrado en la seccién
previa, la activacion de la ATPasa de Hsc70 se interpreta mas apropiadamente
siguiendo el incremento de la actividad total del sistema (AATPasa), restando el
incremento proveniente de la actividad intrinseca de Apg2 o Apg2AC (Figura 4.34). A
todas las concentraciones ensayadas, el mutante de delecién Apg2AC estimuld la
actividad hidrolitica de Hsc70 con mayor eficacia que la proteina silvestre,
obteniéndose actividades alrededor de un 20% superiores, tanto en ausencia como en
presencia de DnalB1.
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Figura 4.34: Actividad ATPasa del sistema de chaperonas humano a
concentraciones crecientes de Apg2 y Apg2AC. A y B, valores de AATPasa de
mezclas de Hsc70 (2 uM) y concentraciones crecientes de Apg?2 (circulos blancos)
0 Apg2 AC (circulos grises), en ausencia (A) y presencia de DnaJB1 (0.5 uM) (B).
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Figura 4.35: Actividad NEF de Apg2 y Apg2AC. A, representacion esquemadtica
de los ensayos de intercambio de nucledtido. B, registro del descenso de la
intensidad de fluorescencia del MABA-ADP al liberado de Hsc70 por intercambio
por ATP. B, constantes de disociacion del MABA-ADP unido a Hsc70 a

concentraciones crecientes de Apg2 (circulos blancos) y Apg2AAS (circulos
negros).

4.3.5.- Efecto de la extension C-terminal en el intercambio de nucleétido.

Finalmente, se realizaron ensayos de cinética rapida mediante flujo detenido para
estudiar la actividad de intercambio de nucledtico del mutante Apg2AC. 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
siguié un protocolo experimental como el mostrado en la Figura 4.35A, empleando
concentraciones de Apg2 y Apg2AC en el rango 0,1-0,4 uM, para evitar una hidrdlisis
de ATP no deseada. Ademas, estas proteinas 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 Apg2AC estimula el
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intercambio de nucledtido 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 nucleétido en Hsc70, lo que, a su vez, permite una actividad dptima del
sistema de chaperonas.
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Funcidn de la extension C-terminal de Apg2
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5. DISCUSION

En esta Tesis se ha estudiado la regulacidn 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 extensidon C-terminal de esta. Se ha demostrado
que Hsc70 es capaz de reactivar sustratos desplegados y agregados en colaboracion
Unicamente con DnalJB1 (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 reactivacion 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
sumaria a la de Hsc70 y DnalB1 para reactivar sustratos proteicos de forma eficiente.
Esta hipdtesis estaria relacionada con la homologia estructural entre las chaperonas
Hsp70y Hsp110. Sin embargo, se desconoce con precision si también existe homologia
funcional entre estas chaperonas. Estudiar la actividad funcional de Apg2 dentro del
sistema de chaperonas que forma con Hsc70 y DnalJB1 es el objetivo principal de esta
Tesis. Ademds, teniendo en cuenta que la proteina homdloga Sselp (Hspl110 de
levaduras) no es capaz de estimular la actividad desagregasa de Ssalp (Hsp70)/Ydj1
(Hsp40), la cual depende estrictamente de la presencia de Hsp104 (Hsp100) (Rampelt
et al. 2012), la actividad replegadora de Apg2 podria estar relacionada con la presencia
de los dominios divergentes en la Hsp110 humana, mas grandes y complejos. Por tanto,
se necesita un estudio detallado de la funcion 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 agregacién
de manera eficiente, como hemos observado con Luc sometida a condiciones de estrés
térmico, y mantenerlos en una conformacién que, posteriormente, puede ser
reactivada eficientemente. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis no
apoyan la existencia de una actividad desagragasa intrinseca en Apg2: primero, la
presencia de Hsc70 es indispensable para el replegamiento de la luciferasa protegida
de la agregacion; segundo, la actividad ATPasa de Apg2 no es necesaria para la
reactivacién de agregados proteicos; tercero, Apg2 apenas interacciona con agregados
proteicos, a diferencia de Hsc70; y cuarto, la solubilizacién y reactivacion eficaz de los
agregados solo ocurre a concentraciones subestequimétricas de Apg2. Por lo tanto,
nuestros resultados sugieren que Apg2 desempefia un papel catalitico, actuando
posiblemente como un intercambiador de nucledtido “especializado” para Hsc70,
como sugieren otros autores (Andréasson et al. 2008; Andréasson et al. 2008; Polier et
al. 2008; Schuermann et al. 2008). La cuestion que se debe resolver es, entonces, qué
efectos funcionales de Apg2 subyacen bajo el término “especializado”.



5.1 Regulacidn de la actividad chaperona de Hsc70 por Apg2 y DnalB1.

El proceso de solubilizacidn y reactivacién 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 cuestidon, pues su reactivacién
depende de su tamafio, estabilidad y conformacidn (Seccién 4.1 de Resultados); el
correcto funcionamiento de la actividad ATPasa de Hsc70 (Figura 4.22B); las
concentraciones relativas de Apg2 y DnalB1, pues son las encargadas de acelerar el
proceso mediante el intercambio de nucleétido y la activacién de la ATPasa en Hsc70,
respectivamente (Figura 4.23); y finalmente, la interaccion de las chaperonas con la
superficie del agregado a reactivar. En relacién con este ultimo 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
solubilizacidon del agregado depende de la cantidad de Hsc70 unida y que todos los
polipéptidos extraidos se repliegan en las condiciones éptimas, como se ha demostrado
para el sistema desagregasa bacteriano (Fernandez-Higuero et al. 2018; Fernandez-
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 (Acebrén et al.
2008), en esta Tesis se demuestra que el proceso de reactivacion de agregados
proteicos por parte de las chaperonas humanas es un proceso secuencial en el que en
primer lugar DnalB1 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
unién previa de DnalB1 es esencial para promover la interaccién de Hsc70 con el
agregado de forma efectiva, aumentando en torno a cinco veces la cantidad unida
(Figura 4.17). Dado que DnalB1 promueve la hidrdlisis 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
conformacion nativa o volver a unirse a Hsc70 en caso de ser necesario. Asi, la
disociacion de los complejos de Hsc70 con el sustrato agregado deberia estar acelerada
por el rol candnico de Apg2 como intercambiador de nucleétido 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: Regulacion de la ATPasa, union de Hsc70 a los agregados y su
plegado por Apg2. Comparacion de la actividad de la ATPasa (negro), union de
Hsc70 a los agregados de G6PDH (verde) y su replegamiento (rojo) a
concentraciones crecientes de Apg2 (A), Apg2AAS (B) y Apg2AC (C). Los datos se
han normalizado tomando como 100% el valor mdximo 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: DnalB1, que activa la hidrdlisis
de ATP, y Apg2, que devuelve a Hsc70 a su conformacién unida a ATP al estimular el
intercambio de nucleétido (Figura 5.2). De todos los posibles estados de Hsc70
dependientes de nucledtidos del ciclo ATPasa, solo el estado Hsc70(ATP) puede
transferirse al agregado por la accién de DnalB1 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 aqui que,
aunque la unién 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 unién a la superficie del agregado de en torno al 40% del total de Hsc70
en el medio, alcanzdndose una relacion molar entre Hsc70 y agregado
aproximadamente ocho veces mayor a la descrita para el sistema bacteriano
(Fernandez-Higuero et al. 2018). Este hecho es importante ya que podria tratarse de
un mecanismo de compensacion ante la ausencia en el genoma humano de
desagregasas de la familia Hsp100, indispensables para la reactivacién de agregados en
bacterias y levaduras.
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Figura 5.2: Ciclo ATPasa de Hsc70 y su interaccion con agregados proteicos. El

ciclo de union de ATP y su hidrdlisis por Hsc70 (flechas verdes) se ve estimulado
por las cochaperonas DnaJB1 y Apg2, que actuan estimulando la hidrdlisis y el
intercambio pos hidrdlisis de ADP por ATP, respectivamente. Las flechas rojas
indican los procesos que ralentizan el ciclo hidrolitico favorecidos a
concentraciones altas de Apg2. Las moléculas de DnaJB1 unidas a los agregados
(A) facilitan la unién de Hsc70(ATP) a su superficie (flechas naranjas). La accion
de Apg2 favorece la union de ATP y la liberacidn del sustrato que puede plegarse
en su conformacion nativa (S).

Por lo expuesto anteriormente, se deduce que la etapa limitante del proceso de
reactivacion se encuentra definida por la cantidad de moléculas de Hsc70 capaces de
unirse al agregado, es decir de la poblaciéon de Hsc70(ATP). Para que Hsc70(ATP) se
mantenga en niveles 6ptimos, la relacién en las concentraciones de DnalJB1 y Apg2
deben encontrarse balanceadas. De esta manera, cualquier fluctuacion fuera del rango
optimo de dichas concentraciones conlleva la desregulacién del sistema que, en la
mayor parte de los casos, resulta en una inhibicidn de la capacidad reactivadora de
Hsc70. Esto esta evidenciado por los ensayos en los que se ha titulado la concentracién
de las cochaperonas (Figuras 4.16 y 4.23 de Resultados). Como se ha observado para
otras proteinas 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 DnalB1 resultan perjudiciales para la actividad de Hsc70, siendo los efectos
mayores en ausencia de Apg2 (Figura 4.23 de Resultados). No estd claro el motivo por
el cual las chaperonas Hsp40 inhiben la reactivacién de agregados a concentraciones
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altas, pero se ha asociado a la posible ocupacién de sitios de unién en la superficie del
agregado y con efectos adversos en pasos subyancentes relacionados con el
replegamiento de los polipéptidos extraidos (Acebrén et al. 2008; Celaya et al. 2016).
Ademas, la hidrdlisis acelerada de ATP provocada por la concentracién elevada de
DnalB1 en el medio podria dificultar la transferencia de Hsc70 al agregado,
dependiente Unicamente de las moléculas de DnalJB1 asociadas a él (Figura 5.2). Del
mismo modo, el aumento de la concentracién de Apg2 tiene un gran impacto negativo
en la reactivacion de agregados y en la interaccién de Hsc70 con los mismos (Figuras
4.16 y 4.17 de Resultados), lo que también se ha observado para otras proteinas NEF
(Celaya et al. 2016; Géssler 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 disociacion de Hsc70 del agregado y, en general, se ha asociado a una
reduccion de la capacidad replegadora de Hsp70 por la modificacion del tiempo que el
sustrato proteico pasa unido a la chaperona (Gassler et al. 2001; Sugimoto et al. 2008).
Nuestros datos indican que solo cuando la concentracion de Apg2 presente en el medio
es subestequiomeétrica con respecto a la de Hsc70, la reactivacidn es eficiente. En estas
condiciones, la relacién molar Apg2:Hsc70 en la superficie del agregado es 1:80, lo que
pone de relevancia el papel catalitico de Apg2. Este dato apoya la hipétesis del rol de
las chaperonas Hspl110 como NEF especializados en la extraccién de polipéptidos
desplegados, frente a una actividad mecdnica sobre los polipéptidos agregados en
cooperacion con Hsc70.

La diferencia principal entre la regulacion del sistema de Hsc70 humana por Apg2 frente
a otros NEFs no relacionados reside en la regulacién 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 DnalB1 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 mas evidente a
concentraciones de Apg2 superiores a 5 uM. 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 Bagl y HspBP1
humanas, y GrpE bacteriana, respectivamente, alcanzando una saturacién en un rango
de concentracidn similar al utilizado aqui (Flahertyet al. 1990; Ung et al. 2013; Yan et
al. 2011).Por lo tanto, el efecto inhibitorio de la actividad ATPasa de Hsc70 es especifico
de las Hsp110 humanas. La pregunta, entonces, es cémo inhibe el ciclo de ATPasa de
Hsc70 la alta concentracion de Apg2. Debido al papel de Apg2 como NEF de Hsc70, el
punto mas razonable para detener el ciclo seria el proceso de intercambio de ADP/ATP,
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gue consiste basicamente en la union de Apg2 a Hsc70(ADP), la disociacién del ADP y
la unién de ATP, concomitante con la disociacion del complejo (Figura 5.1). Sin embargo
ninguna de estas etapas puede explicar la reduccion de la tasa de hidrdlisis de ATP: 1)
la formacion del complejo Hsc70(ADP):Apg2 esta favorecida a concentraciones altas de
Apg?2 (figura 4.13, Resultados); 2) los ensayos de intercambio de ADP muestran que la
disociacion de ADP aumenta y se satura con la cantidad de Apg2 (Figura 4.20 de
Resultados); 3) la disociacion del complejo Hsc70:Apg2 tras la unidon de ATP es
intrinsecamente independiente de la concentracidn de las proteinas. Una explicacién
posible de la inhibicién de la actividad ATPasa seria la asociacién de Apg2 a Hsc70(ATP),
como se ha observado para Hsp105 humana y Ssel de levaduras (Rauch y Gestwicki
2014; Raviol, Bukau y Mayer 2006) . Este evento de unién estaria favorecido a altas
concentraciones de Apg2 y podria provocar la liberacién prematura de ATP antes de la
hidrélisis (Figura 5.1, flechas rojas), lo que reduciria la actividad ATPasa. En este
modelo, se establece una competicidn entre Apg2 y DnalB1 para unirse a Hsc70(ATP),
promoviendo la estimulacién del ciclo conformacional de Hsc70 y su actividad
chaperona a relaciones molares Apg2:DnalB1 bajas, mientras que el aumento de la
concentracién de Apg2 favoreceria la disociacién del ATP y la inhibicién del sistema. Al
disminuir la poblacidon de Hsc70(ATP), la conformacién competente para ser reclutada
al agregado por DnalB1, Apg2 inhibiria también el replegamiento de agregados a
concentraciones altas. Este modelo explica la ralentizacion de las cinéticas de
disociacion del péptido FT7 observadas a concentraciones altas de Apg2 (Figura 4.18
de Resultados): la disociacién del ATP de Hsc70 aumentaria la poblacién de la
conformacién apo, capaz de unir péptidos que fueron previamente liberados por la
unién de ATP. De este modo, se estableceria un proceso secundario de asociacion
favorecido a concentraciones altas de Apg2, que se opondria a la disociacion del
péptido. El modelo propuesto asocia la actividad ATPasa al replegamiento ya que la
competicion entre DnalB1 y Apg2 por unir Hsc70(ATP) afecta a ambos procesos. Sin
embargo, no existe una correlacién directa entre la actividad ATPasa y la actividad
chaperona del sistema Hsc70/DnalB1/Apg2, como también se ha observado para los
homdlogos bacterianos (Chang 2010). Asi, la inhibicién de la actividad ATPasa del
sistema se observa a concentraciones de Apg2 mucho mas altas que las que resultan
inhibitorias para el replegamiento (Figura 5.1). Es posible que la competicidon entre
DnalB1 y Apg2 no tenga tanto efecto sobre la actividad ATPasa, un proceso mucho
menos sensible a la poblacion de Hsc70(ATP) que el replegamiento de agregados, por
lo que su inhibicion requiera concentraciones mucho mayores de Apg2.

En resumen, los datos obtenidos en esta Tesis indican que: 1) el factor limitante del
proceso de reactivacion de agregados proteicos se encuentra definido por la poblacién
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de Hsc70(ATP), la conformacion que puede ser transferida al agregado por DnalB1; 2)
Apg?2 acelera el intercambio de ADP/ATP en Hsc70 libre aumentando la poblacién de
Hsc70(ATP), lo que favorece la asociacion de la chaperona al agregado; 3) la
reactivacidn se produce de manera eficiente a relaciones subestequiométricas de Apg2
con respecto a DnalB1; 4) a concentraciones altas de Apg2 se puede dar un proceso de
asociacién a Hsc70(ATP) que provoca la liberacidn del ATP, lo que se traduce en una
inhibicion de la actividad ATPasa del sistema y del replegamiento. El mantenimiento de
la funcionalidad del sistema Hsc70 in vivo esta asegurado por una regulacién 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 Funcidn de los dominios AS y la extensiéon C-terminal en la formacién de los
complejos Hsc70:Apg2.

Los estudios realizados con los mutantes Apg2AAS y Apg2AC demuestran que ambos
dominios estan implicados en la interaccién de Apg2 con Hsc70. El andlisis realizado
mediante SPR y electroforesis nativa de la formacién del complejo Hsc70:Apg2 con la
proteina silvestre muestra que:

1.- Apg2 interacciona con Hsc70 con una Ky de, aproximadamente, 150 nM en
ausencia de nucleétidos (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 interaccion.

3.- Cuando Apg2 y Hsc70 se incuban en presencia de ATP durante el tiempo
necesario para que se produzca la hidrélisis completa del nucleétido, se forma
un complejo de alta afinidad con una K4 de aproximadamente 4 nM (Figura 4.30
de Resultados).

4.- La afinidad de Apg2 por el NBD de Hsc70 es menor que por la proteina entera,
con una reduccion de la K4 del complejo a 1,8 uM (Figura 4.13 de Resultados).

En conjunto, estos resultados indican que el complejo de alta afinidad entre Hsc70 y
Apg2 requiere la unién de nucledtidos y sugieren que es asimétrico con respecto al
nucledtido unido, de modo que Hsc70 se encuentra en estado apo o asociada a ADP,
mientras que Apg2 estd unida a ATP. Esta hipdtesis esta respaldada por las estructuras
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cristalinas de los complejos Hsp70:Hsp110 resueltas, en las que ambas proteinas se
encuentran unidas a nucledtidos diferentes (Polier et al. 2008; Schuermann et al. 2008).
A pesar de la dependencia de nucledtidos para la formacidn del complejo Hsc70:Apg2
de alta afinidad, observamos que las proteinas también interaccionan en forma apo, lo
que puede deberse a la flexibilidad conformacional inherente de estas conformaciones,
pero, en las condiciones asimétricas de nucledtido, la afinidad del complejo aumenta
significativamente con una Ky de 4 nM frente a 150 nM en conformacién apo. La
configuraciéon asimétrica del complejo supone que la hidrdlisis de ATP por Apg2 debe
inhibirse al formar el complejo, lo que esta de acuerdo con que ni la estimulacién 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 Ssal:Ssel de levaduras, varios residuos del NBD de
Ssal contactan con el ATP unido a Ssel (Polier et al. 2008), lo que puede estar
relacionado con el requisito del nucleétido para formar el complejo y la inhibicién de
su hidrélisis. Finalmente, los SBDs de Hsc70 bovina y Ssel se encuentran proximos en
el espacio, pero no participan en la interaccién entre ambas proteinas en la estructura
del complejo (Schuermann et al. 2008) . Sin embargo, la eliminacidn del SBD de Ssal
reduce moderadamente la afinidad del complejo con Ssel (Polier et al. 2008; Raviol et
al. 2006). En el caso de las proteinas humanas, la reduccion de afinidad al estudiar la
interaccion de Apg2 con el NBD de Hsc70 es mucho mas importante (unas 10 veces) y
sugiere que los SBDs estan involucrados en la formaciéon del complejo mediante
contactos directos. Una posibilidad alternativa, que no puede ser descartada, es que la
conformacién de Hsc70 que interacciona con alta afinidad con Apg2 dependa de la
comunicacion alostérica entre el NBD y SBD. De este modo, la eliminacién del SBD
reduciria la afinidad al modificar la interfase alostérica de Hsc70.

Los resultados obtenidos sobre la formacién de complejos entre Hsc70 y los mutantes
Apg2AAS y Apg2AC demuestran que el dominio AS y la extensidon C-terminal de Apg2
estan involucrados en la interaccidon entre ambas proteinas, pero la regulan de forma
diferente. Mientras que el AS disminuye la afinidad de Apg2 por Hsc70 en cualquier
estado nucleotidico de las proteinas, la extension C-terminal la aumenta de forma
dependiente de nucledtidos. La eliminacidn del AS provoca un incremento de 3 veces
en la afinidad observada para la formacién de los complejos entre ambas chaperonas
en estado apo (Figura 4.13 de Resultados). La afinidad mayor del mutante Apg2AAS por
Hsc70 también se observd en presencia de nucledtidos como se demuestra en los
experimentos de competicion con Apg2 silvestre analizados por electroforesis nativa y
medidas de la actividad ATPasa, aunque no se pudieron determinar con fiabilidad las
constantes de disociacion de estos ensayos (Figuras 4.14 y 4.24 de Resultados). Por el
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contrario, la eliminacién de la extension C-terminal no tiene ninglun efecto en la
afinidad del complejo cuando las proteinas 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 Apg2AC por
Hsc70 fue muy similar a la observada en apo, con Kgs 192 nM frente a 151 nM,
respectivamente. Estas Kgs son, a su vez, similares a la obtenida para el complejo con
Apg2 silvestre en ausencia de nucledtidos (148 nM). Por tanto, la ganancia de afinidad
del complejo asimétrico con Apg2 silvestre (Ks = 4 nM) depende directamente de la
extension C-terminal. De acuerdo con nuestros resultados, la delecidn de la extension
C-terminal de Ssel, mucho mas corta, también reduce la afinidad por Ssal (Dragovic et
al. 2006) . Estos datos también sugieren que la extension C-terminal de Apg2 sufre un
cambio conformacional dependiente de la unién de ATP que promueve su interaccion
con Hsc70. Sin embargo, no observamos ningiin cambio conformacional significativo
con Apg2 aislado tras la unién de nucleétidos (Figura 4.28 de Resultados), de acuerdo
con resultados publicados (Raviol et al. 2006). Dado el caracter desordenado de la
extension C-terminal, es plausible que un cambio conformacional de esta regidn
proteica no pueda ser detectado por las técnicas utilizadas (CD y protedlisis parcial).
Alternativamente, el cambio conformacional de este segmento de Apg2 podria
depender de la presencia del NBD de Hsc70, de modo que solo tiene lugar cuando se
forma el complejo. Es importante mencionar aqui, que mediante un analisis de
perturbacién de desplazamiento quimico por RMN, realizado por otros miembros del
grupo de investigacién en colaboracién con el grupo del Dr. Oscar Millet del CIC
Biogune, se ha demostrado que la extension C-terminal de Apg2 interacciona
directamente con el NBD de Hsc70 (manuscrito en preparacién 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 Ssel aislada o en
complejo con el NBD de Ssal, este dominio, mucho mas pequefio en la proteina de
levadura, se encuentra desordenado (Liu et al. 2007; Polier et al. 2008), pero forma una
horquilla B en complejo con una construccién de Hsc70 bovina que contiene el NBD y
un fragmento del SBD, que se situa muy préxima a este ultimo (Schuermann et al.
2008). Por otro lado, nuestros resultados muestran que la diferencia de afinidad entre
Apg?2 silvestre y Apg2AAS 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 podrian ser reconocidas como pseudosustrato por Hsc70 vy
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:Apg?2 al
interaccionar con el SBD de Hsc70. Posiblemente esto se consigue mediante la
modificacién de la interfase alostérica entre NBD y SBD de Hsc70 para favorecer una
conformaciéon que interaccione con Apg2 con menor afinidad. Otra posibilidad es que
la interaccién del AS con el SBD de Hsc70 modifique o suprima otras interacciones
estabilizantes del complejo. Mediante este tipo de mecanismos, el AS podria actuar
como un interruptor molecular en respuesta a la unién de nucledtidos para facilitar la
disociacién del complejo entre Hsc70:Apg2, favoreciendo, de este modo, la progresion
del ciclo de la chaperona.

5.3. Efecto del AS y la extensidon C-terminal de Apg2 en la actividad chaperona de
Hsc70.

Los dos dominios divergentes de Apg2, el AS y la extensién C-terminal, tienen efectos
marcados sobre la funcionalidad del sistema de chaperonas formado por
Hsc70/DnalB1/Apg2, que correlacionan con su implicacidn en la interaccidn con Hsc70.
En el caso del AS, el mutante Apg2AAS provoca una inhibicién abrupta del ciclo ATPasa
a concentraciones superiores a 1 UM vy, a su vez, de la reactivaciéon 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 uM, para el mutante
Apg2AAS esto solo ocurre a 0,2-0,4 uM (Figura 5.1A y B). A concentraciones superiores
a 5 uM, Apg2AAS inhibe totalmente la actividad replegadora del sistema que
correlaciona con la supresion casi total de la unién de Hsc70 al agregado. La inhibicién
de ambas actividades es compatible con el modelo propuesto en la Figura 5.2,
considerando que la eliminacién del AS favorece mucho la reasociacién de Apg2 con
Hsc70(ATP). Asi, Apg2AAS promoveria una mayor liberacién del ATP antes de la
hidrélisis que la proteina silvestre, frenando la actividad del sistema a concentraciones
mucho menores. Esta hipétesis estd de acuerdo con los experimentos de competicion
entre Apg2 y Apg2AAS 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 nucleétidos. Ademas, en presencia de una
cantidad inhibitoria de Apg2AAS, la recuperacion de la actividad replegadora del
sistema por DnaJB1 ocurre a concentraciones mayores que para la proteina silvestre
(Figura 4.23 de Resultados), lo que sugiere que el mutante truncado compite mejor con
DnalB1 por unirse a Hsc70(ATP) que Apg2. Ambos ensayos apoyan la hipdtesis 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 disociacién de
los complejos Apg2:Hsc70 y, especialmente, de los que Apg2 puede formar con
Hsc70(ATP) para favorecer la interaccién de la chaperona con DnalB1 vy facilitar la
progresion de su ciclo funcional.

En cuanto a la extensién C-terminal de Apg2, el efecto funcional mas destacable, que
se ha observado tras su delecidn, es un incremento de aproximadamente 1,6 veces de
la velocidad de intercambio de nucledtido en el rango de concentraciones estudiado
(Figura 4.35 de Resultados), debido a la interaccion directa de este segmento con el
NBD de Hsc70. De manera diferente, la eliminacion de los ultimos 44 residuos de Ssel
abolié completamente el intercambio de nucleétidos in vitro (Dragovic et al. 2006). Sin
embargo, el mismo mutante pudo complementar el fenotipo sensible a la temperatura
de una cepa de levadura sselA (Shaner et al. 2004), lo que posiblemente requiere una
actividad NEF funcional. La discrepancia entre estos dos trabajos sefiala que el papel
preciso del segmento C-terminal de Ssel todavia estd mal definido. El incremento
moderado de la actividad NEF de Apg2AC se corroboré mediante otros ensayos
funcionales en los que, en comparacion con la proteina 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 reactivacion de agregados proteicos a
concentraciones de Apg2AC inferiores a 0,4 uM (Figura 4.32 de Resultados), y; iii) una
inhibicidn mas rapida de la reaccidn de replegamiento de proteinas a medida que se
aumenta la concentracion de Apg2AC (Figura 4.32 de Resultados). Cabe sefialar que las
diferencias pequefias, pero significativas, con Apg2 silvestre en intercambio de
nucledtidos, ATPasa y replegamiento de agregados en presencia de Apg2AC estan
posiblemente condicionadas por la afinidad significativamente menor del mutante por
Hsc70 que limita la interaccion con la chaperona, especialmente a concentraciones
bajas. Un aumento del intercambio ADP/ATP debe ser favorable para la actividad
ATPasa a cualquier concentracidn de Apg2, ya que facilita la progresion del ciclo. Esto
esta de acuerdo con que proteinas con menor actividad NEF como Bagl (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 mas
rapido a bajas concentraciones de Apg2AC, que posiblemente compensa la deficiente
interaccion con Hsc70. Como se ha discutido anteriormente, el aumento del
intercambio de nucledtidos al elevar la concentracién de las proteinas NEF inhibe el
replegamiento de agregados (Celaya et al. 2016; Gassler et al. 2001; Rg et al. 1997,
Sugimoto et al. 2008; Tzankov et al. 2008), por lo que es esperable que Apg2AC inhiba
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esta actividad a concentraciones menores que la proteina silvestre. Es importante
mencionar que la cantidad de Hsc70 unida al agregado no correlaciona con su
reactivacién para Apg2AC, como se observa para Apg2 silvestre y Apg2AAS (Figura 5.1),
lo que sugiere que no se repliegan todos los polipéptidos que son extraidos del
agregado por Hsc70. Posiblemente, el exceso de intercambio ADP/ATP reduzca el
replegamiento de los polipéptidos extraidos por una liberacién prematura de Hsc70,
como se ha sugerido (Gassler et al. 2001; Sugimoto et al. 2008). Algo similar se puede
observar a concentraciones superiores a 5 UM de Apg?2 silvestre.

La concentracion absoluta de las chaperonas humanas in vivo es desconocida, pero
Apg2 es alrededor de 10 a 30 veces menos abundante que Hsc70 en condiciones
fisioldgicas (Finka et al. 2015; Hageman et al. 2011). En proporciones aproximadamente
similares de Hsc70:Apg2, hemos demostrado que el mutante Apg2AC es un NEF mas
eficiente para Hsc70 que la proteina silvestre, promoviendo una reactivacion mas
rapida de agregados de proteinas in vitro (Figura 4.32 de Resultados). Esto plantea una
pregunta intrigante: ¢ por qué las proteinas Hsp110 humanas tienen una extension C-
terminal larga en lugar de una secuencia mas corta como en Ssel de levaduras? En un
medio celular donde el conjunto de moléculas de Hsc70 tiene que realizar muchas
tareas diferentes, es muy probable que una interaccién de alta afinidad con Hsc70,
proporcionada por la extensidén C-terminal, sea esencial ya que la Hsc70 libre podria ser
escasa. De este modo, se asegura que la poblacion de Hsc70(ATP) sea la 6ptima para
ser transferida al agregado por DnalB1. En levaduras, la reactivacién de agregados se
produce en cooperacién con la potente disgregasa Hsp104 y puede que no requiera la
unién de tanta Hsp70 como en metazoos. Ademas, la extensidon C-terminal podria
desempenar 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 podrian modificar la interaccién con el NBD de Hsc70 y
regular la actividad del sistema de chaperonas.

180



Hsc70  (NEBINNNND: seo; E858-

@ @ NEF* e*
NEF NEF disociacion
C-term

extensmn
Apg2 ((INBBITINN) s0p As
L

Figura 5.3: Interacciones entre los dominios de Hsc70 y Apg2. Representacion

esquemadtica de las interacciones entre los diferentes dominios de Hsc70 y Apg2
que son importantes para la formacion del complejo y sus efectos funcionales.
La contribucidn estabilizante de la interaccion se denota por flechas y simbolos
+ verdes, mientras que la desestabilizantes por flechas y simbolos — rojos. Para
los efectos funcionales (en texto), el color verde indica una estimulaciéon mientras
que el rojo una reduccion. 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 reactivacion 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 extensidon C-terminal, que participan en la interaccion
con Hsc70, modificando la asociacién/disociacién del complejo entre las dos
chaperonas y el intercambio de nucleétidos en Hsc70 (Figura 5.3).
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6. CONCLUSIONES.

1.- Apg2 potencia la actividad reactivadora de agregados proteicos de Hsc70
estimulando la unién de la chaperona a la superficie del agregado, mediante un
mecanismo compatible con su actividad como intercambiador de nucledtidos.

2.- El subdominio acidico de Apg2 (AS) actua como un interruptor molecular que
desestabiliza el complejo con Hsc70 de modo que facilita su disociacién y la progresion
del ciclo funcional. Posiblemente el sitio de interaccién se encuentra en el SBD de
Hsc70.

3.- La extensién C-terminal de Apg2 interacciona con el NBD de Hsc70, aumentando
significativamente la afinidad el complejo de una forma dependiente de la unidn
nucledtidos.

4.- La interaccién de la extensién 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 dptima.
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