UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DEL CANCER
(CSIC-USAL)

Y&

VNiVERSiDAD
b SALAMANCA

ESTUDIOS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES
DEL DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA

Esther Ortega Portero

Bajo la direccion del doctor
Jose Maria de Pereda

Salamanca, 2012



UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DEL CANCER
(CSIC-USAL)

: I @
i CENTRO DE INVESTIGACION

DEL CANCER

ESTUDIOS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES
DEL DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Esther Ortega Portero

Bajo la direccion del doctor
Jose Maria de Pereda

Salamanca, 2012






Dr. JOSE MARIA DE PEREDA VEGA, Cientifico Titular del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas en el Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer

(CSIC-Universidad de Salamanca).

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado “Estudios estructurales y funcionales del dominio plakina de
plectina®, que presenta Dia. Esther Ortega Portero, ha sido realizado bajo su direccion
en el Centro de Investigacion del Cancer (CSIC-Universidad de Salamanca), y retine, a
su juicio, originalidad y contenidos suficientes para que sea presentado ante el tribunal

correspondiente y optar al Grado de Doctor por la Universidad de Salamanca.

Y para que conste, y a los efectos oportunos, expide el presente certificado en Salamanca a 20
de Febrero de 2012.

Fdo, Dr. José Maria de Pereda Vega



El Ministerio de Educacion y Ciencia concedid a Esther Ortega Portero una beca
predoctoral FPI (BES-2007-16463) durante el periodo Septiembre 2007-Agosto 2011
asociada a los proyectos inscritos en el Plan Nacional del Conocimiento:
“ARQUITECTURA DE HEMIDESMOSOMAS: ESTRUCTURA E
INTERACCIONES MACROMOLECULARES”  (BFU2006-01929/BMC) 'y
“BASES ESTRUCTURALES DE INTERACCIONES EN HEMIDESMOSOMAS:
INTEGRINA 064, BPAGle Y TETRASPANINA CD151” (BFU2009-08389) que

financiaron este trabajo en el laboratorio del Dr. Jose Maria de Pereda

La Organizacion Europea de Biologia Molecular (EMBO) concedié a Esther Ortega
Portero una beca para realizar una estancia corta en el laboratorio de la Dra.Carolyn
Moores, Birbeck College (Londres, Reino Unido), durante 3 meses entre Octubre 2010-

Enero 2011



Agradecimientos.

El 3 de septiembre del 2007 comencé mi tesis en el CIC con una mezcla de incertidumbre,
curiosidad, emocion. Hoy cuatro afos y medio después esos sentimientos se convierten en
felicidad y un poco de nostalgia al recordar muchos momentos vividos en este tiempo.

Es dificil escribir en tan solo unos renglones todos los agradecimientos que me gustaria
expresar. Ha habido mucha gente que me ha acompafiado durante estos afos, algunos ya
estaban antes, otros se han incorporado en el camino, pero todos han sido muy importantes
en estos cuatro afos.

En primer lugar quiero agradecer al Dr. Jose M2 de Pereda, director de esta tesis, por haberme
dado la oportunidad de hacer este trabajo en su grupo. Gracias por toda la ayuda prestada y
por todo lo que he aprendido en el laboratorio y sobretodo de cristalografia, durante este
tiempo. Gracias por tu apoyo profesional y personal.

A mis compafieras Maria y Noelia, que me han acompafiado desde el principio. Gracias a las
dos por vuestra ayuda, sin ella, muchas veces las cosas no habrian salido hacia adelante.
Especialmente quiero agradecer a Rubén toda su ayuda, gracias por ensefiarme todo lo que he
aprendido de SAXS. Gracias por tu paciencia y también tus consejos e interés, que han sido
fundamentales. Gracias Mdnica, a ti también por tus animos y porque juntos habeis sido unos
perfectos anfitriones en Suiza.

Gracias a todos los que han ido llegando al labo o han pasado por alli, a Ana, Pablo, Cris, Jose
Antonio, Sara, por su pequefa gran ayuda.

Como olvidarme de los del 19, si alli empezd todo!. Gracias a Celia y Bea, porque habeis sido
mis amigas y porque me habeis dado muy buenos momentos personales. A los que se fueron,
a Alberto y a Carlos por su ayuda con Linux. Gracias tambien a Javier por sus consejos y a Sara.

Me gustaria agradecer a Carolyn Moores por recibirme y acogerme como una mas en su grupo
en el Birbeck College. Gracias a Franck por su tiempo y dedicacién, a Adeline, Kanwal, por
contar siempre conmigo dentro y fuera del labo, a Elena por los buenos ratos en el labo y a
todos los que estaban por alli y me ayudaron con los experimentos.

Quiero dar las gracias a todos los que han compartido mi experiencia fuera del laboratorio.
Gracias a mis bidlogas, a Sara, a Ruth con ellas comencé mis pasos en la biologia y juntas
hemos recorrido este camino también, al final lo hemos conseguido!. A Vir y a Jezabel por
estar siempre aqui al ladito ddndome apoyo y por los buenos momentos que hemos vivido
juntas.

Gracias a todos los amigos que me he encontrado en Salamanca. A Rafa y a Metra por
hacerme reir tanto, por preocuparos por mi, que haria sin vosotros.., a Natalia, Tofio, Choni,
Carmen, Ernesto, Sandra, Ope, Maria, Urre, Sonsoles, por hacerme sentir del Sanjo.

Gracias a todas las proteindmanas: a Maria, Cristina, Miren, Laura, Susi, por esas semanas de
clases y viajes tan intensas y divertidas. Por todo lo que vino después. Gracias Cris, por ser una
grandisima amiga.



A mis mejores amigas que siempre me han acompafado, a Maria, a Nuria, por su apoyo,
paciencia, consejos, por todo lo vivido, sobre todo estos Ultimos afos. Siempre estaré cerca
aunque nos separe la distancia

A Esther, a Yudany, gracias por estar ahi siempre, por ser excepcionales. Gracias por hacer de
Oxford una segunda casa para mi. A Mariela porque sin ella, Londres hubiera sido muy
diferente.

Gracias a mis primos, tios, a todos los que os habeis preocupado por mi, gracias a todos por
vuestros animos.

Gracias a mis padres, porque sin ellos no seria nada. GRACIAS, os quiero mucho. Sara, ha sido
tan importante que hayas estado conmigo estos afios, gracias por hacerme la vida mucho mas
facil, no sé que hubiera hecho sin ti. Te quiero mucho, enana. Gracias a ti, David, que eres mi
mejor amigo, mi gran fortaleza y apoyo durante los Ultimos cuatro afios, gracias por estar
siempre de mi lado y a mi lado, por cuidarme y quererme tanto. Sin ti, todo esto no hubiera
sido posible.

Gracias a todos.
Ahora, reldjense y disfruten.

Va por ustedes!



Abreviaturas.

A

aa
ABD
Amp
Tris
°C
C-terminal
CCD
cDNA
cm
CCT
DMSO
Dmax
DNA
DNTB
D.O.
DTT
dF/dT
E.coli
EDTA
EGTA
EMTS
ESRF

FI

g

g

g/l

GSR
GSG
GSGSG

HDs
HEPES
His-tag
I(0)
IPTG

kb
Kd
kDa
kV

Angstrom

aminodacido

Dominio de unién a actina, del inglés Actin Binding Domain.
ampicilina

Tris-hidroximetil-aminometano.

grado centigrado

carboxilo terminal

del inglés “Charged Coupled Device”

del inglés “Complementary DNA”

centimetro

Cola C-terminal

Dimetilsulfoxido

Distancia maxima.

Acido desoxirribonucleico

5,5"ditiobis (4acido 2-nitrobenzoico).

Densidad optica

Ditiotreitol

Derivada de la fluorescencia / variacion de temperatura
Escherichia coli

Acido etilendiamino tetra-acético

Etileno Glicol Tetraacético
Etilmercuriotiosalicilato

Instalaciones europeas de radiacion sincrotron (European synchrotron
radiation facilities)

Filamentos intermedios

gravedad

gramo

relacion gramo/litro

Glicina-Serina-Arginina

Glicina-Serina-Glicina
Glicina-Serina-Glicina-Serina-Glicina

hora

Hemidesmosomas.

del inglés N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid
Purificacion en tandem con columnas de afinidad
Intensidad de dispersion a angulo cero.
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido

Kelvin

kilobase

constante de disociacion

kilodalton

kilovoltio



L
LB

1

M
mA
ml
mg
mg/l
min
mM
m/v
Ni
N-terminal
ng
nm
NSD
PCR
PDB
PEG
P (1)

PR
PRD
p/v

RNA
RMSD
RMN

SAXS

SC
SDS-PAGE

SIRAS

SR

TAE

TB
TEMED
TEV

Tm

Tris

del ingles “lower”

Luria-Bertani

litro

molar

miliamperios

mililitro

miligramo

relacion miligramo/litro

minutos

milimolar

relacion masa/volumen

niquel

amino terminal

nanogramo

nandmetro

Discrepancia real normalizada

reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase ChainReaction)
Banco de datos de proteinas (Protein Data Bank)
Polietilenglicol

Funcion de distribucion de distancias inter-atdmicas

(Pair distribution function)

Rango de datos del perfil exprerimental

Repeticion plakina (Plakin Repeat)

Dominio de repeticion plakina (Plakin Repeat Domain)
relacion peso/volumen

Radio de giro

Acido ribonucleico

Desviacion cuadratica media (Root Mean Square Deviation).
Resonancia Magnética Nuclear.

segundo

Dispersion de rayos-x a bajo angulo

(Small Angle X-Ray Scattering)

Segmento Conector

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
(Polyacrylamide gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate)
Reemplazo isomorfo simple con dispersion andomala

(Single Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering)
Repeticion de Espectrina (Spectrin Repeat)

Tampon Tris/acetato/EDTA

Terrific Broth

N,N,N’, N’- tetrametiletilen-diamina

del inglés “Tobacco etch virus”

Temperatura de desnaturalizacion (Melting temperature)
Tris(hidroximetil)-aminometano



U del ingles “upper”

ug microgramo

pg/ml relacion microgramo/mililitro

ul microlitro

Mm Micromolar

Uuv Ultravioleta

v/v relacion volumen/volumen

VM coeficiente de Matthews

x Funcion de discrepancia normalizada
€ Coeficiente de extincion molar

3D Tridimensional



Indice general Pag

INTRODUCCION ..cccinssseeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s sasssssss s ssssssssssss 1
1.- LA FAMILIA PLAKINA L.ttt ettt ettt ettt sme e st st st enesbe e b e e beenbeenreens 3
1.1.- Estructura modular de Plakinas .......cccuveeeeciiieiiiiiee s srae e et e e e 4
1.1.1.- Estructura del dominio plakina ........c..ueeeeiiiiiiiiiiieee e s 7
1.2.- Plakinas €N Mamiferos ....c.ueeiieiiiiiieiiee ettt et e 11
2.- PLECTINA Lottt ettt ettt ettt eeeeeeeeeeseeeseteeeeeeeeaaeaaeeaaeaaaaeaeeaeeaeeasaessaesesaeeesesesasannes 14
2.1.- ESTrUCLUIA @I SEN PLEC ..ottt ettt ettt ettt e ettt e e st e e satae e e sbte e e e snbaeeesnraeaesnnes 15
2.2.- Deficiencia €N PIECTING ...oii i e e e et e e e are e e e rae e e e 16
3.- HEMIDESIMOSOIMAS ...ttt ettt e ettt e e e s e e e e e e e e e s e snsbe et e e e e e sanneneeeeeeesananns 16
R R I B TN =T T aF= T o) ¢ PRSP 17
3.1.1.- Estructura de la regién citoplasmatica de la subunidad B4 .......cccceeeciiieeeeieeccciiieeee e, 18
3.2.-Interaccidn entre plectina y 1a integrina OBPA........coevvcuviiiiciiieieciiee e e evae e 19
(0121 2 1 0 23
MATERIALES Y IMETODOS ......vceueerereeneeerseeeeeesssssessessessessessessessessessessessesssssesssessessessessessenes 27
1.- PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN BACTERIA......cooviiieieeeeeeeeveveeeeeeeneens 29
1.1.- Vectores €MPIEATOS ...ccccie ittt e e e e e e e et e e e e e et a e e e e e e e annraees 30
R 01T o T [ o [l e | PSP 31
1.3.- MedioS @ CUITIVO ..ottt s s s s s 31
2.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR ....vuuremienienrinreririninisiesiesaesseseessessessessessessessessensessens 31
2.1.- Purificacion de DNA plasmidiCo ......ccoccuiiieiiiiiie ettt e tee e e e are e e e evane e e 31
2.2.- Electroforesis de DINA ... ittt ettt ettt st s e s e s b e e sneeesareesareeeas 31
2.3.- Cuantificacion de ACidOS NUCIEICOS ...c...eeeveiiiiiieiiee ettt 32
2.4.- SecuenCiaCion dE DINA ...ttt ettt e st e st e s sabeesabeesabeesbeeesabeesabeesbeeens 32
2.5.- Clonacidn de cDNAs en vectores de expresion €N E COli ......uuuucuueeeiciuieeeiiieeeeiieeeecieeens 33
2.5.1.- Clonacion de fragmentos de plectina con deleciones internas........ccccceeeveeeecciveeeecnnennn. 36
2.6.- Mutagénesis puntual dirigida .....ccueeieeciiiieiiiiee et e e e bae e e enes 37
3.- METODOS GENERALES PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS......cvoveveeeeeeeteveeeteteeeeereveeeeeeeeseseeaes 38
3.1.- TECNICas leCtrOfOrElICAS ..ouvii ettt et e s aee e sanee s 38
3.2.- Cuantificacion de ProteiNas ......cccueiiicciiie ettt e e e e e s sate e e e sbaeeeseabaeeeeanes 39

4.- EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS. ...ttt ettt eeeeeeet e e eeeeeeeaeeneeeeas 41



4.1.- Andlisis de la expresion de proteinas €N E COli ......cuuuiucuuriiiiiieeeciiee e 41

4.2.- PUrificacion de ProteiNas ......ccccccciiiiie ettt et e e e e e e rrrre e e e e s e e rraa e e e e e eeaas 41
5.- CRISTALOGRAFIA ..ottt s st s st es ettt et s st et st et s tnessseseaees 43
5.1.- Cristalizacion de ProteiNas......ccccueiiiccieii ettt s e e st e e s sbree s ssraeeesanes 43
5.1.1.- Experimentos de cristalizacion: descripcidn general........cccccoecvveeiiiiiieccciee e, 43
5.1.2.- Cristalizacion del fragmento SR3-SR4 ........uviiiiiiiiiiieee ettt e e svre e e et e e 44
5.1.3.- Cristalizacion del fragmento SRA-SR5 ........ooiiiiiiiieccieee ettt e e evae e e eearaee e 44
5.1.4.- Cristalizacion del fragmento SR5-SRE6-ASH3-A ... 45
5.1.5.- Cristalizacidn del fragmento SR5-SRE6-ASH3-B.........cooviiiiiiiiiiiiee e 46
5.1.6.- Cristalizacidn del fragmento SR7-SR8 ........uuiiiiiiiiiciiie ettt svee e ssaaae e 46
5.1.7.- Cristalizacion del fragmento SR7-SRO ........uuiiiiiiiii ettt e svae e e enane e 47
5.2.- Adquisicién y tratamiento de datos de difracCion.........cccoecviieeiiiiiii i 48
5.2.1.- Equipos de difraccion y fuentes de radiacion ..........cccceeeecieeiiiiiie e 48
5.2.2.- Procesado de los datos de difracCion .........c.ccoceeiiiiiiiiiniie e 48
5.2.3.- Caracterizacion inicial de los cristales a partir de los datos de difraccidn....................... 49
5.3.- Resolucion de estructuras: faseado ... ..cccciiiriiirieeiiiieieesieesee et 49
5.3.1.- ReeMPIAzo MOIECUIAE ..cco.eeviiiceeee ettt e e et e e e bre e e s entaeaeeanes 49
5.3.2.- Reemplazo isomérfico simple con dispersion andmala (SIRAS) ......ccceeeeevieeeccieeeeineennn, 50
5.4.- Refinado de las estructuras cristalograficas .......ccccceeceeiiiciie e 50
5.5.- Analisis de la geometria de las estructuras cristalograficas .......cccccceeeeeiieeeeeiccccciiieeee e, 51
5.6.- ANAIISIS A @STIUCTUIAS .. .eiiiiiiiiieiiee ettt ettt e et e st e sbe e sbaeesabeesabeesabaeens 52
6.-DISPERSION DE RAYOS-X A BAJO ANGULO (SAXS)..evuviiieiieeieieisiseeisesesesieesesesseesesessseseeeseenns 52
6.1.- Preparacidon de las muestras para el andlisis mediante SAXS........ccceecvieeiicieeeecciee e, 53
6.2.- Recogida de datos de dispersidon de rayos-x a bajo angulo .........ccceeeecvieiiiieieeciieeecciee, 53
6.3.- Procesado de los datos de dispersidn de rayos-x a bajo angulo (SAXS) .....cccceeevevveeeennennn. 54
6.4.- Modelado de envueltas ab initio de SAXS .......oo i 54
6.5.- Construccién de modelos atémicos del dominio plakina .......ccccccvveeevciieiiiieeeeciiee e, 55

6.6.- Calculo del perfil teérico de SAXS y parametros estructurales. Ajuste de los datos tedricos

2 105 datos eXPErIMENTAIES ....viiiii i e e s e e e e e e e e e b r e e e e e e e e eanes 55
6.7.- Ajuste de las estructuras a alta y baja resolucion........cccccoocciiiieei e, 56
7.- ENSAYOS BIOQUIMICOS........covevieeeeeeeciceceeeeeeeeesesesesesasesss s s esesesesssesasssessssssssssssssssssssesssssseens 56
7.1.- Ensayos de la interaccién plectina-B4 basado en fluorescencia......ccccveeevcveeeeiciieeeecnnenn. 56
7.1.1.- Marcaje de fragmentos de plectina con 1,5-1-AEDANS .......cooocvieieiiiiee e 56

7.1.2.- Ensayo de fluorescencia y determinacion de la afinidad de la interaccion plectina-p4.. 57



7.2.- Andlisis de la estabilidad térmica de proteinas basado en fluorescencia ..........cccceeuueee. 58

7.3.- Formacién de puentes disulfuro y determinacion de grupos tiol libres con DNTB............ 58
RESULTADOS. ...ttt ssssissssssssssssssssssssssssessssssssssss sesssss s sesss sesss s s sssas sessssssesssasssssssssesssassnsnsssans 61
1.- DISENO Y PRODUCCION DE FRAGMENTOS DEL DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA

EMPLEADOS EN ESTUDIOS ESTRUCTURALES ........oiieiiiecieeeteeeiee et e eeeee e see et eenneesnree e 63
1.1.- Primera coleccidn de fragmentos del dominio plakina de plectina........c.cccceeveiveeiiiinennnns 63

1.2.- Cristalizacién de proteinas de la primera coleccién de fragmentos del dominio plakina.. 64
1.3.- Segunda coleccidn de fragmentos del dominio plakina de plectina.........ccccceeevveeeiiineennnes 65
1.4.- Cristalizacién de proteinas de la segunda coleccién de fragmentos del dominio plakina . 67
1.5.- Fragmento adicional del dominio plaking.........cccciiiiiiiiiccciieee e 67

2.- ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE FRAGMENTOS MULTI-DOMINIO DEL DOMINIO PLAKINA

DE PLECTINA oottt ettt ettt et ettt ettt e s bt e s bt e sbeesbeesaeesme e sme e eat e et e eabesbesreeneenree s 69
2.1.- Estructura cristalografica del SR3-SR4 ......c.cuuviiiiiiiei ettt e e aee e 70
2.1.1.- Difraccidn de los cristales de SR3-SR4 y resolucion de la estructura........cccceeecvvveeeennnen. 70
2.1.2.- Descripcion de la estructura del SR3-SRA ........c..uuiiiiiieei et e e e e esrrree e e e e e eanes 73
2.2.- Estructura cristalografica del SRA-SR5 ........ueiiiiiicciieeee ettt e e e rrae e e e e anes 76
2.2.1.- Difraccidn de los cristales de SR4-SR5 y resolucion de la estructura........cccceevcvveeennnenn. 76
2.2.2.- Descripcion de la estructura del SRA-SR5 ......cccuviiiiiiiiiecieee e e vve e e esvae e 82
2.2.3.- Interaccidn entre el SR4 y el dominio SH3 .......c.oiiiiiiii e 86
2.2.4.- Conservacion de la interfase entre el SR4 y SH3 en la familia plakina ........ccccccvveeennnen. 89
2.2.5.- Estructura del pseudo-sitio de unién a ligando del dominio SH3 de plectina................. 91
2.3.- Estructura cristalografica de la region SR5-SRE6-ASH3 ........cccoviviiiiiiiiiie e 94
2.3.1.- Resolucidn de la estructura del SR5-SRE-ASH3-A ....ccouiiiiiiiiieeieeeeee et 94
2.3.2.- Resolucioén de la estructura del SR5-SRE-ASH3-B ........ccceiiiriiniinieeieeeesieeeesree e 99
2.3.3.- Descripcion de la estructura SR5-SRE6-ASH3 ........oooiiiiieiciiee e 100
2.3.4.- Comparacion de las dos estructuras de la regidn SR5-SR6-ASH3 ........ccccccvveeeciieeeennen. 103
2.4.- Estructura cristalografica del SR7-SR8 .........uueiiiiiieiiiieee ettt e errrre e e 105
2.4.1.- Difraccidn de los cristales de SR7-SR8 y resolucion de la estructura........cccceeeevveeennee. 105
2.4.2.- Descripcion de la estructura del SR7-SR8 ......ccuvviiiiiiiiiiciieeccee e 109
2.5.- Estructura cristalografica del SR7-SRO .....ccccviiiiiiiiii ettt e e 111
2.4.1.- Difraccidn de los cristales de SR7-SR9 y resolucion de la estructura.........ccccceevveeenneee. 111
2.4.2.- Descripcion de la estructura del SR7-SRO .....ccccooiiiiiieee et nrrae e 115

2.6.- Estructura individual de cada repeticidon de espectrina (SR) del dominio plakina ........... 117



2.7.- Comparacion de la organizacion relativa entre SRs del dominio plakina......................... 118

3.- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL DOMINIO PLAKINA EN SOLUCION MEDIANTE

DISPERSION DE RAYOS-X A BAJO ANGULO (SAXS) eeeeeeeeeeeeeeee e 121
3.1.- Caracterizacion estructural de la region SR3-SR5 en solucion.........ccccceeevevieeeecieee e, 122
3.1.1.- Estructura de la region SR3-SR5 en solucion a baja resolucion........ccccceeevveeeeeiiee e, 124

3.1.2.- Modelo atémico de la regién SR3-SR5 y comparacion con la estructura derivada de los

(o 1o T e (oI ) T PPPRURPPPPNY 125
3.2.- Caracterizacidn estructural de la region SR3-SR6 en solucion........cccccceeevvciiereecieeeennnnen, 127
3.2.1.- Estructura de la region SR3-SR6 en solucion a baja resolucion........ccccceeecvveeeeiieeeennnen. 129

3.2.2.- Modelo atémico de la regién SR3-SR6 y comparacion con la estructura derivada de los

(o 1o T e (oI ) TP PRPUPPRNY 130
3.3.- Caracterizacidn estructural de la region SR7-SR9 en solucion........cccccceeevvcieeeecieee e, 133
3.3.1.- Estructura de la region SR7-SR9 en solucidn a baja resolucion........ccccceeevveveeeiiee e, 135

3.3.2.- Comparacion de la estructura cristalografica y la estructura derivada de los datos de

SAXS de 13 region SRT7-SRO........ooiiiiiie ettt e e et e e e et e e e ta e e e s aaaeeeeaseeeesnsreeeeansaeeas 136
3.4.- Caracterizacion estructural de la region SR6-SR9 en solucion.......cccccceecivieeeeeeeeccnnnnennn. 137
3.4.1.- Estructura de la region SR6-SR9-B en solucion a baja resolucion.........cccccceeeeevveeennnnen. 140

3.4.2.- Modelo atdmico de la region SR6-SR9-B y comparacion con la estructura derivada de los

A0S A SAXS ...ttt e e ettt re e e sar e s e e e nnee s 141
3.5.- Caracterizacion estructural de la region SR3-SR9 en solucion.........cccccceeeeecieeeeciiee e, 143
3.5.1.- Estructura de la regidn SR3-SR9 en solucion a baja resolucion.........cccccvvveeeeeeeccnnnneenn. 145
3.5.2.- Modelo atdmico de la region SR3-SR9 y ajuste a los parametros estructurales. .......... 145

4.- ANALISIS DE LA CONTRIBUCION DEL DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA EN LA INTERACCION

CON LA INTEGRINA QBB ...ttt et e etee ettt ste e svee e aee e saae e s te e sbaeessaeesnteesnseesnneeesnseesnsens 147
4.1.- Fragmentos de plectina empleados en la caracterizacion de la interaccidn con la integrina

Bl ettt ettt ettt ettt e et e et ee et r et et en et et ene e eee e eneeean 148
4.2.- Fragmentos de la regidn citoplasmatica de la integrina f4 empleados en la caracterizacion
(o IR F- R sl =T = Toloi oY Wto] o I o] (=T o1 4 o - [0SR 149
4.3.- Analisis de la interaccidn de plectina con B ... iiiieee e 150
DISCUSION ....cucuimmininininiiiscsssssisesssssststesssssstasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssanns 153
1.- Estructura de la region central del dominio plakina.........ccccveeieiiiiiiciiciccce e, 155
1.1.- El dominio SH3 de PleCtiNG .....uuiieiiiieeieiee e e e e e e 157
1.1.1.- El pseudo-sitio de unién a ligando del SH3 de plectina estd alterado...........ccueeeunneee. 157

1.2.- La interfase SR4-SH3 incluye una agrupacion de Cys, que sugiere un posible mecanismo



1.3.- La similitud entre la interaccidon SR4/SH3 de plectina y el complejo ankirina- B-espectrina

sugiere un posible modo preferente de interaccidn a través de SRS ......cccceevecciviieeeeeeeccirineeen. 159
2.- Estructura de la regidn C-terminal del dominio plakina .........cccceeeiieiinciiiincieecee e, 160
3.- Flexibilidad en la region SR3-SR9 del dominio plakina de plectina.........cccceeeecviveeeciiee e, 162
3.1.- Diferencias entre los dominios plakina de plectina y desmoplakina..........cccceeeevveeennnnen. 163
4.- Implicaciones funcionales de la estructura del dominio plakina..........ccccoceeeeiiiieecieeennen. 165
4.1.- Contribucién del dominio plakina a la unién a la integrina B4 ......cccceeeeeecvieeeeeeeecciieeen. 166
CONGCLUSIONES ....ceoeiiiiiiiiinntieetiiiiiiiestteteiiiiissessteeeisiiissessteeesisisssssssseeesssssssssssssesssses 169

BIBLIOGRAFTA. ... eeeeeeeeeeeeeieeeeeeesteeesseesesseesesseesessesssssesesstessssessessessssesssssssessessessessssessssses 173



1.-Introduccidn

INTRODUCCION



Capitulo 1



1.-Introduccidn

1.- LA FAMILIA PLAKINA.

Las plakinas son una familia de proteinas de alto peso molecular que se expresan
en tejidos sometidos a estrés mecanico, como epitelios y musculo, donde juegan un
papel importante en el mantenimiento de su integridad. Las plakinas son proteinas
multifuncionales que interconectan los tres sistemas de filamentos del citoesqueleto:
filamentos intermedios (Fl), microtubulos y microfilamentos. Ademas, median el
anclaje de los filamentos intermedios a la membrana plasmatica a través de
complejos de adhesion asociados a membrana, como desmosomas Yy
hemidesmosomas (HDs) (Jefferson et al, 2004). Por lo tanto, se las conoce como
conectores celulares o cytolinkers. Las plakinas pertenecen a la superfamilia de las
espectrinas, aunque constituyen un grupo claramente diferenciado (Ruhrberg &
Watt, 1997; Uitto et al, 1996).

En mamiferos existen 7 plakinas: plectina, desmoplakina, el antigeno 1 del
penfigoide ampollar (BPAG1), el factor 1 de entrecruzamiento actina-microtubulos
(MACF1, también conocido como ACF7, trabeculina o macrofilina), envoplakina,
periplakina y epiplakina (Leung et al, 2002) (Figura 11). Muchas de estas plakinas
tienen varias isoformas que se generan por mecanismos de procesamiento
alternativo. La expresion de plakinas es critica para el crecimiento, desarrollo y
supervivencia celular (Brown et al, 1995). En humanos, anomalias adquiridas o
congénitas de plakinas causan cardiomiopatias, distrofias musculares y
enfermedades de la piel (Pulkkinen et al, 1996; Ruhrberg et al, 1996b).

Las plakinas también estan presentes en invertebrados; en Drosophila melanogaster
se ha identificado un unico gen plakina denominado shortstop (también conocido
como kakapo), que codifica dos proteinas: Shot | y Shot Il (Lee et al, 2000; Vactor et
al, 1993). En Caenorhabditis elegans, existe un unico gen plakina denominado vab-
10, que codifica dos variantes: VAB-10A y VAB10B (Bosher et al, 2003) (Figura I1).
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Plakinas de mamiferos

DESMOPLAKINA | - ——®® ©O [ g0 ©@ominio e union a astina)
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DESMOPLAKINA I  —T @@ @0 [ Cominio Piakina
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Figura I1.- Miembros de la familia plakina.- Representacién esquemética de la estructura de las
plakinas de mamiferos, nematodos e insectos. Las plakinas tienen una estructura modular formada
por multiples dominios. Los dominios que conforman su estructura como el ABD, dominio plakina o
repeticiones de espectrina estan especificados en la leyenda. Las letras A, B y C corresponden a los
diferentes tipos de dominios de repeticion plakina (PRD).

1.1.- Estructura modular de plakinas.

Las plakinas tienen estructuras modulares formadas por la combinacién de un
repertorio de dominios estructurales. La mayoria de las plakinas de mamifero tienen
una estructura tripartita que consiste en un dominio central implicado en la
dimerizacién u homo-asociacion, que separa la regiones N- y C-terminales, que

contienen sitios de union a otras proteinas. (Figura 12A).
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A
<+—— N-terminal ——— «—— Dominio central —» +«——— C-terminal —»
K p—&
ABDL | L |
Dominio Plakina Dominios de Repeticion Plakina

Figura 12.- Estructura modular de plakinas.- (A) Representacién esqueméatica de la estructura
modular de plectina, como una plakina prototipica. Las plakinas tienen una estructura tripartita, el
dominio central separa las regiones N y C-terminal compuestas por varios dominios. (B)
Representacion en lazos de la estructura cristalografica del ABD de la plectina (cédigo PDB: 1
MB8).(Garcia-Alvarez et al, 2003). Esta estructura esta formada por dos sub-dominios de homologia
calponina: CH1 (azul) y CH2 (verde) unidos por un lazo corto (C) Representacion en lazos de la
estructura cristalografica de dos dominios de repeticion plakina (PRD) de tipo B (izquierda) y de tipo C
(derecha) en desmoplakina (cédigos PDB: 1LM5 y 1LM7). (Modificado de Choi et al 2002).

Las plakinas de mamifero: plectina, BPAG1a/b/n y MACF1a/b contienen cerca de su
extremo N-terminal un dominio de unién a actina (ABD) similar a los presentes en
otras proteinas de la superfamilia de espectrinas como distrofina, distonina, utrofina,
filaminas y a-actinina (Carugo et al, 1997; Castresana & Saraste, 1995; de Arruda et
al, 1990; Hemmings et al, 1992; Stradal et al, 1998). La estructura cristalografica del
ABD de plectina de humano y de ratén (Garcia-Alvarez et al, 2003; Sevcik et al,
2004) muestra que esta region esta formada por dos sub-dominios de homologia
calponina (CH1-CH2) unidos a través de un lazo corto y flexible. La estructura de
cada CH esta formada por un nucleo de cuatro a-hélices que encierran en su interior
un nucleo hidrofébico (Banuelos et al, 1998; Bramham et al, 2002). Los dos sub-
dominios CH se disponen en una conformacion cerrada, en la cual se establecen

extensos contactos entre los sub-dominios (Figura 12B).
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Todas las plakinas, a excepcion de epiplakina, contienen una region conservada de
~1000 aminoacidos, denominada dominio plakina, que esta formado por regiones
ricas en a-hélices (ver abajo) (Figura 13). Este dominio media interacciones proteina-

proteina y determina la localizacidén subcelular de las plakinas.

Plectina, desmoplakina, BPAG1e/n, periplakina y envoplakina contienen un dominio
central (~1300 aminoacidos en plectina) rico en a-hélices. La secuencia de este
dominio presenta héptadas repetitivas caracteristicas de hélices que forman
interacciones de super-hélice (coiled-coil). Por lo tanto se cree que el dominio central

media la formacion de homo-dimeros paralelos.

La regién C-terminal de plectina, desmoplakina, BPAG1e/n y envoplakina contiene
varias copias del denominado “dominio de repeticion plakina” (PRD). Los PRD tienen
una estructura globular formada por 4.5 copias de una unidad de 38 aminoacidos,
denominada repeticion de plakina (PR). Se conoce la estructura cristalografica de los
PRDs B y C de desmoplakina (Choi et al, 2002). Cada PR esta formada por una
horquilla-p seguida de dos a-hélices antiparalelas (Figura 12C). La estructura de los
PRs es similar al motivo de repeticion de ankirina, si bien las estructuras globales

formadas por los PRs y las repeticiones de ankirina son diferentes.

Plectina contiene seis PRDs, los cinco primeros son similares al PRD de tipo B de
desmoplakina, mientras que el sexto es similar al de tipo C. Se ha propuesto un
modelo para esta regién en plectina, en el que los seis PRDs se acomodarian en
una organizacion circular, en la cudl los PRDs se orientan de manera antiparalela,
con el sexto PRD en el centro del circulo (Janda et al, 2001). Esta organizacién
estaria estabilizada por interacciones hidrofébicas entre residuos que se encuentran
en la superficie de cada PRD. Esta estructura se corresponderia con el dominio

globular en la region C-terminal, con un diametro de 9 nm (Foisner & Wiche, 1987).

Otras plakinas como BPAG1a/b y MACF1a/b contienen en su region C-terminal
multiples copias de un motivo estructural conocido como repeticion de espectrina

(Spectrin Repeat; SR); por lo que a este subgrupo se les ha denominado
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espectraplakinas (Roper et al, 2002). BPAG1a/b y MACF1a/b también contienen en
su extremo C-terminal dominios de unién a Ca®* de tipo mano-EF y un dominio GAR,
que es homologo a una region de la proteina GAS-2 que media la unidon a
microtubulos (Sun et al, 2001). Por ultimo, el extremo C-terminal de las plakinas
frecuentemente contiene un dominio con repeticiones GSR (Gly-Ser-Arg). Epiplakina
presenta una estructura atipica, que consiste en 13 PRDs y carece de otros

dominios como el dominio plakina o el dominio central (Fujiwara et al, 2001)

1.1.1.- Estructura del dominio plakina.

Inicialmente en la secuencia del dominio plakina se identificaron seis regiones ricas
en a-hélices, denominadas NN, Z, Y, X, W y V, que se organizan formando haces
antiparalelos (Green et al, 1992). Posteriormente en el dominio plakina se identifico
la presencia de dominios de repeticiones de espectrina (Spectrin Repeat; SR)
(Baines, 2003).

Plectina, BPAG1a/b/n son las plakinas que muestran los dominios plakina mas
complejos, en los que se han identificado ocho SRs canonicos (SR1 a SR5 y SR7 a
SR9) y un dominio SH3 (Figura 13). Entre el SR5 y el SR7 se identifico una regién de
~85 aminoacidos, que previsiblemente esta formada por 3 a-hélices que adoptan un
plegamiento similar a los SRs candnicos, pero con hélices mas cortas. Esta region
se denomind SR6 y se identificd practicamente en todas las plakinas a excepcion de

periplakina (Sonnenberg et al, 2007).

Los SRs se disponen de manera contigua en la secuencia a excepcion del SR2 y el
SR3 que estan conectados por una region de longitud variable que se cree que no
tiene estructura secundaria definida. En plectina, entre el SR2 y el SR3 hay una
secuencia de ~20 aminoacidos, mientras que en BPAG1 tiene una longitud de ~ 120

aminoacidos.
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N-terminal C-terminal

Plectina

BPAG1a/b/n
BPAG1e

Desmoplakina

Periplakina

p-espectrina

O DG2EN A (@ Gu@mmammmmmu a-espectrina

Manos-EF

Figura 13.- Organizacién modular del dominio plakina.- (A).- Representacion esquematica de la
organizacion modular de la proteina plectina completa. (B).- Organizacion modular detallada de la
region N-terminal (ABD y dominio plakina) de plectina y de otras plakinas representativas incluyendo
BPAG1a/b/n, BPAG1e, Desmoplakina y Periplakina. Las repeticiones de espectrina (SRs) estan
enumerados segun los SRs de plectina. (C).- Organizacion modular de las isoformas de eritrocito de a
y B- espectrina. Se ilustra las similitudes con la arquitectura del dominio plakina, en la organizacion de
tandems de SRs, la localizacién del ABD que precede al SR1 de B-espectrina y la insercion de un
dominio SH3 en el SR9 de a-espectrina.

En algunas plakinas como desmoplakina o periplakina no se han identificado los
sub-dominios SR1-SR2. En BPAG1e unicamente se ha identificado el SR2 aunque
parece carece el SR1 (Sonnenberg et al, 2007). EI SR1 aparece siempre en
combinacién con el ABD, por ejemplo en plectina y BPAG1a/b/n, lo que sugiere que
el tandem ABD-SR1 se ha podido incorporar en las plakinas de manera conjunta a
partir de una espectrina ancestral (Pascual et al, 1997a). En plectina, el SR1 esta
unido al ABD adyacente por un conector aparentemente flexible de ~10 aminoacidos

de longitud.

El conocimiento estructural del dominio plakina en plakinas se limitaba hasta hace
poco a las estructuras cristalograficas de la regiéon SR3-SR4 de BPAG1 (Jefferson et
al, 2007) y de la region de SR1-SR2 plectina (Sonnenberg et al, 2007). La estructura
estos SRs de BPAG1 y plectina es similar a la descrita inicialmente en espectrina
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(Pascual et al, 1997b; Yan et al, 1993). Cada SR consiste en ~100 aminoacidos y
esta formado por 3 a-hélices (A, B y C) que se unen entre si mediante lazos cortos
con una topologia: arriba-abajo-arriba formando un haz con giro levdgiro,
estabilizado por interacciones hidrofobicas en el interior del haz (Figura 14). Las tres
a-hélices contienen héptadas repetitivas (abcdefg) caracteristicas de hélices
anfipaticas, en las cuales, las posiciones a y d estdan ocupadas por residuos
hidrofobicos que se situan en el mismo lado de la hélice y se orientan hacia el
interior del haz. Los SRs tienen una estructura alargada con unas dimensiones de ~
50-60 A de longitud y ~ 20-25 A de ancho. Los extremos N y C-terminal de cada SR

se disponen en los extremos opuestos del eje longitudinal del haz.

A 8 -COOH

—d

%

)

SR16 SR3 SR1
a-espectrina BPAG1 Plectina

Figura 14.- Estructura de SRs Representacion en lazos de la estructura del SR16 de a-espectrina de
pollo obtenida mediante RMN (c6digo PDB: 1AJ3) (izquierda), y de las estructuras cristalograficas del
SR3 de la plakina BPAG1 (cédigo PDB: 2IAK) (centro) y del SR1 de plectina (cédigo PDB: 20DU)
(derecha). Los tres SRs se muestran la en la misma orientacién, las a-hélices A, B y C estan
coloreadas en azul, amarillo y rojo, respectivamente.

En el par SR3-SR4 de BPAG1 y SR1-SR2 de plectina, los dos SRs se disponen de
manera contigua, en una disposicion conocida como “en tindem”, y se unen entre si
a través de una a-hélice continua formada por la fusion de la hélice C del primer SR
con la hélice A del segundo SR. Esta hélice continua (C-A) se expande por ambos
sub-dominios a lo largo del eje longitudinal de la molécula, en consecuencia la
estructura de cada par de SRs tiene una forma alargada (Figura 15). Esta disposicion

contigua de los SRs adyacentes y su unién a través de una a-hélice continua no es



Capitulo 1

exclusiva de plakinas y se ha observado en otros pares de SRs, como en a y -

espectrinas y a-actinina (Djinovic-Carugo et al, 1999; Grum et al, 1999; Stabach et

al, 2009).
A
N-terminal C-terminal
r 1 ] 1
.m, ¥___Dominio Central OmOaOzs020a00
/ Dominio Plakina R S Dominios de Repeticion Plakina
) ........ . e
RED @D ETD €D € ) €5 6D €D SR
Plectina SR1
BPAG1 GRCERD
B

SR3-SR4
BPAG1

Figura 15.- Estructura de pares de SRs en plakinas. (A).- Representacion esquematica de la
estructura modular de plectina y una vista aumentada de la estructura del dominio plakina. (B).-
Representacion en lazos de la estructura cristalografica del par SR1-SR2 (amarillo y azul) del dominio
plakina de plectina, (cédigo PDB: 20DU) (izquierda) y de la estructura cristalografica del par SR3-
SR4 (azul y rosa) del dominio plakina la BPAG1 (codigo PDB: 2IAK) (derecha). Los dos SRs
adyacentes se unen a través de una a-hélice continua C-A que se expande por ambos sub-dominios.
Los dos pares de SRs de la figura se muestran la misma orientacion.

Ademas de los nueve SRs, el dominio plakina contiene un dominio SH3 que se
localiza entre las hélices B y C del SR5 (Sonnenberg et al, 2007). La presencia del
dominio SH3 en el SR5 de plakinas es equivalente a la insercion de un dominio SH3
entre las hélices B y C del SR central (SR9) de a-espectrina (Pascual et al, 1997a)
(Figura 13). Los dominios SH3 estan formados por 5 hebras-f que se agrupan en
una estructura de barril- (Figura 16). Los dominios SH3 son importantes porque

suelen participar en interacciones proteina-proteina, uniéndose frecuentemente a

10
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ligandos que contienen secuencias ricas en Pro del tipo PxxP (siendo x cualquier
aminoacido conocido) y que adoptan una conformacion de hélice de poli-Pro de tipo
Il (Kaneko et al, 2008). Estos ligandos son reconocidos por tres bolsillos hidrofébicos
que se forman en la superficie de los dominios SH3, entre los lazos RT (que une las

hebras $1-B2) y el lazo n-Src (que une las hebras 2-p3).

Lazo RT 7 Lazo RT

w\., Lazo n-Src
)

f

o-espectrina Tyr-quinasa BTK

FIGURA 16.- Estructura de un dominio SH3 canénico.- Representacion en lazos de la estructura
cristalografica del SH3 de a-espectrina de pollo (cédigo PDB: 1SHG) (izquierda) y de la estructura por
RMN del SH3 de la Tyr-quinasa BTK (cédigo PDB: 1QLY) (derecha). Las 5 hebras- (B1-85) estan
coloreadas en azul, verde, amarillo, naranja y rojo respectivamente, siguiendo el mismo esquema de
color en las dos estructuras. El lazo RT que une las hebras B1-32 esté indicado sobre la figura.

En espectrinas, los conjuntos de SRs contribuyen a la estabilidad y elasticidad del
citoesqueleto, gracias a la flexibilidad que existe entre estos sub-dominios. En base
a la comparacion de estructuras de pares de SRs se han descrito dos modelos de
flexibilidad en agrupaciones de SRs (Grum et al, 1999). Segun el modelo de
extension existiria una reorganizacion de los haces de hélices de los SRs por un
desplazamiento axial cuando se someten a fuerzas mecanicas. En el modelo de
doblamiento la aplicacion de fuerzas resultaria en una deformacion de la
organizacion lineal de los grupos de SRs a través de movimientos de bisagra

localizados en las zonas de unidn entre SRs.
1.2.- Plakinas en mamiferos

Desmoplakina es un componente de los desmosomas, que son complejos asociados

a membrana que median la adhesion célula-célula. Desmoplakina se localiza en la

11
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parte interna de estos complejos, donde media el anclaje de los Fl a la superficie
celular (Franke et al, 1987; Green et al, 1990). Esta unién contribuye al ensamblaje y
la estabilizacion de los desmosomas y por tanto, al mantenimiento de la integridad y
arquitectura tisular (Gallicano et al, 1998). La regién N-terminal de desmoplakina
interacciona con las proteinas desmosomales: placoglobina vy placofilina,
(Bornslaeger et al, 2001; Hatzfeld et al, 2000; Kowalczyk et al, 1997; Smith & Fuchs,
1998); ademas, se une a la region citoplasmatica de las cadherinas desmosomales,
desmogleina y desmocolina (Kowalczyk et al, 1997; Smith & Fuchs, 1998; Witcher et
al, 1996). Esta region N-terminal de desmoplakina es suficiente para incorporar esta
proteina a los desmosomas (Smith & Fuchs, 1998). El gen de desmoplakina codifica
dos variantes: DPI (322 kDa) y DPII (259 kDa) (Green et al, 1990; Virata et al, 1992)
que son el resultado del procesamiento alternativo que afecta al dominio central, que
estd mayoritariamente ausente en la isoforma DPII. Las dos isoformas se expresan
en todos los tipos de epitelios, aunque la isoforma DPI también lo hace en las
células musculares del corazén (Angst et al, 1990).

Desmoplakina tiene una estructura tripartita, con un dominio central alargado esta
flanqueado por las regiones N- y C-terminal (O'Keefe et al, 1989). En la regién N-
terminal, desmoplakina contiene un dominio plakina, mientras que la regién C-
terminal contiene tres dominios de repeticion plakina (PRD) del tipo: A, By C (Green
et al, 1990) (Figura I1). El lazo entre el PRD de tipo B y el de C es responsable de la
unién de desmoplakina a FI (Kouklis et al, 1994; Stappenbeck et al, 1993).

El gen BPAGL codifica diversas isoformas, siendo las principales BPAG1a, BPAG1b
y BPAG1e, que presentan diferentes combinaciones de dominios funcionales y
patrones de expresion especificos (Leung et al, 2001). La isoforma BPAG1a se
expresa en altos niveles en el sistema nervioso (Leung et al, 2001). BPAG1b se
expresa en el corazdn, musculo esquelético y cartilago. Estructuralmente, BPAG1a y
BPAG1b son muy similares. Su regién N-terminal esta formada por un dominio de
unién a actina (ABD) y un dominio plakina. La regién C-terminal contiene multiples
copias de dominios de repeticién de espectrina, un dominio EF de unién a Ca*?, un
dominio GAR y un dominio GSG (Figura I1). Las dos isoformas se diferencian en

que BPAG1b contiene ademas un dominio PRD de tipo A, que se une a los Fl y que

12
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no esta presente en BPAG1a. La variante epitelial BPAG1e (denominada también
BP230) es un componente de los hemidesmosomas de los queratinocitos de la
epidermis. Se identifico como un antigeno de autoanticuerpos IgG en pacientes que
sufren una enfermedad autoinmune de la piel denominada “penfigoide ampollar”
(Stanley, 1993). BPAG1e contiene un dominio plakina en la region N-terminal, pero
carece de un ABD. La region C-terminal contiene dos PRD de tipo B y C. Se ha
descrito una isoforma neuronal aparentemente minoritaria, BPAG1n (distonina), que
es similar a BPAG1e, con la unica excepcion de la presencia de un dominio de unién

a actina (ABD) en el extremo N-terminal.

MACF1 contiene sitios de union a microfilamentos de actina en la region N-termi y a
microtubulos la regién C-terminal, actuando como integrador de la dinamica de
microtubulos dependiente de actina (Kodama et al, 2003). El gen MACF1 es el
homologo en vertebrados del gen shortstop/kakapo de invertebrados. Este gen
codifica dos isoformas mayoritarias MACF1a y MACF1b que son similares en
estructura a BPAG1a y BPAG1b respectivamente (Lin et al, 2005) (Figura I1).
MACF1 tiene una expresion ubicua localizandose los mayores niveles de expresion
en tejido nervioso, musculo esquelético, miocardio y epidermis (Karakesisoglou et al,
2000; Leung et al, 1999).

Periplakina (195kDa) y envoplakina (210kDa) se identificaron como componentes de
la envuelta cornea de los epitelios estratificados (Steinert et al, 1999) Se localizan
también en desmosomas, asociados con los Fl de los queratinocitos diferenciados
de las capas suprabasales de la epidermis (Simon & Green, 1984) (Ruhrberg et al,
1996a). El dominio central de envoplakina esta flanqueado en la region N-terminal
por un dominio plakina y en la regién C-terminal por un dominio PRD de tipo C, éste

ultimo ausente en periplakina.
Epiplakina se identific6 como un autoantigeno en pacientes que sufrian de una

enfermedad cutanea ampollar subepidérmica parecida al “penfigoide ampollar”

(Fujiwara et al, 1996). A diferencia del resto de plakinas, la estructura de epiplakina
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consiste exclusivamente en 16 dominios de repeticion plakina (PRD) de tipo B
(Spazierer et al, 2003) (Figura I1).

2.- PLECTINA.-

Plectina (Herrmann & Wiche, 1987) es una plakina prototipica, que se expresa en
una amplia variedad de tejidos entre los que se incluyen: musculos, epitelios y
tejidos neuronales (Wiche, 1998b) excepto en neuronas (Errante et al, 1994).
Originalmente, esta proteina se identific6 como un componente mayoritario de
extractos enriquecidos en filamentos intermedios (FI) de células C6 de gliomas de
rata (Pytela & Wiche, 1980).

Plectina es una proteina muy versatii que entrecruza los componentes del
citoesqueleto entre si (Seifert et al, 1992; Svitkina et al, 1996) y se asocia con los
tres sistemas que lo componen. Por un lado, se asocia a filamentos de actina
(Sanchez-Aparicio et al, 1997; Seifert et al, 1992) jugando un papel importante en la
regulacion de la dinamica de éstos, a través de la via del fosfatil-inositol bifosfato
(PIP2) (Andra et al, 1998). También interacciona con microtubulos (Herrmann &
Wiche, 1987; Svitkina et al, 1996) y con filamentos intermedios, conectando éstos a
estructuras asociadas a membrana (Wiche, 1998b). Plectina juega un papel
importante en la organizacion de los Fl, entrecruzando entre si FI de vimentina
(Foisner et al, 1988; Wiche & Baker, 1982) y en la regulacién de la dinamica de
estos hacia la periferia (Steinbock et al, 2000). La regiéon C-terminal alberga un sitio
de unién a Fl entre el PRDS y el PRD6 (Nikolic et al, 1996) mientras que la cola C-
terminal a continuacion del sexto PRD contiene sitios de unién a microtubulos (Sun
et al, 2001).

En epitelios estratificados como la piel, plectina se localiza en la parte basal de los
queratinocitos en contacto con la ldmina basal (Wiche et al, 1984) formando parte de
los hemidesmosomas (Gache et al, 1996; Hieda et al, 1992). La funcién de plectina
en estos complejos es unir los FlI de queratina a la lamina basal, a través de la

interaccion de plectina con la region citoplasmatica de la subunidad B4 de la
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integrina a6p4 y con el antigeno 2 del penfigoide ampollar (BPAG2 o BP180) (de
Pereda et al, 2009b; Litjens et al, 2006).

Se ha descrito la presencia de plectina en los desmosomas (Eger et al, 1997), que
son complejos de adhesidn entre célula-célula. Plectina también conecta la envuelta
nuclear a los filamentos intermedios a través de la unién a nesprina-3a, en la
membrana nuclear externa (Ketema et al, 2007; Wilhelmsen et al, 2005). Es un
componente de las adhesiones focales de fibroblastos (Sanchez-Aparicio et al, 1997;
Seifert et al, 1992) que se localizan en los extremos de fibras de estrés contractiles
que contienen actina/miosina (Abercrombie & Dunn, 1975; Burridge & Chrzanowska-
Wodnicka, 1996) y esta implicada en la formacion de sistema de Fl de novo y en el

recambio de adhesiones focales (Burgstaller et al, 2010).

En el musculo estriado, plectina se asocia con las lineas Z de los sarcémeros (Wiche
et al, 1983) y se localiza en los costameros, donde se asocia con Fl de desmina y
con componentes del complejo glicoproteico de la distrofina (Hijikata et al, 2008;
Reipert et al, 1999; Rezniczek et al, 2007; Schroder et al, 1999).

2.1.- Estructura del gen PLEC.

En humanos, el locus de plectina se localiza cerca de la region del telémero del
cromosoma 8, en la posicién 89g24. El gen PLEC consiste en 32 exones que se
extienden sobre 32kb a lo largo de la banda gq24 (Liu et al, 1996). Este gen contiene
multiples exones 1 alternativos (1, 1a, 1b y 1c) que codifican para una region de
diferente longitud que precede al ABD (brazo N-terminal). Los exones 2-8 del gen de
plectina codifican para el ABD, mientras que los exones 9-30 lo hacen para el
dominio plakina. EI dominio central y los dominios PRD estan codificados cada uno
por un unico exon (31 y 32, respectivamente) de gran tamafio (3 y 6 kb

respectivamente).
En humanos se han identificado cuatro exones 1 alternativos que mediante

procesamiento alternativo dan lugar a las variantes 1, 1a, 1b y 1c; de las cuales 1a 'y

1c estan presentes en queratinocitos (Andra et al, 2003). En rata y ratén se han
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descrito cuatro y 11 exones 1, respectivamente (Elliott et al, 1997; Fuchs et al, 1999;
Wiche, 1998a). La versatilidad de plectina reside en esta variedad de transcriptos
que da lugar a isoformas que varian en la secuencia del extremo N-terminal (brazo
N-terminal), la cual determina la diferente localizacion sub-celular de plectina (Fuchs
et al, 1999; Rezniczek et al, 2003). Cada isoforma muestra diferentes preferencias
en la unidon a determinadas estructuras celulares, como hemidesmosomas,
adhesiones focales, costameros, mitocondrias, microtubulos o lineas Z de los

sarcomeros.

Por otro lado, se ha descrito una variante de plectina que carece del dominio central

a causa de un procesamiento alternativo que elimina el exén 31 (Fuchs et al, 2005).

2.2.- Deficiencia en plectina.

Defectos en la expresion de plectina causados por mutaciones recesivas
autosomicas en el gen PLEC dan lugar a una severa enfermedad hereditaria de la
piel conocida como “epidermolisis ampollar simple” (EBS) que puede aparecer
asociada a distrofia muscular (EBS-MD) o a atrasia pilérica (EBS-PA) (Gache et al,
1996; McLean et al, 1996; Pulkkinen et al, 1996). Ademas se ha descrito una
mutacion puntual en el dominio central (R2110W) que causa una variante
autosdmica dominante denominada EBS Ogna (Koss-Harnes et al, 2002). A nivel
histolégico las mutaciones en plectina que ligadas a EBS causan defectos en los
hemidesmosomas, con ruptura del anclaje de los Fl que causa la separacion del
tejido dentro de los queratinocitos basales (Pulkkinen et al, 1996). La inactivacion del
gen PLEC en ratdn causa defectos severos en la piel que son letales tras el parto.
La estructura de los hemidesmosomas no parece afectada en estos animales, pero
se aprecia una reduccién en su numero, ademas de anormalidades en musculo

esquelético y cardiaco (Andra et al, 1997).

3.- HEMIDESMOSOMAS.

Los hemidesmosomas (HDs) son complejos que median la adhesiéon de las células
epiteliales a la membrana basal mediante la union del sistema de Fl de queratina a
proteinas de la matriz extracelular contribuyendo a la resistencia mecanica de estos
tejidos (Borradori & Sonnenberg, 1999; Koster et al, 2004).
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En funcién de los componentes que forman estos complejos, se distinguen dos tipos
de HDs: tipo | y tipo Il (Litjens et al, 2006). Los HDs de tipo | se localizan en epitelios
complejos estratificados y pseudo-estratificados, como la piel y estan formados por
cinco proteinas, tres de ellas transmembrana: integrina a6p4 (Jones et al, 1991;
Sonnenberg et al, 1991; Stepp et al, 1990), antigeno 2 del penfigoide ampollar o
BP180 (Giudice et al, 1992) y tetraspanina CD151 (Sterk et al, 2000); y dos
proteinas citoplasmaticas de la familia plakina: plectina (McLean et al, 1996; Wiche
et al, 1991) y BPAG1e (BP230) (Stanley et al, 1988). Los epitelios simples como el
intestino, contienen HDs de tipo Il, que son mas rudimentarios y que estan formados
unicamente por integrina a6p4 y plectina. (Figura 17)

A pesar de que estos complejos median adhesiones estables, son estructuras
dindmicas que se desensamblan cuando las células necesitan separarse de la
membrana basal, durante los procesos de divisidn, diferenciacion o migracién celular
(Geuijen & Sonnenberg, 2002; Tsuruta et al, 2003). Una alteracién en la correcta
expresion de los componentes de los HDs produce fragilidad en la piel y da lugar a

varios tipos de desordenes epiteliales (Christiano & Uitto, 1996).

A B QUERATINAS
~
EPITELIO
C — — T ==
B e o cae e T cas
[ > > __:-.J L <> [ < |
e e =F=J=
CERMENCERMEN! [= &
BYrdel BYds el B ds) s B'E (;_J_L,E{T' HEMIDESMOSOMA
~, PLECTINA §
LAMINA BASAL
CITOPLASMA =
b aliavathitatsieai i kR
CD151
4

LAMININAS )

Figura I7.- Organizacién estructural de los hemidesmosomas (A) Representacion esquematica de
los HDs que unen las células epiteliales a la membrana basal. (B).- Representacion esquematica de
los componentes de los HDs de tipo | y las interacciones que unen los receptores de adhesion al
citoesqueleto de queratinas.
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3.1.- La integrina a634.

Las integrinas son una familia de receptores transmembrana que transmiten senales
bidireccionales entre el citoplasma y la matriz extracelular (Hynes, 2002; van der
Flier & Sonnenberg, 2001). Las integrinas son heterodimeros no covalentes
formados por la combinacion de subunidades o y B. Estas subunidades son
glicoproteinas transmembrana de tipo | que tiene una region extracelular de gran

tamano y colas citoplasmaticas generalmente cortas.

La integrina a6B34 es un receptor de lamininas, con preferencia por la laminina-332
(laminina 5) (Niessen et al, 1994; Sonnenberg et al, 1991; Stepp et al, 1990) la cual,
es un componente importante de la membrana basal de la epidermis. En epitelios
a6PB4 se localiza en la cara basal de la membrana plasmatica, donde forma parte de
los HDs (Wilhelmsen et al, 2006). A diferencia de otras integrinas que se asocian a
filamentos de actina, a6B4 lo hace a Fl de queratina a través de otros componentes
de los HDs como plectina y BP230. Ademas del papel que juega en la formacion y
funcidn de los HDs, la integrina a6p34 también participa en el control del crecimiento
celular (Mainiero et al, 1995), migracion celular y tumorigénesis (Gambaletta et al,
2000) y supervivencia de las células epiteliales y células tumorales (Bachelder et al,
1999).

En humanos, mutaciones en los genes que codifican para la subunidad a6 o la
subunidad B4 causan epidermolisis ampollar junctional asociada con atresia pilérica
(PA-JEB) (Niessen et al, 1996; Pulkkinen et al, 1997; Pulkkinen et al, 1998;
Takizawa et al, 1997; Vidal et al, 1995). Esta enfermedad se caracteriza por
fragilidad de la piel y ampollas, asociado con una separacion de la dermis y la
epidermis y la formacion de HDs mas rudimentarios (McMillan et al, 1998). En
ratones, mutaciones en la regién citoplasmatica de la subunidad B4, da lugar a

defectos en la formacion de los HDs y adhesion celular (Murgia et al, 1998).
3.1.1.- Estructura de la region citoplasmatica de la subunidad 34.

La region citoplasmatica de la subunidad B4 es inusualmente larga (~1000

aminoacidos) en comparaciéon con los ~50 aminoacidos que contienen otras
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subunidades 3 de integrinas (Hogervorst et al, 1990; Suzuki & Naitoh, 1990; Tamura
et al, 1990). Esta region citoplasmatica muestra una estructura modular que contiene
un dominio Calx-B con homologia a los dominios de unidn a calcio de los
intercambiadores Na*-Ca*? en la regién N-terminal (May & Ponting, 1999; Schwarz &
Benzer, 1997), cuatro dominios de Fibronectina de tipo Il (Fnlll-1,4) organizados en
dos pares y separados por una region denominada "segmento conector" (SC) y una
cola C-terminal (CCT) de ~85 aminoacidos que se encuentra a continuacion del
Fnlll-4 (Figura I8A).

Se conoce la estructura cristalografica del dominio Calx-B (Alonso-Garcia et al,
2009) y de los dominios Fnlll-1,2 de B4 (de Pereda et al, 1999). Estos dominios tiene
una extensiéon de ~100 aminoacidos. El Calx-B y los dominios Fnlll pertenecen a la
superfamilia de dominios de inmunoglobulinas, sus estructuras estan compuestas
por dos laminas- que forman un sandwich-f3, si bien la conectividad de las hebras-f3
es diferente entre el Calx-3 y los Fnlll.

La region citoplasmatica de la subunidad B4 es responsable de la mayoria de las
interacciones intracelulares de la integrina a6p4, incluyendo las interacciones con
otros componentes de los HDs. La region de la subunidad de B4 que incluye el
primer par de dominios de Fnlll y los primeros 36 aminoacidos del segmento
conector estan implicados en la localizacion de 4 en los HDs (Niessen et al, 1997;
Schaapveld et al, 1998; Spinardi et al, 1993). Esta region es necesaria y suficiente
para la incorporacién de plectina en los HDs (Niessen et al, 1997; Nievers et al,
1998; Sanchez-Aparicio et al, 1997).

3.2.- Interaccioén entre plectina y la integrina a6$4.

La interaccion entre plectina y a6p34 es esencial para el ensamblaje y la estabilidad
de los HDs (Murgia et al, 1998; Nievers et al, 1998) y es un paso fundamental en la
formacion de estos complejos, ya que facilita la incorporacién de otras proteinas,
como BP180 y BP230 (Schaapveld et al, 1998). Los contactos entre plectina y la

region citoplasmatica de 34 tienen lugar en multiples sitios.

El sitio primario de unidn se localiza en el ABD de plectina y una region de 4 que

incluye los Fnlll-1,2 y la regidn N-terminal del SC (Geerts et al, 1999; Rezniczek et

19



Capitulo 1

al, 1998). La interaccion en solucion en este sitio primario muestra una afinidad
moderada, siendo la Kd ~30 uM (de Pereda et al, 2009a; Garcia-Alvarez et al, 2003).
La union del ABD de plectina a 4 previene la asociacion del ABD con filamentos de
actina (Geerts et al, 1999).

La resolucién de la estructura cristalografica del complejo por el ABD de plectina
unido al Fnlll-1,2 y la region N-terminal del SC de B4, revel6é con detalle como se
produce esta interaccion e identificd los elementos criticos de ésta (Figura 18B) (de
Pereda et al, 2009a). La mayor zona de contacto se establece entre el sub-dominio
CH1 del ABD vy el Fnlll-2 de B4. Parte del SC forma parte de la interfase de union,
situandose entre el CH1 y el Fnlll-2. EI dominio Fnlll-1 proporciona contactos
adicionales. Un pequefo fragmento de plectina que precede al CH1 también
contacta con el Fnlll-2 de B4; en cambio el sub-dominio CH2 no interacciona

directamente con la integrina 34.

La superficie de interaccion de 4 se centra en los residuos basicos R1225, K1279 y
R1281 del Fnlll-2, que estan enfrentados hacia una superficie acida en el CH1 de
plectina. Dos mutaciones puntuales en dos de estos residuos, R1225H y R1281W,
causan formas no letales de epidermolisis bullosa (Nakano et al, 2001; Pulkkinen et
al, 1998). Estas mutaciones destruyen puentes salinos intermoleculares esenciales y
causan la inhibicion de la interaccion (Koster et al, 2001) (de Pereda et al, 2009a).
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Figura 18.- Estructura del complejo plectina-4.- (A)- Representacion esquematica de la
organizacion modular de plectina y la regién citoplasmatica de la integrina a6p4. Las regiones de
ambas proteinas correspondientes al sitio primario de interaccion, estan representadas en amarillo,
cuya estructura se muestra en el panel B. (B).- Representacion en lazos en dos vistas ortogonales de
la integrina (34 (en azul y naranja) unido a plectina (en rojo) (cédigo PDB: 3F7P). Modificado a partir
de (de Pereda et al, 2009a)

Se han descrito sitios secundarios de union a 4 en el dominio plakina de plectina
(Koster et al, 2004). El segmento 284-1154 que corresponde aproximadamente a la
region SR1-SR7 del dominio plakina interacciona con 34 en experimentos de dos
hibridos en levaduras y en ensayos de co-inmunoprecipitacion en lisados de células
COS-7. El fragmento 1-606, que incluye el SR1-SR2 y parte del SR3, interacciona
con un fragmento de 4 que incorpora la mutacion R1228W, la cual inhibe la unién al
ABD de plectina. Estas regiones del dominio plakina interaccionan con el extremo C-
terminal del SC de B4 y con otra region que incluye el dominio Fnlll-4 y la cola C-
terminal (CCT) (Figura 19).
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— CITOPLASMA
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Figura 19.- Representacion esquematica de los sitios de unién a plectina en la regién
citoplasmatica de la integrina 4

Estos sitios secundarios de unién no son esenciales ni suficientes para incorporar
plectina a los HDs, aunque parecen desempefian una funcion estabilizadora de la
interaccion. Se ha propuesto un modelo secuencial de la interaccidn entre plectina y
B4. En una primera etapa plectina se incorpora a los HDs mediante la interaccion
con B4 a través del sitio primario de union. Esta interaccion induciria un cambio
conformacional en la region citoplasmatica de 4, a partir del cual, los sitios
secundarios situados en el SC y en la cola C-terminal (CCT) de B4 quedarian
expuestos para interaccionar con el dominio plakina de plectina y con otras proteinas
de los HDs como BPAG1e.
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2.- Objetivos

El objetivo general de esta tesis es profundizar en el conocimiento estructural
del dominio plakina de plectina, como modelo para el resto de las plakinas, y
analizar el papel de esta regidén en la interaccion de plectina con otras proteinas.

Para ello se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1. Elucidacion de la estructura 3D de fragmentos del dominio plakina de plectina

mediante cristalografia de rayos-x.

2. Caracterizacion de la estructura en solucion del dominio plakina de plectina

mediante dispersion de rayos-x a bajo angulo.

3. Analisis de la contribuciéon del dominio plakina de plectina a la interaccion con la

region citoplasmatica de la subunidad 34 de la integrina a6p34
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MATERIALES Y METODOS
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1.- PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN BACTERIA.
Los fragmentos de plectina y de la integrina 4 humanas empleadas en este trabajo
se produjeron de forma heter6loga en E.coli. El siguiente esquema resume la

estrategia empleada para la construccion de los vectores de expresion (Figura M1).

Sitio de

25
clonaje Cebad
_—Mﬂldﬂl‘.‘m - Cebador
reverso
5
Resistencia s .-
a ampicilina pET Amplificacion
5.7Kb lacl por PCR
BamHI
Ndel Inserto
Digestion con Digestion con
Ndel y BamHI Ndel y BamHI
Ligacion
BamHI l’ Inserto
Ndel
Resistencia
a ampicilina
P pET + lacl

INSERTO

|

Transformacion en E.coli

!

Seleccion de colonias que
contienen el plasmido con el inserto

Extraccion de DNA plasmidico

Digestion del DNA para
comprobar la presencia del inserto

}

Crecimiento de colonias positivas,
expresion y purificacion de proteinas.

Figura M1.- Estrategia seguida para la producciéon de proteinas recombinantes del dominio
plakina de plectina y de la region citoplasmatica de 34.
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1.1.- Vectores empleados.

Para la expresion de proteinas en E.coli se utilizé el vector pET15b (Novagen) y un
derivado de éste denominado pETV15b (Alonso-Garcia et al, 2009).

Estos vectores contienen:

1.- Un gen de resistencia a ampicilina (Amp'), que permite seleccionar las
colonias que incorporan el vector en un medio selectivo.

2.- El promotor T7 especifico de la T7 RNA polimerasa, la cual es inducible
con IPTG en la cepa BL21 (DE3).

3.- Una secuencia que en el caso del vector pET15b codifica para una cola de
seis His seguida de una secuencia reconocida por trombina. El vector pETEV15b se
diferencia en que codifica una cola de ocho His seguida por una secuencia
reconocida por la proteasa TEV del virus del grabado del tabaco (Figura M2).

4.- Una secuencia con sitios de corte Unico por las enzimas de restriccion
Ndel, Xhol y BamHlI, utilizados para insertar los cDNA de interés.

De manera rutinaria se utilizé el vector pETEV15b. En ambos casos cuando el
producto expresado se digiere con la correspondiente proteasa, el polipéptido GSHM

permanece en el extremo N-terminal de la proteina.

T7 Promotor
Operoén fac

rbs Neol Ndel BamHlI

Sitio TEV

T7 Terminador (oligo)

Figura M2.- Secuencia de nucleétidos del vector pETEV15b.- Se representan los sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Ndel y BamHI, el sitio de reconocimiento para la
proteasa TEV y las secuencias del vector que hibridan con los oligonucleétidos T7 Promotor y T7
Terminador.
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1.2.- Cepas de E.coli.
En este trabajo se emplearon las cepas de E coli DH5a y BL21(DE3)T1 segun se

indica en la Tabla M1

Tabla M1.- Cepas de E.coli usadas para la construccion y expresion de proteinas

DH5a Mantenimiento y produccién de DNA

BL21 (DE3)T1 Expresion de proteinas

1.3.- Medios de cultivo.

Medios liquidos: Los cultivos de E.coli se crecieron en el medio Terrific Broth (TB)

(Sambrook et al, 1989), que esta compuesto por: 12 g/l bacto-triptona, 24 g/l extracto
de levadura, 0.4% (v/v) glicerol, 72 mM K;HPO4, 17 mM KH,PO4. Alternativamente
se utilizé el medio 2xYT, que esta compuesto por: 16 g/l bacto-triptona, 10 g/l
extracto de bacto-levadura y 5 g/l de NaCl, pH 7.0.

Medios sdlidos: Se utilizaron placas de medio solido Luria-Bertani (LB), compuesto

por: 10 g/l bacto-triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl, 15 g/l agar.

Todos los medios se suplementaron con 100 mg/l de ampicilina.

2.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

2.1.- Purificacion de DNA plasmidico.

El aislamiento de los DNA plasmidicos a partir de E.coli se realizd empleando el
sistema comercial “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Alternativamente en las etapas finales del

trabajo se utilizo el sistema “GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit” (Fermentas).

2.2.- Electroforesis de DNA.

Los plasmidos y los fragmentos de DNA se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa entre 0.8 - 1.4 % (p/v). Los geles se prepararon en cubetas de
6x10 cm (BioRad) empleando tampon TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA pH
8), agarosa D-1 (Pronadisa) y 0.1 ug/ml bromuro de etidio. Las muestras se

mezclaron con tampén de carga (8X) compuesto por 50 % (v/v) glicerol, 25 mM
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EDTA (pH 8.0) y 0.1 % azul de bromofenol. Como marcadores de peso molecular se
utilizé el DNA 1kb ladder (Promega). Las electroforesis se realizaron en tampén TAE
1X a voltaje constante.

Cuando fue necesario purificar fragmentos de DNA, las bandas correspondientes se
cortaron del gel y el DNA se extrajo empleando el sistema comercial “High Pure PCR

Product Purification” (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3.- Cuantificacion de acidos nucleicos.
La concentracion de DNA se determiné espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo). Se utilizé un

coeficiente de extincién molar de 50 (ng/pl)'cm™.

2.4.- Secuenciacion de DNA.

La secuenciacion de DNA se realizé en la Unidad de Gendmica del Centro de
Investigacion del Cancer de Salamanca. Se emplearon los oligonucleotidos T7
promotor y T7 terminador (Tabla M2). En los casos de cDNAs de gran tamano se

utilizaron ademas oligonucleétidos especificos de 34 o plectina (Tablas M3 y M4).

Tabla M2.- Oligonucleétidos genéricos utilizados para la secuenciacién de cDNAs en vectores
pPET

Oligonucleétido Secuencia del oligonucledtido
T7PROMOTOR 57 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3~
T7TERMINADOR 5% GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 3~

Tabla M3.- Oligonucleétidos utilizados para la secuenciaciéon de cDNAs de 34
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Oligonucleoétido Secuencia del oligonucle6tido

B4-SEQ3500 57 CC GAA TCC GAA GCC CAC CTG C 3°
S Q S Q A H L
3500
B4-SEQ4000 57 ATC GTG GAC GCC CAG AGC GGG 3~
1 V D A Q S G
4000
B4-SEO4 57 T GAG CTG CAT CGG CTC AAC ATC 3”
SEQ4500 G E L H R L N I
4500

La numeracién y nombre de los oligonucleétidos se corresponde con la secuencia de nucleétidos del cDNA de (34
a partir del ATG inicial.

Tabla M4.- Oligonucleétidos utilizados para la secuenciacion de cDNAs de plectina

Oligonucledtido Secuencia del oligonucledtido
PLE1C SEQ-U412 5 ATC CTG GAG CGG GAG AAG CAG CTC CGC 3~
| L E R E K Q L R
412
PLE1C SEQ-U600 57 GAA TTC CGG GCC AAG ATC GAG 3~
E F R A K | E
600
PLE1C SEQ-U800 57 GCC CAG GAC GAG AAG GAA CAG 3~
A Q D E K E Q
800
PLE1C SEQ-U1000 57 AG CTG CTG CAG AGC CTG GAA C 37
Q L L Q S L E
1000
PLEL1C SEQ-U1225 5 GCT GTG CTG GCC CAG ACC GAC TTG CGG 3~
A \% L A Q T D L R
1225

2.5.- Clonacién de cDNAs en vectores de expresion en E.coli.

Los cDNAs correspondientes a las diferentes regiones del dominio plakina de la
isoforma 1C de plectina humana (Uniprot Q15149-2) se amplificaron por PCR
usando como molde la construccion JK4044 que contiene el cDNA que codifica los
aminoacidos 1-2532, clonado en el vector pcDNA3-HA (Koster et al, 2004). Esta
construccion contiene variaciones puntuales en la secuencia de nucleétidos respecto
a la secuencia anotada en la base de datos UniProt, que son aceptadas como
variaciones genéticas o polimorfismos. Estas variaciones son: D149N, A531V,
D779V, S935S, D392D, R1177R, L1199V, V1211L, L1224V.
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Los cDNAs de las regiones codificantes de la regidn citoplasmatica de la integrina 4
(Uniprot P16144-2) se amplificaron por PCR usando como molde el clon IMAGE
3640058 que contiene el cDNA que codifica la region de nucleétidos 2273-5259,
clonado en el vector pOTB?Y.

Las amplificaciones de cDNA se llevaron a cabo con la DNA polimerasa Pfu
(Stratagene) utilizando oligonucledtidos especificos de B4 (Tablas M5 y M6) o de
plectina (Tablas M7 y M8). Los oligonucledtidos directos contienen secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRI o Kpnl y Ndel, mientras que
los oligonucleétidos reversos contienen un coddn de terminacion y sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI. Los fragmentos de
cDNA se digirieron con Ndel y BamHI y se clonaron en el vector pETEV15b o
alternativamente en el vector pETEb. La ausencia de errores en los cDNAs se

verific6 mediante secuenciacion.

Tabla M5.- Oligonucleétido directo utilizado para la amplificacién de fragmentos de cDNA de
B4.

Oligonucleétido directo

Secuencia del oligonucle6tido

5”7 TGA GAA TTC CAT ATG GAC CTG GGC GCC CcC 3~
BETA4-U1126 ECORI Ndel D L G A P

1126

Tabla M6.- Oligonucleétidos inversos utilizados para la amplificacion de fragmentos de cDNA
de 4.

Oligonucledtido inverso

Secuencia del oligonucle6tido

5% GCC GAA TTC GGA TCC CTA GCG TAG AAC GTC ATC G 3”
BETA4-1L1355 ECORI BamHl StopR L V D D
1355

57 GCC GAA TTC GGA TCC CTA ATC CTG GGA CTC TAT G 3~
BETA4-1L1668 ECoORI BamHl Stop D Q S E |
1668
5" GCC GAA TTC GGA TCC CTA GGT CGG CCC ATC CAC TAG G 3~
BETA4-1L1710 EcCoRI BamHl STOPT P G D V L F
1710
5" GCC GAA TTC GGA TCC CTA CAC AAA CTC CTG GGT CAC ATG 3"
BETA4-1.1731 EcCoRIT BamHI STOPV F E Q T V H
1731
5" GCC GAA TTC GGA TCC CTA AGT TTG GAA GAA CTG TTG GT 3~
BETA4-1L1752 EcCoRIT BamHI STOPT Q F F Q Q D

1752

Tabla M7.- Oligonucleétidos directos utilizados para la amplificacion de fragmentos de cDNA
de plectina.

Oligonucleétido directo

Secuencia del oligonucledtido

34



3.-Materiales y metodos

57 TGA GAA TTC CAT ATG TCG GGT GAG GAC GCT GAG 3~

PLE1C-U1 EcoRl  Ndel S G E D A E
1
5” TGA GGT ACC CAT ATG AGG GCC AAC GAG CTG 3~
PLE1C-U300 Kpnl Ndel R A N E L
300
5 TGA GAA TTC CAT ATG GAG CTG GAG GAC TCC ACT C 3~
PLE1C-U543 EcoRl  Ndel E L E D S T
543
5” TGA GGT ACC CAT ATG AGG TCC CTG GAG AGC 3~
PLE1C-U640 Kpnl Ndel R S L E S
640
PLE1C-U749 5 TGA GAA TTC CAT ATG GCT GCC TAC TTT CAG TTC TTC 3”
EcoRl  Ndel A A Y F Q F F
749
PLE1C-U750 5 TGA GAA TTC CAT ATG GCC TAC GCT CAG TTC TTC TCA GAT GTG 3
EcoRl  Ndel A Y A Q F F S D V
750
5 TGA GAA TTC CAT ATG CAC GTG GAC ATG AAG AGC CTT CTG 3~
PLE1C-U914 EcoRl  Ndel H V D M K S L L
914
5” TGA GAA TTC CAT ATG AGC CTT CTG GCC TGG CAG 3~
PLE1C-U919 EcoRl  Ndel S L L A W 0
919
5 TGA GAA TTC CAT ATG CAG GAA GAG TCT CGC TGC 3”
PLE1C-U1004 EcoRl  Ndel Q E E S R C
1004
5" TGA GAA TTC CAT ATG CTG TCT GCC ATC TAC CTG GAG
PLE1C-U1107 EcoRl  Ndel L S A 1 Y L E
1107
5% TGA GAA TTC CAT ATG ATC AGC CTG GTG ATC CGC 3~
PLE1C-U1118 EcoRl  Ndel 1 S L VvV 1 R
1118
5" TGA GAA TTC CAT ATG CGC CAG CTG CGT TAC TAC CGC
PLE1C-U1234 EcoRl  Ndel R Q L R Y Y R
1234

Tabla M8.- Oligonucleétidos inversos utilizados para la amplificaciéon de fragmentos de cDNA
de plectina.

Oligonucleétido inverso Secuencia del oligonucledtido
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5" TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTC CAG CCT CTC AAA CTC 3~
PLEIC-L419 ECORI BamHl StopE L R E F E
419
5° GCC GAA TTC GGA TCC CTA CAC CTG GGT TGC AGG 3~
PLE1C-L530 ECORI BamHlI StopV. Q T A P
530
5" TGA GAA TTC GGA TCC CTA GCT GTG CAA GCT CTC CAG 3~
PLE1C-L647 EcCoORI BamHlI Stop S H L S E L
647
5” TGA GAA TTC GGA TCC CTA GTT CTC CTT CAG GTG TGC 3”
PLE1C-L748 EcCoORIT BamHl Stop N E K L H A
748
PLE1C-L918 g TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTT CAT GTC CAC GTG CAA C
EcoRl BamHI Stop K M D \ H L
918
5% TGA GAA TTC GGA TCC CTA TGC ACC CTG TTC CAG GC 3
PLE1C-L1003 EcCoORI BamHl Stop A G Q E L S
1003
PLE1C-L1006 _?_TCTg,‘i\ GAA TTC GGA TCC CTA CTC TTC CTG TGC ACC CTG
EcoRl BamHl Stop E E Q A G Q E
1006
5” TGA GAA TTC GGA TCC CTA GGT CTT GAG CTT CTC CAG 3
PLEI1C-L1117 EcCoORI BamHl Stop T K L K E L
1117
5% TGA GAA TTC GGA TCC CTA GCG GAT CAC CAG GCT GAT 37
PLEIC-L1123 ECORI BamHl StopR I V L S 1
1123
5% TGA GAA TTC GGA TCC CTA GCC CAG TTG CTC GAG CTC 3~
PLE1C-L1233 ECoRI BamHI Stop G L Q E L E
1233
5% TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTC CAT GCG CCG CAG AG 3”
PLEIC-L1372 EcoRIT BamHI Stop E M R R L T
1372

2.5.1.- Clonacion de fragmentos de plectina con deleciones internas.

Los fragmentos de plectina que presentan deleciones internas: SR5-SR6ASH3-A
(aminoacidos 750-818-GSGSG-889-1006) y SR5-SR6ASH3-B (aminoacidos 750-
818-GSG-889-1006) se construyeron mediante PCR.

En una primera etapa se amplificaron las regiones correspondientes a los
aminoacidos 750-818 y 889-1006. El fragmento 750-818 se amplific6 usando el
oligonucledtido directo U750 (Tabla M7) y el oligonucleétido reverso L818-GSGSG
(para la construccion SR5-SR6ASH3-A) o el oligonucledtido L818-GSG (para la
construccion SR5-SR6ASH3-B) (Tabla M9). De forma analoga el fragmento 889-

1006 se amplific6 usando el oligonucleétido reverso L1006 (Tabla M8) y el
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oligonucledtido directo U889-GSGSG (para la construccion SR5-SR6ASH3-A) o el
oligonucledétido U889-GSG (para la construccion SR5-SR6ASH3-B) (Tabla M9).
Estos oligonucledtidos no contienen sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccion ni codon de terminacion, sin embargo incluyen en su extremo 5 una
secuencia que codifica para cinco (GSGSG) o tres aminoacidos (GSG).

En un segundo paso, los dos fragmentos que codifican los aminoacidos 750-818 y
889-1006 se emplearon conjuntamente como molde en una nueva amplificacién por
PCR utilizando los cebadores U750 y L1006; de esta forma se obtuvieron los
fragmentos correspondientes a las region 750-1006A819-888. Estos fragmentos se
introdujeron en el vector pETEV15b empleando los sitios de restriccion Ndel y
BamHI, tal como se ha descrito para el resto de construcciones. La secuencia
correcta y la delecion de la region 819-888 se verificd por secuenciacidon completa
del cDNA.

Tabla M9.- Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de fragmentos de cDNA de
plectina con deleciones internas.

Oligonucledtido Secuencia del oligonucledtido

57 CTG GTT CCC TGA TCC GAC GGC CTT GGC CCG CTT GGC 3~

PLE1C-L818-GSG Q N G S G \Y A K A R K A
818
PLE1C-U889-GSG 5~ GiC G$C GgA TgA GgG AﬁC CSG GéG GiC CSG GéG GiC 3”
889
PLE1C-L818-GSGSG 5~ AgC GgT CgC TgA TgC GCC GiC C'KI'T GiC C(RJG C'}ET GiC 3”
818
PLE1C-U889-GSGSG 5” GgA TgA GgG AgC GgT AQC CgG GéG GiC CSG GéG GiC 3’

889

2.6.- Mutagénesis puntual dirigida.

La introduccidn de sustituciones puntuales en el cDNA de plectina se realiz6
mediante mutagénesis dirigida empleando el método Quick Change (Stratagene).

Se partié de construcciones de plectina en el vector pETEV15b que se emplearon
como molde en reacciones de PCR, en las que se utilizaron dos oligonucledtidos
complementarios, directo e inverso, que contienen la mutacion deseada. En la Tabla

M10 se muestran las sustituciones puntuales que se han realizado y los
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oligonucledtidos que se han empleado en cada caso. En estas reacciones se utilizo
la DNA polimerasa Pfu Turbo (Stratagene). Los ciclos empleados en las PCR fueron
tipicamente: un ciclo de desnaturalizacion a 95° C durante 30 s, 17 ciclos que
consisten en: 30 s a 95° C, 1 min a 55° C y extensién a 68° C durante 2 min por cada
1000 pares de bases amplificadas. EI DNA parental se eliminé mediante digestiéon
con Dpnl y el producto de la reaccién se transformé en la cepa DH5a de E.coli. La
correcta introduccion de las mutaciones se verificO mediante secuenciacion completa
del cDNA de interés.

Tabla M10.- Sustituciones puntuales en los clones de plectina y oligonucleétidos empleados.

Mutacién | Oligonucleétido Secuencia del oligonucledtido

G162C PLE1C-G162C-F 5” CCC AAG CTG ACC CTT TGC CTC ATC TGG AC 3~
162
PLE1C-G162C-R 5”7 GT CCA GAT GAG GCA AAG GGT CAG CTT GGG 3~
162
C420A PLE1C-C420A-F 5 TTT GAG AGG CTG GAG GCT CTT CAG CGC ATC G 3~
420
PLE1C-C420A-R 5% GAT GCG CTG AAG AGC CTC CAG CCT CTC AAA C 3~
420
C620A PLE1C-C620A-F 57 T GCC TAC CGT GAC GCC CTG GGT CGG CTG G 3~
620
PLE1C-C620A-R 5” C CAG CCG ACC CAG GGC GTC ACG GTA GGC AC 3~
620
C738A, PLE1C- 5"TGG ATG CTA CAG CTG GCC GCC GCT ATC GAG GCA CAC CTG
C739A, C738/740A-F AAG 3* 738 739 740
C740A
PLE1C- 5T CAG GTG TGC CTC GAT AGC GGC GGC CAG CTG TAG CAT
C738/740A-R CCA GC 3* 738 739 740

3.- METODOS GENERALES PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS.

3.1.- Técnicas electroforéticas.

Las muestras de proteinas se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el método de Laemmli (Laemmli,
1970) utilizando sistemas electroforéticos Mini-Protean (Bio-Rad).

Los geles separadores se polimerizaron usando 9 - 13 % (v/v) acrilamida:
bisacrilamida (37.5:1) en 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1 % (p/v) SDS, 0.05 % (p/v)
persulfato amoénico y 0.005 % (v/v) TEMED. EI gel concentrador consistia en 4 %
(v/v) acrilamida:bisacrilamida, 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.1% (p/v) SDS, 0.01 %
(m/v) persulfato amonico y 0.001 % (v/v) TEMED.
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Las muestras se prepararon mezclandolas con un volumen igual de tampon de
solubilizacion 2X que consiste en: 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 4 % (p/v) SDS, 2 % (v/v)
B-mercaptoetanol, 0.02 % (p/v) azul de bromofenol y 55 % (v/v) glicerol. Las
proteinas se desnaturalizaron a 95° C durante 5 min. Las electroforesis se realizaron
a intensidad constante, 15-20 mA, en tampdn 25 mM Tris, 150 mM glicina y 0.1 %
(p/v) SDS. Las proteinas se visualizaron mediante tinciéon con azul de Coomassie.
Como marcadores de peso molecular se utilizaron los patrones pretefidos

Precission Plus (Bio-Rad).

3.2.- Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteina se determin6 espectrofotométricamente utilizando un
espectrofotometro U-2001 (HITACHI) a partir de la absorbancia a 280 nm. Los
coeficientes de extincion molar se calcularon a partir de la secuencia de aminoacidos
(Pace et al, 1995) empleando el servidor ExPASy (http://www.expasy.org) (Tablas
M11y M12).

Tabla M11.- Coeficientes de extincion molar de las proteinas de plectina.
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Proteina M'cm™ (mg/ml)”" cm™ Proteina M'cm™ (mg/ml)” cm™
ABD SR5-SR6-ASH3-B
(1-293) 36440 1.089 (750-818-GSG- 25440 1.134
889-1006)
ABD-SR1 SR6
(1419) 62910 1293 e 15470 1502
ABD-SR2 SR6-SR7
(1-530) 67380 1.100 (919-1117) 16960 0.736
ABD-SR3 SR6-SR7-B
(1-647) 82850 1112 e 16960 0.715
ABD-SR4 SR6-SR8
(1-748) 106340 1.233 (919-1233) 27960 0.770
SR3-SR9* SR6-SR8-B
R 101300 1.060 e, 27960 G
SR3-SR4 SR6-SR9
(543.748) 38960 1610 191372) 45380 0.861
SR3-SR5 SR6-SR9-B
Bt 55920 1291 e 45380 0.822
SR3-SR6 SR7-SR8
(543-1003) 71390 1.342 (1004-1233) 12490 0.472
SR4-SR5 SR7-SR9
(640-918) 40450 1.259 (1004-1372) 29910 0.698
SR4-SR6 SR8-SR9
(640-1003) 55920 1331 (1118.1372) 28420 0.945
SR5-SR6 SR8-SR9-B
(749-1003) LD 1.103 (1107-1372) 29910 0.954
SR5-SR6-ASH3-A SR9
(750-818-GSGSG- 25440 1.134 (1234-1372) 17420 1.036
889-1006)

Los numeros entre paréntesis corresponden a la secuencia de aminoacidos de los fragmentos.
@ Esta proteina incluye en su extremo N-terminal una cola de 8-His, que consiste en la secuencia:
MGSSHHHHHHHHSSGENLYFQ.

Tabla M12.- Coeficientes de extincion molar de las proteinas de 34.

Proteina M'cm™ (mg/ml)”" cm™ Proteina M'cm™ (mg/ml)”" cm™
: 1'1:’2‘2!;16'28) 69790 1.161 F'}ﬂgéﬁgg)'c 71280 1,031
F“&'L‘%éﬁgﬂ)““ 71280 1.105

Los numeros entre paréntesis corresponden a la secuencia de aminoacidos de los fragmentos.

4.- EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS.
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4.1.- Analisis de la expresién de proteinas en E coli.

Como paso previo a la produccion a gran escala de los diferentes fragmentos de
plectina y B4 se analiz6 su expresion con el fin de determinar si las proteinas se
producian de manera soluble. Para ello, se inocularon 25 ml de medio de cultivo
liguido TB suplementado con ampicilina (100ug/ml) con una colonia de
BL21(DE3)T1 que contenia el plasmido de interés. El cultivo se crecié a 37° C en
agitacion, hasta alcanzar una D.Ogy de 0.4-0.6. En este punto, se indujo la
expresion de proteina de interés mediante la adiccion de 0.2 mM isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG); la expresion se mantuvo durante 3 h a 37° C.
Alternativamente, el cultivo se enfrio a 15° C y la expresion se indujo con 0.2 mM
IPTG durante 12 h.

Seguidamente, las células se recogieron por centrifugacion a 18000 x g durante 15
min a 4° C y se resuspendieron en 1 ml de 20 mM Tris-HCI pH 7.9, 500 mM NaCl, 5
mM imidazol, 0.025% (p/v) NaNs (solucién A), suplementado con 0.1% (v/v) Tritdn X-
100. Las células se lisaron mediante sonicacion (4 pulsos de 10 s). El
homogeneizado resultante se centrifug6 a 16000 x g a 4° C durante 30 min, y el
sobrenadante se decantd. El pellet se resuspendid en 1 ml de la solucién A
suplementada con 6M urea. La presencia de la proteina de interés en la fraccion

soluble (sobrenadante) o insoluble (pellet) se analizé mediante SDS-PAGE.

4.2.- Purificacion de proteinas.

La expresion de proteinas a gran escala se realiz6 de forma similar a los ensayos
descritos anteriormente, pero empleando entre 1,5 y 3 | de medio de cultivo. Las
proteinas se purificaron a partir de la fraccion soluble del lisado celular mediante una
cromatografia de afinidad empleando una columna quelante de Ni*? HisTrap HP de 5
ml (GE Healthcare) y utilizando un equipo de cromatografia AKTA Prime™ (GE
Healthcare). Tras cargar la muestra, la columna se lavd extensamente con la
solucién A. Las proteinas se eluyeron con un gradiente de 9 a 80% de 20 mM Tris-
HCI (pH 7.9), 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, 0.025 % (p/v) NaN3; (solucién B). Las
fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE. Aquellas que contenian la proteina
de interés se juntaron y se dializaron frente a 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM
NaCly 0.025% (p/v) NaN3 durante 12 h a 4° C.
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A continuacion, la cola de His se escindié por digestion con una forma recombinante
de la proteasa TEV que contiene una cola de poli-His. Los restos de proteina sin
digerir, la cola de poli-His y la TEV se eliminaron mediante un segundo paso de
cromatografia de afinidad. Las fracciones que contenian la proteina se sometieron a
dialisis extensiva frente a la solucion deseada. Por ejemplo, las muestras destinadas
a ensayos de cristalizacion se equilibraron en 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM de
NaCl, 1mm DTT. Las proteinas se concentraron mediante ultrafiltracién utilizando
celdas Amicén (Millipore) y membranas de 10 kDa de limite de separacion.
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 149000 x g durante 30 min a 4° C.
Cuando las muestras no se utilizaron inmediatamente, se dividieron en alicuotas, se

congelaron mediante inmersion en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80° C.

En la purificacion de las proteinas de plectina que se utilizaron para los analisis
mediante SAXS, se incluyd un paso de purificacion adicional. Tras la segunda
cromatografia de afinidad se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular
utilizando una columna Sephacryl S300 26/60 (GE Healthcare). La columna se
equilibré en 20 mM NaPi (pH 7,5), 150 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol, 3 mM DTT y
0.025% (p/v) NaNs;. Antes de ser aplicadas a la columna, las muestras se
concentraron hasta un volumen inferior a 5 ml y se centrifugaron a 4° C durante 30
min a 16000 x g. Se utilizé un flujo de 1.2 ml/min y se recogieron fracciones de 4 ml.
Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE. Tras la cromatografia, las
fracciones de interés se concentraron mediante ultrafiltracion y se almacenaron

como se ha descrito.

Las proteinas que se expresaban como insolubles en los ensayos iniciales, se
purificaron a partir de la fraccion insoluble tras la lisis celular por sonicacion.

El pellet se solubiliz6 en la solucidn A suplementada con 6M Urea y se purifico
mediante una cromatografia de afinidad en condiciones desnaturalizantes,
empleando una columna quelante de Ni*? HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare). Tras
cargar la muestra, la columna se lavo extensamente con la solucion A con 6 M Urea
y la proteina se eluy6é con un tampoén 20 mM Tris-HCI (pH 7.9), 500 mM NaCl, 500

mM imidazol, 0.025 % (p/v) NaNs3, 6 M Urea. Posteriormente, la proteina se replegd
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por una diluciéon 50 veces en un tampon 20 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl y
0.025% (p/v) NaN35 mM EDTA, 1 mM DTT, resultando en una concentracion
residual de Urea de 0.12 M. La proteina ya soluble se concentro y se dializé frente a
20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl y 0.025% (p/v) NaNs; durante 12 h a 4° C.

Todos los pasos restantes de purificacién, como la digestion de la cola de poli-His y
el segundo paso de cromatografia, se realizaron siguiendo el protocolo

anteriormente descrito.

5.- CRISTALOGRAFIA.

5.1.- Cristalizacién de proteinas.

5.1.1.- Experimentos de cristalizacion: descripcion general.

Los ensayos iniciales de cristalizacion se llevaron a cabo mediante la técnica de
difusién de vapor en gota sentada, utilizando placas de 96 pocillos MRC (Swissci).
Las gotas se prepararon mezclando 1 pl de solucion de proteina con 1 ul de solucion
madre de cristalizacion y se equilibraron frente a 80 pl de la solucion de cristalizacion
que se encontraba en el reservorio. Estos ensayos se realizaron a temperatura
ambiente y a 4° C empleando las colecciones de soluciones de cristalizacion: Wizard
'y Il, Cryo | y Il (Emerald BioSystems, WA), Salt Rx, Crystal Screen (Hampton
Research, CA) y PACT (Newman et al, 2005), que incluyen un total de 432

soluciones de cristalizacion.

Una vez que se obtuvieron cristales en los ensayos iniciales, se realizaron
experimentos para refinar y mejorar las condiciones de cristalizacion con el fin de
obtener cristales adecuados para el estudio cristalografico. Estos ensayos se
realizaron mediante técnicas de difusién de vapor, empleando placas de 24 pocillos
XRL (Molecular Dimensions) o Cryschem (Hampton Research) para experimentos
en gota colgante o sentada, respectivamente. Partiendo de las soluciones
identificadas en el cribado inicial, se variaron diversos parametros como:
concentracion de precipitante o sal, pH del tampdn, concentracion de proteina,
volumen de la gota o la proporcion entre el volumen de proteina y el volumen de la

solucion de cristalizacion.
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5.1.2.- Cristalizacion del fragmento SR3-SR4.

Los cristales iniciales del fragmento SR3-SR4 (aminoacidos 543-748) se obtuvieron
a 4° C con la solucion numero 41 de la coleccidon de cristalizacion Crystal Screen
(Hampton Research, CA) que consiste en 100 mM HEPES (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG
4000, 10 % (v/v) isopropanol. Los cristales que se utilizaron para resolver la
estructura cristalografica se obtuvieron mediante difusion de vapor en gota sentada,
con gotas formadas por 3 ul de proteina a 30.9 mg/ml en tampon 10 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT y 3 pl de la solucién de cristalizacion 100 mM
HEPES (pH 7.5), 17 % (p/v) PEG 4000, 8 % (v/v) isopropanol. Previamente a la
toma de datos de difraccion, los cristales se transfirieron a una solucion
crioprotectora que consistia en 100 mM HEPES (pH 7.5), 18 % (p/v) PEG 4000, 6 %
(v/v) isopropanol, 20 % (v/v) glicerol y se enfriaron mediante inmersion en nitrégeno

liquido.

5.1.3.- Cristalizacion del fragmento SR4-SR5.

En los ensayos iniciales de cristalizacidn, se obtuvieron cristales del fragmento SR4-
SR5 (aminoacidos 640-918) con varias de las soluciones de PACT (Newman et al,
2005) a 4° C. Los cristales aparentemente mejores se obtuvieron con la solucion
numero 46, que consiste en 100 mM imidazol (pH 8.0), 10 % (p/v) PEG 8000, 200
mM acetato de calcio. Tras refinar las condiciones de cristalizacion, los cristales
empleados para resolver la estructura se obtuvieron con la técnica de difusion de
vapor en gota colgante mezclando 3 ul de proteina a 15 mg/ml en tampén 10 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT con un volumen igual de 100 mM
imidazol (pH 7.2), 9 % (p/v) PEG 8000, 200 mM acetato de calcio, 2 mM DTT. Una
vez que se obtuvieron cristales, las gotas se equilibraron durante 36 h frente a una
solucién que contenia dos veces la concentracion de todos los componentes de la
solucidén de cristalizacion: 200 mM imidazol (pH 7.2), 18 % (p/v) PEG 8000, 400 mM
acetato de calcio, 4 mM DTT. Antes de tomar los datos de difraccion, los cristales se
transfirieron a una solucién crioprotectora que consistia en 200 mM imidazol (pH
7.2), 18 % (p/v) PEG 8000, 400 mM de acetato de calcio, 4 mM DTT, 20 % (v/v)
glicerol. A continuacidon los cristales se congelaron por inmersiébn en nitrégeno

liquido.
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Los cristales de SR4-SR5 empleados para introducir atomos pesados se obtuvieron
usando como solucion de cristalizacion: 100 mM imidazol (pH 7.6), 10 % (p/v) PEG
8000, 200 mM acetato de calcio, 2 mM DTT. Los cristales se incubaron durante 3.5 h
en 100 mM imidazol (pH 7.6), 12 % (p/v) PEG 8000, 200 mM acetato de calcio, 1
mM etilmercuriotiosalicilato (EMTS). El exceso de EMTS se elimind durante las
breves incubaciones en soluciones crioprotectoras que consistian en 12% (p/v) PEG
8000, 200 mM acetato de calcio, 100 mM imidazol (pH 7.6) y concentraciones
crecientes de glicerol hasta el 20 % (v/v). Posteriormente, los cristales se congelaron

en nitrogeno liquido.

5.1.4.- Cristalizacion del fragmento SR5-SR6ASH3-A.

Los ensayos iniciales de cristalizacion del fragmento SR5-SR6ASH3-A (aminoacidos
750-818-GSGSG-889-1006) se realizaron empleando una solucién de esta proteina
a 30 mg/ml en 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT. Se obtuvieron
cristales a 4° C con la solucion numero 69 de la coleccion de cristalizacion PACT
(Newman et al, 2005) que consiste en 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM tartrato de
sodio y potasio. Los cristales obtenidos en estos ensayos iniciales fueron de un
tamafo adecuado para el estudio cristalografico. Como paso previo a la toma de
datos, los cristales se transfirieron a una solucion crioprotectora que consistia en 20
% (p/v) PEG 3350, 200 mM tartrato de sodio y potasio, con concentraciones
crecientes de glicerol hasta el 15 % (v/v); tras lo cual, los cristales se congelaron por

inmersion directa en nitrogeno liquido.

Para introducir atomos pesados en los cristales de SR5-SR6ASH3-A, éstos se
incubaron a 4° C en 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM tartrato
de sodio y potasio y 1 mM EMTS durante 6 horas. El exceso de EMTS se elimind
durante la incubacion en soluciones crioprotectoras que consistian en 20 % (p/v)
PEG 3350, 200 mM tartrato de sodio y potasio, y concentraciones crecientes de
glicerol hasta el 15 % (v/v). Posteriormente, los cristales se congelaron en nitrégeno

liquido.
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5.1.5.- Cristalizacion del fragmento SR5-SR6ASH3-B.

En los ensayos iniciales de cristalizacion del fragmento SR5-SR6ASH3-B
(aminoacidos 750-818-GSG-889-1006) se obtuvieron cristales con ~ 15 soluciones
de la coleccion de PACT (Newman et al, 2005) a temperatura ambiente y a 4° C. De
estos cristales iniciales, los de mejor apariencia macroscoépica se obtuvieron a 4° C
con una soluciéon que consiste en: 100 mM Bis-Tris-propano (pH 6.5), 20 % (p/v)
PEG 3350, 200 mM malonato de sodio. A partir de esta condicidn inicial, se refinaron
las condiciones de cristalizacion. Los cristales que se utilizaron para la resolucion
estructural se obtuvieron mediante difusién de vapor en gota colgante mezclando 2
Ml de la proteina a 30 mg/ml en 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT,
con un volumen igual de una solucién de cristalizacion que consistia en 100 mM Bis-
Tris-propano (pH 6.0), 18 % (p/v) PEG 3350, 200 mM malonato de sodio. Los
cristales se transfirieron a una solucion crioprotectora que consistia en 100 mM Bis-
Tris-propano (pH 6.0) 19 % (p/v) PEG 3350, 200 mM malonato de sodio y 15 % (v/v)

de glicerol, antes de ser congelados por inmersion directa en nitrégeno liquido.

5.1.6.- Cristalizacion del fragmento SR7-SR8.

Los cristales iniciales del fragmento SR7-SR8 (aminoacidos 1004-1233) se
obtuvieron a temperatura ambiente en la condicion numero 5 de la coleccion de
PACT (Newman et al, 2005) que consiste en 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM NaF.
Tras refinar las condiciones de cristalizacion, los cristales de SR7-SR8 se obtuvieron
en experimentos de difusion de vapor en gota sentada en los que se mezclaron 3 pl
de SR7-SR8 a 27 mg/ml en tampdén 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM
DTT, con un volumen igual de una solucién que consistia en 17 % (p/v) PEG 3350,
200 mM NaF. Antes de ser medidos, los cristales se transfirieron de manera
secuencial a soluciones crioprotectoras que consistian en 50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
18 % (p/v) PEG 3350, 200 mM NaF y concentraciones crecientes de glicerol hasta el

15 %. Los cristales se congelaron por inmersion directa en nitrégeno liquido.
Los cristales del fragmento SR7-SR8 empleados para introducir atomos de mercurio

se obtuvieron de forma similar a como se ha descrito empleando una concentracion

inicial de SR7-SR8 de 14.5 mg/ml y como solucion de cristalizacion: 50 mM Tris-HCI
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(pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM NaF. Los cristales se incubaron durante 15
horas a temperatura ambiente en esta solucion de cristalizacién suplementada con 2
mM EMTS. El exceso de EMTS se elimin6 mediante una incubacion breve en la
solucion de cristalizacion sin EMTS. Los cristales derivados se transfirieron a una
solucién crioprotectora que consistia en 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG
3350, 200 mM NaF e incrementos del 5 % (v/v) de glicerol hasta el 15 %.
Posteriormente, los cristales se congelaron por inmersién directa en nitrégeno

liquido.

5.1.7.- Cristalizacion del fragmento SR7-SR9.

Se obtuvieron cristales del fragmento SR7-SR9 (aminoacidos 1004-1372) a
temperatura ambiente con ~20 condiciones de cristalizacion de la coleccion de
PACT (Newman et al, 2005). Los mejores cristales se obtuvieron con la condicion
nuamero 71 que consiste en 100 mM Bis-Tris-propano (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG
3350, 200 mM tartrato de sodio y potasio. Tras refinar las condiciones de
cristalizacién los cristales empleados en los estudios cristalograficos se obtuvieron
en experimentos de difusion de vapor (gota colgante) en los que se mezclaron 3 pli
de proteina a 12 mg/ml en 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT con 2
Ml de una solucion de cristalizacion que consistia en 100 mM Bis-Tris-propano (pH
8.0), 16 % (p/v) PEG 3350, 300 mM tartrato de sodio y potasio. Antes de ser
medidos, los cristales se transfirieron a soluciones que consistian en 100 mM Bis-
Tris-propano (pH 7.5), 19 % (p/v) PEG 3350, 250 mM tartrato de sodio y potasio, con
concentraciones crecientes de glicerol en incrementos del 5 % hasta alcanzar el 20

%; ésta ultima actué como solucion crioprotectora.

5.2.- Adquisicion y tratamiento de datos de difraccion.
5.2.1.- Equipos de difraccion y fuentes de radiacion.

En este trabajo se han utilizado las siguientes fuentes de rayos-x:
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» Generador de rayos-x de anodo rotatorio: Se ha utilizado un equipo de difraccion

que se encuentra en el Centro de Investigacion del Cancer de Salamanca (CSIC-
USAL). Este difractometro consiste en un generador de anodo rotatorio de cobre
Microstar-H (Bruker AXS) que produce radiacion con una longitud de onda de 1.5418
A, un sistema o6ptico Helios y un detector mar345dtb (MarResearch GmbH) de tipo
image plate. El equipo dispone ademas de un sistema criogénico Cryostream Serie
700 (Oxford Cryosystems) que mantiene la muestra a 100 K durante la toma de
datos. Este equipo se utilizé para la toma de los datos de todos los cristales con
excepcion de los cristales del fragmento SR7-SR9.

» Radiacion sincrotron: La coleccion de datos de difraccion del fragmento SR7-SR9

del dominio plakina de plectina se realizé en la linea ID 14.2 del ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility) (Grenoble, Francia), utilizando una longitud de onda
de 0.993 A. Como sistema de deteccion se utilizd una camara CCD Quantum 4
(ADSC) y la temperatura de trabajo fue de 100 K.

5.2.2.- Procesado de los datos de difraccion.

De forma general las intensidades de difraccién se indexaron e integraron con los
programas XDS y XSCALE (Kabsch, 1993). Las intensidades se convierten en
modulos de amplitud de factores de estructura, con el programa XDSCONV que
emplea el método de French y Wilson (French & Wilson, 1978). Este programa
convierte los datos de reflexion obtenidos por XSCALE en un formato apropiado
para ser utilizados con los programas de la suite de CCP4. Los datos se
transformaron en el formato MTZ empleando los programas F2MTZ y CAD de CCP4
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994).

Los cristales del fragmento SR7-SR9 produjeron un patron de difraccion
marcadamente anisotrépico. En este caso los datos se indexaron e integraron con el
programa MOSFLM (Leslie, 1992) que permite definir limites de resolucion
anisotropicos y se escalaron con el programa SCALA del paquete CCP4
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994).

5.2.3.- Caracterizacion inicial de los cristales a partir de los datos de difraccion.
Se estimaron el numero de moléculas presentes en la unidad asimétrica de los

cristales mediante la estimacion del coeficiente de Matthews (V) y del contenido del
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solvente empleando el programa MATTHEWS COEF (Kantardjieff & Rupp, 2003) de
la suite CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994)

Se calcularon las funciones de auto-rotaciéon con el programa GLRF (Tong &
Rossmann, 1997). Se emple6 una convencidon de ortogonalizacion estandar
(AXABZ) en la que el eje cartesiano x es paralelo al eje a, el eje y es paralelo al eje b
y el eje z es paralelo al eje c. Se calcularon mapas nativos de Patterson empelando
el programa FFT (Fast Fourier Transform) (Read & Schierbeek, 1988) de CCP4
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994).

5.3.- Resolucion de estructuras: faseado.

La resolucion de la estructura cristalografica de una proteina, supone obtener una
imagen de la funcion de distribucion de densidad electronica a partir del patréon de
difraccion. La densidad electrénica es la transformada de Fourier del patrén de
difraccion.

Los factores de estructura (Fng) que forman el patrén de difraccion se pueden

expresar como.
— it
|:hkl - ‘Fhkl‘e

Donde |Fna| es la amplitud, que a su vez es la raiz cuadrada de la intensidad
observada (ln«) Y ank €s la fase. Durante los experimentos de difraccion se pierde la
informacion de las fases de los factores de estructura, lo cual impide calcular la
funcién de densidad electrénica exclusivamente a partir de los datos de intensidad
de las reflexiones. Esto constituye el “problema de la fase” en cristalografia. Para
resolver las estructuras cristalograficas de los fragmentos de plectina se han
empleado dos métodos de faseado: reemplazo molecular y reemplazo isomorfico

simple con dispersiéon andmala.

5.3.1.- Reemplazo molecular.

Las estructuras de los fragmentos SR3-SR4, SR5-SR6ASH3-B y SR7-SR9 se
resolvieron mediante reemplazo molecular empleando el programa PHASER
(McCoy et al, 2007) dentro de la suite de programas CCP4 (Collaborative
Computational Project Number 4, 1994). En la busqueda se emplearon dos tipos de

modelos. Cuando se dispuso de una estructura previa total o parcial del fragmento

49



Capitulo 3

de interés, ésta se empleé como modelo de busqueda. En los casos en los que soélo
se conocia la estructura de regiones homdlogas en otras proteinas se construyeron
modelos de tipo "mixtos" utilizando el servidor SCWRL (Canutescu et al, 2003). En
estos modelos "mixtos" se mantuvieron las conformaciones de las cadenas laterales
de los residuos idénticos en ambas secuencias, mientras que los residuos no

conservados se modelaron como Ser con la excepcion de los residuos de Gly y Ala.

5.3.2.- Reemplazo isomérfico simple con dispersién anémala (SIRAS).

Las estructuras de los fragmentos SR4-SR5, SR5-SR6ASH3-A y SR7-SR8 se
fasearon mediante SIRAS. En todos los casos se emplearon datos de un cristal
nativo y datos de un cristal tratado con el compuesto mercurial EMTS. Los datos de
difraccién se tomaron empleando un difractdmetro de anodo rotatorio de cobre. La
elucidacién de las sub-estructuras de los atomos de Hg y el calculo de las fases
iniciales a partir de éstas se realizaron con los programas SHELXC/D/E (Sheldrick,
2002) empleando la interfaz grafica HKL2ZMAP (Pape & Schneider, 2004). Las
posiciones de los atomos de Hg con mayor ocupacion que se encontraron con
SHELXD vy las distribuciones de probabilidad de sus fases se refinaron
posteriormente con el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003). Este proceso
permitio identificar sitios de atomos pesados adicionales con menor ocupancia. Las
fases obtenidas con SHARP se mejoraron y se extendieron utilizando los programas
SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996) y DM (Cowtan, 1994). Las fases
experimentales asi obtenidas permitieron el calculo de mapas de densidad

electronica interpretables.

5.4.- Refinado de las estructuras cristalograficas.

Las estructuras se refinaron con el programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005)
empleando funciones de maxima probabilidad (maximum likelihood) (Afonine et al,
2005). Durante el refinado se monitorizé el factor de desacuerdo R (Rwork) que
compara las amplitudes observadas (Fobs) con las amplitudes calculadas a partir del

modelo (Fcal):
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> _|Fobs| - Fcalc
R =100, "V

Z\ Fobs

(hkl)

Un 5% de los datos de difraccion se excluyeron del refinado, y se utilizaron para
calcular el valor de Ryee.

Cuando la estructura cristalografica se resolvio mediante la técnica de reemplazo
molecular, inicialmente se realiz6 un refinado de cuerpos rigidos. En las fases
iniciales también se empled el método de recocido simulado (simulated annealing).
En etapas mas avanzadas se realizo: (i) refinado de las posiciones atdmicas, (ii)
refinado de valores B o parametros de desplazamiento atomico (ADP) isotropicos
individuales vy (iii) refinado de ADPs segun un modelo de translacion, libracion y
desplazamiento helicoidal (TLS) de cuerpos pseudo-rigidos (grupos TLS)
(Schomaker & Trueblood, 1968; Winn et al, 2001). Los grupos TLS se identificaron a
partir del analisis de los valores de los ADPs de las estructuras empleando el
servidor TLS Motion Determination (Painter & Merritt, 2006). En el refinado de las
estructuras a media y baja resolucién se incluyeron restricciones de simetria no
cristalografica.

De manera habitual, los ciclos de refinado se alternaron con la inspeccion vy
modificacion manual del modelo con el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004).
Se emplearon mapas 2mFobs-DFcalc y mFobs-DFcalc; también se emplearon
mapas promediados a partir de multiples modelos en los que se introdujeron

desplazamientos atémicos aleatorios (mapas averaged kick) (Praznikar et al, 2009).

5.5.- Andlisis de la geometria de las estructuras cristalograficas.

La geometria de las estructuras se analiz6 mediante el programa MOLPROBITY
(Davis et al, 2007) (http://molprobity.biochem.duke.edu/) y con las utilidades del
programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004).

5.6.- Analisis de estructuras.
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La identificacion de los pares de aminoacidos que podrian formar puentes disulfuro
se realizé con el programa SSBOND (Hazes & Dijkstra, 1988). Las superposiciones
de las estructuras cristalograficas se realizaron con el programa LSQKAB de CCP4
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994). La identificacion de dominios
dindamicos y de los movimientos que relacionan diferentes conformaciones de un
determinado fragmento se realiz6 comparando pares de estructuras con el programa
DynDom (Hayward & Berendsen, 1998). Las figuras de las estructuras

cristalograficas se realizaron con el programa PyMOL (DelLano, 2002).

6.- DISPERSION DE RAYOS-X A BAJO ANGULO (SAXS).

La dispersion de rayos-x a bajo angulo o SAXS (Small Angle X-ray Scattering) es
una técnica fisica que se permite analizar la estructura de macromoléculas en
solucién. Esta técnica analiza la dispersion de rayos-x producida por una solucion de
una macromolécula al paso de un haz monocromatico a través de ella, a angulos
muy proximos a cero (tipicamente entre 0.1° y 10°). Mediante esta técnica se obtiene
un perfil de dispersion en el que se representa la intensidad de dispersion | en
funcién del vector de dispersiéon g, cuyo modulo es:

g=411sinB/A

Donde 26 es el angulo entre el rayo incidente y el detector (angulo de dispersion) y A
la longitud de onda de los rayos-x. El perfil de dispersion de una muestra
homogénea puede derivarse de la distribucion de densidad electronica de la

particula:

Dimex

I(Q=4 EJP(I}%(QQ dr

Donde Dmax es la dimension linear maxima de la particula y P(r) es la funcién de
distribucion de distancias inter-atomicas.
El tamafno medio de la particula se puede estimar mediante la ecuacién de Guinier

(Guinier & Fournet, 1955) que utiliza datos de dispersion a bajo angulo.
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il (@)=l o)) R

Donde 1(0) es la intensidad de dispersion extrapolada a angulo cero y Rg es el radio
de giro. La aproximacion de Guinier es valida para valores 0.8 < qRg < 1.2. El Rg de
la particula se obtiene directamente de la pendiente de la region lineal obtenida al
representar Ln [ 1(q)] frente a g>.

A partir de la transformada de Fourier del perfil de dispersion de SAXS se calcula la
funcién de distribucion de distancias inter-atdbmicas (P(r)), que es una representacion
de las distancias de todos los pares de electrones dentro de la particula dispersada.
La P(r) proporciona informacion estructural sobre la forma global de las particulas,
de tal manera que las moléculas globulares son distinguibles de las moléculas que
presentan una forma alargada. A partir de esta funcién, se estiman parametros
estructurales, como la Dmax de la particula y se calcula el Rg de la molécula.

En el grafico de Kratky (Glatter & Kratky, 1982) se representan los datos de
dispersion (q) frente a I(q)*q>. Esta representacion se utiliza habitualmente para
analizar o inspeccionar visualmente la conformacion de las proteinas o el correcto

plegamiento de éstas.

6.1.- Preparacion de las muestras para el analisis mediante SAXS.

Las muestras de los fragmentos de plectina que se analizaron mediante SAXS se
equilibraron en 20 mM NaPi (pH 7.5), 150 mM NacCl, 0.025 % (p/v) NaN3, 3 mM DTT
y 5 % (v/v) glicerol. Este tampdn contiene DTT y glicerol para minimizar los danos

causados por la radiacién en las muestras (Kuwamoto et al, 2004).

6.2.- Recogida de datos de dispersion de rayos-x a bajo angulo.

Las medidas de dispersién de rayos-x a bajo angulo de los fragmentos de plectina
se llevaron a cabo en la estacidén cSAXS de la fuente de radiacidn sincrotron Swiss
Light Source (SLS), Villigen (Suiza). La camara de deteccién utilizada fue PILATUS
2wv Dectris Ltd, con una distancia de la muestra al detector de 2.15 m, de tal manera
que se cubrié un rango de vector de dispersion (q=41rsin6/A) de 0.015 a 0.5 Al La

energia del haz de rayos-x se ajusté a 12 KeV (A = 1.0 A).
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Las medidas de SAXS de las muestras se llevaron a cabo en capilares de
borosilicato de 1 mm de diametro (Hilgenberg GMBH), usando un soporte de cobre
termostatizado disefiado en el laboratorio. La temperatura de la muestra fue de 10°
C = 1° C. Se analizaron entre tres y cinco concentraciones de cada proteina, en un
rango de 1 - 15 mg/ml. Las muestras se prepararon mediante dilucion seriada (1:2)
de la solucibn mas concentrada, utilizando el mismo tampon en que estaban
equilibradas las proteinas. Los perfiles de dispersion se registraron cada 0.5 s para
un tiempo total de exposicion de 30 s. Los dafios por radiacion se minimizaron
utilizando celdas oscilantes, de tal manera que la muestra se expuso a la radiacion
en 10 posiciones diferentes dentro del capilar, con una distancia entre dos
posiciones consecutivas de 0.5 mm. Las imagenes que presentaron dafio por
radiacién se eliminaron antes de que los datos fuesen procesados. Los datos se
normalizaron por la intensidad del haz y la respuesta del detector. La dispersién del
tampon se restod a la dispersion de la muestra, usando una medida registrada en las

mismas condiciones pero sin proteina.

6.3.- Procesado de los datos de dispersion de rayos-x a bajo angulo (SAXS).

El procesado de los datos de dispersion se llevd a cabo utilizando el conjunto de
programas del paquete ATSAS 2.3 (Konarev et al, 2006). El analisis del perfil de
dispersidon experimental, la substraccion de la dispersion del tampén, el escalado por
la concentracion y la extrapolacién a dilucién infinita, se realizaron con el programa
PRIMUS (Konarev et al, 2003). El valor del Rg se calculd a partir de la aproximacion
de Guinier con el programa PRIMUS (Konarev et al, 2003) La funcién de distribucion
de distancias inter-atdbmicas (P(r)) se calculé con el programa GNOM (Svergun,

1992). A partir de esta funcion se estimé la Dmax y el Rg de la molécula.

6.4.- Modelado de envueltas ab initio de SAXS.

A partir de los perfiles de dispersion unidimensional experimental se calcularon
estructuras tridimensionales a baja resolucion mediante métodos ab initio
implementados en los programas de modelado DALAI_GA (Chacon et al, 2000) y
DAMMIF (Franke & Svergun, 2009). Estos programas crean un modelo de bolas

(dummy atom model) tomando como referencia una esfera con un diametro igual a
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la distancia maxima de la molécula (Dmax) y rellenan con bolas un volumen
correspondiente a la dispersion experimental de la muestra.

Con cada programa se generaron tipicamente 10 modelos independientes que se
compararon entre si mediante superposicion y alineamiento con el programa
SUPCOMB20 (Kozin & Svergun, 2000). El parametro NSD (discrepancia real
normalizada) (Kozin & Svergun, 2001) se utilizé para caracterizar las diferencias
entre modelos que presentan la misma resolucion. En modelos idénticos, el valor de
NSD es cero. El modelo que presenta el valor mas bajo de NSD se utiliz6 como
referencia, mientras que los modelos que presentan un valor de NSD superior a la
media y 2 veces la desviacidn estandar se eliminaron del analisis. A partir de los
modelos alineados se empled el programa DAMAVER (Volkov & Svergun, 2003)
para calcular una estructura promedio que representa el volumen mas poblado
dentro de cada grupo de modelos.

La representacion volumétrica de las envueltas modeladas de SAXS se realizo

mediante el programa SITUS 2.5 (Wriggers et al, 1999).

6.5.- Construccion de modelos atomicos del dominio plakina.

Los modelos atdmicos del dominio plakina de plectina se construyeron a partir de las
posiciones atomicas de las estructuras cristalograficas de los fragmentos que lo
componen. Para construir estos modelos, las estructuras cristalograficas se
superpusieron en las regiones que comparten mediante el programa LSQKAB de
CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994).

6.6.- Calculo del perfil teérico de SAXS y parametros estructurales. Ajuste de
los datos tedricos a los datos experimentales.

A partir de los modelos o estructuras atémicas se calcularon los perfiles de
dispersion teoricos y el Rg utilizando el programa CRYSOL (Svergun et al, 1995).
Los perfiles de dispersion tedrico se ajustaron a los correspondientes perfiles de
dispersiéon experimental.

La calidad del ajuste del perfil tedrico al perfil experimental se determiné a partir de
la funcién de discrepancia normalizada x* (Svergun et al, 1995). Este parametro se

calcula a partir de la siguiente ecuacion.
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Ne—17; a(q)

x2=1_z|:l iJexp — Cl mc}z

Donde c es el factor de escalado, |(Qi)exp , I(Qi)caic €S la intensidad del perfil
experimental y del perfil tedrico respectivamente; y o(qi) es el error experimental.
Valores de esta funcién cercanos a cero se corresponden con un buen ajuste entre
los datos de dispersion experimental y los datos de dispersion tedricos calculados a
partir del modelo. La P(r), la Dmax tedrica y el Rg tedrico se calcularon a partir de las
estructuras atomicas utilizando el programa HYDROPRO (Garcia De La Torre et al,
2000).

6.7.- Ajuste de las estructuras a alta y baja resolucion.

Los modelos atomicos o en su caso las estructuras cristalograficas del dominio
plakina, se ajustaron automaticamente dentro del volumen de las envueltas
experimentales de SAXS, usando el programa SUPCOMB20 (Kozin & Svergun,
2000)

7.- ENSAYOS BIOQUIMICOS.

7.1.- Ensayos de la interaccion plectina-$4 basado en fluorescencia.

7.1.1.- Marcaje de fragmentos de plectina con 1,5-I-AEDANS.

En los ensayos de fluorescencia se utilizaron proteinas mutantes de plectina, en las
que se sustituyeron las Cys presentes en la secuencia silvestre: (C420, C620, C738,
C739 y C740) por Ala y se incorpor¢ la sustitucion G162C (de Pereda et al, 2009a).
Estas proteinas se marcaron con la sonda fluorescente 1,5--AEDANS (Haran et al,
1992). Soluciones de proteina a 100 uM en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl
se incubaron durante 2 horas a 4° C con un exceso de 20 veces en concentracion
molar de 1,5-I-AEDANS. A continuacion, la reaccion se detuvo afiadiendo DTT en un
exceso 10 veces superior a la concentracion de 1,5--AEDANS vy se incubd durante 1
hora a 4° C. El exceso de reactivo se elimind mediante didlisis extensivas frente a 20
mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl. Las proteinas marcadas se concentraron
mediante ultrafiltracion, se congelaron por inmersién en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80° C hasta el momento de su utilizacion.
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La concentracion de 1,5-I-AEDANS en las muestras marcadas se determind
espectrofotométricamente empleando los coeficientes de extincion molar
€336nm=6100 M'ecm™ y €2800m= 1060 M'ecm™. El grado de marcaje promedio fue de

1.1 £ 0.1 moléculas de 1,5-I-AEDANS por molécula de plectina.

7.1.2.- Ensayo de fluorescencia y determinacion de la afinidad de la interaccion
plectina-p4.

La interaccién entre B4 y plectina se monitorizé6 midiendo cambios en la intensidad
de fluorescencia de la sonda 1,5-I-AEDANS unida selectivamente a fragmentos de
plectina 1C que llevan la sustitucion G162C.

Las medidas de fluorescencia del 1,5--AEDANS se realizaron en un
espectrofluorimetro FluoroMax-3 (HORIBA-Jobin-Yvon) a 25° C. La longitud de onda
de excitacion fue 340 nm (0.5 nm de ancho de banda) y la de emision 475 nm (5 nm
de ancho de banda).

Soluciones de plectina-1,5-I-AEDANS a una concentraciéon 4 yM en 20 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 150 mM NaCl se titularon por la adicion secuencial de soluciones
concentradas de proteinas de B4. La intensidad de la fluorescencia se corrigié por la
dilucion, siendo el volumen total anadido de B4 inferior al 12 % del volumen inicial.
Los valores de la constante aparente de disociacion (Kq) de la interaccion plectina-
B4, se determinaron ajustando la siguiente ecuacidén que corresponde a un modelo

de union con una estequiometria 1:1 (de Pereda et al, 2009a).

V= x/ﬂ/z - 4[P|e]T [ﬁ4]T

2[Ple];

I=1.+|(1,—-1;)

y = Kd +[Ple]; +[84],

En esta ecuacion, [Ple]r es la concentracion total de plectina-1,5--AEDANS, [B4]r es
la concentracion total de B4 afiadida e | es la intensidad de la fluorescencia

observada.
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7.2.- Andlisis de la estabilidad térmica de proteinas basado en fluorescencia.
La desnaturalizacion térmica de la proteina se monitorizé usando un ensayo de
termofluor (Pantoliano et al, 2001), en el que se miden los cambios de la intensidad
de la fluorescencia de la sonda Sypro Orange (Invitrogen) en funcion de la
temperatura. Se analizaron muestras (25 pl) que incluyen la proteina de interés a
0.25 mg/ml en 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM de NaCl y la sonda Sypro Orange a
una concentracion 10X (unidades del fabricante). Estas soluciones estaban
suplementadas con diversas concentraciones de CaCl, (0.1, 1, 10 y 100 mM) o con
5 mM EGTA.

Los experimentos se realizaron en un instrumento de PCR en tiempo real IQ5 (Bio-
Rad), empleando un filtro de excitacion de 480 nm (20 nm de ancho de banda) y un
filtro de emision de 530 nm (30 nm de ancho de banda). Se realizaron barridos de
temperatura entre 20° C y 85° C con una velocidad de barrido de 1° C/min. Se
tomaron medidas de fluorescencia a intervalos de 0.5° C. Cada muestra se analiz6
por duplicado y las réplicas se ajustaron independientemente. La temperatura de
desnaturalizacion (Ty) se determind como el maximo de la derivada de la

fluorescencia (unidades arbitrarias) frente a la variacion de la temperatura (dF/dT).

7.3.- Formacion de puentes disulfuro y determinacion de grupos tiol libres con
DNTB.

La formacion de puentes disulfuro en las proteinas de plectina se indujo mediante
oxidacion. Para ello, muestras de proteina a ~ 20-30 yM en tampén 10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 50 mM NaCl, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en presencia
de 0.1 mM CuSO4 y 0.1 mM 1,10-fenantrolina (Lee et al, 1994).

Los grupos sulfhidrilos de las proteinas se titularon antes y después de la oxidacion
mediante una reaccion con 5,5' ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DNTB) (Riddles et al,
1983) en tampdn 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl en ausencia o presencia de
6 M hidrocloruro de guanidinio. En esta reaccion se forma tionitrobenzoato, como
producto de la escision del puente disulfuro del DNTB al reaccionar con los grupos
sulfhidrilos de la proteina. La concentracion de tionitrobenzoato liberado se midié
espectrofotométricamente a 412 nm utilizando un coeficiente de extincidn molar de

13600 M'ecm™. El nimero de grupos sulfhidrilos libres por molécula de proteina se
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determind como el cociente entre las concentraciones de tionitrobenzoato y de

proteina.
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1.- DISENO Y PRODUCCION DE FRAGMENTOS DEL DOMINIO PLAKINA DE
PLECTINA EMPLEADOS EN ESTUDIOS ESTRUCTURALES.

Para abordar el estudio del dominio plakina se ha generado una amplia coleccion de
fragmentos de plectina. Estos fragmentos contienen un numero variable de los sub-
dominios SRs y el dominio SH3, que componen el dominio plakina. En el disefio de
las construcciones se ha respetado la integridad estructural de los sub-dominios, por
ello se han utilizado los limites de secuencia de dichos sub-dominios identificados
previamente a partir del analisis de secuencia (Sonnenberg et al, 2007). El disefio de
las construcciones del dominio plakina ha sido un proceso iterativo. Tras la
produccion y caracterizacion de un conjunto inicial de fragmentos, se han disefiado y
generado subsiguientes fragmentos. Todos los fragmentos se han expresado en
E.coli como proteinas de fusion con una cola de ocho Histidinas en la posicion N-
terminal. Las proteinas se han purificado mediante cromatografia de afinidad. Salvo
que se indique lo contrario, la cola de His se elimind mediante digestion dirigida con

la proteasa rTEV que deja el tetrapéptido GSHM en extremo amino de la proteina.

1.1.- Primera coleccioén de fragmentos del dominio plakina de plectina.

Se generd una coleccién inicial de 12 construcciones de fragmentos del dominio
plakina de plectina, que codifican proteinas que contienen entre dos y cuatro sub-
dominios o SRs (Tabla R1, Figura R1).

Tabla R.1. Parametros de la primera coleccién de fragmentos del dominio plakina de plectina.

Fragmento Limites de secuencia® . N°’d¢_e c P?S.o Tolecular

aminoacidos tedrico™ (Daltons)
SR3-SR4 543-748 210 24.199
SR3-SR5° 543-918 380 43.309
SR3-SR6° 543-1003 465 53.178
SR4-SR6° 640-1003 367 42.006
SR4-SR5° 640-918 282 32.137
SR5-SR6° 749-1003 259 29.410
SR6-SR7 919-1117 203 23.041
SR6-SR8 919-1233 219 36.308
SR6-SR9 919-1372 458 52.694
SR7-SR8 1004-1233 234 26.439
SR7-SR9 1004-1372 373 42.825
SR8-SR9 1118-1372 259 30.083

@ El dominio SH3 esta presente en las conciones que contiene el SR5.

® La numeracion corresponde a la variante 1C de plectina humana.

¢ Las proteinas contienen en su extremo N-terminal la secuencia adicional GSHM.
¢ Los valores se han calculado a partir de la secuencia de aminoacidos.
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De estos fragmentos recombinantes, ocho se expresan solubles en E.coli, los cuales
son: SR3-SR4; SR3-SR5; SR3-SR6; SR4-SR5; SR4-SR6; SR6-SR9; SR7-SR8 y
SR7-SR9. Por el contrario, los fragmentos: SR5-SR6; SR6-SR7; SR6-SR8 y SR8-

SR9 se expresan como proteinas insolubles.

—

ABD

= SR1 ) SR2)< sR3 ) SR4 ) SR5/SH

SR6)( SR7 ) SR8 ) SR9 Jmmmm nxx

SR3-SR4
SR3-SR5 545 (SR3 )X SR4 ) SR5/SH3)) s1s

SR3-SR6 s (_SR3)(_SR4 ) SR5/SH3) SRE) 1003

SR4-SR6 “‘“’ 1003

SR4-SR5 640 @@g» a18

SR5-SR6 749 @g (SR8) 1003

SR6-SR7 ke -

SR6-SR8 a9 (SREX_SR7)( SRE) 1233
SR6-SR9 919 sR7)( srR8)( SR3)|w2
SR7-SR8 1wo0a ( SRT ) SR8) 123
SR7-SR9 w0a ( SR7 ) SR8 ) SRY) 1372
SR8-SR9 1118 1372

Figura R1.- Primera colecciéon de fragmentos del dominio plakina. Los fragmentos de plectina
que se expresan como proteinas solubles en E coli aparecen sombreados en amairillo.

1.2.- Cristalizacion de proteinas de la primera coleccion de fragmentos del

dominio plakina.

Los ocho fragmentos que se expresan como proteinas solubles, se purificaron y se

sometieron a ensayos de cristalizacion. Se obtuvieron cristales de los fragmentos
SR3-SR4, SR4-SR5, SR7-SR8 y SR7-SR9 y se resolvié la estructura cristalografica

de estas cuatro regiones del dominio plakina de plectina (Ver seccién 2 de

Resultados).
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1.3.- Segunda coleccion de fragmentos del dominio plakina de plectina.

En base a las estructuras cristalograficas de los cuatro fragmentos anteriores, se
disefiaron ocho fragmentos adicionales (Tabla R2, Figura R2), con el objetivo de
elucidar la estructura cristalografica de los SRs que no se habian resuelto con los

fragmentos anteriores.

Tabla R2. Parametros de la segunda coleccion de fragmentos del dominio Elakina de Electina.

Fragmento Limites de secuencia® . N°’d? c P?S.O rLloIecuIar
aminoacidos tedrico (Daltons)
SR5-SR6-ASH3-A 750-818-GSGSG-889-1006 196 22.435
SR5-SR6-ASH3-B  750-818-GSG-889-1006 194 22.291
SR6 919-1003 89 10.299
SR6-SR7-B 919-1123 209 23.723
SR6-SR8-B 914-1233 324 36.918
914-1372 463 53.305
SR6-SR9-B 914-1372° 480 55.187
SR8-SR9-B 1107-1372 270 31.344
SR9 1234-1372 143 16.816

¥ Este fragmento contiene una cola de seis His en su extremo N-terminal, que consiste en la
secuencia MGSSHHHHHHSSGLVPR.

® La numeracion corresponde a la variante 1C de plectina humana.

° Las proteinas contienen en su extremo N-terminal la secuencia adicional GSHM.

¢ Los valores se han calculado a partir de la secuencia tedrica de aminoacidos.

= ABD [ SR1) SR2) SR3 ) SR4)(SR5/SH3) SRE) SR7 ) SR8 ) SR Jrms=rx

SR5-SR6-A o0 (_SR5_)(SR) 1ot

SR5-SR6-B o0 (SRS )(SRE)) oo

SR6 ate (SRE) 1003

SR6-SR7-B 919 1123

SR6-SR8-B s1s (SREI_SR7 ) SR8) 1233
SR6-SR9-B ot4 SR7)( sRe) SRY) 1572
SR8-SR9-B 1107 1372
SR9 1234 1372

Figura R2.- Segunda colecciéon de fragmentos del dominio plakina. Los fragmentos que se
expresan solubles aparecen sombreados en amarillo. En rojo, se indican los nuevos limites utilizados
para algunos de los SRs de esta segunda coleccion de fragmentos.
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De los ocho fragmentos recombinantes que integran esta segunda coleccion, seis de
ellos corresponden a la regién C-terminal del dominio plakina: SR6, SR6-SR7-B,
SR6-SR8-B, SR6-SR9-B, SR8-SR9-B y SR9, mientras que los dos fragmentos
restantes corresponden a la region central del dominio plakina: SR5-SR6, en los
cuales se ha eliminado el dominio SH3.

Estas dos construcciones de la region central se disefaron en base a la estructura
cristalografica del fragmento SR4-SR5, que revela la insercion del dominio SH3 en
un lazo que une dos hélices del SR5, aunque no establece ningun contacto con el
SR5 (Ver seccién 2.2 de Resultados). Por tanto, parece razonable pensar que el
dominio SH3 pueda ser sustituido por una secuencia corta de aminoacidos, sin que
esto conlleve la alteracion de la estructura y la estabilidad del SR5. Se construyeron
dos variantes de este fragmento, denominadas SR5-SR6ASH3-A y SR5-SR6ASH3-
B, que difieren en la longitud de la secuencia de aminoacidos empleada para
sustituir al dominio SH3. Por un lado, en el fragmento SR5-SR6ASH3-A, el SH3 se
sustituyo por el pentapéptido GSGSG; mientras que en el fragmento SR5-SR6ASH3-
B se sustituyd por el tripéptido: GSG (Figura R3).

HLSGLAKRAKAV VQLKPRHPAHPMRGRLPLLAVCDYKQVEVTVHKGDECQLV

GPAQPSHWKVLSSSGSEAAVPSVCFLVPP NQEAQEAVTRLE

....................................................................................

HLSGLAKRAKAVGSGSGNQEAQEAVTRLE SR5-SREASH3-A

HLSGLAKRAKAVGSGNQEAQEAVTRLE  SR5-SR6ASH3-B

Figura R3.- Secuencia de aminoacidos correspondientes a una regién correspondiente al SR5
y al dominio SH3. La secuencia del dominio SH3 que se elimind en los fragmentos SH5-SR6ASH3-A
y B, esta representada en rojo. En su lugar, se insertdé un lazo de cinco aminoacidos: GSGSG (en
verde) o tres aminoacidos: GSG (en azul).
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De los ocho fragmentos que componen esta segunda coleccion las dos versiones
del SR5-SR6ASH3 (A y B), SR6-SR8-B y SR6-SR9-B se expresan solubles en
E.coli. Por el contrario, los fragmentos: SR6, SR6-SR7-B, SR8-SR9-B y SR9 se

expresan como proteinas insolubles.

1.4.- Cristalizaciéon de proteinas de la segunda colecciéon de fragmentos del
dominio plakina.

Los cuatro fragmentos de esta segunda coleccion que se expresan solubles, se
purificaron y se sometieron a ensayos de cristalizacion. Se obtuvieron cristales de
las dos variantes del fragmento SR5-SR6-ASH3 (A y B), cuya estructura se resolvio

mediante difraccion de rayos-x (Ver seccion 2.3 de Resultados).

1.5.- Fragmento adicional del dominio plakina
Por ultimo se disefid una construccion que incluye un mayor numero de SRs, que

corresponde a la region SR3-SR9 del dominio plakina

Tabla R3. Parametros de un fragmento adicional del dominio plakina de plectina.

N° de Peso molecular
aminoacidos®  Teérico (Daltons)

Fragmento Limites de secuencia®

SR3-SR9? 543-1372° 851¢ 97.480

% En este fragmento esta presente el dominio SH3.

® La numeracion corresponde a la variante 1C de plectina humana.

¢ Las proteinas contienen en su extremo N-terminal la secuencia adicional GSHM.

4Este fragmento contiene una cola de seis His en su extremo N-terminal, que consiste en la

secuencia MGSSHHHHHHSSGLVPR.

—{  ABD = SR1)( SR2)< SR3)( SR4)(SR5/SHI) SRB! SR7) SREN SRO P 1

SR3-SR9 543 ( SR3) SRA)(SR5/sHASRE SRZ) SR8 SRI) 1372

Figura R4.- Fragmento adicional del dominio plakina de plectina. Fragmento recombinante de
mayor tamafio que incluyen los siete sub-dominios (SRs) (SR3-SR9) y el dominio SH3.

Este fragmento de plectina se expresa soluble en E.coli. Se purificé mediante
cromatografia de afinidad de forma similar a como se purificaron los fragmentos de
menor tamafno, si bien la cola de ocho His no se digirié con la proteasa y ademas se

incluyé una etapa de purificacion adicional mediante cromatografia de exclusion
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molecular. La caracterizacion estructural de este fragmentos se realizd aplicando
métodos de SAXS.

En resumen, se construyeron 21 fragmentos de plectina (Tabla R4). De éstos, 13 se
produjeron como proteinas solubles en bacteria y se emplearon para la
caracterizacion estructural del dominio plakina a diferentes niveles de resolucion
aplicando meétodos estructurales complementarios, tal como se describe a

continuacion.

Tabla R4.- Resumen de los fragmentos del dominio plakina de plectina construidos
para la caracterizacion estructural de esta region.

Fragmento E;(gor%sién SO|:;,I7b°|% _ Ensay?s_ Obte_ncién de !Estructu'r'fi Analisis
cristalograficos Cristales cristalografica SAXS
SR3-SR9 Si Si N.A N.A N.A Si
R o S S S s NA ........................
SR3-SR5 Si Si Si No No 7 Si
- . S . ” - SI ............................
" o ” S S « NA ........................
- . " . " w NA ........................
o “ " A A w0 NA ........................
SR5-SR6-ASH3-A Si Si Si Si s NA llllllllllllllllllllllll
S . < . o s NA ........................
SR6 No No N.A N.A N.A 7
SR6-SR7 No No N.A N.A N.A
SR6-SR7-B No No N.A N.A N.A N.A
SR6-SR8 Si No Si No No -
SR6-SR8-B Si Si Si No No N.A
SR6-SR9 Si No Si No No 7 N.A
o . " . » o SI ............................
SR7-SR8 Si Si Si Si Si 7 N.A
SR7-SR9 Si Si Si Si Si Sl llllllllllllllllllllllllllll
o " " A A o NA ........................
S . " . " w NA ........................
- “ " A A w7 NA ........................

N.A. No Analizado.
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2.- ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE FRAGMENTOS MULTI-DOMINIO DEL
DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA.

Se resolvio la estructura cristalografica de los siguientes fragmentos del dominio
plakina de plectina: SR3-SR4, SR4-SR5, dos construcciones de SR5-SR6-ASH3,
SR7-SR8 y SR7-SR9. Colectivamente estas 6 estructuras cubren la region
comprendida entre el SR3 y SR9 del dominio plakina (Figura R5). A continuacién, se

describe la estructura cristalografica de cada una de estas regiones.

=—{  ABD = SR1)( SR2)<_ SR3)( SR4)(SR5/SH3)SRE ) SR7 ) SR8 ) SR Y ss:-

SR3-5R4 543 748

SR4-SR5 640 @Gﬂ@ ) st

SR5-SR6-ASH3-A 780 1008

SR5-SR6-ASH3-B 70 1008

SR7-SR8 1004 ((SRZ) SR8) 1233
SR7-SR9 104 ((SR7) SR8)( SR9) 1372

Figura R5.- Fragmentos del dominio plakina de plectina cuyas estructuras cristalograficas se
han resuelto en este estudio Las dos variantes del fragmento SR5-SR6-ASH3 difieren en la
secuencia empleada para sustituir al dominio SH3.
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2.1.- Estructura cristalografica del SR3-SR4.

2.1.1.- Difraccién de los cristales de SR3-SR4 y resolucién de la estructura.

A partir de un cristal del fragmento SR3-SR4 (aminoacidos 543-748) se tomd un
juego datos de difraccién una resolucion maxima de 2.22 A empleando un generador
de rayos-x de anodo rotatorio. Los cristales de SR3-SR4 pertenecen al grupo
espacial P212;2 con unas dimensiones de la celda unidad de a=97.4 A, b=119.4 Ay
c=44.6 A (Tabla R5).

Tabla R5.- Estadisticas del procesado de los datos de difraccién del SR3-SR4.

SR3-SR4 (543-748)

Conjunto de datos Nativo
Grupo espacial P2,2,2
Dimensiones de la a=97.4 Ab=119.4 Ac=446 A
celda unidad (A) a=R=y=90°
Longitud de onda 1.5418
Resolucion (A) 2.22 (2.30-2.22)?
Reflexiones uUnicas 26066
Multiplicidad promedio 7.0 (5.9)
Completitud (%) 98.4 (92.1)°
Rmeas” (%) 6.0 (44.4)
<l/ol> 23.1 (4.9)°

¥ Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolucion.

® Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus

(Diederichs & Karplus, 1997)
De acuerdo con el grupo espacial, las dimensiones de la celda unidad y el peso
molecular de la proteina (24.2 kDa) lo mas probable era que la unidad asimétrica
contuviera 2 o 3 moléculas de SR3-SR4, que corresponden a contenidos de solvente
de 55% y 32% respectivamente segun los calculos realizados con el programa
MATTHEWS_COEFF de CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4,
1994). La funcion de auto-rotacion calculada con el programa GLRF (Tong &
Rossmann, 1997) indic6 la presencia de ejes binarios de simetria no cristalografica
perpendiculares al eje ¢, que forman 45° con los ejes a y b. Unicamente la seccion
polar k = 180° mostro picos significativos que diferian de aquellos que corresponden

a la simetria cristalografica (Figura R6).
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Figura R6.- Funciéon de auto-rotaciéon del fragmento SR3-SR4.-Proyeccion estereografica de la
seccion polar k = 180° de la funcién de auto-rotacidn. El grafico se generd con el programa GRLF
(Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolucion 15.0-3.0 A. El radio de
integracion fue de 32 A. Se observan 4 picos que corresponden a ejes de simetria no cristalogréfica
(SNC) en W=45° ®=0°; W=135° ®=0° y las posiciones equivalentes. Los picos pertenecientes a la
simetria cristalografica se indican como SC.

La estructura cristalografica del fragmento SR3-SR4 se resolvié mediante el método
de reemplazo molecular. La busqueda se realizd6 empleando un modelo de
homologia basado en la estructura cristalografica de la regién SR3-SR4 de BPAG1
(codigo PDB: 21AK) (Jefferson et al, 2007). La estructura de BPAG1 cubre el 85%
del SR3-SR4 de plectina, existiendo 65% de identidad de secuencia entre plectina y
BPAG1 en esta region. En la busqueda se localizaron dos moléculas de SR3-SR4
en la unidad asimétrica, en el grupo espacial P24242.

La estructura se refiné frente a datos de difraccién a 2.22 A de resolucién usando el
programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005). Las dos moléculas de SR3-SR4 se
refinaron de forma independiente. Inicialmente el modelo se refind empleando el
método de recocido simulado (simulated annealing), tras el cual el factor R
cristalografico (Rwork) fue de 37.6% y el Rfree (calculado con el 5 % de la
reflexiones omitidas en el refinado) fue de 42.4%. El modelo se fue completando
manualmente usando el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004) basandose en la
inspeccion de los mapas 2mFobs-DFcal y mFobs-DFcalc. Posteriormente se alternd

la modificacion manual del modelo con refinado posicional, refinado de valores B
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isotrépicos individuales y refinado de 3 grupos TLS en cada molécula. Se incluyeron
moléculas de solvente en picos positivos sobre 30 en los mapas de diferencia
mFobs-DFcalc y sobre 10 en los mapas 2mFobs-DFcalc cuando se aprecio un
entorno de puentes de hidrogeno razonable. El refinado convergiéo en un Rwork de
20.4 % y un Rfree de 24.8 %. En la Tabla R6 se muestran las estadisticas del

refinado del modelo estructural del SR3-SR4.

Tabla R6.- Estadisticas del refinado de la estructura SR3-SR4.
SR3-SR4 (543-748)

Rango de resolucién (A) 20-2.22
Reflexiones Unicas, work/free 24757 / 1315
R work (%) 20.4
R free® (%) 24.8
Numero de aminoacidos® 202 / 205
Numero de moléculas de solvente 210
Numero de hetero-compuestos 2
Valor B promedio (Az)
Wilson plot 34.0
Proteina ® 40.1/41.7
Solvente 44 1
Etilenglicol 52.9
RMSD
Longitudes de enlace (A) 0.004
Angulos de enlace (°) 0.679

Aminoacidos en las regiones
del grafico de Ramachandran®

Mas favorecidas 401 (99.5%)

Adicionalmente permitidas 2 (0.5%)

No permitidas 0 (0.0%)
Caodigo PDB 3PDY

@ Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado.
b . )
Valores para la moléculas A y B, respectivamente.

¢ Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007)

El modelo final incluye los residuos 545-746 en la molécula A y 543-745 en la
molécula B. Ademas, en la molécula B se observa densidad electrénica en el
extremo amino donde se modelan dos residuos (His y Met) de la secuencia GSHM.
Adicionalmente se observaron dos segmentos de densidad electrénica junto a la
molécula A, uno de ellos entre el E696 y el Q728 que se modelé como una molécula
de polietilenglicol (PEG) y otro segmento entre S634 y S641 que se modelé como
una molécula de dihidroxietil-eter. EI modelo final también incluye 210 moléculas de

solvente. Esta estructura presenta una geometria excelente, con el 99.5% de los

72



4.-Resultados

angulos de torsion de la cadena principal localizados en zonas favorecidas del
grafico de Ramachandran y el 0.5% restante en regiones adicionalmente permitidas
(Figura R7).

-180 0 Fhi 180

Figura R7.-Diagrama de Ramachandran de la estructura SR3-SR4.

2.1.2.- Descripcion de la estructura del SR3-SR4.

Las dos moléculas de SR3-SR4 presentes en la unidad asimétrica tienen una
estructura muy similar. Cada SR presenta un plegamiento canénico que consiste en
3 a-hélices (A, B y C) que se unen entre si de manera antiparalela mediante lazos
cortos y se agrupan en un haz con giro levogiro (Pascual et al, 1996; Pascual et al,
1997b). Estas hélices estan formadas por “héptadas repetitivas” (abcdefg), en las
que aminoacidos hidrofébicos ocupan las posiciones a y d situandose en el mismo
lado de la hélice, el cual se oriente hacia el interior del haz. Los dos SRs estan
conectados mediante una a-hélice continua que se forma por la fusion de la hélice C
del SR3 y la hélice A del SR4 (Figura R8). Esta disposicion relativa del SR3 y SR4,
denominada en tandém, hace que el SR3-SR4 tenga una estructura global similar a
un cilindro con ~100 A de longitud y ~25 A de diametro. Esta organizacion
estructural es similar a la observada en otros pares de SRs (Jefferson et al, 2007;
Sonnenberg et al, 2007).

La estructura de cada SR individual en las dos moléculas de la unidad asimétrica del
cristal es casi idéntica, siendo la diferencia cuadratica media (rmsd) en la posicion de

los Ca de 1.19 A para el SR3 y 0.54 A para el SR4. La unica diferencia significativa
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se localiza en el primer par de vueltas de la hélice Ay en el lazo B/C del SR3, que se
empaquetan mas estrechamente en una molécula que en otra, debido a los

contactos dentro del cristal.

A srennme{ SR1 ) SR2 ¥ SR3 [ SR4ISR5(,9®@BX SR7 J SR8 X SR9 Jesus

Figura R8.- Estructura cristalografica de la region SR3-SR4 de dominio plakina de plectina.- (A)
Representacion esquematica del dominio plakina de plectina, la regién estudiada se corresponde con
los sub-dominios SR3 (rosa) y SR4 (azul). (B) Dos vistas ortogonales de la representacion en lazos
de la estructura cristalografica del SR3-SR4.

La estructura de la region del SR3-SR4 de plectina es muy similar a la region
equivalente de BPAG1. Tras superponer cada SR individual de BPAG1 sobre el SR
equivalente de plectina, la rmsd para todos los atomos de la cadena principal es 1.00
y 1.32 A para el SR3 (con cada una de las moléculas de la unidad asimétrica) y 0.75
y 0.79 A para el SR4. La estructura del SR3-SR4 de plectina se resolvid a mayor
resolucion (2.22 A) que la estructura de la regiéon equivalente de BPAG1 (3.0 A), lo
que permitidé observar detalles que no habian sido visibles en la estructura de

BPAGH1. Estos incluyen: el lazo A/B, las dos primeras vueltas de la hélice B y las
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cadenas laterales de residuos que se encuentran en las hélices A y B del SR4
(Figura R9). La hélice A es aproximadamente dos vueltas de hélice mas corta que
las hélices adyacentes B y C, en consecuencia el lazo A/B cubre parte del nucleo
hidrofébico del SR. EI W671, que se localiza en el lazo A/B, esta enterrado en el
interior del haz y las cadenas laterales de D670 y N675 establecen puentes de

hidrogeno que contribuyen a estabilizar la conformacion de este lazo.

T676
-

Hélice A

Figura R9.- Estructura del lazo A/B del SR4 en la estructura SR3-SR4. Vista estereoscdpica de la
region del SR4 alrededor del lazo A/B. El W671 esta enterrado en el interior del haz helicoidal. Las
cadenas laterales de D670 y N675 forman puentes de hidrégeno con la cadena principal favoreciendo
la conformacion de esta region.

La comparacion entre si de las dos moléculas de plectina presentes en la unidad
asimétrica, revela pequenas diferencias en la orientacion relativa del SR3 y SR4.
Tras superponer el SR3 de ambas moléculas se observa un desplazamiento de 4.5
A en la posicion de los Ca de los residuos del lazo A/B del SR4 (Figura R10). Estas
dos conformaciones del SR3-SR4 estan relacionadas por un movimiento de cierre
en el que cada SR se comporta como un cuerpo rigido y existe una bisagra

localizada en la zona de unién SR3/SR4.
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SR3

Figura R10.- Identificacién del movimiento de bisagra del tiandem SR3-SR4 por comparacion de
la estructura de las dos moléculas de la unidad asimétrica. Dos vistas ortogonales de las dos
moléculas de SR3-SR4 tras superponer los SR3. Las estructuras estan coloreadas segun los
dominios que se mueven, identificados con el programa DynDom (Hayward & Berendsen, 1998) que
se corresponden aproximadamente con el dominio SR3 (azul) y SR4 (verde). Los residuos que
actian como bisagra (morado) se localizan cerca de la union SR3/SR4. El eje de rotacion del
movimiento de bisagra se muestra como una linea negra y las flechas indican la direccion del
movimiento.

2.2.- Estructura cristalografica del SR4-SR5.

2.2.1.- Difraccion de los cristales de SR4-SR5 y resolucién de la estructura.

La estructura cristalografica del fragmento SR4-SR5 (aminoacidos 640-918) se
resolvi6 mediante remplazo isomorfo simple con dispersion andmala (SIRAS),
usando datos de un cristal nativo y de un cristal derivado con el compuesto mercurial
EMTS. Los datos de difraccion de ambos cristales se midieron utilizando un
generador de rayos-x de anodo rotatorio. El cristal nativo difracté a una resolucion
méaxima de 2.95 A, mientras que el cristal derivado difracté a 3.4 A de resolucion
(Tabla R7).

Los cristales nativos de SR4-SR5 pertenecen al grupo espacial P2:2124, siendo las
dimensiones de su celda unidad a=72.7 A, b=108.5 Ay c=112.1 A. El cristal derivado
con 1T mM EMTS fue isomorfo con el nativo. En base al grupo espacial, las
dimensiones de la celda unidad y el peso molecular de SR4-SR5 (32.1 kDa), la
unidad asimétrica contendria probablemente 2 o 3 moléculas de SR4-SR5, que
corresponde a un contenido de solvente de 64% y 46%, y a un coeficiente de
Matthews (Vi) (Kantardjieff & Rupp, 2003; Matthews, 1968) de 3.41 y 2.27 A%Da

respectivamente.
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Tabla R7.- Estadisticas del procesado de los datos de difraccion del SR4-SR5.

SR4-SR5 (640-918)

Conjunto de datos Nativo 1 mM EMTS
Grupo espacial P2:2,24 P2:2.24
Dimensiones de la a=72.7 Ab=108.5A c=1121 A a=722 Ab=1079 A c=113.0A
celda unidad (A) a=p=y=90° a=B=y=90°
Longitud de onda (A) 1.5418 1.5418
Resolucion (A) 2.95 (3.05-2.95)% 3.40 (3.53-3.40)%
Reflexiones unicas 18051 22352°
Multiplicidad promedio 14.3 (14.5)° 7.8(7.7)?
Completitud (%) 93.6 (85.5)° 95.1 (98.6)°
Rmeas® (%) 5.9 (43.9)% 8.9 (62.4)°
<l/cl> 29.4 (6.9)° 16.5 (3.9)°
Riso® (%) 32.1
HRGEN EE EEREED 0.84/0.92/0.64
iso acent/ iso cent/ ano

Figura de mérito (FOM) 016/017

acéntricas / céntricas

@ Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolucion

® Los pares de Bijvoet se mantienen separados.

° Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus (Diederichs &
Karplus, 1997)

4 Riso =% ||Fder| - |[Fnat|| Z/|Fnat|,donde Fder es el factor estructural del derivado con el atomo pesado y el
Fnat es el factor estructural de la proteina nativa.

Con el fin de analizar con mas detalle el contenido de la unidad asimétrica y la
posible organizacion de las moléculas de SR4-SR5 presentes en ella, se calculd la
funcién de auto-rotacién. En ninguna de las secciones de la representacion se
observaron picos diferentes de los debidos a la simetria cristalografica (Figura
R11A). El mapa de Patterson calculado a partir de datos del cristal nativo (Figura
R11B) mostré un pico en 0.00, 0.00, 0.46, que revela la presencia de simetria
cristalografica traslacional, segun la cual, las moléculas estan relacionadas por una

traslacion de ~52 A a lo largo del eje c.
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Figura R11. Analisis de la simetria no cristalografica en los cristales de SR4-SR5. (A) Funcién
de auto-rotacion. Proyeccion estereografica de la seccion polar k = 180°. El grafico se ha generado
con el programa GRLF (Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolucion 25-3.2 Ay
un radio de integracion de 34 A. (B) Mapa de Patterson nativo calculado con datos hasta 3.2 A. La
seccion U = 0 del mapa muestra un maximo en la posicién 0.00 0.00 0.46 (esquina inferior izquierda).

La elucidacion de la sub-estructura de los atomos de Hg y el calculo de las fases
iniciales a partir de ésta, se realizaron con los programas SHELXC/D/E (Schneider &
Sheldrick, 2002) empleando la interfaz grafica HKL2MAP (Pape & Schneider, 2004).
Las posiciones de los 4 atomos de Hg con mayor ocupacion que se encontraron con
SHELXD vy las distribuciones de probabilidad de sus fases se refinaron
posteriormente con el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003). En este proceso
se identifico un sitio adicional minoritario para otro atomo de Hg. Las fases que se
obtuvieron con SHARP se mejoraron y se extendieron utilizando los programas
SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996) y DM (Cowtan, 1994). De esta forma se

obtuvo un mapa de densidad electrdnica interpretable (Figura R12).
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Figura R12.- Mapa de SIRAS de la estructura SR4-SR5. Vistas estereoscopicas de dos zonas
representativas del mapa calculado con las fases derivadas de SIRAS, después de la modificacion de
densidad. EI mapa esta contorneado a 1c. (A) Seccién correspondiente a las hélices B y C del SR4.
(B) Seccion correspondiente al dominio SH3, alrededor de la V881.

Para la construccion de la estructura, inicialmente se localizaron dos copias del SR4,
de la estructura SR3-SR4, en el mapa de densidad electrénica utilizando el
programa MOLREP (Vagin & Teplyakov, 1997). A continuacién, se construyeron
manualmente las 3 a-hélices del SR5 dentro del mapa de densidad electronica,
usando el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004). En un tercer paso se
construyé un modelo de homologia mixto (Schwarzenbacher et al, 2004) del dominio
SH3 a partir de la estructura cristalografica del SH3 de a-espectrina (codigo PDB:

2PQH), que presenta un 31% de identidad de secuencia con el SH3 de plectina, y se
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ajustaron manualmente dos copias de esta estructura del SH3 en el mapa
experimental.

La estructura se refind frente a datos nativos de difraccion a 2.95 A usando
PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005). En las etapas iniciales de refinado se empled
el método de recocido simulado. En etapas posteriores, se realizd refinado
posicional combinado con el refinado de valores B agrupados (dos grupos por
residuo) y de 5 grupos TLS en cada molécula. Durante el refinado se incluyeron
restricciones de simetria no cristalografica empleando 10 grupos NCS y restricciones
de distancias de enlaces de hidrégeno en la cadena principal.

Usando las diferencias anémalas de los datos de difraccion del cristal nativo y las
fases obtenidas por SIRAS, se calculé un mapa andémalo, en el cual se observo la
mayor densidad en dos picos cerca de los residuos Q792 y D789 en cada una de las
moléculas de SR4-SR5. La sefal andmala para estos dos picos es mayor que la
correspondiente a cualquier atomo de azufre de la proteina. Basandonos en el
entorno de estos picos (cerca de los carbonilos del D789 y Q792) se modelaron
como dos iones de Ca?*, cuyo valor B se refind anisotrépicamente.

El refinado convergi® en valores de Rwork y Rfree de 24.1% y 26.5%,
respectivamente (Tabla R8). EI modelo final incluye los aminoacidos 642-915 en
ambas moléculas, a excepcion de los residuos 871-873 de la molécula A y los
residuos 830-832 de la molécula B, que no se modelaron ya que no se observo una
clara densidad electronica en estas regiones. La estructura tiene una geometria
correcta con el 96.8% de los aminoacidos localizados en las regiones mas
favorables del diagrama de Ramachandran, el 3.2% en regiones adicionalmente

permitidas y ningun residuo en zonas prohibidas (Figura R13).
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Tabla R8.- Estadisticas del refinado de la estructura SR4-SR5.

SR4-SR5 (640-918)

Rango de resolucion (A) 20-2.95
Reflexiones Unicas, work/free 17102 / 9125
R work (%) 24.1
R free® (%) 26.5
Numero de aminoacidos ° 2711271
Numero de Ca* 2
Valor B promedio (A%
Wilson plot 75.3
Proteina ° 91.2/88.3
ca* 84.2
RMSD
Longitud de enlace (A) 0.013
Angulo de enlace (°) 1.031

Aminoacidos en las regiones
del grafico de Ramachandran®

Mas favorecidas 517 (96.8%)

Adicionalmente permitidas 17 (3.2%)

No permitidas 0 (0.0%)
Codigo PDB 3PEO

& Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado.
® Valores para la moléculas Ay B, respectivamente.
¢ Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007)
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Figura R13.- Diagrama de Ramachandran de la estructura SR4-SR5
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2.2.2.- Descripcion de la estructura del SR4-SR5.

La estructura del SR4-SR5 esta formada por dos sub-dominios o SRs organizados
en tandem que dan lugar a una estructura con forma alargada de ~104 A de
longitud. La hélice C del SR4 y la hélice A del SR5 se fusionan en una unica hélice
continua que se expande por ambos SRs, esta disposicion es similar a la observada
en la estructura del SR3-SR4 y de otros pares de SR en tandem. Las hélices Ay B
del SR4 y las hélices B y C del SR5 se situan en lados opuestos respecto al eje
longitudinal de la molécula (Figura R14), por lo que no hay mas contactos directos
entre el SR4 y el SR5 que los que tienen lugar en la hélice que los une. Esta region
incluye un dominio SH3 insertado en el lazo que une las hélices B y C del SR5. A
pesar de que este dominio SH3 esta insertado en el SR5, no altera la estructura
global del SR5 respecto a otros SR candnicos, ni la organizacién genérica del

tandem SR4-SR5 formando una estructura alargada.

o
e

----- —( SR1(SR2X_SR3 ) SR4[SR5; SR7 X SR8 Y(SR9 ===

SR5

Conector
nicial (1/aa)

Conector
final (3aa)

Figura R14.- Estructura cristalografica de la region SR4-SR5 del dominio plakina de plectina.
(A) Representacion esquematica del dominio plakina de plectina, la regiéon estudiada se corresponde
con los sub-dominios SR4 (azul), SR5 (verde) y el SH3 (naranja). (B) Dos vistas ortogonales de la
representacion en lazos de la estructura cristalografica del SR4-SR5. (C) Representacion
esquematica de la estructura cristalografica del SR4-SR5, en la que se muestra la inserciéon del
dominio SH3 en el SR5 a través de un conector inicial (17 aminoacidos) y un conector final (3
aminoacidos) y su disposicion respecto al SR4.
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Las dos moléculas del SR4-SR5 de la unidad asimétrica son muy similares entre si,
siendo la diferencia cuadratica media (rmsd) en la posicion de los Ca de la cadena
principal de toda la molécula de 0.33 A.

La estructura del SR4 en el fragmento SR4-SR5 es muy similar a la observada en el
fragmento SR3-SR4. La unica diferencia notable en el SR4 entre las dos estructuras
reside en el lazo A/B (Figura R15), donde se observa un desplazamiento de 6 A en
los Ca de la cadena principal entre ambas estructuras. Estas diferencias se deben al
diferente contexto estructural del lazo A/B en estos fragmentos. En la estructura del
SR4-SR5, el lazo A/B contacta con el SH3 y con el SR5, mientras que los sitios para
este contacto estan ausentes en la estructura SR3-SR4. Por tanto, la conformacion
nativa del lazo A/B en la proteina completa esta mejor representada en la estructura
del SR4-SR5.

Hélice C  Hélice A Hélice A Hélice B

Figura R15.- Estructura del lazo A/B del SR4 en la estructura SR4-SR5. (A) Vista detallada de la
region del SR4 alrededor del lazo A/B en la estructura SR4-SR5. (B) Comparacién del lazo A/B en la
estructura SR3-SR4 (rosa) y en la estructura SR4-SR5 (azul).

El SR5 exhibe el plegamiento caracteristico de los SRs, formado por 3 a-hélices.
Ademas, se observa una a-hélice adicional de 10 aminoacidos, denominada B0, que
precede a la a-hélice B y que sobresale en un extremo del eje longitudinal de la
molécula (Figura R14). La hélice BO contiene un grupo de aminoacidos hidrofébicos:
V784, L787, L790 y L791, que interaccionan con las a-hélices B y C del SR4 de la

molécula vecina del cristal (Figura R16A). Era razonable pensar que en la proteina
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completa, la superficie hidrofébica de la hélice BO establece interacciones analogas

con el SR6, tal como se observé mas tarde en las estructuras de la region SR5-SR6.

A B
SR4 | | SR4 783 9
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~180° L791\ &0
'Y
- y &
0792‘(

Figura R16.- Estructura de la hélice B0 del SR5. (A) Detalles de la interaccion entre la hélice BO
(verde) y el SR4 (azul claro) de la molécula vecina del cristal. Las cadenas laterales de los residuos
de la hélice BO y del SR4 que participan en la interaccion se muestran en amarillo y azul
respectivamente. (B) Estructura del sitio de Ca** en el extremo carboxilo de la hélice BO. EI Ca** se
corresponde con el pico de mayor densidad en el mapa de diferencia andmala nativa que se calculd
usando las fases experimentales de SIRAS. El contorno del mapa es 3.5 ¢ (naranja) y 7.0 o (rojo). El
Ca®" esta aparentemente coordinado por los grupos carbonilo del D789 y del Q792.

Préximo al extremo carboxilo de la hélice BO del SR5, la estructura contiene un i6n
Ca** (Figura R16B). El calcio estaba presente en la solucién de cristalizacion a alta
concentracion (0.2 M acetato de calcio). Se analizd el efecto del Ca*? en la
estabilidad térmica del SR4-SR5 en solucion, usando un ensayo basado en
fluorescencia. El perfil de desnaturalizacion térmica del fragmento SR4-SR5 en
ausencia de Ca*" se caracteriza por una temperatura de desnaturalizacion (Ty) de
45.5° C (Tabla R9, Figura R17). No se apreciaron cambios en la Ty en presencia de
5 mM EGTA para eliminar la posible presencia de Ca®" residual, ni de 0.1 0 1 mM de
CaCl,. En presencia de concentraciones mas elevadas de CaCl, (10 mM y 100 mM)
se observé una ligera disminucion de ~1.5° C en el valor de Ty. En resumen, el Ca®
no aumenta la Ty tal como cabria esperar si el Ca** se uniera al estado nativo de la
proteina. Por tanto, estos resultados sugieren que el ion Ca*? observado en la

estructura cristalografica no representa un sitio funcional en condiciones fisiolégicas.
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Tabla R9.- Valor de Ty, de la proteina SR4-SR5 con diferentes concentraciones de CaCl,

CONDICION Tu (° C)
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl 455
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5mM EGTA 45.5
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1 mM CaCl, 45,5
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM CaCl, 455
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM CaCl, 44.0
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 100 mM CaCl, 41.5

—— 100 mhl CaCl,
—— 10 mhl CaCl,

1 mi Cacl,
—— 0.1mM CaCl,

1200

1000

= 5mM EGTA
Tampan

800

600

d(RFU) / dT
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200

25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (° C)

Figura R17.- Desnaturalizacién térmica del fragmento SR4-SR5 en presencia de CaCl,. En cada
perfil de desnaturalizacion se muestra la variacién de la intensidad de fluorescencia en funcion de la
temperatura. La Ty de la desnaturalizacion es similar (~45.5° C) en ausencia de Ca2+, en presencia
de 5 mM EGTA y en presencia de de 0,1 y 1 mM de CaCl,, Se observé un desplazamiento moderado
de la Ty (44 °C) en presencia de 10 mM de CaCl,; este maximo parece corresponder a un hombro
que se aprecia en ausencia o con bajas concentraciones de Ca”. En presencia de 100mM CaCl, se
aprecia una desestabilizacion térmica del fragmento SR4-SR5.

El dominio SH3 de plectina comparte la estructura general observada en otros
dominios SH3 (Figura R18). Esta formado por cinco hebras-B antiparalelas (31- B5)
que forman un barril-f (Musacchio, 2002). La hebra 1 del dominio SH3 se une al
extremo carboxilo de la hélice B a través de un segmento de 17 residuos (817-833).
Mientras que el extremo carboxilo del SH3 conecta con la hélice C a través de una
secuencia de tres Pro (886-888). Denominamos estos dos segmentos como conector

inicial y final respectivamente (Figura R14C).
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Figura R18.- Estructura del dominio SH3 de plectina. (A) Representacion esquematica en lazos de
la estructura cristalografica del dominio SH3 de plectina resuelta en el fragmento SR4-SR5. Las cinco
hebras-B (B1-B5) estan coloreadas en rojo, naranja, amarillo, verde y azul, respectivamente. (B)
Comparacién de la estructura del SH3 de plectina (en naranja) con la estructura cristalografica del
dominio SH3 de a-espectrina (en azul) (cédigo PDB: 1SHG) y con la estructura cristalografica del SH3
de la familia C-Src de las Tyr-kinasas (en verde) (cédigo PDB: 1PRM). Las tres estructuras se
representan en forma de cordones.

2.2.3.- Interaccion entre el SR4 y el dominio SH3.

A pesar de que este dominio esta insertado entre dos hélices del SR5, no establece
ningun contacto con él. Por el contrario, el dominio SH3 establece una interaccion
extensa con el SR4 en la que se ocluyen ~560 A? de la superficie expuesta al
solvente del SH3 y una superficie similar en el SR4 (Figura R19A). Los contactos
entre el SR4 y el dominio SH3 son principalmente hidrofébicos. La superficie de
unién al SR4 en el dominio SH3 se centra en la V881, localizada en el lazo B4/85. La
cadena lateral de V881 se inserta en un bolsillo hidrofébico en la superficie del SR4.
Este bolsillo hidrofébico esta formado por los residuos V667, W671, W733, L737,
C740 y H740, que se localizan en el lazo A/B y en la a-hélice C. Ademas, la region

N-terminal del lazo 31/82, conocido como lazo RT, también contacta con el SR4.
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Figura R19.- Interaccién intra-molecular entre el SR4 y el dominio SH3 de plectina.- (A) Huella
del dominio SH3 y del conector inicial en la superficie del SR4. Se muestran las cadenas laterales de
los aminoacidos del conector inicial (violeta) y del dominio SH3 (naranja) que contactan con el SR4.
Los aminoacidos del SR4 que participan en la interaccion estan rotulados sobre la superficie y estan
coloreados segun la fraccion de su superficie expuesta al solvente que queda ocluida por esta
interaccion, calculado con el servidor PISA (Krissinel & Henrick, 2007). En azul oscuro estan
coloreados los aminoacidos que se encuentran mayoritariamente ocluidos (mas del 70% del area
ocluida) y en azul claro los aminoacidos que estan parcialmente ocluidos (entre el 20-30%). (B y C)
Representacion de dos vistas estereoscopicas de los contactos intra-moleculares entre el SR4 (azul),
el dominio SH3 (naranja) y el conector inicial (violeta). Estas dos vistas estan relacionadas por una
rotacion de 180° alrededor de un eje vertical.

La interaccion SR4-SH3 esta estabilizada por el conector inicial (aminoacidos 817-
833) que se inserta entre el SR4 y el SH3 y actua como una cufia. La cadena lateral
de L821 encaja en un bolsillo hidrofébico del SR4, mientras que la R824 queda
enterrada entre el SR4 y el SH3 y posiblemente forma puentes de hidrégeno con
residuos de ambos dominios (Figura R19B-C).

Por otro lado, el conector final no interacciona directamente con el SR4, unicamente
lo hace con el dominio SH3 y con el extremo N-terminal del conector inicial. Este
conector consiste en tres Pro consecutivas (3**PPP®?), lo cual sugiere que aporta un

anclaje relativamente rigido del extremo C-terminal del dominio SH3 al SR5. Por lo
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tanto, es posible que el conector final favorezca la interaccion entre el SR4 y el SH3
limitando la libertad conformacional del dominio SH3.

La superficie de interaccion SR4-SH3 ocluye un grupo de Cys proximas entre si;
C740 en el SR4, C840 y C882 en el SH3. C739 se encuentra proxima a las otras
tres Cys, si bien no se ve ocluida por la interaccion SR4-SH3. El anélisis de un mapa
de diferencia anémala calculado empleando las fases derivadas de SIRAS, revel6
cuatro picos independientes que se asignaron a los atomos de azufre de estas Cys
(Figura R20). Las distancias entre los picos en el mapa de diferencia andémala, son
mayores que la distancia esperada entre azufres en puentes disulfuro. Para
comprobar el estado de oxidacion de las Cys del fragmento SR4-SR5 (7 Cys) los
grupos tiol se titularon con DNTB en ausencia de agentes reductores. Se detectaron
7.0 £ 0.1 grupos sulfhidrilos libres por molécula, lo que indica que todas las Cys de
la proteina estan reducidas. En base a los datos cristalograficos y bioquimicos,
C739, C740, C840 y C882 se modelaron en la estructura en estado reducido.

Figura R20.- Estructura la regién rica en Cys en la interfase entre el SR4 y el dominio SH3.-
Representacién estereografica de la region alrededor de C739, C740, C840 y C882. Los residuos del
SR4 estan coloreados en azul y los del dominio SH3 en naranja. Se muestra un mapa de diferencia
anomala nativa contorneado a 3.5 ¢ (en rojo). Los maximos de densidad correspondientes a los
atomos de azufre de C740, C840 y C882 estan conectados por lineas discontinuas sobre las que se
indican las distancias entre ellos. Se muestra también un mapa 2mFobs-DFcalc que se contorned a
10 (gris) calculado promediando multiples modelos “agitados” (averaged kicked) en las ultimas etapas
de refinado.
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2.2.4.- Conservacion de la interfase entre el SR4 y SH3 en la familia plakina.

Los aminoacidos del SR4, del dominio SH3 y de los conectores que participan en la
interaccion entre el SR4 y el SH3 en plectina, estan conservados en otras plakinas
(Figura R21). Esto sugiere que la organizacién del SR4 y el SH3 observada en
plectina esta probablemente conservada en toda la familia de las plakinas.

De forma similar a las plakinas, las a-espectrinas también contienen un dominio SH3
insertado en el lazo B/C del SR9 (Pascual et al, 1997a). Sin embargo, las a-
espectrinas muestran diferencias significativas con las plakinas en los residuos
implicados en la interaccion SR4-SH3 en plectina. Las posiciones en el SR8 de a-
espectrina que son equivalentes a los residuos que forman la superficie de
interaccion hidrofébica en el SR4 de plectina, estan ocupadas por residuos polares.
En el dominio SH3, las posiciones equivalentes a C840 y C882 de plectina (que
contactan con el SR4) estan ocupadas por Tyr en a-espectrinas. Las secuencias del
conector inicial y final en a-espectrinas no muestran similitudes con los
correspondientes en plakinas. En resumen, todos los elementos estructurales que
participan en la interaccidon SR4-SH3 en plakinas son diferentes en a-espectrinas, lo
cual sugiere que en estas ultimas la disposicion del SH3 es diferente a la observada

en la estructura de plectina.
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Figura R21.- Alineamiento multiple de secuencias.- La secuencia de la region SR3-SR5 de
plectina humana (Uniprot Q15149-2) se alineé con las secuencias de la region equivalente de las
plakinas humanas BPAG1e (Q03001-3), MACF1 (Q9UPN3-2), desmoplakina (P15924), envoplakina
(Q92817), periplakina (060437), la plakina VAB-10A de Caenorhabditis elegans (Q86NF8), la plakina
Shot de Drosophila melanogaster (A1Z29J1) y la region SR7-SR8-SR9-SH3 de al-espectrina
(eritrocito, P02549) y all-espectrina (cerebro, Q13813). Los elementos de estructura secundaria de la
estructura de plectina estan representados sobre la secuencia. Los aminoacidos que participan en los
contactos entre el SR4, el conector inicial y el dominio SH3 estan indicados por triangulos invertidos.
Los simbolos rellenos y vacios corresponden a los residuos del nucleo y de la periferia de la
interaccion, respectivamente. Los aminoacidos idénticos a los de la superficie de interaccion de
plectina estan indicados por cajas verdes, mientras que las sustituciones por contactos similares a los

observados en plectina, se muestran en cajas amarillas.
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2.2.5.- Estructura del pseudo-sitio de uniéon a ligando del dominio SH3 de
plectina.

Los dominios SH3 estan implicados frecuentemente en interacciones proteina-
proteina. La mayoria de estos dominios reconocen y se unen a ligandos con
secuencias ricas en Pro que contienen el motivo xPxxP (donde x puede ser
cualquier aminoacido) que adopta una conformacion de hélice de poli-Pro de tipo |l
(PPIl) (Kaneko et al, 2008; Musacchio, 2002; Zarrinpar et al, 2003). En los SH3
canonicos, el sitio de union a poli-Pro se localiza entre el lazo RT (que une las
hebras 1y B2) y el lazo n-Src (que une las hebras B2 y B3). El sitio de unién tiene
dos cavidades paralelas entre si, denominadas bolsillos XP, cada uno de los cuales
reconoce a un dipéptido XP del ligando. Estos bolsillos estan formados por
aminoacidos aromaticos conservados en el lazo RT, la hebra 4 y en el lazo 4/B5.
Adyacente a uno de los bolsillos XP, los lazos RT y n-Src forman el bolsillo de
especificidad que reconoce a un aminoacido basico que precede o sigue al motivo
xPxxP del ligando y que determina la orientacion con la que el ligando se une al
dominio SH3 (Feng et al, 1994; Lim & Richards, 1994; Lim et al, 1994). (Figura
R22A,B).

El dominio SH3 de plectina muestra diferencias significativas en el sitio de unién a
ligando, en comparacion con los dominios SH3 candnicos. Por un lado, tres residuos
aromaticos conservados que forman los bolsillos XP estan sustituidos en plectina por
aminoacidos con cadenas laterales mas cortas: C840, H865 y C882 (Figura R22C).
La presencia de estos residuos no-aromaticos, C840, H865 y C882, crea en plectina
una superficie relativamente plana en lugar de los dos bolsillos XP (Figura R22D).
Ademas, el lazo RT de plectina tiene tres residuos menos que el de dominios SH3
canodnicos y en consecuencia el bolsillo de especificidad de plectina es mas ancho
que el de otros dominios SH3. En resumen, las diferencias del dominio SH3 con
respecto a los dominios candnicos sugieren que plectina no une ligandos con

secuencias ricas en Pro.
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Figura R22.- Estructura del posible sitio de union del SH3 de plectina.- (A) Representacion en
lazos de la estructura cristalografica del dominio SH3 de la a-espectrina de pollo (cédigo PDB: 1SHG)
(Musacchio et al, 1992), el cual es un arqueotipico dominio SH3. Se muestran las cadenas laterales
de los aminoacidos importantes que forman los bolsillos de unién. Los bolsillos XP y el bolsillo de
especificidad se muestran como areas azules. La numeracién se corresponde con la secuencia del
dominio SH3 de la all-espectrina humana, la cual es idéntica a la de la estructura mostrada. (B)
Superficie de la estructura por RMN del dominio SH3 del mutante R21A de a-espectrina (R984A en la
all-espectrina humana) en complejo con el péptido modelo p41 (APSYSPPPPP) representado sobre
éste (codigo PDB: 2JMA) (Casares et al, 2007). Los aminoacidos del SH3 estan rotulados en negro.
Los aminoéacidos claves del ligando estan rotulados en cajas rojas. El péptido p41 se une en una
orientacion de tipo I. (C) Representacion en lazos de la estructura cristalografica del dominio SH3 de
plectina, en el cual se muestran las cadenas laterales de los aminoacidos que ocupan las posiciones
equivalentes de aquellos que forman los bolsillos de unién en los dominios SH3 canénicos. La cadena
lateral de E846 no se pudo modelar a partir del Ca debido a la falta de densidad electrénica definida;
aqui se muestra una conformacion arbitraria favorable. Se utilizé la misma orientacion del panel A al
panel D. (D) Representacion de la superficie del dominio SH3 de plectina. C840, C882, Y842, P879 y
H865 forman una superficie relativamente plana.

Las diferencias del pseudo-sitio de unidon de plectina con respecto a dominios SH3
canonicos se observan también en otros miembros de la familia plakina (Figura
R23). C840 y C882 estan altamente conservadas en otras plakinas. Por otro lado,
H865 y A877, que contribuirian al bolsillo de especificidad, estan poco conservadas

en otras plakinas. La posicion de H865 se encuentra ocupada mayoritariamente por
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Lys en otras plakinas, mientras que en la posicion de A877 hay una mayor
variabilidad. En resumen, estos datos sugieren que ninguna plakina reconoce
ligandos ricos en Pro, o al menos no lo hace de una forma candnica. Sin embargo,
las secuencias de dominios SH3 de a-espectrinas (I y IlI) presentan residuos

aromaticos en las posiciones que forman el sitio de unién a ligando ricos en Pro.
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Figura R23.-Alineamiento muiiltiple de las secuencias de dominios SH3 de plakinas y a-
espectrinas.- La secuencia del SH3 de la plectina humana (Uniprot Q15149-2) se aline6 con la de
otras plakinas humanas: BPAG1e (Q03001-3), MACF1 (Q9UPNS3-2), desmoplakina (P15924),
envoplakina (Q92817), periplakina (060437), las plakinas de invertebrados: VAB-10A de
Caenorhabditis elegans (Q86NF8) y Shot de Drosophila melanogaster (A1Z9J1); y dos a-espectrinas
humanas: al-espectrina (eritrocito, P02549) y all-espectrina (cerebro, Q13813). Los elementos de
estructura secundaria de la estructura del SH3 estan representados sobre el alineamiento. Los
residuos conservados que forman parte de los bolsillos de unién en a-espectrinas estan sombreados
en azul, mientras que los residuos de plakinas que posiblemente no se unen a ligando de una manera
canonica estan sombreados en amarillo.

Por ultimo, el pseudo-sitio de union a ligando de plectina esta parcialmente ocluido
debido a la interaccién intra-molecular entre el SR4 y el SH3 (Figura R24), lo que
impide su participacion en la interaccion con ligandos potenciales. Los residuos
C840, Y842, P879 y C882 contribuyen a la superficie de interaccion con el SR4 (ver
antes). Esto sugiere que en plectina y otras plakinas, el area correspondiente a los
bolsillos XP ha evolucionado para participar en una interaccién intra-molecular con el
SR4, en lugar de interaccionar con ligandos de poli-Pro. Por otro lado, el bolsillo de

especificidad esta accesible en la superficie de la molécula.
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Lazo nSrc

Figura R24.- Oclusion del pseudo-sitio de union del dominio SH3 de plectina en la interaccion
con el SR4.-(A) Estructura del dominio SH3 en el contexto de la estructura del fragmento SR4-SR5.
El SH3 se muestra en la misma orientacion que en la figura 17. (B) Vista detallada de la oclusion
parcial del pseudo-sitio de unién del dominio SH3 por el SR4.

2.3.- Estructura cristalografica de la regiéon SR5-SR6-ASH3.

La estructura de la region SR5-SR6 del dominio plakina se ha resuelto empleando
dos fragmentos similares. En la construccion SR5-SR6-ASH3-A la region
correspondiente al dominio SH3 se ha sustituido por la secuencia GSGSG, mientras
que en la construccion SR5-SR6-ASH3-B el SH3 se ha sustituido por el tripéptido
GSG. En las dos construcciones la F752 se sustituyd por Ala. En la estructura del
SR4-SR5 el anillo aromatico de F752 esta ocluido por el lazo A/B del SR4. Mediante
la mutacién F752A se ha reducido el caracter hidrofobico de esta superficie, ahora

expuesta al solvente en las construcciones SR5-SR6-ASH3.

2.3.1.- Resolucioén de la estructura del SR5-SR6-ASH3-A.

La estructura cristalografica del fragmento SR5-SR6-ASH3-A (750-818-GSGSG-889-
1006) se resolvié mediante SIRAS, usando datos de difraccidén de un cristal nativo y
de un cristal derivado con 1 mM del compuesto mercurial EMTS. Los datos de
difraccion de ambos cristales se tomaron empleando un generador de rayos-x de
anodo rotatorio. El cristal nativo difracté a una resolucién maxima de 3.05 A,

mientras que el cristal derivado difracté a 4.8 A de resolucién (Tabla R10). Los
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cristales nativos del SR5-SR6-ASH3-A pertenecen al grupo espacial H3, con unas
dimensiones de la celda unidad a=b=175.1 Ay ¢=50.5 A.

Segun el grupo espacial, las dimensiones de la celda unidad y el peso molecular de
este fragmento (22,3kDa), en la unidad asimétrica cabrian 2 o 3 moléculas del SR5-
SR6-ASH3-A que corresponde con un contenido de solvente de 63% y 44.6 %, y un
coeficiente de Matthews (V) (Kantardjieff & Rupp, 2003; Matthews, 1968) de 3.32 y
2.21 A%/Da, respectivamente.

Para analizar el contenido del cristal y la organizacion de las moléculas dentro de la
unidad asimétrica, se calculé la funcién de auto-rotacion de este fragmento. La
seccion polar k= 120° mostré un unico pico correspondiente al eje ternario de
simetria cristalografica (Figura R25A). En la seccion polar k = 180° se observaron 6
picos en ®=0° con un espaciado de 60° en Y. Estos picos no se corresponden a los
ejes de simetria cristalografica y sugieren la presencia de ejes binarios de simetria

no cristalografica perpendiculares al eje z en el plano x-y (Figura R25B).

Tabla R10.- Estadisticas de los datos de difraccion del SR5-SR6-ASH3-A.

SR5-SR6-ASH3-A (750-818-GSGSG-889-1006)

Conjunto de datos Nativo 1 mM EMTS
Grupo espacial H3 H3
Dimensiones de la a=b=175.1 A ¢c=50.6 A a=b=177.5 A c=50.5 A
celda unidad a=B=90° y=120° a=B=90° y=120°
Longitud de onda (A) 1.5418 1.5418
Resolucién (A) 3.05 (3.17-3.05)? 4.8 (5.0-4.8)°
Reflexiones unicas 10927 5826°
Multiplicidad promedio 4.8 (4.8)?° 4.4 (4.4)7°
Completitud (%) 99.2 (97.9)° 99.9 (100.0)?
Rmeas® (%) 9.1 (60.6)° 13.0 (38.4)°
<l/cl> 18.7 (3.6)? 11.3 (4.3)°
Riso? (%) 30.1

FEEET R EEEEED 1.29/0.69
isomorfico / anémalo

Figura de mérito (FOM) 0.42
a 7 . . s
Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolucion.

® Los pares de Bijvoet se mantienen separados.

° Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus (Diederichs & Karplus,
1997)

4 Riso =Z||Fder| - |Fnat|| Z/|Fnat|,donde Fder es el factor estructural del derivado con el atomo pesado y el Fnat
es el factor estructural de la proteina nativa.
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Figura R25.- Funcion de auto-rotacion del fragmento SR5-SR6-ASH3-A.-(A) Proyeccion
estereografica desde el eje ¢ en la seccion polar k= 120° en la cual se observa un pico que
corresponde al eje ternario de simetria cristalografica (SC). (B) Proyeccion estereografica desde el eje
¢ en la seccion polar k = 180°. Se observan 6 picos (5.8c) que corresponden a ejes de simetria no
cristalografica (SNC) en W=20°, ®=0°; $Y=80°, ®=0° y W=140°, ®=0°y las posiciones equivalentes. El
grafico se ha generado con el programa GRLF (Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango
de resolucién 15-3.2 A. El radio de integracion fue de 34 A.

La subestructura formada por 4 atomos de Hg se resolvid utilizando el programa
SHELXD (Sheldrick & Schneider, 1997) y la interfaz grafica HKL2MAP (Pape &
Schneider, 2004). La posicion de los atomos de Hg y la distribucion de probabilidad
de fases se refind usando el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003). Por
ultimo, las fases se mejoraron mediante modificacion de la densidad electronica y se
extendieron hasta una resolucion de 3.1 A utilizando el programa SOLOMON
(Abrahams & Leslie, 1996). A partir de las fases obtenidas por SIRAS se obtuvo un
mapa de densidad electronica interpretable (Figura R26). Empleando la estructura
cristalografica del fragmento SR4-SR5, se localizaron dos copias del SR5 en el
mapa de densidad electrénica experimental, utilizando el programa MOLREP (Vagin
& Teplyakov, 1997) en la suite CCP4 (Collaborative Computational Project Number
4, 1994). Seguidamente, se construyé manualmente la hélice A del SR6 como una
poli-Ala continuando la hélice C del SR5. Por ultimo, se construyeron manualmente
hélices de poli-Ala correspondientes a las hélices B y C del SR6.

La estructura se refind frente a datos nativos a 3.05 A de resolucién usando el
programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005). Inicialmente, se refin6 de forma

independiente la posicion del SRS y de las 3 hélices del SR6 mediante refinado de 8
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cuerpos rigidos. En etapas posteriores, se combind refinado posicional, refinado de
valores B individuales y refinado de 4 grupos TLS en cada molécula. Durante el
refinado se incluyeron restricciones de simetria no cristalografica, empleando 4
grupos que se corresponden aproximadamente con: (i) el SRS, la hélice A del SR6 y
el lazo B/C del SRG; (ii) el lazo A/B del SRG; (iii) los dos primeros tercios de la hélice
B de SR6; y (iv) la hélice C del SR6.

Durante los ciclos de inspeccion y modificacion manual de la estructura, ademas del
mapa obtenido por SIRAS se emplearon mapas 2mFobs-DFcal y mFobs-DFcalc
calculados tanto a partir de los modelos refinados, como promediando multiples
modelos en los que se aplica un desplazamiento aleatorio a las posiciones atomicas
(averaged kick) (Praaenikar et al, 2009). Ademas se emplearon mapas afilados en
los que se aplicaron valores B negativos para dar mayor peso a los términos de alta

resolucién, aumentando asi los detalles del modelo (DeLaBarre & Brunger, 2006)

780

760 &5 | 810 760 " S#&5 '/, 810

Hélice A Hélice B ‘Héli-ce Hélice B

Figura R26.- Mapa de SIRAS de la estructura SR5-SR6-ASH3A. Vista estereoscopicas de una zona
representativa del mapa calculado con las fases derivadas de SIRAS, después de la modificaciéon de
densidad con SOLOMON. El mapa estd contorneado a 1o (2.7A4). Seccion correspondiente a las
hélices A y B del SR5 representadas como una cadena de Ca.

En una de las moléculas se observé densidad electronica que no pertenecia a la

cadena polipeptidica y se encontraba rodeada por los grupos carbonilo de S967,
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E968, A970 y F973 en el lazo B/C del SR6. En esta densidad se modeld un ién Na*
cuyas distancias a los mencionados carbonilos se restringid a 2.38 A (Harding,
2006). El refinado convergié en un Rwork de 20.5% y un Rfree de 24.5% (Tabla
R11). El modelo final incluye los residuos del 750 al 818 y del 888 al 1000 en la
molécula A y del 750 al 818 y del 889 al 996 en la molécula B, a excepcion de una
region del lazo B/C del SR6 en la molécula B (aminoacidos 972-974), para la cual
no se observa una clara densidad electrénica. Tampoco se modelaron los cinco
residuos (GSGSG) que se encuentran en el lazo B/C del SR5 sustituyendo al
dominio SH3. Unicamente, en la molécula A se modelé una de las Gly de esta
secuencia. La estructura tiene una geometria excelente, con el 99.1% de los angulos
de torsion de la cadena principal estan localizados en regiones favorecidas del
grafico de Ramachandran y el 0.9% restante en regiones adicionalmente permitidas.
Las dos moléculas de la unidad asimétrica estan relacionadas por una rotacién de
180° (detectada en el andlisis de auto-rotacion) y un desplazamiento de ~10 A a lo
largo del eje longitudinal de las moléculas. Este dimero asimétrico no parece tener

una relevancia biologica.

Tabla R11.- Estadisticas del refinado del SR5-SR6-ASH3-A

SR5-SR6-ASH3-A (750-818-GSGSG-889-1006)

Rango de resolucion (A) 48 — 3.05
Reflexiones Unicas, work/free 10400 / 524
R work (%) 20.5
R free? (%) 24.5
Numero de aminoéacidos ° 182 /174
Numero de Na* 1
Valor B promedio (Az)
Wilson plot 56.9
Proteina” 60.9/113.8
Na* 72.2
RMSD
Distancias de enlace (A) 0.007
Angulos de enlace (°) 0.966

Aminoacidos en las regiones
del diagrama de Ramachandran®

Mas favorecidas 343 (99.1%)
Adicionalmente permitidas 3 (0.9%)
No permitidas 0 (0.0%)

& Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado.
® Valores para la moléculas A y B, respectivamente.
¢ Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007)
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2.3.2.- Resolucidn de la estructura del SR5-SR6-ASH3-B.

A partir de un cristal del fragmento SR5-SR6-ASH3-B (aminoacidos 750-818-GSG-
889-1006) se midié un juego de datos hasta una resolucion maxima de 3.1 A
empleando un generador de rayos-x de anodo rotatorio. El cristal pertenece al grupo
espacial C2, con unas dimensiones de la celda unidad de: a=129.4 A, b=47.8 A,
c=106.8 A, a=90°, B=126.7° y y=90° (Tabla R12).

Segun las dimensiones de la celda unidad, el grupo espacial y el peso molecular del
SR5-SR6-ASH3-B (22,4 kDa), lo mas probable es que la unidad asimétrica
contuviese 2 0 3 moléculas, que corresponde a un contenido de solvente de 60.3% y
40.4%, y un Vy de 3.09 y 2.06 A*/Da, respectivamente.

Tabla R12.- Estadisticas de los datos de difraccion del SR5-SR6-ASH3-B

SR5-SR6-ASH3-B (750-818-GSG-889-1006)

Conjunto de datos Nativo
Grupo espacial C2
Dimensiones de la a=129.4 Ab=47.8 Ac=106.8 A
celda unidad (A) a=y=90° B=126.7°
Longitud de onda 1.5418
Resolucioén (A) 3.10 (3.27 - 3.10)?
Reflexiones Unicas 9587
Multiplicidad promedio 3.9 (4.2)°
Completitud (%) 97.6 (96.8)°
Rmeas” (%) 8.9 (55.7)
<liol> 15.7 (3.1)°

@ Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor

resolucion.

® Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus

(Diederichs & Karplus, 1997)
La estructura de SR5-SR6-ASH3-B se resolvid mediante reemplazo molecular
empleando la estructura SR5-SR6-ASH3-A como modelo de busqueda. Se
localizaron dos copias en la unidad asimétrica. La estructura se refin6 frente a datos
de difraccion a 3.1 A de resolucion. Inicialmente se empled refinado DEN
(Deformable Elastic Network) con el programa CNS (Brunger, 2007; Brunger et al,
1998; Schroder et al, 2010). Seguidamente, la estructura se refind con el programa
PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005) de manera similar a como se habia refinado
la estructura de SR5-SR6-ASH3-A. Las principales diferencias fueron el refinado de

6 grupos TLS (3 en cada molécula) y la utilizacion de 13 grupos para definir las
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restricciones de simetria no cristalografica. El refinado convergié en un Rwork de
23.8 % y un Rfree de 27.8 % (Tabla R13). El modelo final del SR5-SR6-ASH3-B
incluye las regiones 747-818 y 889-1000 en la cadena A; y 747-818 y 889-1001 en la
cadena B. En el extremo N-terminal de ambas moléculas, se observo densidad
electronica adicional que se modeld como tres residuos (Ser, His y Met) (humerados
747-749) presentes en la proteina de fusion. Ademas, en ambas moléculas se
construyeron los tres aminoacidos (GSG) que sustituyen al dominio SH3 en el lazo
B/C del SR5. Este modelo tiene una geometria éptima, el 99.5% de los angulos de
torsion de la cadena principal estan localizados en regiones favorecidas del grafico

de Ramachandran y el 0.5% restante esta en regiones adicionalmente permitidas.

Tabla R13.- Estadisticas del refinado del SR5-SR6-ASH3-B

SR5-SR6-ASH3-B (750-818-GSG-889-1006)

Rango de resolucién (A) 36 - 3.10
Reflexiones unicas, work/free 9123 / 460
R work (%) 23.8
R free? (%) 27.8
NGmero de aminoacidos® 187 /188
Valor B promedio (Az)
Wilson plot 61.7
Proteina” 71.4/86.5
RMSD
Distancias de enlace (A) 0.005
Angulos de enlace (°) 0.759

Aminoacidos en las regiones
del diagrama de Ramachandran®

Mas favorecidas 369 (99.5%)
Adicionalmente permitidas 2 (0.5%)
No permitidas 0

@ Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado.
® Valores para la moléculas A y B, respectivamente.
¢ Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007)

2.3.3.- Descripcion de la estructura SR5-SR6-ASH3.

La estructura de la region SR5-SR6-ASH3 es similar en ambos fragmentos. Los dos
SRs se disponen en tandem uno a continuacién del otro, adoptando una estructura
con forma alargada con unas dimensiones aproximadas de 85 A de longitud y ~20-
25 A de diametro (Figura R27). La union del SR5 con el SR6 tiene lugar a través de
una a-hélice continua C-A, como se ha observado en otros pares de SRs (ver antes).
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Las hélices Ay B del SR5 y las hélices B y C del SR6 se situan en lados opuestos
del eje longitudinal de la molécula. En la zona de unién SR5/SR6, el lazo A/B del
SR5 se aproxima al lazo B/C del SR6 (Figura R28A). La cadena lateral de R780 en
el SR5 podria llegar a establecer un puente de hidrogeno con el carbonilo de G972
en el lazo B/C del SR6.
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Figura R27.- Estructura cristalografica de la region SR5-SR6-ASH3-A del dominio plakina de
plectina.- (A) Representacion esquematica del dominio plakina de plectina, la region estudiada se
corresponde con los sub-dominios SR5 (verde) y SR6 (naranja). (B) Dos vistas ortogonales de la
representacién en lazos de la estructura cristalografica de la regién SR5-SR6-ASH3-A.

Cada SR individual tiene la estructura prototipica de estos sub-dominios, constituida
por 3 a-hélices que forman un haz con giro levogiro. La estructura del SR5 en los
fragmentos SR5-SR6-ASH3-A y B es en general similar a la observada en el
fragmento SR4-SR5. La eliminacion del dominio SH3 en los fragmentos SR5-SR6-
ASH3-A y B no altera la estructura del SRS5. Sin embargo, se observan diferencias
significativas en zonas del SR5 adyacentes al SR6. La hélice BO que se habia

observado en el fragmento SR4-SR5 se encuentra integrada dentro de la hélice B en
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las construcciones SR5-SR6-ASH3. En consecuencia también existen variaciones
significativas en el lazo A/B del SR5 que resultan en diferencias de hasta ~4 A en la
posicion de los Ca entre ambas estructuras (Figura R28B). Estas diferencias se
deben a la presencia 0 ausencia del SR6, por lo tanto la conformacion de esta region
del SR5 en la plectina integra estd mejor representada por la estructura de los
fragmentos SR5-SR6-ASH3.

Estructura Estructura
SR5-5R6-A5H3-A SR5-SR6-ASH3-A
Ilce C

923

Db
90°
Heélice C

Hélice C ﬁéﬁce A Hélice A Hélice B Hélice A Hélice B

Figura R28.- Estructura dela regién en torno al lazo A/B del SR5 en el fragmento SR5-SR6-ASH3
(A) Vista detallada del SR5 (verde) y SR6 (dorado) alrededor del lazo A/B del SR5 y del lazo B/C del
SR6 en la estructura SR5-SR6-ASH3-A. Es posible que el grupo carboxamino de Q924 en el SR6
establezca puentes de hidrogeno con los grupos carbonilo de R780 o A782 en el SR5. (B)
Comparacion del lazo A/B en la estructura SR4-SR5 (rosa) y en la estructura SR5-SR6-ASH3-A
(azul). Se muestran dos vistas ortogonales. La conformacion de esta region en la estructura SR5-
SR6-ASH3-B es similar a la mostrada para SR5-SR6-ASH3-A.

El SR6 es de menor tamano que los otros SRs. Las hélices del SR6 son
aproximadamente una o dos vueltas de hélice mas cortas que en otros SRs de
plectina. Destaca la presencia de una hélice corta, denominada BO (aminoacidos
938-944), en el lazo A/B, que esta orientada de forma aproximadamente
perpendicular al eje longitudinal del haz formado por las hélices A-B-C (Figura
R27B). La hélice BO del SR6 recuerda a la hélice BO observada en el SR5 en la
estructura SR4-SR5. Sin embargo en el SR6 la hélice BO no sobrepasa el extremo
de la hélice C. Por lo tanto es razonable que su entorno estructural sea similar en la

molécula de plectina completa.
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2.3.4.- Comparacion de las dos estructuras de la region SR5-SR6-ASH3.

La estructura de cada SR individual es muy similar en las cuatro moléculas de los
fragmentos SR5-SR6-ASH3-A y B (dos moléculas en la unidad asimétrica de cada
cristal). Tras superponer por pares las cuatro estructuras del SR5, la rmsd en la
posicion de todos los Ca oscila entre 0.02 y 0.62 A (Tabla R14, Figura R29A). De
forma similar, la comparacién por pares de las 4 estructuras del SR6 da una rmsd
entre 0.46 y 0.75 A (Figura R29B).

Tabla R14. Comparacion de las estructuras del SR5 y SR6 en los fragmentos SR5-SR6-ASH3-A

y B. se muestran los valores de la rmsd en la posicion de los Ca tras la superposicion por parejas de
los SRs.

SRS SR6

SR5-SR6-ASH3-A SR5-SR6-ASH3-B SR5-SR6-ASH3-A SR5-SR6-ASH3-B
mol A mol B mol A mol B mol A mol B mol A mol B

SR5-SR6-ASH3-A  mol A - 002Ac 054A 049A - 0.75Ac 057A 061A
SR5-SR6-ASH3-A  mol B - - 053A 0.44A - - 057A 084A

SR5-SR6-ASH3-B  mol A - - - 0.62 Ab - - - 0.45 Ad

Los superindices (a,b,c y d) indican que las dos moléculas que se comparan se han refinado conjuntamente
empleando restricciones de simetria no cristalografica (SNC) entre ellas. El numero de grupos SNC empleados
dentro de cada SR ha sido: Uno, seis, tres y siete grupos de SNC, correspondiente a los superindices a,b,c y d
respectivamente.

A B

Figura R29.- Comparacion de las estructuras del SR5 y el SR6 en los fragmentos SR5-SR6-
ASH3-A y SR5-SR6-ASH3-B.- (A) Dos vistas ortogonales de la superposicion de las estructuras del
SR5 en las dos moléculas de la unidad asimétrica de los cristales del fragmento SR5-SR6-ASH3-A
(naranja y morado) y las dos moléculas de SR5-SR6-ASH3-B (azul y verde). (B) Dos vistas
ortogonales de la superposicion de las estructuras del SR6 en las dos moléculas de SR5-SR6-ASH3-
A (naranja y morado) y las dos moléculas de SR5-SR6-ASH3-B (azul y verde). El primer y ultimo
aminoacido de cada estructura esta rotulado en ambos paneles.
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Cuando se superponen los SR5 en las cuatro estructuras de la region SR5-SR6-
ASH3 se observan diferencias significativas en la orientacion de la posicién del SR6
respecto al SR5 (Figura R30A). Las mayores diferencias se observan entre las dos
moléculas de la estructura SR5-SR6-ASH3-B, que representan dos conformaciones
extremas. En cambio, las diferencias entre las dos moléculas de SR5-SR6-ASH3-A
son menores y muestran conformaciones intermedias respecto a las moléculas de
SR5-SR6-ASH3-B. Tras superponer el SR5 en las dos moléculas de SR5-SR6-
ASH3-B se observa una diferencia de ~10 A en la posicion de los Ca de la hélice BO
y del extremo C-terminal del SR6. Estas dos conformaciones estan relacionadas por
un movimiento de bisagra en el cual el SR6 gira como un cuerpo rigido ~17°
respecto al SR5 entre ambas estructuras. Los residuos que se localizan en la zona
de unién SR5/SR6 actuan como una bisagra en el movimiento. Ademas, este
movimiento de cierre de la molécula esta acompafado por un desplazamiento del
lazo A/B del SR5 (Figura R30B). Estos resultados sugieren que la regiéon de union
SR5/SR6 es una zona preferencial de variabilidad conformacional que permite una

moderada pero significativa flexibilidad.

SR6

Bisagra

SR5

Figura R30.- Identificacion del movimiento de bisagra entre el SR5 y el SR6 por comparacion
de la estructura de las dos moléculas de la unidad asimétrica de SR5-SR6-ASH3-B.-(A) Dos
vistas ortogonales de las dos moléculas de la estructura SR5-SR6-ASH3-A (naranja y morado) y las
dos moléculas de SR5-SR6-ASH3-B (azul y verde), tras superponer los SR5. (B) Identificacion de
movimientos de dominios por comparacion de la estructura de las dos moléculas del SR5-SR6-ASH3-
B. Las estructuras estadn coloreadas segun los dominios que se mueven, identificados con el
programa DynDom (Hayward & Berendsen, 1998) que corresponden al SR5 (azul) y SR6 (verde). Los
residuos que actuan como bisagra (morado) se localizan en la union SR5/SR6. Los aminoacidos del
lazo A/B (naranja) acompafian el movimiento del SR6. El eje de rotacion del movimiento de bisagra
se muestra como una linea negra y las flechas indican la direccion del movimiento.
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2.4.- Estructura cristalografica del SR7-SR8.

2.4.1.- Difraccién de los cristales de SR7-SR8 y resolucién de la estructura.

La estructura cristalografica del fragmento SR7-SR8 (aminoacidos 1004-1233) se
resolvi6 mediante SIRAS, usando datos de difracciéon de un cristal nativo y de un
cristal derivado con 1 mM del compuesto mercurial EMTS. Se obtuvo un conjunto de
datos de difraccién del cristal nativo a una resolucién maxima de 2.05 A y datos del
cristal derivado a 2.5 A, utilizando en ambos casos un generador de rayos-x de
anodo rotatorio. Los cristales nativos pertenecen al grupo espacial P24 siendo las
dimensiones de la celda unidad: a=45.9 A, b=115.4 A, ¢c=64.5 A, a=90°, B=97.7°

y=90° (Tabla R15). El cristal derivado es isomorfo con el cristal nativo.

Tabla R15.-Estadisticas de los datos de difraccion del SR7-SR8.
SR7-SR8 (1004-1233)

Conjunto de datos Nativo 1 mM EMTS
Grupo espacial P2, P2,
Dimensiones de la a=45.9 Ab=1154Ac=645A a=451ADb=1159A c=64.4 A
celda unidad (A) a=90° 3=97.7° y=90° a=90° 3=97.4° y=90°
Longitud de onda (A) 1.5418 1.5418
Resolucién (A) 2.05 (2.15-2.05)? 2.5 (2.6-2.5)°
Reflexiones tnicas 40717 42703°
Multiplicidad promedio 7.5(7.3)? 3.8 (3.9)%
Completitud (%) 97.6 (99.4) 95.5 (94.3)
Rmeas® (%) 6.1 (53.2)° 7.8 (46.1)°
<l/ocl> 23.1(6.1)° 13.7 (4.2)°
Riso? (%) 37.3

Poder de faseado
iso cent/ iso acent / anom

Figura de mérito (FOM)
acéntricas / céntricas

1.04/0.83/0.86

0.36/0.29

¥ Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolucion.

P Los pares de Bijvoet se mantienen separados.

° Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus (Diederichs & Karplus, 1997)
9 Riso =%||Fder| - |Fnat|| ¥/|Fnat|,donde Fder es el factor estructural del derivado con el atomo pesado y el Fnat es
el factor estructural de la proteina nativa.

Segun el grupo espacial, las dimensiones de la celda unidad y el peso molecular de
esta proteina (26.4kDa), era probable que la unidad asimétrica incluyese 2 o 3
moléculas de SR7-SR8, que corresponde a un contenido en solvente de 62% y 43%
y un coeficiente de Matthews de 3.24 A%Day 2.16 A%Da, respectivamente. Dentro
de la caracterizacion cristalografica inicial, se calculé la funciéon de auto-rotacion a

partir de los datos del cristal nativo (Figura 25). Unicamente la seccién polar k = 180°
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mostré dos picos significativos en $=10° y=90° y $=100° y=90° que difieren de los
que corresponden a la simetria cristalografica. Estos picos sugieren la presencia de
un eje binario de simetria no cristalografica (SNC) perpendicular al eje y, que al ser

perpendicular al eje binario cristalografico resulta en dos picos (picos de Klug).
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Figura R31.- Funcion de auto-rotacion del fragmento SR7-SR8.- Proyeccion estereografica de la
seccion polar k = 180° de la funcién de auto-rotacion. El grafico se generd con el programa GRLF
(Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolucion 10 - 3.5 A y un radio de
integracion de 25 A. Se observan 2 picos que corresponden a ejes de simetria no cristalografica
(SNC) en W=90°, ®=10° W=90°, ®=100°. Los picos pertenecientes a la simetria cristalografica se
indican como SC.

La subestructura de atomos de Hg se resolvio inicialmente utilizando los programas
SHELXC/D/E (Schneider & Sheldrick, 2002) y la interfaz grafica HKL2ZMAP (Pape &
Schneider, 2004). A continuacion, los 5 atomos de Hg con mayor ocupacion se
refinaron con el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003), que ademas permitio
la identificacion de otros 7 atomos de Hg. Por ultimo, las distribuciones de
probabilidad de sus fases se mejoraron y se extendieron hasta el limite de resolucion
de los datos nativos (2.05 A) mediante modificacion de densidad con el programa
SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996). Las fases asi obtenidas permitieron calcular
un mapa de densidad electronica interpretable (Figura R32). A partir de este mapa

se construyé automaticamente un modelo atéomico inicial que cubria
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aproximadamente el 76 % del trazado final de la proteina (352 residuos) utilizando el
programa ARP/wWARP (Perrakis et al, 1999).
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Figura R32.- Mapa de SIRAS de la estructura SR7-SR8.- (A) Vista de una seccion correspondiente
a la hélice A del SR7 del mapa calculado con las fases derivadas de SIRAS, después de la
modificaciéon de densidad. El mapa esta contorneado a 1o. (B) Vista de la misma seccién de la hélice
A del SR7 de un mapa OMIT 2mFobs-DFcal obtenido después de un ciclo de refinado mediante
recocido simulado (simulated annealing) tras la eliminacion de esta region de la estructura. El mapa
se muestra a un nivel de 1. En ambas figuras se muestra la estructura final de esta region.

La estructura de SR7-SR8 se refind frente a datos nativos a 2.05 A de resolucién
usando el programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005), de forma similar a como
se refind la estructura del fragmento SR3-SR4 (ver antes). En las etapas iniciales, el
modelo se refind empleando el método de recocido simulado. En etapas posteriores,
se realiz6é refinado posicional, refinado de valores B individuales y refinado de 3
grupos TLS en cada molécula. En las etapas iniciales del refinado se utilizaron
restricciones de simetria no cristalografica, que se dejaron de emplear en las etapas
finales. Se incluyeron moléculas de solvente en picos positivos sobre 30 en los
mapas de diferencia mFobs-DFcalc y sobre 10 en mapas 2mFobs-DFcalc cuando se
aprecio un entorno de puentes de hidrogeno razonable. El refinado convergié en un
valor de Rwork de 21.5 % y de Rfree de 25.6 % (Tabla R16). La estructura final del
SR7-SR8 incluye los aminoacidos 1005-1229 de la molécula A, 1005-1232 de la
molécula B y 311 moléculas de solvente. La estructura presenta una excelente

geometria, el 99.4% de los angulos de torsion de la cadena principal se localizan en
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regiones favorecidas del diagrama de Ramachandran y el 0.6% estan en regiones

adicionalm