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CAPITULO 1
INTRODUCCION






1. Desmosomas

Los desmosomas (DMs) son complejos multi-proteicos que median la adhesion entre
células adyacentes. La conexion estable entre células se consigue mediante una red
de interacciones proteina-proteina que distribuyen la tension mecanica entre todas las
células, manteniendo la integridad estructural y funcional de los tejidos (Kowalczyk &
Green 2013). Los DMs estan presentes en todos los tejidos epiteliales y tumores
derivados de ellos, asi como en tejidos no epiteliales como el musculo cardiaco.
Ademas, son principalmente importantes en tejidos que experimentan estrés mecénico
continuado como la piel y el corazon (Franke et al. 2006), siendo de hecho estos
tejidos los principales afectados en las enfermedades causadas por defectos en los
DMs o las proteinas que los forman. Asi, los principales sintomas observados en
pacientes con enfermedades desmosomales son fragilidad epidérmica, queratosis
palmoplantar y/o cardiomiopatias (Al-Jassar et al. 2013; Delmar & McKenna 2010;

Ishida-Yamamoto & lgawa 2014).

Ultraestructuralmente, los desmosomas se ven al microscopio como estructuras
simétricas y electron densas ensambladas en células vecinas. Se necesitan proteinas
de tres familias distintas para formar desmosomas completamente funcionales:
cadherinas desmosomales, proteinas de la familia armadillo y plakinas (Figura 1). Sin
embargo, la compaosicién molecular precisa de los desmosomas es variable ya que la
aparicion de una u otra isoforma de las proteinas desmosomales depende del estado
de diferenciacion celular, asi como del tejido (Garrod & Chidgey 2008). Esto sugiere
que las distintas isoformas de las proteinas desmosomales llevan a cabo funciones
especificas para cubrir las necesidades de cada tipo celular o estado de

diferenciacion.
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Figura 1. Estructura y composicion de los desmosomas. A) Representacion esquematica de la

composicion molecular de los desmosomas y su organizacion. Las cadherinas desmosomales



(desmogleinas (DSGs, azul) y desmocolinas (DSCs, verde)) interaccionan en el espacio extracelular
mediante sus dominios C-terminales. Intracelularmente, se unen a proteinas de la familia armadillo
(plakoglobina (PKG, naranja) y plakophilinas (PKPs, amarillo)), las cuales median la conexion hasta los
filamentos intermedios (IFs, marrén) mediante la interaccion con desmoplakina (DP, morado). Las
interacciones entre las proteinas de la placa desmosomal y las colas citoplasmaticas de las cadherinas
tienen lugar en la placa densa externa (ODP), mientras que el extremo C-terminal de DP se une a los IFs

en la placa densa interna (IDP).

2. Componentes de los desmosomas y sus interacciones

Las cadherinas desmosomales pertenecesn a la superfamilia de las cadherinas. Las
cadherinas son glicoproteinas transmembrana que median la adhesién entre células
dependiente de calcio (Saito et al. 2012). En los DMs se combinan dos tipos de
cadherinas desmosomales: las desmogleinas, que presentan cuatro isoformas en
humanos (DSGs 1-4) y las desmocolinas, con tres isoformas (DSCs 1-3). Ambas,
establecen interacciones homo- y hetero-filicas entre sus dominios extracelulares
(Chitaev & Troyanovsky 1997) para crear la superficie de interaccion entre células
adyacentes. Intracelularmente, interaccionan con las proteinas de la placa

desmosomal externa (PKG y PKPs).

Las proteinas armadillo (ARM) se caracterizan por la presencia de un dominio central
que contiene unidades repetidas de ~42 residuos, los cuales adoptan una
conformacion en a-hélice (repeticiones ARM) (Choi & Weis 2005; Hatzfeld 1999). La
mayor parte de las proteinas-ARM interaccionan con muchos y diversos comparieros
de interaccibn mediante el dominio ARM lo que hace que puedan llevar a cabo
funciones muy variadas (Tewari et al. 2010). En los DMs dos tipos diferentes de
proteinas-ARM unen las colas intracelulares de las cadherinas desmosomales a DP y

los IFs: plakoglobina (PKG) y las plakophilinas (PKPs).

Desmoplakina (DP) es un componente esencial de los desmosomas. Pertenece a la
familia de las plakinas que conectan los componentes del citoesqueleto a los
complejos de union y adhesion celular (revisado en Bouameur, Favre, & Borradori
2014). En los DMs, DP interacciona con PKG y las PKPs mediante su dominio N-

terminal y con los IFs mediante su extremo méas C-terminal.

Las interacciones anteriormente descritas se esquematizan en la Figura 2 en donde se
pone de manifiesto la compleja red de interacciones que gobierna la arquitectura
desmosomal. Concretamente hasta la fecha se han descrito al menos 18 tipos de

interacciones entre las proteinas desmosomales (revisado en Harmon & Green 2013).
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Figura2. Interacciones entre las proteinas desmosomales. Representacion esquematica de la
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organizacion desmosomal mostrando las principales interacciones entre las proteinas desmosomales
publicadas hasta la fecha. Los sitios especificos de interaccion no estan representados en el diagrama
gue solo indica qué proteinas interaccionan entre si. Ademas, para simplificar la figura se han omitido las
isoformas y variantes de las distintas proteinas. PM: membrana plasmatica; ODP: placa densa externa;

IDP: placa densa interna.

3. Funciones de los DMs y dinamica del ensamblaje/desensamblaje

Durante afios los DMs se han considerado simples uniones celulares con una funcion
meramente estructural. Sin embargo, hoy en dia se sabe que participan en mdaltiples
procesos regulados por rutas de sefializacion importantes para la forma y movilidad
celular o para el balance entre proliferacion y diferenciacion. La participacion en todos
estos procesos requiere una estricta regulacion de la dinamica de los DMs que deben
ser ensamblados y desensamblados para atender a las necesidades de los tejidos.
Esta remodelacién de los DMs es de vital importancia en procesos como cierre de

heridas y en el desarrollo y morfogénesis.

En queratinocitos en cultivo, los DMs son ensamblados en respuesta a crecimiento en
alta densidad o aumento de los niveles de calcio extracelular (Bikle et al. 2013; Kimura
et al. 2007). La diferenciacion de los queratinocitos debida al aumento de calcio
intracelular es similar al patrén de diferenciacion de estas células en la epidermis
donde hay un gradiente de calcio desde la capa basal al stratum granulosum (Kimutai
et al. 2002) y por ello se ha usado extensamente para el control de la formacion de

DMs in vitro. La importancia de la regulacion por calcio se ve también reflejada en la



aparicion de enfermedades relacionadas con un mal funcionamiento de la homeostasis
del calcio, como es la enfermedad de Darier o la enfermedad Hailey-Haley (Leinonen
et al. 2009).

4. Plakophilinas

Las plakophilinas son proteinas especificas de vertebrados que, en base a su
secuencia primaria, han sido clasificadas dentro de la subfamilia p120-catenina. Esta
familia la componen siete miembros de los que sélo las plakophilinas estan presentes

en los DMs en vez de en las uniones adherentes (AJs) (Carnahan et al. 2010).

Estructuralmente, las PKPs se caracterizan por presentar nueve repeticiones
armadillo. Entre el quinto y sexto dominio existe una secuencia espaciadora que actia
de bisagra y le confiere a las PKPs una caracteristica forma doblada (PDB: 1XM9;
Choi & Weis 2005). ElI dominio ARM esta flanqueado por un extremo N-terminal
considerablemente largo y un extremo C-terminal muy corto. La region N-terminal de
las PKPs (dominio cabeza) no presenta estructura secundaria conocida y se le
considera mayormente desordenada. Ademas, no presenta homologia entre las tres
PKPs, tan solo una pequefia region cerca de extremo N-terminal denominada regién
de homologia 2 (HR2) muestra cierto grado de similitud entre las PKPs (Bonné et al.
1999). Todas las proteinas conocidas que interaccionan con las PKPs lo hacen a
través del dominio cabeza lo que contrasta con el resto de proteinas armadillo que
interaccionan a través del dominio armadillo (Huber et al. 1997; Choi & Weis 2005)
(Figura 3).
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Figura 3. Estructura multidominio de plakhilina 1a. A) Representacion esquematica de la organizacion
en dominio de PKP1la. B) Estructura cristalografica del dominio armadillo de PKP1a (PDB: 1XM9).

Las PKPs muestran patrones de expresion complejos y a veces solapantes. PKP2

tiene la localizacion mas amplia, estando presente en todas las células epiteliales



proliferativas asi como en tejidos no epiteliales como el corazén (Rickelt 2012). PKP3
también presenta una distribucion amplia pero no aparece en los DMs de
cardiomiocitos o hepatocitos (Bonné et al. 2003). PKP1 sin embargo se localiza en los
DMs de epitelios compejos y transicionales pero no en epitelios simples (Moll et al.
1997). Las tres PKPs presentan dos isoformas. Una corta “a@” y una larga “b” debido a
procesamiento alternativo de los genes (Schmidt et al. 1997; Mertens et al. 1996;
Muhmer et al. 2014). Las isoformas también presentan distintos patrones de

expresion.

Las PKPs aumentan la cohesién entre células reclutando a otros componentes
desmosomales a los DMs. Ademas actlan como puentes que unen las cadherinas
desmosomales a DP y los IFs (Chen et al. 2002; Bonné et al. 2003; Bornslaeger et al.
2001). PKP1 incrementa el nimero y tamafio de los DMs cuando es sobre-expresada
en células en cultivo lo que concuerda con la alta expresion de PKP1 en las capas
suprabasales de la epidermis que contiene muchos DMs de gran tamafio (Kowalczyk
et al. 1999; Hatzfeld et al. 2000; South et al. 2003; South 2004).

Ademas de su funcién en los DMs, las PKPs también participan en otros procesos
como la reorganizaciéon del citoesqueleto de actina, el control del crecimiento y la
migracion celular o la sintesis de proteinas (revisadas en Hatzfeld, Wolf, & Keil 2014;
ver ejemplos en Godsel et al. 2010; Hatzfeld et al. 2000; Hofmann et al. 2006; Koetsier
et al. 2014; Mertens et al. 2001; Wolf et al. 2010). Relacionado con esto, las PKPs han
sido observadas en el nucleo tanto de células que forman DMs, como en células que
no los forman (Schmidt et al. 1997; Mertens et al. 1996; Bonné et al. 1999). Aunque la
localizacién nuclear ha sido demostrada para todas las PKPs, PKP1 es la mas
prominente en el nacleo por lo que probablemente su localizacién nuclear es regulada
por distintos mecanismos. La funcion de las PKPs en el ndcleo no se conoce en la
actualidad y s6lo se han descrito ciertas interacciones que podrian estar relacionadas
con esta localizacion como la interaccién entre PKP2 y la RNA-polimerasa lll, la de
PKP3 con el factor de transcripcion ETV1/ER81 y la de PKP1 con DNA de cadena
sencilla (Mertens et al. 2001; Sobolik-Delmaire et al. 2010; Munoz et al. 2014).

5. Desmoplakina

Desmoplakina (DP) pertenece a la familia de las plakinas que son proteinas multi-
modulares que interconectan elementos del citoesqueleto con las uniones de
membrana. Dichas interconexiones contribuyen a la forma y polaridad celular.

Ademas, las plakinas participan en procesos dindmicos como migracién celular o



diferenciacion actuando como adaptadores de proteinas de sefializacién celular (para

una revision ver Bouameur et al. 2014 o Sonnenberg & Liem 2007).

La familia de las plakinas en mamiferos esta compuesta por 7 miembros pero sélo DP
esta presente en los DMs en donde es un componente esencial. DP también esta
presente en uniones especializadas como el area composita presente en

cardiomiocitos (Franke et al. 2006).

DP presenta la tipica estructura multi-modular de las plakinas con un dominio N-
terminal denominado dominio plakina de alrededor de 1000 residuos y compuesto
principalmente de estructura secundaria en a-hélice. Después, una regidon central
compuesta por un dominio coiled-coil de homodimerizacion, responsable de la
formacion de dimeros paralelos (Keefess et al. 1989). Por ultimo, el dominio C-terminal
cuenta con tres dominios de repeticién de plakina designados A, B y C y regiones
reguladoras que participan en la union a IFs (Sonnenberg & Liem 2007; Kouklis et al.
1994) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemaética de la estructura multi-modular de plectina y desmoplakina.
A) Representacion esquematica de la estructura del dominio plakina de plectina y desmoplakina. Ambas
proteinas comparten la organizacion tripartita. B) Detalle de la organizacion en dominios del dominio
plakina de plectina y desmoplakina. Plectina contiene 9 dominios de repeticion de espectrina (SRs)
(Ortega et al. 2011), mientras que a DP le falta el primero (SR1) por lo que sélo se compone de 8 SRs.
En el extremo mas N-terminal plectina presenta un dominio ABD compuesto por un par de dominios de
homlogia a calponina (CH1 y CH2).

Basandose en analisis de conservacion de secuencia se ha sugerido que el dominio
plakina de DP estd compuesto por 6 SRs (SR3-SR6, SR8-SR9). Sin embargo,
modelado por homologia basado en la estructura atémica de regiones del dominio
plakina de plectina (datos no publicados) sugieren que en el dominio plakina de DP
también estan presentes el SR2 y el SR7. Los dominios SR2 y SR3 estan separados

por una secuencia espaciadora de aproximadamente 20 residuos mientras que los



otros SRs estan unidos por hélices continuas desde un SRs al siguiente. Como en
otras plakinas un dominio SH3 estd insertado en el SR5 (Jefferson et al. 2007).
Aparentemente, el SH3 en plakinas cumple una funcion estructural, probablemente
aportando estabilidad al dominio plakina, pues no puede establecer interacciones con
otras proteinas porque la interfaz canodnica de interaccion esta ocluida por
interacciones hidrofébicas con residuos del dominio plakina (Ortega et al. 2011). El
dominio plakina de DP es importante para dirigir a la proteina a los DMs y para
interaccionar con PKG y las PKPs (Bornslaeger et al. 2001; Kowalczyk et al. 1999;
Kowalczyk et al. 1997).

En humanos DP existe en 2 isoformas (DPI / DPII) debido al procesamiento alternativo
del gen primario en la zona del dominio central (Keefess et al. 1989). Ademas se ha
descrito una tercera isoforma menor denominada DPla con un tamario intermedio a las

anteriores (Cabral et al. 2010).

Mutaciones en DP se relacionan con severas enfermedades que afectan a la piel,
pelo, ufas y dientes, asi como al corazén (revisado en Cheong, Wessagowit &
McGrath 2005). Asi, ratones deplecionados totalmente para DP (Gallicano et al. 2009)
o condicionales en la epidermis (Vasioukhin et al. 2001) mueren tempranamente
después del nacimiento. Esto ratones presentan DMs que ultraestructuralmente
parecen normales pero que estdn completamente faltos de uniones a IFs lo que
resulta en el fatal desenlace. Por lo tanto, aunque DP parece no ser necesaria para el

ensamblaje de los DMs si que lo es para formar DMs funcionales.

Fuera de los DMs, DP ha sido implicada en la organizacién de los microtibulos, el
control de la forma y tamafio de la microvilli en el epitelio intestinal y en la formacién y
estabilizacién de la microvasculatura (Lechler & Fuchs 2007; Sumigray & Lechler
2012; Zhou et al. 2004; Gallicano et al. 2001).






CAPITULO 2
OBJETIVOS






Conocer como las proteinas desmosomales estan asociadas desde un punto de vista
estructural proporciona informaciéon atil sobre la funcion de las proteinas, la
organizacion de los DMs e incluso su regulacién (ver un ejemplo en Garrod et al.
2005). Este conocimiento es fundamental para entender como las células mantienen
su forma y polaridad, regulan su movimiento, la adhesion a sus vecinas o

mecanotransducen sefiales originadas en las uniones célula-célula.

El objetivo principal de esta tesis profundizar en el conocimiento de la organizacion de
los DMs mediante el estudio y caraterizacion de dos de sus proteinas, DP y PKP1la, y
sus interacciones. Para alcanzar este objetivo principal se han fijado los siguientes

objetivos secundarios:

i) Mapear de manera precisa los sitios de interaccién implicados en la formacién del
complejo DP-PKP1a

ii) Identificar las regiones que gobiernan la localizacién subcelular de DP y PKP1la

iii) Estudiar en profundidad la estructura del dominio plakina de DP

Estos objetivos se han abordado con una estrategia multidisciplinar con la que ha sido
posible delimitar las zonas de reconocimiento DP-PKPla en ambas moléculas.
Ademas, hemos identificado las regiones necesarias para la localizaciéon desmosomal

o nuclear de PKP1a y obtenido una vision integral de la estructura del dominio plakina
de DP.
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CAPITULO 3
MATERIALES ¥ METODOS






Los materiales y métodos utilizados para el desarrollo de este trabajo se pueden
englobar dentro de tres categorias principales: (i) materiales y métodos de biologia
molecular, (i) materiales y métodos de biologia celular, (ii) materiales y métodos
biofisicos.

i) Los materiales y métodos de biologia molecular se han usado principalmente para

hacer el clonaje de la amplia coleccién de proteinas recombinantes utilizada en la
tesis. Resumiendo, tras la obtencién del cDNA especifico para DP, PKP1la, PKP2a y
PKG las construcciones fueron amplificadas por PCR y clonadas en los vectores
indicados mediante metodologias estdndar de biologia molecular. Todas las
construcciones fueron secuenciadas antes de usarse. Los cebadores utilizados para
amplificar los cDNAs de DP, PKPla, PKP2a y PKG tienen entre 29 y 46 bases de
largo y una temperatura de fusion de ~60°C. Incluyen ademas secuencias reconocidas
por enzimas de restriccion especificas y en caso de ser necesario otros elementos
como codones de parada (TAG) o la secuencia Kozak (Kozak 1986). Dependiendo del
tipo de experimento se han utilizado distintos vectores para expresar las proteinas de

fusion:

- Vectores de expresion en bacterias: se utilizd pBluescript SK (-) (Agilent

technologies) para hacer modificaciones en el DNA como mutagénesis. Ademas, se
utilizé el vector pETEV15b que es un derivado del vector pET15b (Novagen) para la
expresion de proteinas con una etiqueta de ocho histidinas (Alonso-Garcia et al.
2009). Para las construcciones que queriamos expresar en bacterias sin ninguna
etiqueta (DP-CT-GCN4-22b) se utiliz6 el vector pET22b (Novagen).

- Vectores de expresion en células de mamifero: Se utilizaron los vectores

pCEFLAG y pCEFLHA (Chiariello et al. 2000) para producir proteinas de fusion con la
etiqueta FLAG y HA, respectivamente. Estas construcciones se utilizaron en
experimentos de co-inmunoprecipitacion y para estudios de localizacion subcelular
mediante inmunofluorescencia. Ademas, se utilizaron los vectores pcDNA3-CFP y
pcDNA3-Venus para crear proteinas de fusion con una etiqueta fluorescente (CFP o
Venus). Estos vectores fueron creados y modificados en nuestro laboratorio utilizando
el vector vacio pcDNA3 (Invitrogen) y los cDNAs de CFP y Venus gentilmente cedidos
por el Prof A. Sonnenberg (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam; The
Netherlands). Se crearon versiones de estos vectores con las etiquetas CFP y Venus

tanto en el extremo amino, como en el carboxilo.
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Todas las construcciones han sido mantenidas en la cepa de Escherichia coli DH5a y
purificadas usando el GeneJET™ Plasmid Miniprep or Maxiprep Kits (Thermo Fisher
Scientific) usando las especificaciones del fabricante.

ii) Dentro de los materiales y métodos de biologia celular las distintas lineas celulares

utilizadas en la tesis se resumen en la tabla 1, que también incluye las condiciones de
cultivo y congelacién, los proveedores y referencias seleccionadas sobre cada linea

celular.

Tabla 1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

CL;:L(T; Organismo Tejido Medio Medio congelacion Proveedor seF:IZ];e(:riir;(::Zs
COsS-1 C. aethiops rifién DMEM DMEM + 5-10% DMSO (CI((:Z., (;Zgrf;zca) (Gluzman 1981)
COS7  C.aethiops """ DMEM DMEM + 5-10% DMSO (NAkljc'er":';?:j;g]) (Gluzman 1981)
Hek293T  H.sapiens """ DMEM  DMEM + 5-10% DMSO (I\IAI%ITQ'ZT:;ZESL?M (DuBridge et al. 1987)
NHK H. sapiens prepucio K-SFM 50% 51':0':;4;34'\;);&0':85 * (|\T\k|,szr;?;2?§;?n) (Niessen et al. 1996)
HaCaT H. sapiens piel DMEM 50% ?T;Z S'\jgog FBS (|\T\k|,szr;?;2?§;?n) (Boukamp et al. 1988)
PAJEB/BA H.sapiens P ksem 0% SlFO':)’/':D‘;/?Z’OFBS " (NAkljc'er:;Z?;?n) (Niessen et al. 1996)
PKP1-null  H. sapiens piel K-SFM 50% 51':0':;4-;'\;);/00':85 * (MARIID" SS:QZG) (South et al. 2003)

NHK, queratinocitos humanos; PKP1-null, queratinocitos que no expresan PKP1; C. aethiops, Cercopithecus
aethiops; H. sapiens, Homo sapiens; K-SFM, medio de queratinocitos sin suero

Las proteinas de fusién fueron transfectadas de manera transitoria utilizando Pei
(Polysciences inc.), JetPei (Polyplus transfection) o X-tremeGENE 9/HP (Roche). Para
los experimentos que necesitaban extractos celulares (Western Blot (WB) y Co-
inmunoprecipitacion (Co-IPs)) estos se obtuvieron usando un buffer de lisis con 0.5 %
Triton X-100. Los WB y las Co-IPs se revelaron utilizando el reactivo ECL (Bio-rad,
Thermo o GE Healthcare) o el sistema de imagen en infrarrojo Odyssey (LI-COR, Inc.).
Las Co-IP se hicieron usando el gel de afinidad anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich) que se
incubd con los extractos celulares durante 1 hora a 4°C. Los resultados de las Co-IPs

se revelaron por WB.

Las células utilizadas para inmunofluorescencia y microscopia confocal se crecieron
en cubreobjetos. Se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2-4 % y se permeabilizaron
con 0.2 % Tritobn X-100 antes de incubar con los anticuerpos primarios y secundarios
durante 1 hora a temperatura ambiente. Por Ultimo se montaron en los cubreobjetos

utilizando Mowiol (Calbiochem). Para la deteccion de PKPs endbgenas se utilizaron

18


https://www.thermofisher.com/
https://www.thermofisher.com/

distintos procedimientos en funcién de la localizacién de las PKPs que se quisiese
observar (ver Rickelt, 2012; Schmidt et al., 1997; South et al., 2003). Asi, para los
experimentos donde se necesitaba ver las PKPs también en el nucleo las células
fueron tratadas con 0.2 % Triton X-100 en PBS por cinco minutos antes de fijarlas.
Para tefiir el ndcleo de las células se utiliz6 DAPI (Invitrogen), yoduro de propidio (Life
Technologies) o TO-PRO-3 (Life Technologies).

Los experimentos de microscopia de vida media de fluorescencia (FLIM) se realizaron
utilizando el sistema LIFA (Lambert Instruments Fluorescence lifetime Attachment,
Lambert Instruments BV) en un microscopio invertido Leica DM IRE2 (Leica
Microsystems) (detalles técnicos en Qiaole Zhao et al., 2012). El par de FRET utilizado
fue CFP/Venus. Con CFP se etiquetaron las construcciones de PKPla mientras que
con Venus las de DP. El analisis de los datos de FLIM se realiz6 con el programa
GraphPad Prism 6.04 (GraphPad Software, Inc.), utilizando una prueba t de Student
de 2 colas con la correccion de Welch (Ruxton 2006). Los p-valor < 0.05 fueron
considerados significativos.

iif) Materiales y métodos de biologia estructural: Para los estudios estructurales se

emplearon principalmente métodos biofisicos que requieren el uso de proteinas
purificadas. Las proteinas etiquetadas con una cola de 8 histidinas se produjeron en la
cepa de E. coli BL21(DE3)T1 (Studier & Moffatt 1986) tras la adicién de 0.2 mM IPTG.
Para su purificacion las bacterias se lisaron y se recogi6 la fraccion soluble que se
purificd por cromatografia de afinidad utilizando una columna de Ni** Hi-Trap (GE
Healthcare) asociada a un sistema AKTA Prime (GE Healthcare). Tras la primera
purificacién la cola de histidinas fue eliminada utilizando una proteasa TEV y se
purificé la proteina de nuevo en una segunda cromatografia de afinidad. Las
fracciones que contenian la proteina se dializaron frente al buffer deseado y la
proteina se concentr6 mediante ultra-filtracion en celdas Amicon (Millipore). La
determinacion de la concentracién de proteina se realizé midiendo la absorbancia de
los amino acidos aromaticos (Azg). Con todas las proteinas purificadas se pusieron
ensayos de cristalizacion con al menos 432 condiciones de cristalizacion tanto a

temperatura ambiente, como a 4°C.

El andlisis de secuencia se hizo utilizando herramientas bioinformaticas como el

repositorio Uniprot (http://www.uniprot.org/), Clustal Omega (Sievers & Higgins 2014)

para los alineamientos multiples, el software HHMER (http://hmmer.janelia.org/) (Finn

et al. 2011) para la construccion de perfles HMM o Jpred3
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred) (Cole et al. 2008) y PredictProtein
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(https://www.predictprotein.org/) (Yachdav et al. 2014) para la prediccion de estructura

secundaria.

Utilizamos dicroismo circular (CD) para determinar la estructura secundaria de
fragmentos del dominio plakina (Kelly, Jess, & Price, 2005 and Ranjbar & Gill, 2009). A
partir de la forma de los espectros medidos entre ~187 y 260 nm y mediante el empleo
de herramientas bioinforméticas se puede conocer el porcentaje de cada tipo de
estructura secundaria presente en una proteina. Ademas, el estudio de los cambios en
las sefales de CD al inducir la desnaturalizacién de la molécula por temperatura o
agentes quimicos permite estudiar la estabilidad conformacional de las proteinas
(Fasman 1996). Los perfiles de desnaturalizacién fueron realizados por temperatura
usando una rampa desde 20 a 90 °C con una tasa de calentamiento de 40 °C/hora.
Las medidas se hicieron con una longitud de onda fija de 222 nm. El andlisis de los
datos de desnaturalizacion se llevé a cabo mediante el ajuste de los mismos por
minimos cuadrados a un modelo de dos estados que asume un equilibrio entre el

estado plegado y el no plegado (Greenfield 2007).

El andlisis de estabilidad conformacional también se realizé mediante Thermofluor que
se basa en los cambios en fluorescencia de una sonda fluorescente que se une a
regiones hidrofébicas de las proteinas (Pantoliano et al. 2001). Para estos
experimentos se utilizé la sonda Sypro Orange (Life Technologies) y un termociclador
cuantitativo 1Q5 (Biorad). Los datos se midieron cada 0.5°C y la temperatura de fusion
de la proteina (Tm) se calcul6 como el méximo de la derivada de la sefial de

fluorescencia con respecto a la temperatura (dF/dT).

Ademas, la estructura del dominio plakina de DP se estudi6 mediante dispersién de
rayos-X a bajo angulo (SAXS) (Mertens & Svergun, 2010; Koch, Vachette, & Svergun,
2003). Mediante esta técnica en donde las proteinas en solucion son expuestas a un
haz de rayos-X se puede obtener informacién acerca del tamafo, forma y estado
oligomérico de las proteinas basandose en parametros como el radio de giro (Rg), el
volumen de particula hidratada (Vp) o el tamafio maximo de particula (Dmax).
Adicionalmente, mediante métodos ab-initio se pueden obtener estructuras

tridimensionales a baja resolucion.
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CAPITULO 4
RESULTADOS






Seccion A. Mapeo de los dominios de

interaccion en el complejo DP-PKP1a






El mapeo de los dominios de interacciébn en el complejo DP-PKPla se realizd
combinando tres técnicas diferentes. En primer lugar, se hicieron ensayos de Co-IP a
partir de lisados celulares de células COS-1 transfectadas con construcciones
etiquetadas con FLAG o HA. Seguidamente, las interacciones se validaron mediante
microscopia de fluorescencia (FLIM y ensayos de co-localizacién) con células COS-7 y
gueratinocitos transfectados con construcciones etiquetadas con CFP o Venus. Los
principales resultados obtenidos son los siguientes:

1. Mapeo de laregién de interaccién de PKP1a en DP

En células COS, la mitad N-terminal del dominio plakina de DP (DP-NT, region 1-545)
interacciona con PKP1 en co-IP y ensayos de FLIM. Ademas, DP-PD (dominio plakina
completo, regién 1-1056) y DP-NT son reclutados al nucleo por PKP1a, lo que no
ocurre con la mitad C-terminal (DP-CT, region 544-1056). Estos resultados son
independientes de la etiqueta utilizada y de la localizacion de la misma (extremo N- o
C-terminal).

Los experimentos de co-localizacién se realizaron también en tres lineas diferentes de
gueratinocitos, obteniendo los mismos resultados. Esto apoya la idea de que PKP1la

interacciona con DP mediante su mitad N-terminal (Figura 5).

PKP1-CFP DP-PD-Venus

PKP1-CFP DP-NT-Venus

PKP1-CFP DP-CT-Venus

Figura 5. Localizaciéon subcellular de PKPla y fragmentos de DP co-transfectdos en PA-JEB/BA4.
Imagenes de microscopia confocal de PA-JEB/B4 expresando PKP1la y un fragmento de DP, etiquetados
con CFP (rojo) o Venus (verde), respectivamente. La co-localizacion se muestra en la columna de la

derecha (MERGE) en amarillo. Barra de escala, 10 um.
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Una vez que confirmamos la mitad N-terminal de DP como la region de interaccion de
PKP1la, creamos fragmentos de DP de menor tamafio para hacer un mapeado mas
preciso del sitio de union de PKPla. Mediante ensayos de Co-IP pudimos acotar la
region de interaccion de PKP1la en DP a la region formada por el SR2 (64-170) (Figura
6).
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DP-NT (1-545) CRD)-CRCGRDGR LA
DP-SR2-SR5 (64-545) M€ 260 € 3T
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Figura 6. Andlisis de la interaccién entre PKP1la y fragmentos del N-terminal de DP por Co-IP. A)
Representacion esquematica de PKPla etiguetado con FLAG y los distintos fragmentos de DP
etiquetados con HA utilizados para los ensayos de Co-IP. A) Andlisis de la contribucién del dominio SR6 a
la interaccion DP/PKP1a. B) Andlisis de la contribucién del dominio SR5(SH3) a la interaccion DP/PKP1a.

C) Analisis de la contribucion del dominio SR2 a la interaccion DP/PKP1a.

Utilizando construcciones similares pero con proteinas fluorescentes estos resultados
fueron validados por FLIM y por ensayos de co-localizacion, con resultados muy
similares. Asi, pudimos concluir que el principal determinante para la interaccion de
PKPla en DP se encuentra situado en el dominio SR2 del dominio plakina. Este
dominio es necesario y suficiente para la interaccion aunque parece que residuos en el
dominio SR3 podrian estar contribuyendo también en parte a la interaccion pues en
algunos experimentos fragmentos que empiezan en el SR3 retienen parte de la
interaccion entre DP y PKP1a (Figura 7).
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Figura 7. Andlisis de la interacciéon entre PKPla y DP estudiado mediante FLIM. A) Representacion
esquemaética de las construcciones utilizadas en el experimento. PKP1a esté unido por el extremo amino-
terminal a CFP, mientras que las construcciones de DP lo estan a Venus. B) La interaccion entre DP y
PKP1la se estudi6 en células COS-7 mediante FLIM y se representa mediante gréaficos de dispersion de la
vida media de CFP (CFP lifetime). El estudio estadistico se realiz6 empleando una t de Student con
correccion de Welch. Los resultados se indican mediante **** (p < 0.0001); *** (p < 0.001); ns, no

significativo (p > 0.05).

2. Mapeo de laregién de interaccion de DP en PKP1la

De manera analoga se estudio la region de interacciéon de DP en PKPla. Una vez
confirmado por los tres métodos (Co-IP, FLIM y co-localizacién) que DP interaccionaba
con PKP1la por el dominio cabeza (N-terminal), se intentdé conocer de manera mas
precisa dicha region de interaccion. Para ello se crearon nuevos fragmentos que
comprenden zonas mas pequefas de esta region y se volvié a ensayar la interaccion
con DP-PD o DP-NT (Figura 8).
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Figura 8. Mapeo del sitio de interaccion de DP dentro del dominio cabeza de PKP1la por Co-IP. A)
Representacién esquematica de DP-NT-HA y los fragmentos de PKPla etiquetados con FLAG. B)
Resultados de la Co-IP revelados mediante WB anti-HA. La expresion de las proteinas en los lisados
celulares también se evalu6 mediante WB anti-HA y anti-FLAG. La B-actina ha sido utilizada como control
de carga.

En experimentos de FLIM y co-localizacion se obtuvieron resultados comparables. En
conjunto muestran que la region 52-121 del dominio cabeza de PKP1la es crucial para

la interaccion de DP.

Una vez delimitada esta region de ~70 residuos fuimos un paso mas alla y mapeamos
nuevamente la region de interaccién dentro de esta regién mediante la creacion de
nuevas construcciones para experimentos de FLIM. Los resultados de estos
experimentos permitieron acotar de manera muy precisa la region de interaccién de

DP en PKP1a en la que participan principalmente los residuos 98-116.
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Seccion B. Andlisis de los determinantes

de localizacion nuclear en PKP1a






Las regiones importantes para la localizacién subcelular de PKPla se estudiaron
mediante la creacion de un amplio repertorio de fragmentos de PKPla unidos a una
proteina fluorescente (CFP) que se transfectaron de manera transitoria tanto en
células que forman desmosomas (queratinocitos), como en células que no los forman
o al menos no prominentemente (células COS). La localizacion subcelular de los
distintos fragmentos de PKP1a se estudié mediante microscopia confocal.

Tanto en células COS, como en queratinocitos, PKPla completo (region 1-726) y el
dominio cabeza (region 1-243) se localizan en el nidcleo mientras que el dominio
armadillo  (regidn 244-726) presenta una localizacion citoplasméatica difusa sin
presencia prominente en ningun organulo. También comprobamos la localizacién
subcelular de otras proteinas desmosomales tanto mediante inmunofluorescencia de
las proteinas enddgenas, como sobre-expresando PKG o PKP2a. La localizacién
observada en ambos casos fue la esperada y comparable entre las proteinas
expresadas de manera ectdpica y las proteinas enddégenas. Con estos experimentos
pudimos concluir que las proteinas de fusiébn compuestas por fragmentos de PKPla 'y
CFP son proteinas funcionales en el sentido de que se pueden incorporar a
desmosomas formados en queratinocitos y a la vez presentan una localizacién
subcelular comparable a las proteinas enddgenas por lo que son validas para estudiar
los determinantes de la localizacion nuclear. Por ultimo, como la localizacidon nuclear
de PKP1la se observa tanto en células COS, como en queratinocitos se puede también
concluir que la funcién nuclear de PKP1a es independiente de la formacién de DMs y
por eso el resto de experimentos de localizacién subcelular los hicimos con células
COsS-7.

El siguiente paso en la determinacién de la region necesaria para la localizacién
nuclear de PKP1a consistié en el andlisis de la localizacion subcelular de una serie de
fragmentos de PKPla que son mutantes de delecién del N-termminal cada vez més

pronunciados hacia el extremo C-terminal (Figura 9).

Mediante esta colecciéon de fragmentos establecimos la region 116-132 como
determinante de la localizacion nuclear de PKP1a ya que fragmentos cortados hasta el
116 (regiones 1-726, 52-726, 75-726, 98-726, 110-726 y 116-726) todavia presentaban
una localizacién exclusivamente nuclear mientras que sin embargo los fragmentos
132-726, 151-726, 181-726 y el 244-726 (dominio armadillo), perdian la exclusividad
nuclear y aparecian difusamente distribuidos en toda la célula. El fragmento 121-726
present6 una distribucién intermedia pues aunque ya aparecia en el citoplasma seguia

teniendo una localizacién prominente en el nacleo.
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PKP1-ARM

Figura 9. Distribucion subcelular de mutantes de delecion del N-terminal de PKPla etiquetados
con CFP y expresados en células COS-7. Imagenes de microscopia confocal de células COS-7
transfectadas con cada mutante de delecion de PKP1a. La fluorescencia fue detectada tras la excitacion
de CFP (442 nm). Barra de escala, 10 ym.

Después quisimos estudiar si esta regién determinante para la localizaciéon nuclear era
también suficiente por si sola para dirigirse al nucleo. Para ellos transfectamos células
COS-7 con el fragmento PKP1-116-132 (regiéon 116-133) pero la distribucion
subcelular observada era indistinguible de la de CFP libre por lo que creamos dos
nuevos fragmentos un poco mas largos (PKP1-1-115 (region 1-115) y PKP1-1-132
(region 1-132)). La localizacion de estos fragmentos tampoco nos ofrecié resultados
concluyentes pues aunque si que parece que el fragmento PKP1-132 tiene una
localizacibn mas prominente en el ndcleo, PKP1-115 también aparece. Por tanto,
podemos concluir que la region 116-132 aun siendo importante para localizacién

nuclear no es suficiente para localizarse por si misma en el ndcleo.

Teniendo en cuenta la cooperatividad que parece necesaria para el reclutamiento al
nucleo de PKPla nos preguntamos si la region 110-150 seria prescindible en una
situacion donde estuviesen presentes otras secuencias del dominio cabeza. Para ello
construimos mutantes de delecién de las regiones 116-132 y de las regiones 110-150.

Estos mutantes los hicimos tanto en el dominio cabeza de PKP1, como en la proteina
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completa. Solo la delecién de los residuos 110-150 en el dominio cabeza tuvo algun
efecto en la localizacion nuclear de las proteinas. En este caso, ademas de aparecer
en el nacleo aparecian también en el citoplasma. El hecho de que la eliminacién de los
determinantes principales de localizacién nuclear no afecte a la localizacion de los
mutantes de delecion indica que en realidad el proceso de reclutamiento al ntcleo de
PKP1a esta mediado por multiples segmentos en el dominio cabeza de esta proteina.
Cuando todos son eliminados la proteina pierde la localizacion nuclear pero cuando

alguno esta presente, PKP1a continua presente en el nucleo.

Algo que nos intrigaba era que PKPla nunca parecia estar completamente excluida
del ndcleo y nos planteamos que los mutantes de delecién que no deberian aparecer
en el ndcleo estuviesen presentes porque estaban homo-asociando con la PKP1
endégena (Hofmann, Micke, et al. 2000). Para descartar esta posibilidad utilizamos
células que estan totalmente deplecionadas para PKP1 porque provienen de un
paciente con fragilidad dérmica (South et al. 2003). Hicimos experimentos en paralelo
con queratinocitos humanos normales y estos queratinocitos que no tienen PKP1
enddgena por lo que en ningun caso PKP1-ARM podria estar yendo al ndcleo debido a
dimerizacién. No vimos ninguna diferencia en la distribucién de los mutantes en ambas
células por lo que pudimos concluir que los mutantes de delecion de PKPla no

estaban yendo al nicleo por homo-asociacion con la proteina endégena.

Lo siguiente que nos planteamos es si podria ser la etiqueta utilizada la que estuviese
llevando a los mutantes de PKPla al nucleo. Para ello estudiamos la localizacion
subcelular de un grupo de construcciones seleccionadas etiquetadas con FLAG y HA.
Las construcciones con la etiqueta HA las construimos ademas en dos vectores
distintos (pcDNA3-HA y pCEFLHA). Sorprendentemente, cuando utilizamos los
vectores pCEFLAG y pCEFLHA PKP1-ARM (region 244-726) aparecio totalmente
excluida del nacleo, sin embargo, con el vector pcDNA3-HA y la misma etiqueta HA
PKP1-ARM aparecid, como en el caso de PKP1-ARM-CFP, mayoritariamente en el
citoplasma pero no excluida del nucleo. Por tanto, para estar seguros de que los
experimentos realizados con las construcciones etiquetadas con CFP eran validos,
repetimos los experimentos de localizaciébn subcelular con unos fragmentos
seleccionados obteniendo los mismos resultados en cuanto a la region importante para
la localizacion subcelular de PKPla. Concretamente, PKP1-75 (region 75-726) y
PKP1-116 (116-726) presentaron una localizacion exclusivamente nuclear mientras
que PKP1-151 (region 151-726) y PKP1-ARM (rgion 244-726) se localizaron

solamente en el citoplasma. PKP1-121 (regién 121-726) presentd una localizacion
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intermedia apareciendo en ambos compartimentos, al igual que con la etiqueta CFP
(Figura 10).

DAPI HA MERGE

Figura 10. Distribucion subcelular de mutantes de delecion del N-terminal de PKPla clonados en
pCEFLHA. Imégenes de inmunofluorescencia de mutantes de delecion del N-terminal de PKP1a clonados
en pCEFLHA (etiqueta-HA). Los fragmentos de PKP1la fueron detectados con un anticuerpo monoclonal

anti-HA (16B12, Covance, verde). El nlcleo esta tefiido en azul con DAPI. Barra de escala, 10 pm.

Por ultimo, dado que la localizacion de PKP1 esta determinada por regiones en el
dominio cabeza de la proteina, nos preguntamos si en PKP2 ocurriria lo mismo. Para
comprobarlo creamos una coleccion de mutantes de delecién del N-terminal de PKP2
con la etiqueta CFP y estudiamos su localizacion subcelular mediante microscopia

confocal.

Los fragmentos PKP2-65 (region 65-838) y PKP2-151 (regioén 151-838), presentaron
una localizacién predominante en la membrana plasmética indistinguible de la de la
proteina completa. Sin embargo, los fragmentos con deleciones mayores se

distribuyeron por toda la célula de manera difusa.
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Por tanto, al igual que PKP1, la distribucion subcelular de PKP2 esta gobernada por
regiones en el dominio cabeza pero, en este caso, esas regiones llevan a PKP2 a la
membrana plasmética y no al nucleo en células COS-7. Ademas, teniendo en cuenta
todos los resultados, podemos concluir que la presencia en el ndcleo de
construcciones de PKPla y PKP2a a las que le falta la secuencia que determina su
localizacién en la célula probablemente no se corresponda a una funcion nativa sino al

efecto de haberle eliminado la secuencia de reconocimiento de localizacién celular.
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Seccion C.

Estudio estructural del dominio

plakina de desmoplakina
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1. Estructura de laregién N-terminal del dominio plakina de DP

Desde un punto de vista estructural, la presencia del dominio SR2 de DP ha sido
puesta en entredicho por algunos autores (Al-Jassar et al. 2011; Choi & Weis 2011).
Estos autores se basan en estudios de conservacion de secuencia y analisis de
homologia de secuencia no supervisados. Sin embargo, nuestros estudios de
modelado por homologia a partir de la estructura cristalografica de este dominio en
BPAG1 y plectina indican que si que existe un SR precediendo al SR3.

Para confirmar la presencia de dicho dominio utilizamos en primer lugar herramientas
bioinformaticas de analisis de secuencia que predijeron la existencia de estructura
secundaria a-hélice en la regién que se corresponde con este dominio (~60-155).
Ademas, creamos dos fragmentos de esta region de DP que purificamos y
caracterizamos mediante técnicas biofisicas. En primer lugar utilizamos dicroismo
circular para confirmar la predicciéon de estructura secundaria en a-hélice, obteniendo
un porcentaje de hélice alfa de entre un 70 y un 90%. Ademas, mediante
desnaturalizacién por temperatura estudiamos la estabilidad térmica de estos
fragmentos. La temperatura de fusion (Tm) de DP-SR2-L (64-164) fue de 74.2 + 0.3
°C, mientras que la de la construcciébn mas corta, DP-SR2-S (64-155), fue de 61.1 £
0.1 °C. La gran diferencia entre la Tm de ambos fragmentos indica que el segmento
156-164 contribuye a la estabilidad térmica del SR2 de DP. Estos experimentos los
validamos también utilizando Thermofluor que también mide la estabilidad térmica de
los fragmentos pero mediante un ensayo basado en fluorescencia. Con esta técnica
obtuvimos resultados comparables que confirmaron que el fragmento largo es mas
estable que el corto. Todos estos analisis nos permitieron concluir que la region 64-
164 de DP forma un dominio estructural ordenado y estable con un alto contenido en
hélice alfa compatible con la presencia de un dominio SR en esta regién aunque,

probablemente, no candnico.

Tras el estudio del fragmento SR2 por separado extendimos el estudio a la regién N-
terminal completa (region 1-630). En este caso estudiamos la estructura a baja
resolucion mediante SAXS. A partir de la curva de dispersién obtuvimos pardmetros
informativos sobre la estructura de la molécula. Resumiendo, podemos decir que la
region 1-630 es un mondémero en solucion que presenta una forma alargada. Ademas,
a partir de los modelos ab initio realizados con DALAI_GA sabemos que la estructura
esta un poco doblada hacia el extremo N-terminal. También realizamos modelados de
cuerpo rigido utilizando un modelo atbmico compuesto. Para crear este modelo por
una parte hicimos un modelado por homologia del SR2 de BPAGLle, cuya estructura

atomica hemos resuelto en el laboratorio, y lo unimos a la estructura atémica publicada
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del fragmento SR3-SR6 de DP (codigo del PDB: 3R6N). Los modelos de cuerpo rigido
se pueden superponer en la envuelta creada mediante modelos ab initio con un buen
ajuste (Figura 11). Los modelos de cuerpo rigido obtenidos sugieren que el dominio
SR2 se encuentra adyacente al SR3 en la estructura lo que permitiria el

establecimiento de interacciones entre ambos dominios.
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Figura 11. Modelo de la regién 1-630 de DP obtenido por modelado de cuerpo rigido. A)
Representacion de cinco modelos del fragmento 1-630. El SR2 de cada modelo esta representado en
distintos colores mientras que la regiéon SR3-SR6 se ha representado en gris y es idéntica en todos los
modelos. Los segmentos conectores se han modelado como aomos dummy. B) Superposicion de un
modelo representativo de los mostrados en A sobre la envuelta calculada con modelos ab initio. C) Curva
de dispersion, funcion de distribucion de distancias y representacion de kratky de los datos

experimentales (negro) y ajuste de los modelos obtenidos mediante modelado de cuerpo rigido (rojo).

2. Estructura de laregion C-terminal del dominio plakina de DP

Después del dominio plakina, las plakinas tienen un dominio de homo-dimerizacion
gue se sabe que es el responsable de la formacién de dimeros paralelos (Foisner et
al.,, 1991; Green et al, 1992; Wiche, 1998). Para comprobar que nuestras
construcciones eran capaces de formar dimeros hicimos un ensayo de homo-
asociacion utilizando dos construcciones distintas, DP-CT (region 545-1056) que tiene
la regibn mas amino terminal del dominio central de homo-dimerizacion (segmento
1026-1056) y DP-CT-1025 (regidén 545-1025) que so6lo comprende la mitad C-terminal

del dominio plakina. Los resultados de los ensayos de homo-asociacion en células
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COS-1 indicaron que la region 1026-1056 del dominio de dimerizacion de DP es

necesaria y suficiente para que DP forme dimeros en células en cultivo.

Decidimos estudiar mediante SAXS la estructura del fragmento DP-CT (regién 545-
1056) en solucion. Para ello la expresamos en E. coli y la purificamos por
cromatografia de afinidad. El andlisis de los datos de SAXS nos permitié saber que a
diferencia de lo que pasa in vivo, el segmento 1026-1056 del dominio de dimerizacion

de DP no es suficiente para mediar la oligomerizacion in vitro.

Por tanto, para estudiar la estructura dimérica de la mitad C-terminal del dominio
plakina, estabilizamos esta conformacion mediante la fusion en el extremo C-terminal
del dominio plakina del segmento 249-281 del dominio GCN4 de dimerizacion (O’Shea
et al. 1991). La estructura de este nuevo fragmento (DP-CT-GCN4, regién 660-1060
de DP) se estudié mediante SAXS y en este caso, el volumen de Porod (~119 kDa) si
que se corresponde con el de un dimero. El calculo de la P(r) sugiri6 una Dmax ~245
A. Se generaron modelos ab initio utilizando DAMMIF, la envuelta resultante del
ponderado de diez modelos independientes es una estructura alargada con unas

dimensiones aproximadas de 240 A x 105 A x 45 A.

Ademas se cred un modelo atbmico compuesto del dimero de DP-SR7-SR9 unido a
GCNA4. La posicion de los protdmeros se tomé de la posicién que ocupan en el cristal
del dimero de plectina. La superposicién del modelo atémico sobre la envuelta a baja
resolucion generada con los métodos ab initio ofrecié un buen ajuste. Sin embargo, el
ajuste de los datos tedricos a los datos experimentales hace pensar que aunque si que
parece que el dimero de DP tenga una organizacion cerrada mediada por contactos
inter-protbmeros, la organizacion especifica de los dos protémeros de DP puede ser

ligeramente distinta a la del dimero de plectina.

41






CAPITULO 5
DISCUSION



44



Estudio del sitio de interaccién de PKPla en DP

La interaccion entre DP y PKP1 ha sido demostrada en queratinocitos utilizando Co-IP
y ultracentrifugation en gradiente de densidad (Hofmann, Mertens, et al. 2000).
Estudios posteriores utilizando proteinas de fusién han delimitado la region de
interaccion a la mitad N-terminal del dominio plakina (region 1-584) (Hatzfeld et al.
2000; Kowalczyk et al. 1999; Bornslaeger et al. 2001). Sin embargo, no se habia

hecho hasta la fecha un estudio preciso de la region de interaccién de PKP1 en DP.

Nosotros hemos creado una extensa coleccion de fragmentos del dominio plakina con
los que hemos estudiado su interaccion con PKP1 utilizando tres metodologias
complementarias: Co-IP, FLIM y ensayos de co-localizacién. Ademéas, hemos
comparado la distribucién subcelular de DP y PKPla tanto en células que no forman

DMs, como en células que si que lo hacen.

En primer lugar, confirmamos la interaccion entre DP y la mitad N-terminal del dominio
plakina utilizando nuestras tres metodologias. Después, nos centramos en mapear de
manera precisa esta region, pudiendo descartar que los dominios SR5(SH3) y SR6
fuesen necesarios para dicha interaccion. Finalmente pudimos acotar la zona de

interaccion de PKPla en DP al dominio SR2.

Un estudio anterior también habia tratado de delimitar la zona de interaccion de DP y
PKPla (Smith & Fuchs 1998). Estos autores encontraron que los primeros 176
residuos de DP eran necesarios para la localizacion de DP en los DMs. Ademas,
estudiaron la capacidad de este fragmento para interaccionar con otros componentes
desmosomales y vieron que era capaz de interaccionar con Dscl, PKP1 y PKG,
aunque con esta ultima débilmente. El mapeo de la zona de interaccién de PKP1 en
DP no era el objetivo de estos autores por lo que no profundizaron mas en el estudio,
sin embargo, nuestros resultados coinciden perfectamente con los que ellos habian
observado previamente. En conclusion, tanto Smith y Fuchs, como nosotros
consideramos a la region correspondiente al SR2 como determinante para la

interaccion con PKP1.

Ademas, una serie de estudios anteriores también habian localizado la region de
interaccion entre p0071/PKP4 y DP (Setzer et al. 2004). PO071 es un miembro de la
subfamilia p120-catenina como las PKPs aunque normalmente se localiza en las
uniones adherentes (Keil et al. 2013; Calkins et al. 2003). Sin embargo, p0071 tiene la
capacidad de interaccionar con proteinas desmosomales como DP y, de hecho, se
cree que participa en la regulacion conjunta de uniones adherentes (AJs) y

desmosomas (DMs) (Setzer et al. 2004). El mapeo de la region de interaccion de
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p0071 en DP identifico la region 1-160 de DP como determinante de esta unién
(Calkins et al. 2003). La funcién de p0071 es totalmente opuesta a la de PKP1a. El
hecho de que compartan la misma region de interaccion en DP sugiere la posibilidad
de que en la regulacion conjunta de AJs y DMs puedan participar p0071 y PKPla
mediante la competicion por la uniéon a DP. Apoyando esta idea, la presencia de sitios
de interaccion mutuamente excluyentes ya habia sido demostrada también para la
interaccion de p0071 y p120-cetenina con cadherinas (Calkins et al. 2003).

Estructura del dominio SR2 de DP

Sorprendentemente, desde un punto de vista estructural, la existencia del dominio SR2
de DP ha sido puesta en entredicho por varios autores que consideraban a la region 1-
179 de DP, mayormente desestructurada (Al-Jassar et al. 2011; Choi & Weis 2011).
Sin embargo, basandonos en la estructura de plectina, nosotros pensamos que el
extremo N-terminal de DP si que tiene una organizacion similar al resto de dominio del
dominio plakina. Para demostrarlo combinamos el uso de herramientas bioinformaticas
con la expresion y purificacion a partir de cultivos bacterianos de dos construcciones
de este dominio de distinto tamafio. Mediante dicroismo circular demostramos que la
region correspondiente al SR2 tiene un alto contenido en hélice alfa, ademas, el
fragmento largo (64-164) tiene una estabilidad térmica mucho mayor que el corto (64-
155) lo que nos hace pensar que el segmento (155-164) aporta estabilidad a este
dominio y, por tanto, forma parte de él. La estabilidad conformacional de ambos
fragmentos la medimos también mediante ensayos Thermofluor, obteniendo unas
temperaturas de fusion de ~ 66 °C y ~ 55 °C, para el fragmento largo y corto,
respectivamente. Ademas de ser consecuentes con las obtenidas previamente por
dicroismo, son similares a las obtenidas por Al-Jassar et al. (2011) para otros
fragmentos del dominio plakina, lo que sugiere que esta region tiene una organizacién

conformacional similar a la de los otros SRs.

Estudio de sitios secundarios de interaccion para PKP1 en el SR3 de DP y su

relaciéon con la estructura de la mitad N-terminal del PD de DP

Nuestros experimentos para el mapeo del sitio de interaccion de PKPla en DP
sugerian que, aunque el SR2 parece ser el mayor punto de interaccion, a lo largo del
dominio SR3 de DP también parecen establecerse interacciones secundarias. Para
comprobar esta hipétesis estudiamos la organizacion estructural de la mitad N-terminal
del dominio plakina. Para ello producimos en E. coli y purificamos el fragmento 1-630

de DP y lo estudiamos mediante SAXS.
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El analisis estructural de esta regidn proporcioné datos muy interesantes pues, aunque
presenta una estructura mayormente alargada, hacia el extremo N-terminal la envuelta
de baja resolucion presenta como un abultamiento. Los modelos de cuerpo rigido
explican este abultamiento por la colocacion del SR2 al lado del SR3. La colocacion
repetitiva de este dominio adyacente al SR3 en los distintos modelos indica que estos
dos dominios pueden estar estableciendo interacciones laterales entre ellos. Estos
resultados concuerdan con la estructura atomica del cristal de la region SR3-SR6 de
DP que es una estructura monomeérica y con forma alargada (Choi & Weis 2011). Choi
y Weis ya habian especulado en su trabajo sobre la posibilidad de que existiese una
alta flexibilidad inter-dominio entre la region SR2-SR3 debido a que estos dominios
estan separados por una secuencia espaciadora de ~20 residuos mientras que el resto
estan unidos por hélices continuas desde un SR al siguiente. Por tanto, la estructura a
baja resolucibn que presentamos aqui es compatible con una organizacion
tridimensional en donde el SR2 esta plegado sobre el SR3 lo que posibilita la
formacion de una superficie de interaccion en la que el SR3 puede cooperar con el

SR2 para la interaccion con PKP1la.

Estudio del sitio de interaccién de DP en PKP1a

Estudios anteriores habian determinado que PKPla interaccionaba con DP mediante
su domino N-terminal o dominio cabeza (region 1-243) (Hofmann et al., 2000;
Kowalczyk, 1999; Sobolik-Delmaire, Katafiasz, & Wahl, 2006). El dominio cabeza de
PKP1 es considerado mayormente desordenado pues sélo una pequefia region cerca
del N-terminal (HR2) presenta estructura secundaria en a-hélice. Los estudios de
proteinas desordenadas coinciden en sefalar que este tipo de organizacion
proporciona a las proteinas una gran plasticidad para interaccionar con otras
proteinas, capacitandolas para desarrollar maltiples funciones (Zhuang et al. 2011). En
este sentido, en los Ultimos afos se ha reconocido el rol multifunctional de las PKPs
gue, ademas de participar en adhesion celular, desempefian otras funciones no-
desmosomales en el nicleo y citoplasma (revisado en Hatzfeld et al. 2014; ver
ejemplos en Godsel et al. 2010; Hatzfeld et al. 2000; Hofmann et al. 2006; Koetsier et
al. 2014; Mertens et al. 2001; Sklyarova et al. 2008; Wolf et al. 2010). Por tanto, seria
posible que las PKPs estuviesen utilizando la plasticidad ofrecida por la falta de
estructura secundaria para interaccionar con muchas proteinas diferentes, adquiriendo

la estructura secundaria adecuada a cada una de ellas tras la interaccion.
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Las interacciones de proteinas desordenadas son mediadas frecuentemente por
regiones pequefias, de incluso menos de 10 residuos (Dunker et al. 2008). Por tanto,
nos preguntamos si la interaccion de DP en el dominio cabeza de PKPla estaria
mediada también por una secuencia corta. Los resultados obtenidos mediante la
utilizacion combinada de nuestras tres metodologias, sugiere que la region 98-116 de
PKP1 es critica para la interaccién con DP. Es decir, la interaccion de DP en PKP1la
parece estar mediada por una regién de ~10 residuos. Pensando en el rol de PKP1 en
los DMs, en donde tiene que interaccionar con diversas proteinas simultaneamente
para establecer asociaciones laterales, es plausible un modelo en donde pequefias
regiones localizadas de interaccion para diferentes proteinas se organicen en tandem
a lo largo del dominio cabeza. Esta organizacion proporcionaria una superficie de
interaccion multiple lo que favoreceria la formacién de complejos multi-proteina. Por
desgracia, los lugares precisos de interaccién de otras proteinas que interaccionan con

PKP1a no han sido definidos todavia.

Identificacion de las regiones determinantes de la localizacion nuclear de PKP1la

Desde hace tiempo se conoce que las PKPs ademas de formar parte de los DMs, se
localizan en el nucleo (Bonné et al. 1999; Mertens et al. 1996; Schmidt et al. 1997).
Esta localizacion es independiente de la formacion de DMs (Hatzfeld et al. 2014) y
aunque se han descrito ciertas relaciones de las PKPs con el nacleo (Hatzfeld et al.

2014) la funcién de estas proteinas en este compartimento es todavia especulativa.

Conocer qué dominios de PKP1 participan en la localizacién nuclear de esta proteina
puede ofrecer indicios sobre los procesos que gobiernan su distribucién subcelular y
con ello, sus funciones fuera de los desmosomas. Para identificar dichas regiones
utilizamos transfecciones transitorias en células COS-7 combinadas con microscopia
confocal de una amplia coleccion de mutantes de delecidon del N-terminal de PKP1la
etiquetados con CFP. En células COS, PKP1la (region 1-726) tiene una localizacion
exclusivamente nuclear. Los mutantes de delecidbn que empiezan antes del residuo
116, muestran la misma localizacién que la proteina completa. Sin embargo, el
mutante que comprende la region 121-726, aunque sigue teniendo una presencia
prominente en el ndcleo, también se encuentra en el citoplasma. Esta deslocalizacion
nuclear se hace todavia mas evidente en fragmentos cortados mas alla del residuo
133. Por tanto, parece que el segmento 110-132, y probablemente la regiéon 133-150,

juegan un papel importante en la localizacién nuclear de PKP1.
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Curiosamente, la region identificada como necesaria para la interaccion con DP
(residuos ~98-116) precede a la region identificada como determinante de la
localizacién nuclear. Esto concuerda con los resultados en los que DP es co-importada
al nucleo por la interaccién con PKP1la. Asi, en un supuesto modelo de las regiones
importantes situadas en el dominio cabeza de PKP1 (Figura 12), PKP1 interaccionaria
con DP por la region ~98-116, mientras que una proteina nuclear desconocida se
uniria a PKP1la por la regién ~110-150. Estos sitios de union no son mutualmente
excluyentes. Hoy en dia no se conoce ninguna proteina nuclear que interaccione con
PKPla. Por tanto, también es posible que la localizacion nuclear de PKP1a no esté
mediada por la interaccidn con otra proteina sino que depende de modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacién (Deribe et al. 2010; Hunter 2010). En relacién con
esto, el sitio identificado como determinante de la localizacion nuclear de PKPla
coincide con un punto caliente de fosforilacibn (region ~118-121)

(http://www.phosphosite.org). En cualquier caso, es necesaria mas investigacion para

poder determinar cudl o cudles son los factores determinantes de la localizacion

nuclear de PKP1a.
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Figura 12. Regiones importantes en el dominio cabeza de PKP1a. A) Representacion esquematica de
PKPla. El dominio cabeza esta representado por una barra alargada dividida en 24 unidades de 10
residuos cada una. Cada unidad esta representada por un rectangulo. El dominio ARM estéa representado
por la estructura cristalogréafica (entrada del PDB 1xm9). B) Detalle del dominio cabeza de PKP1la. Los
numeros encima de la secuencia indican las regiones mas importantes dentro de este dominio: i) Sitio de
interaccion de DP, region ~98-116; ii) Secuencia de localizacién nuclear. La proteina nuclear no

caracterizada (?) que podria estar reclutando a PKP1a al nicleo interacciona por la region ~110-150; iii)
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Los puntos calientes de fosforilacion estan indicados mediante marcas rojas (http://www.phosphosite.org).

Curiosamente, uno de ellos coincide con la zona de interaccién de DP, mientras que el siguiente con la

zona implicada en la localizacion nuclear de PKP1a.

Estructura de la mitad C-terminal del PD de DP

DP se sabe que forma dimeros paralelos mediadas por interacciones coiled-coil en su
dominio central. Nuestras construcciones de la mitad C-terminal de DP tiene una
pequefia region del dominio central de homo-dimerizacion por lo que ensayamos su
capacidad para homo-asociar. Los estudios de homo-asociacion con en células COS-1
indicaron que el fragmento DP-CT es un dimero en los lisados celulares. Sin embargo,
el andlisis por SAXS de este mismo fragmento indic6 que in vitro este fragmento se
encuentra en forma monomérica. Las diferencias encontradas entre ambas
condiciones probablemente se deba a que la formacion del dimero de DP necesite de
proteinas adapatadoras que estan presentes en las células de mamifero pero no
cuando se trabaja con proteinas purificadas. Otra posibilidad podria ser la necesidad
de modificaciones post-traduccionales en DP que, en bacterias no suceden.

Para poder estudiar la forma dimérica de DP, estabilizamos el dimero mediante la
fusion a GCN4. Esta construccion (DP-CT-GCN4) si que es un dimero en solucién. La
organizacion estructural de DP-CT-GCN4 se parece ademas a la que tiene esta misma
region de plectina en su estructura cristalografica, en la que los dos protdmeros forman

un dimero paralelo mediante el establecimiento de contactos entre ellos.

50


http://www.phosphosite.org/

CAPITULO 6
CONCLUSIONES



52



. La mitad N-terminal del dominio plakina de desmoplakina interacciona con el
dominio cabeza de PKP1la. Esta interaccion es independiente de la formacion de

desmosomas.

El dominio SR2 de desmoplakina es necesario y suficiente para mediar la
interaccion con PKPla. El dominio SR3 contribuye secundariamente a esta

interaccion.

. La regién central del dominio cabeza de plakophilina 1a, residuos 98-116, es critica
para la interaccion con desmoplakina. Dentro de este dominio, los residuos 104-116

forman un dominio de interaccién crucial.

. Los determinantes principales de la localizaciéon subcelular de PKP1la y PKP2a se

encuentran situados en el dominio cabeza de ambas proteinas.

. PKP1a se localiza de manera prominente en el nucleo tanto de células que forman
desmosomas, como de células que no lo hacen. El segmento 116-132 del dominio
cabeza de esta proteina esta implicado en el reconocimiento de dicha localizacion,
aungue esos residuos por si solos no son suficientes para retener a PKP1a en el

nucleo.

. La localizaciéon nuclear de PKP1la requiere la contribucién de varias regiones del
dominio cabeza. En presencia de regiones por delante y/o atras del segmento 116-

132, esta region es dispensable para la localizacion nuclear de PKP1a.

. La region N-terminal de desmoplakina, residuos 61-164, tiene un alto contenido en
estructura secundaria en hélice-a que, probablemente, se organiza formando un

dominio tipo SR no candnico.

. El dominio SR2 de desmoplakina se sitia aparentemente adyacente al SR3 v,

probablemente, establece contactos laterales con él.

. La mitad C-terminal del dominio plakina, residuos 660-1056, forma una estructura
monomérica alargada en solucion. Dicha organizacion es compatible con una

estructura que consiste en un array de tres SR (SR7-SR9).

10. La dimerizacion de la mitad C-terminal del dominio plakina de desmoplakina

mediante un coiled-coil que imita al dominio de dimerizacion de la proteina, resulta
en un dimero con una ordenacién paralela de sus protébmeros con posibles

contactos laterales entre ellos.
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