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Introduccién

1.- Hemidesmosomas

Los hemidesmosomas (HDs) son complejos multiproteicos especializados que median la
adhesion estable de células epiteliales a la membrana basal subyacente, enlazando la matriz
extracelular al sistema de filamentos intermedios del citoesqueleto (Koster et al., 2004a). En
funcién de los componentes que forman estos complejos, se distinguen dos clases de HDs: tipo |
y tipo Il (Litjens et al., 2006). Epitelios complejos estratificados y pseudo-estratificados, como la
piel, contienen HDs de tipo | que estdn formados por cinco proteinas, tres de ellas
transmembrana: la integrina a6B4 (Jones et al., 1991; Sonnenberg et al., 1991; Stepp et al.,
1990), el antigeno 2 del penfigoide bulloso (BPAG2 o BP180) (Giudice et al., 1992) y la
tetraspanina CD151 (Sterk et al., 2000) y dos proteinas citoplasmaticas pertenecientes a la
familia de las plakinas: plectina (McLean et al., 1996; Wiche et al., 1991) y BPAG1e (antigeno 1
del penfigoide bulloso, también denominado BP230) (Stanley et al., 1988) (Figura 11). Epitelios
simples como el intestino, contienen HDs de tipo Il que son méas rudimentarios y que estan
formados Unicamente por la integrina a6B4 y plectina (Nievers et al., 1999; Uematsu et al.,

1994).

A
QUERATINAS
EPITELIO
MEMBRANA e
BASAL 2 BPAG1e
B C
FUVES T | NI Gl W =
A :e;f & ;’_{NUC_L‘EO" i, m
: '.7.(%.".,.8 WAL ?» " FILAMENTOS
\ Fr < 4 LB RSN g QUERATINA
F: - ! v & p . R
B e R Y
- . MEMBRANA
M o BASAL
FILAMEN‘{(%V \ LAMININA-332

DE ANCLAJE
o "
FIBRAS DE ANCLAJE

Figura I1.- Organizacion estructural de los hemidesmosomas (A) Representacion esquematica
de la localizacion de los HDs en la capa basal de células epiteliales donde median el anclaje a la
membrana basal. (B) Micrografia electronica de una célula epitelial con varios HDs. En funcion de
la densidad electrdnica en los HDs se distinguen varias zonas: ld&mina ldcida (LL), lamina densa
(LD), placa interna (IP) y placa externa (OP) en la region intracelular (adaptado de (Litjens et al.,
2006)). (C) Aumento del area dentro del rectangulo blanco del panel C (adaptado de (Litjens et
al., 2006)). (D) 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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Introduccién

Alteraciones en los HDs estan ligadas a varias enfermedades humanas caracterizadas por
desordenes y fragilidad de la piel. Estas patologias pueden ser hereditarias, inmunes o

causadas por la combinacion de factores genéticos y hereditarios.

Alteraciones en los genes que codifican proteinas de los HDs causan un grupo de
genodermatosis denominadas epidermolisis bullosa o ampollar (EB) caracterizadas a la
separacion entre dermis y epidermis (Sawamura et al., 2010). La EB se puede clasificar
en tres grandes grupos en funcion del punto de la zona de la membrana basal cutanea
donde se produce la ruptura (Fine et al., 2008): en la EB simple (EBS) la separacion se
produce dentro de los queratinocitos basales; la EB juntural (EBJ) afecta a la membrana
basal, produciéndose generalmente la ruptura en la lamina lucida; en la EB distréfica
(EBD) la ruptura ocurre en la dermis a nivel de las fibras de anclaje. Por ultimo, el
sindrome de Kindler constituye un cuarto tipo en que se observa mezcla de algunas de

los anteriores (Brown et al., 1995).

Los diferentes tipos de EB se corresponden con alteraciones en proteinas especificas
(Tabla 11). Asi, la EBS basal esta ligada a mutaciones en las queratinas K5 y K14 de
queratinocitos basales, con mutaciones en plectina y BPAGle que median la asociacién
de gueratinas con HDs o con mutaciones especificas en la integrina B4 en sitios donde
interacciona con BP180 (Fine et al., 2008; Groves et al., 2010; Jonkman et al., 2002).
Pacientes de EBJ presentan mutaciones en la laminina-332, BP180 o la integrina a6p4. El
subtipo més severo de EBJ, denominado Herlitz (EBJ-H), esta causado por mutaciones
que resultan en la pérdida de expresion de la laminina-332. Otras formas no Herlitz de
EBJ (EBJ-nH) son el resultado de mutaciones sin sentido en las subunidades de laminina
0 en BP180. Mutaciones sin sentido o pérdida de expresion de la integrina a6p4 causa
un tercer subtipo de EBJ con atresia pil6rica (EBJ-PA) (Fine et al., 2008; Sawamura et al.,
2010). La EBD esta causada principalmente por alteraciones en el colageno tipo VII. Se
ha descrito una mutacién en el gen de la tetraspanina CD151 en una variante de EBD
poco frecuente, EBD pretibial, asociada con nefritis hereditaria y B-talasemia menor
(Pulkkinen et al., 1996).




Introduccién

Tabla I1. Principales tipos de EB, genes y proteinas afectadas.

Tipo de EB Subtipo Genes alterados Proteinas alteradas
Simple (EBS) Suprabasal PKP1 Plakofilina-1
DSP Desmoplakina
Basal KRT5 Queratina-5 (K5)
KRT14 Queratina-14 (K14)
PLEC1 Plectina
ITGAG, ITGB4 Integrina a6p4
DST BPAG1le
Juntural (EBJ) Herlitz (EBJ-H) LAMAS3, LAMB3, LAMC2  Laminina-332
No Herlitz (EBJ-nH)  LAMA3, LAMB3, LAMC2  Laminina-332
COL17A1 BP180 o colageno tipo XVII

Distrdfica (EBD)

Sindrome de Kindler

Con atresia pilérica
(EBJ-PA)

ITGAG, ITGB4

COL7A1
CD151

FERMTL (KIND1)

Integrina a6p4

Colageno tipo VI
Tetraspanina CD151

Kindlin-1

Los componentes de los HDs también estan implicados en un grupo de enfermedades
autoinmunes denominadas penfigoides que incluyen el penfigoide bulloso y el
penfigoide de membrana mucosa (Schmidt and Zillikens, 2013). El penfigoide bulloso
esta ligado a autoanticuerpos frente a BP180 y BPAGle, mientras que el penfigoide de
membrana mucosa esta asociado a autoanticuerpos frente a BP180, BPAG1e, laminina-

332, integrina a6B4 y colageno tipo VII.

2.- Componentes de los hemidesmosomas
2.1.- BP180

BP180, también conocido como el antigeno 2 del penfigoide bulloso (BPAG2) o colageno
tipo XVII, es una proteina transmembrana de tipo Il formada por un dominio amino
terminal intracelular de 466 residuos, un Unico segmento transmembrana y un dominio
extracelular de 1008 aminoé&cidos (Giudice et al., 1992). BP180 se asocia con los
filamentos de anclaje de los HDs en los queratinocitos basales (Franzke et al., 2003; Van

den Bergh and Giudice, 2003; Zimina et al., 2005) y juega un papel fundamental en
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adhesion epidermal. Mutaciones en el gen de BP180 (COL17A), que resultan en una
carencia de esta proteina, causan EBJ no Herlitz generalizada (conocida anteriormente
como EB benigna atrdfica generalizada o GABEB), caracterizada por la formacion de
ampollas en articulaciones y huesos, alopecia, distrofia en ufias e hipoplasia en esmaltes
dentales (Darling et al., 1997).

En los HDs el dominio intracelular de BP180 interacciona con la region citoplasmatica de
la subunidad B4 de la integrina a6B4 (Aho and Uitto, 1998b; Koster et al., 2003), con
BPAG1e (Borradori et al., 1998; Hopkinson and Jones, 2000) y con plectina (Koster et al.,
2003). El dominio extracelular contiene 15 dominios de colageno y 16 segmentos no
colagenosos (Franzke et al., 2005; Giudice et al., 1992). Este ectodominio media la
formacion de homotrimeros de BP180 e interacciona con la laminina-332 (Reddy et al.,
1998; Tasanen et al., 2004) y con la subunidad a6 de la integrina a6B4 (Hopkinson et al.,
1995; Hopkinson et al., 1998).

2.2.- Plakinas de HDs: Plectinay BPAGle.

Las plakinas son una familia de proteinas multifuncionales que median el anclaje de los
filamentos intermedios a la membrana plasmatica a través de complejos de adhesion
asociados a la membrana como los desmosomas y los HDs (Jefferson et al., 2004). La
expresion de plakinas es critica para el crecimiento, desarrollo y supervivencia celular
(Brown et al., 1995). En humanos, anomalias en plakinas causan cardiomiopatias,
distrofias musculares y enfermedades de la piel (Pulkkinen et al., 1996; Ruhrberg et al.,
1996) .

Plectina y BPAGle son proteinas de alta masa molecular que tienen una estructura
tripartita formada por un dominio central alargado que separa las regiones N- y C-
terminales que contienen sitios de union a otras proteinas (Figura 12). La region N-
terminal contiene una zona de ~1000 aminoacidos denominada dominio plakina que
esta conservada en casi todas las plakinas. El dominio plakina est4 formado por nueve
dominios de repeticién de espectrina (spectrin repeats, SR) en el caso de plectina y ocho

SR en el caso de BPAG1; ademas contiene un dominio SH3 que se localiza en el quinto SR
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(Jefferson et al., 2007; Ortega et al., 2011; Sonnenberg et al., 2007). Precediendo al
dominio plakina plectina contiene un domino de unién a actina (ABD) que esta formado
por dos dominios de homologia a calponina (CH1 y CH2) (Garcia-Alvarez et al., 2003;
Sevcik et al., 2004).

La regién central tiene forma de varilla alargada, es rica en a-hélice y media la homo-
dimerizacion mediante interacciones de tipo coiled-coil (Green et al., 1992). La regién C-
terminal, implicada en la interaccion con filamentos intermedios, contiene varias copias
del denominado “dominio de repeticién plakina” (PRD). Los PRDs se clasifican en tres
tipos (A, By C) por su similitud con los tres PRDs presentes en desmoplakina. Plectina
contiene ademas cerca de su extremo carboxilo un dominio GSR (Gly-Ser-Arg) implicado

en la unién a microtubulos.

PLECTINA -[[l—l H 0.636066=0
BPAG1e 1 H O=IC)

|]] ABD (Dominio de unién a actina)
—/1 Dominio Plakina
———1 Dominio central en varilla
B Subdominio de union a filamentos inermedios
© PRD (Dominio de repeticion plakina)
l GRS (Gly-Ser-Arg)

Figura 12.- Estructura modular de plectina y BPAGle. Representacion esquematica de los
dominios que componen estas plakinas.

2.3.- Integrina a6p4.

Las integrinas son una familia de receptores de adhesion de la superficie celular que
transmiten sefiales bidireccionales entre el citoplasma y la matriz extracelular (Hynes,
2002; van der Flier and Sonnenberg, 2001). Las integrinas son receptores
heterodiméricos de membrana formados por subunidades a y B, unidas de forma no
covalente. Estas subunidades son glicoproteinas transmembrana de tipo | formadas por
una regién extracelular implicada en el reconocimiento de ligandos, una hélice-a
transmembrana y colas citoplasmaticas generalmente cortas que contienen la regién

terminal y son responsables de la interaccién con proteinas de sefializacion y del
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citoesqueleto. (Arnaout et al., 2007; Campbell and Humphries, 2011; Wegener and
Campbell, 2008).

En vertebrados, existen 18 subunidades a y ocho subunidades B que se combinan para
formar 24 receptores af (Barczyk et al., 2010; Hynes, 2002) (Figura 13). Los
heterodimeros se expresan en diversos tipos celulares, como células del epitelio y del
endotelio, fibroblastos, células hematopoyéticas, neuronas y células del masculo (Danen
and Sonnenberg, 2003). Las integrinas modulan aspectos del comportamiento celular,
como adhesion, movilidad, proliferacion, sefializacién y diferenciacién. La mayoria de las
integrinas se unen a los componentes de la matriz extracelular, como lamininas,
colagenos y fibronectina; si bien otras integrinas unen receptores celulares y median

contactos célula-célula (van der Flier and Sonnenberg, 2001).
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Figura I3.- Familia de receptores de integrinas. Representacion esquematica de las 24 integrinas
de mamiferos clasificadas por colores en funcion de los receptores especificos de cada una de
ellas.

O Secuencia RGD
Lamininas
Leucocitos
Colageno
Proteinas Ig y ECM

La subunidad B4 (también conocida como el antigeno CD104 o GP150) sélo existe en

combinacion con a6 para formar la interina a6B4. La region extracelular de a6B4 se une
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a lamininas de la membrana basal y muestra preferencia hacia la laminina-332
(laminina-5) que es un componente mayoritario de la membrana basal de la epidermis
(Tsuruta et al., 2008). La region intracelular de la subunidad a6 es de pequefio tamafio
(~50 aminoécidos), mientras que el dominio citoplasmatico de B4 es mucho mas largo
que en las demas subunidades B de otras integrinas y no tiene similitud de secuencia
con éstas. En epitelios, a6B4 se localiza en la capa 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 filamentos de queratina a través
de otros componentes de los HDs como plectina y BP230. Ademas de su papel en la
formacion y funcion de los HDs a través de la adhesion, a6B4 favorece la migracion de
queratinocitos durante la cicatrizacién de heridas y promueve la invasion de carcinomas
(Giancotti, 2007; Lipscomb et al., 2005), participa en el control del crecimiento celular
(Mainiero et al.,, 1995) y en rutas de sefalizacion implicadas en la proliferacion y
migracion de queratinocitos y en invasion y supervivencia de células epiteliales y células

tumorales (Wilhelmsen et al., 2006).

En humanos, mutaciones en los genes que codifican para la subunidad a6 (ITGA6) o B4
(ITGB4) causan EBJ asociada con atresia pilorica (EBJ-PA) (Chung and Uitto, 2010). Esta
enfermedad se caracteriza por fragilidad de la piel con formacion de ampollas por
separacion entre la dermis y la epidermis; y la formacion de HDs méas rudimentarios

(McMillan et al., 1998).

La inactivacion en ratén del gen de la subunidad a6 o del de la subunidad B4 causa un
dafio severo en la piel y otros epitelios caracterizado por la formacién generalizada de
ampollas. A nivel ultraestructural la piel de estos animales no contiene HDs y se observa
una separacion entre dermis y epidermis tanto a nivel de la membrana basal como en la
cara basal del interior de los queratinocitos (Dowling et al., 1996; Georges-Labouesse et
al., 1996; van der Neut et al., 1996). En resumen, la integrina a6B4 es un componente

esencial de los HDs y es necesaria para mantener la resistencia mecanica de epitelios.
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2.3.1.- Estructura de la regién citoplasmatica de la subunidad 4.

La integrina B4, se caracteriza por una region citoplasmatica inusualmente larga (~1000
residuos) comparada con las de otras subunidades B de integrinas que contienen ~50
aminoacidos (Hogervorst et al., 1990; Suzuki and Naitoh, 1990; Tamura et al., 1990). La
region citoplasmatica de B4 presenta una estructura modular que contiene cinco
dominios globulares (Figura 14): un dominio proximo a la membrana, denominado Calx-
(Schwarz and Benzer, 1997) y cuatro dominios fibronectina tipo Il (Fnlll). Los dominios
Fnlll se disponen en dos pares (Fnlll-1,2 y Fnlll-3,4). El Fnlll-2 y el Fnlll-3 estan separados
por una region de ~140 amino&cidos denominada “segmento conector” (CS). Tras el

Fnlll-4 se extiende una cola C-terminal de ~86 residuos.
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Figura 14.- Organizacién de la regién citoplasmatica de la integrina a6p4.

2.3.1.1.- El dominio Calx-B

El domino Calx-B se identificO primero en la regién citoplasmatica de los
intercambiadores de Na'/Ca** (NCX) (Schwarz and Benzer, 1997), una familia de
proteinas de membrana-plasma que contribuyen a la homeostasis de Ca**, exportando
Ca®* del citoplasma (Lytton, 2007). Los NCXs tienen un dominio intracelular grande que
contiene dos copias en tandem del motivo Calx-B, que se corresponden con dos
dominios de unién a Ca** (CBD1y CBD2) (Hilge et al., 2006). Los motivos Calx-B, ademas
de encontrarse en los NCXs y en B4, estan presentes en el ectodominio del receptor
acoplado a proteina G VLGR1 (Nikkila et al., 2000), el factor de agregacion MAFp3 de la
esponja marina Microciona prolifera (Fernandez-Busquets et al., 1996), la proteina de
matriz extracelular ECM3 del erizo de mar (Hodor et al., 2000), miembros de la familia

12-CSPG de proteinas de matriz extracelular (Kiyozumi et al., 2007), la glucosidasa-f
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BgIM1 unida a la membrana de Physarum polycephalum (Hayase et al., 2008) y proteinas

procedentes de la cyanobacteria Synechocystis sp. PCC6803 (Schwarz and Benzer, 1997).

Las estructuras de CBD1 y CBD2 del intercambiador 1 de Na'/Ca®* (NCX1) se han
determinado por NMR y por cristalografia de rayos-X (Figura 15) (Besserer et al., 2007;
Hilge et al., 2006; Nicoll et al., 2006). La estructura del dominio Calx-B consiste en un
sandwich-B formado por dos laminas-B; este plegamiento se encuadra dentro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Los CBDs unen 2 6 4 iones Ca?*, préximos unos a
los otros y localizados en uno de los extremos del sandwich-, donde los iones Ca®*
estan coordinados por residuos acidos. A partir de la comparacion de secuencias de B4
con las de los CBDs de NCX1, los sitios de unién a Ca** no estan totalmente conservados
en el domino Calx-B de B4, sugiriendo que éste no une Ca®* u otros cationes divalentes

(Hilge et al., 2006).

COOH

90°

Figura I5.- Estructura del dominio Calx-B de unién a Ca** (CBD1) de NCX1. Representacion de
cintas de la estructura cristalografica del dominio CBD1 de NCX1 (codigo del PDB: 2PDK). La
estructura contiene cuatro iones Ca** que se muestran como esferas verdes.

11
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2.3.1.2.- Los dominios Fnlll

Los dominios Fnlll, inicialmente descritos en fibronectina, de donde reciben su
denominacion, estan presentes en gran cantidad de proteinas y especies desde bacterias
a mamiferos. Al igual que el Calx-B, los Fnlll tienen similitudes estructurales con
dominios de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Campbell and Spitzfaden, 1994).
Los Fnlll son dominios de ~100 aminoéacidos formados por 7 hebras-B distribuidas en 2
laminas, A-B-E y C-C’-F-G, empaquetadas en un sadnwhich-B que encierra un nlcleo
hidrofdbico (Figura 16). Los extremos amino y carboxilo de cada Fnlll se localizan en los
polos opuestos del eje longitudinal, por lo que cuando aparecen mdltiples Fnlll en la
secuencia de proteinas, éstos forman estructuras alargadas en cadena, como se ha visto
en tenascina (Bisig et al., 1999; Hu et al., 2007) y en titina (Bucher et al., 2010), si bien la

orientacion relativa entre dominios contiguos no esta conservada.

Se conoce la estructura cristalogréafica del primer par de dominios Fnlll de B4 (c6digo
PDB: 1QG3) (de Pereda et al., 1999). El Fnlll-1 y el Fnlll-2 se disponen de forma
consecutiva en la secuencia de B4. En el cristal estos dos dominios adoptan una
estructura alargada en la que la interfase entre el Fnlll-1 y el Fnlll-2 parece estabilizar la
disposicion relativa de los dos dominios (Figura 16). De hecho esta misma orientacion
aparece en otras dos estructuras cristalogréaficas de fragmentos de B4 que contienen el
Fnlll-1,2 y secuencias crecientes del CS (cddigos PDB: 3F7Q y 3F7R) (de Pereda et al.,
2009b). Ademés, se ha observado mediante dispersion de rayos-x a bajo angulo (SAXS)
que el Fnlll-1,2 adopta en solucion una estructura alargada compatible con la observada

en las estructuras cristalograficas (Chacon et al., 2000).

A diferencia del tandem Fnlll-1,2, el Fnlll-3 y el Fnlll-4 estan conectados por una
secuencia de ~20 aminoacidos rica en Pro, la cual se cree que puede actuar como un
conector flexible que permita movilidad entre los dos dominios y la adopcion de

conformaciones no extendidas.

12
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Fnlil-2

Fnlil-1

\ -

NH2

2

Figura 16.- Estructura de la region Fnlll-1,2 de la subunidad B4 de la integrina a6p4.
Representacion en cintas de la estructura cristalografica de los dominios Fnlll-1 (inferior) y Fnlll-
2 (superior) (codigo PDB: 1QG3). Las hebras B se muestran en diferentes colores en funcién de la
lamina B a la que pertenezcan.

2.3.1.3.- Organizacion de otras regiones del dominio citoplasmatico de p4

Experimentos de doble hibrido en levaduras y far-western blot usando fragmentos de B4

sugieren que el CS y la cola C-terminal interaccionan entre si (Koster et al., 2004b;

Rezniczek et al., 1998). Recientemente, se ha mostrado usando trasnsferencia de

energia de resonancia de Foster (FRET) que la cola C-terminal se encuentra préxima al CS

de la misma molécula en queratinocitos vivos. Esto sugiere que B4 adopta una

13
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estructura replegada en la cual la region rica en Pro situada entre Fnlll-3 y Fnlll-4

permite una conformacion curvada (Frijns et al., 2012) (Figura I7).

4

~—

(Calx-p)-(Fnlll-1 X Fnlll-2 )= —(Fnlll-3

CITOPLASMA

OB Y

Figura 17.- Representacion plegada de la region citoplasmética de la subunidad B4 de la
integrina a6B4. La proximidad y posible interaccion entre el CSy la cola C-terminal sugiere que
la region Fnlll-3,4 adopta una estructura en U que estaria favorecida por la flexibilidad de la
secuencia que une los dominios Fnlll-3'y Fnlll-4.

2.4.- Tetraspanina CD151

Las tetraspaninas son una familia de proteinas integrales de membrana que se localizan
en la superficie celular y regulan la morfologia, movilidad, invasién, fusién y sefializacion
celulares (Hemler, 2005). En humanos existen 32 tetraspaninas que se expresan en una
amplia variedad de tipos celulares. La mayor parte de las tetraspaninas no realizan
funciones tipicas de receptores de superficie celular en el reconocimiento de ligandos; si
bien algunas estan implicadas en la union a virus (Martin et al., 2005). En cambio la
mayoria de las tetraspaninas actlan como organizadores de complejos multimoleculares
de membrana asocidndose entre si y con otras proteinas que incluyen integrinas,
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, proteoglicanos, receptores de
factores de crecimiento, reguladores del complemento, proteasas y cadherinas (Levy
and Shoham, 2005). Estas agrupaciones de proteinas en la membrana plasmatica
reciben el nombre de red de tetraspaninas o microdominios enriquecidos en

tetraspaninas (Berditchevski et al., 1996; Hemler, 2003).

CD151 es una tetraspanina con un amplio perfil de expresion siendo especialmente

abundante en epitelio, endotelio, musculo cardiaco, musculo liso, células de Schwann,

14
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megacariocitos y plaquetas (Sincock et al., 1997). En células epiteliales CD151 se localiza
en la superficie de contacto con las membranas basales y forma parte de los HDs en
queratinocitos (Sterk et al., 2000). En células endoteliales CD151 se localiza en zonas de

interaccion célula-célula (Sincock et al., 1999; Yanez-Mo et al., 1998).

CD151 se asocia con integrinas, siendo la principal tetraspanina que interacciona con
estos receptores. CD151 regula funciones dependientes de integrinas, pero no modifica
la afinidad de las integrinas por sus ligandos extracelulares. Especificamente CD151
forma complejos estables con las integrinas a3B1, a6Bl, a6B4 y a7Bl, que son
receptores de lamininas (Sincock et al., 1999; Sterk et al., 2002; Yanez-Mo et al., 1998;
Yauch et al., 2000). La asociacion de CD151 con integrinas es altamente estable y
especifica, siendo resistente a condiciones relativamente agresivas como el detergente
Triton X-100. Ademas esta asociacién es estequiométrica, estando practicamente la
totalidad de la integrina a3B1 asociada a CD151 in vivo. La asociaciéon de CD151 con
a3pB1 ocurre de forma temprana durante la biosintesis, lo que sugiere que CD151 puede
ser un ligando necesario para la correcta expresion de esta integrina en la superficie

celular.

La relevancia de CD151 in vivo se ha puesto de manifiesto en estudios genéticos.
Pacientes con una mutacién que genera una forma truncada de CD151 desarrollan
nefritis hereditaria, EBD pretibial, sordera sensoneural y B-talasemia menor (Karamatic
Crew et al.,, 2004). Estos defectos sugieren que CD151 regula la integridad de la
membrana basal en rifién, oido interno, piel y médula 6sea. Mutaciones en los genes
gue codifican las integrina a3, a6 y B4 producen fenotipos similares y sugiere que las

asociaciones de CD151 con a3B1 y a6B4 son funcionalmente importantes.

La inactivacion del gen CD151 en ratén produce fallo renal severo; un efecto similar a la
inactivacion selectiva de la integrina a3 de los podocitos renales (Sachs et al., 2006). Asi
mismo ratones deficientes en CD151 presentan anomalias en la funcién plaquetaria con
retraso en la retraccion de trombos y defectos en la agregacion y extension de
plaquetas. Esto sugiere que la funcién de la integrina oysB3 se ve alterada ante la falta
de CD151 y apoya la relevancia funcional de la interaccion entre CD151 y aysB3.

Queratinocitos de ratones CD151 -/- muestran defectos de migracién en cultivos de
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explantes de piel, lo cual sugiere alteraciones en la funcién de las integrinas a3p1y a6p4
con las que se asocia CD151. Por dultimo linfocitos T de estos animales son
hiperproliferativos en respuesta a estimulos mitogénicos in vivo (Lau et al., 2004; Wright
etal., 2004).

2.4.1.- Estructura de CD151 y otras tetraspaninas

CD151 (253 amino &cidos, 28 kDa) contiene elementos estructurales comunes a otras
tetraspaninas, que incluyen cuatro segmentos transmembrana (TM1 a TM4) y motivos
de secuencia especificos de esta superfamilia. Los dominios TM se orientan en la
membrana citoplasmatica de tal manera que los extremos amino y carboxilo y el bucle
entre TM2- TM3 estéan situados en el citoplasma; mientras que las regiones entre TM1-

TM2y TM3-TM4 constituyen dos dominios extracelulares (EC1y EC2) (Figura 18).

Los cuatro segmentos o hélices transmembrana son las regiones mas conservadas
dentro de la familia de las tetraspaninas. TM1, TM3 y TM4 contienen residuos polares
conservados (Asn, GIn y Glu) que pueden participar en la formacion de puentes de
hidrégeno y por lo tanto estabilizar contactos intramoleculares entre las hélices
transmembrana o interacciones intermoleculares, por ejemplo en la homo- o hetero-
oligomerizacién de tetraspaninas. Se desconoce la estructura y orientacion de las hélices
transmembrana, pero se han propuesto modelos de empaquetamiento intra-e-

intermolecular (Bienstock and Barrett, 2001; Kovalenko et al., 2005).

Las colas citoplasmaticas en los extremos amino y carboxilo son generalmente cortas
(menos de 15 residuos) y muestran alto grado de conservacién entre especies pero bajo
grado de conservacion entre miembros de la familia en una misma especie, lo que
sugiere que estan implicados en funciones especificas de cada tetraspanina (Stipp et al.,
2003). La cola C-terminal es especialmente divergente, esta implicada en la localizacion
subcelular (Rous et al., 2002). Las regiones citoplasmaticas son zonas de modificacion
post-transduccional mediante la unién covalente de palmitatos a Cys conservadas
proximas a los dominios transmembrana. La palmitoilizacion contribuye a asociacién
lateral con otras tetraspaninas y a la formacion de microdominios enriquecidos en

tetraspaninas (Charrin et al., 2002; Yang et al., 2002).

16



Introduccién

A
EC1 EC2
™1 TM2 TM3 4 Region 4 TM4
Variable i
- Region Constante*
B EC2

Cc

Region Variable
(Cabeza)

Region

Region Constante Constante

(Tallo)

A

B Palmitatos

NH2

CD81: dominio EC2

Citoplasma

Figura 18. Estructura de las tetraspaninas. (A) Organizacion modular. Las tetraspaninas
contienen cuatro segmentos transmembrana (TM1-4). Entre TM1 y TM2 se extiende un dominio
extracelular de pequefio tamafio (EC1), mientras que entre TM3 y TM4 se localiza el dominio
extracelular EC2 de entre 69 y 132 residuos. (B) Esquema de la estructura genérica de las
tetraspaninas y su orientacion en la membrana plasmatica. (C) Representacién de la estructura
cristalogréfica del dominio EC2 de CD81 (cddigo PDB 1G8Q).

El primer dominio extracelular (EC1) es de pequefio tamafio con 13 a 31 residuos (21
aminoacidos en CD151). El segundo dominio extracelular (EC2) es de mayor tamafio,
entre 69 y 132 residuos (105 aminoéacidos en CD151), y en él se distingue una regién
conservada y otra variable que contiene la mayoria de los sitios de interaccion con otras
moléculas. EI EC2 contiene residuos clave altamente conservados entre las
tetraspaninas, éstos incluyen la secuencia CCG, otra Cys proxima al extremo C-terminal
de EC2 y el motivo PXXC (donde X es cualquier amino &cido). El conocimiento estructural
a alta resolucion de las tetraspaninas se limita a la estructura cristalogréafica del dominio

EC2 de la tetraspanina CD81 (Kitadokoro et al., 2001a; Kitadokoro et al., 2002) (Figura
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I8C). La estructura esta formada por cinco hélices-a de las cuales las hélices A, By E
pertenecen a la regién conservada mientras que las hélices C y D corresponden a la
region variable. El dominio EC2 de CD81 tiene forma de champifidn en el cual las hélices
Ay E forman el tallo y las hélices B, C y D la cabeza. La region de cabeza o variable esta

estabilizada por dos puentes disulfuro formados por Cys conservadas en toda la familia.

El dominio EC2 de CD151 tiene un 12% de identidad de secuencia con CD81, lo cual
sugiere que a pesar de compartir un plegamiento similar pueden existir diferencias
estructurales entre ambas tetraspaninas. Dentro de la superfamilia de tetraspaninas
CD81 pertenece al grupo 1, que presenta cuatro Cys conservadas en el EC2, mientras
que CD151 pertenece al grupo 2b, con seis Cys conservadas (Seigneuret et al., 2001). Las
dos Cys adicionales presentes en CD151 potencialmente forman un tercer puente
disulfuro en la region variable. Ademas el dominio EC2 de CD151 es 28 residuos més
largo que el de CD81, debido a la presencia de inserciones en el lazo que une las hélices

Cy D de la region variable.

La regién variable del dominio EC2 es crucial para las interacciones de tetraspaninas con
otras proteinas. Por ejemplo mutaciones puntuales en las hélices C y D de CD81
modifican la afinidad por proteinas del virus de la hepatitis C (Higginbottom et al., 2000).
En CD151 sustitucion de la secuencia ***QRD*® por INF inhibe la interaccién con las
integrinas a3B1 y a6B1l (Kazarov et al., 2002). Esta secuencia se localiza en la region
variable del dominio extracelular EC2 de CD151, lo que sugiere que esta region participa
directamente en la unién lateral a la subunidad a de integrinas. Puesto que CD151 es la
tetraspanina que mas comunmente se asocia a integrinas y esta funcion depende de su
region variable dentro del EC2, es previsible que los determinantes estructurales de la

interaccion con las integrinas no estén conservados en otras tetraspaninas.

Por Ultimo, se desconoce la estructura y organizacion del dominio EC1. Debido a la
interaccion entre las hélices transmembrana es razonable suponer que el EC1 se localiza
espacialmente muy proximo al EC2 sobre la superficie de la membrana y por lo tanto es
posible que exista una interaccion directa entre EC1 y EC2 que estabilice la estructura
del ECL.
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3.- Organizacioén de los HDs.

3.1.- Interacciones de la region citoplasmatica de B4 con otros componentes de los

HDs.

La subunidad B4 media la mayoria de la interacciones de la integrina a6B4. En ratones, la
delecién del dominio citoplasmatico de B4 causan defectos severos en la piel, similares a
los observados en la enfermedad humana EBJ-PA, e incapacita la formacion de los HDs
(Murgia et al., 1998).

Los dominios Fnlll de B4 participan en interacciones proteina-proteina en los HDs (Figura
19). La region Fnlll-1,2 y la parte amino terminal del CS se unen al dominio de union a
actina (ABD) de plectina (de Pereda et al., 2009a; Geerts et al., 1999). La region C-
terminal del CS, el Fnlll-4 y la cola C-terminal se unen al dominio plakina de plectina
(Frijns et al., 2012; Koster et al., 2004a; Koster et al., 2004b; Rezniczek et al., 1998). La
region Fnlll-3,4 junto con la parte final del CS interaccionan con la region N-terminal de
BPAG1le (Koster et al., 2003). El dominio Fnlll-3 también se une a BP180 (Koster et al.,
2003).

Interaccion intramolecular

Y

= o6 S Cola
e COOH j C-terminal
%;j Calx-B = Fnlil-1 }(_Fnlll-2 Fnlll-3)~ Fnlll-4 COOH

i‘g;; B4 L | L |
% Plectina (ABD):sitio primario BPAG1e
= CITOPLASMA L
== BP180

I L |

A A

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

Plectina (dominio plakina):sitio secundario

Figura 19.- Localizacién en la region citoplasmatica de la integrina B4 de sitios de interaccion
con otras proteinas de los HDs.

El dominio Fnlll-3 también participa en procesos de sefializacion. El residuo Y1494 es
necesario para la activacion de la fosfatidilinositol 3-quinasa y para la estimulacion de la

invasion después de la ligacion de a6B4 (Shaw, 2001). La fosforilacion de Y1494, junto
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con Y1257 en el Fnlll-2 y el Y1440 en el CS, da lugar a la unién de la fosfatasa Shp2 a B4 y
a la estimulacion de la ruta de Erk (Bertotti et al., 2006). a6p4 también se asocia a Erk
por medio de la fosforilacion de Y1526 en el Fnlll-3, que es el sitio primario en B4 de

interaccion con el dominio de unién a fosfotirosina (PTB) de Shc (Dans et al., 2001a).

3.2.- Bases estructurales de la interaccion entre a6p4 y plectina

De las interacciones que establece la region citoplasmatica de B4 con otras proteinas, la
unioén a plectina es la que se conoce con mas detalle. B4 interacciona con plectina en
multiples sitios. La interaccion primaria se establece entre una region de B4 que incluye
los Fnlll-1,2 y la regién N-terminal del CS y el ABD de plectina (Geerts et al., 1999;
Rezniczek et al., 1998). La interaccion en solucion en este sitio primario muestra una
afinidad moderada, siendo la Kd ~30 uM (de Pereda et al., 2009a; de Pereda et al.,
2009b; Garcia-Alvarez et al., 2003).

La estructura cristalografica del complejo formado por el Fnlll-1,2 y la regién N-terminal
del CS de B4 unido al ABD de plectina, reveld con detalle como se produce esta
interaccion e identificé los elementos criticos de ésta (Figura 110) (de Pereda et al.,
2009a). La mayor zona de contacto se establece entre el Fnlll-2 de B4 y el sub-dominio
CH1 del ABD. Un pequefio fragmento de plectina que precede al CH1 también contacta
con el Fnlll-2; por el contrario, el sub-dominio CH2 no interacciona directamente con B4.
Parte del CS de B4 también contribuye a la interfase de union, situdndose entre el CH1 y

el Fnlll-2. Por Gltimo, el Fnlll-1 de B4 proporciona contactos adicionales con el CH1.

La superficie de interaccion en el Fnlll-1 de B4 se centra en los residuos bésicos R1225,
K1279 y R1281 del Fnlll-2, que estan enfrentados hacia una superficie &cida 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 interaccién (de Pereda et al., 2009a; Koster et al., 2001).
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Figura 110.- Estructura del complejo B4-plectina. (A) Esquema de la estructura de la region
citoplasmatica de B4 y de la regidon N-terminal de plectina. Las regiones de B4 y plectina
implicadas en la principal interaccion se indican mediante un cuadro de trazo discontinuo. (B)
Representacion de cintas de la estructura cristalografica de la region de la integrina B4, que
incluye los dominios Fnlll-1,2 (azul) y parte del CS (naranja), unida al ABD de plectina (rojo)
(codigo PDB: 3F7P).

En las estructuras cristalogréficas del Fnlll-1,2-CS de B4 en ausencia de plectina, la
primera parte del CS se organiza sobre el Fnlll-2 formando dos hebras-p adicionales,
denominadas H e | (Figura 111A) (de Pereda et al., 2009a). En el complejo B4-plectina el
CS se localiza en otra posicion, al extremo opuesto de la [dmina ABE (Figura 111B). Por
otro lado, no hay diferencias significativas en la estructura del Fnlll-1y el Fnlll-2 entre los
estados libre y unido a plectina. Este cambio conformacional del CS podria estar
relacionado con un ligero aumento de la estabilidad de la integrina B4 al unirse a
plectina (Garcia-Alvarez et al., 2003). La superficie de B4 alrededor de la hebra E, en la
que se sitla la hebra H en el estado libre, esta ocupada en el complejo por el brazo N-
terminal de plectina, que precede al CH1. El brazo N-terminal de plectina no es
necesario para la unién a B4 lo que sugiere que la reorganizacion del CS e B4 es inducida

por la unién del CH1. La reorganizacién del CS es necesaria para la union a plectina, por
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lo que la interaccion B4-plectina puede estar inhibida alostéricamente por factores que

estabilicen la conformacion no unida de B4 (de Pereda et al., 2009a).

>\

i, r\ Fnlll-2

|
] 7

B4 Fnlll-2-CS
libre

B4 Fnlll-2-CS
unido a plectina

Figura 111.- Cambio conformacional del CS de B4 ligado a la union a plectina. (A)
Representacion de la estructura del Fnlll-2 y el CS en ausencia de plectina (codigo PDB: 3F7P,
cadena E). La hebra H se sitlia adyacente a la hebra E del Fnlll-2. (B) Estructura del complejo B4-
plectina. El CS se sitGa junto a la hebra A del Fnlll-2, mientras que la region junto a la hebra E
estd ocupada por la region de plectina que precede al CH1. Para simplificar la figura se han
omitido el CH2 de plectina y el Fnlll-1 de B4. (C) Representacion esquematica de las estructuras
del Fnlll-2 y el CS de B4 en el estado libre (izquierda) y unido a plectina (derecha).

3.3.- Ensamblaje y regulacién de HDs.

La interaccion entre a6B4 y plectina 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 incorporacion de otras proteinas, como BP180 y
BPAG1e (Schaapveld et al., 1998).

Se ha propuesto un modelo secuencial o jerarquico del ensamblaje de HDs en el que

a6B4 juega un papel central (Wilhelmsen et al., 2006) (Figura 112). En una primera etapa
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plectina se incorpora a los HDs mediante la interaccién con B4; este paso no requiere la
uniéon de a6B4 a lamininas de la matriz extracelular. La union de plectina a B4 se
produciria inicialmente a través del ABD de plectina y el Fnlll-1,2-CS de B4, y se veria
reforzada por contactos entre el dominio plakina de plectina y el CS y la cola C-terminal
de B4. La unién del dominio plakina a B4 se considera secundaria ya que no es suficiente
para que plectina se incorpore a los HDs. En el caso de HDs de tipo Il, una vez que
plectina se ha unido a B4, se incorporaria BP180, que interacciona con el Fnlll-3 de B4 y
con plectina, y BPAGle, que se asocia con el Fnlll-3,4 de B4 y con BP180. Se ha
propuesto que la unidn de BP180 y BPAG1e a B4 podria estar favorecida por un cambio
conformacional en la cola citoplasmaética de B4 inducido por la union de plectina, que
expondria sitios de unién para estas proteinas. Por ultimo, tanto plectina como BPAG1le
tienen sitios de unién a filamentos intermedios en sus regiones C-terminal y conectan

los HDs al citoesqueleto.

CITOPLASMA QUERATINAS QUERATINAS

Incorporacion

Unié_n a de otros
plectina componentes
—_—

Figura 112.- Modelo secuencial o jerarquico del ensamblaje de los HDs. ElI dominio
citoplasmatico de B4 adopta una conformacion plegada en la que la cola C-terminal interacciona
con el CS (izquierda). a6B4 recluta plectina en los HDs mediante la interaccion de plectina con la
region citoplasmatica de B4 (centro). En una tercera etapa de maduracion BPAGle y BP180 se
incorporan a los HDs interaccionando con el complejo a6B4-plectina (derecha).
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Los HDs son estructuras altamente dinamicas y se pueden desensamblar rapidamente
bajo condiciones en las que se requiere un desprendimiento parcial de la membrana
basal; por ejemplo, durante la division celular, la diferenciacion o la migracion de
queratinocitos o durante la invasién de células de carcinomas (Geuijen and Sonnenberg,
2002).

La regulacion de la interaccién entre B4 y plectina juega un papel clave en el
desensamblaje de los HDs. Varios factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), el factor de crecimiento de hepatocitos y la proteina estimuladora de
macréfagos, se han implicado en el desensamblaje de HDs (Margadant et al., 2008).
Estos factores activan la ruta de sefalizacion de Ras/MAPK que resulta en la
estimulacion de la fosforilacion de la region citoplasmaética de B4 en residuos de Ser
(S1356, S1360 y S1364) que se localizan en el CS, adyacentes al sitio de unién al ABD de
plectina. La fosforilacion de estos residuos de Ser de B4 da lugar al desensamblaje
parcial de HDs ligado a una reduccién de la interaccion con plectina (Rabinovitz et al.,
2004; Wilhelmsen et al., 2007). Las quinasas ERK1/2 y p90RSK1/2 también fosforilan B4
en S1356 y S1364 respectivamente, desestabilizando la interaccién del Fnlll-1,2 de B4
con el ABD de plectina (Frijns et al., 2010). La fosforilacion de T1424, en el CS, es
necesaria para el desensamblaje de HDs en respuesta a estimulacién mediante EGF
(Germain et al., 2009). Por ultimo, fosforilacion por PKD1 u otra quinasa de la familia
CAMK de T1736, situada en la cola C-terminal de B4, reduce la interaccion con el

dominio plakina de plectina (Frijns et al., 2012).
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es avanzar en el conocimiento de la organizacion
de los hemidesmosomas, mediante la caracterizacion estructural de dos proteinas de
hemidesmosomas, integrina a6B4 y la tetraspanina CD151. Para ello se han abordado

los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizacion de la estructura 3D de fragmentos de la region citoplasmaética de la

subunidad B4 de la integrina a6p4.

1.1. Elucidacion de la estructura del dominio Calx-B de B4 mediante cristalografia

de rayos-x.

1.2. Elucidacion y andlisis de la estructura de la region Fnlll-3,4 de B4 mediante

métodos hibridos.

2. Expresion heter6loga y purificacion del dominio extracelular de CD151 implicado en la

interaccion con integrinas, en cantidades adecuadas para su estudio estructural.
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1.- Clonacion de fragmentos de B4 en vectores de expresion en bacterias

Las secuencias de ADNc que codifican diversos fragmentos de la integrina f4 humana
(cbdigo de Uniprot: P16144-2) se amplificaron mediante PCR empelando la polimerasa
Pfu (Stratagene) y usando como molde en clon IMAGE 3640058 que contiene el ADNc
que codifica la region 759-1752 de B4 en el vector pOTB7. Los limites de los fragmentos
de B4, asi como los oligonucleétidos cebadores especificos para cada uno de ellos, se
detallan en la tabla M1. Los cebadores directos contienen un sitio reconocido por la
enzima de restriccion EcoRl y un sitio Ndel, mientras que los cebadores reversos

contienen un codon de terminacion, un sitio BamHI y un sitio EcoRI.

Tabla M1.- Cebadores utilizados para el clonaje de fragmentos de la integrina 34.

FRAGMENTO CEBADOR
NOMBRE REGION  NOMBRE SECUENCIA (sentido 5'a 3)
Calx-B 9089- B4-U989 TGA GAATTC CAT ATG AGAGACGTGGTGTCCTTT GAGC
1107 EcoRl Ndel R DV V S F E
989

B4-L1107 GCC GAATTC GGATCC CTATTC ATC TGG GTC CCT GAT G
EcoRl BamHI StopE D P D R |

1107
Fnlll-3 1457- B4-U4369 TGA GAATTC CAT ATG GTG CCC GACACG CC
1548 EcoRI Ndel VvV P D T P
1457
B4-L4644 GCC GAATTC GGATCC CTA AAT GGT GAT GAC ACC CTC
EcoRl BamHI Stop I T | V G E
1549
Fnlll-4 1572- B4-U4714 TGA GAATTC CAT ATG AGT GCC CCA GGC CCG CTG G
1666 EcoRI Ndel S AP G P L
1572
B4-L4998 GCC GAATTC GGA TCC CTA GGA CTC TAT GGT GAT GAT GC
EcoRl BamHI Stop S E | T | |
1666
Fnlll-3,4 1457- B4-U4369 TGA GAATTC CAT ATG GTG CCC GACACG CC
1666 EcoRI Ndel vV P D T P
1457
B4-L4998 GCC GAATTC GGA TCC CTA GGA CTC TAT GGT GAT GAT GC
EcoRl BamHI Stop S E | T | |
1666
CS-Fnlll-3,4  1436- B4-U1436 TGA GAATTC CAT ATG CTG CCG AGG GAC TAC TCC ACC
1666 EcoRI Ndel L P R D Y S T
1436
B4-L4998 GCC GAATTC GGA TCC CTA GGA CTC TAT GGT GAT GAT GC
EcoRl BamHI Stop S E | T | I
1666
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Se utiliz6 un derivado del vector pET15b (Novagen) creado en nuestro laboratorio y que
denominamos pETEV15b. Este vector codifica proteinas de fusion con una cola de octa-
His, un sitio de reconocimiento por la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) en
la region N-terminal (secuencia de amino acidos MGSSHHHHHHHHSSGENLYFQ*GSHM, el
asterisco indica el sitio de corte de la proteasa) y los sitios de clonaje Ndel, Xhol y BamHI
(Figura M1).

T7 promotor
BglII —_— operador lac Xbal

AGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAG

rbs Ncol NdeI XhoI BamHI
AAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACCACCACAGCAGCGGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCT

M G S S H H H HHHHH S S G E N L Y F O G S H M
sitio TEV

GCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGC

T7 terminador

Figura M1.- Region de expresion de la hebra codificante del vector pETEV15b transcrita por la
T7 RNA polimerasa. Los sitios Ndel y BamHI utilizados para la digestion de los fragmentos de p4
se muestran en azul.

Los fragmentos de ADNc amplificados mediante PCR se digirieron con Ndel y BamHI y se

clonaron en el vector pETEV15b empleando los mismos sitios de restriccion.

2.- Mutagénesis dirigida

Se introdujeron sustituciones de aminoécidos, sencillas o dobles, empleando el método
de mutagénesis dirigida QuikChange (Stratagene). El método se basa en la amplificacion
mediante PCR del vector completo empleando dos cebadores, cada uno
complementario de una de las hebras, que incorporan los cambios deseados. En las
tablas M2-A-B y C se detallan los pares de cebadores empleados para generar las
diversas mutaciones realizadas. Para la amplificacion se emple6 la polimerasa de alta
fidelidad PfuTurbo (Stratagene). Tras la reaccion el ADN parental se elimind mediante
digestion con Dpnl (2 h a 37 °C) ya que esta enzima soOlo digiere ADN metilado,
afectando solo al ADN parental producido en bacterias y no al amplificado en la PCR. El
producto de la digestion se utilizd directamente para transformar células de la cepa

DH5a de Escherichia coli. La correcta introduccion exclusivamente de las mutaciones
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deseadas se comprob6é mediante secuenciacion completa del ADN de la region

codificante.

Tabla M2-A.- Mutaciones puntuales dentro del dominio Calx-B y cebadores empleados.

MUTACION CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA (sentido 5'a 3")
R1003A B4-R1003A-F GAGTTCTCG GTC AGC GCC GGG GAC CAG GTG GCC
B4-R1003A-R  GGC CAC CTG GTC CCC GGC GCT GAC CGA GAA CTC
R1003E B4-R1003E-F GAGTTCTCG GTC AGC GAG GGG GAC CAG GTG GCC
B4-R1003E-R  GGC CAC CTG GTC CCC CTC GCT GAC CGA GAACTC

Tabla M2-B.- Mutaciones puntuales para la sustitucién o introduccién de Cys en el dominio
Fnlll-3 y cebadores empleados.

MUTACION CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA (sentido 5'a 3")
R1463C B4- R1463C-F CCC GAC ACG CCC ACC TGC CTG GTG TTC TCT GC
B4- R1463C-R GC AGA GAA CAC CAG GCA GGT GGG CGT GTC GGG
A1468C B4-A1468C-F CCCGCCTG GTGTTCTCT TGC CTG GGG CCC ACATCT CTC
B4-A1468C-R GAG AGATGT GGG CCC CAG GCA AGA GAA CAC CAG GCG GG
T1472C B4-T1472C-F GTTCTCT GCC CTG GGG CCC TGT TCT CTC AGA GTG AGCTGG C
B4-T1472C-R G CCA GCT CAC TCT GAG AGA ACA GGG CCC CAG GGC AGA GAAC
R1475C B4-R1475C-F GGG CCC ACATCT CTC TGT GTG AGC TGG CAG GAG
B4-R1475C-R  CTC CTG CCA GCT CAC ACA GAG AGA TGT GGG CCC
C1483A B4-C1483A-F GG CAG GAG CCG CGG GCC GAG CGG CCG CTG C
B4-C1483A-R G CAG CGG CCG CTC GGC CCG CGG CTCCTG CC
C1483S B4-C1483S-F  CAG GAG CCG CGG TCC GAG CGG CCGCTG C
B4-C1483S-R G CAG CGG CCG CTC GGA CCG CGG CTC CTG
R1485C B4- R1485C -F G GAG CCG CGG TCC GAG TGC CCG CTG CAG GGC
B4- R1485CR GCC CTG CAG CGG GCA CTC GGA CCG CGG CTCC
L1497C B4-L1497C-F  AGT GTG GAG TAC CAG CTG TGT AAC GGC GGT GAG CTG CAT C
B4-L1497C-R G ATG CAG CTC ACC GCC GTT ACA CAG CTG GTA CTC CAC ACT
R1504C B4- R1504C-F GGC GGT GAG CTG CAT TGC CTC AAC ATC CCC AAC
B4- R1504C-R GTT GGG GAT GTT GAG GCA ATG CAG CTC ACC GCC
A1511C B4-A1511C-F G CTC AAC ATC CCC AAC CCT TGC CAG ACCTCG GTG GTG G
B4-A1511C-R  CCAC CAC CGA GGT CTG GCA AGG GTT GGG GAT GTT GAG C
N1523C B4-N1523C-F GAA GACCTCCTG CCC TGC CACTCC TACGTGTTC
B4-N1523C-R GAA CAC GTA GGA GTG GCA GGG CAG GAG GTCTTC
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Tabla M2-C.- Mutaciones puntuales para la sustitucién o introduccion de Cys en el segmento

conector y en el dominio Fnlll-4 y cebadores empleados.

MUTACION CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA (sentido 5'a 3")
C1559A B4-C1559A-F G CAG AGC CCA CTG GCT CCC CTG CCA GGC
B4-C1559A-R GCC TGG CAG GGG AGC CAGTGG GCT CTG C
P1576C B4-P1576C-F  CCC AGT GCC CCA GGC TGT CTG GTG TTC ACT GCC
B4-P1576C-R  GGC AGT GAA CAC CAG ACA GCC TGG GGC ACT GGG
N1598C B4-N1598C-F CGG CCA CGG AGG CCC TGT GGG GAT ATC GTC GGC
B4-N1598C-R GCC GAC GAT ATC CCC ACA GGG CCT CCG TGG CCG
C1608A B4-C1608A-F GCTACCTG GTG ACC GCT GAG ATG GCCCAAG
B4-C1608A-R CTTG GGC CAT CTC AGC GGT CAC CAG GTAGC
C1608S B4-C1608S-F  GGC TAC CTG GTG ACC TCT GAG ATG GCC CAA GG
B4-C1608S-R  CC TTG GGC CAT CTC AGA GGT CAC CAG GTA GCC
A1619C B4-A1619C-F GGA GGG CCA GCC ACC TGT TTC CGG GTG GAT GGA
B4-A1619C-R  TCC ATC CAC CCG GAA ACA GGT GGC TGG CCCTCC
N1639C B4-N1639C-F CCG GGC CTC AGC GAG TGC GTG CCCTACAAG TTC
B4-N1639C-R GAACTT GTA GGG CAC GCA CTC GCT GAG GCC CGG

3.- Expresion de fragmentos de B4 en bacterias y purificacion

Los fragmentos de B4 se expresaron en la cepa BL21(DE3) de E. coli. Las bacterias con el
plasmido correspondiente se crecieron en el medio Terrific Broth (Sambrook et al.,
1989) suplementado con 100 mg I' de ampicilina. La expresion de la proteina
recombinante se indujo por incubacion con 0.2 mM isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG) durante 3 h a 37 °C o durante 12 a 14 h a 15 °C. Las bacterias se recogieron
mediante centrifugacion (rotor JLA 10500, 11800g, 4 °C, 20 min), se resuspendieron en
20 mM Tris-HCI (pH 7.9), 500 mM NaCl, 5 mM imadazol, 1% Triton X-100 (~60 ml por
cada litro de cultivo) y se congelaron a -75 °C hasta su utilizacién. La lisis celular se
completé mediante sonicacién, tras la cual las fracciones soluble e insoluble se

separaron mediante centrifugaron a 40000g (rotor JA 25.50) durante 30 min a 4 °C.
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3.1.- Purificacién del dominio Calx-B

El dominio Calx-B aparece en la fraccion insoluble tras la lisis celular. El pellet se
resuspendié en 20 mM Tris-HCI (pH 7.9), 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, 6 M urea,
durante 12 a 14 h a 4 °C con agitacion, tras lo cual la muestra se clarific6 mediante
centrifugacion a 40000g durante 30 min a 4 °C. El dominio Calx-B se purific a partir del
sobrenadante en condiciones desnaturalizantes mediante cromatografia de afinidad
empleando una columna HisTrap HP quelante de Ni**, de 5 ml (GE Healthcare). Tras
cargar la muestra, la columna se lavé con 30 ml de 20 mM Tris-HCI (pH 7.9), 500 mM
NacCl, 20 mM imidazol, 6 M urea. Seguidamente el dominio Calx-B se eluyé con 20 mM
Tris-HCI (pH 7.9), 500 mM NaCl, 400 mM imidazol, 6 M urea. El Calx-B se replegd por
dilucién 1:20 en 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, que resulté en una
concentracion residual de 0.3 M urea. La muestra se clarificé por centrifugacion
(40000g, 30 min, 4 °C) y la fraccién de proteina soluble se concentré hasta ~2 mg mi™*
mediante ultrafiltracion de flujo tangencial empleando un casete Centramate (Pall Life
Sciences) con un tamafio de corte de 3 kDa. La cola de His se eliminé por digestion con la
proteasa TEV y por posterior cromatografia de afinidad en condiciones nativas
empleando una columna HisTrap HP de 5 ml. Finalmente, la muestra se dializo frente a
10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NacCl y se concentré mediante ultrafiltracion empleando

celdas Amicon y membranas YM3 (Millipore) hasta la concentracion deseada.

Los mutantes del dominio Calx-B, que incorporan sustituciones puntuales, se purificaron

de igual forma que el Calx-B silvestre.

3.2.- Purificacion de fragmentos de la region Fnlll-3,4 de B4

El dominio Fnlll-3 se encontrd en la fraccién soluble y se purificd por cromatografia de
afinidad utilizando una columna quelante de Ni** HisTrap de 5 ml (GE Healthcare) y un
equipo AKTA Prime (GE Healthcare). La proteina de interés se eluy6 con un gradiente de
5 a 500 mM imidazol en 20 mM Tris- HCI (pH 7.9), 500 mM NaCl. Las fracciones que
contenian proteina se dializaron a 4 °C frente a 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl.
La cola de octa-His se escindié por digestion con la proteasa TEV a 30 °C durante 10 h.

Los restos de proteina sin digerir, la cola de poli-His y la proteasa TEV (que incorpora una
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cola de poli-His) se eliminaron mediante una segunda cromatografia de afinidad.
Finalmente, la proteina se dializ6 extensamente frente al buffer deseado y se concentrd

por ultrafiltracion en celdas Amicon usando membranas YM3 o YM10 (Millipore).

El dominio Fnlll-4 (1572-1666), el fragmento Fnlll-3,4 (1457-1666) y sus mutantes y el
fragmento CS-Fnlll-3,4 (1436-1666) se purificaron de forma general de la misma manera

que el dominio Fnlll-3.

4.- Cristalografia
4.1.- Cristalizacion de fragmentos de B4
4.1.1.- Ensayos iniciales

Los ensayos de cristalizacién iniciales se realizaron en algunos casos por el método de
difusion de vapor y en otros casos por el método microbatch. En ambos casos se
utilizaron las colecciones comerciales de soluciones de cristalizacion Crystal Screen, SALT
Rx (Hampton Research), Wizard 1y II, Cryo | y Il (Emerald Biosystems) y PACT (Hanahan,
1983) que incluyen un total de 432 condiciones de cristalizacion. Los ensayos se

realizaron a temperatura ambiente y a 4 °C.

Los experimentos de difusion de vapor se realizaron en placas MRC de 96 pocillos
(Swissci). Para ello, se mezclé 1 pl de solucion de proteina con el mismo volumen de
solucion de cristalizacion y se equilibré esta mezcla frente a 80 pl de la soluciéon de
cristalizacion. Los experimentos de microbatch se realizaron en placas de 384 pocillos
ShallowWell (Nunc). En cada pocillo se mezclé 1 pl de proteina con un volumen igual de
solucion de cristalizacion y se cubrieron con 5 pl de una mezcla 1:2 de aceite de parafina
(Fluka, referencia 76235) y de octametiltrisiloxano al 98% (Aldrich, referencia 235709).
Las condiciones que dieron lugar a cristales se optimizaron en placas de 24 pocillos por
el método de difusion de vapor en gota colgante utilizando placas XRL (Molecular
Dimensions) o en gota sentada empleando placas Cryschem (Hampton Research).
Brevemente, de 3 a 4 ul de solucion de proteina se mezclaron tipicamente con un
volumen igual de solucion precipitante y la mezcla se equilibr6 frente a 1 ml de dicha

solucion.
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4.1.2.- Cristalizacién del dominio Calx-B

Los cristales del dominio Calx-B se crecieron a temperatura ambiente por el método de
difusién de vapor mezclando 3.5 pl de proteina a 24 mg mI™ en 10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
50 mM NaCl con 4.5 pl de 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 26% PEG 1500. Antes de la toma de
datos, los cristales se transfirieron a una solucion 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 26% PEG
1500, 15% glicerol y se enfriaron por inmersion directa en nitrégeno liquido. También se
crecieron cristales en presencia de Ca?* usando como solucién de cristalizacién 50 mM
Tris-HCl (pH 7.9), 2 mM CaCl,, 26% PEG 1500. Antes de congelar estos cristales en
nitrégeno liquido, se transfirieron a una solucién 50 mM Tris-HCI (pH 7.9), 2 mM CaCl,,
27% PEG 1500, 15% glicerol. Finalmente, cristales crecidos en ausencia de Ca*" se
incubaron durante 1 h en una solucion 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 10 mM CaCl,, 25% PEG
1500 y se transfirieron a una solucion crioprotectora conteniendo 10 mM CaCl, antes de

congelarlos.

4.1.3.- Cristalizacion del dominio Fnlll-3

Los cristales del dominio Fnlll-3 se crecieron a 4 °C por el método de difusion de vapor
mezclando 3 pl a 20 mg mi™* en 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 4 mM DTT con 3 pl 100 mM
Tris-HCI (pH 7.0), 0.5 mM (NH,4),SO4, 36% PEG 600, 12,5% glicerol. La solucién de
cristalizacion actué como solucion crioprotectora, por lo que los cristales se congelaron

por inmersién directa en nitrégeno liquido.

4.1.4.- Cristalizacion del dominio Fnlll-4

Los cristales del Fnlll-4 se crecieron por el método de difusion de vapor mezclando 4 pl
del dominio Fnlll-4 a 27 mg mI™ en 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 2 mM DTT con 4 pl de 0.1 M
acetato sédico (NaAc) (pH 4.2), 1.8 M fosfato K/Na (0.8 NaH,PO, / 1.2 K,HPO,), 2 mM
DTT. Antes de la recoleccion de datos, los cristales se transfirieron a una solucion 0.1 M
NaAc, 1.8 M fosfato K/Na, 5% glicerol y se congelaron por inmersion directa en
nitrégeno liquido. Por otra parte, un cristal crecido en las mismas condiciones se incubé

en 1 mM etilmercuritiosalicilato sédico (EMTS), 0.1 M NaAc (pH 4.2), 1.8 M fosfato Na/K
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durante 6 h a 4 °C. Luego se transfiri6 a la solucién crioprotectora 0.1 M NaAc (pH 4.2),

1.8 M fosfato Na/K, 5% glicerol y se congel6 por inmersién directa en nitrégeno liquido.

4.2.- Toma de datos de difraccion

Las imagenes de difraccion de todos los cristales se midieron usando un generador de
rayos-X de anodo rotatorio de cobre Microstar-H (Bruker AXS) que produce radiacion
con una longitud de onda de 1.5418A. Este difractometro dispone de un sistema de
deteccion mar345dtb (Mar Research GmbH) que incluye un sistema goniométrico de un
eje (¢) y un detector de tipo image plate. El equipo dispone ademéas de un sistema
criogénico Cryostream Serie 700 (Oxford Cryosystems) que mantiene constante la

temperatura de la muestra (100 K) durante la toma de datos.

4.3.- Procesado de los datos de difraccion

El andlisis de las imagenes (posicion e intensidad de las reflexiones) de cada cristal
permite determinar la geometria de la celda cristalina y la simetria del grupo espacial al
que pertenece el cristal. Los datos de intensidad de difraccion recogidos se indexaron e
integraron con el programa XDS y se escalaron y redujeron con XSCALE (Kabsch, 2010).
Los valores de intensidad de las reflexiones se convirtieron en médulos de amplitud de
factores de estructura con el programa XDSCONV que emplea el método de French y
Wilson (French and Wilson, 1978). Finalmente, los datos se transformaron a archivos
con el formato MTZ empleando los programas F2MTZ y CAD de la suite CCP4 (Winn et
al., 2011).

4.4 .- Resolucion estructural: faseado

La resolucion de la estructura cristalografica de una proteina implica conocer la funcién
de distribucién de densidad electronica a partir de los factores de difraccion. Los
factores de estructura (Fhg) que forman el patrén de difraccion se pueden expresar

como:

Fo = ‘ Fo ‘ei%
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Donde h, k, I son los indices de Miller de las reflexiones, |Fn| es la amplitud, que es
proporcional a la raiz cuadrada de la intensidad de difraccion observada (In) y ®n €S la

fase.

La funcién de densidad electrénica (p) es la transformada de Fourier del patrén de

difraccion, la cual se puede expresar como:

p(x,y,2)= ézhlzklzll F.a| cos 27 (hx + ky +1z — g(hkl))

Donde V es el volumen de la celdilla unidad.

Por lo tanto el calculo de la densidad electrénica requiere conocer la amplitud y la fase
de los factores de estructura. Sin embargo en los experimentos de difraccién no se
puede medir la fase. Existen diversos métodos para resolver el problema de la fase. En el
caso del dominio Calx-B y del Fnlll-3 se recurri6 al método de reemplazo molecular,
mientras que para el dominio Fnlll-4 se aplicé el método de reemplazo isomarfico simple

con dispersion anémala (SIRAS).

4.4.1.- Reemplazo molecular: faseado de los dominios Calx-B y Fnlll-3 de B4

Las estructuras de los dominios Calx-B y Fnlll-3 se resolvieron mediante reemplazo
molecular empleando el programa PHASER (McCoy et al., 2005) dentro de la suite de
programas CCP4 (Winn et al., 2011). En las bdsquedas se emplearon modelos
construidos a partir de estructuras cristalograficas de dominios homélogos. Para ello se
parti6 de alineamientos de secuencia basados en perfiles, obtenidos con el servidor
FFASO3 (Jaroszewski et al., 2005), a partir de los cuales se construyeron modelos
hibridos utilizando el servidor SCWRL (Canutescu et al., 2003). En estos modelos hibridos
se mantuvieron las conformaciones de las cadenas laterales de los residuos idénticos en
ambas secuencias, mientras que los residuos no conservados se sustituyeron por Ser,
con la excepcion de los residuos de Ala y Gly, que se truncaron hasta los 4&tomos de C* y

C% respectivamente.
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4.4.2.- Reemplazo isomdrfico simple con dispersion anémala (SIRAS): faseado del
dominio Fnlll-4 de B4

La estructura del dominio Fnlll-4 se resolvi6 mediante SIRAS empleando un derivado de
Hg. La subestructura de atomos de Hg se resolvié empleando los programas SHELX
C/D/E (Schneider and Sheldrick, 2002) y la interfaz grafica HKL2MAP (Pape and
Schneider, 2004). La subestructura de &tomos de Hg y las distribuciones de probabilidad
de sus fases se refinaron y calcularon con el programa autoSHARP (Vonrhein et al.,
2007). Por dltimo las fases se mejoraron usando los programas Solomon (Abrahams and
Leslie, 1996) y DM (Cowtan, 1994). Las fases experimentales asi obtenidas permitieron el
calculo de mapas de densidad electronica interpretables. Empleando estos mapas se
construyé de forma automatica un modelo inicial con el programa ARP/WARP (Langer et
al., 2008).

4.5.- Refinado de las estructuras cristalograficas

Las estructuras se refinaron utilizando el programa PHENIX REFINE (Afonine et al., 2005)
empleando funciones de méaxima probabilidad. Durante el refinado se monitorizo el
factor R de desacuerdo (Rwork) que compara las amplitudes observadas
experimentalmente (Fobs) con las calculadas a partir de los modelos (Fcalc) segun la

expresion:

| Fobs| —|Fcalc
R =100 ™

Z\ Fobs.

(hkl)

También se emple6 un factor R (Rfree) calculado con un 5% de las reflexiones que se

excluyeron del refinado.

Los pasos de refinado se alternaron con la inspeccién visual y en su caso la modificacién
manual de las estructuras usando el programa COOT (Emsley and Cowtan, 2004). Se

emplearon mapas 2mFobs-DFcalc y mFobs-DFcal; también se emplearon mapas
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promediados a partir de multiples modelos en los que se introdujeron desplazamientos

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

El refinado se inici6 a partir de los modelos del Calx-B y del Fnlll-3 obtenidos mediante
reemplazo molecular o a partir del modelo parcial del Fnlll-4 construido con ARP/WARP
empleando los mapas obtenidos mediante SIRAS. En las primeras etapas de refinado se
aplicaron métodos de refinado de cuerpos rigidos y métodos de recocido simulado. En
etapas mas avanzadas se refinaron las posiciones atémicas, los valores B o0 parametros
de desplazamiento atomico (ADP) isotropicos individuales y los grupos ADP segun un
modelo de translacion, libracion y desplazamiento helicoidal (TLS) de cuerpos pseudo-
rigidos (grupos TLS) (Schomaker and Trueblood, 1968; Winn et al., 2001). Los grupos TLS
se identificaron mediante el analisis de los valores de ADP de las estructuras utilizando el
servidor TLS Motion Determination (http://skuld.bmsc.washington.edu/~tlsmd/)
(Painter and Merritt, 2006). Se incluyeron moléculas de solvente que se construyeron en
picos positivos (tipicamente de mas de 3.5 o) de los mapas mFobs-DFcal, cuando podian
formar potenciales puentes de hidrogeno. En determinados casos se incluyeron otras
moléculas de bajo peso molecular presentes en el medio de cristalizacion. En las etapas
finales del refinado se incluyeron atomos de hidrégenos de las moléculas de proteina.
Las posiciones de los &tomos de hidrégeno no se refinaron y éstos tomaron los valores B

del atomo al que estan unidos.

4.6.- Andlisis de las estructuras cristalograficas

La geometria de las estructuras se analizd con el programa MOLPROBITY (Davis et al.,
2007) (http://molprobity.biochem.duke.edu/) y con el servicio de validacion ADIT
(http://validate.rcsb.org/). La superposicion de estructuras por pares se realizd con el
servidor DALI Lite (Holm and Park, 2000) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/dalilite/) o con el
programa LSQKAB de CCP4 (Kabsch, 1976); estos dos métodos emplean ajustes de
minimos cuadrados. La superposicién simultanea de multiples estructuras se realizé con
el programa THESEUS (Theobald and Steindel, 2012) que utiliza una funcién de méaxima

similitud. Las propiedades electrostaticas de las estructuras se analizaron con el
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programa APBS (Baker et al., 2001). Las figuras de estructuras moleculares se crearon

con el programa PyMOL (http://www.pymol.org/).

5.- Dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS)

La dispersién de rayos-X a bajo angulo (SAXS) es una técnica ampliamente utilizada para
estudiar sistemas no cristalinos como proteinas en solucién. En un experimento de SAXS
se hace incidir un haz de rayos-X sobre una disolucién de proteina u otra macromolécula
y se mide la radiacién dispersada a &ngulos muy bajos. SAXS es una técnica de contraste,
por lo cual para conocer la dispersion producida por las macromoléculas es necesario
sustraer la sefial de dispersion debida al solvente. A partir del anélisis de los perfiles de
dispersion es posible estimar diversos parametros estructurales de las proteinas objeto
de estudio, como el radio de giro (Rg), la funcién de probabilidad de distribucién de
distancias (P(r)), la distancia méaxima intramolecular (Dmax) o el volumen de la particula.
Asimismo, a partir del perfil de dispersién es posible calcular modelos a baja resolucion

de la proteina utilizando métodos de modelado ab initio.

5.1.- Adquisicion de datos de SAXS

Las medidas de SAXS de la region Fnlll-3,4 (1457-1666) de B4 se realizaron en el la
estacion de dispersion coherente de rayos-X (cSAXS) de la fuente de radiacion sincrotrén
Swiss Light Source (SLS) del Paul Scherrer Institut (PSI, Villigen, Suiza). El detector
(PILATUS 2M, Dectris Ltd.) se situ6 a una distancia de 2.15 metros de la muestra, de tal
forma que se cubri6 un rango de vectores de dispersion (g=4MsenB/ A) desde
aproximadamente 0.015 hasta 0.5 A ! La energia del haz de rayos-X se ajust6 a 12 KeV
(A=1.0 A). Las muestras de proteina a diferentes concentraciones (desde 1 hasta 16 mg
ml™") se midieron empleando capilares de borosilicato (g = 1mm, Hilgenberg GmbH)
situados en un soporte de cobre termostatizado a 10 £ 1 °C. De la misma manera se
midid el tampon en el que estaba disuelta la proteina (20 mM fosfato sédico (NaPi) (pH
7.5), 150 mM NacCl, 5% (v/v) glicerol, 3 mM DTT). Tanto el glicerol como el DTT
minimizan los posibles dafios por radiacién de la muestra, secuestrando las especies

reactivas de oxigeno generadas en la disolucién acuosa por los rayos-X. Ademas, con el
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fin de evitar o reducir al minimo estos dafios por radiacion se tomaron datos en 10
posiciones diferentes de cada capilar (espaciados 0.5 mm entre si), realizando un barrido
a lo largo de estas posiciones con exposiciones de 0.5 s en cada punto y un tiempo total
de exposicion de 30 s. Los perfiles de dispersién se promediaron radialmente vy, tras
comprobar que no existia dafio por radiacion, los diversos perfiles tomados a lo largo del
tiempo para una misma muestra se promediaron con objeto de maximizar la relacion

sefal/ruido.

5.2.- Procesado y analisis de datos de SAXS

Las curvas de intensidad, |, en funcién del angulo de dispersion, g, obtenidas para cada
una de las concentraciones de proteina medidas, asi como para el disolvente, se
procesaron con el programa PRIMUS (Konarev et al., 2003). En primer lugar, se resté la
contribucién del disolvente de las muestras de proteina. Se normalizé por la
concentraciébn de proteina, se superpusieron los perfiles de las diferentes

concentraciones de la muestra y se extrapolaron los datos a dilucion infinita.

El radio de giro (Rg), definido como la distancia cuadratica media de los atomos de la
proteina al centro de masas de la proteina, se calcul6 mediante la aproximacion de

Guinier, segun la cual a bajo angulo la dispersion se describe como:

in[1(@)]=m[10)]- qu;sf

El grafico de Guinier, en el que se representa el In(I(q)) frente a g?, ha de ser lineal en el
rango 0.7 < qRg < 1.3, para una proteina plegada, pura y monodispersa (Guinier and
Fournet, 1955). El Rg se obtuvo de la pendiente del grafico lineal de Guinier empleando
el programa PRIMUS. Las posibles desviaciones del comportamiento lineal en la regién
de Guinier son una clara indicacion de la presencia de interacciones inter-particula, bien
sean atractivas (agregacién) o repulsivas, y es por tanto un buen punto de control de la

calidad de las muestras.
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La funcién de distribucion de pares de distancia, P(r), se obtuvo mediante métodos
indirectos con el programa GNOM (Svergun, 1992). A partir de esta funcion se calcularon
la distancia méxima en la particula (Dmax) y el Rg. Ademas, la forma de la funcion P(r)
permite distinguir entre proteinas globulares y alargadas: las proteinas globulares se
caracterizan por presentar una funcién de distribucion de pares de distancia de tipo
gausiano con un Unico pico cuyo valor maximo se corresponde con el radio de la esfera.
Por el contrario, las moléculas muy alargadas (tipo prolato) presentan un pico con una

cola que se extiende hacia valores altos de la distancia r.

En el grafico de Kratky (Glatter and Kratky, 1982) se representan los datos de dispersion
() frente a 1(q)*g2. Esta representacién se utiliza habitualmente para analizar o
inspeccionar visualmente la conformacion de las proteinas o el correcto plegamiento de

éstas.

5.3.- Generacion de modelos a partir de datos de SAXS

La envuelta a baja resolucion de la region Fnlll-3,4 de B4 se modeld utilizando métodos
ab initio que se basan exclusivamente en los datos experimentales de SAXS y no
requieren de informacion externa adicional. Estos métodos utilizan la ecuacion de Debye
(Debye, 1915) para generar el perfil teérico de un conjunto de esferas, de un
determinado radio, colocadas aleatoriamente al inicio. Los modelos van siendo
optimizados mediante algoritmos genéticos en el programa DALAI_GA (Chacon et al.,
2000; Chacon et al., 1998) o mediante “recocido simulado” en el programa DAMMIN
(Svergun, 1999) hasta encontrar un modelo, cuyo perfil de dispersién tedrico se ajusta lo

mejor posible a los datos experimentales.

Para asegurar la diversidad del modelo, se realizaron 10 ejecuciones independientes de
forma paralela con cada uno de los programas, DALAI_GA y DAMMIN. Todos los
modelos generados se superpusieron por pares utilizando el programa SUPCOMB20
(Kozin and Svergun, 2001) y su similitud se cuantificé empleando el valor de discrepancia
espacial normalizada (NSD), que es cero para modelos idénticos y que es mayor de uno
para modelos que difieren sisteméaticamente entre si (Kozin and Svergun, 2001).

Normalmente, se toma como referencia el modelo con el menor valor de NSD y se
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descartan todos aquellos modelos cuyo NSD medio con respecto al resto de modelos
fuese mayor que la NSD media de todos los modelos més 2 veces la desviacion estandar.
Los modelos resultantes se promediaron, con el programa DAMAVER (Volkov and
Svergun, 2003) y se filtraron utilizando el programa DAMFILT (Volkov and Svergun,
2003), para reducir su volumen a la mitad, quedando sélo el volumen mas poblado para

cada grupo de estructuras.

Para la representacion gréfica de las estructuras de baja resolucion se empled la suite de
programas SITUS (Wriggers, 2010); primero se crearon envueltas tridimensionales a
partir de los modelos pseudoatémicos usando el programa PDB2VOL, las cuales se
convirtieron al formato de mapas de CCP4 con el programa MAP2MAP para su posterior

representacion con el programa PyMOL.

5.4.- Comparacién de modelos atémicos con los datos de SAXS.

Las curvas tedricas de dispersion correspondientes a estructuras atomicas se calcularon
y se compararon con los datos experimentales de SAXS con el programa CRYSOL
(Svergun et al., 1995). Los modelos atémicos se superpusieron a las estructuras de baja
resolucion obtenidas a partir los datos de SAXS empleando el programa SUPCOMB20
(Kozin and Svergun, 2001).

6.- Medida de distancias intramoleculares mediante resonancia paramagnética

electronica (EPR).

Se determinaron distancias intramoleculares entre pares de residuos combinando

marcaje paramagnético dirigido (SDSL) con resonancia paramagnética electronica (EPR).

6.1.- Marcaje de proteinas con sondas paramagnéticas

Mutantes de la region Fnlll-3,4 de B4 (residuos 1457-1666) que contienen dos o tres Cys
en posiciones especificas se marcaron con la sonda paramagnética (2,2,5,5-
tetrametilpirrolina-1-oxyl-3-metil) metanotiosulfonato (MTSSL) (Enzo Life Science). Esta

sonda reacciona especificamente con los grupos sulfhidrilo presentes en las Cys de la

45



Materiales y métodos

proteina formando enlaces disulfuro a través de los cuales el grupo piperidin-oxyl queda

unido (Figura M2).
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Figura M2.- Reaccion de marcaje con MTSSL. La sonda paramagnética MTSSL reacciona
con el grupo sulfhidrilo de una Cys de la proteina.

Los marcajes se realizaron tipicamente incubando 500 ul de proteina a 200 uM en 20
mM NaPi (pH 7.5), 150 mM NaCl con un exceso molar 10x de MTSSL respecto a la
concentracién de proteina. La reaccion se llevé a cabo con rotacién durante 1 h a
temperatura ambiente y seguidamente durante 12 h a 4 °C. El exceso de sonda libre se
elimin6 mediante 8 cambios de didlisis frente a 200 ml de 20 mM NaPi (pH 7.5), 150 mM
NaCl.

6.2.- Valoracion de grupos tiol libres con DTNB

El grado de marcaje con MTSSL de las proteinas B4 se realiz6 mediante valoracion de los
grupos tiol libres con acido 5,5 ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB) antes y después de la
reaccion de marcaje. El DTNB reacciona con grupos tiol libres de las Cys produciendo 2-
nitro-5-tiobenzoato que es monitorizado espectrofotomeétricamente a 412 nm (Figura
M3).

0 Kj;’“;z NO, NO,
SH 4 S. OH T .
R HO S RS s 0 HS O
0
N

O,

DITIONITROBENZOATO (DTNB) TIONITROBENZOATO

Figura M3.- Reaccion de DTNB con grupos tiol libres. EI DTNB reacciona con el grupo tiol de una
Cys de la proteina; como producto de la reaccién se genera tionitrobenzoato.
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Se prepararon 300 ul de las proteinas marcadas y sin marcar a concentracion conocida
~10 uM en 20 mM NaPi (pH 8.0), 150 mM NaCl, 6 M cloruro de guanidinio. Se le
afadieron 3 pl de 0.1 M DTNB (concentracion final 1 mM) y la reaccion se desarroll6 en
oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. La concentracion de 2-nitro-5-
tiobenzoato, que corresponde a la de grupos tiol libres, se determind
espectrofotométricamente usando el coeficiente de extincién molar 13600 M™* cm™ a
412 nm.

El nimero de grupos tiol libres por molécula de proteina se calcul6 como el cociente

entre la concentracion de tionitrobenzoato y de proteina.

[2 - nitro — 5 - tiobenzoato]
[proteina]

n° de Cys libres por molécula =

6.3.- Experimentos de resonancia paramagnética electronica (EPR).

Los experimentos de resonancia de doble electrén-electrén (DEER) fueron realizados por
la Dra Inés Garcia Rubio en el centro ETH de Zurich (Suiza). Tras el marcaje con MTSSL los
mutantes de B4 se congelaron mediante inmersion en nitrégeno liquido y se enviaron al
ETH en hielo seco. Una vez en el ETH, las muestras se descongelaron y se les afiadio
glicerol deuterado hasta llegar a una concentracion de 30-50%. La deuteracion
disminuye la relajacion de la sonda nitroxido, permitiendo obtener trazos de DEER més
largos y mejorando la determinacion de la linea base decreciente debida a interacciones
espin-espin entre sondas de distintas moléculas. Por lo tanto, la distancia entre sondas
paramagnéticas de una misma molécula es mayor para muestras deuteradas que sin
deuterar. Las muestras se transfirieron a tubos de EPR y se midieron a temperatura
ambiente en onda continua mediante resonancia paramagnética electrénica (CW-EPR)
con el fin de comprobar la eficiencia del marcado. La distancia entre dos sondas de spin
se midi6 usando experimentos de DEER (Jeschke and Polyhach, 2007) a unas frecuencias
de microondas en rango de banda Q (~35 GHz), debido a su mayor sensibilidad. Los
espectros obtenidos se corrigieron para eliminar la contribucion de distancias entre
diferentes dimeros y se analizaron usando procedimientos de regulacién Tikonov para

obtener distribuciones de distancias entre sondas de spin dentro del dimero.
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Para cada una de las posiciones que han sido sustituidas por cisteina para ser marcadas
con sonda paramagnética, se ha hecho un andlisis con la libreria de rotameros integrada
en el programa MMM (http://www.epr.ethz.ch/software/index). El resultado de este
analisis consiste en la lista de los rotAmetros posibles de la sonda paramagnética para
cada una de las posiciones con su correspondiente probabilidad. Con esta lista de
rotameros, se obtuvo una posicién del espin (supuesto localizado en el enlace N-O del

grupo nitroxilo) promedio para cada posicion.
(X1Y_1Z) = (Z X; P; 12 Yi b 12 Z; pi)

siendo i cada uno de los rotameros posibles. Las coordenadas de este promedio se

consideran la posicion de la sonda paramagnética.

Para obtener la posicion del residuo C1608 con respecto al dominio Fnlll-3, se muestred
todo el espacio alrededor de este dominio con una malla de paso 1 A. De todos los
puntos de la malla, se seleccion6 el de menor varianza (x, y, z) considerando todas las
distancias de dobles mutantes con C1608 obtenidas experimentalmente (d) y que dieron

como resultado distribuciones de distancias estrechas (un total de 5 cotas de distancia).

5 — P —
varianza:Z(x— Xj)2 +(y-Y,f +(z—Zj)2 -d/*
=1
Asi, se obtuvo para la sonda en la posiciobn C1608, las coordenadas (43, -19, 9)

identificando estas coordenadas con las obtenidas de la biblioteca de rotdmeros

(X C1608 ’YC1608 ! ZC1608) '

Una vez obtenida la posicion del residuo C1608 con respecto al dominio Fnlll-3, todavia
quedan tres grados de libertad de rotacion del dominio Fnlll-4 manteniendo el punto
C1608 fijo. Para obtener cuél de las rotaciones corresponde con la orientacion real del
dominio 4 con respecto al 3, se utilizaron las cotas de distancia de los mutantes con tres
sondas paramagnéticas, de los que podemos obtener las distancias entre el residuo
C1598 del dominio 4 y los residuos C1523 y C1504 del dominio 3. De nuevo se
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seleccionaron las posibles rotaciones que colocan al residuo C1598 en un punto (x, Y, z)
gue minimiza la varianza

varianza:Z(X—Yj)2 w(y-v, ) +(Z‘Z_j)2 —-d;’

J
conj=1, 2 (cadaunade las 2 cotas experimentales obtenidas para este residuo).

Fijando este punto, todavia queda un grado de libertad, la rotacion con respecto al eje
C1608-C1598. Se han generado modelos que difieren en este angulo (un modelo cada
10°). Comparando los modelos generados con los datos de SAXS, se seleccioné el

modelo final propuesto.

7.- Produccién de CD151-EC2 en bacterias
7.1.- Clonacién del EC2 de CD151 en vectores de expresion en bacterias

Las secuencia de ADNc que codifica el dominio EC2 (112-219) de la tetraspanina CD151
humana (codigo de Uniprot: P48509) se amplificO mediante PCR empelando la
polimerasa Pfu. Como plantilla se utiliz6 el clon IMAGE 2958615, que contiene el ADNc
de CD151 en el vector pOTB7. La region de ADNc que codifica para el dominio EC2
contiene un sitio de restriccion BamHI que se destruyé mediante mutagénesis dirigida
empleando los cebadores CD151-BamX-F y CD151-BamX-R (Tabla M3). Todas las

construcciones de CD151 se crearon a partir de esta secuencia modificada.

Tabla M3.- Oligonucleétidos utilizados para destruir el sitio BamHI en la secuencia de CD151.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA
CD151-BamX-F 5 GG CGA GAC AGT GAG TGG ATT CGC TCA CAG GAG GCC 3’
CD151-BamX-R 5  GGC CTC CTG TGA GCG AAT CCACTC ACTGTCTCGCC 3

El fragmento EC2 de CD151 se clond en los vectores de expresion en bacterias
PETEV15b, pET15b (Novagen), pET22b (Novagen), pETEZZ y una variante del vector
PET32a (Novagen). También se intentd la clonacion en el vector pEZZ18. En todos los

casos la regién que codifica para el EC2 se amplific6 mediante PCR utilizando los
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cebadores especificos que se indican en la tabla M4. Los nuevos sitios de restriccion
introducidos al comienzo y al final del ADNc amplificado son compatibles con los sitios

de clonacién de cada vector.

Tabla M4.- Cebadores utilizados para clonar del dominio EC2 de CD151 en los vectores pET
empleando los sitios Ndel y BamHlI.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA

CD151-U112 5’ TGA GAA TTC CAT ATG TAC GCC TAC TAC CAG CAG 3’
EcoRlI Ndel Y A Y Y Q Q

CD151-L219 5 GCC GAATTC GGA TCC CTA GTG CTC CTG GAT GAAGGT C3’
EcoRI BamHI| Stop H E Q | FOT

7.1.1.- Clonacién de CD151-EC2 en los vectores pET15b, pETEV15b y pETEZZ

La region que codifica para el CD151-EC2 se clond de igual manera en el vector pET15b y
en dos derivados de éste creados en nuestro laboratorio, denominados pETEV15b (ver
antes) y pETEZZ. Estos vectores codifican proteinas de fusion con secuencias adicionales
en el extremo N-terminal. El vector pET15b codifica para una cola de 6 His y una
secuencia reconocida por trombina (Figura M4-A). El vector pETEV15b codifica para una
cola de 8 His, seguida de una secuencia reconocida por la proteasa del TEV (Figura M4-
B). Por ultimo en el vector pETEZZ se cre6 a partir del vector pET15b sustituyendo la
cola de poli-His por la secuencia sefial de la proteina A y dos copias del dominio Z
obtenidas a partir del vector pEZZ-18 (GE Healtcare); tras esta region el vector pETEZZ
codifica para un sitio de digestion por trombina (Figura M4-C y D). En todos los casos la

region del EC2 se clond empelando los sitios de restriccion Ndel y BamHI.
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A
B
C
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D

Operén Lac rbs

taatacgactcactataggGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCcctctagaaataattttgtttaactttaag”hAGGAG

atataCCATGGgtttgaaaaagaaaaacatttattcaattcgtaaactaggtgtaggtattgcatctgtaactttaggta
Ncol L K K K N I ¥ s I R K L G V G I A S V L T G
Secuencia sefial de la poteina A

cattacttatatctggtggcgtaacacctgctgcaaatgctgegcaacacgatgaageccgtagacaacaaattcaacaaa
T L L I S G G V T P A A N A A Q H D E A V D N K F N K
Dominio E parcial

gaacaacaaaacgcgttctatgagatcttacatttacctaacttaaacgaagaacaacgaaacgccttcatccaaagttt
E Q9 O N A F Y E I L H L P N L N E E Q R N A F I Q9 S L
Dominio Zl1 sintético

aaaagatgacccaagccaaagcgctaaccttttagcagaagctaaaaagctaaatgatgctcaggcgccgaaagtagaca
K D D P S Q S A N L L A E A K K L NDA Q A P K V D

acaaattcaacaaagaacaacaaaacgcgttctatgagatcttacatttacctaacttaaacgaagaacaacgaaacgcc
N K F N K E Q9 O N A F Y E I L H L P N L N E E Q R N A

ttcatccaaagtttaaaagatgacccaagccaaagcgctaaccttttagcagaagctaaaaagctaaatgatgctcagge
F I 9 S L K D D P S Q S A N L L A E A K K L N D A Q A
Dominio Z2 sintético

NdeI BamHI
gccgaaaAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTG
P K S S G_L V P R G S H M Xhol
Sitio de trombina

Figura M4.- Regiones de clonacion y expresiéon de los vectores pET15b, pETEV15b y pETEZZ.
Esquemas de la region de clonacién en los vectores pET15b (A), pETEV15b (B) y pETEZZ (C).
Todas las secuencias contienen el promotor del operdn de la lactosa (Operén Lac), el sitio de
union al ribosoma (rbs) y varios sitios reconocidos por enzimas de restriccion (se muestran en
fondo verde aquellas que se usaron para la clonacion de CD151-EC2). Algunos de los vectores
contienen una cola de poli-His en la que se indica el nimero de His que contienen (6xHis u
8xHis). El sitio de restriccion Ndel es precedido por una secuencia que codifica un sito de
reconocimiento de trombina (S trombina) o de la proteasa del virus del grabado del tabaco (S
TEV). La secuencia sefial de la proteina A (SS Prot A) y el doble dominio Z sintético (Dom ZZ) son
especificos del vector pETEZZ. (D) Secuencia de la region de expresion de la hebra codificante del
vector pETEZZ transcrita por la T7 RNA polimerasa.

7.1.2.- Clonacion de CD151-EC2 en el vector pET32aNco

El vector pET32aNco es un derivado del vector comercial pET32a (Novagen), el cual
codifica una proteina de fusion con tiorredoxina (Trx) en la regién amino. La expresion

de proteinas de fusion con Trx en E. coli deficiente en tiorredoxina reductasa, como la
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cepa Origami, favorece la formacion de puentes disulfuro en el citoplasma. El vector
PET32aNco se construyo eliminando los dos sitios Ndel localizados en pET32a a ambos
lados de la regién de Trx e introduciendo un sitio Ncol tras el gen de Trx (Figura M5). A
partir de la construccion del EC2 en el vector pET15b se obtuvo la regién que codifica
para la cola de poli-His, el sitio de trombina y el EC2, mediante digestién con las enzimas
Ncol y BamHI. Este fragmento se inserté empleando los mismos sitios de restriccion en
el vector pET32aNco. La construccion resultante codifica para una proteina de fusién con

la Trx seguida de una cola de 6 His, un sitio de trombina y el EC2 de CD151.

A
| Neol BamHi[— PET32a
B

PET323Noo

C

Operén Lac rbs

taatacgactcactataggGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCcctctagaaataattttgtttaactttaaghrAGGAG

atataCtTATGagcgataaaattattcacctgactgacgacagttttgacacggatgtactcaaagcggacggggcgatc

ctcgtcgatttectgggcagagtggtgecggteccgtgcaaaatgatecgececcgattectggatgaaatecgetgacgaatateca
Trx
gggcaaactgaccgttgcaaaactgaacatcgatcaaaaccctggcactgcgccgaaatatggcatececgtggtatceccga

ctctgctgctgttcaaaaacggtgaagtggcggcaaccaaagtgggtgcactgtctaaaggtcagttgaaagagttecceCc

gacgcCaacctggeccggttctggt tCCATGGgtatgcaccatcatcatcatcattecttetggtctggtgeccacgeggtte
NcoI H H HHUHHS S G_L V P R G S

Sitio de trombina
tggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacagecccagatctgggtaccgacgacgacgaca

Etiqueta-S
aggCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCA
Nc¢ EcoRV BamH] Sacl HindIII XhoI

Figura M5.- Regiones de clonacion y expresion del vector pET32a y del derivado pET32aNco.
Esquemas de estas regiones en el vector pET32a (A) y pET32aNco (B). Ambas secuencias
contienen el promotor del operén de la lactosa (Operdn Lac), el sitio de unidn al ribosoma (rbs),
el gen de tiorredoxina (Trx), una cola de seis Histidinas (6 x His), un sito de reconocimiento de
trombina (S trombina) y la etiqueta S. Los sitios de restriccion utilizados para la clonacion de
CD151-EC2 se muestran con fondo verde (Ncol y BamHlI). (C) Secuencia de la region de expresion
de la hebra codificante del vector pET32aNco transcrita por la T7 RNA polimerasa.
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7.1.3.- Clonacion de CD151-EC2 en el vector pET22b

El vector pET22b(+) (Novagen) codifica para proteinas de fusion que contienen en el
extremo amino la secuencia sefial pelB para la exportacion de la proteina al espacio
periplasmatico (Figura M6). EI CD151-EC2 se clon6 en pET22b(+) a partir de la
construccion del EC2 en pET15b. La regién que codifica para la cola de poli-His, el sitio de
trombina y el EC2 se escindi6 mediante digestion con Ncol y BamHI, y se clon6 en
PET22b(+) empleando los mismos sitios de restriccion. La construccion resultante

codifica para una proteina que contiene la secuencia pelB seguida de una cola de poli-

His, el sitio de trombina y el CD151-EC2.

pET22b(+)

Figura M6.- Esquema de la regién de clonacién y expresion del vector pET22b(+). La secuencia
contiene el promotor del operdn de la lactosa (Oper6n Lac), el sitio de union al ribosoma (rbs),
una secuencia de secrecion periplasmatica de la pectato liasa B (pelB) y varios sitios reconocidos
por enzimas de restriccion.

7.2.- Expresion de CD151-EC2 en bacterias y purificacion

El CD151-EC2 se expresO en la cepa BL21(DE3) de E. coli empleando la construccion
creada en el vector pET15b. EI CD151-EC2 se localiz6 en la fraccion insoluble, se
solubiliz6 en presencia de 6 M urea y se purificd6 en condiciones desnaturalizantes
mediante cromatografia de afinidad empleando columnas quelantes de Ni?* de forma
similar a como se purifico el dominio Calx-B. Como paso previo a ser replegada y con el
fin de reducir las Cys, la proteina se incub6 1 h a 30 °C en presencia de 2 mM DTT. La
proteina se renaturaliz6 mediante dilucion 1:30 en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM
NaCl en la que se redujo la concentracion de urea rapidamente de 6 M a 0.2 M. Se
incluyeron adyuvantes como 50 mM arginina y 50 mM &cido glutamico. Seguidamente
se indujo la formacidn de los puentes disulfuro mediante oxidacién con 0.1 mM CuSQO, y
0.3 mM o-fenantrolina durante 1 h a 4 °C. Una vez replegado el EC2, se concentro hasta
un volumen de 50 ml en una celda de ultrafiltracion Amicon de 400 mL (Millipore)

empleando una membrana con un limite de permeabilidad de 3 kDa. La cola de poli-His
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se elimindé mediante digestion con trombina en presencia de 1 mM de CaCl, a 30 °C
durante 2 h. La reaccion se detuvo por adicion de 1 mM PMSF. Finalmente la muestra se
concentrd hasta un volumen menor de 5 ml y se purificé por cromatografia de exclusion
molecular en una columna de alta resolucién Sephacryl S-200 (26 x 600 mm) (GE
Healthcare) equilibrada en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 50 mM Arg, 50 mM
Glu. Por dltimo el CD151-EC2 se concentré mediante ultrafiltracion en celdas Amicon
hasta ~ 20 mg mI™* (~1.57 mM).

8.- Produccién de CD151-EC2 en células de insecto
8.1.- Clonacién de CD151-EC2 en vectores de transferencia para baculovirus

La region que codifica para el CD151-EC2 se ha clonado en el vector pAcGP67A (BD
Biosciences), en el vector pFastBac-1 (Invitrogen) y en versiones modificadas de este

altimo.

8.1.1.- Clonacién de CD151-EC2 en el vector pAcGP67A.

A partir de la construcciéon del CD151-EC2 en el vector pET15b, se amplificé mediante
PCR la regién que codifica para la cola de 6-His, el sitio reconocido por trombina y el
CD151-EC2. Para ello se emplearon los oligos PET-Bgl-F y PET-Eco-R (Tabla M5), que
incluyen cerca de sus extremos 5’ sitios Bglll y EcoRI respectivamente. El producto de la
PCR se digiri6 con las encimas Bglll y EcoRl y se clond en el vector pAcGP67A
previamente digerido con BamHI y EcoRI. Los extremos de cadena sencilla generados
por Bglll (inserto) y BamHI (vector) son compatibles y tras la ligacién se destruyen ambos
sitios de restriccion. La construccion resultante se denominé pAcGP67A-CD151-01 y
codifica para la secuencia de secrecion de la proteina gp67 seguida de la cola de 6-His, el

sitio de trombinay el EC2.
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Tabla M5.- Cebadores utilizados para el clonaje del dominio EC2 de CD151 en el vector
PACGP67A.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA
PET-Bgl-F 5' GGA GAT ATA GAT CTG GGC AGC AGC CAT CATC 3'
Bl G S S H H
PET-Eco-R 5' GCC GAA TTC GCT TTG TTA GCA GCC GGA TCC 3'

EcoRl A L L A A BamHI

8.1.2.- Clonacion de CD151-EC2 en el vector pFastBac-1 y derivados.

A partir de la construccion pAcGP67A-CD151-01 se amplificé mediante PCR la region que
codifica para la secuencia sefial de gp67, la cola de 6-His, el sitio de trombina y el EC2. Se
emplearon los oligonucle6tidos GP67-F-Bglll y CD151-L219EcoRI (Tabla M6). El producto
de la PCR se digiri6 con las enzimas Bglll y EcoRl y se ligo en el vector pFastBac-1
(Invitrogen) previamente digerido con BamHI y EcoRI. Esta construccion se denomind
pFastBacl-gp67-His-CD151-EC2.

Tabla M6.- Cebadores utilizados para el clonaje del dominio EC2 de CD151 en el vector
pFastBac-1 y sus derivados.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA (sentido 5'a 3)
GP67-F-Bglll GGG AGA TAT AGA TCT ATG CTA CTA GTA AAT CAG TCA CAC

G R Y Bl Mm L L VN Q S H

CD151-L219EcoRl  CC TTT GAATTC CTA GTG CTC CTG GAT GAAGGTC
EcoRIStop H E Q I F T

A partir del vector pFastBac-1 se creé un derivado denominado pFastBac-1-CHis que
codifica una proteina de fusién con una cola de 6-His en el extremo C-terminal. Este
vector se cred introduciendo en el vector pFastBac-1 digerido con Notl y Xhol una
secuencia de ADN formada por la combinacion de los oligonucle6tidos C-6His-Not-Xho-F
y C-6His-Not-Xho-R (Tabla M7). De esta forma se destruy6 el sitio Xhol original y se
introdujo un nuevo sitio Xhol que precede a la secuencia que codifica una cola de 6-His

tras la cual existe un codon de terminacion.
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Tabla M7.- Oligonucledtidos utilizados para insertar una secuencia que codifica una cola de 6-
His en el vector pFastBac-1.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA
C-6His-Not-Xho-F 5 GGCCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 3
C-6His-Not-Xho-R 5 TCGATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGC 3’

A partir del vector pFastBac-1-CHis se crearon dos variantes denominadas pFastBac-1-
CHis-GP67 y pFastBac-1-CHis-HM para la secrecion de las proteinas de fusion. pFastBac-
1-CHis-GP67 contiene una secuencia que codifica para la secuencia sefial de la proteina
gp67 en la regién N-terminal de la proteina de fusion, mientras que pFastBac-1-CHis-HM

incorpora la secuencia que codifica la secuencia sefial de melitina de abeja (HM).

pFastBac-1-CHis-GP67 (Figura M7) se construyé amplificando mediante PCR la regién
que codifica para la secuencia sefial de gp76 a partir del vector pAcGP67A, utilizando los
cebadores GP67-F-Bglll y GP67-R-BamHI/EcoRI (Tabla M8). El producto de PCR se digirié
con Bglll y EcoRI y se insert6 en el vector pFastBac-1-CHis previamente digerido con
BamHI y EcoRlI. Las cadenas sencillas producidas por la digestion del producto de PCR
con Bglll 'y del vector con BamHI son complementarias y la ligacion destruye estos sitios

de restriccion.
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pFastBac1-CHis-gp67

Inicio de la
Cebador PH Profor transcripcién
> —>

TAGATCATGGAGATAATTAAAATGATAACCATCTCGCAAATAAATAAGTATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAATA
Promotor polihedrina

AAAAAAACCTATAAATATTCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGGCGCGGATCTATGCTACTAGTAAATCAGTCAC
BglIIM L L V N Q S
(destruido)

ACCAAGGCTTCAATAAGGAACACACAAGCAAGATGGTAAGCGCTATTGTTTTATATGTGCTTTTGGCGGCGGCGGCGCAT
H Q G F NKEUHTS KMV S AIVILY VL L AAA AA AH
secuencia sefial de gp67

sCACCACCACCA
I 6x His

CGAATTCAAAGGCCTACGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCGC
EcoRI NotI

TCTGCCTTTGCGGCGC
A F A Al

CCACCACTGATCGAGGCATGCGGTACCAAGCTTGTCGAGAAGTACTAGAGGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGA
Stop

GGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACT
Sefial de polyadenilacién SV40

Figura M7.- Region de clonacion y expresion del vector pFastBacl-CHis-gp67. (A) Esquema de la
region de expresion del vector pFastBacl-CHis-gp67. La secuencia contiene un promotor de
polihedrina (PoliHed) del nucleopolihedrovirus multicapside de la Autographa californica
(ACMNPV), la secuencia sefial gp67 (SSgp67), un sitio de clonacion mdaltiple con varias secuencias
reconocidas por enzimas de restriccion y una sefial de poliadenilacion de SV40. (B) Secuencia de
la hebra codificante de esta region.

Tabla M8.- Oligonucle6tidos utilizados para amplificar la secuencia sefial de gp67.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA (sentido 5°a 3)
GP67-F-Bglll GGG AGA TAT AGA TCT ATG CTA CTA GTA AAT CAG TCA CAC

Bgt M L L V N Q S H

GP67-R-BamHI/ TTT GAA TTC GGA TCC CGC CGC AAA GGC AGA ATG CGC
EcoRl EcoRl BamHI A A F A S H A

pFastBac-1-CHis-HM (Figura M8) se construyé de forma analoga amplificando la regién del
vector pMelBacB (Invitrogen) que codifica para la secuencia sefial de la melitina de abeja (HM),

utilizando los cebadores HMSS-F-Bglll Y HMSS-R-BamHI/EcoRI (Tabla M9). El producto de la PCR
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se insert6 en el vector pFastBac-1-CHis tal como se ha descrito en la construccion del vector

pFastBac-1-CHis-GP67.

A

~ 1SS {5 RS- - SUor S  re==tec1-chis-SsHm

B Inicio de la
Cebador PH Profor transcripcién

>
TAGATCATGGAGATAATTAAAATGATAACCATCTCGCAAATAAATAAGTATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAATA

Promotor polihedrina

AAAAAACCTATAAATATTCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGGCGCGGATCTATGAAATTCTTAGTCAACGTTGC
BglII M K F L V N V A

(destruido) secuencia sefal
CCTTGTTTTTATGGTCGTATACATTTCTTACATCTATGCG CCGAATTCAAAGGCCTACGTCGACGAGCTCACTAGT
L vV F MV V Y I S Y I Y A BamHI EcoRI
de melitina de abeja (HMSS)
CGCGGCCG CACCACCACCACCACCACTGATCGAGGCATGCGGTACCAAGCTTGTCGAGAAGTACTAGAGGATCA

NotI 6x HisTag Stop

TAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAA
Sefial de poliadenilacién SV40

Figura M8.- Regién de clonacion y expresion del vector pFastBacl-CHis-HM. (A) Esquema de la
region de expresion del vector pFastBacl-CHis-HM. La secuencia contiene el promotor
polihedrina (PoliHed), la secuencia sefial de melitina de abeja (SSHM), un sitio de clonacion
multiple con varias secuencias reconocidas por enzimas de restriccion y una sefial de
poliadenilacion de SV40. (B) Secuencia de la hebra codificante de esta region.

Tabla M9.- Oligonucledtidos utilizados para amplificar la secuencia sefial de HM.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA

HMSS-F-Bglll GGG AGA TAT AGATCT ATG AAATTC TTAGTC AAC GTT GCC
Bgt M F L Y V N V A

HMSS-R-BamHI/ TTT GAATTC GGA TCC CGC ATA GAT GTA AGA AAT GTATAC
EcoRl EcoRl BamHI A Y | Y S | T V

Las construcciones que codifican para el CD151-EC2 en los vectores pFastBac-1-CHis-
GP67 y pFastBac-1-CHis-HM se construyeron amplificando mediante PCR la region del
CD151-EC2 empleando los cebadores CD151-U112BamHI y CD151-L219Xhol (Tabla

M10). El producto de PCR se digiri6 con BamHI y Xhol y se clon6 en los vectores
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pFastBac-1-CHis-GP67 y pFastBac-1-CHis-HM digeridos con estas mismas enzimas. Estas

construcciones se denominaron gp67-EC2-poliHis y HM-EC2-poliHis.

Tabla M10.- Oligonucleétidos utilizados amplificar la secuencia de CD151-EC2 e insertarla en
los vectores pFastBac-1-CHis-GP67 y pFastBac-1-CHis-HMSS.

CEBADOR
NOMBRE SECUENCIA
CD151- 5’ TGG GGA TCC TAC GCC TAC TAC CAG CAG &
U112BamHI BamHI Y A Y Y Q Q
CD151-L219Xhol 5’ GAA CTC GAG GTG CTC CTG GATGAAGGTC 3
Xhof H E Q I F T

8.2.- Obtencion de bacmidos en células DH10Bac

A partir de las construcciones de CD151-EC2 en el vector pFastBac-1 y sus derivados se
generaron bacmidos recombinantes empleando la cepa DH10Bac de E. coli. Esta cepa
contiene un vector lanzadera de baculovirus (bacmido) con un sitio mini-attTn7. Cuando
se transforma el plasmido de expresion pFastBac-1 en células DH10Bac, tiene lugar la
transposicion entre el elemento mini-Tn7 del vector y el sitio mini-attTn7 de bacmido

generandose el bacmido recombinante.

50 pl de células competentes DH10Bac se transformaron con 3 pl de ADN (30 min en
hielo y choque térmico de 45 s a 42 °C). Las células se recuperaron en 900 pl de medio
SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) (Hanahan, 1983) en agitacién
durante 90 min a 37 °C. Las células se recogieron mediante centrifugacion (1 min a 850
g), se elimind el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 200 pl de medio SOC. La
insercion del mini-Tn7 en mini-attTn7 perturba la expresion del gen LacZa, por lo que se
pudo hacer una seleccion blanco/azul de las colonias positivas. Para ello, las células se
sembraron en placas de LB-agar suplementadas con 50 ug ml™* kanamicina, 10 ug mi™*
tetraciclina, 7 pg ml™ gentamicina, 100 pg mi™* de sustrato cromogénico X-gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosido) y 40 pg mi™ del inductor IPTG. Los cultivos se
crecieron a 37 °C durante 48 h. Se seleccionaron tres colonias blancas, que contienen el
bacmido recombinante, de cada construccion; con el fin de verificar el fenotipo se

sembraron por agotamiento en otra placa de LB-agar de las mismas caracteristicas y se

59



Materiales y métodos

crecieron a 37 °C durante 48 h. Se tomaron 3 colonias de cada una de estas nuevas
placas y con cada una se inocularon 2.5 ml de LB liquido suplementado con 50 pg ml™
kanamicina, 10 ug ml™ tetraciclina y 7 pg ml™ gentamicina. Estos cultivos se crecieron a

37 °C durante 16 h con agitacion.

Las células se recogieron mediante centrifugacion (2 min a 18000 g) y se resuspendieron
en 300 pl de 15 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA y 100 ug ml™ ribonucleasa |
pancreatica (RNAsa A). A la suspension anterior se le afiadieron 300 pl de 200 mM NacCl,
1% SDS y las bacterias se lisaron a temperatura ambiente durante 5 min. Seguidamente
la muestra se neutralizé afiadiendo 300 pl de 3 M acetato de potasio (KAc) (pH 5.5) y se
incubé 10 min a 4 °C. Los agregados macromoleculares se precipitaron por
centrifugacion (10 min a 18000 g). El sobrenadante, que contiene el ADN del bacmido, se
transfiri6 a un tubo que contenia 800 pl de isopropanol, se mezcld por inversion y se
incubé a 4 °C durante 10 min. Seguidamente la muestra se centrifug6 (15 min a 18000
g). El precipitado se lavo con 500 pl de 70% etanol y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones. El sobrenadante se elimind y el precipitado, que contiene el bacmido, se

resuspendio en 35 pl de 10 mM Tris-HCI (pH 8.0).

8.3.- Obtencidn de baculovirus por transformacion en células Sf9

Los baculovirus se generaron por transfeccion en células de insecto Sf9 a partir de los
bacmidos. Se emplearon placas de cultivo celular de 6 pocillos de fondo plano de 3.5 cm
de didmetro y 1.6 cm de altura (BD Biosciences). En cada pocillo se afiadio 1 ml de
células Sf9 a una concentracion de ~10° células mI™ y se incubaron 15 min a 27 °C para
permitir su adhesion a la superficie. Por otro lado, a 200 ul de medio Sf900 Il SFM
(GIBCO) se le afiadieron 10 ul de bacmido a ~30 ng pI™ y 5 pl de cellFECTIN (Invitrogen).
La mezcla se incubd 15 min a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se afiadio otro
mililitro de medio a la mezcla de transfeccidn, y todo ello se llevé a las placas, de las que
previamente se habia eliminado el medio. Los cultivos se incubaron durante 5 h a 27 °C.
Pasado este tiempo, se cambié el medio de los pocillos con 3 ml de medio fresco
suplementado con 200 unidades mlI™* de penicilina y con 200 ug ml™* de estreptomicina

(Pen Strep de GIBCO). Los cultivos se crecieron durante 3 dias a 27 °C.
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El sobrenadante de los cultivos contiene los virus recombinantes. Estos sobrenadantes
se aislaron mediante centrifugacion (5 min, 4 °C, 450 g) y eliminacién de los
precipitados. Estos primeros sobrenadantes se denominan PO (virus del pase cero) y se

almacenaron a 4 °C.

En la figura M9 se resume esquematicamente el proceso de construccion de baculovirus

recombinantes y expresion del EC2 de CD151 en células de insecto.

Plasmido dador pFastBac

Subclonaje\<
CD151 [ Bécmido\
Gen CD151-EC2
Tn7L

pPolh

Tn7R Transformacion
pFastBac1 > Dador

\ J

Células competentes 10H10Bac

LacZl Imini-atfTn7

Plasmido dador recombinante

Seleccién con

Transposicion o
antibiéticos

a8 )

Mini-prep de ADN
de alto peso molecular
Bacmido
recombinante \ j
Transfeccion de E Coli (LacZ)
células de insecto conteniendo el plasmido recombinante

20000

\830806 8/ gt

Particulas viricas recombinantes @

\ooooooo/

v

Expresiéon de CD151-EC2

Figura M9.- Esquema general de la construccion de baculovirus recombinantes y expresion del
gen de CD151 con el sistema “Bac to Bac”. El gen de CD151-EC2 se clon6 en el plasmido
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pFastBacl. Asi se gener6 un plasmido recombinante que se transformd en células competentes
DH10Bac. Estas células contienen el elemento mini-attTn7 en el bacmido y un plasmido auxiliar
(PMON 7124), de forma que el elemento Tn7 se transfiere desde el plasmido pFastBacl al sitio
de insercion mini-attTn7 en el bacmido y el plasmido pMON 7124 confiere las funciones de
transposicion en trans. Las colonias que contienen los bacmidos recombinantes se identificaron
mediante disrupcion del gen LacZ. EIl ADN de alto peso molecular (una mezcla de ADNs
conteniendo el bacmido) se extrajo mediante mini-prep. Con este ADN se transfectaron las
células de insecto. Los virus asi obtenidos se utilizaron para infectar nuevos cultivos con los que
se expreso la proteina CD151-EC2.

8.4.- Amplificacion de baculovirus recombinantes

Los virus se amplificaron a partir de la muestra PO. Para ello se infectaron 25 ml de
células Sf9 a ~10° células mI™ con 1 ml de virus PO. La concentracién y viabilidad de las
células se midié utilizando un contador Innovatis CASY modelo TTC (Roche); para ello se
diluyeron 12,5 pl de cultivo en 5 ml de reactivo CASYton. Los cultivos se crecieron a 27 °C
en un incubador sin control de humedad, con agitacion orbital a 130 rpm, y con un
tapén de goma que permitia la oxigenacion del cultivo, hasta que la viabilidad de las
células disminuy6 por debajo del 90%. Los cultivos se centrifugaron y se guardaron los

sobrenadantes, que se denominaron P1 (virus del pase 1).

8.5.- Expresion del EC2 de CD151 en células de insecto y purificacion

Las condiciones de crecimiento y viabilidad de las células se optimizaron haciendo
ensayos con diferentes concentraciones de virus (P1) en el medio de cultivo Sf900II SFM
(GIBCO) suplementado con Pen Strep. En matraces con 25 ml de medio de cultivo se
afadieron diferentes volimenes de virus P1: 2.5 pl, 3.7 pl, 5.0 pl, 7.5 pl, 10.0 pl, 12.5 ply
15.0 pl. Con el fin de seleccionar las mejores condiciones para la expresion y purificacion
de proteina a gran escala. Cada 24 h se midi6 y compard tanto el crecimiento como la

viabilidad celular de cada uno de los cultivos.

La expresion y secrecion de CD151-EC2 en los cultivos de células Sf9 se analizé
enriqueciendo la muestra con una cromatografia de afinidad a pequefia escala.
Tipicamente 15 ml de medio de cultivo se incubaron 30 min a 4 °C con 250 ul de resina
Talon quelante de Co?* equilibrada en 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 250 mM NaCl, 15 mM

imidazol. Tras descartar el sobrenadante la resina se lavé dos veces con 2 ml de la misma
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solucion. Seguidamente las proteinas unidas se eluyeron con 100 ul de 25 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 100 mM NaCl, 300 mM imidazol (incubacién de 10 min). A 16 pl de cada
muestra se les afiadio 4 ul de tampOn de muestra 4x y se analizaron mediante SDS-
PAGE.

Para la produccién a gran escala de CD151-EC2 se utilizaron 3 | de cultivo de células Sf9 a
1*10° células mI™ en medio Sf900Il SFM (GIBCO) suplementado con Pen Strep (en 6
matraces con 500 ml de medio de cultivo cada uno). El cultivo se infect6 con un total de
1.2 ml de virus P1 (200 pl de virus P1 para cada matraz de 500 ml de cultivo celular). Los
cultivos se crecieron a 27 °C en agitacion y se midio la viabilidad de las mismas. Cuando
la viabilidad celular decreci6 por debajo del 90% los cultivos se centrifugaron a 2500 g 15

min a 4 °C para eliminar las células.

La proteina se purifico a partir del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad
empleando 2 ml de resina quelante Poros 20MC (Applied Biosystems) empaquetada
manualmente en una columna XK16 (GE Healthcare). Tras cargar la muestra, la columna
se lavd con 30 ml de 25mM Tris-HCI (pH 8.0), 250 mM NaCl y 15 mM imidazol. A
continuacion, la proteina se eluyé en 20mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NaCl, 30 mM
imidazol. Las fracciones positivas se juntaron y se concentraron hasta ~2 ml empleando
un filtro de centrifuga Amicon ultracel-3K (Millipore) por centrifugacion a 3000g a 25 °C.
Seguidamente la muestra se someti6é a cromatografia de exclusion molecular utilizando
una columna Superdex 75 (16 x 600 mm) (GE Healthcare) equilibrada en 20mM Tris-HCl
(pH 7.5), 150 mM NacCl. Se emple6 un flujo de 1 ml min™ y se recogieron fracciones de 1
ml que se analizaron mediante SDS-PAGE. Por ultimo, las fracciones que contenian

CD151-EC2 se juntaron y se concentraron tal como se habia hecho antes.

8.6.- Analisis de deglicosilacion de CD151-EC2

La proteina CD151-EC2 expresada en células de insecto se tratd con las endoglicosilasas:

N-glicosilasa F (PNGasa F) y endoglicosilasa H (Endo Hf) (New Englan Biolabs).

Antes de realizar la digestion, se afiadid6 1 ul de buffer de desnaturalizacion 10x
(concentracion final 1x: 0.5% SDS, 40 mM DTT) a 9 pl de CD151-EC2 a 0.5 mg mI™ en 20
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mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl, y se desnaturaliz6 la proteina a 100 °C durante 10
min. Seguidamente se afadieron 2 pl de glicosidasa, 2 pl de 50 mM NaPi (pH 7.5) y se
complet6 hasta un volumen final de 20 pl con 20 mM Tris-HCI (pH 7.5) 150 mM NacCl. La
reaccion se incub6 a 37 °C durante 1 h. Los productos de reaccién se analizaron

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (15% acrilamida).

9.- Métodos de caracterizacion de proteinas
9.1.- Cuantificacion de la concentracién de proteinas

La concentracibn de las muestras de proteina se determind por medidas
espetrofotométricas. Los coeficientes de extincién molar (€250nm) Y masico (Ezgonm) a 280
nm de cada proteina se calcularon a partir de su secuencia de aminoacidos (Pace et al.,
1995) empleando la herramienta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) del
servidor ExPASy. En la tabla M11 se muestran los valores de €z30nm Y Ez2sonm de las
proteinas utilizadas, asi como su masa molecular. Las mediciones de absorbancia se
realizaron en un espectrofotometro U-2001 UV/Visible (HITACHI) empleando cubetas de

cuarzo de 10 mm de paso Optico (Hellma).

Tabla M11-. Coeficientes de extincion y masa molecular (MM) de los fragmentos de integrina
B4y tetraspanina CD151.

FRAGMENTO Eas0nm Esonm MM
PROTEINA NOMBRE REGION®  (MPem®)®  ((mgmI®)™em™) (Da)
Integrina B4 Calx-B 989-1107 8480 0.608 13946.6
Fill-3 1457-1548 15470 1.429 10825.2
Fnill-4 1572-1666 8480 0.801 10589.8
CS-Fnlll-3,4 1436-1666 25440 0.994 25605.7
Fnlll-3,4 1457-1666 24075 1.031 23360.2
CD151 EC2 112-219 18825 1.475 12766.1

# Ademas de las regiones indicadas las proteinas contienen el tetrapéptido GSHM en el extremo amino.
® Para los mutantes con sustituciones puntuales de amino acidos se emplearon los mismos valores de
coeficiente de extincion molar de las proteinas silvestres ya que no se altero el nimero de residuos
aromaticos.
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9.2.- Ensayo de estabilidad térmica basado en fluorescencia

Los estudios de estabilidad térmica de proteinas se realizaron mediante la técnica
Termofluor. Brevemente, en estos experimentos una solucion de proteina que contiene
el fluoréforo Sypro Orange (Molecular Probes, Invitrogen) se calienta a velocidad
constante mientras se mide la intensidad de fluorescencia emitida por la sonda. En el
estado nativo las regiones hidrofébicas estan mayoritariamente ocultas en el interior de
las proteinas. Sin embargo, cuando las proteinas se desnaturalizan por el aumento de la
temperatura, las zonas hidrofébicas quedan expuestas al solvente y la sonda Sypro
Orange se une a ellas, lo cual da lugar a un incremento de la sefial de fluorescencia
(Pantoliano et al., 2001). Estos experimentos se realizaron empleando placas Termo-Fast
96 Non-Skirted (ABgene, Thermo Scientific). Se utilizé6 un volumen de reaccion de 25 pl
tipicamente con 0.25 mg ml™ de proteina y una concentracién final del Sypro Orange
10x (unidades arbitrarias del fabricante) en 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NacCl, (en
algunos casos se complementé con 5 mM EGTA o 10 mM CacCl,). Los experimentos se
realizaron en un termociclador de PCR a tiempo real 1Q5 (BioRad). Las muestras se
calentaron de 20 a 85 °C con una velocidad de calentamiento de 1 °C min™. Las medidas
de fluorescencia se realizaron empleando un filtro de excitacién de 480 nm (ancho de
banda de 20 nm) y uno de emisién a 530 nm (ancho de banda de 30 nm), y se recogieron
datos cada 0.5 °C. La temperatura de fusion, Tm, correspondiente al punto medio de la
transicion, se calculé como el méaximo de la derivada (dF/dT) de la sefial de fluorescencia

en funcién de la temperatura.

9.3.- Analisis de union de calcio al dominio Calx-B mediante dialisis de equilibrio

Muestras de 2.5 ml del domino Calx-B de B4 a 200 mM se dializaron a temperatura
ambiente frente a cinco cambios de 400 ml de 20 mM Tris—HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl y
concentraciones variables de CaCl,. La concentracion de proteina se determiné
espectrofotométricamente. La concentracién de Ca** en el tampon de dialisis y en las
muestras de proteina se determind por espectroscopia de emision Optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES). Las medidas se realizaron por el Servicio General de

Anélisis Quimico Aplicado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
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Salamanca. La concentracion de Ca®* unido al dominio Calx-B se determiné por
diferencia entre la concentracién de Ca®* en el tampén (Ca®* libre) y en la muestra de
proteina (Ca®* libre y unido). El nimero de iones Ca** unidos por dominio Calx-B se

calculé como el cociente entre las concentraciones de Ca?* unido y de proteina.

9.4.- Cromatografia de exclusion molecular

El CD151-EC2 se analiz6 en una columna Superdex 200 10/300 GL (10 x 300 mm) (GE
Healthcare) equilibrada en 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, empleando un
sistema de cromatograffa AKTA Purifier (GE Healthcare). El flujo fue de 0.5 ml min™. Con
el fin de determinar la masa molecular aparente de CD151-EC2, la columna se calibré
empleando un juego de proteinas patrén que incluye tiroglobulina (670 kDa), y-globulina
(158 kDa), ovalbumina (44 kDa) y mioglobina (17 kDa) (Bio-Rad).

9.5.- Dicroismo circular

Las medidas de dicroismo circular en la region del ultravioleta lejano se realizaron en el
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC, Madrid) empleando un espectropolarimetro
Jasco J-720. Se midieron espectros de dicroismo circular de CD151-EC2 a 2 mg mI™ en 20
mM NaPi (pH 7.5), 150 mM NaCl utilizando una cubeta de cuarzo de 0.1 mm de paso
Optico (Hellma). Los espectros se obtuvieron como promedio de 4 medidas consecutivas
entre 197 y 260 nm. El ancho de banda fue de 1 nm, la velocidad de barrido 20 nm min™
y el tiempo de respuesta de 2 s. A partir de los espectros de dicroismo circular se estimo
el contenido de estructura secundaria empleando el servidor K2D2 (Perez-Iratxeta and
Andrade-Navarro, 2008).
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1.- Caracterizacion del dominio Calx-B de la integrina B4
1.1.- Estructura cristalogréafica del dominio Calx-B de B4

Los limites del dominio Calx-B de B4 se definieron en base a las estructuras de los
dominios de unién a Ca®* CBD1 y CBD2 del intercambiador de Na'/Ca?* NCX1, resueltas
mediante RMN (Hilge et al., 2006). El dominio Calx-B de B4 (989-1107) se expreso
insoluble en E. Coli como proteina de fusiéon con una cola de poli-His. Se purific6 en
condiciones desnaturalizantes y se repleg6 por dilucion rapida. La muestra asi producida

fue apta para analisis cristalogréafico.

La estructura del dominio Calx-B se resolvié por reemplazo molecular empleando un
modelo basado en la estructura del primer dominio de unién de Ca?* del intercambiador
NCX1 (c6digo PDB: 2DPK) (Nicoll et al., 2006). La estructura se refind frente a datos a
1.48 A de resolucion (Tabla R1). La unidad asimétrica de los cristales contiene dos
moléculas de B4 relacionadas por un eje binario no cristalografico. El dimero observado
en el cristal no parece tener relevancia funcional ya que el dominio Calx-B es
monomeérico en solucién, como se determind por cromatografia de exclusion molecular
(resultados no mostrados). Las estructuras de las dos moléculas, que se refinaron de
forma independiente, son practicamente idénticas. Después de superponerlas, la
r.m.s.d. en la posicion de 106 C* entre las dos moléculas es de 0.39 A (la estimacion del
error en las coordenadas de la estructura es 0.17 A). Una de las dos moléculas incluye
siete residuos (1069-1073 y 1106-1107) que en la otra molécula se encuentran

desordenados.

El dominio Calx-B esta formado por 7 hebras B (A-G) (Figura R1). La hebra A presenta
una discontinuidad en el patrén de enlaces de hidrégeno en torno a Q996 y P997, que la
divide en las hebras Al y A2. De forma similar, la hebra G presenta una distorsion
alrededor de P1095, que forma un enlace peptidico en cis con Q1094, que da lugar a las
hebras G1 y G2. Las hebras se organizan en dos laminas B, una formada por las hebras
G1-Al-B-Ey la otra por las hebras D-C-F-G2-A2, que en conjunto adoptan una estructura
de sandwich-B caracteristica del plegamiento de la superfamilia de las

inmunoglobulinas. Los extremos amino y carboxilo se encuentran en lados opuestos del
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eje longitudinal de la estructura, que tiene forma de cilindro de ~50 A de altura y ~24 A

de diametro.

Tabla R1.- Resumen del analisis cristalografico del domino Calx-B de la integrina 4.

Estructura

Cristalizada en presencia

Incubada en presencia

Nativa de 2mM Ca** de 10 mM Ca**

Coleccion de datos

Grupo espacial P2,2,2, P2,2,2, P2,2:2;

Dimensiones de celda: a, b, ¢ (A) 50.3, 51.7, 87.5 50.3, 51.7, 87.4 50.3, 51.7, 87.4

Longitud de onda (A) 1.5418 1.5418 1.5418

Resolucion (A) 1.48(1.54-1.48)" 1.61(1.69-1.61)" 1.40 (1.50 - 1.40)*

Reflexiones Unicas 38089 (3644)°% 30229 (4045)% 44715 (7607)*

Redundancia 13.4(11.3)% 9.2(8.3)% 12.7(10.7)%

Completitud (%) 98.3(85.4)° 98.1(88.1)° 98.1(91.1)°

R meas ° (%) 5.3(31.2)° 9.3(33.8)° 8.3(24.5)°

<l/ol> 29.5(8.6)° 17.1(6.6)° 20.5(9.9)°

Estadisticas de refinado

Rango de resolucion (A)

26-1.48(1.52-1.48)°

20-1.60(1.66 - 1.60)*

22 -1.40 (1.44 - 1.40)°

Reflexiones Unicas, work / free 36177 /1911 28711/ 1515 42471/ 2229
R work (%) 15.5(20.4)* 17.2(21.7)* 18.2 (22.3)*
R free (%) 18.9(24.8)° 21.3(26.1)° 21.2(23.9)°
N° de &tomos
Proteina 3783 [1903] ¢ 3742 [1878]° 3803 [1913] €
Solvente 334 296 308
Valor B promedio (A
Grafico de Wilson 14.8 114 9.9
Proteina 19.5/20.7 17.4/18.6 18.6/18.8
Solvente 29.0 25.8 26.5
Desviaciones cuadraticas medias
Longitudes de enlace (A) 0.008 0.010 0.007
Angulos de enlace (°) 0.960 1.273 0.909
Factores B cadena 1.67 2.14 1.54
principal (A%
Factores B cadenas laterales 4.47 4.49 4.01
(A9
Regiones mapa Ramachandran
favorecidas 246 (98.8%) 211 (97.7%) 214 (98.6%)
adicionalmente permitidas 3 (1.2%) 5(2.3%) 3 (1.4%)
no permitidas 0 0 0
Caédigo PDB 3FQ4 3HBA 3FSO

% Valores para la zona de alta resolucion

® Factor R independiente de la multiplicidad (Diederichs and Karplus, 1997)

° El nimero de atomos excluyendo los &tomos de hidrégeno se muestra entre corchetes
4 valores dados para cada cadena de la proteina

¢ valores calculados con MOLPROBITY (Lovell et al., 2003)
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Figura R1.- Estructura cristalografica del dominio Calx-B de B4. (A) Representacion esquematica
de la regién citoplasmatica de B4, el dominio Calx-B se resalta sobre fondo negro. (B) Dos vistas
ortogonales de la representacion en cintas de la estructura cristalografica del Calx-B de p4. Las
hebras que forman cada una de las laminas B del dominio se muestran en el mismo color. La
parte del lazo EF que esta desordenada en la estructura se representa con trazo discontinuo. (C)
Diagrama de topologia del dominio Calx-B de B4. Cada tridngulo representa una hebra B que
estan coloreadas como en el panel B.
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1.2.- Comparacién del dominio Calx-B de B4 con los dominios de union a Ca?" del NCX1

La superposicion del dominio Calx-B de B4 con las estructuras de los dominios CBD1 y
CBD2 del intercambiador NCX1, obtenidas mediante NMR y cristalografia, revela un alto
grado de conservacion de las hebras que forman la estructura de sandwich-B (Figura R2).
La r.m.s.d. para el conjunto de 100 C* comunes usados en la superposicién por parejas
de los CBDs sobre el dominio Calx-B de B4 varia entre 0.85 y 1.65 A (Tabla R2). La
similitud estructural esta correlacionada con la conservacion a nivel de secuencia. El
dominio Calx-B de B4 tiene un 33 % y un 27 % de identidad de secuencia con los
dominios CBD1 y CBD2 de NCX1, respectivamente. La secuencia de B4 contiene 18
residuos que estan conservados en CBD1 y CBD2 de NCX1 (Figura R2C), los cuales
incluyen: 11 residuos ocluidos en el interior del sandwich-B (F994, R1014, V1024, T1028,
A1033, D1038, F1048, V1059, F1079, L1092 y 11102), tres glicinas que participan en giros
del esqueleto polipeptidico (G1031 y G1093) o en una ligera distorsién de la hebra-g D
(G1044) y tres residuos expuestos en la superficie de la estructura (T1032, E1052 Y
K1055) cuyas cadenas laterales participan en interacciones intramoleculares. Por tanto,
este nlcleo de residuos conservados contribuye a la estabilidad estructural del dominio
Calx-B. Ademas, B4 tiene otros 21 y 14 residuos conservados en CBD1 y CBD2,
respectivamente. Por lo tanto, las similitudes no redundantes del dominio Calx-B de B4
con el CBD1 y el CBD2 de NCX1 sugieren que el dominio de B4 divergié durante la

evolucion antes de la duplicacion de los CBDs en el NCX.

Tabla R2.- Comparacion estructural del Calx-B de B4 con los CBDs del intercambiador de
Na'/Ca®* NCX1.

r.m.s.d.? de C* con el Calx-p de 4 (A)

Dominio Método Ccodigo PDB Molécula A® Molécula B ®
CBD1, ca?* -unido RMN 2fws 1.65 1.64
CBD1, Ca®* -unido Cristalografia 2dpk 0.88 0.85
CBD2, ca?* -unido RMN 2fwu 1.33 1.45
CBD2, Ca** -unido Cristalografia 2qvm 0.91 1.05
CBD2, Ca** -libre Cristalografia 2qvk 1.01 1.10

#Un conjunto de 100 atomos C* equivalentes se usaron en todas las comparaciones.
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Figura R2.- Comparacion del dominio Calx-B de B4 con los dominios de unién a Ca®* del
intercambiador de Na’/Ca®* NCX1. (A) Superposicion del trazado de C* del dominio Calx-p de p4
(azul) y las estructuras determinadas mediante RMN (naranja; codigo PDB: 2FWS) y cristalografia
(rojo; codigo PDB: 2DPK) del CBD1 de NCX1. (B) Superposicion del trazado de C* del dominio
Calx-B de B4 (azul) y las estructuras por RMN (naranja; codigo PDB: 2FWU) y cristalografica (rojo;
c6digo PDB: 2QVM) del CBD2 de NCX1 en presencia de Ca®* y en ausencia de Ca*" (morado;
codigo PDB: 2QVK). Los iones Ca®* presentes en las estructuras cristalogréficas del CBD1 y del
CBD2 se representan como esferas rojas. Todas las estructuras de A y B se superpusieron
simultdneamente usando un método de maxima probabilidad. (C) Alineamiento de secuencias
basado en el alineamiento de estructuras del dominio Calx-B de 4 (ITB4) y los dominios CBD1 y
CBD2 de NCXL1. Los elementos de estructura secundaria en la estructura de B4 se indican encima
de las secuencias, utilizando los mismos colores que en la figura R1. Los residuos implicados en la
coordinacion de los iones Ca’* en las estructuras de CBD1 y CBD2 estan destacados en cajas rojas
y sus numeros se muestran debajo de las secuencias; los nimeros de los residuos equivalentes
de B4 se muestran encima de las secuencias. Los residuos conservados en B4 y CBD1 o CBD2 se
resaltan en cajas amarillas.
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Las principales diferencias entre el dominio Calx-B de B4 y los dominios de NCX1 se
localizan en los lazos BC, EF y FG. En los tres dominios el lazo BC esté estabilizado en sus
extremos por un puente de hidrégeno entre el grupo guanidinio de una Arg conservada
(R1014 en B4, R396 en CBD1 y R527 en CBD2) y el carbonilo de un residuo (G1020 en B4)
al final del lazo (Figura R3-A). A pesar de esta caracteristica en comun, el lazo BC adopta
conformaciones diferentes en estos tres dominios Calx-B. La estructura del lazo BC esta
condicionada en parte por las interacciones que establece con el extremo amino, que en
B4 incluye un enlace de hidrogeno entre el nitrogeno de D1018 (lazo BC) y el grupo
carboxilo de D990 (extremo amino). En B4 el lazo FG es mucho mas corto que en CBD1y
CBD2 de NCX1, en los que este lazo contiene 20 y 39 residuos, respectivamente. El lazo
FG de B4 forma un giro B de tipo I" (Figura R3-B). La presencia de G1089, que ocupa la
region y, del grafico de Ramachandran (y=94°, y=1°), en la posicién i+2 favorece la
formacion de este giro de tipo I” (Hutchinson and Thornton, 1994). En el lado opuesto
del sdndwich-B, el lazo EF es seis residuos més largo en g4 que en los CBDs de NCX1. El
lazo EF no participa en contactos con otras moléculas de la celda del cristal de B4 y esta

parcialmente desordenado, sugiriendo que tiene una gran variabilidad conformacional.
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Figura R3.- Estructura de los lazos BC, DE y FG de B4. (A) Vista detallada del lazo BC (amarillo).
La cadena lateral de R1014 juega un papel central en la estabilizacién del lazo BC (amarillo)
mediante la formacion de puentes de hidrégeno con G1020 y con el esqueleto polipeptidico del
lazo DE (rosa). D990 en la regién N-terminal (gris) forma un enlace de hidrégeno con el
nitrégeno de D1018 en el lazo BC. (B) Vista detallada de la orquilla-B en el lazo FG. La posicion
relativa de los residuos que forman el giro-B tipo I’ (1087-1090) se indican entre paréntesis. Los
enlaces de hidrégeno se muestran en linea de puntos.
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1.3.- Anélisis del pseudo-sitio de unién a Ca** del dominio Calx-B de 4

Los sitios de unién a Ca®* de CBD1 y CBD2 en NCX1 estan formados por residuos cidos
localizados en los lazos AB, CD y EF y en la regién C-terminal tras la hebra G (Figura R4).
D1038y D1104 en B4 ocupan posiciones equivalentes a D421 y D498 en CBD1, y D552 y
E648 en CBD2, los cuales participan en la coordinacién de iones Ca?*. Por el contrario,
otros residuos &cidos que contribuyen al sitio de unién de Ca?* en el CBD1 (E385, D447 y
E451) y CBD2 (E516, D578 y E582) de NCX1 estan sustituidos en B4 por residuos bésicos
o hidrofébicos: R1003, L1064 y R1074.

La cadena lateral de R1003 se localiza en el centro de esta region y su grupo guanidinio
ocupa posiciones similares a las de los iones Ca?* en los CBDs de NCX1. La cadena lateral
de R1003 adopta conformaciones ligeramente diferentes en las dos moléculas Calx-f
presentes en la unidad asimétrica. En una de las moléculas el grupo guanidinio de R1003
forma un puente salino con D1104 y un puente de hidrégeno con el carbonilo de 11002.
En la otra molécula R1003 forma un puente salino con D1038 y un enlace de hidrégeno
con el carbonilo de L1062. D1038 forma a su vez un puente salino con R1077, que es
similar al formado entre D552 y K585 en la estructura libre de Ca** del CBD2 de NCX1
(Figura R4-D). La cadena lateral de R1074, que en el alineamiento de secuencia equivale
a E451 en CBD1y a E582 en CBD2, esta orientada hacia afuera del pseudo-sitio de unién
a Ca®"y no participa en ninglin contacto intramolecular. En resumen, los sitios de unién
a Ca** de otros dominios Calx-B no estan conservados en B4, donde existen
interacciones de compensacion de carga que parecen favorecen la estabilidad en

ausencia de cationes.
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Figura R4.- Estructura de la region de B4 equivalente a los sitios de union de Ca*" en NCX1. (A)
Representacion estereoscépica de los lazos A'B 'y EF y de residuos proximos de B4 en la molécula
A de la unidad asimétrica de los cristales. Se muestran las cadenas laterales de los residuos que
ocupan posiciones equivalentes a los residuos de NCX1 implicados en la unién de Ca®*. R1003 se
model6 con ocupancia parcial (refinada a 0.91) y se asign6 a una conformacion alternativa
distinta a la de la molécula de agua 156, la cual se encuentra a 1.8 A del &tomo NH1 de R1003.
(B) Representacion en estéreo de la misma region de la molécula B en la unidad asimétrica. En
esta molécula R1003 forma un puente salino con D1104. Las estructuras cristalinas de los sitios
de unién a Ca®* de CBD1 y CBD2 de NCX1 se muestran en (C), (D) y (E). Estos incluyen: (C) el
CBD1 con Ca* unido; (D) el CBD2 con Ca?* unido y (E) el CBD2 en ausencia de Ca®". Los residuos
de B4 equivalentes a aquellos de NCX1 se indican entre paréntesis en (C), (D) y (E). Los contactos
polares se representan con lineas discontinuas.
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La primera estructura cristalografica del dominio Calx-B de B4 se obtuvo en ausencia de
Ca®*. Por tanto, a pesar de la falta de conservacion del sitio de unién a Ca?*, no podiamos
excluir que B4 pueda unir Ca®* mediante mecanismos no candnicos. Por ejemplo, el lazo
EF contiene dos residuos &cidos, E1066 y D1068, que podrian participar en la unién a
Ca®. Con el fin de estudiar esta posibilidad, determinamos dos estructuras adicionales
del dominio Calx-B a 1.61 y 1.40 A de resolucién usando cristales crecidos en presencia
de 2 mM Ca®* y cristales crecidos sin calcio pero incubados en presencia de 10 mM de
CaCl,, respectivamente. Sin embargo, ni los cristales obtenidos en presencia de Ca’* ni
los incubados con Ca®" contienen cationes ordenados. No se apreciaron diferencias
significativas en el pseudo-sitio de unién a Ca®*, incluyendo las moléculas de solvente
ordenadas, entre la estructura nativa, la estructura cristalizada en presencia de Ca*" y la
estructura incubada con CacCl, (Figura R5). Es poco probable que la ausencia de calcio
ordenado en la estructura se deba al bloqueo del sitio de union a calcio durante la
cristalizacion. Esto se debe a tres razones. (i) La region de pseudo-sitio de unién a Ca®*
de B4 es accesible desde los canales del solvente del cristal. (ii) El pseudo-sitio de union
no participa en contactos con otras moléculas del cristal. (iii) La libertad conformacional
observada en el lazo EF sugiere que éste podria adaptarse para unir cationes sin
perturbar el empaquetamiento del cristal. En resumen, la ausencia de Ca’* ordenado en
presencia de 2 0 10 mM de CaCl; sugiere que el dominio Calx-f de B4 carece de un sitio

funcional de unién a Ca*'.
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A

Figura R5.- Vistas estereoscopicas de los mapas OMIT de recocido simulado en los pseudos-
sitios de unién a Ca® de estructuras de B4. (A) Estructura de la molécula A de la unidad
asimétrica de los cristales nativos. (B) Estructura de la molécula B de la unidad asimétrica de los
cristales nativos. (C) y (D) muestran la estructura de la molécula A y de la molécula B en
presencia de 2 mM Ca?*, respectivamente. Cada mapa (2mFobs—DFcalc, contorno a 1c) se
calculé después de llevar a cabo una ronda de refinado usando recocido simulado (temperatura
inicial de 5000 K) de modelos en los cuales las regiones mostradas en la figura se eliminaron. No
se observaron diferencias significativas en la cadena de la proteina y del solvente entre
moléculas equivalentes de las estructuras del nativoy co-cristalizada en presencia de Ca**,
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Con el fin de comparar los resultados cristalograficos con datos obtenidos en solucion,
se analizd el efecto del Ca?* en la estabilidad térmica del dominio Calx-B de P4
empleando un ensayo basado en fluorescencia. El perfil de desnaturalizacion térmica del
Calx-B de B4 en ausencia de cationes ex0genos se caracteriza por una transicion a una
Tm de 62 °C (Figura R6). Después del proceso de desnaturalizacion inicial, las muestras
se enfriaron y se sometieron a un segundo ciclo de calentamiento. La Tm no varia entra
la primera y la segunda curva de fusion, sugiriendo que la desnaturalizacion térmica de

B4 es reversible y se puede considerar como un proceso de equilibrio.

No se observaron cambios significativos en la Tm de B4 en presencia de 10 mM CacCl,.
Esto sugiere que el Calx-B no une Ca®* ya que la unién de cationes al estado nativo lo
estabilizaria elevando la Tm, tal como se observa en la estabilizacién térmica inducida
por Ca®* de proteinas que si lo unen, como el dominio C2 de la proteina quinasa C a, BlI
(Torrecillas et al., 2004) y los dominios extracelulares 1y 2 de E-caderina (Volkov and
Svergun, 2003). La Tm del Calx-B tampoco varié en experimentos control en presencia
de 5 mM EDTA, por lo que se puede excluir que la estabilizacién se deba a Ca®* residual

unido durante la expresion o purificacion.

Asi mismo se analizd de forma directa la posible union de Ca?* al dominio Calx-B de p4
mediante dialisis de equilibrio combinada con la determinacién de Ca** por ICP-OES. El
nimero de iones Ca®* unidos por molécula de Calx-B a concentraciones de Ca®* libre de
155, 390 y 816 uM fueron 0.03, 0.02 y 0.13 respectivamente. Por tanto, la ausencia de
Ca® ordenado en presencia de 2 mM CaCl, es debida a la carencia de un sitio funcional
de unién a Ca®*. En resumen, los datos cristalograficos, de desnaturalizacion térmicay de

diélisis de equilibrio apoyan que el dominio Calx-B de B4 no une Ca*".
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Figura R6.- Desnaturalizacion térmica del
dominio Calx-p de p4. (A) Curvas
representativas de la desnaturalizacion del
Calx-B silvestre (azul) y de los mutantes
puntuales R1003A (rosa) y R1003E (verde)
en 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NacCl. Las
lineas continuas corresponden a la primera
rampa de calentamiento, mientras que las
curvas de trazo discontinuo corresponden a
la segunda rampa de desnaturalizacion
efectuada tras enfriar las muestras. (B)
Desnaturalizacion en 50 mM HEPES (pH 7.5),
150 mM NaCl, 5 mM EGTA y (C) en 50 mM
HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM CaCl,.

Tabla R3.- Temperaturas de desnaturalizacion del dominio Calx-B y de mutantes puntuales.

Tm (°C)
Solucioén Wt R1003A R1003E
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM Nacl. 62 59 54
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM EGTA 62 59 54
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM CacCl, 62 59 54

# secuencia silvestre
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1.4.- Papel de R1003 en la estabilidad de dominio Calx-B de B4

La estructura sugiere que R1003 es un residuo clave para mantener la estabilidad del
pseudo-sitio de unién del Calx-p de B4. Con el fin de evaluar la contribucién de R1003 se
comparo la estabilidad térmica de la proteina silvestre y de dos mutantes de B4 en los
que se sustituyd R1003 por Ala y Glu (Figura R6). La desnaturalizaciéon del mutante
R1003A se produce con una Tm de 59 °C, que es 3 °C menor que la Tm de la proteina
silvestre (Tabla R3). Como los CBDs de NCX1 tienen un Glu en la posicion equivalente a
R1003, se analiz6 el efecto de sustituir R1003 por un residuo &cido. La desnaturalizacién
térmica del mutante R1003E presenta un valor de Tm de 54 °C, que es 8 °C menor que la
proteina silvestre y 5 °C mas baja que en el mutante R1003A. La Tm de R1003E no se
modifica por la presencia de 10 mM de CaCl,, sugiriendo que esta sustitucion simple no
es suficiente para recrear el sitio de unién a Ca** debido a la falta de conservacién de
secuencia en el lazo EF entre B4 y los CBDs de NCX1. En resumen, la presencia de un

residuo basico en la posicion 1003 contribuye a la estabilidad del dominio Calx-B de 4.

2.- Estructura de la region Fnlll-3,4 de la integrina B4 y su interaccién con BPAGle
2.1.- Estructuras cristalogréaficas de los dominios Fnlll-3 y Fnlll-4 aislados.

Con el fin de elucidar la estructura de la region Fnlll-3,4 de la integrina B4 se generaron
cuatro construcciones de esta region (Figura R7). El fragmento 1457-1666 contiene el
tercer y cuarto dominios Fnlll (Fnlll-3,4). El fragmento 1436-1666 ademas de la region
Fnlll-3,4 contiene la parte final del segmento conector (CS) que precede al Fnlll-3. El
fragmento 1457-1548 corresponde al Fnlll-3 aislado y el fragmento 1572-1666 al Fnlll-4.
La numeracién de la secuencia corresponde a la isoforma beta-4A (Uniprot 16144-2)
(Suzuki and Naitoh, 1990). Estas cuatro proteinas se expresaron solubles en E. coli como
proteinas de fusion con una cola de poli-His en el extremo amino y se purificaron
mediante cromatografia de afinidad. Las cuatro construcciones se sometieron a ensayos
de cristalizacion obteniéndose cristales del Fnlll-3 (1457-1548) y del Fnlll-4 (1572-1666),

los cuales permitieron elucidar las estructuras de estos dos dominios.
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Figura R7.- Fragmentos de la interina B4 empleados para el estudio de la region Fnlll-3,4. (A)
Organizacion de la region citoplasmatica de B4 y los limites de cada dominio. (B) Construcciones
utilizadas para el estudio de B4 y los limites de secuencia de cada una de ellas.

2.1.1.- Estructura cristalografica del dominio Fnlll-3

Los cristales del dominio Fnlll-3 (residuos 1457-1548) difractaron a una resolucion
méaxima de 1.60 A de resolucion. Los cristales del Fnlll-3 pertenecen al grupo espacial
12:2,2; siendo las dimensiones de celda unidad: a= 66.7 A, b=68.3 Ay c=88.4 Ay
a=P=y=90° (Tabla R4), que corresponden con un volumen de 403150 A®. Considerando la
masa molecular del Fnlll-3 (10825.2 Da) y el niumero de operaciones de simetria
correspondientes a este grupo espacial (Z=8), era razonable que la unidad asimétrica
contenga dos moléculas de Fnlll-3 que corresponden a un contenido de disolvente del
47 %y un valor del coeficiente de Matthews (Vi) de 2.33 A®Da ™.
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Tabla R4.- Resumen del anélisis cristalografico del dominio Fnlll-3 (1457-1548).

Coleccién de datos

Grupo espacial 121212,
Dimensiones de celda: a, b, ¢ (A) 66.7, 68.3, 88.4
Longitud de onda (A) 1.5418
Resolucion (A) 1.61(1.69-1.61)*
Reflexiones Unicas 26721 (3672)°
Redundancia 9.0(8.1)°
Completitud (%) 98.6 (91.2)°

R meas ° (%) 3.9(31.3)°

<l /ol> 41.7 (7.7)

Estadisticas de refinado

Rango de resolucion (A)

33.4-1.61(1.66-1.61)°

Reflexiones Unicas, work / free 25369 / 1340
R work (%) 15.0 (17.7)*
R free (%) 18.3(21.7)%
N° de &tomos
Proteina 3296 [1666] ©
Solvente 221
Sulfatos 10
PEGs 38
Valor B promedio (A?)
Grafico de Wilson 14.2
Proteina ¢ 13.7/15.1
Solvente 25.2
Sulfatos 17.3
PEGs 26.7
Desviaciones cuadraticas medias
Longitudes de enlace (A) 0.010
Angulos de enlace (°) 1.333
Factores B cadena principal (Az) 0.98
Factores B cadenas laterales (Az) 3.73
Regiones mapa Ramachandran °
favorecidas 241 (98.9 %)
adicionalmente permitidas 3(1.1%)
no permitidas 0

% Los valores para la zona de alta resolucion se indican entre paréntesis.

® Factor R independiente de la multiplicidad (Diederichs and Karplus, 1997).

° El nimero de atomos excluyendo los &tomos de hidrégeno se muestra entre corchetes.
4 valores dados para cada cadena de la proteina.

¢ Valores calculados con MOLPROBITY (Lovell et al., 2003).

La estructura se fase6 mediante reemplazo molecular. Se utilizé un modelo de
homologia creado a partir de la estructura cristalografica del Fnlll-2 de B4 (c6digo PDB:
1QG3) (de Pereda et al., 1999). Se localizaron dos copias del modelo de blsqueda en el
grupo 12;2;2;, y no se obtuvo ninguna solucién aceptable de la funcion de translacién en

el grupo espacial 1222. La estructura se refino frente a datos de difraccion a 1.61 A de

83



Resultados

resolucion. Las dos moléculas del Fnlll-3 se refinaron de forma independiente. Durante
el refinado se utilizaron dos grupos TLS que correspondian a cada una de las moléculas;
la subdivision en un mayor nimero de grupos TLS no mejoro6 el refinado. Dos densidades
electrénicas con forma tetraédrica cuyos centros corresponden a picos en el mapa de
diferencias andmalas se modelaron como iones sulfato. Una densidad en forma de
herradura se model6 como una molécula de pentaetilenglicol (1PE). Adicionalmente se
observaron dos segmentos de densidad electrénica que se modelaron como moléculas
de polietilenglicol (PEG). Una de ellas junto a la molécula A, entre H1503 y R1504 y la
otra proxima a la molécula B, cercana a la region entre P1486 y Q1488. Dos densidades
electronicas proximas a la molécula B se modelaron como etilenglicol (EDO). Nueve
residuos en la molécula A (N1459, L1474, V1476, E1493, 11507, S1514, R1531, E1536 y
E1541) y once en la molécula B (M1456, T1460, S1467, L1474, S1477, S1491, N1498,
11507, D1519, V1527 y E1541) se modelaron en dos conformaciones alternativas, y sus
ocupancias se refinaron. En ambas moléculas se modelaron todos los residuos de la
region 1457-1548. Ademas, en la molécula A se observa densidad electronica en el
extremo amino en la que se modelaron tres residuos adicionales (SHM) de la secuencia
GSHM codificados por el vector. En la molécula B s6lo se introdujo el residuo adicional M
por la misma razén. El modelo final también contiene 221 moléculas de solvente. El
modelo presenta una geometria excelente con un 98.8% de los angulos de torsién de la
cadena principal localizados en regiones favorables del grafico Ramachandran y el 1.2%

en regiones adicionalmente permitidas (Figura R8).
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Figura R8.- Diagrama de Ramachandran de la estructura del dominio Fnlll-3 de B4.

Las dos moléculas de Fnlll-3 presentes en la unidad asimétrica son practicamente
iguales. Tras superponer las dos copias del Fnlll-3, la r.m.s.d. en la posicion de 332
atomos de la cadena principal empleados en la superposicion es 0.596 A. El Fnlll-3
presenta la estructura general caracteristica del plegamiento de los dominios Fnlll
formado por dos laminas-g empaquetadas en una estructura de sandwich-g (Campbell
and Spitzfaden, 1994). Una de las laminas-B esta formada por 3 hebras (A, B y E)
mientras que la otra lamina consiste en 4 hebras (C, C’, Fy G). La hebra G esta dividida
en dos segmentos: G1y G2. Los extremos amino y carboxilo del dominio se encuentran

en los polos opuestos del eje longitudinal de la estructura (Figura R9).
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Figura R9.- Estructura cristalogréafica del dominio Fnlll-3 de B4. (A) Representacion esquematica
de la region citoplasmatica de B4 en la que se resalta la posicion del dominio Fnlll-3. (B) Dos
vistas ortogonales de la representacion en cintas de la estructura cristalografica de la region
Fnlll-3. Las hebras que forman cada una de las l&minas B del dominio se muestran en el mismo
color. (C) Diagrama de topologia de la estructura del dominio Fnlll. Los triangulos representan las
hebras B que estan coloreadas como en el panel B.

En la base de datos PDB se encuentra depositada una estructura del Fnlll-3 de B4 en
solucion resuelta mediante RMN (codigo 2YRZ). La estructura cristalografica y de RMN
son globalmente muy similares entre si (Figura R10A). Tras superponer cada uno de los
20 modelos de la estructura de RMN sobre cada una de las dos moléculas de la unidad

asimétrica de la estructura cristalogréfica, la r.m.s.d. calculada para la posicion de los Ca
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de la region 1457-1548 oscila entre 0.68 A y 0.93 A. A pesar de la similitud global se
observa una marcada diferencia en la cadena principal del segmento 1467-1469, que
forma parte de la hebra A. En la estructura de RMN los grupos carbonilo de S1467,
A1468 y L1489 estan orientados en sentido opuesto a como se observa en la estructura
cristalografica (Figura R10B-C). Como resultado de la orientacion de los enlaces
peptidicos en esta regién, en la estructura 2YRZ la hebra A no forma puentes de

hidrégeno con la hebras B en la region 1466-1475.

RMN

CRISTAL

Figura R10.- Comparacion de las estructuras del Fnlll-3 determinadas mediante cristalografia y
RMN. (A) Superposicion de los trazados de Ca de la estructura cristalogréfica (azul) y de RMN
(naranja). Se ha numerado uno de cada 10 residuos. La regién indicada por un rectangulo de
lineas discontinuas se muestra en detalle en los paneles B y C. (B) Detalle de la parte de las
hebras A y B en la estructura cristalogréfica. Los puentes de hidrégeno se indican mediante
lineas discontinuas. Sobre el modelo se muestra un mapa de densidad electronica 2mFobs-
DFcalc, calculado tras refinar mediante recocido simulado un modelo en el que se habia omitido
la region 1466-1475. (C) Detalle de la seccion equivalente a la mostrada en B en la estructura
determinada mediante RMN. Se indican con flechas los grupos carbonilo que muestran una
orientacion marcadamente diferente a la observada en el cristal.

2.1.2.- Estructura cristalografica del dominio Fnlll-4

La estructura del dominio Fnlll-4 (1572-1666) se resolvi6 mediante remplazo isomorfo
simple con dispersion andmala (SIRAS) empleando datos de un cristal nativo y de un
cristal derivatizado con el compuesto mercurial EMTS. El cristal nativo difracté a una

resolucion maxima de 1.80 A, mientras que el cristal con mercurio difracté a 1.95 A de
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resolucién (Tabla R5). Los cristales nativo y derivatizado son isomérficos y pertenecen al
grupo espacial P4:2:2 con unas dimensiones de celda unidad a=56.9 A, b=56.9 A, y
c=78.3 A. Teniendo en cuenta el volumen de la celda unidad (253618 A%, la masa
molecular del Fnlll-4 (10589.5 kDa) y el numero de operaciones de simetria
correspondientes al grupo espacial (Z=8) se estim6 que la unidad asimétrica contenia
probablemente una Unica molécula del Fnlll-4. Esto corresponde a un contenido de

solvente de ~59 %y a un coeficiente de Mathews de 2.99 A*Da ™.

Tabla R5.- Resumen del anélisis cristalografico del dominio Fnlll-4 (1572-1666).

Nativo 1 mMEMTS
Coleccion de datos
Grupo espacial P4,2,2 P4,2,2
Dimensiones de celda: a, b, ¢ (A) 56.9, 56.9, 78.4 56.9, 56.9, 78.4
Longitud de onda (A) 1.5418 1.5418
Resolucion (A) 1.80(1.90-1.80)% 1.95(2.05-1.95)%
Reflexiones Gnicas 11858 (1632)* 17812 (2490)*°
Redundancia 19.7 (20.1)? 15.0 (14.6)*
Completitud (%) 95.0(89.5)° 99.6 (99.9)°
R meas ° (%) 5.2(60.9)° 7.2(42.0)°
<1/ ol> 45.1(7.8)° 32.4(8.8)°
Riso “ (%) 34.4
Potencia de faseado (iso acent / iso cent / ano) 2.38/2.06/2.36
Figura de mérito SHARP (acent / cent) 0.59/0.51
Estadisticas de refinado
Rango de resolucion (A) 20-1.80(1.98-1.80)°
Reflexiones unicas, work / free 11284 /571
R work (%) 19.2 (22.0)*
R free (%) 23.1(27.0)°
N° de &tomos
Proteina 1521 [771]°
Solvente 83
Valor B promedio (A
Grafico de Wilson 23.8
Proteina 34.7
Solvente 34.6
Desviaciones cuadraticas medias
Longitudes de enlace (A) 0.007
Angulos de enlace (°) 1.110
Factores B cadena principal (Az) 2.78
Factores B cadenas laterales (Az) 6.20
Regiones mapa Ramachandran '
favorecidas 105 (97.2 %)
adicionalmente permitidas 3 (2.8 %)
no permitidas 0

Valores para la zona de alta resolucion.

® Ntimero de reflexiones manteniendo los pares de Bijvoet separados.

¢ Factor R independiente de la multiplicidad (Diederichs and Karplus, 1997).

4 Riso = S| |Fder|-|Fnat] |/3|Fnat|, donde Fder es el factor de estructura del derivado con dtomos pesados
y Fnat el factor de estructura del cristal nativo de la proteina.

¢ El nimero de &tomos excluyendo los &tomos de hidrogeno se muestra entre corchetes.

"Valores calculados con MOLPROBITY (Lovell et al., 2003) .
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La subestructura de &tomos de Hg del cristal derivatizado se resolvid inicialmente con los
programas SHELX C/D/E (Schneider and Sheldrick, 2002) y se refin6 seguidamente con
SHARP (Bricogne et al., 2003). Dicha subestructura se caracteriza por un &tomo de Hg
con alta ocupacion, que posteriormente se observo que se localiza junto al grupo tiol de
la Unica Cys presente en el Fnlll-4 (C1608). Ademas se detectaron otros tres Hg con baja
ocupacion (<10 % de la del primer Hg). Las fases calculadas con SHARP se mejoraron y
extendieron hasta 1.8 A usando los programas Solomon (Abrahams and Leslie, 1996) y
DM (Cowtan, 1994). Utilizando estas fases se calculd6 un mapa de una calidad
excepcional (Figura R11) que permitio6 la construccion automatica de 94 residuos de los

99 de la molécula empleando el programa ARP/WARP (Langer et al., 2008).

@@

\ 1664

E1659 =L ! A {P1576

\ y
R1658 "

Figura R11.- Mapa de densidad electronica del dominio Fnlll-4 calculado con fases estimadas a
partir de SIRAS. El mapa se calcul6 combinando las amplitudes observadas para el cristal nativo
con las fases derivadas de SIRAS, tras mejorarlas con métodos de modificacion de densidad. Se
muestra una region del mapa, a nivel de 1 o, en torno a las hebras A y G2 del Fnlll-4. Se muestra
superpuesto el modelo refinado de esta regién de la estructura.
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La estructura se refiné frente a datos nativos a 1.80 A de resolucion de forma anéloga a
como se refind la estructura del Fnlll-3, con pequefias diferencias. En este caso se refind
un unico grupo TLS. Cinco residuos se modelaron en dos conformaciones alternativas
(Q1588, E1609, M1610, T1618 y N1639) y sus ocupancias se refinaron. La unidad
asimétrica contiene una molécula del Fnlll-4, en la cual se modelaron todos los residuos
de la region 1572-1666 y dos residuos adicionales (His-Met) en el extremo amino. El
modelo incluye ademas 81 moléculas de agua. El refinado convergi6 a unos valores de
Rwork Y Riree de 19.2 % y 23.1 % respectivamente. La estructura tiene una geometria
excelente; los angulos de torsion de la cadena principal del 98.9% de los residuos ocupa
las regiones mas favorecidas del mapa de Ramachandran, el 2.1% restante se encuentra
en posiciones adicionalmente permitidas del grafico (Figura R12). La estructura global

del Fnlll-4 es muy similar a la observada en el Fnlll-3 y otros dominios Fnlll (Figura R13).
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Figura R12.- Diagrama de Ramachandran de la estructura del dominio Fnlll-4 de B4.
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Figura R13.- Estructura cristalografica del dominio Fnlll-4 de B4. (A) Representacion
esquematica de la region citoplasmatica de 134, el dominio Fnlll-4 se resalta sobre fondo negro.
(B) Dos vistas ortogonales de la representacion en cintas de la estructura cristalografica de la
region Fnlll-4. Las hebras que forman cada una de las ld&minas B del dominio se muestran en el
mismo color.

2.1.3.- Comparacion de las estructuras de los cuatro dominios Fnlll de la integrina B4

La superposicion simultdnea de las estructuras cristalogréficas de los cuatro dominios
Fnlll de B4 revela un alto grado de conservacién en una amplia region del esqueleto
polipeptidico que incluye las dos ldminas-B y los lazos AB, EF y FG (Figura R14). Por el
contrario los lazos BC, CC’ y C’E, que presentan longitudes variables en los diferentes
dominios Fnlll, son las regiones en las que se observan las mayores diferencias en el

trazado de la cadena polipeptidica.
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Figura R14.- Comparacion de los cuatro dominios Fnlll de B4. (A) Par estereoscopico de los
dominios Fnlll de B4 superpuestos empleando el programa THESEUS que utiliza un método de
maxima similitud. El dominio Fnlll-1 (verde) sobre los dominios Fnlll-2 (naranja), Fnlll-3 (azul) y
Fnlll-4(magenta). Se numeran los Ca de cada décimo residuo del Fnlll-4. (B) Alineamiento de
secuencias basado en la superposicion de las estructuras de los dominios Fnlll. Los elementos de
estructura secundaria se indican en la parte superior y mediante el sombreado da las secuencias
correspondientes, siguiendo el mismo codigo de colores que en las figuras R9 y R11. (C)
Representacion de la r.m.s.d. por residuo. La numeracion corresponde a la posicion en el
alineamiento multiple de secuencia mostrado en B.
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A pesar de que la estructura global de los cuatro dominios Fnlll esta conservada, la
comparacion por pares de estos dominios revela que los esqueletos polipeptidicos del
Fnlll-3 y el Fnlll-4 son méas similares entre si que con el Fnlll-1 o el Fnlll-2 (Tabla R6). La
similitud estructural esta correlacionada con la conservacion de secuencia ya que el
grado de identidad de secuencia entre el Fnlll-3 y el Fnlll-4 (39%) es mayor que entre

cualquier otra pareja de dominios Fnlll de B4.

Tabla R6.- Comparacion por pares de los dominios Fnlll de p4.

Fnlll-1

Fnlll-1 Fnlll-2 Fnlll-3 Fnlll-4
1.690 (Fn1A/Fn2A) | 1.471 (Fn1A/Fn3A)
1.801 (Fn1A/Fn2B) | 1464 (FniA/Fn3g) | 1638 (FnlA)

1.616 (Fn1B/Fn2A)
1.722 (Fn1B/Fn2B)

1.388 (Fn1B/Fn3A)
1.550 (Fn1B/Fn3B)

1.573 (Fn1B)

1.291 (Fn2A/Fn3A)
1.310 (Fn2A/Fn3B)
1.317 (Fn2B/Fn3A)
1.307 (Fn2B/Fn3B)

1.491 (Fn2A) | rm.s.d. (B)°®
Fnlll-2 17%

1.541 (Fn2B)

1.033 (Fn3A)
1.217 (Fn3B)

Fnlll-3 24 % 33%

Fnlll-4 20 % 37% 39%

Identidad de secuencia
% Las estructuras se superpusieron empleando el programa DaliLite (Holm and Park, 2000). Se muestra
lar.m.s.d. en la posicion de los Ca empleados para realizar la superposicion.

El grado de conservacion de secuencia entre los dominios no estd distribuido
homogéneamente en las estructuras Fnlll. Los residuos orientados hacia el interior de la
estructura estdn mas conservados que los expuestos al solvente. Hay 11 residuos
idénticos en los cuatro dominios Fnlll. En el Fnlll-3 estos residuos son: P1461, W1478,
P1481, Y1490, V1492, L1520, Y1526, V1530, A1532, G1537 y G1539. De éstos, todos
excepto G1537 y G1539, forman parte del nucleo hidrofébico encerrado entre las dos
laminas B. La diversidad en los residuos expuestos al solvente entre dominios se pone de
manifiesto en las propiedades electrostaticas diferenciadas de cada dominio Fnlll de B4
(Figura R15).

En resumen, el esqueleto polipeptidico de los dominios Fnlll de B4 estd altamente
conservado pero las caracteristicas de las superficies expuestas al solvente son

especificas de cada dominio.
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Figura R15.- Potencial electrostatico molecular de los dominios Fnlll de B4. Representacion de
la superficie accesible al solvente de cada dominio Fnlll coloreada segin el potencial
electrostatico en dichas superficies. El potencial electrostatico se calculé para cada dominio
aislado con el programa APBS. Se utilizé el campo PARSE (Sitkoff et al., 1994) y se asigno carga
neutra a los extremos amino y carboxilo de cada dominio. La escala de color varia entre -3 kTe™
(rojo) y +3 kTe™* (azul). Las representaciones de la izquierda corresponde a una orientacion con la
lamina-B ABE en el frente. Las otras 3 vistas corresponden a giros progresivos de 90 ° alrededor
del eje vertical.
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2.2.- Estructura en solucion de la region Fnlll-3,4, andlisis mediante dispersion de

rayos-x a bajo angulo (SAXS)

La estructura en solucién de la region Fnlll-3,4 (1457-1666) de B4 se caracteriz
mediante SAXS. Esta técnica facilita informacién sobre el tamafio y la forma de
macromoléculas en solucidn y permite obtener modelos estructurales a baja resolucion.
El andlisis mediante SAXS, que normalmente es complementario a los estudios
cristalogréaficos, ha sido de especial importancia en este caso debido a la imposibilidad

de obtener cristales del fragmento Fnlll-3,4.

El analisis mediante SAXS del fragmento Fnlll-3,4 de B4 se llevé a cabo en varios niveles.
En primer lugar se estimaron los parametros estructurales a partir de los perfiles
experimentales de SAXS. Por otro lado se calcularon las estructuras a baja resolucion
mediante métodos ab initio. Finalmente los datos de SAXS se emplearon para generar y
evaluar modelos atémicos de la region Fnlll-3,4 creados empleando las estructuras

cristalograficas de los dominios Fnlll-3 y Fnlll-4 aislados.

2.2.1.- Caracterizacion estructural de la region Fnlll-3,4 en solucién

Los perfiles de dispersion de la region Fnlll-3,4 se midieron a cuatro concentraciones de
proteina (1, 2, 8 y 16 mg ml™) (Figura R16A). Estos datos se normalizaron para cada
concentracion de proteina y se extrapolaron a dilucion infinita (Figura R16B). Este Gltimo
es superponible con el perfil obtenido para cada una de las concentraciones (tras escalar
por la concentracion), indicando la ausencia de agregaciébn en el rango de
concentraciones de trabajo; ademas no se aprecian grandes diferencias en el radio de
giro (Rg) calculado mediante la aproximacién de Guinier para cada concentracion, que es
lineal para todas las concentraciones medidas, corroborando la buena calidad de los

datos obtenidos.
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Figura R16.- Analisis de la region Fnlll-3,4 mediante SAXS. (A) Perfiles de dispersion
experimentales determinados a varias concentraciones de proteina; de mayor a menor
intensidad: 16, 8, 2, y 1 mg ml™. En el inserto se representan los valores de Rg determinados
mediante analisis de Guinier a cada concentracion de proteina, asi como el valor obtenido a
partir de los datos extrapolados a dilucion infinita. (B) Perfil de dispersion experimental
extrapolado a dilucion infinita. En el inserto se muestra el grafico de Guinier. (C) Gréafico de
Kratky calculado a partir de los datos de SAXS. (D) Funcién de distribucion de distancias
interatdmicas. En negro se muestra la curva correspondiente a la region Fnlll-3,4 y en azul con
linea discontinua la de la region Fnlll-1,2 (datos obtenidos de(Chacon et al., 2000)) para su
comparacion.

El gréafico de Kratky calculado para los datos de dispersion del Fnlll-3,4 muestra una
curva en forma de campana con un maximo bien definido que se aproxima a cero a

valores altos de q (Figura R16C); esta forma es caracteristica de proteinas globulares y
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sugiere que el Fnlll-3,4 en solucién tiene una estructura compacta sin una presencia

significativa de regiones desordenadas.

La masa molecular aparente que corresponde al volumen de exclusién estimado a partir
de los datos de SAXS fue 23.2 kDa. Este valor es similar a la masa molecular del
fragmento Fnlll-3,4 calculada a partir de su secuencia (23591 Da), indicando que la
proteina es un monoémero en solucion. Los datos de dispersion a muy bajo angulo
cumplen la aproximacion de Guinier siendo el Rg 21.1 + 0.12 A; estimado con datos en el

rango 0.56 < gRg < 1.07.

La funcién de distribucion de pares, P(r), tiene forma de campana caracteristica de
particulas compactas (Figura R16D). El Rg estimado en el calculo de la P(r) es 21.1 + 0.5
A. Este valor es igual al obtenido a partir del grafico de Guinier. La dimension maxima
(Dmax), posicion donde la funcion P(r) vuelve a ser cero para valores altos de r, es de 65
A. EIRg y la Dmax del Fnlll-3,4 contrastan con los descritos para la region Fnlll-1,2 (1126-
1370) a partir del analisis de SAXS (Rg 29 A y Dmax 105 A) (Chacon et al., 2000). La P(r)
de Fnlll-1,2 presenta un maximo a distancias cortas y una cola que se extiende hasta
valores altos de r; este perfil es caracteristico de una molécula alargada y concuerda con

la estructura cristalogréafica del Fnlll-1,2 (de Pereda et al., 1999).

En resumen, los datos de SAXS indican que la regién Fnlll-3,4 es monomérica en solucion
y que presenta una estructura compacta que difiere significativamente de la estructura

alargada observada para la region Fnlll-1,2.

2.2.2.- Estructura de la regién Fnlll-3, 4 en solucién

A partir de los datos de SAXS se obtuvieron modelos a baja resolucién de la regién Fnlll-
3,4 mediante la utilizacion de métodos ab initio. Para ello se utilizaron los programas
DAMMIN (Svergun, 1999) y DALAI_GA (Chacon et al., 2000), que emplean algoritmos
diferentes. Con cada programa se generaron 10 reconstrucciones independientes. El
valor de promedio de NSD, que es una medida de la similitud entre modelos, para el
conjunto de los 10 modelos generados con DAMMIN es 0.590 + 0.013 (media *

desviacion estandar) y la NSD de los modelos obtenidos con DALAI_GA es 0.637 + 0.018.
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Ningn modelo presenta un valor de NSD alejado del valor medio méas de dos veces la
desviacion estandar. Los bajos valores de NSD indican que cada programa produce
reconstrucciones estables que dan lugar a estructuras muy similares entre si. A partir de
cada conjunto de 10 modelos se calculd una estructura promedio. Las estructuras
promedio calculadas con DAMMIN y DALAI_GA son muy similares entre si, siendo el
valor de NSD entre ellas de 0.617. En resumen, los modelos ab initio generados a partir
de los datos obtenidos por SAXS son muy similares entre si, independientemente del

algoritmo de reconstruccion empleado.

La estructura del Fnlll-3,4 en solucion presenta una forma compacta y plana ligeramente
alabeada con unas dimensiones de aproximadamente 65 A x 45 A x 30 A (Figura R17). La
reconstruccion promediada obtenida con el programa DAMMIF muestra un surco
central que divide la estructura en dos I6bulos de tamafio similar. Sin embargo, este
surco no esta definido en la reconstruccion obtenida con el programa DALAI_GA. Las
estructuras sugieren que existen interacciones laterales entre los dos dominios Fnlll y
que los ejes longitudinales de éstos dominios se encuentran aproximadamente en el
mismo plano. La estructura compacta de Fnlll-3,4 es marcadamente diferente de la
region Fnlll-1,2 que tiene forma alargada o de varilla, con una longitud de ~85 A y una
anchura de ~23 A (de Pereda et al., 2009b; de Pereda et al., 1999).

A . ~65A
E g
| > ¢
90° 90°
B ~ \
- |
.
> <%
90° 90°

Figura R17.- Reconstrucciones de la estructura de la regién Fnlll-3,4 a partir de perfiles de
SAXS. (A) Tres vistas ortogonales de la estructura promedio determinada a partir de diez
modelos generados con el programa DAMMIN. (B) Estructura promedio correspondiente a diez
modelos obtenidos con el programa DALAI_GA. Las tres representaciones en Ay B se muestran
en orientaciones equivalentes y en la misma escala.
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Dado que se disponia de las estructuras cristalogréficas de los dominios Fnlll-3 'y Fnlll-4
en principio se podria pensar en elucidar la estructura de esta region haciendo un ajuste
frente a los datos de SAXS en el que cada dominio Fnlll se trate como un cuerpo rigido.
Sin embargo, no es posible emplear este tipo de ajuste en este caso ya que no se puede
diferenciar el Fnlll-3 del Fnlll-4. Ademas, a la resolucion de los datos de SAXS, cada
dominio Fnlll se asemeja a un esferoide prolato, por lo que no seria posible discriminar
entre las orientaciones relacionadas por la rotacion a lo largo del eje longitudinal, ni

entre las dos orientaciones posibles de los extremos longitudinales de cada dominio.

2.3.- Analisis de la orientacion relativa de los dominios Fnlll-3 y Fnlll-4 mediante SDSL-
EPR-DEER

Con el fin de conocer la orientacion relativa de los dos dominios de la region Fnlll-3,4 se
midieron las distancias entre pares de residuos en el Fnlll-3 y el Fnlll-4. Para ello se
combind marcaje paramagnético dirigido (SDSL) con resonancia paramagnética
electronica de doble electron (EPR-DEER). La espectroscopia DEER permite medir
distancias entre centros paramagnéticos en un rango de 2 a 6 nm, pudiendo llegar en
algunos casos a 8 nm (Jeschke, 2012). En el caso de proteinas que no contienen centros
paramagnéticos en su estructura nativa, como es el caso de la integrina B4, éstos se
pueden introducir mediante el marcaje con sondas paramagnéticas. En este trabajo se
ha empleado la sonda MTSSL que contiene un grupo nitroxido como centro
paramagnético y un grupo metanosulfonato que reacciona con grupos tiol de Cys

formando un enlace disulfuro.

Los estudios de SDSL-DEER se realizaron empleando el mismo fragmento de B4, residuos
1457-1666, que se habia empleado en la caracterizacion mediante SAXS. Con el fin de
introducir la sonda MTSSL en pares de residuos especificos, uno en el Fnlll-3 'y el otro en
el Fnlll-4, se generd una coleccién de mutantes en los que se eliminaron algunas de las
Cys de la proteina silvestre y se introdujeron otras nuevas. La secuencia silvestre de este
fragmento contiene tres Cys. C1483 se localiza cerca del final de la hebra-f B del
dominio Fnlll-3 y su grupo SH se encuentra ocultado mayoritariamente por los lazos BC y

FG1. C1559 se encuentra en centro de la secuencia que conecta los dominios Fnlll-3 y
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Fnlll-4. C1608 forma parte de la hebra-B C del Fnlll-4, su grupo SH se localiza en la

hendidura formada por la hebra C" y el lazo EF y se encuentra expuesto al solvente.

La idea inicial era sustituir las tres Cys naturales y sobre ese triple mutante crear dobles
mutantes, cada uno de ellos con una nueva Cys en cada dominio Fnlll. En todos los casos
se ha sustituido la Cys del conector por Ala (C1559A). Los dobles mutantes
C1483A/C1559A y C1559A/C1608A se expresan solubles en E. coli (Tabla R7). Sin
embargo el triple mutante C1483A/C1559A/C1608A se localiza en la fraccién insoluble
del lisado bacteriano. De igual modo la sustitucion de C1483 o C1608 por Ser en triples
mutantes da lugar a proteinas insolubles. Por lo tanto se crearon mutantes del
fragmento Fnlll-3,4 con una Cys de la secuencia silvestre en uno de los dominios Fnlll y
una nueva Cys en el otro Fnlll. Las nuevas Cys se introdujeron en residuos de la
superficie de los Fnlll identificados a partir del analisis de las estructuras cristalograficas

de los dominios Fnlll-3y Fnlll-4.

Tabla R7.- Mutantes de B4 Fnlll-3,4 (1457-1666) en los que se han sustituido las Cys de la
secuencia silvestre y resultados de la expresion en E. coli.

Localizacion de las mutaciones

Nombre Fnlll-3 conector Fnlll-4 Expresion en E. coli
CX1 C1559A Soluble a 15°
CXx2 C1483A C1559A Soluble a 15°
CXx4 C1559A C1608A Soluble a 15°
CX5 C1483A C1559A C1608A Insoluble
CX6 C1483S C1559A C1608A Insoluble
CX7 C1483A C1559A C1608S Insoluble
CX8 C1483S C1559A Soluble a 15°
CX9 C1559A C1608S Insoluble

CX10 C1483S C1559A C1608S Insoluble

A partir del doble mutante C1483S/C1559A, denominado CX8, se crearon una serie de
mutantes de Fnlll-3,4 que contenian C1608 en el Fnlll-4 y una segunda Cys en diversas
posiciones del Fnlll-3 (Tabla R8). Por sencillez, en los triples mutantes se indican solo las
dos Cys que contienen. Inicialmente se crearon cuatro mutantes: R1485C/C1608 (CX8A),
N1523C/C1608 (CX8B), R1463C/C1608 (CX8C) y R1504C/C1608 (CX8D). R1485 y N1523
se localizan en extremos opuestos del eje longitudinal del Fnlll-3; mientras que R1463 y
R1504 se encuentran lados opuestos en la region ecuatorial de este dominio (Figura

R18). Estos mutantes se expresaron solubles en bacterias y se marcaron con MTSSL.
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Tabla R8.- Mutantes de B4 Fnlll-3,4 (1457-1666) de la serie CX8.

Localizacion de las mutaciones

Nombre Fnlll-3 conector Fnlll-4 Expresién en E. coli
CX8A C1483S, R1485C C1559A - Soluble a 15°
CX8B €1483S, N1523C C1559A Soluble a 15°
CX8C R1463C, C1483S C1559A Soluble a 15°
CX8D €1483S, R1504C C1559A Soluble a 15°
CX8E R1475C, C1483S C1559A Soluble a 15°
CX8F A1468C, C1483S C1559A Soluble a 15°
CX8G T1472C, C1483S C1559A Soluble a 15°
CX8H 14838, L1497C C1559A Soluble a 15°
cxal C1483S, A1511C C1559A Soluble a 15°

N

N1598§{ =

N16/?;?A

A1468
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Figura R18.- Localizacion en la estructura del Fnlll-3 y del Fnlll-4 de los residuos sustituidos por
Cys. Representacion de cintas de las estructuras del Fnlll-3 (A) y del Fnlll-4 (B). Se muestran las
cadenas laterales de los residuos que se han mutado a Cys. Ademas se indica la posicion de
C1483 en el Fnlll-3 y C1608 en el Fnlll-4, presentes en la secuencia silvestre. Todos los residuos
sustituidos por Cys se localizan en la superficie de la estructura.

A partir de los espectros de DEER de los mutantes R1485C/C1608 (CX8A), R1463C/C1608
(CX8C) y R1504C/C1608 (CX8D) se obtuvieron distribuciones de distancias inter-spin con
un pico estrecho mayoritario (Figura R19 y Tabla R9). Sin embargo el mutante
N1523C/C1608 (CX8B) muestra una distribucion de distancias bimodal. N1523 forma
parte del lazo EF y estd muy expuesto al solvente por lo que es posible que la
distribucion bimodal de distancias se deba a una elevada libertad conformacional de
este lazo. A pesar de disponer de tres distancias bien definidas, no es posible asignar la
posicién de C1608 con precision ya que R1463, R1485, R1504 y N1523 se encuentran
aproximadamente en el mismo plano. Con el fin de resolver la ambigiiedad sobre la
posicién de C1608 respecto al Fnlll-3 se crearon cinco mutantes adicionales derivados
del CX8: R1475C/C1608 (CX8E), A1468C/C1608 (CX8F), T1472C/C1608 (CX8G),
L1497C/C1608 (CX8H) y A1511C/C1608 (CX8I). Estos cinco mutantes se expresaron
solubles en bacteria. Las distancias inter-spin obtenidas con los mutantes R1475C/C1608
(CX8E), A1468C/C1608 (CX8F) y A1511C/C1608 (CX8l) muestran distribuciones anchas y
con multiples picos. Esto sugiere que las sustituciones R1475C, A1468C y A1511C o el
marcaje con la sonda MTSSL en estas posiciones causan alteraciones en la estructura del
Fnlll-3 o en la interaccion de éste con el Fnlll-4. Por otro lado se obtuvieron distancias
bien definidas empleando los mutantes T1472C/C1608 (CX8G) y L1497C/C1608 (CX8H).
En conjunto a partir de los mutantes de esta serie CX8 se determinaron cinco distancias
entre centros paramagnéticos que permitieron conocer la posicion de C1608 respecto al
Fnlll-3.
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Figura R19.- Distribuciones de distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-
3,4 de la serie CX8 calculadas a partir de los datos de EPR-DEER.

Tabla R9.- Distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-3,4 de la serie CX8.

Nombre Cys en Fnlll-3 Cys en Fnlll-4 Distancia (A) Comentario

CX8A R1485C C1608 59

CX8B N1523C C1608 29/35 Distribucion bimodal
CX8C R1463C C1608 29

CX8D R1504C C1608 53

CX8E R1475C C1608 42 /48/56  Distribucion ancha, varios picos
CX8F A1468C C1608 28/44 /53  Distribucién ancha, varios picos
CX8G T1472C C1608 43

CX8H L1497C C1608 38

CX8l A1511C C1608 41/46/54  Distribuciéon ancha, varios picos
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De forma analoga se abordo la localizacion de C1483 del Fnlll-3 con respecto al Fnlll-4
empleando triples mutantes de B4 FnllI-3,4 derivados de la proteina que contiene la
doble sustitucion C1559A/C1608A (CX4). Se crearon cuatro triples mutantes:
C1483/N1598C (CX4A), C1483/N1639C (CX4B), C1483/P1576C (CX4C) y C1483/A1619C
(CX4D) (Tabla R10). N1598, N1639C, P1576C y A1619 del Fnlll-4 ocupan posiciones
respectivamente equivalentes a R1485, N1523, R1463 y R1504 en el Fnlll-3, los cuales se
habian sustituido por Cys en los mutantes CX8A-D. Los cuatro mutantes de la serie CX4
se expresaron solubles, se marcaron con MTSSL y se analizaron mediante DEER. Las
distribuciones de distancias entre centros paramagnéticos obtenidas con estos mutantes
muestran en todos los casos picos multiples y muy anchos (Figura R20 y Tabla R11), lo
cual sugiere que bien las sustituciones introducidas o el marcaje con MTSSL causan
alteraciones en la estructura de la region Fnlll-3,4. Puesto que los cuatro residuos del
Fnlll-4 sustituidos por Cys se localizan en regiones separadas de la superficie del dominio
y que la introduccién de Cys en posiciones equivalentes del Fnlll-3 no dio lugar a
distribuciones anchas de distancias inter-spin; es razonable que la unién del MTSSL a
C1483 sea la causa de alteraciones estructurales en el Fnlll-3,4. En este sentido, la
funcién de particion del MTSSL (que es una estimacién de la accesibilidad del sitio de
marcaje) calculada a partir del modelado de rotdmeros de la sonda unido a C1483 es
0.041; un valor <0.05 se asocia a sitios poco favorables para el marcaje con MTSSL en los

que la sonda puede introducir distorsiones en la estructura de la proteina.

Tabla R10.Mutantes de B4 Fnlll-3,4 (1457-1666) de la serie CX4.

Localizacion de las mutaciones

Nombre Fnlll-3 conector Fnlll-4 Expresion en E. coli
CX4A - C1559A N1598C, C1608A Soluble a 15°
CX4B - C1559A C1608A, N1639C Soluble a 15°
CX4C - C1559A P1576C, C1608A Soluble a 15°
CX4D - C1559A C1608A, A1619C Soluble a 15°
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Figura R20.- Distribuciones de distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-
3,4 de la serie CX4 calculadas a partir de los datos de EPR-DEER.

Tabla R11.- Distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-3,4 de la serie CX4.

Nombre  Cysen Fnlll-3 Cys en Fnlll-4 Distancia (A) Comentario
CX4A C1483 N1598C n.d. Distribucion ancha, varios picos
CX4B C1483 N1639C n.d. Distribucion ancha, varios picos
CXx4cC C1483 P1576C n.d. Distribucion ancha, varios picos
CX4D C1483 A1619C n.d. Distribucion ancha, varios picos

Con el fin de introducir el MTSSL en una posicion cercana a C1483, a partir de los
mutantes CX4A-D se crearon cuatro mutantes (serie CX11) en los que se sustituyeron
simultaneamente C1483A y R1485C (Tabla R12): R1485C/N1598C (CX11A),
R1485C/N1639C (CX11B), R1485C/P1576C (CX11C) y R1485C/A1619C (CX11D). La
sustitucion de C1483A y R1485C ya se habia utilizado en el mutante R1485C/C1608

(CX8A) que no dio muestras de sufrir distorsiones en su estructura. Dentro de los
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mutantes de la serie CX11, R1485C/N1639C (CX11B), R1485C/P1576C (CX11C) se
expresaron insolubles en E. coli; esto concuerda con la expresion insoluble del triple
mutante C1483A/C1559A/C1608A (CX5). Sin embargo, los mutantes quintuples
R1485C/N1598C (CX11A) y R1485C/A1619C (CX11D) se expresaron solubles y se
marcaron con MTSSL. El andlisis mediante DEER de estos dos mutantes revela
distribuciones de distancias inter-spin muy anchas y con multiples picos (Figura R21 y
Tabla R13), la cuales sugieren que en estas dos proteinas se han causado distorsiones

estructurales.

Tabla R12.- Mutantes de B4 Fnlll-3,4 (1457-1666) de la serie CX11.

Localizacion de las mutaciones

Nombre Fnlll-3 conector Fnlll-4 Expresion en E. coli
CX11A C1483A, R1485C C1559A N1598C, C1608A Soluble a 15°
CX11B C1483A, R1485C C1559A C1608A, N1639C Insoluble
CX11C C1483A, R1485C C1559A P1576C, C1608A Insoluble
CX11D C1483A, R1485C C1559A C1608A, A1619C Soluble a 15°
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Figura R21.- Distribuciones de distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-
3,4 de la serie CX11 calculadas a partir de los datos de EPR-DEER.

Tabla R13.- Distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-3,4 de la serie CX11.

Nombre Cys en Fnlll-3 Cys en Fnlll-4 Distancia (A) Comentario
CX11A R1485C N1598C 27/32/35  Distribucion ancha, varios picos
CX11D R1485C A1619C 35 Distribucion ancha

Ante la falta de éxito en la determinacion de distancias inter-dominio adicionales

empleando mutantes con sélo dos Cys, se emplearon mutantes con tres Cys. Los
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resultados obtenidos con los mutantes de las series CX4 y CX11 sugieren que la
sustitucion C1608A combinada con el marcaje de C1483 con MTSSL o con la sustitucion
C1483A causa alteraciones estructurales. Por lo tanto se crearon tres cuadruples
mutantes (serie CX15) que incluyen la sustitucion C1483S y que mantienen C1608 (Tabla
R14): R1485C/C1608/A1619C  (CX15A), N1523C/N1598C/C1608 (CX15B) vy
R1504C/N1598C/C1608 (CX15D). Las tres proteinas se expresaron solubles en bacteria y

se analizaron mediante DEER.

Tabla R14.- Mutantes de B4 Fnlll-3,4 (1457-1666) de la serie CX15.

Localizacion de las mutaciones

Nombre Fnlll-3 conector Fnlll-4 Expresion en E. coli
CX15A C1483S, R1485C C1559A A1619C Soluble a 15°
CX15B C1483S, N1523C C1559A N1598C Soluble a 15°
CX15D C1483S, R1504C C1559A N1598C Soluble a 15°

El mutante R1485C/C1608/A1619C (CX15A) muestra tres picos en la distribucion de
distancias (Figura R22 y Tabla R15). Un pico a ~54 A es similar a la distancia observada en
el mutante R1485C/C1608 (CX8A) y se asigno al par 1485-1608. Los otros dos picos,
centrados en 38y 44 A, se asignaron al par 1485-1619. Por Gltimo, la distancia estimada
para el par 1608-1616 a partir de la estructura cristalografica del Fnlll-4 es ~12 A, la cual

se encuentra por debajo del rango de distancias observadas en experimentos de DEER.

La distribucién de distancias determinada para el mutante N1523C/N1598C/C1608
(CX15B) muestra tres picos. Un pico a ~29 A se asigné al par 1523-1608, que ya se habia
medido en el mutante N1523C/C1608 (CX8B). La distancia 1598-1608 estimada a partir
de la estructura cristalografica del Fnlll-4 es ~32 A (promedio para los rotameros
modelados) y corresponde aparentemente al maximo observado a 35 A. Por lo tanto, el

tercer pico a ~21 A se asigno al par 1523-1598.

La distribucion de distancias entre centros paramagnéticos determinada mediante DEER
para el mutante R1504C/N1598C/C1608 (CX15D) muestra un maximo a ~52 A que se
asign6 al par 1504-1608, anteriormente determinada empleando el mutante
R1504C/C1608 (CX8D). Un segundo maximo ~35 A se asigno al par 1598-1608 tal como
se habia observado en el mutante CX15B (ver antes). Un doblete a ~25 y ~29 A parece

corresponder al par 1504-1598.
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Figura R22.- Distribuciones de distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-
3,4 de la serie CX15 calculadas a partir de los datos de EPR-DEER.

Tabla R15. Distancias entre centros paramagnéticos en los mutantes Fnlll-3,4 de la serie CX15.

Nombre  Cysen Fnlll-3 Cys en Fnlll-4 Distancia (A) Comentario
CX15A C1608-A1619C (12)° No observada experimentalmente
R1485C A1619C 38/ 44 Distribucion bimodal
R1485C C1608 54
CX15B N1523C N1598C 22
N1523C C1608 29 Observada en el mutante CX8B
N1598C-C1608 35(32)°
CX15D R1504C N1598C 25/29
N1598C-C1608 35(32)°
R1504C A1608C 52 Observada en el mutante CX8D

 Entre paréntesis se indican las distancias promedio modeladas a partir de la estructura cristalografica
del Fnlll-4

En conjunto las distancias inter-dominio estimadas a partir del andlisis de los mutantes

de las series CX8 y CX15 permitieron conocer la posicion de la sonda MTSSL unida a dos
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residuos del Fnlll-4, N1598C y C1608, respecto al Fnlll-3. Al conocerse sélo la posicion de
dos residuos del Fnlll-4, existe una ambigliedad en la orientacion relativa de los dos
dominios Fnlll. Todas las posibles rotaciones del Fnlll-4 alrededor del eje que pasa por
los modelos de la sonda MTSSL unida a N1598 y C1608 cumplen las restricciones de
distancias. Con el fin de resolver esta ambigliedad se analizé el ajuste de los modelos de
la region Fnlll-3,4 a los datos de SAXS. Para ello se generaron 18 modelos que
corresponden a rotaciones alrededor del eje N1598-C1608 espaciadas 20°.
Seguidamente se analiz6 el ajuste de cada modelo a los datos de SAXS analizando el
valor de Chi? (x%), que refleja la discrepancia entre la curva de dispersion teérica
calculada a partir de las coordenadas de cada modelo y el perfil de dispersion
experimental; asi mismo se calculd el Rg para cada modelo y se compard con el
determinado a partir de los datos de SAXS (Figura R23A). El mejor ajuste se observé para
una Unica posicion de la rotacion del Fnlll-4. El perfil de dispersién tedrico de ese
modelo reproduce el perfil de SAXS experimental (Figura R23B). Ademas la funcion de
distribucion de distancias interatomica, P(r), calculada para el modelo se ajusta con tan
s6lo pequefias diferencias a la P(r) calculada a partir de los datos experimentales (Figura
R23C). En resumen, la combinacion de las estructuras cristalograficas de los dominios
Fnlll, los datos de SAXS y el estudio mediante SDSL-DEER ha permitido elucidar la

estructura de la regién Fnlll-3,4 de B4.
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Figura R23.- Evaluacion de modelos de Fnlll-3,4 obtenidos mediante rotacion alrededor del eje
N1598-C1608 frente a datos de SAXS. (A) Representacion del valor de x? del ajuste del perfil de
dispersion calculado para cada modelo a los datos de SAXS en el rango de q entre 0.02y 0.30 A*
(circulos negros) en funcion del angulo de giro alrededor del eje que atraviesa la posicion
estimada de la sonda MTSSL unida a los residuos 1598 y 1608. También se muestra el Rg
calculado para cada modelo (tridngulos rojos vacios). La linea discontinua corresponde al Rg
determinado experimentalmente a partir de los datos de SAXS. El modelo que mejor se ajusta a
los datos experimentales de SAXS corresponde a una rotacién de 340° (el origen de rotacion fue
arbitrario). (B) Comparacién del perfil de SAXS calculado para el modelo con mejor ajuste (linea
azul discontinua) con el perfil de dispersion experimental (circulos grises). (C) Comparacion de la
funcion de distribucion de distancias interatomicas del mejor modelo (linea azul discontinua) con
la obtenida a partir de los datos de SAXS (linea negra continua).

En la figura R24 se muestra el modelo de la region Fnlll-3,4 obtenido mediante la
combinacion de métodos hibridos y se compara con la estructura de la envuelta
obtenida a partir de los datos de SAXS. La zona de contacto entre los dos dominios Fnlll
esta centrada en las hebras A y B del Fnlll-3, junto a las que se encuentra el extremo
amino, el lazo BC y posiblemente parte del lazo FG; del Fnlll-4. El extremo carboxilo del

Fnlll-3 (11548) y el extremo amino del Fnlll-4 (S1572) estan relativamente préximos,
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siendo la distancia entre ellos ~16 A. La secuencia de 23 aminoacidos que enlaza el Fnlll-
3 con el Fnlll-4 (**ESQVHPQSPLCPLPGSAFTLSTP**™) es mas larga que la secuencia
minima requerida para enlazar los dos dominios Fnlll en la estructura. Por lo tanto es
posible que esta secuencia conectora se localice en zonas de los modelos reconstruidos
a partir del perfil de SAXS que no estan ocupadas por los dominios Fnlll, por ejemplo en
la zona central entre ambos dominios. En resumen, es posible que el conector esté
organizado junto o alrededor de la interfase de contacto entre el Fnlll-3 y el Fnlll-4 y que

pueda contribuir a establecer contactos adicionales entre ambos dominios.

¢ KCQPH
e ..

COOH

Fnlll3

Figura R24.- Estructura de la regién Fnlll-3,4 de B4 obtenida mediante métodos hibridos. Dos
vistas ortogonales de la organizacion de los dominios Fnlll-3 y el Fnlll-4 superpuestas sobre la
envuelta de la estructura promedio de las reconstrucciones obtenidas con el programa DAMMIN
a partir del perfil de SAXS. Las lineas discontinuas representan de forma aproximada las
restricciones de distancias empleadas para deducir la posicion de los residuos del Fnlll-4 1598 y
1608, con respecto al Fnlll-3. El extremo carboxilo del FnllI-3 y el extremo amino del Fnlll-4 se
muestran conectados por una linea roja de trazo discontinuo.
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El extremo amino del Fnlll-3, que enlaza con el segmento conector de B4, y el extremo
carboxilo del Fnlll-4, tras el que se extiende la cola C-terminal, se sitdan en el mismo
lado de la estructura, en concreto en la parte cdncava de la misma. A pesar de que la
distancia entre ambos extremos es ~40 A, su ubicacién en el misma cara de la estructura

es compatible con una interaccion entre el segmento conector y la cola C-terminal.

3.- Caracterizacion del dominio EC2 de la tretaspanina CD151

Los limites del dominio EC2 de la tetraspanina CD151, se identificaron por comparacién
con la estructura cristalografica del dominio EC2 de CD81 (cédigo PDB: 1G8Q)
(Kitadokoro et al., 2001a). En la estructura de CD81 el primer y ultimo residuo de CD181
ordenados son F113 y K201, que corresponden a Y112 y H219 en CD151 (Figura R25).
Por lo tanto las construcciones del EC2 de CD151 empleadas en este trabajo

corresponden a la region 112-219.

CD151 112 YAYYQQLNTELKENLKDTMTKRYHQPGHEAVTSAVDQOLQQOEFHCCGSNNSQDWRDSEWIR
CD81 113 FVNKDQIAKDVKQFYDQALQQAVVDDDANNAKAVVKTFHETLDCCGSSTLTALTTSVLKN

A B
CD151 SQEAGGRVVPDSCCKTVVALCGQRDHASN--IYKVEGGCITKLETFIQEH 219
cD81 -————————- NLCPSGS---—--——-——- NIISNLFKEDCHQKIDDLFSGK 201
[ D | E

Figura R25.- Alineamiento de las secuencias de los dominios EC2 de CD151 y CD81. Las hélices-
a observadas en la estructura de CD81 se indican bajo el alineamiento; las cajas amarillas
corresponden a la region constante del EC2, mientras que las rojas a la region variable. Los dos
puentes disulfuro que estabilizan la estructura de CD81 se indican por lineas continuas, el
puente disulfuro adicional de CD151 se muestran en linea de puntos.

3.1.- Expresion de CD151-EC2 en bacterias

La estructura cristalogréafica del EC2 de CD81 se habia resuelto empleando proteina

producida en E coli. Por lo tanto se abordé la produccién del EC2 de CD151 en bacteria.
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Para ello se crearon construcciones de este dominio en cinco vectores de expresion

(Figura R26).

[exHisHstoH CD151-EC2 | PET15b-CD151-EC2
[8xHis H sTev H CD151-EC2 | PETEV15b-CD151-EC2
[ CD151-EC2 | pETEZZCDI51-EC2

[ w HexmsHswo{ISHH CbistEC2 | pETs2aNco-CO151-EC2

[ e Hexnis[{sTol] cotst-£C2 | PET225-GD151-£62

Figura R26.- Construcciones del EC2 de CD151 expresadas en bacteria. Representacion
esquematica de las proteinas de fusion generadas para la produccién del CD151-EC2 en bacteria.

Inicialmente el EC2 se cloné en el vector pET15b y su derivado pETEV15b que codifican
proteinas de fusién con una cola de poli-His en el extremo amino. En ambos casos el EC2
aparece en la fraccion insoluble. Estos dos vectores dan lugar a proteinas que
permanecen en el citoplasma bacteriano, el cual es un entorno reductor que previene la

formacion de los puentes disulfuro del EC2.

Con el fin de facilitar la formacién de los tres puentes disulfuro del EC2 y por lo tanto
favorecer la solubilidad de la proteina, se dirigio la secrecién del EC2 de CD151 al espacio
periplasmatico. De hecho el EC2 de CD81 se habia expresado empleando el vector de
expresion pEZZ18 (GE Healthcare) que incluye una secuencia sefial de la proteina A que
media la secrecién de la proteina de fusion al espacio periplasmatico (Kitadokoro et al.,
2001a). Repetidos intentos para clonar el EC2 de CD151 en el vector pEZZ18 resultaron
infructuosos. La dificultad para obtener una construccion del EC2 de CD151 en pEZZ18
podria estar relacionada con la expresion constitutiva de las proteinas de fusion
codificadas por este vector. Con el fin de evitar el posible efecto toxico del EC2 de CD151
que pudiera impedir la obtencion de clones empleando el vector pEZZ18, se construyo el
vector pETEZZ, que tiene el gen controlado por un promotor inducible. Este vector

codifica una proteina de fusién similar a la generada por pEZZ18 que consiste en una
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secuencia sefial de la proteina A, dos copias del dominio Z, una secuencia reconocida por
trombina y el EC2 de CD151. La proteina de fusion de nuevo se localiz6 en la fraccion

insoluble.

Para dirigir la secrecion del CD151-EC2 al espacio periplasmatico también se cloné el
cDNA del EC2 en el vector pET22b, que codifica una proteina de fusion con la secuencia
sefial pelB en el extremo amino, seguida de una cola de poli-His. La expresion del CD151-
EC2 empleando el vector pET22b también da lugar a una proteina que se localiza en la

fraccion insoluble.

Como alternativa a la secrecién al espacio periplasmico se intentd obtener la proteina
soluble favoreciendo la formacion de los puentes disulfuro del dominio EC2 en el
citoplasma bacteriano. Para ello el ¢cDNA del dominio EC2 se cloné en el vector
pET32aNco. Este vector es una variante del vector pET32a creada en nuestro laboratorio
para adaptar los sitios de restriccion. La construccion del CD151-EC2 en pET32aNco
codifica una proteina de fusion con Trx en el extremo amino seguida de una secuencia
de poli-His, un sitio de trombina y el EC2. Esta construccion se utilizd en combinacién
con la cepa Origami de E coli. Esta cepa contiene mutaciones en la tiorredoxina-
reductasa B y en la glutatién-reductasa; de este modo el sistema permite la formacion
de puentes disulfuro en el citoplasma. La proteina de fusion producida mediante esta

estrategia se encontrd de nuevo en la fraccion insoluble.

En resumen, todas las estrategias empeladas para la expresion de CD151-EC2 en

bacteria dieron lugar a proteinas insolubles.

3.1.1.- Obtencién de CD151-EC2 soluble replegado

Ante la imposibilidad de expresar el CD151-EC2 nativo en E. coli, se purificé este dominio
en condiciones desnaturalizantes en presencia de 6 M urea. Para ello se empleé la
construccion de CD151-EC2 en el vector pET15b (proteina de fusion con cola de poli-His

en el extremo amino).

Como paso previo al replegado la muestra se incub6 con DTT para asegurar que las seis

Cys presentes en el dominio EC2 de CD151 estuvieran reducidas. A continuacion, la
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proteina se replegé por dilucion rapida en presencia de los adyuvantes arginina y
glutdmico, que resultd en una concentracion residual de urea 0.2 M. Seguidamente y
con el fin de favorecer la formacion de los puentes disulfuro del EC2 la proteina se
incubé en presencia del par cobre/o-fenantrolina (proporcion 1:3) que da lugar a un
ambiente oxidante. Tras concentrar la muestra, la cola de poli-His se elimind mediante
digestién con trombina y se purificd6 mediante cromatografia de exclusién molecular.
CD151-EC2 eluye mayoritariamente en un pico con una masa molecular aparente que
corresponde a una especie monomérica (Figura R27). Las fracciones del pico
monomeérico se juntaron y la muestra se concentré hasta una concentracion final de ~20

mg mi™. El rendimiento global del replegado y purificacion fue de ~20%.
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Figura R27.- Cromatografia preparativa de exclusion molecular de CD151-EC2 replegado. (A)
Cromatograma correspondiente a la purificaciéon del CD151-EC2 replegado en una columna
Sephacryl S200 (26 x 600 mm) equilibrada en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NacCl, 50 mM
Arg, 50 mM Glu. El flujo fue de 1.2 ml min™. Como paso previo a la cromatografia la muestra se
concentrd hasta un volumen de 4 ml, que se cargaron en su totalidad. El pico de elucion
mayoritario corresponde con una masa molecular aparente de 12 kDa. El pico minoritario
corresponde a una masa molecular aparente de 29 kD. La posicion de los picos de elucion de
proteinas patrén, y-globulina (158 kDa), ovoalbumina (44 kDa) y mioglobina (17 kDa), se indica
mediante tridngulos invertidos.
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3.1.2.- Caracterizacién de CD151-EC2 replegado
3.1.2.1.- Andlisis del estado de asociacion del CD151-EC2 replegado

El grado de asociacion del EC2 de CD151 en solucion se analizé con mayor precisiéon
mediante cromatografia de exclusion molecular empleando una columna analitica. El
EC2 eluye mayoritariamente en un pico que corresponde a una masa molecular

aparente de 15.8 kDa, la cual es similar a la masa molecular tedrica

(12766 Da) e indica que el EC2 replegado es un mondmero. Este pico mayoritario
presenta un pequefio hombro a menor volumen de elucién correspondiente a una masa
molecular aparente de ~24 kDa, que sugiere la presencia de una pequefia proporcion de
dimeros Figura R28). La presencia de una pequefia proporcién de CD151-EC2 dimérico
puede estar relacionada con la homodimerizacién de CD151 y otras tetraspaninas in vivo
(Kovalenko et al., 2004). Se ha propuesto que CD81 homodimeriza a través de una

superficie hidrofdbica presente en la estructura de su EC2 (Drummer et al., 2005).
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Figura R28.- Anélisis del CD151-EC2 replegado mediante cromatografia de exclusion molecular.
Se utiliz6 una columna Superdex 200 (10x300 mm) equilibrada en 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150
mM NacCl a un flujo de 0.5 ml min™. Se cargaron 50 pl de CD151-EC2 a 5 mg ml™. El pico de
elucion corresponde con una masa molecular aparente de 15.8 kDa. Los triangulos situados en la
parte superior indican la posicién de elucion de proteinas patrén: tiroglobulina (670 kDa), y-
globulina (158 kDa), ovoalbUmina (44 kDa) y mioglobina (17 kDa).
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3.1.2.2.- Andlisis del estado de oxidacion de las Cys del CD151-EC2

El dominio EC2 de CD151 contiene seis Cys (C155, C156, C184, C185, C192 y C208). La
valoracion con DTNB de grupos tiol libres en condiciones desnaturalizantes (i.e. grupos
totales) de la muestra de CD151-EC2 replegado revelé 0.03 + 0.01 Cys libres por
molécula de CD151-EC2. Esto indica que las seis Cys estaban oxidadas. Con el fin de
analizar si las Cys forman puentes disulfuro se someti6 al CD151-EC2 replegado a
proteolisis limitada con tripsina y con quimotripisina. El anlisis mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras de las muestras digeridas revel6 que el CD151-EC2 es sensible a
tripsina, pero es relativamente resistente a la digestién con quimotripisna (Figura R29).
Sin embargo, cuando la SDS-PAGE se realizO en condiciones no reductoras los
fragmentos proteoliticos no se disocian. Esto sugiere que los productos de digestion de
CD151-EC2 se mantienen enlazados mediante puentes disulfuro. No se abordd la
identificacion precisa de los puentes disulfuro por la gran complejidad debida a la
proximidad de algunas de las seis Cys en la secuencia del EC2, en particular los pares de
Cys contiguas C155-C156 y C184-C185.
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Figura R29.- Proteolisis limitada del CD151-EC2 replegado. EI CD151-EC2 se digiri6 a
temperatura ambiente con 0.5 % (p/p) tripsina (A) o quimotripsina (B). A varios tiempos de
incubacion se tomaron muestras que se analizaron mediante SDS-PAGE empleando geles del
13% de acrilamida tanto en condiciones reductoras como no reductoras.

3.1.2.3.- Contenido de estructura secundaria de CD151-EC2 replegado

La estructura secundaria del EC2-CD151 replegado se analiz6 mediante dicroismo
circular. El espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano del dominio EC2 se
caracteriza por un minimo a ~204 nm y un hombro negativo en la region 220-225 nm
(Figura R30). El valle cerca de 204 nm sugiere una proporcion significativa de estructura

desordenada, si bien este minimo se encuentra desplazado respecto al minimo
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caracteristico de estructura desordenada que aparece a <200 nm, tipicamente a ~198
nm. La estimacion del contenido en estructura secundaria utilizando el servidor K2D2
indica ~7% a-hélice, ~34% hebra-B y ~59% estructura desordenada. La estimacion del
contenido de a-hélice es menor de lo esperado por comparacion con el EC2 de CD81, el
cual por otro lado no contiene ldminas-B. Sin embargo, la similitud de secuencia entre
CD81y CD151 es muy baja en la region variable (que en CD81 contiene a-hélices Cy D),
lo que sugiere que la region variable del EC2 de CD151 podria adoptar un plegamiento

con estructura B.

-10

[®] x 107 ( Deg x cm? x Decimol™ )
-7}

190 200 210 220 230 240 250 260

Longitud de onda (nm)

Figura R30.- Espectro de dicroismo circular de CD151-EC2. La linea de trazo continuo
corresponde al espectro de dicroismo circular en la region del ultravioleta lejano de CD151-EC2
replegado a 2 mg ml™ en 20 mM NaPi (pH 7.5), 150 mM NaCl medido a 20° C. La linea de trazo
discontinuo es el espectro modelo ajustado al espectro experimental, generado por el programa
K2D2.

3.1.2.4.- Ensayos de cristalizacién del CD151-EC2 replegado

Se realizaron ensayos de cristalizacién del CD151-EC2 replegado mediante el método de
difusién de vapor en gota sentada. En estos ensayos se empled el CD151-EC2 a 17 mg
ml™ en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 50 mM Arg y 50 mM Glu. Se emplearon
432 soluciones de cristalizacién que se ensayaron a temperatura ambiente y a 4 °C. No

se obtuvieron cristales en ninguna de las condiciones.
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3.2.- Expresion de CD151-EC2 en células de insecto

A pesar de que el proceso de replegado del dominio EC2 e CD151 producido en bacteria
da lugar a una proteina monomeérica, en la que las Cys parecen formar puentes disulfuro
y que es estable en solucion a alta concentracion, es posible que no se haya alcanzado
una estructura nativa. Esto podria explicar la falta de éxito en la cristalizacion del EC2, asi
como el reducido contenido en estructura secundaria ordenada estimado a partir del

espectro de dicroismo circular.

Con el fin de producir EC2 en estado nativo y evitar el proceso de desnaturalizacion y
replegado, se abordd la expresion heterdloga de CD151-EC2 en células de insecto
utilizando baculovirus. Este sistema eucariético de expresion permite modificaciones
post-traduccionales y la formacion de puentes disulfuro. Estas caracteristicas son a priori
importantes para lograr el correcto plegamiento de CD151-EC2, el cual contiene tres
puentes disulfuro. Por otro lado, Asn159 en el EC2 forma parte de una secuencia
consenso de N-glicosilacion NX(ST) (Baldwin et al., 2008; Scholz et al., 2009). En
resumen, el uso de sistemas de expresion eucariotas puede favorecer el plegamiento, la

maduracion y la estabilidad del EC2 de CD151.

Se emplearon dos sistemas de baculovirus para la expresién del EC2 en células de
insecto: el sistema BaculoGold (BD Biosciences, Pharmigen) utilizando el vector de
transferencia pAcGP67A y el sistema Bac-to-Bac (Invitrogen) empleando el vector
pFastBacl. En el sistema BaculoGold se realiza una co-transfeccion en las células de
insecto de ADN viral linearizado con el vector de transferencia que contiene el gen del
EC2. De esta forma, dentro de las células de insecto se produce la recombinacion entre
regiones homologas del vector de transferencia y el ADN viral que da lugar a virus que
expresan el gen heterélogo. En cambio, en el sistema Bac-to-Bac la recombinacion entre
el vector que contiene el gen de interés y el bacmido tiene lugar antes de la transfeccion

en las células de insecto.

Se crearon cuatro construcciones del CD151-EC2 en vectores de expresion con
baculovirus utilizando derivados del vector pFastBacl en el sistema Bac-to-Bac (Figura

R31). En todos los casos las proteinas de fusion incorporan péptidos sefial en la region N-
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terminal que dirige la secrecién del dominio EC2 al medio. Se han empleado dos
secuencias sefial: una derivada de la glicoproteina gp67 y la otra de melitina de abeja
(HM). Por otro lado, las construcciones incorporan una secuencia de poli-His que se ha
utilizado para la purificacion mediante cromatografia de afinidad. Se han creado

construcciones con la cola poli-His en el extremo amino o en el extremo carboxilo.

CD151-EC2 gp67-poliHis-EC2

CD151-EC2 | HM-poliHis-EC2

CD151-EC2 |_- gp67-EC2-poliHis

CD151-EC2 |_- HM--EC2-poliHis

Figura R31.- Construcciones de CD151-EC2 empeladas para la expresién en células de insecto.
En las cuatro construcciones se ha combinado la utilizacién de una secuencia sefial (SS), de la
proteina gp67 o de HM, con dos posiciones de una secuencia de poli-His (6xHis), en el extremo
amino o carboxilo. Las construcciones con la secuencia de poli-His en la regién amino incluyen
una secuencia reconocida por trombina (STro), mientras que las colas de poli-His en el extremo
carboxilo estan fusionadas directamente tras el EC2. A la derecha se indica el nombre de cada
proteina. Todas las construcciones se realizaron a partir del vector pFastBacl.

El andlisis de la expresion de las cuatro construcciones de CD151-EC2 en células de
insecto Sf9 se muestra en la 32. Se ha observado sobre-expresion de EC2 con las
construcciones que incorporan la cola de poli-His en la region C-terminal: gp67-EC2-
poliHis y HM-EC2-poliHis. No observandose diferencias significativas entre el uso de las
secuencias sefial de gp67 o HM. También se observa expresion, aunque en menor nivel,
de la construccién gp67-poliHis-EC2 que emplea la secuencia sefial de gp67 y contiene
una cola de poli-His N-terminal. Por ultimo, no se observa expresion de la construccion

que contienen la secuencia de poli-His en el extremo amino y la secuencia sefial HM.
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Figura R32.- Andlisis de la expresién del dominio EC2 de CD151 en células Sf9 empleando
diferentes variantes del vector pFastBacl. Para evaluar la expresion y secrecion de CD151-EC2
recombinante se realiz6 un enriquecimiento de las muestras a partir de 15 ml de medio de
cultivo empleando resina Talon quelate de Co?. Las proteinas unidas se eluyeron en 100 pl. A 16
ul de cada muestra se les afiadieron 4 ul de tampdn de muestra 4x y se analizaron mediante
SDS-PAGE en un gel al 15% de acrilamida. Las proteinas se visualizaron con azul de Coomassie.
(C) Control correspondiente a un cultivo de células Sf9 sin infectar. Células infectadas con
baculovirus que expresan la construccion (1) gp67-poliHis-EC2, (2) gp67-EC2-poliHis, (3) HM-
poliHis-EC2 o (4) HM-EC2-poliHis. La calle de la izquierda (MM) corresponde a los marcadores de
peso molecular (Bench Mark, Invitrogen).

3.2.1.- Obtencién de CD151-EC2 a partir de células de insecto.

Para la produccién del CD151-EC2 a gran escala (3 litros de medio de cultivo) en células
de insecto Sf9 se empled la construccién gp67-EC2-poliHis. EI EC2 se purificd en
condiciones nativas mediante una primera cromatografia de afinidad en una columna
Poros 20MC quelante de Ni**, tras la cual se realizé una cromatografia de exclusion

molecular utilizando una columna Superdex 75 (16 x 600 mm) (Figura R33).
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Figura R33.- Purificacién del dominio EC2 de CD151 producido en células Sf9. (A) Anlisis
mediante SDS-PAGE (13% de acrilamida) de algunas de las fracciones recogidas de la
cromatografia de afinidad en una columna Porus 20-MC. Se analizaron 9 fracciones eluidas con
20mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NaCl, 300 mM imidazol. Las proteinas se visualizaron con
tincion de Coomassie. La calle de la izquierda corresponde a los marcadores BenchMark, cuya
masa molecular se indican en kDa. (B) Cromatografia de exclusion molecular realizada tras la
cromatografia de afinidad. Se utilizé6 una columna Superdex 75 (16x600 mm) equilibrada en 20
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mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl a un flujo de 1 ml min™. Se cargaron 1.5 ml de CD151-EC2 a
3 mg mlI™. El volumen de elucién de CD151 corresponde a una masa molecular aparente de 40
kDa. Los triangulos situados en la parte superior indican la posicién de elucién de los patrones:
azul dextrano (2000 kDa), albumina (67 kDa), quimotripsindgeno A (25 kDa), RNAsa A (13.7 kDa).
(C) Analisis mediante SDS-PAGE (13% de acrilamida) de fracciones de la cromatografia mostrada
en B. Se recogieron fracciones de 1 ml y se analizaron 14 fracciones correspondientes a
volumenes de elucion entre 44 y 69 ml. Sobre cada calle se indica el volumen de elucién inicial
de cada fraccion analizada. La calle de la izquierda corresponde a los marcadores BenchMark.

El EC2 producido en células de insecto aparece como una triple banda en electroforesis
(Figura R33A,C) que podria estar relacionada con modificaciones postraduccionales de la
proteina. EI EC2 contiene una residuo, Asn159, que forma parte de una secuencia
consenso de glicosilacion NX(ST). Por lo tanto es posible que esta heterogeneidad se
deba a la glicosilacion del EC2. Con el fin de analizar si el EC2 producido en células de
insecto esta glicosilado, se ha estudiado el efecto de dos endoglicosilasas:
endoglicosidasa H (Endo Hf) y N-glicosidasa F (PNGasa F) (Figura R34). El tratamiento con
Endo Hf no produce cambios en la movilidad electroforética del EC2 de CD151. Por el
contrario, la incubacion con PNGasa F reduce a dos el nimero de bandas de EC2 y
aumenta la proporcion de la banda de menor masa molecular aparente, la cual parece

corresponder al EC2 totalmente deglicosilado.
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Figura R34.- Deglicosilacion in vitro del dominio EC2 de CD151 producido en células Sf9.
Analisis mediante SDS-PAGE (13% de acrilamida) de CD151-EC2 (1), CD151-EC2 tratado con la
endoglicosilasa Endo Hf (2) y CD151-EC2 tratado con la endoglicosidasa PNGasa (3). En la calle de
laizquierda se muestran los marcadores BenchMark, cuya masa en kDa se indica.
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3.2.2.- Ensayos de cristalizacion del CD151-EC2 expresado en células de insecto

El CD151-EC2 purificado a partir de cultivos de células Sf9 se sometidé a ensayos de
cristalizacion. Se utilizo una solucién del EC2 a 5 mg mI* en 20mM Tris-HCI (pH 7.5), 150
mM NaCl. Los ensayos de cristalizacion se han realizado en la Protein Facility del
Nederlands Kanker Instituut (NKI, Amsterdam) empleando un robot de cristalizacion
Mosquito (TTP Labtech). Se emple6 el método de difusion de vapor mezclando 200 nl de
solucion de CD151-EC2 con un volumen igual de solucién de cristalizacion. Se utilizaron
las colecciones de soluciones de cristalizacion JCSG, PACT (Hanahan, 1983; Newman et
al., 2005), Classics y Cryos (Garman and Mitchell, 1996; Jancarik and Kim, 1991). Los
ensayos de cristalizacion se realizaron a 4 y a 20 °C. Las placas se almacenaron y se
documentaron periédicamente de forma automatica empleando un equipo Rock Imager
(Formulatrix) para los ensayos a 4 °C y un equipo Crystal Farm (Nexus Biosystems) para

los ensayos a 20 °C. No se obtuvieron cristales del EC2 de CD151.
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1.- Estructura de la regién citoplasmatica de la integrina B4

El conocimiento de la estructura de a6B4 se limitaba al primer par de dominios Fnlll
(Fnlll-1,2) de B4 (de Pereda et al., 2009a; de Pereda et al., 1999), una regién que es
esencial para la interaccion con plectina y para la formacion de los HD (Niessen et al.,
1997). En este trabajo se ha caracterizado la estructura de otras regiones del dominio

citoplasmaético de B4: el dominio Calx-B y el segundo par de dominios Fnlll (Fnlll-3,4).

1.1.- El dominio Calx-B
1.1.1.- El dominio Calx-B de B4 no une Ca*'

La estructura cristalografica del dominio Calx-B de B4 es globalmente similar a las
estructuras de los CBDs, dominios de unién de Ca®*, de NCX1. Sin embargo ninguna de
las estructuras de B4 descritas en este trabajo contienen Ca*, incluso cuando los
cristales se han crecido en presencia de 2 mM CaCl, o se han incubado en soluciones con
10 mM CaCl,. La ausencia de unién de Ca®* al dominio Calx-B de B4 se ha confirmado
mediante otros dos métodos: efecto de Ca®* sobre la estabilidad térmica y medida

directa de Ca* unido.

La temperatura de fusién del Calx-B de B4 no varfa en presencia de hasta 10 mM Ca?
con respecto al valor de Tm observado en ausencia de cationes divalentes. En un sistema
en equilibrio en el que un ligando se une al estado nativo pero no al estado plegado, se
espera que el ligando estabilice la proteina, resultando en un incremento de Tm
(Cimmperman et al., 2008). Los sitios de unién a Ca** de los dominios Calx-B de NCX1
incluyen residuos de cuatro regiones distantes en la secuencia (el lazo A'B, el lazo CD, el
lazo EF y la regién C-terminal). Es razonable pensar que la unién a Ca®* se pierde en el
estado desplegado 0 al menos se reduce severamente la afinidad por Ca®* debido a la
desorganizacion estructural de los sitios de union. Por lo tanto, la falta de estabilizacion
de B4 en presencia de Ca®* sugiere que el estado nativo no une este catién y por lo tanto
no es estabilizado. Por uUltimo y de forma complementaria, el analisis directo mediante
diélisis de equilibrio revelé que el Calx-B no une iones Ca®* de forma apreciable incluso a

concentraciones milimolares.
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La incapacidad de unién de Ca®* del Calx-B de B4 parece deberse a diferencias
significativas con los CBDs en la regién equivalente a los sitios de unién a Ca** de los
CBDs de NCX1. El lazo EF es mas largo en B4 que en los CBDs y B4 contiene residuos
bésicos o0 no cargados en las regiones equivalentes a los residuos acidos que participan
en la coordinacién de los iones Ca”* en los CBDs de NCX1. Por ello, nos referimos a esta
region de B4 como un pseudo-sitio de unién a Ca®*. Este pseudo-sitio de union a Ca®* de
B4 se caracteriza por la presencia de dos residuos basicos, R1003 y R1077, que

participan en puentes salinos intramoleculares.

1.1.2.- Papel de R1003 y R1077 en el dominio Calx-B

La presencia del residuo basico R1003, en el centro del pseudo-sitio de unién a Ca** de
B4 es Unica comparado con los CBDs de NCX1, que tienen residuos acidos en posiciones
equivalentes (E385 y E561) (Fig R2C). R1003 adopta conformaciones diferentes en cada
una de las dos moléculas de la unidad asimétrica, formando puentes salinos con D1038 o
con D1104 (Fig R4A-B). Combinando mutagénesis dirigida con andlisis de
desnaturalizacion térmica, hemos demostrado que R1003 contribuye a la estabilidad de
B4. Si se elimina la cadena lateral de R1003 a partir del c®. en el mutante R1003A, se
reduce la estabilidad térmica del dominio Calx-B. El efecto desestabilizador de esta
sustitucion parece estar relacionado con la pérdida de interacciones de compensacion
de cargas con D1038 y D1104 y de los enlaces de hidrogeno establecidos por el grupo
guanidinio de R1003. La sustitucién de R1003 por Glu resulta en una reduccion adicional
de la estabilidad térmica, que parece estar causada por una repulsion electrostatica del

nuevo grupo carboxilato con los de D1038 y D1104.

R1077 en B4 juega un papel similar al de K585 en el CBD2 de NCX1 (Fig R4D-E). En
ausencia de Ca®* el CBD2 del NCX1 mantiene su estructura terciaria global (Hilge et al.,
2006) y los sitios de unién a Ca®* adoptan una conformacién ordenada que facilita la
union rapida de Ca*, en la que K585 establece puentes salinos intramoleculares con
D552 y E648 (Besserer et al., 2007). Cuando K585 se sustituye por Glu, el CBD2 mutante
muestra una reduccién moderada en la afinidad aparente por Ca?*, pero experimenta

una desorganizacién estructural general cuando se elimina el Ca?* (Besserer et al., 2007;
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Hilge et al., 2006). En contraste, la eliminacion de Ca?* del CBD1 de NCX1 induce grandes
cambios estructurales globales y la desorganizacién de su estructura terciaria (Hilge et
al., 2006; Johnson et al., 2008; Nicoll et al., 2007; Ottolia et al., 2004). El residuo
equivalente a R1077 en CBD1 es E454. La sustitucion E454K resulta en la estabilizacion
global de la estructura terciaria del CBD1 en ausencia de Ca?* y en una reduccién en la
afinidad aparente por Ca** (Hilge et al., 2006). En resumen, R1077 contribuye a la
estabilidad del dominio Calx-B de B4 por compensacion de la carga negativa de D1038,

de forma similar a como K585 estabiliza el CBD2 en ausencia de Ca’".

1.1.3.- Organizacion del dominio Calx-B en el contexto de la region citoplasmatica de

B4

El dominio Calx-B y los cuatro dominios Fnlll son los Unicos dominios globulares
identificados en la regién citoplasmatica de B4 y en conjunto estos cinco dominios
corresponden a la mitad de la secuencia de esta region. Estos dominios pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, sus tamafos son similares y se caracterizan por
tener los extremos N y C en los polos opuestos del eje longitudinal de la estructura. Esto
sugiere que la regidn citoplasmatica de B4 podria tener una organizaciéon de tipo bolas
en cordel, si bien las regiones Fnlll-1,2 y el Fnlll-3,4 adoptan estructuras aparentemente
rigidas con reducida variabilidad en la orientacion de los dominios individuales (ver
abajo). Los dominios Fnlll-1 y Fnlll-2 estn unidos por una secuencia muy corta y forman
una estructura alargada aparentemente rigida, tal como se ha observado tanto en
estructura cristalogréaficas (de Pereda et al., 2009a; de Pereda et al., 1999) como en
solucion (Chacon et al., 2000). El dominio Calx-B esta conectado al Fnlll-1 por una
secuencia de ~20 residuos de longitud que a priori podria actuar como una lazo flexible.
La longitud del segmento de unidn entre el Calx-B y el FnllI-1 es similar a la que conecta
el Fnlll-3 'y el Fnlll-4. Puesto que la region Fnlll-3,4 adopta una estructura aparentemente
ordenada (ver abajo), no podemos descartar que el Calx-B también tenga una

orientacion aproximadamente estable con respecto al Fnlll-1. En ese caso, la region del
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pseudo-sitio de unién a Ca®* de B4 podria participar de la interfase de interaccién con el
Fnlll-1.

1.1.4.- Posible funciéon del dominio Calx-B
Hasta la fecha, no se ha asignado una funcion especifica al dominio Calx-B de B4.

Por un lado se ha implicado al dominio Calx-B en el procesamiento proteolitico de 4. La
regién citoplasmatica de B4 es digerida in vivo de forma dependiente de Ca?* y calpaina
digiere a B4 in vitro (Giancotti et al., 1992). En base a estos resultados se ha sugerido
que el dominio Calx-B podria estar involucrado en la regulacion del proceso proteolitico
de la subunidad B4 (May and Ponting, 1999). No obstante, calpaina digiere B4 en dos
sitios que probablemente se localizan en el Fnlll-2 y en el segmento conector (Giancotti
et al., 1992) pero no en el dominio Calx-B. Ademas nuestros datos indican que el domino
Calx-B no une Ca®*; por lo que no parece actuar como un sensor de Ca”*. Por tanto, es
improbable que el dominio Calx-B esté implicado en la regulacion del procesamiento de

B4 inducido por Ca?".

La regién citoplasmatica de B4 actla como una plataforma de interaccion proteina-
proteina tanto en la sefializacion como en la adhesion celular. De los cinco dominios
globulares de la region citoplasmatica de B4, los cuatro dominios Fnlll median la
asociacion con otras proteinas, incluidos los componentes hemidesmosomales (Geerts
et al., 1999; Koster et al., 2003; Koster et al., 2004b) y moléculas de sefializacion
(Bertotti et al., 2006; Dans et al., 2001a). Por lo tanto, es posible que el dominio Calx-$
de B4, el cual esta estructuralmente relacionado con los dominios Fnlll, esté también
implicado en las interacciones proteina-proteina. La quinasa Fyn de la familia Src se
asocia con la integrina a6B4 en respuesta a la estimulacion por EGF, lo que da lugar a la
fosforilacion de la subunidad B4. La asociacion con Fyn requiere la region de B4 préxima
a la transmembrana, residuos 854 -1183, los cuales contienen el dominio Calx-B
(residuos 989-1107) (Mariotti et al., 2001). Por tanto, el dominio Calx-B podria participar

en interacciones proteina-proteina durante la sefializacion de a6p4.
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Es probable que los sitios potencialmente funcionales (ej: sitios de interaccién con
proteinas, intra o intermoleculares) en el dominio Clax-B de B4 correspondan a areas
gue no estan conservadas en otros dominios Calx-B. El 45% de la secuencia del dominio
de B4 es idéntica a la secuencia del CBD1 o del CBD2 de NCX1. La mayoria de las
regiones de B4 que no estan conservadas en ninguno de los dominios del NCX1 estan en
el lazo A'B, la primera mitad de la hebra B, el lazo EF y el lazo FG. Los lazos A'B y EF se
localizan adyacentes uno al otro en uno de los extremos del sandwich-B y forman parte
del pseudo-sitio de union a Ca?". Es razonable gue este extremo del dominio Calx-B haya
evolucionado para realizar funciones diferentes en los NCXs y en B4. La extension del
lazo EF de B4 (‘®*’LELQEVDSLLRGRQ™™), que es mayor que la de otros dominios Calx-B y
no presenta similitud de secuencia con ellos, es de interés. En el plegamiento de
inmunoglobulinas, las secuencias especificas de funcion se localizan frecuentemente en
los lazos. Por ejemplo, el décimo dominio Fnlll de fibronectina contiene un motivo RGD
de unién a integrinas en el lazo flexible FG (Dickinson et al., 1994). Por tanto,
proponemos que la superficie apical formada por los lazos A'B y EF del dominio Calx-$

de B4 puede constituir un sitio funcional.

1.2.- Laregion Fnlll-3,4
1.2.1.- Estructura de la region Fnlll-3,4

La estructura de la region Fnlll-3,4 de B4 obtenida mediante métodos hibridos ha
revelado que esta region adopta una conformacién compacta, aparentemente estable.
La secuencia de 23 aminoacidos rica en Pro (***°ESQVHPQSPLCPLPGSAFTLSTP**™) que
conecta estos dos dominios Fnlll, parece contribuir a la conformacion compacta
observada permitiendo la correcta orientacion de los Fnllls y posiblemente
contribuyendo a la interfase de contactos inter-dominio. La estructura de la region Fnlll-
3,4 contrasta con la de la region Fnlll-1,2, la cual muestra una organizacion lineal tanto
en las estructuras cristalogréficas (de Pereda et al., 2009a; de Pereda et al., 1999) como

en solucion (Chacon et al., 1998). La estructura alargada de Fnlll-1,2 se debe, al menos
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en parte, a que el Fnlll-1 esté conectado con el Fnlll-2 por una secuencia muy corta de

~5 aminoécidos.

En resumen, a pesar de que los dominios Calx-B y Fnllls de B4 se encuentran dispuestos
a lo largo de la secuencia unidos por regiones aparentemente no globulares, como las
cuentas de un collar, la region citoplasmatica de B4 parece estar compuesta de
segmentos multi-dominio con flexibilidad moderada. Es posible que globalmente la
region citoplasmatica de B4 adopte un nimero limitado de conformaciones definidas tal
como se ha observado en las estructuras de las regiones extracelulares de integrinas, las

cuales estan formadas por multiples dominios (Campbell and Humphries, 2011).

1.2.2.- Interacciones de Fnlll-3,4 con proteinas de los HDs
La region Fnlll-3,4 de B4 estd implicada en la interaccion con BPAG1e y BP180.

BPAG1e interacciona con la regién citoplasmatica de B4 (Hopkinson and Jones, 2000).
Mediante experimentos de doble-hibrido en levaduras se ha identificado que la
interaccion se produce entre el extremo amino de BPAG1e y la region 1436-1667 de B4
(Koster et al., 2003), que corresponde a Fnlll-3,4 y a la region C-terminal del CS (Figura
19). En nuestro grupo estamos analizando la interaccién entre B4 y BPAGle in vitro
mediante anisotropia de fluorescencia empleando fragmentos de BPAG1le marcados con
sondas fluroescentes (Gomez, Manso, Alonso y de Pereda, resultados sin publicar).
Nuestros datos indican que el CS de B4 no es necesario para la union a BPAGle y que los
dominios Fnlll-3 o Fnlll-4 aislados no se unen a BPAGle. En resumen, la union de
BPAG1le a B4 requiere la contribucidn simultanea del tercer y cuarto dominios Fnlll. Esto
sugiere que la disposicion relativa del Fnlll-3 'y el Fnlll-4 elucidada en este trabajo puede

ser necesaria para la formacion de la interfase de union a BPAGle.

Se pueden proponer varios modos de uniéon de B4 a BPAG1le (Figura D1). La zona de
unién a BPAG1e podria localizarse en la interfase de unién entre los dos dominios Fnlll,
la cual podria incluir la secuencia que une el Fnlll-3 con el Fnlll-4 (Figura D1A). Este modo
de unién seria analogo a la forma en que la hormona de crecimiento humana (hGH) se

une a su receptor (de Vos et al., 1992). La region extracelular del receptor de hGH
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consiste en dos dominios Fnlll unidos por una secuencia de cuatro aminoacidos. En la
estructura del complejo una molécula de hGH se une a dos moléculas del receptor;
aunque las zonas de hGH que contactan con cada receptor son diferentes, cada receptor
se une de forma similar a hGH a través de una zona de bisagra en la interfase entre los
dos dominios Fnlll (Figura D1D). Alternativamente, el Fnlll-3 y el Fnlll-4 podrian albergar
sitios independientes de baja afinidad que se unan a diferentes regiones de BPAGle
(Figura D1B). Una tercera posibilidad seria que BPAG1e se una principalmente a uno de
los dominios Fnlll de B4, pero que el otro dominio Fnlll sea necesario para la correcta
organizacion del sitio de unién, por ejemplo estabilizando la estructura de la secuencia

que une el Fnlll-3y el Fnlll-4, la cual podria participar en la union a BPAG1e (Figura D1C).
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Figura D1.- Posibles modos de unién de BPAGle a la region Fnlll-3,4 de B4. (A-C)
Representacion esquematica de tres posibles modos de unién en los que BPAGle se une: en la
zona de la interfase entre los dos dominios Fnlll y establece contactos con ambos dominios (A),
en dos subsitios situados en cada dominio Fnlll (B), o a uno de los dominios Fnlll y al conector
que enlaza el Fnlll-3 con el Fnlll-4 (C). (D) Estructura del complejo formado por la hGH y dos
receptores (codigo PDB 3HHR). hGH se une en la interfase entre los dos dominios Fnlll de cada
receptor, de forma similar al modelo propuesto en (A).

En un estudio de mutagénesis que se esta realizando en nuestro grupo se han
identificado cambios puntuales de residuos de la superficie del FnllI-3 que comprometen

la union de BPAG1e, pero hasta la fecha no se ha observado ninguna mutacién puntual
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en el Fnlll-4 que comprometa esta interaccion. Por lo tanto es probable que la unién de
BPAG1le a B4 se asemeje al tercer modelo propuesto, si bien no se puede descartar que
el Fnlll-4 contribuya a la unién mediante interacciones de largo alcance, por ejemplo

electrostaticas.

La regién citoplasmatica de BP180 se une a la subunidad B4 (Aho and Uitto, 1998a;
Borradori et al., 1997; Schaapveld et al., 1998). El dominio FnllI-3 de B4 es suficiente
para la interaccion con BP180 (Koster et al., 2003). Puesto que el Fnlll-4 no es necesario
para la interaccién con BP180 es razonable que la zona de unién a BP180 en el Fnlll de
B4 esté alejada tanto de la interfase entre el Fnlll-3 'y el Fnlll-4 como de la secuencia que

une ambos dominios.

1.2.3.- Interacciones de Fnlll-3,4 con dominios PTB y SH2

Se ha descrito que la regién Fnlll-3,4 participa, a travées de la fosforilacion en tirosinas,

en la interaccién con dominios PTB y SH2.

El dominio PTB de la proteina adaptadora Shc se une a B4 fosforilada en tirosinas. Y1526
en el Fnlll-3 es el sitio primario de union del dominio PTB, siendo Y1642 (en el Fnlll-4) un
sitio secundario (Dans et al., 2001b). Los dominios PTB reconocen motivos NPxY o de
forma mas general NxxY (donde x es cualquier aminoacido) en los que la fosforilacion de
la Tyr puede ser 0 no necesaria para la interaccion (Uhlik et al., 2005); el dominio PTB de
Shc reconoce secuencias con la Tyr fosforilada. En las secuencias con fosfo-Tyr unidas a
dominios PTB de forma candnica se pueden distinguir dos partes: los aminoacidos que
preceden al motivo NPxY forman una hebra-B que se sitla en un lateral y prolonga la
ld&mina-B central del dominio PTB, por otro lado la secuencia NPxY forma un giro reverso
(Figura D2A). En B4, Y1526 y Y1642 ocupan respectivamente posiciones equivalentes en
el Fnlll-3'y el Fnlll-4. Estas Tyr se localizan al comienzo de la hebra F, su cadena lateral
forma parte del nicleo hidrofébico que estabiliza el sdndwich-B (Figura D2B) y los
residuos que preceden a estas Tyr forman le lazo E-F. La conformacion de las secuencias
de B4 en torno a Y1526 y Y1642 es diferente a la observada en los complejos candnicos

de ligando NPxY unidos a dominios PTB y la participacion de estas secuencias de B4 en la
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estructura de los dominios Fnlll es incompatible con una interaccién candnica con

dominios PTB.

A

Dominio PTB
de Shc

B

N1523(-3
N1523(-3) }41 524(-2) P, (-3)

7 H1524(-2)

Fnlll-3 | 5 q{ / 90°

Figura D2.- Comparacion de la estructura de Y1526 en el Fnlll-3 con la estructura de un ligando
con pTyr unido al dominio PTB de Shc. (A) Estructura de un fragmento del recetor TrkA del
factor de crecimiento neuronal que contiene una secuencia NPxpY (representacion de bastones)
unido al dominio PTB de Shc (azul) (Codigo PDB: 1SHC) (Zhou et al., 1995). (B) Dos vistas
ortogonales de la estructura del Fnlll-3 de B4. Se muestran como bastones Y1526 y varios
residuos que le preceden, el resto del dominio Fnlll-3 se muestra en representacion de cintas

(gris).

En respuesta a la activacion del receptor del factor de crecimiento de hepatocitos Met,
B4 recluta la fosfatasa de tirosinas Shp2 (también conocida como PTPN11 o Syp). La
unién a Shp2 requiere la fosforilacion de B4 en Y1257 (en el Fnlll-2), Y1440 (en el CS) y
Y1494 (en el Fnlll-3). Shp2 contiene dos dominios SH2 (N-SH2 y C-SH2) y se ha propuesto
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que Shp2 se une a través de estos dominios SH2 a las fosfo-tirosinas de B4 (Bertotti et
al., 2006). Las regiones de B4 en torno a Y1257 y Y1494 se asemejan a la secuencia
consenso de clase | de unién al N-SH2 de Shp2 y a la secuencia consenso de union al C-
SH2 (Imhof et al., 2006). En las estructuras de complejos del N-SH2 de Shp2 unido a
ligando con fosfo-Tyr, el fosfo-péptido adopta una conformacion extendida; ademas de
las interacciones especificas de la pTyr, residuos adyacentes en las posiciones -1, +1, +3y
+5 establecen contactos adicionales con el SH2 (Lee et al., 1994). En B4 Y1257 y Y1494
ocupan respectivamente posiciones equivalentes en los dominios Fnlll-2 y Fnlll-3. Estas
Tyr se localizan en la hebra C y su cadena lateral forma parte del nucleo hidrofébico

encerrado en el sandwich-B (Figura D3). Por lo tanto, el contexto estructural de Y1257 y

Y1494 en el Fnlll-2 y el Fnlll-3 no es compatible con la interaccion candnica con dominios
SH2.
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Figura D3.- Comparacion de la estructura de Y1494 en el Fnlll-3 con la estructura de un ligando
con pTyr unido al dominio N-SH2 de Shp2. (A) Estructura de un fragmento del recetor del factor
de crecimiento derivado de plagquetas (representacion de bastones) unido al dominio N-SH2 de
Shp2 (representacion de cintas) (Codigo PDB: 1AYA) (Lee et al., 1994). (B) Dos vistas ortogonales
de la estructura del Fnlll-3 de B4. Y1494 y residuos adyacentes se muestran como bastones, el
resto del dominio se muestra en representacion de cintas.

En resumen, los residuos de Tyr del Fnlll-3 y el Fnlll-4 de B4 que se han implicado en la
interaccién con dominios PTB o SH2 se localizan en el interior del sandwich-B que
forman los dominios Fnlll. Las estructuras del Fnlll-3 y el Fnlll-4 determinadas en este
trabajo sugieren que estas Tyr de B4 carecen de la libertad conformacional necesaria

para unirse a dominios PTB o SH2 de forma candnica. Por ultimo, no podemos descartar
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que la fosforilacion de B4 en Tyr desestabilize la estructura de los Fnlll y cause un

cambio conformacional que permita la union de dominios PTB 0 SH2 a B4.

1.2.4.- Contribucion de Fnlll-3,4 a la organizacién de otras regiones de B4

La cola C-terminal de B4 interacciona con el CS en ensayos de dos hibridos en levadura y
en experimentos de far-western blot (Koster et al., 2004a; Rezniczek et al., 1998;
Schaapveld et al., 1998). Recientemente se ha observado mediante FRET y FLIM que la
region C-terminal esta proxima al CS tanto en lisados celulares como en queratinocitos
vivos (Frijns et al., 2012). En conjunto se cree que existe un contacto directo entre el CS
y la cola C-terminal, las cuales estan separadas en la secuencia de B4 por la region Fnlll-
3,4. En nuestra estructura de Fnlll-3,4 el extremo amino del Fnlll-3, que enlaza con el CS,
se encuentra a ~40 A del extremo carboxilo del Fnlll-4 donde comienza la cola C-
terminal. A pesar de esta separacion, ambos extremos se localizan en el mismo lado de
la estructura. Por lo tanto la estructura del Fnlll-3,4 es compatible con una interaccion
directa entre el CS y la cola C-terminal. Es posible que Fnlll-3,4 actie como un soporte
que aproxime el CS a la cola C-terminal y favorezca la interaccion entre esas dos
regiones de B4 (Figura D4). También seria posible que el CSy la cola C-terminal formen
un unico dominio estructural en el que la regién Fnlll-3,4 esta insertada. Se desconoce la
estructura del CS y de la cola C-terminal de B4. Ademas, ninguna de estas dos regiones
muestra similitud con otras proteinas, por lo que se carece de estructuras homologas
que faciliten la prediccién de la estructura y de su orientacion relativa. No ha sido
posible producir de forma soluble en bacteria fragmentos de 4 que contenganel CSy la
cola C-terminal (por ejemplo Fnlll-1,2-CS-Fnlll-3,4-C-terminal o CS-FnllI-3,4-C-terminal)
(resultados no mostrados). Una posible solucion para el estudio de esta amplia region de

B4 seria el uso de sistemas de expresién eucariotas.
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Figura D4.- Papel de la region Fnlll-3,4 en la organizacion del dominio citoplasmatico de B4. (A)
Representacion esquematica de la region citoplasmatica de a6B4. (B) Detalle de la organizacion
de la region Fnlll-1,2-CS-Fnlll-3,4-C-terminal de B4. La regi6n Fnlll-1,2 presenta una estructura
alargada. La secuencia N-terminal del segmento conector (CS) esta estructuralmente organizada
sobre el Fnlll-2 extendiendo las [&minas-B del Fnlll. La cola C-terminal se cree que interacciona
directamente con el CS. La estructura compacta del Fnlll-3,4 favoreceria la proximidad entre el
CSy la cola C-terminal.

1.2.5.- Potencial participacion de Fnlll-3,4 en cambios conformacionales en B4

La interaccion entre B4 y plectina es un paso esencial en el ensamblaje de los HDs y
facilita la posterior incorporaciéon de otros componentes, incluyendo BPAGle y BP180
(Wilhelmsen et al., 2006) (Figura 112). Se ha propuesto que la unién de plectina podria
inducir un cambio conformacional en B4 que expondria sitios de union a las otras
proteinas. Inicialmente se creia que dicho cambio conformacional podria implicar una
apertura de la interaccién entre el CS y la cola C-terminal; sin embargo se ha observado
que estas dos regiones permanecen proximas en queratinocitos vivos (Frijns et al.,
2012). No se puede descartar que exista otro tipo de reorganizacion de B4 causada por

plectina, la cual facilite la union de BPAGe.

Cuando el ABD de plectina se une a B4 induce un cambio en la estructura de la regién

inicial del CS (Figura 111) (de Pereda et al., 2009a). Puesto que el CS esta en contacto con
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la cola C-terminal y que la regién Fnlll-3,4 se sitta entre ambos, es posible que el cambio
en la organizacién de la region N-terminal del CS propague cambios en todo el segmento
CS-Fnlll-3,4-C-terminal, los cuales podrian inducir una conformacion del Fnlll-3,4 que
reclute BPAG1le (Figura D5).

Fnlll-3 Fnlll-4

Plectina
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Conector C-Terminal
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Figura D5.- Modelo hipotético de la propagacion de cambios en B4 ligados a la uni6n a
plectina. La unién de plectina al Fnlll-1,2 causa un cambio en la estructura de la region N-
terminal del CS que podria transmitirse a otras regiones de B4 favoreciendo la unién de BPAGle
o de otras proteinas de los HDs.

2.-CD151

Inicialmente se abordo6 la expresion de CD151-EC2 en bacterias. Para ello se emplearon
diversas construcciones en las que el EC2 se expresd unido a diversas etiquetas o
proteinas adyuvantes. En todos los casos el EC2 apareci6 en la fraccion insoluble. Esto
contrasta con la expresion soluble en E. coli del dominio EC2 de la tetraspanina CD81
(Kitadokoro et al., 2001b). Un paso limitante para la expresion soluble de CD151-EC2
podria ser la correcta formacion de los tres puentes disulfuro que se espera que
contenga el EC2 de CD151. Se ha intentado, sin éxito, expresar esta proteina soluble
favoreciendo la formacion de puentes disulfuro en E. coli incluyendo en las proteinas de
fusién secuencias sefial que dirigen la secrecion al espacio periplasmatico, tal como se
habia descrito para la expresion de CD81-EC2, o generando un ambiente oxidante en el
citoplasma. En ambos casos la creacién de un entorno que favorece la formacion de

puentes disulfuro es insuficiente para obtener CD151-EC2 soluble en bacterias. Esto
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sugiere que existen diferencias significativas en el proceso de plegamiento de los
dominios EC2 de CD151 y CD81.

Se ha descrito la expresion del EC2 de CD151 y de otras tetraspaninas en E. coli en forma
de proteinas de fusién con GST, y estas proteinas recombinantes tienen capacidad para
inhibir la infeccién de macrdfagos por el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1
(VIH-1) (Ho et al., 2006). Dicho trabajo no analiza si el EC2 de CD151 fusionado a GST
retiene una estructura nativa, por lo que no se puede descartar que el efecto observado
sobre la infeccion por VIH-1 pueda deberse a motivos de secuencia cortos que no
requieren de una correcta estructura tridimensional de este dominio. Por otro lado,
recientemente se ha descrito la expresion soluble del dominio EC2 de la tetraspanina
RDS (Retinal degeneration slow) (también conocida como periferina o Tspan-22)
(Chakraborty et al., 2013). RDS se encuadra en el mismo subgrupo, 2b, que CD151
(Seigneuret et al., 2001). En dicho trabajo expresan en E. coli una proteina de fusion en
la que el EC2 de RDS esta unido al extremo carboxilo de la proteina de unién a maltosa
(MBP) y no emplean mecanismos que favorezcan la formacion de tres puentes disulfuro.
Aungue la proteina de fusién contiene entre la MBP y el RDS-EC2 una secuencia
reconocida por la proteasa PreScission no se indica que se haya separado el EC2 de la
MBP ni que el EC2 sea estable y soluble en ausencia de la MBP. Por otro lado no se
indica que se haya inducido de forma activa la formacion de los tres puentes disulfuro
predichos en el RDS-EC2. En resumen, no parece concluyente que el EC2 de RDS

expresado en bacterias adopte una estructura nativa estable.

Ante la imposibilidad de producir el CD151-EC2 soluble en bacteria, la proteina se
purificé en condiciones desnaturalizantes y se replegé por dilucion empleando un
ambiente oxidante que favoreciera la formacion de puentes disulfuro. De esta forma se
obtuvo EC2 soluble a alta concentracién en ausencia de agentes desnaturalizantes; esta
proteina tiene las seis Cys oxidadas, formando al menos algunas de ellas puentes
disulfuro, y eluye en cromatografia de exclusion molecular mayoritariamente en un pico
con una masa molecular aparente que se corresponde con la del mondémero. Sin
embargo la estimacion del contenido de estructura secundaria estimada a partir del
espectro de dicroismo circular en la region del ultravioleta lejano (Figura R30) sugiere un

bajo contenido en a-hélice (<10%). Las estructuras cristalograficas del EC2 de CD81
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(cbdigos PDB: 1G8Q y 11V5) (Kitadokoro et al., 2001a; Kitadokoro et al., 2002) revelan un
contenido de a-hélice de ~65%. La region conservada del EC2 esta formada por ~62
residuos de los cuales en CD81 el ~82% forman las hélices A, B y E. El EC2 de CD151
contiene ~108 residuos, por lo que el contenido en a-hélice de su region conservada
supondria ~47%. Por lo tanto el bajo contenido en a-hélice estimado a partir del
espectro de dicroismo circular no parece ser compatible con la estructura helicoidal de
la region conservada y sugiere que el CD151-EC2 replegado obtenido no adopta una

estructura nativa.

Ante la falta de éxito en la produccion soluble del EC2 de CD151 en E. coli, se expreso el
EC2 en células de insecto empleando el sistema de baculovirus; de esta forma se ha
obtenido proteina soluble. Esto sugiere que el EC2 de CD151 aislado es estable y que no
requiere del resto de la proteina (por ejemplo los dominios transmembrana) para
mantener su estructura. Por lo tanto la imposibilidad de obtener EC2 soluble en E. coli
estaria causada por las limitaciones del sistema de expresion procariotico. El EC2
producido en células de insecto muestra heterogeneidad (Figura R33), la cual puede ser
una limitaciéon para su estudio estructural. Esta heterogeneidad parece estar ligada, al
menos en parte, a procesos de glicosilacion. La Asn159, al principio de la region variable
del EC2, forma parte de una secuencia consenso de glicosilacion NX(ST). Con el fin de
reducir la heterogeneidad del EC2 recombinante, se podria prevenir la glicosilacion
sustituyendo Asn159. Si bien serd necesario analizar el efecto de la eliminacion de este
potencial punto de glicosilacion sobre los niveles de expresién y sobre la estabilidad del
EC2.

Aunque este trabajo se ha centrado en la expresion y purificacion del EC2, otra
alternativa para el estudio de la estructura y funcion de CD151 seria producir la proteina
completa. De hecho, ese seria el siguiente paso l6gico tras el estudio del EC2 aislado.
Hasta la fecha no se ha elucidado la estructura de ninguna tetraspanina completa a alta
resolucién, si bien se ha descrito la estructura a baja resolucién, obtenida mediante crio-
microscopia electrénica, de particulas de uroplakina que contienen las tetraspaninas
uroplakina la y Ib (Min et al., 2006). Recientemente se ha descrito la produccion de
CD151 y otras tetraspaninas en E. coli, si bien CD151 obtenido de esta manera y

solubilizado con detergentes tiene una masa molecular aparente de ~290 kDa, lo cual
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sugiere que CD151 purificado de esta forma parece estar oligomerizando (Tarry et al.,
2012). Es més razonable que la purificacion de CD151 completo requiera el uso de
sistemas eucaridticos de expresion como los empleados en este trabajo. Por ultimo, una
vez que se llegue a purificar CD151 completo seria interesante reconstituir CD151 en
bicapas lipidicas, por ejemplo empleando nanodiscos lo cual permitiria su estudio en un
ambiente similar a su entrono natural (Bayburt and Sligar, 2010; Borch and Hamann,
2009).
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El dominio Calx-B de la integrina B4 tiene una estructura globalmente similar a la de
otros dominios Calx-B, como los de los intercambiadores de Na*/Ca®*, pero presenta

diferencias significativas en la regién supuestamente implicada en la unién de Ca**.
1. El dominio Calx-B de B4 no une Ca*".

2. La R1003 y posiblemente la R1077, ambas en el pseudo-sitio de unién de Ca®,
contribuyen a la estabilidad independiente de cationes del dominio Calx-B de B4
mediante la formacion de puentes salinos intramoleculares que compensan

cargas de residuos acidos.

3. Eltercery cuarto dominios Fnlll de B4 tienen estructuras globalmente similares a
las de los otros dos dominios Fnlll de esta integrina, pero existe poca

conservacion a nivel de los residuos de la superficie expuestos al solvente.

4. La region Fnlll-3,4 de B4 adopta en soluciébn una conformacion compacta

aparentemente estable.

5. Los extremos amino y carboxilo de la region Fnlll-3,4 se encuentran en el mismo
lado de la estructura, sugiriendo que esta region favorece la proximidad entre el

segmento conector y la cola C-terminal de B4.

6. La expresion del dominio EC2 de la tetraspanina CD151 en forma de proteinas de

fusién en E. coli resulta en su acumulacion en la fraccién insoluble.

7. EIl EC2 de CD151 expresado en E. coli, purificado en condiciones

desnaturalizantes y replegado no parece adquirir una estructura nativa.

8. Se ha purificado el EC2 de CD151 soluble mediante expresion heteréloga en
células de insecto combinada con cromatografia de afinidad; la proteina asi

obtenida muestra heterogeneidad relacionada con procesos de glicosilacién.
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