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“Almost all aspects of life are engineered at the molecular level, and without understanding
molecules we can only have a sketchy understanding of life itself.”
Francis Crick (1988)
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La cilia primaria es un organelo presente en la mayoria de los tipos celulares en mamiferos,
que se proyecta desde la superficie celular a modo de antena, participando en procesos de recepcion
y transduccion de estimulos mecéanicos y quimicos. Para esto, participa de diferentes vias de
sefalizacion esenciales para el desarrollo y mantenimiento de los tejidos y 6rganos, como es la via
de Sonic-Hedgehog, Wnt, y PDGFa, entre otras. Esta importancia funcional la convierten en un
organelo esencial, cuyo mal funcionamiento esta asociado a un importante numero de patologias
complejas denominadas ciliopatias. Una ciliopatia modelo, y objeto de estudio del Laboratorio de
Biologia Molecular Humana del Instituto Pasteur de Montevideo, es el Sindrome de Bardet-Biedl
(BBS). BBS es una enfermedad genéticamente heterogénea para la cual a la fecha se han
identificado 21 genes causales. Si bien puede ser heredado con un patrén compatible con el de una
enfermedad autosdmica recesiva, en muchas familias se comporta como un rasgo oligogénico. De
alli surge la importancia de modificadores secundarios de la enfermedad, como lo es CCDC28B
(del inglés: coiled coil domain containing protein 28B). No hay evidencias de que mutaciones en
este gen sean suficientes para causar el sindrome pero si para modular su expresividad modificando
la severidad de su manifestacion en un contexto genéticamente sensible por la presencia de otras
mutaciones en genes BBS. CCDC28B es una proteina sin homologos de funcidon conocida ni
dominios funcionales identificables. Trabajos previos del grupo sugieren que CCDC28B
funcionaria a través de modificar la actividad de proteinas con las cuales interactua. Asi, se ha
mostrado que a través de la interaccion con SINI juega un rol importante en el proceso de
ciliogénesis, y en la modulacién del complejo mTORC2, efectos observados tanto en células en
cultivo como in vivo en el pez cebra. Pese a esto, no se sabe como CCDC28B interacciona con otras
proteinas modificando su actividad y no se dispone de ninguna informacion estructural mas alla de

algunas predicciones in silico.

De esta forma, el objetivo central de este trabajo fue caracterizar desde el punto de vista
estructural a CCDC28B vy establecer relaciones entre su estructura y su funcién que nos permitan
entender la forma de actuar de CCDC28B. Para alcanzar este objetivo se utilizaron dos enfoques
diferentes. Por un lado se produjo y purificéd la proteina recombinante en E.coli para intentar
obtener cristales y realizar ensayos de cristalografia de rayos X buscando resolver la estructura
tridimensional de la proteina. Si bien no se logro la cristalizacion de la proteina recombinante, se
obtuvo informacion sobre la proteina en si y sobre el proceso de su produccion, que nos serd de
gran utilidad para continuar el trabajo a futuro. Sabemos que la proteina puede formar dimeros
mediados por puentes disulfuro, algo que no ocurre in vivo, e indica la necesidad de utilizar
reductores durante la produccion y purificacion de la misma. Se logréd obtener una forma de
CCDC28B a la que le faltan los primeros 16 aminoacidos que permite eliminar la cola de 6-
Histidinas utilizada para el primer paso de purificacion y carece de una serie de aminoacidos
cargados que podrian dificultar la formacién de cristales. La segunda aproximacion a nuestro
objetivo consistio en determinar la importancia de ciertas regiones/dominios en la actividad de
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CCDC28B. Para ello se generd, por la tecnologia de CRISPR/Cas9, una linea estable de células
hTERT-RPE donde la actividad de CCDC28B estd disminuida, lo cual se refleja en una clara
disminucion del porcentaje de células ciliadas. Utilizando este pardmetro como reportero se analizd
la capacidad de mutantes en regiones involucradas en determinar la localizacion subcelular de
CCDC28B, de rescatar el fenotipo de ciliacion. Se observo que, mientras la expresion de la proteina
salvaje recupera el nivel de ciliacion, la proteina mutante en la sefial de localizacion nuclear, que no
es capaz de entrar al nucleo, no lo hace. Esto sugiere la importancia de la localizacion nuclear de
CCDC28B para su actividad en ciliogénesis. Este modelo nos permitira seguir testeando otros
mutantes, en regiones/residuos predichos in silico como potencialmente funcionales, en la actividad
de CCDC28B en ciliogénesis.



INTRODUCCION

1.1. La cilia primaria

La cilia primaria es un organelo celular conservado durante la evolucién. Mientras que las
plantas superiores y hongos, no poseen cilia, en invertebrados estdn restringidas a las neuronas
sensoriales y en mamiferos estdn presentes en casi todos los tipos celulares del organismo

(www.bowserlab.org/primarycilia/cilialist y Hoyer-Fender, S., 2013). Se presenta como una

estructura en forma de antena, generada por la proyecciéon de microtubulos desde la superficie
celular, particularmente desde el cuerpo basal -centro organizador de microtubulos derivado del
centriolo-, hacia el medio extra-celular. El esqueleto de microtibulos, denominado axonema, puede
diferenciarse segun su ultraestructura caracterizando dos grandes grupos distintos de cilias: cilias

primarias o inmoviles, y cilias moviles (ver Figura 1).

Las cilias moviles presentan un axonema formado por nueve dobletes de microtubulos
periféricos (llamados A y B) y un par de microtiibulos centrales, este tipo de configuracion se
denomina por lo tanto “9+2” (Figura 1A). Cada doblete periférico estd formado por un microtiibulo
completo (A), formado por 13 protofilamentos y un microtiibulo incompleto (B) formado solamente
por 10 protofilamentos. Al igual que los microtubulos celulares, los que forman el axonema ciliar se
forman gracias a la polimerizacion de heterodimeros de @ y [  tubulina, con su extremo
“mas” (hacia el cual crecen) hacia el extremo distal de la cilia (Fisch, C. and Dupuis-Williams, P.,

2011). Ademads, el axonema presenta algunas estructuras

- T[T T accesorias, como los brazos externos e internos de dineina que
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ndiscs colaboran al movimiento en este tipo de cilias. Normalmente se
encuentran de a varias por célula en epitelios especializados,
como en el tracto respiratorio o el aparto reproductor, y su
funcion principal es la de generar movimiento para mover
fluido extra-celular (Mitchison, H. M. and Valente, E. M.,
2017).

una sola por célula y no son moviles. La configuracion de su

Por otro lado, las cilias primarias se encuentran de a
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s Corw tramsversa de cliiaprimurts centrales (Figura 1B). Tampoco posee muchas de las
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perificicos de estructuras accesorias, como los brazos de dineina, y su funcion

es principalmente mecano y quimio-sensorial (Cardenas-
Rodriguez, M. and Badano, J. L., 2009; Goetz, S. C. and
Anderson, K. V., 2010). Pese a la caracterizacion simplista en

estos dos grandes grupos, existen evidencias de la presencia de

Figura 1. Esquema mostrando un corte transversal de los dos tipos de cilias:
méviles (A) y primarias (B).
Figura adaptada de: Ishikawa, H. and Marshall, W. F., 2011.
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cilias inmoviles con un axonema “9+2”, por ejemplo en el tracto olfatorio en humanos, y cilias
moviles de axonema “9+0”, como en el nodo embrionario del raton (Hoyer-Fender, S., 2013;
Moran, D.T. et al, 1982; Sulik, K., et al, 1994).

La Figura 2 muestra una representacion de las distintas regiones que encontramos en la
cilia primaria. Alli se ve que el axonema nace desde el extremo distal del cuerpo basal, el cual es
formado por el centriolo madre, es decir, el centriolo mas antiguo. El cuerpo basal y los centriolos
tienen la misma estructura en barril formada por nueve tripletes de microtabulos, y es que, pese a
que cumplen funciones diferentes, son el mismo organelo, que se transforma uno en otro en
diferentes etapas del ciclo celular, asociando de esta manera el proceso de ciliogénesis al propio
ciclo celular. Durante la fase GO y G1, el centriolo se mueve hacia la superficie celular para actuar
como cuerpo basal y promover la ciliogénesis. Mientras que durante la mitosis la cilia se reabsorbe
y el cuerpo basal vuelve a actuar como centriolo formando el centrosoma (Irigoin, F. and Badano, J.
L., 2011; Marshall, W. F., 2008). En el extremo distal del cuerpo basal se encuentran los apéndices
fibrosos que al hacer contacto con la membrana celular pasan a formar las fibras de transicion.
Tanto los apéndices fibrosos, como las fibras de transicion salen del tibulo central de los tripletes

del cuerpo basal. Estas fibras no s6lo hacen contacto con la membrana, sino que anclan el cuerpo

Axonema

Ciliamovil Cilia primaria

Jona éc -
transic on

Fibrasde
transic on

Cuerpo
baal

Centriolo Centrielo
matre hijo

Figura 2. Representacion esquematica de la ultraestructura de la cilia primaria y cortes longitudinales de las secciones que
la componen.

A la izquierda se muestra una micrografia de una inmunofluorescencia de una cilia primaria. Con azul se marca la tubulina
acetilada para ver el axonema, con rojo se marca la y-tubulina para ver el cuerpo basal y con verde la proteina transmembrana
(TMEM) 216, la cual se localiza en la zona de transicion.

Figura adaptada de: Szymanska, K. and Johnson, C. A., 2012.



basal a la misma (Anderson, R. G. W., 1972). De hecho, Rosenbaum y Witman (2002) proponen
que estas fibras de transicion son parte de un complejo que funcionaria de manera similar al poro

nuclear, regulando el trafico de proteinas hacia y desde la cilia.

En la base de la cilia, por encima del cuerpo basal, existe una region llamada zona de
transicion (ZT), que separa el organelo del resto del citosol y de la membrana plasmatica. Esta
region actua como una barrera que permite seleccionar los componentes solubles y de membrana
del compartimiento intra-ciliar y la membrana ciliar, permitiendo que la cilia posea un conjunto
caracteristico de proteinas(Fisch, C. and Dupuis-Williams, P., 2011; Reiter, J. F. et al, 2012). En esta
region se encuentran las fibras en Y, que unen el axonema con la membrana ciliar, y los platos
terminal (sin funcion demostrada al momento) y basal (nuclea el par central de microtubulos sélo en
cilias moviles). Todas estas estructuras fueron identificadas por microscopia electronica, pero ain
resta la identificacion exacta de todos sus componentes y funciones (Fisch, C. and Dupuis-
Williams, P., 2011).Es interesante notar que muchas de las proteinas que se localizan en la ZT se
han encontrado mutadas en diversas enfermedades (ciliopatias, se describiran mdas adelante),
poniendo en evidencia la relevancia fisiologica de esta region (Czarnecky PG, Trends in Cell
Biology, 2012, 22:201; Verhey, KJ, Current Opinion in Cell Biology, 2016, 41:109). La informacion
existente hasta el momento indica que CEP164 (del inglés: centrosomal protein of 164 kDa) y
ODF?2 (del ingés: outer dense fibre 2) estan unidas a las fibras de transicion y ambas son necesarias
para el anclaje a la membrana celular (Graser, S. et al, 2007; Ishikawa, H. et al, 2005). La
membrana ciliar en la ZT se denomina cuello ciliar. Al momento, es desconocida la identidad de
muchos componentes de este cuello ciliar pero se observo que no necesariamente son los mismos en
diferentes organismos. Se postula que la funcién principal de este cuello ciliar es la de actuar como
barrera selectiva para la difusion de lipidos y proteinas entre la membrana plasmatica y ciliar
(Fisch, C. and Dupuis-Williams, P., 2011). La membrana ciliar corresponde a la bicapa lipidica que
cubre al axonema, que pese a ser continua con la membrana plasmatica, es un compartimiento
especializado hacia donde las moléculas tienen acceso restringido. Este compartimiento esta
enriquecido particularmente en receptores, canales ionicos especificos y cierto tipo de
fosfoinositidos (Rohatgi, R. and Snell, W. J., 2010).

La cilia primaria carece de la maquinaria necesaria para la sintesis proteica y por ende, todas
las proteinas necesarias para la formacion, mantenimiento y funciéon de la cilia deben ser
sintetizadas previamente en el cuerpo celular y luego transportadas hacia el organelo. Para ello
existe un mecanismo especializado que se denomina transporte intraflagelar (IFT, del inglés:
intraflagellar transport). Se trata de un proceso bidireccional que utiliza motores para mover
complejos proteicos, denominados particulas IFT (o trenes IFT), hacia el extremo distal y basal de
la cilia (movimiento anterogrado y retrégrado, respectivamente). Todos los motores basados en
microtibulos se mueven a lo largo de estos en una sola direccion, hacia el extremo “mas” o hacia el
“menos”, por lo tanto se necesitan motores diferentes para el movimiento anterogrado y retrogrado.

Esta funcion la cumplen las dos grandes familias de motores basados en microtubulos: las
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Figura 3. Maquinaria de transporte intraflagelar (IFT).

El motor de IFT anterégrado, quinesina-2, transporta los complejos de IFT A y B, las proteinas precursoras del axonema y la
dineina citoplasmatica 2 hasta la punta de la cilia. Durante este movimiento anterdgrado, la quinesina-2 esta activa y el motor
retrogrado, dineina citoplasmatica 2, se mantiene de alguna manera inactivo para permitir un movimiento anterégrado
progresivo. En la punta de la cilia, los trenes IFT anterdgrados liberan las proteinas precursoras del axonema y reordenan su
conformacion para generar el IFT retrogrado. La dineina citoplasmatica 2 se activa y transporta los trenes IFT retrogrados al
cuerpo celular. Todos los trenes IFT estan involucrados ademas en el transporte de proteinas de membrana hacia la membrana
ciliar y del BBSoma (complejo proteico compuesto por al menos siete proteinas asociadas al sindrome de Bardet-Biedl) hacia la
punta de ala cilia.

Figura adaptada de: Ishikawa, H., Marshall, W. F., 2011.

quinesinas y las dineinas (Hirokawa, N., 1998). EI motor de movimiento anterogrado, quinesina 2,
es un complejo heterotrimérico formado por dos subunidades motoras, KIF3A y KIF3B (en
mamiferos), y una subunidad no motora, KAP (Scholey, J. M., 1996). Por otro lado el motor de
movimiento retrogrado, dineina citoplasmatica 2, es de estructura bastante mas compleja y estd
formado por una cadena pesada, una cadena intermedia-liviana, una cadena intermedia y tres
cadenas livianas (Hou, Y. and Witman, G. B., 2015). La Figura 3, muestra esquematicamente como
funciona el IFT, alli se observa que las proteinas producidas en el cuerpo celular, son llevadas hacia
la punta de la cilia por la quinesina 2 y el complejo IFT B. Entre las proteinas transportadas en esta
direccion se encuentra la propia dineina citoplasmatica 2, que una vez en la punta de la cilia, se
hace cargo del transporte retrogrado junto con el complejo IFT A, pasando la quinesina 2 inactiva a
ser carga. El cambio de movimiento anterogrado a retrogrado no estd totalmente caracterizado,
aunque si se sabe que estd regulado por proteinas ancladas a las fibras de transicion (en la base de la
cilia) y a algunos filamentos que unen el final de los tibulos A del axonema con la membrana ciliar
en la punta de la cilia (Rosenbaum, J. L. and Witman, G. B., 2002).

Como se mencion6 anteriormente, la funcion principal de la cilia primaria consiste en actuar
como “antena celular”, sensando el medio extracelular y generando las respuestas necesarias. La
relacion superficie/volumen en la cilia es mayor que en el resto de la célula, por lo cual una gran
densidad de receptores sefalizan hacia un compartimiento donde las proteinas que participan en el
proceso de transduccion estdn concentradas, favoreciendo la interaccion entre ellas y por lo tanto
respondiendo en forma eficiente y rapida. Este tipo de argumentos se ha utilizado para explicar por
qué son varias las vias de sefializacion que actian a través de la cilia, como por ejemplo: Wingless
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(Wnt), Sonic Hedgehog (Shh) o Factor de crecimiento derivado de plaquetas alfa (PDGFa)
(Cardenas-Rodriguez, M. and Badano, J. L., 2009; Gerdes, J. M. and Katsanis, N., 2008). Su
participacion en estas vias, hacen que la cilia primaria sea un organelo importante para procesos
celulares fundamentales como la proliferacion, establecimiento de la polaridad durante el desarrollo

y la diferenciacion celular.

Dada la distribucion ubicua de la cilia, su conservacion evolutiva y su participacioén en los
mecanismos antes mencionados, no debe resultar sorprendente que la cilia primaria sea un organelo
esencial. Efectivamente, la ausencia de cilia en mamiferos es incompatible con la vida y defectos en
la formacién o funcionamiento de este organelo ha sido ampliamente asociado a una serie de
patologias complejas con un importante numero de fenotipos, que conjuntamente se han

denominado ciliopatias.

1.2. Las ciliopatias

Las ciliopatias han sido definidas como un grupo de patologias genéticas humanas que
comparten un defecto celular comun: problemas en la formacion, estructura o funcion de las cilias.
Estas enfermedades presentan un amplio rango de fenotipos, siendo algunos de ellos patologias
altamente prevalentes en la poblacion general, como la diabetes, obesidad, retardo mental y
poliquistosis renal entre otras (Bergmann, C., 2012). Pero también algunas ciliopatias presentan
otras caracteristicas menos comunes, como degeneracion de retina, anosmia y polidactilia, entre
otras. Algunos ejemplos de ciliopatias con los fenotipos que las caracterizan se muestran en la Tabla
1 (Cardenas-Rodriguez, M. and Badano, J. L., 2009).

En general, las ciliopatias son caracterizadas por una gran variabilidad fenotipica inter e
intra familiar. Por un lado, mutaciones en genes diferentes, necesarios para el ensamblado y funcién
de la cilia, pueden dar lugar a fenotipos muy similares. A su vez, mutaciones en un mismo gen
pueden dar lugar a presentaciones muy distintas de una determinada ciliopatia (Davis, E. E. and
Katsanis, N., 2012). Por lo tanto, sumado a la variabilidad inherente a la posibilidad de que distintos
genes, con funciones quizas similares pero no idénticas, se asocien a un mismo defecto celular/
fenotipo, la variabilidad presentada dentro de una misma familia, segregando las mismas
mutaciones, evidencia una significativa complejidad genética. Esto ha quedado evidenciado en
distintos trabajos mostrando una compleja relacion entre todos los alelos existentes para los genes
asociados a estas enfermedades. Es asi que muchas de las ciliopatias hoy dia son consideradas
enfermedades oligogénicas donde mutaciones/alelos en mas de un gen interaccionan para
determinar el fenotipo final. Por lo tanto, las ciliopatias son patologias donde generalmente se
identifica un gen principal para el desarrollo de la patologia, pero donde otros genes pueden actuar
como moduladores de la presentacion de la misma, llamados en algunos casos modificadores
secundarios, necesarios pero no suficientes para el desarrollo de la enfermedad (Badano, J. L. and
Katsanis, N., 2002).
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PKD NPHP LCA  SLSN EVC OFD JS MKS JATD ALMS BBS

Malformaciones

del SNC X X X X X X

Quistes renales X X X X X X X X

Diabetes X

Malformaciones
de las génadas

Problemas
cardiacos

Disfuncion

hepatica X X X X
Retardo mental X X X X X X

Obesidad X

T R R ST T

Polidactilia X X X X X

Disfuncion
pulmonar

Degeneracio de

la retina X X X X X

s

Sitius Inversus X

Malformaciones
del esqueleto X X

Tabla 1. Fenotipos observados en las distintas ciliopatias.

PKD: Poliquistosis renal; NPHP: Nefronoptisis; LCA: Amaurosis congénita de Leber; SLSN: Senior-Leken; EVC: Ellis van
Creveld; OFD: Oral-facial-digital tipo 1; JS: Joubert; MKS: Meckel-Gruber; JATD: Displasia toracica asfixiante de Jeune; ALMS:
Alstrom; BBS: Bardet-Biedl.

Tabla adaptada de: Cardenas-Rodriguez, M. and Badano, J. L., 2009.

Desde un punto de vista celular, los modelos de oligogenicidad se basan en la existencia de
sistemas redundantes en los que distintas proteinas pueden suplantar la funcidén de otras y por lo
tanto se necesitan mutaciones en mas de un gen para afectar la funcionalidad de la via o complejo
proteico en el que participan (Badano, J. L. and Katsanis, N., 2002). Esta complejidad hace que las
ciliopatias hayan atraido un amplio interés en el campo de la genética. Una de las ciliopatias donde
comenzo a disecarse este tipo de interaccion es el Sindrome de Bardet-Biedl, objeto de estudio del

Laboratorio de Genética Molecular Humana del Instituto Pasteur de Montevideo.

1.3. El Sindrome de Bardet-Biedl

El Sindrome de Bardet-Biedl (BBS, del inglés: Bardet-Biedl syndrome) fue descrito por
primera vez en los afios veinte por George Bardet y Arthur Biedl, quienes presentaron
independientemente casos de pacientes con obesidad, discapacidad visual, retardo mental,
polidactilia e hipogonadismo (Bardet, G.,1920; Biedl, A., 1922). Actualmente, casi 100 afios

después, la patologia es definida por seis rasgos feotipicos principales, considerados como los
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Figura 4. Rasgos fenotipicos del Sindrome de Bardet-Biedl.
A-D- Rasgos faciales tipicos de BBS.

E- Braquidactilia y cicatrices debido a la escision de dedos extra.

F- Apifiamiento dental.

G- Paladar arqueado alto.

H- Imagen oftalmoscopica que muestra una distrofia de conos rojos.
Figura tomada de: Forsythe, E. and Beales, P. L., 2013.

“sellos” de la enfermedad, de los cuales cinco son los observados en los primeros estudios de
Bardet y Biedl (alguno de estos se observan en la Figura 4): degeneracion de retina, obesidad,
hipogonadismo, polidactilia, retardo mental y disfunciones renales (Zaghloul, N. A. and Katsanis,
N., 2009). A su vez, los pacientes pueden también presentar otras patologias como ataxia, déficit en
el habla, pérdida de audicion, anosmia, anomalias dentales, defectos del corazén y diabetes entre
otras (Forsythe, E. and Beales, P. L., 2013).

La prevalencia de esta enfermedad es baja pero variable segin la poblacion a analizar,
yendo desde 1:160.000 en poblaciones europeas hasta 1:13.500 en poblaciones arabigas. De todas
formas, la incidencia estimada en poblaciones caucasicas es de 1:100.000 (Forsythe, E. and Beales,
P. L., 2013). Si bien no existen datos de la prevalencia de BBS en nuestro pais es razonable asumir
una incidencia en este rango. BBS puede ser heredada como una enfermedad autosdémica recesiva,
pero como ya se dijo, es clasificada como una enfermedad genéticamente compleja con herencia
oligogénica (Katsanis, N. et al, 2001; Beales, J. P, et al, 2003).

Hasta el momento, se han identificado 21 genes causales de BBS y algunos modificadores
secundarios, como CCDC28B (del inglés: Coiled coil domain containing protein 28B) (Novas, R. et
al, 2015; Badano, J. L. et al, 2006; Schaefer, E. et al, 2016; Heon, E. et al, 2016). En cuanto a las
proteinas codificadas por los genes BBS, al menos para las caracterizadas hasta la fecha, se
localizan principalmente en el cuerpo basal, centrosoma o axonema ciliar y se ha demostrado que
participan en la formacién y funcionamiento de la cilia primaria (Kim, J. C. et al, 2004; Kim, J. C.
et al, 2005; Nachury, M. V. et al, 2007). Para ocho de ellas (BBS 1, 2,4, 5, 7, 8, 9 y 18) se sabe que
su funcionamiento es a través de un complejo octamérico denominado BBSoma que actia
activamente en el proceso de ciliogénesis (Loktev, A. V. et al, 2008). En particular, el BBSoma

actia regulando el trasporte de proteinas de membrana hacia y desde las cilias a través de su
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asociacion con las GTPasas Rabin8 y Rab8 (Nachury, M. V. et al, 2007). Pero no todas las BBS
forman parte del BBSoma y ultimamente se ha trabajado en busqueda de disecar las funciones de
cada una de ellas fuera del complejo como es el caso de BBS3, también llamada Arl6 (del inglés:
ADP-ribosylation factor like 6) que se asocia al BBSoma, sin formar parte de este, para mediar su
translocacion hacia el interior de las cilias (Jin, H. et al, 2010). También se demostré6 que BBS6,
BBS10 y BBS12 pertenecen a la clase de chaperoninas tipo Il y colaboran con el ensamblaje del
BBSoma (Kim, J. C. et al, 2004; Stoetzler, C. et al, 2006; Stoetzler, C. et al, 2007). Por otro lado,
también se sabe que la ausencia de alguna de las proteinas BBS por separado, también genera
problemas durante la transduccion de senales reguladas por la cilia primaria, como la via de Shh y
Wnt (Gerdes, J. M. and Katsanis, N., 2008; Zhang, Q. et al, 2012).

Pese a que en los ultimos afios se ha avanzado en la caracterizacion de las diferentes BBS,
para entender la base celular de las manifestaciones clinicas de la enfermedad se necesita conocer
en detalle las funciones de estas proteinas, asi como también la de los modificadores secundarios.

En particular durante este trabajo nos centramos en el modificador secundario CCDC28B.

1.4. El modificador secundario CCDC28B

La hipdtesis de oligogenicidad para BBS alentd estudios apuntando a la identificacion y
caracterizacion de proteinas que interactuaran con las BBS conocidas como forma de ahondar en la
funcién de estas proteinas y para identificar nuevos genes capaces, ya sea de causar BBS, como
modificar la presentacion de la enfermedad. La identificacion de CCDC28B se realiz6 a partir de
ensayos de doble hibrido en levaduras, utilizando a BBS4 como “carnada”, y una libreria de cerebro
fetal humano. En ese ensayo se encontraron 60 posibles interactores (Badano, J. L. et al, 2006).
Debido a su posible actividad en el funcionamiento de la cilia primaria, esta lista de interactores se
filtr6 con la base de datos del proteoma ciliar, una lista de proteinas enriquecida en proteinas
asociadas a la cilia obtenida por andlisis bioinformaticos, protedmicos y de expresion (Li, J. B. et al,
2004; Gherman, A. et al, 2006). Alli, de los 60 candidatos iniciales, la inica secuencia que se
encontraba en la base de datos fue la de CCDC28B, una proteina hasta ese momento totalmente
desconocida (Badano, J. L. et al, 2006). Luego se demostr6 que la interaccion de CCDC28B no esta
restringida a BBS4, sino que también interactua con otras proteinas BBS, como BBS6 y BBS1
(Badano, J. L. et al, 2006). Resulté muy interesante detectar en pacientes BBS la presencia de una
transversion C-T en la penultima posicion del exén 3 (C430T) de CCDC28B (el gen estd compuesto
por 6 exones). Se determind que este cambio genera una secuencia de union para la proteina

‘v J > .
Splice comecto Figura 5. Modificacion del splicing en la variante

Alchu salvaje CBOT 4301 de cCDC28B.
Exon 2 P Exén 3 ‘ La mutacién C430T genera una secuencia de uniéon
~ D S PRPOPPRIPIRD: - - mpparrpyn ~ para SC35 (proteina reguladora del splice (indicada
N A ""'#"rig”"“"m gacerTiemal en violeta). La unién de esta proteina favorece la

N = —_— t delecion de 5 pares de base (indicados en naranja) y
N b. 5‘(‘ la aparicion de un coddén de terminacion prematuro
Splice medilicado 1Al ANK ;' (PTC).

Geaeracion de wn PTC Figura adaptada de: Badano, J. L. et al, 2006.
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reguladora del splice SC35, que potencia el uso de un sitio aceptor de splice criptico, generando una
1soforma con una pérdida de cinco pares de bases que resulta en un cambio en el marco abierto de
lectura con la generacion de un coddén de terminacion prematuro (ver Figura 5). Por lo tanto, el
efecto generado sobre el procesamiento del ARNm determina que el cambio C430T se considere
una mutacion hipomorfica, ya que disminuye la cantidad de ARN mensajero de CCDC28B
disponible para la traduccion. Andlisis poblacionales de esta mutacion confirmaron el caracter de
modificador secundario de CCDC28B. Se establecid que la mutacion sola no es capaz de generar la
enfermedad, ya que no se encontraron pacientes homocigotas C430T y si individuos sanos (Badano,
J. L. et al, 2006). Ademas, se observaron familias en las que, los individuos afectados de BBS eran
aquellos que, ademas de ser homocigotos para una mutacion en un gen causal BBS, eran
heterocigotas para C430T en CCDC28B. En estas mismas familias, otros individuos homocigotas
para la mutacion en el gen BBS, pero sin mutaciones en CCDC28B, o los heterocigotas para los dos
genes, no estaban afectados por la patologia. Finalmente, también se encontraron familias con
hermanos enfermos, homocigotas para la misma mutaciéon en el gen BBS, pero con presentaciones
diferentes de la enfermedad: aquellos que tenian una mutacion en el CCDC28B, tenian una
presentacion mas severa de la enfermedad. En conclusion, esta mutacion hipomorfica en CCDC28B
no seria suficiente para generar la enfermedad, pero en algunas familias con un contexto
genéticamente sensibilizado por mutaciones en otros genes BBS, contribuyen para una

manifestacion mas severa de la enfermedad (Badano, J. L. et al, 2006).

1.5. CCDC28B y su funcién

Se identificaron en un comienzo dos isoformas de CCDC28B: la NM 024296 y la
BC 002462, las cuales difieren en el Gltimo exdn. Aunque la importancia fisiologica de cada una de
estas isoformas aun estd por ser determinada, se sabe que ambas mantienen la porcion del exon tres
que se encontré mutada. Luego, con el avance de los estudios en gendmica se establecid a la
isoforma NM 024296 como la forma candnica, mientras que la otra isoforma seria producto de la

aparente retencion de un segmento de intron (ver http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BUNS). Desde

entonces se trabaja con la isoforma NM_ 024296, y es a ella a la que nos referiremos a partir de
ahora como CCDC28B.

CCDC28B codifica una proteina de 200 aminodacidos, conservada en todos los metazoarios
ciliados (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -B-) pero que no posee homodlogos de funcion
conocida y de la que no se posee informacién estructural. Una forma de aproximarse a la funcion de
CCDC28B es identificar y caracterizar a las proteinas con las cuales interactiia. De esta forma en
trabajos previos de nuestro laboratorio, se determind que tanto en células en cultivo, como in vivo
en pez cebra (Dania rerio), CCDC28B juega un rol importante en ciliogénesis (Cardenas-
Rodriguez, M. et al, 2013-B-) y participa en la modulacion de la via mTORC2 a través de su
interaccion con la proteina SIN1 (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013-A-).
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La via de mTOR (del inglés: mechanistic or mammalian target of rapamycin) es un
regulador central de la homeostasis celular. Integrando sefiales intra y extracelulares juega un rol
fundamental como regulador del metabolismo, crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular
(Laplante, M. and Sabatini, D. M., 2009). La via de mTOR nuclea al menos dos complejos
multiproteicos diferentes: el complejo 1 (mTORCI) y el complejo 2 (mTORC2). mTORCI fue el
primero en ser caracterizado, esta formado por cinco componentes: mTOR, serina/treonina quinasa
que nuclea ambos complejos, RAPTOR, mLST8, PRAS40 y DEPTOR, y por su funcion es definido
como un regulador central del crecimiento celular y el metabolismo (Laplante, M. and Sabatini, D.
M., 2012). Por otro lado, mTORC2 estd formado por seis componentes diferentes: mTOR,
RICTOR, mSIN1, PROTOR-1, mLST8 y DEPTOR. A diferencia de lo que sucede con mTORCI1 se
conoce menos sobre la biologia del complejo mTORC2, en gran medida debido a que en ratones la
delecion de componentes de este complejo causa letalidad y tampoco se conocen inhibidores
especificos del mismo, lo que dificulta su estudio (Laplante, M. and Sabatini, D. M., 2009). De
todas maneras, se ha identificado que el complejo mTORC2 tiene un rol importante en la
supervivencia, proliferacion, metabolismo y fundamentalmente la reorganizacion del citoesqueleto
de actina y la migracion celular (Oh, W. J. and Jacinto, E., 2011). Nuestro grupo demostré que
CCDC28B interacttia con SINI y a través de esta interaccion afecta la actividad de mTORC?2,
actuando como agonista o regulador positivo de la via (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -A-;
Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -B-). mTORC?2 fosforila Akt en su dominio hidrofébico, en la
S473 (Oh, W. J. and Jacinto, E., 2011) y por ende los niveles de Akt S473 fosforilados pueden ser
un buen reportero de la actividad del complejo. En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos
por Cardenas-Rodriguez, et al. en 2013 (A) sobre los niveles de Akt S473 fosforilado al disminuir y
sobre expresar CCDC28B. Alli se observo que la disminucion de CCDC28B resulta en una

reduccion de la actividad de mTORC?2 y la sobreexpresion de la proteina aumenta la actividad del
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Figura 6. CCDC28B modula la actividad del complejo mTORC?2.

A- La bajada de CCDC28B en células NIH3T3 resulta en una disminucion de la fosforilacion de AktS473, lo que indica una menor
actividad de mTORC?2. Se utiliz6 Akt total como control de carga.

B- La sobreexpresion de CCDC28B en células NIH3T3 resulta en un aumento de la actividad de mTORC2. Se utiliz6 Akt total
como control de carga.

C- La bajada de CCDC28B en células NIH3T3 no afecta la actividad de mTORC1, medido a través de la fosforilacion de 4EBP1
(T37/46) -sustrato de mTORC1-. Se utiliz6 4EBP1 total como control de carga.

Figura adaptada de: Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -A-
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Ademas se mostré que CCDC28B regula ciliogénesis, tanto en células en cultivo como in
vivo en el pez cebra (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -A-). En ambos casos se observéd que la
disminucion de los niveles de CCDC28B reduce el porcentaje de ciliacion y el largo de cilia
(Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -A-). La Figura 7 muestra los resultados obtenidos en ese
trabajo con células hTERT-RPE en cultivo, donde se observa la disminucion de la ciliacion y el
largo de las cilias cuando disminuyen los niveles de CCDC28B, comparado con un control positivo
como lo es IFT88 (del inglés: intraflagellar transport gene 88), indispensable para la ciliogénesis.
Mediante ensayos de interaccion se pudo ver que el efecto de CCDC28B sobre ciliogénesis
depende, al menos en parte, de su interaccion con SIN1 pero en forma independiente de mTORC2:
mientras que la disminucion de RICTOR (miembro del complejo mTORC?2 e interactor de SIN1) y
SIN1 disminuye la actividad mTORC2, solo esta ultima altera el largo de la cilia (Cardenas-
Rodriguez, M. et al, 2013 -A-). Finalmente, también se demostré en ensayos in vivo, que la
sobreexpresion de SIN1 es capaz de rescatar, al menos parcialmente, el fenotipo ciliar producido
por la disminucion de CCDC28B, mientras que la sobreexpresion de CCDC28B, no rescata el
fenotipo ciliar inducido por la falta de SIN1. Estos resultados nos hablan de que SINI actia
corriente abajo de CCDC28B. A pesar de estos avances, ain no se conoce como CCDC28B
interacciona con SINI1 y como esto se traduce en los efectos observados sobre ciliogénesis y la
actividad de mTORC2.

Por otro lado, cdémo ya mencionamos, CCDC28B fue originalmente identificada por su
interaccion con diferentes proteinas BBS (Badano, J. L. et al, 2006), aunque se desconocen las
consecuencias funcionales de estas interacciones. En este contexto, pensamos que resolver la
estructura de CCDC28B permitira acercarse a la comprension de cOmo interacciona con estas
proteinas y como podria regular sus funciones. También parece importante comenzar a obtener
informacion estructural sobre proteinas mutadas en ciliopatias, ya que si bien hay muchas proteinas

descritas, no existe informacion

¢
z

estructural sobre casi ninguna de ellas.

Txade condn

stealth vs control

Figura 7. CCDC28B regula ciliogénesis.
A- Eficiencia de los stealh RNA oligos, tanto de
IFT88 (utilizado como control) como de
CCDC28B, medidos por Real Time PCR. Se utilizd
GAPDH para normalizar.
B- Imagen confocal de células hTERT-RPE
transfectadas con Low GC Stealth RNAi control, o
con los oligos RNAi para CCDC28B ¢ IFT88. Para
visualizar el nucleo y la cilia se utilizaron TOPRO
(azul) y tubulina acetilada (verde),
respectivamente.
C- Porcentaje de células ciliadas luego de la
transfeccion con los Stealth: control, IFT88 y
v CCDC28B. Se contaron mas de 100 nucleos y se
calculd el porcentaje contento el numero de cilias
en esos nucleos.
D- Se midieron cilias de mas de 300 células tanto
en el control como en las depletadas para IFT88 y
CCDC28B.
| Figura adaptada de: Cardenas-Rodriguez, M. et al
Coreed W OCOCH 2013 -B-
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1.6. Aproximacion a CCDC28B desde predicciones informadticas

Como se dijo previamente, no se tiene ninguna informacion estructural sobre CCDC28B. El
analisis in silico de su secuencia aminoacidica, que se observa en la Figura 8, predice que en el
extremo carboxilo terminal existe un dominio de tipo “coiled-coil” (Lupas, A., 1997), mientras que
el extremo amino terminal podria comportarse como una region desestructurada (Ward, J. J. et al,
2004; Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013 -A-).

El dominio de tipo coiled-coil esta caracterizado normalmente por dos a cinco hélices a
anfipaticas, enrolladas entre si formando una super-hélice. Es un motivo tipicamente involucrado en
mediar interacciones proteina-proteina siendo también el principal motivo de oligomerizacion entre
subunidades de proteinas (Burkhard, P. et al, 2001). En el caso de CCDC28B es el unico domino
identificable, que ademas es el que le da nombre a la proteina y se encuentra entre los aminoacidos
Glul58 y Glul93. Interesantemente, se ha determinado que tanto los centrosomas como las propias
cilias estan enriquecidas en proteinas con dominios de este tipo sugiriendo que la interaccion entre

proteinas es un aspecto fundamental en la biologia de estos organelos (Nido, G. S. et al, 2012).

En el otro extremo de la proteina, los primeros 75-80 aminoacidos se predicen como
desordenados (PSIPRED Protein Sequence Analysis Workbench, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/

disopred). El hecho de que esta region pueda estar desorganizada no le resta importancia. A la fecha

hay muchos estudios de asociacion entre desorden intrinseco y funcion de las proteinas (Dunker, A.
K. et al, 2002). Pese a que algunos insisten en asociar directamente la funcion a la estructura
tridimensional, el nimero creciente de proteinas que se sabe son desestructuradas nos obliga a mirar
esto desde otro punto de vista, ya que de lo contrario no se explicaria como este tipo de proteinas se
han mantenido a lo largo de la evolucion. Es mads, incluso se ha establecido que muchas de estas
estan frecuentemente involucradas en las funciones regulatorias mas importantes de la célula y su
falta de estructura intrinseca deja de ser tal cuando se unen a sus ligandos, ya que esta flexibilidad le

permitiria ademads unirse a mas de un interactor (Wright, P. E. and Dyson, H. J., 1999).

MDUKKKKESPEPCLAOPADAPG ILRRVPVPISHSGELALGLPHLPSPRCRAKFKRVGKEKCRFVLAGGGS

CSAGTPLOQHSFLTEVTDVYEMEGGLLNLLNODFHSCGRLQAFGKECSFEQLEHYREMQEKLARLHFSLDVCGEE
UNIon MAPK

CODCELECOGVTEGLPEZQKKTMA DRF‘JLDQLL‘ZNLEDLSNSIQKILI ILAENACPLEQSAA

Figura 8. Secuencia aminoacidica de CCDC28B humana (NM_024296).

Se observa la secuencia de aminoacidos de CCDC28B en la que se encuentran resaltados los sitios predichos in silico que pueden
estar potencialmente involucrados en las funciones de la proteina. En azul se observa la secuencia de localizacion nuclear (NLS),
en amarillo las secuencias de exportacion nuclear (NES), en verde la region correspondiente al dominio coiled coil, en rosado el
sitio de unién a MAPK y con asteriscos rojos se marcan los sitios de fosforilacion.
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CCDC28B posee a su vez otras regiones predichas in silicio que podrian ser importantes
para determinar la localizacion sub-celular de la proteina, para regular su actividad o para
interaccionar con otras proteinas (ver Figura 8). En particular se predicen: un dominio de union de
la quinasa MAP (MAPK, del inglés: mitogen-activated protein kinase) entre los residuos K128 y
V138; una senal de localizacion nuclear (NLS, del inglés: nuclear localization signal) en el extremo
amino terminal (K4-S9) y dos sefiales de exportacion nuclear (NES, del inglés: nuclear export
signal) centradas en los aminoacidos F134 y D178. Los dominios NLS y NES sugieren que
CCDC28B podria también tener roles extraciliares, o que su funcion en la regulacion de la

ciliogénesis dependiera del transporte hacia dentro y fuera del nucleo.

Nuestro grupo ha generado un panel de mutantes de CCDC28B en estas regiones y/o
residuos potencialmente relacionados a la funcion de la proteina. Algunos de estos mutantes fueron
evaluados en este trabajo para determinar la participacion de dichas regiones en las actividades de
CCDC28B, como una aproximacion complementaria para obtener informacion funcional acerca de

la proteina. Los mutantes generados son:

1. Mutantes en el dominio coiled-coil: El dominio coiled-coil fue predicho a través del
servidor COILS (http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.html). Para
desestabilizar este dominio se mutagenizaron los residuos leucina 169 y 172 a acido
aspartico. Como control se gener6é un mutante (N168D y Q171D) en el que no se altera
la prediccion del dominio coiled-coil.

2. Mutantes en el dominio de interaccion con proteinas MAPKs: a través del sitio ELM
(http://elm.eu.org/links.html) se identifico este motivo, que podria estar implicado en
interacciones especificas con miembros de la cascada MAPK. SIN1 también se conoce
como MAPKAPI1 (Mitogen Activated Protein Kinase Associated Proteinl) por lo que
este motivo resulta particularmente interesante a la hora de evaluar la interaccién
CCDC28B-SINI1 asi como su capacidad de activar el complejo mTORC2.

3. Mutantes en residuos fosforilables: la fosforilacion de proteinas es una modificacion
post-traduccional que puede regular no sélo actividad sino también la localizacion
subcelular de una proteina. CCDC28B posee tres serinas (S9, S32, S46), una treonina
(T23) y una tirosina (Y89) que podrian ser fosforiladas (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetPhos/). Estos residuos fueron modificados por alaninas (mutantes fosfo-nulos) o
acido aspartico (fosfo-miméticos). En particular resulta interesante la T23 como posible
blanco de PKC, una quinasa involucrada en la reorganizacion del citoesqueleto y la
actividad de mTORC2.

4. Mutantes en las secuencias de localizacion y exportacion nuclear: En particular la
region NLS fue predicha utilizado el servidor: http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/
NLStradamus/. Ademas se predicen dos sefiales NES. Estas regiones parecen
especialmente interesantes ya que podrian determinar la localizacion subcelular de

CCDC28B. Se generaron mutantes donde se sustituyeron residuos claves de la NLS
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(K5) y de la NES (L132 y L179) por alaninas de forma de eliminar la funcionalidad de
estas regiones.

En todos los casos los cambios introducidos eliminan las predicciones in silico de los

correspondientes sitios o secuencias funcionales.

1.7. De la estructura a la funcién

Hasta hace poco tiempo las proteinas a las que se le realizaba su determinacion estructural
eran seleccionadas segin su funcion, previamente determinada, y de forma tal que la estructura
tridimensional de la misma aportara detalles exactos del mecanismo que hay detras de esa funcion.
Esto hacia que los estudios estructurales fueran el punto final del proceso de descubrimiento.
Ejemplos de este tipo sobran por ser una practica muy comun hasta hace pocos afios. Uno particular
es el de la tripsina, sobre la cual se sabia que era una proteasa, y su especificidad y cinética estaban
muy bien descritas mucho tiempo antes de que se resolviera su estructura tridimensional (Stroud, R.
M. et al, 1972). Este paradigma tradicional ha cambiado significativamente con el desarrollo de los
diferentes proyectos de genomica estructural que plantean la posibilidad de utilizar los estudios
estructurales mas temprano en el proceso cientifico apuntando a preguntas como: ;cudl es la
funcioén de esta proteina? (Shapiro, L. and Harris, T., 2000).

Las estructuras tridimensionales de las proteinas una vez obtenidas, plantean algunas
ventajas por sobre el abordaje clasico de comparar secuencias realizando un BLAST (del inglés:
basic local alignment search tool). En primer lugar la comparacion de estructuras puede aportar
informacion sobre el parentesco con proteinas de funcidon conocida, que no necesariamente son
comparables por secuencia. Y en segundo lugar, la informacion estructural de una proteina puede
colaborar con la identificacion de motivos de union o sitios cataliticos, incluso en proteinas de

funcién desconocida (Shapiro, L. and Harris, T., 2000).

Es sabido que la estructura de una proteina, en términos de su plegamiento general, es mas
conservada durante la evolucion que la secuencia. A lo largo del tiempo dos secuencias pueden
divergir mientras que las proteinas codificadas mantienen su plegamiento y posiblemente su
funcién. El ejemplo mas claro de esto quizas pueda ser el de los transportadores de oxigeno en la
sangre y musculo, la hemoglobina y la mioglobina, respectivamente. En este caso, sus secuencias
parecen no estar relacionadas al punto que si se realiza un BLAST con la secuencia de una la otra
no aparece como resultado. Sin embargo, sus estructuras tridimensionales son extremadamente
similares (Aronson, H. G. et al, 1994). Otro ejemplo se muestra en la Figura 9, y es el caso de la
AdipoQ, una proteina secretada exclusivamente por adipocitos. La proteina se descubri6 durante un
estudio de secuenciacion masiva de ADNc de adipocitos y la funcion de la misma era totalmente
desconocida. La estructura resuelta por cristalografia de rayos X reveld una clara similitud

estructural con la familia de citoquinas TNF (del inglés: tumor necrosis factor) y que también se
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A THFu Figura 9. Ejemplo de similitud inesperada entre
Mg proteinas sin ninguna homologia de secuencia, el
factor secretado por adipocitos AdipoQ (Acrp30)
‘ y la familia de citoquinas TNFs.

f ) A- Comparacion entre diagrama de cintas de los

trimeros de AdipoQ y TNFa
B- Alineamiento de secuencia basado en estructura
entre los TNFs: CD40L, TNFa, TNFB y los

dominios Clg-like de C1qA y AdipoQ. Los residuos
\ idénticos en las cinco proteinas estan sombreados de
rojo, mientras que los residuos conservados en
cuatro de las cinco proteinas estan sombreados en
azul. Las regiones de hojas f estan indicadas con

flechas verdes sobre la secuencia de AdipoQ y con
flechas azules por debajo de la secuencia de CD40L.
Las busquedas basadas en secuencia como el
BLAST no pueden identificar ningun tipo de
relacion entre el dominio Clq de AdipoQ y los

B — - - <> > > miembros de la familia TNF.
AP 17 v DI Y AT TTRES ——res s e . . .
COh AT MM SIS FegviUEIYI AR §Uremc TCHVRLETITHALS aca vuives Figura adaptada de: Shapiro, L. and Harris, T., 2000
et ettt | Samteesapp———
een WRGERG RARY | MASME T RTLEE BT TR VLAY, PR g FY | P ey CREREMAGAITY ASLALONPY
e rar g I o ilustra en la Figura 9 (Shapiro, L. and
Scherer, P. E., 1998). Esta similitud
— — — — , ., ) .
~r o diadd SRV VIO IS, miTTTERr g ranTe desperto la hlpOtCSlS de que AdlpOQ
v SYTEVELLAAL | SRR T AAE T WRETTLE WO ™ire .
o pevessm—. et stmesr g v st oPoar puede funcionar como un factor de
CMom  werIUAMASTS BAEPCIOOE | DY . woe
- - = — sefalizacion celular, algo que al dia de

hoy ya se ha documentado (Oliveira, C.
S. et al, 2011). El hecho de que la similitud con la familia de las TNF no podia haber sido
encontrada de otra manera que no fuera comparando las estructuras refuerza la importancia de este

tipo de estudios.

Hoy por hoy, y debido al desarrollo de la gendmica estructural, existen diferentes
herramientas con el objetivo de acercarnos a la funciébn mediante estudios estructurales. Para
realizar una busqueda informatica de una estructura determinada con respecto a los patrones de
plegamiento conocidos y depositados en la PDB (del inglés: protein data bank) existen distintos
servidores basados en métodos como Dali, GRATH, VAST o SSM (todos ellos estan revisados en:
Laskowski, R. A. et al, 2002 y Najmanovich, R. J. et al 2005).

Creemos por lo tanto que la resolucion de la estructura tridimensional de CCDC28B puede
abrir la puerta a otro abanico de herramientas y posibilidades que nos ayuden a entender como la
proteina afecta ciliogénesis, interaccionando con otras proteinas, posiblemente regulando la funcion

de las mismas y por lo tanto los procesos donde estas intervienen.
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1.8. Determinacién de la estructura tridimensional de una proteina

Si bien se pueden utilizar diferentes estrategias para la elucidacion de la estructura
tridimensional de proteinas, la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear (NMR,
del ingés: nuclear magnetic resonance) son, hasta el momento, los dos métodos principales que
permiten conocer la estructura a resolucion atémica. Las dos técnicas pueden ser de alguna manera
complementarias y sus diferencias han sido tema de discusion a lo largo de los afios (Garbuzynskiy,
S. O. et al, 2005; Lee, A. A. et al, 2005; Snyder, D. A. et al, 2005). Actualmente se utiliza también la
crio-microscopia electronica, la cual emplea temperaturas extremadamente bajas y el congelando
rapido de las muestras. Si bien la técnica estd en pleno desarrollo ain no permite llegar a
resoluciones tan buenas como las otras dos mencionadas anteriormente (entre 5y 10 A) y por ser
una derivacion de la microscopia es util para estructuras de tamano grande, lo suficiente al menos
para ser detectadas por el instrumento (por lo menos 150 kDa). Pese a esto, esta técnica todavia esta

en desarrollo y siguen siendo las dos anteriores las mas ampliamente utilizadas.

Las caracteristicas mas importantes de la cristalografia de rayos X y el NMR estan descritas
en la Tabla 2. Sin lugar a dudas, la gran diferencia entre ambas es que mientras que para la primera,
como su nombre lo indica, es necesaria la formacion de un cristal de proteina adecuado, para NMR
la proteina se mantiene en estado soluble. Pese a que aparenta una diferencia muy importante, en
realidad dentro del cristal las proteinas forman una red peridédica que no es estrictamente inmovil,
debido a que es formada por interacciones débiles y no covalentes que contienen amplios canales de
solvente. Estos canales, permiten una relativa difusion libre de pequefias moléculas a través del
cristal y a la vez permite una cierta libertad conformacional de cadenas laterales expuestas y bucles
(Rupp, B., 2010). Incluso hay enzimas que mantienen su actividad en su forma cristalina. Estos
datos determinan que el ntcleo central de las estructuras resueltas por NMR y cristalografia de
rayos X sea igual. El problema para la cristalografia comienza cuando se pretende resolver la
estructura de proteinas con grandes movimientos conformacionales o regiones de gran libertad,

problemas que podrian ser solucionados por NMR.

Cristalografia de rayos X

NMR

Requerimientos

Estado de la muestra

Tamaiio

Tiempo

Ventajas principales

Desventajas
principales

La macromolécula debe cristalizar y ese cristal debe
difractar

Estado solido-congelado

Cualquier macromolecula

Largas pruebas de cristalizacion y optimizacion, pero poco
tiempo de procesamiento de los datos

Normalmente se obtiene alta resolucioén atomica para
cristales que difractan bien

La necesidad de resolver el problema de las fases, las

pruebas de cristalizacion y optimizacion y en algunos

casos la cristalizacion puede cambiar la conformacion
debido a interacciones debidas al empaquetamiento.

La macromolécula debe ser soluble y marcada con is6topos
pesados

En solucion buffer

Pequeiios polipéptidos (menores a 50kDa)

Poco tiempo de preparacion pero mayor tiempo de analisis
de los datos

El estado solubles es mas cercano al ambiente funcional y a
su plegamiento en el mismo

El marcaje con is6topos que contengan momento magnético
puede ser caro; cuanto mayor sea el tamafio de la proteina
puede acarrear un espectro mas pobre e inestabilidad
durante la colecta de datos.

Tabla 2. Principales caracteristicas comparativas de la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear

(NMR).
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En la cristalografia de rayos X, el principio basico es tomar un unico cristal de una proteina,
enfocarlo bajo un haz de rayos X, y grabar las imagenes de difraccion de los rayos X al atravesar el
cristal. Cada uno de estos procesos es de por si complejo y no es el objetivo profundizar en ellos,
aunque en la Figura 10 se puede ver una representacion esquematica del proceso. Luego de
obtenidos los datos de difraccion, la densidad electronica que representa la estructura atomica de la
molécula es reconstruida a través del método de Fourier (Figura 10). Finalmente se construye un
modelo molecular que se ajuste a esa densidad electronica. Una de las ventajas de la cristalografia
sobre NMR es que normalmente se puede llegar a resoluciones mayores (0.6-4A vs 2-3A), pero
para que esto suceda se necesita producir un cristal que difracte bien. Por lo tanto, el proceso de
cristalizacion es uno de los cuellos de botella mas grandes de esta técnica, siendo una disciplina casi
artesanal. Pese a los cientos de estudios al respecto (McPherson, A. and Gavira, J. A., 2014) hay
muy pocos parametros generalizables en términos de la obtencion de cristales con buena difraccion,

y por lo tanto el proceso se basa en gran medida en una cuestion de ensayo y error.

Por otro lado, el NMR se basa en la absorcion de radiacion electromagnética por los nucleos
atomicos dispuestos en un campo magnético externo. El campo magnético, consigue excitar los spin
nucleares hacia su estado de maxima energia. Cuando se cortan las radiofrecuencias, los spin
nucleares vuelven a su estado de baja energia, liberando una pequena cantidad de radiacion. La
radiacion emitida induce una sefial de radiofrecuencia en un detector que luego es amplificada y
transformada por el método de Fourier para producir la sefial de NMR. Las sefiales provocadas por
atomos con distintos momentos magnéticos, se analizan en conjunto para finalmente llegar a una
densidad electronica de toda la molécula (Goto, N. K. and Kay, L. E., 2000). La velocidad con la
que se toman las medidas, mucho menor a la que se necesita en la cristalografia, hacen que las
proteinas con mayor movilidad también puedan ser detectadas, consiguiendo una imagen para cada

una de sus posiciones en el tiempo.

Como se dijo antes, hoy se utilizan ambas técnicas como complementarias. Pese a esto, los

numeros indican que la mayoria de los cientificos se siguen volcando hacia la cristalografia: del

Figura 10. Principios de determinaciéon de una estructura por
cristalografia de rayos X.

Un cristal montado en un gonidémetro, con al menos un eje
rotatorio y alli es expuesto a un haz de rayos X (aproximadamente
entre los 2,3 y 0,6 A d longitud de onda). Las distintas imégenes
de difraccion son guardadas en el detector mientras el cristal va
sufriendo pequefias rotaciones. El patréon de puntos obtenido en
las imagenes de difraccion corresponderian al espacio reciproco y
tienen una relacion con la posicion de los atomos en el cristal (que
representa el espacio real). El patron de difraccion de un cristal es
la transformada de Fourier de su estructura. Por lo tanto a través
de la inversa de Fourier, habiendo obtenido las fases para cada
punto de difraccién (proceso complejo de por si) podemos
obtener la densidad electronica de las moléculas dentro del cristal
(representada en azul). Finalmente a partir de la densidad
electronica se puede construir un modelo molecular que se
corresponda con la densidad electronica.

Figura tomada de: Rupp, B., 2010.
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total de las estructuras depositadas en la PDB, el 90% corresponde a estructuras resueltas por
cristalografia, mientras que solo el 10% corresponde a NMR. En nuestro caso particular, nos
volcamos a la cristalografia como primera aproximacion no solo por lo antes mencionado sino

fundamentalmente por la colaboracion con la Plataforma de Cristalografia de Proteinas del [IPMon.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de tesis fue contribuir a entender la funcion de CCDC28B
a partir de caracterizar la proteina desde el punto de vista estructural y establecer relaciones de

estructura-funcion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Produccion y purificacion de CCDC28B recombinante.

II. Rastreo de condiciones de cristalizacion de CCDC28B recombinante y determinacion
de su estructura tridimensional.

II1. Identificar dominios o regiones de la proteina CCDC28B que sean importantes para su
funcidn. Este objetivo se realizé en colaboracion con otros investigadores del grupo que

analizaran estos mutantes in vivo utilizando el modelo de pez cebra.
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MATERIALES Y METODOS

P S e S e e A B e T i e e P T e B e ey RS ey e
3.1. Clonado en vectores de expresion

El clonado de los genes de interés se realizd en diferentes vectores de expresion
dependiendo del objetivo buscado. En todos los casos, el primer paso consistié en amplificar el
marco abierto de lectura (ORF, del inglés: open reading frame), ya sea partiendo desde ADN copia
(obtenido a partir del ARNm) o a partir de otro plasmido en el que estuviera clonado previamente,
utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés: polymerase chain
reaction). Luego se utilizaron dos técnicas de clonado para insertarlo en el vector destino: por

enzimas de restriccion o por amplificacion del plasmido entero.

3.1.A. Clonado por enzimas de restriccion

Para clonar el marco abierto de lectura de CCDC28B salvaje (WT, del inglés: wild type) en
el vector pET21d se utiliz6 esta metodologia, que consiste en generar extremos cohesivos y
compatibles en el fragmento amplificado y en el vector destino, digiriendo luego ambos con las
mismas enzimas de restriccion, para finalmente ligarlos entre si mediante la incubacion con la

enzima ADN ligasa.

Se utilizaron las enzimas de restriccion Xkol y Ncol y los sitios de reconocimiento de estas
enzimas se adicionaron introduciéndolos en los oligonucleotidos cebadores que se utilizaron para la
amplificacion del ORF de CCDC28B. Por otro lado también se digirid6 con dichas enzimas de
restriccion el vector pET21d vacio. Luego de eliminar las enzimas de restriccion, se incuban juntos
inserto y plasmido digeridos, en presencia de la enzima ADN ligasa del fago T4, para ligar el
fragmento de interés dentro del vector.

Protocolo de digestion:
e 1 pg plasmido.
15 U Xhol.
15 U Ncol.
3 ul Buffer 10x.
Completar hasta 30 ul con H2O.

Incubar toda la noche (ON, del inglés: overnight) a 37°C.

Protocolo de ligacion:
e Plasmido: inserto en una relacion 1:2.
e 15 pl de Buffer 2X.
e 5 U Enzima T4 ADN ligasa.
* Completar hasta 30 ul con H2O.
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¢ Incubar ON a 4°C.

Luego de ligado el vector con el inserto, se transforman bacterias Escherichia coli DH5a
para amplificarlo (protocolo de transformacion descrito mas adelante) y luego purificarlo para su
uso mediante el kit PureLink™ Quick Plasmid Mini/Maxiprep Kit de Invitrogen. Este kit utiliza
una lisis alcalina/SDS para romper las células, precipitacion del ADN gendmico con acetato de

potasio y una columna de intercambio anidnico a la que se une selectivamente el ADN plasmidico.

3.1.B. Clonado por amplificacion del plasmido entero

El otro protocolo utilizado para el clonado en diferentes plasmidos de expresion consistio en
un método basado exclusivamente en la técnica de PCR, denominado amplificacion del plasmido
entero o RF cloning (RFC, del inglés: restriction free cloning) (Van den Ent F., Lowe J., 2006).

Este protocolo, que se ilustra en la Figura 11, consta de una primera PCR con la cual se
genera un producto que funcionard de mega-cebador en una segunda reaccion. Esta segunda
reaccion es operativamente semejante a una PCR, pero en verdad se trata de una extension de
cebador (primer extension en inglés). Para la primera reaccion se utilizan cebadores mas largos de
lo convencional (aproximadamente 50 pares de bases, pb) ya que poseen una region homologa al
ORF que se quiere clonar y otra region de homologia con el vector de destino. Esta Gltima servira
para hibridizar con el vector en la segunda PCR.

Luego de realizada la primera PCR se separo6 la mezcla de reaccion por electroforesis en gel
de agarosa, y se purifico el fragmento correspondiente al mega-cebador, utilizando el kit comercial
PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). Una vez purificado, se procedi6 a la segunda

reaccion de extension de cebador, donde el mega-cebador se une al vector de destino por sus

—_— =

Dpnl

Ol~-O0O-00=0

Figura 11. Clonado por amplificacién del plasmido entero (RFC).

A - Primera reaccion de PCR, donde se sintetiza el megacebador. Utilizando cebadores con una regién de homologia al ORF de la
proteina de interés (rojo), y otra al vector destino (azul), que se utilizara como molde en la segunda reaccion, se amplifica el ORF
de la proteina formando el megacebador que tendra en sus extremos las regiones de homologia al vector destino.

B - Segunda reaccion de PCR donde se amplifica el vector destino afiadiendo el ORF de la proteina de interés. Aqui se utiliza
como cebador el producto de la primera PCR y como molde el vector destino donde se quiere clonar la proteina de interés (azul).
Ambas se unen por su region de homologia (azul) y luego desde alli se amplifica el vector completo durante la PCR, obteniendo
como producto final el vector con el inserto del ORF.
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secuencias complementarias, y se extienden amplificando el plasmido en su totalidad, adicionando
asi el ORF que codifica para la proteina de interés (ver Figura 11).

Para degradar el ADN parental, la mezcla de reaccion fue sometida a una digestion con la
enzima Dpnl. Esta enzima de restriccion corta en el sitio de reconocimiento GATC, pero solamente
cuando la adenina estd metilada. Teniendo en cuenta que el ADN parental estd metilado, pues
proviene de la biosintesis in vivo en la bacteria, la enzima lo digiere en muchos fragmentos; el
producto de PCR en cambio, producto de una reaccion in vitro, no esta metilado y por ende no es

digerido por Dpnl.
El producto de la digestion por Dpnl luego se purificé utilizando el kit comercial
PureLink™ Quick PCR Purification Kit (Invitrogen), y con ¢l se transformaron bacterias E.coli

DH5a (protocolo de transformacion descrito mas adelante) para amplificarlo y luego purificarlo.

Los protocolos de cada una de las reacciones de PCR asi como la lista de todos los

cebadores utilizados se encuentran en el Anexo.
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3.2. Produccién de proteinas recombinantes

3.2.A. Plasmidos utilizados

A lo largo de todo este trabajo se utilizaron diferentes pldsmidos con distintos objetivos
(Tabla 3). En primer lugar, para clonar y expresar CCDC28B WT recombinante, se utilizo el
pET21d (Novagen). Este es un vector con un promotor fuerte T7//ac y que adiciona una etiqueta de

6 histidinas (6-His) en el extremo C-terminal de la proteina de interés.

También se utilizdo el vector pQE80 (Qiagen), que a diferencia del anterior posee un
promotor T5/lac y adiciona la etiqueta de 6-His en el extremo N-terminal de la proteina. EI pQE80
que utilizamos fue cedido gentilmente por la Unidad de Cristalografia de Proteinas del Instituto
Pasteur de Montevideo, y habia sido modificado por agregado de un sitio de corte para la proteasa
TEV (Tobacco Etch Virus) entre el inicio del ORF y el 6-His, lo que permite eliminar la etiqueta en

caso de ser necesario (ver construccion de este pQES80 en Trajtenberg, F. et al, 2014).

También se utilizd el vector pACYCDuet (Novagen) para co-expresar dos proteinas
diferentes (por ejemplo, CCDC28B y alguno de sus interactores), ya que el mismo posee dos sitios
de clonado simultdneo, cada uno de ellos con un promotor T7/lac. Ademas, posee el origen de
replicacion P15A (derivado del plasmido p15A, es de baja copia generando entre 10 y 12 copias por

célula) y el gen de resistencia a cloramfenicol.

Finalmente, para algunas pruebas también utilizamos el pT5-VectorSuite construido en la
Unidad de Proteinas Recombinantes (UPR) del Institut Pasteur de Montevideo (Correa A. et al
2014). Este VectorSuite fue construido a partir de pQES80, lo que hace que el mismo posea un
promotor T5/lac y la etiqueta 6-His en el extremo N-terminal, pero ademas se le agregd un Strep-
tag en el extremo C-terminal. El Strep-tag es una etiqueta formada por un péptido de ocho
aminodcidos (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys) que posee una alta afinidad intrinseca por la
estreptavidina. Por otro lado esta construccion permite expresar la proteina de interés como fusion
C-terminal de una proteina “potenciadora”, que procura favorecer la solubilidad de la fusion. Las

proteinas potenciadoras incluidas en este set de plasmidos son: la proteina de union a maltosa

PLASMIDO PROMOTOR RESISTENCIA TAG PROOVEDOR SITIO DE CORTE
pET21d T7/lac Amp/Cam 6His C-term Novagen -
pQES0 T5/lac Amp 6His N-term Qiagen TEV
6His C-term
pACYCDuet T7/lac Cam StrepTag N-term Novagen -
6-His N-term
pTS5-VS T5/lac Amp StrepTag C-term UPR IPMont TEV

Tabla 3. Diferentes vectores de expresion y clonado utilizados a lo largo del proyecto.
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(MBP), la tiorredoxina A (Trx), la isomerasa C de puentes disulfuro (DsbC) o la endogluconasa
CelD. El vector también posee un sitio de reconocimiento para la proteasa TEV, entre los ORFs de

la proteina de interés y la proteina “potenciadora” para cortar la fusion de ser necesario.

3.2.B. Cepas bacterianas utilizadas

Se utilizaron diferentes cepas de E. coli en distintas etapas del trabajo segun el objetivo

perseguido (Tabla 4).

En la etapa de clonado y produccion de plasmidos, las bacterias utilizadas fueron las DH5a
max efficiency (con muy altas eficiencias de transformacion ~1x10° transformantes/ug de plasmido)
o library efficiency (> 1x10% transformantes/ug de plasmido), para lograr buenas eficiencias de
transformacion. Esta cepa posee mutaciones tanto en la recombinasa recAl como en la
endonucleasa endAl, que mejoran la estabilidad interna del material genético y evitan la
degradacion del pldsmido a insertar, respectivamente. De esta forma podemos amplificar de forma

mas eficiente la construccion de interés.

Para la produccion de CCDC28B recombinante, utilizamos la cepa Rosetta™(DE3) pLysS.
Esta cepa esta disefiada para la expresion de proteinas de eucariotas utilizando codones raros que
normalmente se utilizan poco en E. coli. Particularmente presenta sobre-expresados los ARNt:
AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y GGA. Por otro lado, también expresa la lisozima del bacteriofago
T7, que posee la actividad natural de unirse e inhibir a la ARN polimerasa T7, reduciendo la

expresion basal (leaking) de la proteina de interés en ausencia de inductor (tipicamente la expresion

CEPA CARACTERISTICA OBJETIVO RESITENCIA PROOVEDOR

Gran eficiencia de A 1i i ., d
DH5« incorporacion de plasmidos. mpiiticacion de. Invitrogen

. . diferentes construcciones.
Generacion de insertos estables.

Cepa deficiente en proteasa Produccion de proteina a

LA (1) On’l;)pT. b partir del vector ]IJDDuet ) Stratagene
Expresa seis ARNt raros ,

facilitando la expresiéon de

Rosetta™ | codones no comunes en E.coli. Produccion de CCDC28B
(DE3) pLysS | Reprime la expresion basan de wild type recombinante
proteinas recombinante por

lisozima.

Cam Novagen

Promueve la formacion de
puentes disulfuro en el
citoplasma, expresando
constitutivamente la isomerasa
DsbC, que también puede
actuar como chaperona para el
correcto plegado de la proteina
a producir.

Produccidn de
construcciones clonadas en | -
el vector pDuet

New England

SHuffle® BioLabs

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas, todas ellas correspondientes a variantes de E.coli.
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de la ARN polimerasa T7 estd bajo control de un promotor inducible por isopropil-p-tiogalactosido,
que cuando se agrega al cultivo, resulta en un aumento en la cantidad de ARN polimerasa T7, por

encima del nivel inhibible por la lisozima T7).

Finalmente, para le expresion de proteinas a partir de las construcciones generadas en el
vector pACYCDuet se utilizaron las cepas BL21(DE3) o SHuffle® dado que la cepa Rosetta™
presenta resistencia a cloramfenicol, la misma que brinda el plasmido. La cepa SHuffle® tiene los
genes codificantes de la glutaredoxina reductasa y de la tiorredoxina reductasa deletados
(AgorAtrxB), lo que favorece la formacion de puentes disulfuro en el citoplasma de estas bacterias.
Ademas, expresa una version de la isomerasa periplasmica formadora de puentes disulfuro (DsbC).
Estos motivos hacen que SHuffle® sea una cepa muy utilizada para expresar proteinas
recombinantes en las que se esperan puentes disulfuro y que pueden dar dificultades para su
produccion soluble. Por otro lado la cepa BL21(DE3) es derivada de la cepa B de E.coli. Una de las
caracteristicas que la distinguen es la delecion de la proteasa OmpT, la cual corta en sitios dibasicos,
afectando particularmente la degradacion de la T7 ARN polimerasa. Es una de las cepas de E.coli

mas ampliamente utilizada para producir proteinas recombinantes.

3.2.C. Medios de cultivo bacteriano

Para todos los pasos que involucraron la transformacion de bacterias o la amplificacion de
los vectores se crecieron las bacterias en medio Luria y Bertani (LB) (10 g/l de Triptona, 5 g/l de
Extracto de levadura y 5 g/l de NaCl) y en medio S.O.C. (2 % Triptona, 0,5 % Extracto de levadura,
20 mM Glucosa, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgClx y 10 mM MgSOq). Para plaquear las
bacterias transformadas utilizamos medio LB-Agar (1,5 % de Agar en LB) con el antibidtico

correspondiente.

Para la produccion de proteinas recombinantes se utilizd como medio de cultivo el medio
2YT (1,6 % Triptona, 1 % Extracto de levadura y 0,5 % NaCl). También se realiz6 una prueba de
produccion en medio de autoinduccion ZYP 5052 (1 % triptona, 0,5 % extracto de levadura, 50 mM
Na;HPO4, 50 mM KH2POy4, 25 mM (NH4)2S04, 0,5 % Glicerol, 0,05 % Glucosa y 0,2 % Lactosa).

3.2.D. Transformacién de bacterias

Para la transformacion de las cepas de E.coli DH5a, BL21(DE3) y Rosetta™ (DE3)pLysS
se utilizd el método de choque térmico. Los protocolos para las tres cepas son practicamente
idénticos y consisten en:

- Alicuotar 50 pl de células competentes.
- Agregarde 1 a5 pl (1-10 ng) de ADN.

- Mezclar suavemente e incubar en hielo por 30 minutos.
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- Choque térmico a 42°C por 20 segundos (DHS5a), 45 segundos (BL21), o 60 segundos
(Rosetta).

- Incubar nuevamente en hielo por dos minutos.

- Agregar 950 ul de medio S.O.C. e incubar a 37°C por una hora con agitacion.

- Plaquear en LB-Agar con el antibidtico correspondiente.

- Incubar las placas ON a 37°C.

Por otro lado, se utilizaron bacterias electrocompetentes de la cepa SHuffle®T7, por lo que
el método de transformacion utilizado fue la electroporacion. El protocolo utilizado fue el
siguiente:

- Alicuotar 50 ul de células competentes.

- Agregarde 1 a5 pul (1-10 ng) de ADN.

- Mezclar suavemente y pasar a la celda de electroporacion.

- Realizar un pulso de 500 V y 8 mseg.

- Agregar 700 pl de medio S.O.C. e incubar a 37°C por una hora con agitacion.
- Plaquear en LB-Agar con el antibidtico correspondiente.

- Incubar las placas ON a 37°C.

3.2.E. Induccidn de la expresion y produccion de proteinas recombinantes

En su gran mayoria, la produccion de proteina recombinante correspondiéo a CCDC28B a
partir de pET21d utilizando la cepa Rosetta™(DE3)pLysS. A continuacion se detalla el protocolo
utilizado para dicha produccion. Luego del protocolo general se detallan variantes utilizadas para
mejorar la eficiencia de la produccion o utilizadas para otras proteinas donde se cambid la cepa de
E.coliy el vector de expresion.

El protocolo utilizado para la produccion de CCDC28B WT recombinante a partir de
pET21d en Rosetta™(DE3)pLysS fue el siguiente:

- Primero se realizd un precultivo ON a 37°C con agitacion de 50 ml de LB + Ampicilina -
Cloramfenicol, a partir de un stock de glicerol de las bacterias transformadas con pET21d -
CCDC28B WT.

- Se inocularon 10 ml de ese precultivo por litro de medio 2YT + Ampicilina - Cloramfenicol.

- Se incubd el cultivo inoculado a 37°C con agitacion hasta llegar a una densidad optica (DO) a
600 nm de 1 (aproximadamente 4 horas).

- Luego de alcanzada esa DO, se incub¢ el cultivo 15 minutos a 20°C con agitacion.

- Se indujo la expresion de la proteina con 0,1 mM o 1 mM de IPTG y se incubd el mismo a
20°C ON o a 37°C por 3 horas.

Como se observa en el protocolo, la induccion de la expresion de la proteina se realiza

agregando IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiran6sido) al medio. Este es un anilogo no
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hidrolizable de la alolactosa, y por esto se utiliza para inducir de forma mas eficiente la expresion
de genes regulados por el operdn lac. En ellos, la expresion del gen de interés esta reprimida por
la unidon del represor lac (lacl) al operador lac (evitando asi que se una la polimerasa
correspondiente). Para activar la expresion se necesita que el represor lacl se una a lactosa,

permitiendo asi que la polimerasa pueda unirse al promotor.

Particularmente en los sistemas pET, como se observa en la Figura 12, el gen de la proteina
de interés esta regulado por un promotor T7 (por lo que se necesita la transcripcion a través de la
ARN polimerasa del bacteriofago T7 -ARNPol T7-). Los pET, por lo tanto deben utilizarse con
bacterias DE3, que reciben este nombre debido a que tienen insertado en su genoma el gen de la
ARNPol T7, para expresarse bajo la regulacion del promotor y operador /ac. Alli el represor lac
se une al operador lac y no permite expresion de ARNPol T7 (excepto una cantidad basal, que se
inhibe por accidn de la lisozima de T7 que se expresa desde el plasmido pLys en el caso de las
Rosetta™). Cuando se agrega lactosa, o IPTG, este se une al represor y la ARNPol T7 se puede
expresar. Esa misma ARNPol T7 es la que va a expresar el gen de interés clonado en el pET,
siempre y cuando el IPTG siga uniendo represor /acl para que este no se una al operador. Vemos
por lo tanto que un sistema pET/E.coliDE3 esta doblemente regulado por el operdn lac, lo que

hace fundamental la accion del IPTG para liberar las dos vias de expresion.

Vale la pena destacar que para elegir las condiciones dptimas de induccion se realizd un
control probando diferentes temperaturas, tiempos y concentraciones de IPTG. El mismo esta
descrito en la seccion Resultados. Cuando expresamos construcciones clonadas en pET21d el
protocolo utiliz6 como condiciones de induccion una concentracion de 0,1 mM de IPTG
incubando a 20°C ON, mientras que cuando la expresion se realizd a partir del vector pQES80, se
utiliz6 0,1 mM de IPTG incubando a 37°C por 3 horas.

Otra variante que eventualmente se introdujo en el protocolo de expresion fue el cambio de
medio de cultivo, especialmente para probar la eficiencia del medio de autoinduccion ZYP-5052.
Este medio puede ser utilizado para inducir la expresion de proteinas cuya transcripcion este
regulada por el promotor T7/lac. Dicho medio activa la expresion de la proteina recombinante de

interés a través del crecimiento de las bacterias en dos fases, que utilizan como fuentes de

P ) Figura 12. Sistema de regulaciéon de la expresion de proteinas
W v recombinantes en el sistema pET.

En un sistema E.coliDE3/pET vemos que hay una doble regulacion
por parte del operon lac. Tanto el gen de la proteina de interés
(clonado en pET), como el gen de la ARNPol T7 de las bacterias
DES3, tienen en su promotor un operador lac que evita que dichos
genes se expresen debido a la union del represor lacl. Existe una
pequena expresion basal de la ARNPol T7 en las bacterias DE3 que
puede saldarse con la inactivacion de la ARNPol T7 que se exprese
con la lisozima T7 expresada desde un plasmido pLys. Para liberar la
expresion del sistema, se induce con IPTG (analogo de la alolactosa)
que se une al represor y gatilla el sistema.

Imagen tomada de la edicion 11 del manual del sistema pET, de
Novagen.
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carbono la glucosa y la lactosa respectivamente. En la primera fase, se genera un cultivo
bacteriano de alta densidad, en el cual las bacterias crecen utilizando la glucosa como fuente de
carbono. En esta etapa la lactosa no es internalizada por las bacterias y por ende el represor /ac se
une al operador impidiendo la transcripcion del gen de interés. En la segunda fase de
crecimiento, cuando la glucosa ya no es abundante, las bacterias comienzan a internalizar la
lactosa del medio, la cual se une al represor activando de esta forma el promotor /ac e induciendo
la transcripcion del gen de interés. Por lo tanto, el protocolo en si no varia significativamente
cambiando simplemente la forma en la cual se induce la expresion de la proteina. Al alcanzar una
DO de 1 luego de la incubacioén a 37°C, en lugar de agregarle IPTG, simplemente se pasa a
incubar a 20°C y alli una vez consumida la glucosa del medio, comienza a inducirse la expresion

de la proteina de interés (ver Resultados).

Durante el proceso de produccion de la proteina de interés, se toman distintas fracciones
para corroborar la expresion de la proteina. En primer lugar se obtiene la fraccion sin inducir, que
corresponde a una alicuota del cultivo una vez que alcanzé la DO de 1 pero antes de agregar el
IPTG. Luego, se obtiene la fraccion inducida, que corresponde a una alicuota del cultivo una vez
culminada la induccion. Finalmente se obtiene un extracto total del cultivo inducido a partir del
cual se separan las fracciones soluble e insoluble de acuerdo al siguiente protocolo:

Se centrifugd el cultivo inducido a 4000 g por 15 minutos a 4°C.

Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en dH>O.
* Se centrifugdé nuevamente a 4000 g por 15 minutos a 4°C.

Se descart6 el sobrenadante y se peso el pellet.

* Se resuspendi6 el pellet en 5 ml de buffer A (IMAC) por gramo.

* Se le agregd6 inhibidores de proteasas (cocktail EDTA-free, Sigma) y lisozima 1mg/ml.
Se congelo la suspension a -80°C.

Se descongeld la suspension y se sonicéd utilizando un sonicador Branson Ultrasonics
Sonifier™ S-450 con el siguiente programa: un pulso intermitente de 1 minuto (2
segundos encendido y 1 segundo apagado) con una amplitud de intensidad del 40 %.
Este pulso se repitié cuatro veces.

Luego del sonicado se centrifug6 por 45 minutos a 15000 g a 4°C.

De esa centrifugacion el sobrenadante corresponde a la fraccion soluble del extracto
total y el pellet a la fraccion insoluble (para su analisis por SDS-PAGE una porcion de

la fraccion insoluble se resuspendi6 en PBS y buffer de carga).
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3.3. Purificacién de proteinas recombinantes

3.3.A. Sistemas de purificacidén de proteinas

Para todas las cromatografias utilizadas en la purificacion y caracterizacion de la proteina
recombinante se utilizaron dos sistemas: el AKTApurifierl0 y el AKTApure, ambos de GE™
Healthcare Life Sciences (Figura 13). Los dos sistemas de purificacion de proteinas estan disefiados
para ser utilizados a escala de laboratorio y ambos permiten la realizaciéon de todo tipo de
cromatografias liquidas. Como todos los sistemas AKTA, utilizan el software de control
UNICORN™ a través del cual se pueden automatizar muchos de los pasos de la cromatografia,
entre ellos la inyeccion de la muestra y los gradientes de buffer, y también controlar algunos
parametros de la corrida como pH y conductividad. Ambos equipos presentan colectores disefiados
para la utilizacion de casetes tanto de 24, 48 o 96 pocillos, como también tubos de tipo Falcon de
50 ml. Finalmente en cuanto a los detectores, el AKTApure posee tres detectores que se pueden
utilizar simultineamente dentro del rango de 190 a 700 nm. Por otro lado el AKTApurifierl0
también tiene tres detectores pero estos pueden ser utilizados unicamente para las siguientes

longitudes de onda fijas: 280 nm, 214 nm y 254 nm.

Figura 13. Sistemas de purificacion de
proteinas utilizados durante este
proyecto. Ambos fabricados por GE™
Healthcare Life Sciences.

A- AKTApurifier10, ya discontinuado del
mercado, pero aun en funcionamiento en el
Laboratorio de la Unidad de Cristalografia
de Proteinas del IPMon.

B- AKTApure, nuevo modelo disefiado
para substituir el anterior. Adquirido hace
dos afios por el laboratorio de la Unidad de
Proteinas Recombinantes.

3.3.B. Cromatografia de afinidad a metales inmovilizados

Uno de los pasos utilizados para la purificacion de proteinas recombinantes consistié en la
realizacion de una cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC, del inglés:
immobilized metal affinity chromatography). La cromatografia de afinidad separa las proteinas en
base a una interaccion reversible entre la proteina de interés y un ligando especifico unido a la
matriz cromatografica. En particular, la IMAC se basa en la interaccion fuerte entre algunos
aminodcidos de la superficie de las proteinas, especialmente repetidos cortos de histidinas en serie,

que coordinan metales divalentes como Ni%*, Cu®*, Zn?* o0 Co?*, inmovilizados a la matriz.

En el marco de esta tesis, todas las proteinas recombinantes expresadas fueron producidas

con una etiqueta de 6-His. Precisamente debido a la expresion de esta etiqueta es que utilizamos
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Figura 14. Etapas de una cromatografia de afinidad a iones metilicos inmovilizades (IMAC).

A- Primera etapa, de equilibrado. La matriz de la columna IMAC, con los iones Ni?* disponibles, es equilibrado con el buffer de
carga.

B- Segunda y tercera etapa, de inyeccion de la muestra y posterior lavado. Aqui, el material de interés (verde) se une a los iones
Ni?* y posteriormente se realiza el lavado del material no unido (violeta y amarillo).

C- Etapa final, elucion del material de interés (verde). A travez del aumento de la concentracion de imidazol (naranja) en el buffer
y la competencia del mismo por el Ni?, se libera la muestra de interés.

este primer paso de purificacion, ya que se sabe que una serie de seis histidinas en un bucle no
estructurado ofrecerd una geometria Optima para establecer quelatos con cationes metalicos
divalentes. Para la realizacion de este tipo de corridas cromatograficas utilizamos las columnas
comerciales de GE™ Healthcare Life Sciences: HisTrap™ HP de 1ml y Sml. Estas columnas pre-
empaquetadas utilizan Ni** como ligando unido a una matriz de agarosa. Si bien la afinidad por la
cadena lateral de las histidinas (un anillo imidazol) es alta, se sabe que también las cisteinas y los

triptofanos pueden coordinar Ni?".

El proceso de purificacion por IMAC puede ser dividido en tres grandes pasos (Figura 14):
primero la columna debe ser equilibrada en el buffer de carga que se va a utilizar, para recién
después inyectar la muestra en la columna (el buffer de carga genera condiciones que favorecen la
union especifica al Ni?"); luego de inyectada la muestra, se lava la columna en esas mismas
condiciones para eliminar todo el material no unido a la matriz; y finalmente en el tltimo paso, el
material unido a la matriz es recuperado/eluido cambiando las condiciones por otras que favorecen
el despegado de la matriz. Normalmente, esta elucion se puede desarrollar de dos formas: la
especifica, en la cual se usa un ligando que compite con nuestra proteina de interés por la unién a la
matriz, o la no especifica, en la que se cambian las condiciones en las que se da la interaccion con la
matriz, modificando por ejemplo el pH. En nuestro caso se utilizd una elucidén especifica,
aumentando la concentracion de imidazol en el medio. El imidazol compite fuertemente con las
cadenas laterales de las His por la unién a Ni?* (Figura 15). Al aumentar la concentracion de
imidazol en el buffer, este compite por la uniéon a Ni** desplazando a las histidinas de la proteina y
por ende liberandola. En todo el proceso, desde la pre-equilibracion con buffer, es importante que la
fuerza i6nica sea alta (pues de otro modo la interaccion con los cationes metalicos se podria dar por
uniones inespecificas puramente electrostaticas), y que el pH al momento de sembrar sea alcalino,
para evitar que las histidinas tengan carga positiva (pues el grupo imidazol tiene un pK préoximo a
6) lo que disminuiria su afinidad por el metal.

Buffers utilizados para la IMAC:

* Buffer A: 50 mM NaxHPO4pH 7,6; 0,5 M NaCl y 20 mM imidazol
* Buffer B: 50 mM NaxHPO4pH 7,6; 0,5 M NaCl y 0,5 M imidazol
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Figura 15. Estructura de la union Matriz-Ni?*-ligando en la columna de IMAC.

A- Matriz-Ni2" con los iones libres.

B- Matriz-Ni?" en su interaccion con dos residuos de histidina consecutivos (recordar que la etiqueta utilizada en el trabajo es de
seis residuos, 6-His).

C- Matriz-Ni?* en su interaccion con dos moléculas de imidazol, donde se observa la similitud de secuencias con el grupo
funcional de la histidina.

El protocolo que se utilizd para realizar la IMAC tuvo algunas variantes a lo largo del
proyecto pero consta de los siguientes pasos:

- Equilibrado de la columna en 10 volumenes de buffer A a 4°C.

- Cargado de la muestra en la columna a 4°C utilizando una bomba peristaltica, colectando la
fraccion no unida a la columna (N.U.).

- Conectar la columna ya cargada al equipo, y luego se realiza un primer paso de lavado con
buffer A hasta que la DO a 280 nm sea menor a 10 mU.

- Luego de realizado el lavado comienza el protocolo propiamente dicho de la corrida, con un
primer paso de lavado en que se aumenta la concentracion de imidazol para eluir los
contaminantes que interaccionan mas débilmente con la matriz (4 % o 12 % de buffer B, 40
mM u 80 mM de imidazol, respectivamente).

- Para la elucion de la proteina de interés, se utiliza un gradiente hasta 75 % de buffer B en 25
volumenes de columna o un escalon directamente a 75 % de Buffer B (395 mM de imidazol).

- Finalmente, se usa un escalon a 100 % de B para asegurarse de que no quede nada unido a la
columna.

- Antes de almacenar la columna se debe lavar con 10 volumenes de H>O y 10 volimenes EtOH
20 %.

Previo a la inyeccion en la columna de IMAC se realiza un filtrado de la muestra a través de
un filtro de al menos 0,45 um para evitar el tapado de la columna con impurezas o agregados de
proteina.
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3.3.C. Cromatografia de intercambio aniénico

Como segundo paso de la purificacion se realiz6é una cromatografia de intercambio anionico
(AEC, del inglés: anion exchange chromatography) con el material purificado previamente a partir
de la IMAC.

Las cromatografias de intercambio i6nico separan biomoléculas en base a diferencias en su
carga electrostatica neta superficial. Las moléculas en general pueden interaccionar de diferentes
formas con la matriz cromatografica cargada segun presenten diferencias en su carga total, densidad
de carga o distribucion de carga superficial. Las proteinas particularmente, por presentar
propiedades anfoteras, es decir que se pueden comportar como un acido o una base segun cambie su
carga superficial debido al pH del entorno, son un muy buen sustrato para la realizacién de esta

técnica.

En las cromatografias de intercambio idnico, como muestra la Figura 16, se establecen
interacciones reversibles entre las moléculas cargadas y la matriz cromatografica cargada con
polaridad opuesta. Estas interacciones pueden ser reguladas favoreciendo la unién o la elucion de
las moléculas de interés. Esta regulacion se lleva a cabo teniendo en cuenta que una proteina
determinada a un pH equivalente a su punto isoeléctrico (pl) no tiene carga neta, y por ende no
interaccionara con la matriz cargada o lo hard débilmente (recordando que aun cuando la carga neta
total sea nula, en superficie podria llegar a haber un potencial electrostatico neto expuesto). Sin
embargo, a un pH mayor que su pl, la proteina se cargard negativamente transformandose en un
anion, por lo que se unira a una matriz cargada positivamente (intercambiador aniénico). Mientras
que a un pH menor a su pl, la carga de la proteina serd positiva y se podrd unir a una matriz
negativa (intercambiador cationico) compitiendo con otros cationes del soluto. La elucion en este
tipo de corridas cromatograficas, se puede realizar cambiando la fuerza idnica del medio
(aumentando la concentracion de sales) o modificando el pH del mismo, siendo la primera la forma
mas utilizada. Al aumentar la fuerza idnica aumentara la concentracion de los iones de la sal
presente (por ejemplo Na* y CI). Si la cromatografia es por intercambio de aniones, los iones ClI-
competiran con las proteinas anionicas ya unidas a la columna, liberando a estas ultimas en un

orden que depende de sus afinidades por la matriz (las menos cargadas negativamente al pH
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Figura 16. Etapas de una cromatografia de intercambio aniénico.

A- Primera etapa, de equilibrado. Aqui las cargas positivas superficiales de la matriz de la columna se equilibran con los aniones
presentes en el buffer de inyeccion de la muestra.

B- Segunda etapa, de inyeccion de la muestra. Aqui, el material de interés (verde) cargado negativamente al pH del buffer de
inyeccion se une a la matriz.

C- Etapa final, de elucion del material de interés (verde). A travez del aumento de la concentracion de sal, aumentamos los iones
CI- del medio, compitiendo con la union de la matriz positiva por la proteina de interés, negativa, y liberando la misma.
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utilizado y por ende unidas con menor afinidad, eluirdn primero). También se puede lograr la
elucion diferencial cambiando progresivamente el pH del medio, pues ello cambiard la carga neta

superficial de las proteinas de acuerdo a sus distintos puntos isoeléctricos.

En este trabajo, eluimos nuestra proteina de interés modificando la fuerza i6nica del medio
trabajando a pH fijo. CCDC28B tiene un pl teorico de 5,23 (ExPASy: http://web.expasy.org/cgi-bin/
compute pi/pi_tooll ?QIBUNS@1-200@average) por lo que nos resulté mas practico trabajar a un

pH mayor a su pl, utilizando como intercambiador aniénico una columna MonoQ™ HR 5/5 (GE™

Healthcare Life Sciences) de 1 ml de lecho.

Previo a la realizacion de la AEC, las muestras deben ser equilibradas en el buffer adecuado,
en nuestro caso esto se realizd por didlisis utilizando membranas de celulosa regenerada
SnakeSkin® (ThermoFisher) de punto de corte 10 kDa. La didlisis se realizé contra un volumen 20
veces mayor al volumen de muestra, ON a 4°C con agitacion. Luego de la didlisis, la muestra se
centrifugé a 10000 g por 15 minutos a 4°C y se filtro6 por 0,22 um previo a la inyeccion en la
MonoQ.

Buffers utilizados para la MonoQ:
* Buffer A: 20 mM Tris/HCI pH 8, 20 mM NaCl
* Buffer B: 20 mM Tris/HCI pH 8, 1 M NacCl

El protocolo de una AEC, como ilustra la Figura 16, consiste en una primera etapa de
equilibrado de la columna, otra de inyeccion de la muestra y lavado, y finalmente la etapa de
elucion de la muestra de interés. A continuacion se describen los detalles del mismo:

- Equilibrado de la columna en 5 volimenes de columna de Buffer A, 10 volimenes de Buffer B
y 10 volimenes de Buffer A, en ese orden.

- Inyeccion de la muestra y lavado en Buffer A hasta que se estabilice la medida de la DO a 280
nm.

- Finalmente se comienza la elucion del material de interés. En nuestro caso, se realizd un
primer gradiente hasta 50 % de Buffer B (520 mM NaCl) en 20 volumenes de columna y
luego un escalon a 100 % de Buffer B (1 M NaCl) para que termine de eluir todo lo que quedo
unido a la columna.

- Antes de almacenarla, la columna se lava en 10 volumenes de H>O y 10 volumenes de EtOH
20 %.
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3.3.D. Cromatografia de exclusion molecular

Como tultimo paso de purificacion se realizd una cromatografia de exclusion molecular

(SEC, del inglés: size exclusion chromatography), o gel filtracion.

La cromatografia de exclusion molecular es un método de separacion de moléculas de
acuerdo a su tamafio (o mas precisamente, su radio hidrodinamico, en general directamente
relacionado con el peso molecular para proteinas de arquitectura globular). Esta técnica, como se
ilustra en la Figura 17, separa las moléculas de acuerdo a su tamafio mientras estas atraviesan la
matriz empaquetada en el columna, que tiene poros de diferentes tamanos. Los componentes de la
muestra inyectada atraviesan la matriz porosa tan profundamente como su tamafio lo permita. Es
decir, las moléculas mas grandes cuyo tamafio no permite entrar a los poros, van a ser excluidas
corriendo por fuera de la matriz, y por lo tanto van a eluir mas rapido (en el volumen de exclusion),
en comparacion con aquellas mas pequenas que si puedan ingresar en los poros de la columna,
incluyéndose en la misma, y recorriendo asi una trayectoria mayor. Cuanto mas pequefias son las
moléculas incluidas, mas se retrasardn eluyendo después, hasta un maximo correspondiente al

volumen de inclusion (determinado por el tamafio promedio de los poros de la matriz en cuestion).

Otra diferencia fundamental, con respecto a los otros tipos de cromatografia liquida, es que
aqui las moléculas no interaccionan ni se unen con la matriz de la columna. Una consecuencia
directa de esto es que el buffer en el que se realiza la gel filtracion no altera la resolucion de la
misma (como si sucede en otros casos). En fin, se conoce que de manera inespecifica ciertas
proteinas pueden establecer interacciones ionicas débiles con la matriz inerte, y es por ello que para
reducir estos artefactos, las corridas SEC se realizan tipicamente con una baja concentracion de sal
en el buffer de corrida. Por ende, este tipo de cromatografia se puede realizar en diferentes tipos de
buffers sin que se altere la separacion de las moléculas. Lo que si es fundamental en SEC es el
volumen de la muestra que se siembra, pues si dicho volumen es muy grande (> 5%) en relacion al
volumen de lecho, se compromete la resolucion de la separacion buscada, basada exclusivamente en
un principio fisico a modo de “colador” molecular. Asi como los intercambiadores ionicos y la
cromatografia de afinidad son principios
cromatograficos concentradores (se puede
partir de un volumen grande de muestra

diluida, la molécula de interés se unira a la

Figura 17. Fundamentos de la cromatografia de exclusion
molecular (Figura tomada del manual de GE Healthcare
Life Scienses titulado Size Exclusion Chromatography).
A- Imagen esquematica de una bead (componente basico de
la matriz de la cromatografia de exclusién molecular)

B- Imagen de microscopia electronica de los poros de las
beads.

C- Difusién de moléculas de distinto tamafio a través de los
poros de cada bead. donde se observa que las moléculas mas
grandes no entran a los poros, mientras que las mas chicas lo
hacen a los poros mas profundos.




columna y sera luego eluida concentrandose), SEC es una aproximacion que diluye entre 5-8 veces
desde el volumen de muestra inicial al del pico de elucion de la proteina blanco.

Para las distintas corridas de SEC a lo largo del trabajo se utilizaron dos columnas
diferentes: la Superdex 75 10/300, y la Superdex 75 16/600. Las Superdex 75 tienen la capacidad de
separar proteinas en el rango de 3 a 70 kDa, y mientras que la 10/300 es una columna analitica, con
un volumen de 25 ml en la que se pueden inyectar entre 25 y 500 ul de muestra, la 16/600 es una
columna preparativa, con un volumen de 120 ml y en la que puede inyectarse hasta 5 ml de

muestra.

Buffer utilizado para la SEC:
* 5 mM Na;HPO4 pH 7,6; 0,5 M NaCl

El protocolo de corrida de la cromatografia de exclusion molecular utilizando cualquiera de
las columnas fue el mismo y consistio en:
- Equilibrado con dos volumenes de columna de buffer.
- Inyectado de la muestra en la columna dejando que circule un volumen de columna por la
misma.

- Lavado de la columna en 2 volimenes de H>O y EtOH 20 % antes de su almacenamiento.

Previo a la inyeccion en la columna de gel filtracion, y para evitar el tapado de la misma, se
realizé un centrifugado de la muestra a 15000 g por 10 minutos, para luego filtrarla utilizando un
filtro de 0,22 um.

3.3.E. Cuantificacion de proteinas

En muchos pasos de la produccién y purificacion de las proteinas recombinantes, se realizd
una cuantificacion del material con el objetivo de evaluar los rendimientos de los diferentes
procedimientos. En todos los casos, las cuantificaciones se realizaron utilizando la misma técnica:

BCA (del inglés: bicinchoninic acid , o acido bicinconinico).

Este método se basa en la reaccion de las proteinas con Cu?>* en medio alcalino para
reducirlo a Cu™ que luego reaccionara especificamente con el acido bicinconinico (Wiechelman K.J.
et al, 1988). El producto de la reaccion entre el BCA y el Cu* es de color purpura, soluble en agua y
con un pico de absorbancia a 562 nm. De esta manera se puede realizar una cuantificacion

espectrofotométrica de las proteinas de una muestra en solucioén acuosa.

Para realizar este método utilizamos el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit de
ThermoFisher. Utilizamos albimina de suero bovino (BSA) para realizar una curva de calibracién

en concentraciones desde 0,2 mg/ml a 1,4 mg/ml (rango de sensibilidad del ensayo). También
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preparamos diluciones de la muestra a cuantificar, a fin de que la concentracion quede dentro de ese
mismo rango.

Luego de realizadas las diluciones de BSA y de la muestra a cuantificar, pipeteamos 10 pl
de cada una de las muestras en un pocillo de una placa de 96 pocillos. Realizamos una mezcla 50:1
de las soluciones A y B del kit comercial y agregamos 200 pl de esta a cada pocillo. Finalmente

incubamos 30 minutos a 37°C para después medir la absorbancia a 562 nm.

3.3.F. SDS-PAGE

También en distintos pasos del trabajo, se necesitd identificar las proteinas presentes en una
mezcla, para lo cual nos apoyamos en el método de electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato soédico (SDS-PAGE, del inglés: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis).

Este tipo de electroforesis, en una sola dimension, da informacion sobre el tamafio de cada
una de las proteinas que forman la muestra ya que aqui debido a la accién del SDS las proteinas se
desnaturalizan, perdiendo su conformacion tridimensional. Por ser un detergente anidnico, el SDS
se une a las cargas positivas de las proteinas generando una cubierta de carga negativa a la muestra,
la cual es proporcional al tamafio de la misma (cuanto mas grande es la proteina se une mas SDS,
manteniendo constante la relacion tamafio/carga). Y por ende al someter el gel a una corriente
eléctrica, las proteinas migraran hacia en dnodo en funcioén exclusivamente de su tamafio. De esta
manera, las proteinas mas pequeiias migran mas y las mas grandes migran menos. Otra variante que
puede determinar el grado de migracion de las proteinas es la concentracion de acrilamida que tenga

el gel, donde mayores concentraciones disminuyen el tamafio de los poros del gel.

Para aumentar la resolucion de la separacion de proteinas utilizamos un sistema discontinuo,
donde la para superior del gel, donde se siembra la muestra , corresponde a un gel concentrador (5%
acrilamida en buffer Tris pH 6,8) y la parte inferior corresponde al gel separador (% de acrilamida
variable en buffer Tris pH 8,8). El gel concentrador contiene iones Cl- que migran por delante de las
proteinas de la muestra, mientras que el buffer en el que se realiza la corrida contiene iones glicina,
que migran por detrds, dejando las proteinas atrapadas en una banda muy fina, concentrado las
previo a su ingreso al gel separador. Al ingresar al gel separador la glicina se neutraliza (por el
mayor pH) y las proteinas se separan en base a su tamafio a través de la red de poros mas pequefios
que en el gel concentrador. El tamafo de los poros, determinado por la concentracion de acrilamida
se debe elegir seglin el tamano de la proteina de interés que se quiere separar. Generalmente para
separar proteinas desnaturalizadas de 60 a 200 kDa se utiliza 8 % de acrilamida, mientras que para
proteinas de 16 a 70 kDa se utiliza 10 % y para proteinas de 12 a 45 kDa 12 %.
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Generalmente a lo largo de este trabajo utilizamos geles de acrilamida de 12% y se
realizaron de acuerdo al siguiente protocolo:
* Preparar aproximadamente 10 ml de mezcla de gel separador por cada gel que

se quiera realizar seglin la siguiente receta:

Preparacion de Gel Separador 12% de
acrilamida

Volumen para
Componentes una mezcla de
10 ml (en ml)

H0 33
30 % Acrilamida/
. o 4,0
bisacrilamida
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5
10 % SDS 0,1
10 % Persulfato de 01
amonio ’
TEMED 0,004

* Una vez armado el soporte para los geles, cargar cada uno de ellos con la
solucion y dejar polimerizar sin moverlos por 15 minutos aproximadamente

* Luego de polimerizado el gel separador, preparar aproximadamente 5 ml de
mezcla de gel concentrador por cada gel que se quiera realizar segin la
siguiente receta:

Preparacion de Gel Concentrador 5% de
acrilamida

Volumen para

Componentes una mezcla de
5 ml (en ml)
H:0 34
30 % Acrilamida/
5 —— 0,83
bisacrilamida
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,63
10 % SDS 0,05
o,
10 % Persu}fato de 0.05
amonio
TEMED 0,005

» (Cargar cada gel con la solucion e inmediatamente agregar los peines para la
formacion de los pocillos en el gel y dejar polimerizar por 15 minutos.

* Preparar las muestras a correr agregando a las mismas buffer muestra para
llegar a una concentracion final 1x (62,5 mM Tris/HCI pH 6,8; 2,5 % SDS;
0,002 % Azul Bromofenol; 5 % (-mercaptoetanol y 10 % glicerol)

* Hervir las muestras a 100°C por 5 minutos

* Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos

* Colocar los geles ya polimerizados en la cuba de electroforesis y llenar la
misma con buffer de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1 % SDS, pH
8,3-8,6)

* Sembrar las muestras y el marcador de peso molecular en los pocillos
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* Conectar los electrodos a la cuba de electroforesis y a la fuente de alimentacion
y aplicar corriente eléctrica (30 mA por gel).

Una vez terminada la electroforesis se procede a tefiir los geles para observar los resultados.
A lo largo del trabajo se utilizaron dos métodos para tefiir geles de SDS-PAGE: la tincion con azul

de Coomassie y la tincidén con nitrato de plata.

El azul de Coomassie es un colorante de tipo anidnico y se une inespecificamente a
proteinas. Es no polar y por eso normalmente se usa en una solucion 40 % metanol, 7 % &cido
acético y 0,025 % azul de Coomassie. Al tefiir, las proteinas son simultdneamente fijadas gracias a
la accion del acido acético y tefiidas por el colorante. Su limite de deteccion se aproxima a los 50 ng
de proteina. Para realizar la tincion con azul de Coomassie se realiz6 el siguiente protocolo:

» Transferir los geles de acrilamida a un recipiente con la solucion de tincion de
azul de Coomassie.

» Incubar con agitacion suave a temperatura ambiente durante aproximadamente
20 minutos.

* Retirar la solucion de tincion y agregar solucion decolorante (40 % etanol y 7
% acido acético) para eliminar el colorante en exceso.

* Incubar con agitacion suave a temperatura ambiente hasta obtener el contraste
deseado.

* Retirar la solucion decolorante y dejar en solucién de almacenamiento (5 %
etanol y 7 % acido acético).

El otro método utilizado para tefiir los geles de SDS-PAGE es el nitrato de plata. Esta es una
técnica mas sensible que el azul de Coomassie, llegando a detectar bandas de hasta 1 ng de proteina.
La mecénica de la tincion se basa en la union de los iones de plata a las proteinas, y luego esos
iones de plata pueden ser reducidos, generando un producto visible. Para realizar la tinciéon con
nitrato de plata se realizo el siguiente protocolo:

» Transferir los geles de acrilamida a un recipiente con la solucion de fijacion (12
% acido acético; 50 % etanol y 0,05 % formalina).

* Incubar con agitacion suave a temperatura ambiente por al menos 1 hora.

* Realizar dos lavados con solucién de lavado (50 % etanol) de 5 minutos.

* Realizar dos lavados con ddH20 de 1 minuto.

* Incubar con solucion de sensibilizacion (0,02 % tiosulfato de sodio) por no mas
de 30 segundos.

* Realizar dos lavados con ddH2O de 1 minuto.

* Incubar con solucién de tefiido (0,2 % nitrato de plata y 0,075 % formalina)
durante 20 minutos.

» Realizar dos lavados con ddH>O de 1 minuto.

44



Revelar las proteinas, con solucion de revelado (3 % carbonato de sodio; 0,02
% tiosulfato de sodio y 0,05 % formalina), hasta visualizar las bandas. No
deberia llevar mas de 10 minutos.

Terminar la reaccion de revelado con solucion de terminacion (5 % acido
acético).

Para almacenar, dejar los geles en soluciéon de almacenamiento (1 % &cido

acético).

3.3.G. Western Blot

El Western Blot (WB) permite la deteccion de una proteina particular en una mezcla de

diferentes proteinas a través de su union con anticuerpos especificos.

Durante esta técnica, las proteinas de una mezcla separadas mediante SDS-PAGE, son

adsorbidas e inmovilizadas en la superficie de una membrana sintética de PVDF (polyvinylidene

difluoride, Amersham-GE Healthcare), en las mismas posiciones que ocupaban en el gel. La

adsorcion se realiza por transferencia de las proteinas del gel a la membrana a través de un campo

eléctrico perpendicular al gel y a la membrana. Bajo los mismos principios que en el SDS-PAGE,

las proteinas, cargadas negativamente, migran hacia el &nodo (donde se encuentra la membrana). La

velocidad de migracion es nuevamente proporcional al tamafio de la muestra, por lo que el tiempo

de transferencia dependera del tamafio de la proteina a transferir.

La transferencia entonces se realiz6 bajo el siguiente protocolo:

Una vez culminado el SDS-PAGE trasferir el gel a un recipiente conteniendo
buffer de transferencia (buffer de corrida + 20 % de metanol o etanol).

Armar el cassette, dentro del recipiente con buffer de transferencia y siempre en
inmersion, de la siguiente forma:

Colocar el soporte pléstico del cassette, que quedara sobre el lado del dnodo y
la membrana abajo.

Colocar encima una esponja.

Colocar dos papeles de filtro.

Colocar la membrana de PVDF y cortarle una esquina para recordar la
orientacion.

Colocar el gel en el mismo sentido en el que fue sembrado para mantener el
orden en la membrana y asegurarse que no queden burbujas entre la membrana
y el gel.

Colocar dos papeles de filtro.

Colocar otra esponja, asegurarse de que no quede ninguna burbuja dentro del

cassette y cerrar el mismo.
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Sumergir el cassette en la cuba de transferencia con buffer recordando orientar
la parte en la que se encuentra la membrana hacia el anodo.

Correr la transferencia a 400 mA con refrigeracion durante el tiempo que
corresponda.

Una vez realizada la transferencia, las proteinas se encuentran inmovilizadas y expuestas en

la superficie de la membrana. Alli se puede realizar una deteccion rapida de proteinas totales para

controlar la eficiencia de la transferencia. Esto se puede realizar con una tinciéon con Rojo Ponceau,

un colorante no permanente que puede por lo tanto ser compatible con la posterior deteccion a

través de anticuerpos. La tincidon con rojo Ponceau se realizd bajo el siguiente protocolo:

Luego de la transferencia, incubar la membrana en una solucion de rojo de
Ponceau (0,1 % Ponceau S y 1 % é&cido acético) durante cinco minutos con
agitacion.

Transferir la membrana a la solucion de destefiido (1 % acido acético o agua) y
agitar hasta que las bandas sean visibles.

Descartar la solucion de destefiido y lavar en agua varias veces.

Una vez realizada la deteccion de proteinas total se procede a bloquear la membrana. Esta

tiene gran afinidad por las proteinas y no todos sus sitios estdn ocupados por la muestra de interés,

por lo tanto hay que bloquear los sitios que quedaron libres para evitar que los anticuerpos se unan a

la membrana en forma inespecifica. Esto se realiza saturando el sistema con albumina bovina (BSA

5 % en PBS) o leche en polvo (5 % en PBS). Luego de realizar el bloqueado se procede a la

incubacién con los anticuerpos siguiendo este protocolo:

Bloqueo la membrana incubando toda la noche en PBS 0,1 % Tween 20y 5 %
leche en polvo.

Luego del bloqueo lavo varias veces con PBS 0,1 % Tween 20.

Incubo las membranas con los anticuerpos primarios correspondientes y en las
condiciones indicadas en cada caso.

Lavo varias veces con PBS 0,1 % Tween 20.

Incubo las membranas con los anticuerpos secundarios correspondientes por 1
hora a temperatura ambiente. Todos los anticuerpos secundarios estan
acoplados a la peroxidasa de rabano (HRP).

Lavo varias veces con PBS 0,1 % Tween 20.

Se procede a la deteccion de la proteina utilizando el sistema de
quimioluminicencia Pierce ECL Western Blotting Substrate siguiendo las

indicaciones del fabricante.

El método de deteccion utilizado se basa en la reaccion de oxidacion del luminol, presente

en el kit, por parte de la peroxidasa de rabano conjugada al anticuerpo secundario. Esta reaccion

emite luz, que luego es capturada en una lamina de rayos X.
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En la Tabla 5 se detallan todos los anticuerpos utilizados durante este trabajo.

Anticuerpos utilizados Concentracion | Tiempo
Anti-CCDC28B (policlonal de conejo, Genscript) 1/1000 ONa4°Co2hsaTA
Anti-Ran (policlonal de conejo, Bethyl) 1/1000 ON a4°C

Anti-SIN1 (policlonal de conejo, Bethyl) 1/1000 ON a4°C

Anti-Flag (monoclonal de raton, Abcam) 1/800 ON a 4°C

Anti-a tubulina (monoclonal de raton, Sigma) 1/2000 lhaTA
Anti-histidina 1/1000

Conjugados utilizados

Anti-Ig de conejo conjugado a HRP (Sigma) 1/50000 1 h TA

Anti-Ig de raton conjugado a HRP (Sigma) 1/20000 1 hTA

Tabla 5. Anticuerpos utilizados durante este trabajo.
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3.4. Ensayos de cristalizacién

3.4.A. Pruebas de solubilidad

Para que se pueda formar el cristal de una proteina en solucion esta debe cambiar de fase,
pasando de un estado estable e insaturado (donde la proteina esta disuelta y desordenada en la
solucion) a un estado metaestable y supersaturado (donde las moléculas atn estan solubles por una
cuestion cinética, pero en equilibrio saldran de solucion y precipitardn, ya sea ordenadamente
formando un cristal, o bien desordenadamente formando un precipitado amorfo). La concentracion
de proteina a la que ocurre esta transicion de fases depende de cada proteina, asi como de las
condiciones en las que se haye disuelta. La Figura 18 muestra la curva de solubilidad tipica de una
proteina donde se ilustra el proceso de crecimiento de un cristal. Idealmente lo que se busca para
generar un cristal es conseguir una condicion dentro de la region de supersaturacion, lo mas cercano
a la curva de solubilidad, porque si el material cristalino se genera a un alto grado de
supersaturacion, se obtendrian muchos cristales chicos. Pero esto ocurre en muy raras ocasiones, ya
que normalmente cuando nos excedemos en la supersaturacion, la muestra precipita. Por lo tanto,
resulta practico realizar pruebas de solubilidad que permitan estimar el punto de solubilidad de
nuestra proteina recombinante: a qué concentracion de proteina ocurre la precipitacion en
condiciones tipicas de ensayos de cristalizacion (por ejemplo usando sulfato de amonio o PEG 4000
como agentes precipitantes). Luego podremos lanzar rastreos de condiciones de cristalizacion
usando la proteina a una concentracion por debajo pero cercana a su punto de solubilidad: nos
aseguraremos de cruzar el punto de solubilidad en muchos casos (de no hacerlo nunca
conseguiremos cristales), pero tampoco partir de una concentracion tan alta que todas las

condiciones generen precipitados amorfos

solubility curve rapidamente.
proein | I —
concentration —_——— . Figura 18. Curva de solubilidad tipica de una proteina (Figura
— _wicrﬂluuu\m ars tomada de Principles of Protein X-Ray Crystallography de Jan
T Drenth).

En la imagen, se observa la curva tipica de solubilidad de una

™ s foveynt s . s /. r
wluuu:\ — " enucler formaton  proteina en funciéon de algin pardmetro, que puede ser la

growth — — C(‘)ncentr‘acién d? precipitante, por ejemplo de sal. Aqui podemos
~ —_——— diferenciar las distintas fases. Como ser la fase soluble o la region
S~ ~— — — — — Supersaturada. La region optima para la formacion de cristales

corresponde a la regién dentro del area de supersaturacion mas
cercana a la curva de solubilidad, para evitar la nucleacién o
precipitacion de la muestra por exceso de supersaturacion.

parameter, e.g sall concentration

Una vez obtenida la proteina pura, se realizd una prueba de solubilidad que consistid en la
incubacion de la muestra a una determinada concentracion en soluciones buffer con diferentes
concentraciones de sulfato de amonio y polietilenglicol (PEG) 4000. Los buffers utilizados fueron
los siguientes:

« Buffer Al: 0,1 M Tris/HCI pH 8.5; 2 M (NH4)2SO4
« Buffer B1: 0,1 M Tris/HCI pH 8.5; 1 M (NH4)2SO4
« Buffer A2: 0,1 M Tris/HCI pH 8,5; 0,2 M MgCl> y 30 % PEG 4000

« Buffer B2: 0,1 M Tris/HCI pH 8,5; 0,2 M MgCl> y 15 % PEG 4000
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Se eligieron como precipitantes en la prueba de solubilidad el (NH4)2SO4 y el PEG 4000,
por ser dos de los mas utilizados dentro de las sales y los polimeros, respectivamente. Estos dos
compuestos favorecen la supersaturacion de la muestra mediante mecanismos diferentes y es por
eso que se eligio uno de cada uno para probar como actuaban sobre CCDC28B. En primer lugar las
sales, en nuestro caso el sulfato de amonio, modifican la interaccion del solvente con la proteina.
Como agente precipitante, las sales actian de dos formas en paralelo, por un lado sus iones
modifican las cargas eléctricas en la superficie de las proteinas, debilitando de esta forma las
fuerzas repulsivas entre sus moléculas (efecto de salting-in o aumento de solubilidad a
concentraciones de sal bajas). Pero ademas, alrededor de los iones salinos se genera una capa de
hidratacion que evita que el agua est¢ disponible para la proteina, deshidratindola (efecto de
salting-out induciendo la precipitacion de proteinas a altas concentraciones de sal). De ambas
formas se favorece la supersaturacion (McPherson y Gavira, 2013; Cheng et al, 2005). En particular
dentro de las sales se eligio el sulfato de amonio ya que es muy soluble y no es dafiino (caotrépico)

para la mayoria de las proteinas, incluso en una alta concentracion.

Por otro lado, el uso de polimeros como el PEG, disminuye el volumen de solvente
disponible para que la proteina se mantenga solvatada en solucion y por ende se favorece el
acercamiento de las moléculas de proteina entre si. El gran tamafo de los polimeros y su
conformacién variable y movil, hacen que ocupen en solucién un mayor espacio del que deberian,
por lo que reducen la disponibilidad de solvente para la proteina. Como consecuencia, las moléculas
de proteina se juntan pudiendo llegar a formar un estado solido y ordenado como un cristal
(McPherson y Gavira, 2013; McPherson A., 1976). El PEG en particular tiene como ventaja sobre

otros polimeros que es hidrofilico, pudiendo actuar también deshidratando la muestra como una sal.

La prueba de solubilidad utiliza el método de la gota colgada (se explica en la seccion
Prueba Condiciones de Cristalizacion) y el protocolo que se siguid para la misma es el siguiente:

« Pipetear en cada uno de los reservorios (pocillos) 1 ml de cada uno de los buffers.

« En cuatro tapas diferentes pipetear 2 pl de proteina.

« Agregar sobre las gotas de proteina 2 ul de buffer (uno por cada una).

« Rapidamente invertir la tapa sobre el reservorio conteniendo el buffer correspondiente y
sellar la tapa.

« Observar al otro dia (o eventualmente a las 48 horas) el estado de cada una de las gotas en
la lupa. Si hay formacion de precipitado en todas las gotas, se baja la concentracion de
proteina del stock y se repite la prueba. Por el contrario, si no hay formacion de
precipitado con ninguna de las concentraciones de precipitante, es sefial que se debe

aumentar la concentracion de proteina del stock madre.
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3.4.B. Busqueda de condiciones de cristalizacién

Luego de la prueba de solubilidad, se eligi6 la concentracion de proteina 6ptima (en nuestro
caso 5 mg/ml). El siguiente paso fue realizar una primera busqueda de condiciones de
cristalizacion. Alli nos apoyamos en la tecnologia robotica con la que cuenta la Unidad de
Cristalografia de Proteinas del IPMon, particularmente el robot Honeybee963® (Digilab) y la
utilizacion de kits comerciales de condiciones de cristalizacion para ampliar lo mas posible el rango
de rastreo. Se utiliz6 como método de cristalizacion la difusion de vapor al equilibrio en gota
sentada. Luego para las optimizaciones con gotas de mayor volumen (manuales o usando el robot

Alchemist®, Rigaku) el mismo principio fue usado pero en gota colgante.

El método de difusiéon de vapor al equilibrio se ilustra en la Figura 19 y consiste en
aproximarse a la supersaturacion de la proteina contenida en la gota, por evaporacion del agua. Las
gotas se preparan mezclando proteina y buffer de reservorio (tipicamente en proporcion 1:1), con lo
que la concentracion de solutos en la gota es menor a la del resrrvorio, y por ende mayor la presion
de vapor (una de las propiedades coligativas de soluciones). El sistema estd herméticamente cerrado
(la tapa donde se encuentra la gota esta sellada sobre el volumen de reservorio), y la presion de
vapor de la gota tendera a buscar ser igual al del reservorio, para lo cual el agua contenida en la gota
difunde hacia el reservorio hasta alcanzar el equilibrio de presiones de vapor. Durante este proceso,
la concentracion de la proteina también aumenta en la gota. Este proceso ocurre lentamente lo que

favorece el proceso de cristalizacion.

El robot Honeybee963® automatiza y miniaturiza el pipeteado de nanogotas de proteina.
Para hacerlo usa una variante del método descrito, usando gotas sentadas en lugar de colgantes,
aunque el principio de difusion de vapor es exactamente el mismo. Asi se probaron 384 condiciones
de cristalizacion, correspondientes a los kits comerciales: PEGs Suite (96 condiciones), AmSO4
Suite (96 condiciones) y pHClear Suite (96 condiciones) de Qiagen, asi como el CrystalScreen (96
condiciones) de Hampton Research. En todos los casos los kits ya vienen con las placas de 96
pocillos prontas, con cada una de las condiciones diferentes en los reservorios. Las gotas fueron
producidas utilizando el robot Honeybee963®, el cual tiene un brazo de 96 agujas que permite el

dispensado répido de las soluciones que se encuentran en los reservorios y tres agujas synQUAD®

Figura 19. Método de difusion de vapor por gota colgante
(Figura modificada del manual Crystallization Screening

N Scitadw de Hampton Research).
- En la imagen se observa un pocillo correspondiente a una
condicion de cristalizaciéon mediante el método de la gota
colgante. A la izquierda se observa como se disefla el
Kesorvoen experimento, primero cubriendo los bordes del pocillo con
sellador, para que una vez colocada la tapa, esta quede fija.
Luego se le agrega el buffer a testear en el reservorio y
Gon finalmente se produce la gota en la tapa. Alli se ponen
_— volimenes iguales de proteina y buffer del reservorio, para
- luego dar vuelta la tapa sobre el pocillo y verificar que quede

bien sellado.
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que permiten dispensar volumenes de hasta tres proteinas distintas llegando a los 100 nl. En todos
los casos las gotas se forman con volimenes iguales de proteina y buffer del reservorio.

Las placas se observaron cada dos dias para buscar la presencia de material cristalino.

3.4.C. Optimizacion de las condiciones de cristalizacion

Luego de encontrar una condicion en la que la proteina de interés forme so6lidos cristalinos,
se debe optimizar esa condicion para conseguir el mejor cristal posible, es decir de buen tamafio y

que difracte los rayos X.

Para esto se escalo el experimento de cristalizacion en la condicion favorable encontrada
previamente, pasando de placas de 96 pocillos a placas de 24 pocillos, nuevamente utilizando el
método de difusiéon de vapor, ahora en gota colgante. Las placas se disefiaron manualmente,
modificando sutilmente la condicién en la que se vio material cristalino, por ejemplo, cambiando el
pH de la soluciéon o la concentracion de agente precipitante. Para generar las placas se utilizé el
robot Alchemist DT®, este es un robot de mesada, de manejo de liquidos que dispensa en diferentes
tipos de placas volumenes entre 1 pl y 10 ml partiendo de 26 soluciones madre, previamente
preparadas. El robot funciona acompanado del software CrystalTrak™, en el cual se ingresan cuales
son las 26 soluciones madre con las que se cargd el robot y se disefia la placa, para que después se

calcule automaticamente la receta para cada uno de los reservorios y el robot pueda proceder.

Una vez armada la placa se generaron las gotas manualmente para comenzar el experimento:

+ Primero se repaso el contorno de todos los reservorios con sellador.

« Luego se tomo una tapa sobre la que se deposité una gota de 2 ul de proteina.

« Sobre esa gota se agrego6 2 ul de buffer del reservorio.

« Se dio vuelta la tapa sobre el reservorio correspondiente y se sello.

« Se repitieron los tres pasos anteriores para todos los reservorios de la placa.

+ La placa se dejo en un cuarto con temperatura controlada, a 20°C, observando la misma dos

veces por semana para ver la evolucion de las gotas.
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3.5 Ensayos de cultivo celular

3.5.A Lineas celulares utilizadas y condiciones de cultivo

Para los ensayos de cultivo celular se utilizaron dos lineas humanas: las hTERT-RPE vy las
Hek 293FT.

La hTERT-RPE (ATCC) es una linea celular derivada de células del epitelio pigmentado de
retina humana, de alli su nombre en inglés retina pigmented epithelium (RPE). Esta linea fue
inmortalizada utilizando la telomerasa transcriptasa reversa humana (hTERT), ésta es una
subunidad catalitica de la telomerasa que permite la sintesis de los telomeros. Este proceso es muy
importante en el control de la senescencia celular ya que la enzima esta reprimida normalmente en
cé¢lulas somaticas postnatales, generando el acortamiento de los teldmeros en el mecanismo de
envejecimiento celular. La sobreexpresion de la hTERT en las células RPE evita que esto suceda

logrando la inmortalidad de la linea.

Las hTERT-RPE se crecieron en medio de cultivo DMEM alta glucosa (3151 mg/l) y F12
(1:1) suplementado con 10 % suero fetal bovino (SFB), 1 % de penicilina/streptomicina (50 pg/ul)
y 0,01 mg/ml de Higromicina B (para mantener la expresion de la hTERT).

Por otro lado la Hek 293FT (ATCC) es una linea originalmente derivada de células de rinén
de embriéon humano, de alli su nombre en inglés human embryonic kidney (Hek), que fueron

transformadas con Adenovirus 5, incorporando parte de su ADN.

Las Hek 293 se crecieron en medio de cultivo DMEM con glucosa suplementado con 10 %
SFB, 1 % de penicilina/streptomicina (50 pg/ul), geneticina G418 (500 pg/ml) -para mantener la
expresion del antigeno T de SV40, encargado de conferir la estabilidad a la linea-, piruvato de sodio

(1 mM) y aminodacidos no esenciales (0,1 mM).

Todas las células fueron crecidas en una estufa a 37°C y a una presion constante de CO> de 5
%.

3.5.B Sobre-expresidén de genes en células humanas

La sobre-expresion de los genes de interés se realizé a través de la transfeccion transitoria de
plasmidos en las células humanas utilizando FUGENE®HD de Promega. El FuGENE®HD es un
método no liposomal de transfeccion pero que utiliza una mezcla patentada de lipidos para lograr

una gran eficiencia y baja toxicidad.
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Para desarrollar el protocolo de transfeccion se utilizard como ejemplo el correspondiente a
la transfeccion de una placa de seis pocillos, aunque para la utilizacion de otros sustratos el
protocolo no cambia, simplemente se deben modificar las cantidades proporcionalmente a la
superficies utilizadas. El protocolo utilizado para transfectar una placa de seis pocillos (8,87 cm? de
superficie de crecimiento por pocillo) es el siguiente:

« Plaqueo 2,5 x 10° células por pocillo y dejo creciendo 24 horas en medio de cultivo sin
antibidtico para alcanzar una confluencia de aproximadamente el 60 % para transfectar
al otro dia.

* Preparo para transfectar cada pocillo una mezcla de 2 pg de ADN + 8 ul FuGENE®HD
+ 250 pl Opti-MEM™ vy la incubo por 20 minutos a temperatura ambiente.

* Agrego la mezcla de transfeccion a cada pocillo.

» El andlisis se realiza luego de 48 o 72 hs post-transfeccion segun el ensayo.

3.5.C Co-inmunoprecipitacién

Para realizar los experimentos de coinmunoprecipitacion (Colp) se transfectaron células
Hek 293FT cultivadas en placas de 100 mm de diametro (P100, 58 cm? de superficie de crecimiento
por placa) utilizando el mismo protocolo descrito anteriormente con las cantidades ajustadas a la
superficie de la placa. Las células fueron transfectadas con HA-CCDC28B + myc-CCDC28B o,
como control, HA-EV (vector vacio) + myc-CCDC28B. Para la inmunoprecipitacion se utilizd
EZview™ Red Protein G Affinity Gel (Sigma Aldrich), una resina de 4 % agarosa acoplada
covalentemente a proteina G. La proteina G que tiene la capacidad de interaccionar con la region
constante de los anticuerpos, que de esta forma se inmovilizan a la matriz para luego, al incubarlos

con una mezcla proteica, unir especificamente la proteina de interés.

Buffer de Colp: 50 mM Tris pH7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTAy 1 % NP-40.

Una vez transfectadas las células, se cultivan por 48 horas, y se obtiene un extracto para
realizar el experimento de coinmunoprecipitacion siguiendo el siguiente protocolo:
* Levanto las células de cada P100 con 1 ml. de tripsina 0,05 % e incubando a 37°C por 5
minutos.
* Luego de levantar las células inactivo la tripsina con 6 ml de medio de cultivo con SFB,
resuspendiendo bien las células.
* Centrifugo la suspension por 10 minutos a 90 g.

* Descarto el sobrenadante y resuspendo las células en 1 ml de PBS 1X.

Tabla 6. Anticuerpos utilizados durante este trabajo.

* Centrifugo nuevamente por 10 minutos a 90 g.
» Descarto el sobrenadante y resuspendo las células en 500 pl de buffer Colp.

* Incubo por 30 minutos en hielo vortexeando cada 5 minutos.

53



* Centrifugo a 14000 g por 20 minutos y separo el sobrenadante.

* Cuantifico proteinas en el sobrenadante para tomar 1 mg para realizar la co-
Inmunoprecipitacion.

* Equilibro 30 pl de resina con dos lavados de 1 ml de buffer Colp

* Realizo una limpieza previa de la muestra (para eliminar las proteinas que se unen en
forma inespecifica a la resina), incubando 1 mg de extracto con los 30 pl de resina por 1
hora con rotacion a 4°C.

* Durante la incubacidn anterior, equilibro otros 30 pul de resina con dos lavados de 1 ml
de bufter Colp.

* Luego de culminada la hora de la limpieza previa, hago una pequefia centrifugacion de
la mezcla anterior, y paso el sobrenadante al tubo que contiene la resina recién
equilibrada..

» Agrego a cada tubo 4 ul de anticuerpo anti-HA e incubo toda la noche con rotaciéon a
4°C.

» Centrifugo las muestras guardando el sobrenadante por si el experimento no funciono.

» Lavo cinco veces la resina con 1 ml de buffer Colp.

* Luego del ultimo lavado resuspendo la resina en 35 pl de buffer de carga y queda listo
para analizar por SDS-PAGE.

3.5.D Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia (IF) se utilizd para observar la presencia de proteinas especificas o
estructuras particulares en cultivos celulares a través de la utilizacion de anticuerpos especificos y
conjugados a fluoréforos. Para realizar los ensayos de IF, en primera lugar se crecieron células
sobre cubreobjetos dentro de placas de 6 pocillos. Luego se fijan las células para mantener las
estructuras celulares, y para evitar la pérdida de contenido intracelular cuando las células se
permeabilizan para permitir la entrada de los anticuerpos La fijacion se puede realizar por dos
métodos diferentes: metanol o paraformaldehido (PFA). El metanol deshidrata las células,
provocando ademads la desnaturalizacion de las proteinas y su precipitacion in situ, sin modificar su
ubicacion. Por otro lado el PFA genera uniones covalentes reticulares entre las moléculas,
literalmente pegandolas entre si. Una vez fijadas, las células pueden ser permeabilizadas utilizando
Triton X-100 que interacciona con los lipidos de membrana. Luego que se permeabilizan las
células, estas se bloquean para ocupar los posibles sitios de union inespecifica de los anticuerpos y

finalmente son incubadas con los anticuerpos especificos correspondientes.

El protocolo utilizado para la IF fue el siguiente:
*  Quitar el medio de cultivo.
» Lavar con PBS precalentado a 37°C.
* Fijacion: Cubrir con metanol e incubar por 10 minutos a -20°C, o con PFA 4 %

en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. En algunos casos se utilizaron
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los dos métodos de fijacion secuencialmente, primero con PFA y luego con
metanol. Esto permite mantener epitopes que se desnaturalizan con metanol, y
al mismo tiempo mantener la integridad del centrosoma (que se fija bien con
metanol), que podra ser detectado con anticuepos anti-y tubulina.

» Realizar dos lavados con PBS de 1 minuto cada uno con agitacion.

* Permeabilizacion: Cubrir con Triton X-100 0,1% en PBS e incubar 10 minutos
a temperatura ambiente con agitacion.

» Realizar dos lavados con PBS de 1 minuto cada uno con agitacion.

* Bloqueo: Cubrir con suero fetal bovino 5,5 % en PBS e incubar una hora a
temperatura ambiente con agitacion .

» Realizar dos lavados con PBS de 1 minuto cada uno con agitacion.

»  Cubrir con el anticuerpo primario en las condiciones correspondientes e incubar
2 horas a temperatura ambiente.

» Realizar tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno con agitacion.

*  Cubrir con el anticuerpo secundario en una dilucion 1/1000 en PBS y con DAPI
(marcador de nucleo) diluido 1/2500 en PBS e incubar 1 hora a temperatura
ambiente. A partir de este punto, cubrir los preparados para evitar la luz.

* Realizar tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno con agitacion.

* Dejar escurrir vertical sobre papel.

*  Montar sobre el portaobjetos con 20 pl de Prolong antifade (Invitrogen).

* Dejar secar hasta el otro dia.

* Sellar el cubreobjetos con esmalte de ufias.

En la Tabla 6 se detallan todos los anticuerpos utilizados durante este trabajo.

Anticuerpo Primario Objetivo Concentracion Tiempo
Antl-thuIma ace.t ilada (monoclonal Deteccion de la cilia 1/1000 1hTA
de raton, [gG2, Sigma)

Anti- g tubulina (policlonal de
conejo, Sigma o monoclonal de Deteccion del centrosoma | 1/1000 1 h TA
raton, Sigma)
Anti-HA (monoclonal de ratén, Deteccion de proteinas

. . 1/1 1 h TA
IgG1, Sigma) fusionadas a HA /1000
Conjugados
Anti-IgG2 de raton-AF 568 1/1000 1 hTA
Anti-IgG1 de raton-AF 488 1/1000 1 h TA
Anti-IgG de conejo-AF 633 1/1000 1 hTA
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3.5.E. Microscopia confocal y cuantificaciéon de imagenes

Para la captura de imagenes se utilizo el microscopio confocal Zeiss LSM 800, con objetivo
63x de inmersion en aceite. Se tomaron secciones cada 0,4 um y la imagen final se obtuvo por

composicion de los diferentes canales y la proyeccion en Z (algoritmo de suma).

Para el andlisis de las iméagenes se utilizé el software Image] Version: 2.0.0-rc-54/1.51h.
Para realizar el conteo de células ciliadas, se contaron por un lado todos los nucleos presentes en un
campo, y por otro lado las cilias presentes en el mismo. Los resultados se expresan como la

proporcion de células ciliadas con un intervalo de confianza de 95% calculado como

l - p\‘ (Pagano M, Gauvreau K (2000) Principles of Biostatistics. USA: Duxbury. Thomson
)

z ‘
P
F—*al

n

Learning). El andlisis estadistico se realiz6 aplicando un test de contraste de hipotesis para
proporciones (Pagano M, Gauvreau K (2000) Principles of Biostatistics. USA: Duxbury. Thomson

Learning).

3.5.F Disefio y obtencién de una linea celular CCDC28B knockdown por la tecnologia de
CRISPR/Cas9

A fin de obtener una linea celular estable donde la expresion o funcionalidad de CCDC28B
estuviera disminuida, utilizamos la tecnologia de edicion gendmica CRISPR/Cas9 (Jinek y
cols., 2012). Brevemente, se disefian ARNs guia especificos para la secuencia de CCDC28B que
guiaran a la nucleasa Cas9 a la zona del gen que se quiere modificar. La nucleasa corta la doble
hebra de ADN vy el error se resuelve por union de extremos no homoélogos o NHEJ (non-
homologous end joining) que es un sistema que genera pequefias pérdidas o inserciones en el
sitio de ruptura. Guiando la nucleasa a un exdn codificante del gen de interés se puede generar
un corrimiento del marco abierto de lectura, la introduccion de un coddon de terminacion
prematuro y por tanto una mutacion nula.Para ello utilizamos un sistema lentiviral pLENTI-
CRISPR v2 (Sanjana N. E. et al, 2014), que permite expresar al mismo tiempo la enzima Cas9 y
el ARN guia (unido al ARN al que se une la Cas9).

Lo primero que se realizd fue el disefio de varios ARNg especificos de CCDC28B, dirigidos
al exon 2 y 3, a través del buscador del Laboratorio de Feng Zhang (http://crispr.mit.edu). El

disefio de los ARNg se basa en una secuencia de homologia de 20 pb con la region que se quiere
modificar y la misma debe tener en su extremo 3’ una secuencia PAM (del inglés: protospacer
adjacent motif) de 3 pb de forma: NGG (donde N es cualquier nucléotido). Esta es la secuencia
reconocida por la Cas9 una vez que el ARNg la dirigi6 hasta alli, y recién en ese momento la
nucleasa actia. La estructura final de los ARNg se muestra en la Figura 20. Luego de que el
buscador nos brindé una lista de muchos posibles ARNg, elegimos tres para cada exon y

mandamos entonces a sintetizar los seis pares de ARNg que se detallan a continuacion:
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 Exo6n 2:
1. hsCCDC28BgRNA 1 Fwd: CACCGTTGAACTTGGCCCGCTGCTT
hsCCDC28BgRNA 1 Rev: AAACAAGCAGCGGGCCAAGTTCAAC
2. hsCCDC28BgRNA 2 Fwd: CACCGTTTTGTCATCCATTGGGCGC
hsCCDC28BgRNA 2 Rev: AAACGCGCCCAATGGATGACAAAAC
3. hsCCDC28BgRNA 3 Fwd: CACCGGGCCCCAGGCACACTACGGA
hsCCDC28BgRNA 3 Rev: AAACTCCGTAGTGTGCCTGGGGCCC
* Exo6n 3:
4. hsCCDC28BgRNA 4 Fwd: CACCGAGACATCAGTCACCTCGGTC
hsCCDC28BgRNA 4 Rev: AAACGACCGAGGTGACTGATGTCTC
5. hsCCDC28BgRNA 5 Fwd: CACCGTTTCCACTCTGGCCGGCTGC
hsCCDC28BgRNA 5 Rev: AAACGCAGCCGGCCAGAGTGGAAAC
6. hsCCDC28BgRNA 6 Fwd: CACCGAGAGAAGTGCCGCCCAGTCC
hsCCDC28BgRNA 6 Rev: AAACGGACTGGGCGGCACTTCTCTC

Qlige 1 + 5¢ CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 37
s CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA o' e Oligo 2
Figura 20. Estructura de ARNg para ser clonado en el vector lentivral pPLENTI CRISPR v2.
El disefio de los ARNg incluye una secuencia de 20 pb homologa a la region que se quiere editar (N en la secuencia) y con una
secuencia PAM 3° (NGG). Ademas una secuencia especifica detallada en la Figura en los extremos del ARNg para que el mismo
sea reconocido por la Cas9.

Una vez obtenidos los ARNg se procedid a clonarlos en el vector lentiviral pLENTI
CRISPR v2 de acuerdo al protocolo sugerido por los fabricantes (Sanjana N. E. et al, 2014):

* 5 ugde vector pPLENTI CRISPR v2

* 3 ul FastDigest BsmBI (Fermentas)

* 3 ul Fast AP (Fermentas)

* 6 ul 10 X FastDigest Buffer

* 0,6 ul 100 mM DTT (preparado en el momento)
* Llevar a 60ul con ddH,O

* Incubar por 30 minutos a 37°C

El segundo paso consistid en correr en un gel de agarosa el producto de la digestion, para
luego purificar la banda de alto peso molecular (aproximadamente 12 kb) utilizando el kit

PureLink™ Quick Gel Extraction Kit de Invitrogen.

En paralelo, se fosforilaron e hibridaron cada par de oligonucleotidos segin el siguiente
protocolo:
* 1 ul Oligo #1 Fwd (100 uM)
* 1 ulOligo #2 Rev (100 uM)
* 1 pl 10 X Buffer de ligacion T4 (NEB)

. 6,5 ul ddH,0
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0,5 ul T4 PNK (NEB M0201S)

Incubar la mezcla en un termociclador con el siguiente programa: 30 minutos a
37°C, luego 5 minutos a 95°C y finalmente realizar una rampa descendente hasta
25°C a una velocidad de 5°C/minuto.

Una vez culminada la reaccion diluir la mezcla de oligos hibridados en una

proporcion de 1 en 200 en ddH20

Finalmente se realiza la ligacion de los oligonucleotidos hibridados y el plasmido pLENTI

CRISPR v2:

50 ng de plasmido pLENTI CRISPR v2 digerido con BsmBI
1 pl dilucién de oligonucleotidos hibridados

5 pul 2 X Buffer de Quick Ligasa (NEB)

Llevar a 10 pl con ddH20

Agregar 1 ul de Quick Ligasa (NEB M2200S)

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos

Una vez realizada la ligacion, se transforman bacterias Stbl3 (Invitrogen C7373-03)

utilizando el protocolo recomendado por el proveedor. Se utilizn esta cepa ya que es deficiente en

recombinacion y por lo tanto se reduce la frecuencia de recombinacion homoéloga de repetidos

terminales largos (LTR, del inglés: long terminal repeats) presentes en los plasmidos lentivirales.

Los lentivirus se obtuvieron transfectando células Hek293 en placas de 100 mm de diametro
con pLENTI CRISPR v2 (conteniendo ARNg, 5 ug)) y los vectores pPCMV-VSV-G (Addgene
#8454, 2,5 ug) y psPAX2 (Addgene #12260, 3,8 ug), ambos de empaquetamiento. La transfeccion

se realizo de la misma forma en la que se describi6 anteriormente (ver Seccion 3.5.B) y 48 horas

luego de transfectadas las células, se cosecho el sobrenadante de cultivo conteniendo los lentivirus.

El sobrenadante se centrifugd a 4000 rpm por 15 minutos para eliminar restos celulares, se filtrd por

0,45 um y se congel6 a a -80°C hasta su utilizacion.

Transduccion de células hTERT RPE:

Se plaquearon las células el dia previo a la transduccidn para llegar en un 60 %
de confluencia (en placas de seis pocillos se plaquearon 3 x 10° células por
pocillo).

Se preparo la siguiente mezcla para cada pocillo: 1 ml de medio de cultivo + 1
ml suspension de lentivirus + Polybrene 8 pg/ml (concentracion final).

Se incub6 por 24 horas.

Luego de transcurridas las 24 horas se cambio el medio de cultivo a las células,
por medio con puromicina (10 pg/ml), para comenzar la seleccion de las células

que incorporaron el plasmido lentiviral a su genoma.
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A diferentes tiempos obtuvimos extractos celulares y evaluamos la expresion de CCDC28B
por WB, a fin de verificar cambios en la expresion de la proteina endogena.

3.5.G Obtenciodn vy caracterizacion de clones CCDC28B &d

Se transdujeron células hTERT-RPE cultivadas en una placa de 100 mm de didmetro de la
misma forma que la descrita anteriormente (ver seccion 3.5.D), pero utilizando lentivirus que
codificaban solamente para el ARNg #1. Luego de 5 dias de seleccion con puromicina (6 dias post-
transduccion) se realizo un clonado por deposicidon de una tnica célula por pocillo en 3 placas de 96
pocillos utilizando el clasificador celular de alta velocidad BD FACSAria™ Fusion (BD
Biosciences).

La células fueron mantenidas en medio con 20% de SFB y a medida que iban llenando el
pocillo se pasaron a placas con pocillos de mayor superficie, en forma progresiva: placas de 48, 24,
12 y 6 pocillos. No todas las células crecieron a la misma velocidad, por lo tanto, a medida que fue
posible se obtuvieron extractos celulares para analizar la expresion de CCDC28B por WB y se

plaquearon células sobre cubreobjetos para evaluar el porcentaje de ciliacion por IF.

Seis clones que mostraron dificultades para ciliar fueron caracterizados mas en profundidad,
a fin de caracterizar el cambio que habian sufrido en el gen de CCDC28B. Para ello se obtuvo ADN
gendmico, se amplifico el exdn 2 por RT-PCR utilizando primers especificos, se clond el fragmento
amplificado en el vector pGEM-T-easy, se transformaron bacterias DH5c, se purificaron los

plasmidos a partir de varias colonias bacterianas y se enviaron a secuenciar con el fin de conocer la
secuencia de los dos alelos de CCDC28B.

Extraccion de ADN gendmico:
* Se resuspenden 5 x 103 células en 300 ul de buffer de lisis (10 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM
EDTA, 10 mM NaCl, 0,5 % SDS, 10 ug/ml Proteinasa K (Sigma)) y se incuba 2 hs a 60°C.
* Se agrega 900 ul de buffer de precipitacion (150 mM NaCl en 100% de EtOH), se
homogeniza y se incuba 30 min a TA.
Se centrifuga a 15000 g por 15 min a 4°C.
Se lava el precipitado con EtOH 70% 2 veces, centrifugando a 15000 g por 5 minutos.
Se remueve el EtOH y el precipitado se deja secar por 10 min a TA y luego se disuelve en
50-100 ul de agua.

En el clon que fue seleccionado para trabajar (#2.B1) se caracterizd también el ARN
mensajero de CCDC28B. Para ello se extrajo ARN y se preparé ADNc utilizando oligo dT y el kit
SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se amplificé por RT-PCR el ADNc de CCDC28B utilizando primers

especificos, se corri6 la mezcla de PCR en un gel de agarosa 1.5 % y se observaron 2 transcriptos,
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que por tamafio se corresponden con los alelos secuenciados en este clon. La mezcla de PCR se
utilizd para clonar los ADNc en pGEM-T Easy, se tranformaron bacterias y se purificaron

plasmidos a partir de varias colonias para mandar secuenciar.
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RESULTADOS
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OBJETIVOS 1 & 2: Produccion y purificacion de CCDC28B recombinante.
Rastreo de condiciones de cristalizacion de CCDC28B recombinante y determinacion de su

estructura tridimensional

El objetivo principal de este trabajo de tesis fue obtener informacion acerca de la funcion de
CCDC28B mediante la resolucion de su estructura y la identificacion y caracterizacion de dominios
en la proteina. Para la caracterizacion estructural de CCDC28B, la técnica de eleccion fue la
difraccion de rayos X. Para lograr este objetivo, una parte significativa de este trabajo se centrd en
la produccion y purificacion de CCDC28B recombinante, un paso critico para la posterior

obtencion de cristales y resolucion de la estructura.

4.1. Produccion de CCDC28B wild type recombinante

En primer lugar, se clond el marco abierto de lectura de CCDC28B humana en el vector de
expresion pET21d, que permitid expresar nuestra proteina de interés fusionada a una etiqueta de 6
Histidinas (6-His) en su extremo C-terminal y posteriormente purificarla mediante una
cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC). Una vez clonado el ORF, se transformaron
células E.coli Rosetta™(DE3)pLysS con dicho plasmido y a partir de alli se planifico una estrategia

de expresion de CCDC28B recombinante estandar, para luego trabajar en su optimizacion.

4.1.A Optimizacién de las condiciones de induccidon

A la hora de realizar una produccion de proteina recombinante, algunos de los parametros
que se pueden modificar para optimizar el proceso son: el vector en el que se clona el gen de
interés, la cepa de E. coli donde se expresard (o incluso eventualmente el modelo, pasando de E.
coli a células de mamifero o de Drosophila) y las condiciones de induccion. En nuestro trabajo, se
eligio el vector pET21d ya que permite la expresion de la proteina con una etiqueta de 6-His que
sirve para purificarla y la cepa Rosetta™(DE3)pLysS que esta optimizada para expresar genes con
codones eucariotas en bacterias y se trabajo en poner a punto las condiciones de induccién
utilizando distintos medios de cultivo, modificando la temperatura a la cual se induce la expresion,

o variando la concentracion del agente inductor (en nuestro caso IPTG).

La produccion de CCDC28B se realizd inicialmente creciendo las bacterias
Rosetta™(DE3)pLysS en medio 2YT, que a diferencia del medio LB permite alcanzar mayor
densidad celular y por lo tanto tener mas biomasa. También se evaluaron cuatro condiciones
diferentes de induccion: 1 mM IPTG incubando ON a 20°C, 0,1 mM IPTG incubando ON a 20°C, 1
mM IPTG incubando a 37°C por 3 horas y 0,1 mM IPTG incubando a 37°C por 3 horas. Se tomaron
muestras de los cultivos antes del agregado de IPTG (extracto total sin inducir: S.Ind) y al final de
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Figura 21. Optimizacién de las condiciones de induccion de la produccion de CCDC28B.
A- SDS-PAGE 12% tefiido con Azul de Coomassie donde se muestran los extractos solubles (Sol) obtenidos luego de la induccion
en diferentes condiciones. S.Ind: extracto total sin inducir, 1: 1 mM IPTG a 20°C, 2: 0,1 mM IPTG a 20°C, 3: 1 mM IPTG a 37°C

3h.,4: 0,1 mM IPTG a 37°C 3h.
B- Protocolo seleccionado para producir CCDC28B recombinante. La induccion se realizé6 con 0,1 mM IPTG a 20°C. De
izquierda a derecha: S.Ind: extracto total sin inducir, Ind: extracto total inducido, Ins: Fraccion Insoluble, Sol: Fraccion soluble.

Las flechas rojas indican la banda correspondiente a CCDC28B.

la induccion (extracto total inducido: Ind). Luego las células se sonicaron y del extracto total se
obtuvo una fraccion soluble (Sol) y otra insoluble (Ins) mediante centrifugacion (ver Materiales y
M¢étodos). Las mismas fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 21). Si bien no se observaron
grandes diferencias de rendimiento entre las diferentes condiciones ensayadas se obtuvo una mayor
cantidad de proteina soluble en las condiciones de induccién ON a 20°C. Dentro de esta también se
ve una tendencia a una mayor inducciéon con 0,1 mM de IPTG. Basandonos en estos resultados se

decidio utilizar esta Gltima condicion para la induccién de CCDC28B.

.:7 Como resultado general de la prueba de induccién observamos que el protocolo mas
eficiente es el que consiste en la induccion con 0,ImM de IPTG, O/N a 20°C.

Resulta importante destacar que tanto en el protocolo seleccionado (ver Figura 21B), asi
como en las otras condiciones evaluadas (datos no mostrados), hay una fraccion importante de
CCDC28B que queda insoluble, probablemente en cuerpos de inclusion. En este punto del trabajo
se decidi6 seguir adelante con la purificacion ya que el material obtenido de forma soluble, segun
nuestra evaluacion, era suficiente. En paralelo sin embargo, evaluamos (y continuamos haciéndolo,

ver Discusion) algunas alternativas para mejorar la solubilidad de nuestra proteina de interés.

Una estrategia utilizada fue producir CCDC28B WT utilizando el medio de autoinduccion
ZYP-5052 (Studier, F.W. 2005). Los resultados de ambas producciones (utilizando medio 2YT y
ZYP-5052) se muestran a continuacidon. Luego de correr las fracciones solubles e insolubles

obtenidas con ambos medios en un SDS-PAGE (Figura 22),
= se observa que pese a no haber una diferencia importante en

. la cantidad de CCDC28B en las fracciones solubles (Sol.), si

we () 110y I te 4
"y r o nr nT nr

Figura 22. Comparacion de diferentes medios de induccién.
« SDS-PAGE 12% teflido con Azul de Coomassiec donde se corrieron los
extractos totales de cultivos inducidos (Ind) y las fracciones solubles (Sol) e
insolubles (Ins) de cultivos en medio 2YT inducidos con IPTG o medio ZYP de
autoinduccion.
La flecha roja indica la banda correspondiente a CCDC28B.
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la hay en las insolubles (Ins.), acumulandose mas proteina en la produccion del medio ZYP-5052.
Teniendo en cuenta que la induccidon (Ind.) parece haber sido similar en ambos casos, el hecho de
que haya mas cantidad de proteina en la fraccion insoluble cuando la induccion total fue similar

inclind nuestra decision por continuar nuestro trabajo utilizando el medio 2YT inducido por IPTG.

Otro resultado comun a las cuatro condiciones evaluadas, fue que la gran mayoria del

' material inducido queda insoluble como cuerpos de inclusion. Pese a esto, se evalud que
[

la cantidad de CCDC28B soluble obtenida era suficiente para continuar trabajando.
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4.2. Purificacion y caracterizaciéon de CCDC28B wild type

4.2.A Optimizacion de la cromatografia de afinidad por metales (IMAC)

Como se mencion6 anteriormente, la expresion de CCDC28B a partir del plasmido pET21d
resulta en la produccion de una proteina de fusion CCDC28B-6His. Por lo tanto, el primer paso de
purificacion utilizado fue una cromatografia de afinidad a Ni?* (IMAC), con columnas HisTrap™
HP. La etiqueta de 6-His se une con alta afinidad a iones metalicos (Ni*" en el caso de la HisTrap™)
en la matriz de la columna. Posteriormente, se utilizo el imidazol como agente competitivo en la

unioén con el Ni?*, eluyendo de esta forma nuestra proteina de interés.

En primer lugar se utilizé una nica columna HisTrap™ HP de 1 ml, a la cual se le inyecto
el extracto soluble correspondiente a 0,5 1 de cultivo bacteriano. Alli, se realizdo un protocolo
estandar de IMAC que consistio en un lavado con un escalon de 4 % buffer B (40 mM imidazol),
un gradiente hasta 20 % de B (120 mM imidazol) en tres volimenes de columna y finalmente otro
gradiente a 100 % de B (0,5 M imidazol) en seis volimenes. Utilizando este protocolo se observo

que se conseguia un importante grado de purificacion, obteniendo como mayoritaria la banda
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Figura 23. Purificaciéon de CCDC28B por cromatografia de afinidad a metales (IMAC)

A- Cromatograma obtenido al fraccionar por IMAC (HisTrap de 1 ml) el extracto soluble correspondiente a 0,5 1 de cultivo
bacteriano inducido para la produccion de CCDC28B. La linea azul representa la absorbancia a 280 nm mientras la linea negra
representa el porcentaje de buffer de elucion.

B- SDS-PAGE al 12% teflido con Azul de Coomassie donde se corrieron algunas fracciones de la purificacion. Con paréntesis
negros se sefialan las fracciones correspondientes a cada uno de los picos mayoritarios de la IMAC, mientras que entre lineas
punteadas rojo se marca el material que se colecto para continuar la purificacion.
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correspondiente a CCDC28B en las fracciones que eluyeron durante el gradiente de 20 % a 100 %
de B (ver fracciones C2 a C6 en Figura 23). Sin embargo, una cantidad importante de CCDC28B se
eluia previamente junto con muchos contaminantes, en el gradiente de 4 a 20 % de B, y ademas se
eluia a lo largo de los gradientes y no como un pico discreto a una determinada concentracion de
imidazol (Figura 23). Por este motivo se pensd que una elucion utilizando escalones podria ser mas
util que un gradiente, ya que este tltimo no aporta en términos de purificacion y diluye la muestra
purificada.

Por otro lado, se observé que la mayoria de los contaminantes eluian en el primer lavado
(fracciones A4 y A6 en Figura 23) y en el primer gradiente (fracciones B4 a B10, Figura 23) y solo
un contaminante mayoritario es el que se arrastra en las fracciones mas puras de CCDC28B (la
banda de aproximadamente 60 kDa; el contaminante de aproximadamente 15 kDa no se observo

recurrentemente al reproducir este protocolo).

Se continu6é optimizando el protocolo de purificacion por IMAC modificando el lavado
inicial intentando eluir la mayor cantidad de contaminantes sin que el material de interés se
despegue de la columna. Los protocolos utilizados fueron los siguientes: 1) un escalon de lavado en
10 % (70 mM imidazol); 2) un escalén de lavado en 12 % (80 mM imidazol); 3) un escalon de
lavado en 14 % (90 mM imidazol). En todos los casos, a posteriori se eluydé CCDC28B con un
escalon de 100 % de B (0,5 M imidazol). Luego de analizar por SDS-PAGE las fracciones
obtenidas con los tres protocolos, se observo que utilizando un escalén de 10 % de B no se consigue
despegar el contaminante de mayor tamafio mientras que cuando el lavado se realizd con un
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Figura 24. Optimizacion del paso de lavado en la IMAC.

A fin de optimizar la purificacion de CCDC28B por IMAC se probo el efecto de cambiar la concentracion de imidazol en el primer
paso de lavado. Luego del lavado se eluy6 con 100 % de buffer B (0,5 M imidazol). En cada cromatografia se inyectaron partes
iguales de una muestra ya purificada previamente por IMAC y dializada para sacarle el imidazol. Se muestran los SDS-PAGE 12
% tefiido con Azul de Coomassie de las fracciones obtenidas con los lavados y la elucion con 100 % de B de las diferentes
cromatografias. A- Lavado con 10 % de B; B- Lavado con 12 % de B; C- Lavado con 14% de B.
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Figura 25. Protocolo estindar del paso de
purificacion IMAC.

A- Cromatograma correspondiente al
fraccionamiento del extracto soluble obtenido a partir
de 1 1 de cultivo bacteriano sobre dos columnas
HisTrap de 1 ml conectadas en serie. La linea azul
indica la absorbancia a 280 nm, la linea negra indica
el porcentaje de buffer de elucion.

B - SDS-PAGE 12 % tefiido con Azul de Coomassie
de algunas de las fracciones de la cromatografia. Con
paréntesis negros se seflalan las fracciones
correspondientes a cada uno de los picos
mayoritarios de la IMAC. Para seguir trabajando se
seleccionaron las fracciones indicadas entre lineas
rojas punteadas (1 ml cada una) que eluyen con 375
mM de imidazol.

escalon de 14 % el contaminante de
mayor tamaio se eluye en el lavado, pero
a costo de una pérdida importante de la
proteina de interés. Se establecid por lo
tanto que la mejor relacion pureza/

cantidad se obtenia lavando con un

escalon de 12 % de buffer B (Figura 24), y es este el protocolo que se utiliz6 a partir de este

momento para la purificacion de CCDC28B recombinante.

A partir de aqui entonces elegimos como protocolo estandar para la IMAC un primer lavado
con 0 % de buffer B (100 % buffer A, 20 mM imidazol), luego un escalon con 12 % de buffer B
como segundo lavado, luego elucion con un escalon de 75 % de buffer B (donde esperabamos

salgan las fracciones enriquecidas en CCDC28B), y finalmente un ultimo escalon al 100 % de

buffer B. Los resultados fueron los esperados (Figura 25): se obtuvo un conjunto de fracciones

enriquecidas en CCDC28B, con un contaminante mayoritario correspondiente a la banda de

aproximadamente 60 kDa (no observada claramente en esta figura), pero en una relacion favorable

hacia nuestra proteina de interés. Como resultado final, se logrd alcanzar un rendimiento de hasta

3,2 mg de proteina por litro de cultivo.

La optimizaciéon de la IMAC arroj6 como resultado que las condiciones Optimas

columnas HisTrap™ HP de 1 ml conectadas en serie y eluyendo con un protocolo de

consisten en la inyeccion del extracto soluble correspondiente a 0,5 1 de cultivo en dos

tres escalones de 12, 75 y 100 % de buffer B (0,5 M imidazol). El rendimiento obtenido
es de 3,2 mg de proteina por litro de cultivo bacteriano.

4.2.B Cromatografia de intercambio aniénico

Luego de puesta a punto la IMAC nos enfocamos en el segundo paso de purificacion, la

cromatografia de intercambio anionico, para tratar de eliminar el contaminante de mayor peso

molecular que eluy6 junto a CCDC28B en la IMAC. Para esta cromatografia se utilizé una columna
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A - — 2Caem 1 Figura 26. Segundo paso de purificacion de CCDC28B:
60— WO 21wy Cromatografia de Intercambio Anidnico.

40 l A - Cromatograma del intercambio anidnico sobre una
columna Mono Q™ HR 5/5 del material obtenido en la
IMAC. La linea azul indica la absorbancia a 280 nm y la
verde a 215 nm. En negro se indica el porcentaje de buffer
B (aumentando la concentracion de NaCl).

B - SDS-PAGE 12 % teflido con Azul de Coomassie de
algunas de las fracciones de la cromatografia. En la
fraccion B11 (flecha en el cromatograma), correspondiente
a 360 mM NaCl es posible recuperar CCDC28B con un
nivel de pureza aceptable.
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MonoQ™ HR 5/5 (GE™ Healthcare Life
“ e m Bw u om G o B ou oo o Sciences). La columna tiene un volumen
: ::' - de 1 ml, y tiene la capacidad de unir hasta
X ~50 mg de proteina total y separar hasta
~5-10 mg de cada proteina individual.
Previo a la utilizaciéon de dicha columna,
debimos dializar el material eluido de la
IMAC contra Buffer A MonoQ (20 mM Tris/HCI pH 8, 20 mM NacCl), para eliminar el imidazol y
el NaCl de la muestra, equilibrandola en el buffer apropiado para el intercambio anidnico. Luego de
dializado el pool, se centrifugd la muestra a 15000 g, logrando separar una fraccién de material que
habia precipitado durante la didlisis. En principio, no se intentd resuspender dicho material y fue
descartado. El sobrenadante de dicha centrifugacion se filtrd por 0,45 um y se utilizo para inyectar
en la MonoQ.

El protocolo utilizado para intercambio anidnico consistié de un lavado con 0 % de buffer
B, para limpiar todo lo que no interacciond con la columna, un gradiente hasta 50 % de buffer B
(0,5 M NaCl) en 20 ml, y luego un escalén hasta 100 % de buffer B (1 M NaCl). La corrida
cromatografica arrojé como resultado un pico mayoritario que eluyé en 28 % de buffer B (~300
mM de NaCl), que al ser analizado luego por SDS-PAGE, demostr6 corresponder a nuestra proteina
de interés, y con un alto grado de pureza (Figura 26). Sin embargo, se observo que en las otras
fracciones también eluye la proteina de interés, practicamente a lo largo de toda la corrida y junto
con los otros contaminantes, disminuyendo sensiblemente el rendimiento de la purificacion si se

seleccionara para continuar trabajando tnicamente la fraccion donde CCDC28B eluye pura.

La cromatografia de intercambio anidnico arroj6 como resultado un perfil donde

CCDC28B eluye a lo largo de todo el gradiente salino, disminuyendo asi la eficiencia de

la corrida debido al poco aprovechamiento del material para continuar trabajando.
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4.2.C Cromatografia de exclusion molecular de las distintas fracciones del intercambio anidnico

Los resultados de la purificacion por intercambio anidnico llamaron nuestra atencion debido
a que en principio no habria ninguna razon por la cual CCDC28B debiera eluir a lo largo de todo el
gradiente. Pensamos que el hecho de que la proteina eluya de esta manera podria estar indicando
que hay diferentes poblaciones de la muestra con cargas diferentes. Para evaluar esta posibilidad se
analizaron algunas de las fracciones obtenidas en el intercambio anidnico por cromatografia de
exclusion molecular (SEC, del inglés: size exclusion chromatography) de forma tal de observar si
habia diferencias en el estado oligomérico de la proteina.

Para esto se corrieron las fracciones por SEC analitica utilizando la columna Superdex™ 75
10/300. Los resultados demostraron que en efecto, las diferentes fracciones obtenidas en el

intercambio anidnico contienen distintos estados oligoméricos de CCDC28B (Figura 27). La SEC
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Figura 27. Analisis de las diferentes fracciones del intercambio aniénico por Gel Filtracion.

A - Adaptacion de la Figura 23, donde se observa el cromatograma resultante del intercambio aniénico y el SDS-PAGE 12 % de las
distintas fracciones del mismo. Las fracciones corresponden de izquierda a derecha a una elucion con mayor concentracion de sales.

B - Cromatogramas de las corridas de exclusion molecular de las fracciones de la MonoQ que se encuentran sefialadas. Las lineas
azules corresponden a la absorbancia a 280 nm, mientras que las verdes a 215 nm. Se sefiala para cada pico el peso molecular estimado
segun la calibracion de la columna, observandose que las fracciones que eluyen del intercambio aniénico a mayor concentracion de sal,
corresponden a estados oligoméricos mayores de CCDC28B. En cada cromatograma se muestra ademés el SDS-PAGE 12 % con
tincion por nitrato de plata de varias fracciones. Con un circulo rojo se marcé las fracciones correspondientes a cada pico,
corroborando de esta manera que en todos los picos esta presente CCDC28B.
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Figura 28. Intercambio anidénico del material
conteniendo oligémeros de CCDC28B._

Las fracciones de un intercambio aniénico previo,
que contenian mondémero y oligomeros de
CCDC28B se juntaron y volvieron a cromatografiar
sobre la MonoQ

A - Cromatograma del intercambio anidnico sobre
una columna Mono Q™ HR 5/5. La linea azul
representa la absorbancia a 280 nm y la linea verde a
215 nm. Comparar el perfil de elucion con el de la
primer MonoQ, en la figura 26.

B - SDS-PAGE 12% de algunas de las fracciones de
la cromatografia. CCDC28B esta presente en todas
las fracciones nuevamente. Y la relacion entre las
cantidades de CCDC28B y el contaminante de
mayor peso molecular es igual al encontrado
B l Volumen (mi] anteriormente (figura 26).
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. ———— e ——— mayoritario (B11) muestra que
CCDC28B eluye como un Unico pico
a un peso molecular estimado, de
acuerdo a la calibracion de la columna,
de 35 kDa (Figura 27B), cercano al que corresponde a un mondémero de 22 kDa. Por el contrario, al
realizar las corridas de las fracciones siguientes el patrén de elucion en SEC cambia, observandose
varios picos (Figura 27B): junto al pico correspondiente al mondmero (que continta apareciendo en

todas las fracciones) aparecen otros que corresponderian a oligdmeros de mayor tamafo.

En resumen, el pico mayoritario obtenido del intercambio anidnico correspondia a una
fraccion de CCDC28B exclusivamente monomérica, mientras que en las fracciones que eluyen a
mayor concentracion de sal, se encuentran también oligdmeros de mayor tamafio. Este patron de
elucion se repitid incluso cuando realizamos la SEC partiendo de fracciones de un intercambio
anionico previo, que contenian tanto mondémero como oligomeros de CCDC28B: se obtenia
nuevamente una fraccion exclusivamente monomérica y luego fracciones conteniendo el mondémero

junto a oligémeros de mayor tamano (ver Figura 28).

A partir de este resultado, y como el objetivo era tener la mayor cantidad de proteina
monomeérica posible para comenzar a realizar las pruebas de cristalizacion, se disefid un nuevo
protocolo. De las siguientes corridas de intercambio anidnico, se juntaron todas las fracciones
donde eluyen los oligomeros de CCDC28B, y este material se agregd al material purificado por
IMAC que se iba a fraccionar en el intercambio aniénico. De esta manera se consiguidé aumentar la
cantidad de CCDC28B monomérico de las siguientes corridas, y permiti6 mejorar levemente el

rendimiento de la purificacion, de 0,3 a 0,8 mg de proteina pura monomérica por litro de cultivo.

El intercambio anidnico permitié obtener una fraccion de CCDC28B monomérica con
un elevado grado de pureza con un rendimiento de 0,8 mg de proteina pura por litro de

cultivo.
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4.2.D SEC del material purificado por IMAC

Teniendo en cuenta que en el intercambio anidnico CCDC28B mostraba una alta tendencia a
formar agregados, se quiso investigar si los oligdmeros estaban presentes en el material purificado
por IMAC o se formaban durante la cromatografia sobre MonoQ como consecuencia del aumento
de concentracion que tiene lugar en el cargado de la columna. Para esto, se analizd por SEC el
material purificado solamente por IMAC a partir de la fraccion soluble correspondiente a un litro de
cultivo bacteriano. El material obtenido (10 ml), enriquecido en CCDC28B, se concentrd a la mitad
para poder inyectarlo en una columna de SEC Superdex™ 75 16/600, en la que se puede inyectar

hasta 5 ml de muestra.

El andlisis de la corrida cromatografica de exclusion molecular, que se observa en la Figura
29, evidencia un perfil con dos picos mayoritarios que eluyen a los 57 ml y 63 ml y que
corresponderian a proteinas de peso molecular estimado en 52 kDa y 36 kDa, respectivamente.
Recordando que el peso estimado de CCDC28B es de 22 kDa, estos volumenes podrian

corresponder a una fraccion monomérica y una fraccion dimérica.

Estos resultados indican que CCDC28B purificada luego de la IMAC estd compuesta por
dos poblaciones de proteina: una que corresponderia a un mondmero, y otra que posiblemente sea
un dimero. Por lo tanto, los estados de agregacion mayores observados en intercambio anidnico

deben formarse durante la propia cromatografia.

El analisis por SEC de CCDC28B purificada por IMAC, demostrd que la proteina se
.v estaria comportando como una mezcla de dos poblaciones: una monomérica y una

dimérica.
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Figura 29. Analisis por SEC del material purificado en IMAC.

El material purificado por IMAC fue concentrado 2 veces e inyectado en una columna Superdex™ 75 16/600.

A- Cromatograma de la SEC. En azul se muestra la absorbancia a 280 nm, en verde a 215 nm. Las flechas indican el peso estimado
de cada pico segln la calibracion de la columna.

B- SDS-PAGE 12% tefiido con nitrato de plata de algunas fracciones de la SEC.
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4.3. Caracterizacién de CCDC28B para la busqueda de condiciones de cristalizacién

Luego de purificada la fraccion monomérica de CCDC28B y como evaluacion de calidad de

la muestra en vistas a lanzar rastreos de condiciones de cristalogénesis, se analiz6 homogeneidad y
estabilidad.

4.3.A Analisis por Dispersion de la Luz Dinamica

Analizamos la fraccion monomérica purificada, mediante DLS (del inglés: Dynamic Light
Scattering). Esta aproximacion permite estudiar el tamafio y homogeneidad de una muestra pura de
proteina. Se basa en la determinacion de la distribucion de tamafios de las particulas de una
solucion: la muestra es iluminada por un laser y las fluctuaciones en la luz dispersada son

detectadas a un angulo fijo por un detector.

Los resultados de esta prueba no fueron concluyentes ya que se realizaron tres medidas
diferentes que resultaron disimiles entre si. Una de las posibles causas de este resultado es que la
muestra de CCDC28B sobre la que se realizd el andlisis pudiera estar muy diluida. De todas formas
como Unica conclusion del ensayo podemos ver que CCDC28B se comportd como una proteina
homogénea ya que en las tres medidas aparece un solo pico, la cual seria de tamafo molecular
aproximado al que corresponde al dimero (Figura 30), esto teniendo en cuenta las variantes que

encontramos entre cada experimento.

wranl by Vaae

Figura 30. Analisis por DLS de
1 muestra purificada por IMAC e
intercambio anionico de CCDC28B.
Se realizaron tres medidas diferentes
: : de la misma muestra, observadas por
P diferentes colores. El hecho de que en
: : : los tres casos aparezca un solo pico
puede ser sintoma de la homogeneidad
de la muestra, pero no podemos ser
r ' contundentes en la conclusion ya que
e . . n ph . el hecho de que los tres picos sean
Savduy diferentes habla de la variabilidad del

experimento.
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4.3 .B Estabilidad frente al congelado v descongelado a -80°C v la concentracion

Estudiamos la estabilidad de la proteina en el tiempo y ante los procesos de congelado/
descongelado y de concentracion, ambos factores criticos a tener en cuenta dado los rendimientos
de nuestra produccién y los requerimientos del tratamiento para el proceso de cristalizacion. Las
pruebas en busqueda de condiciones de cristalizacion y luego el proceso de cristalizacion en si

mismo implicaban la necesidad de juntar distintas producciones, por lo que se debia almacenar
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Figura 31. Control de estabilidad de CCDC28B purificada

Cromatogramas de las diferentes cromatografias de exclusion
molecular de las fracciones de CCDC28B utilizando una
columna Superdex™ 75 10/300. Se observa Unicamente la
absorbancia a 215nm, marcada por la linea verde. Las flechas
indican el peso estimado de cada uno de los picos, seglin la
calibracion de la columna. A- Corresponde a la Gel filtracion en
el dia 0 previo al congelado. B- Luego de 15 dias congelado a
-80°C. C- Luego de 30 dias congelado a -80°C.

parte del material a -80°C. También se requeria
concentrar la muestra previo a los ensayos. De aqui

nuestro interés en estudiar como se comporta la proteina

En primer lugar se generaron alicuotas de 200 ul de la
proteina purificada para congelar a -80°C y luego poder
analizarlas por SEC cada 15 dias. Es importante notar que
luego de descongeladas, las fracciones se centrifugaron a
velocidad méxima y no se evidencié la presencia de
precipitado, lo que nos dio un primer indicio de que la
proteina no se estaria agregando bajo estas condiciones.
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Luego, se realizdé una SEC analitica inyectando los 200

Valures \mi

pul. Esto se

realiz6 dos veces
con 15 dias de diferencia entre cada SEC, para evaluar si
el estado oligomérico de CCDC28B se veia alterado en
ese periodo de un mes durante el cual la proteina se
mantuvo congelada. Los resultados obtenidos, que se
observan en la Figura 31, demuestran que el estado
oligomérico de CCDC28B no sufri6 modificaciones
luego de un mes de congelado. El perfil de elucion fue el
mismo en los tres casos, con un Unico pico mayoritario
correspondiente a un peso estimado de 31 kDa. De esta
forma se pudo corroborar que CCDC28B se mantiene
como una unica poblaciéon monomeérica luego de un mes

de almacenamiento a -80°C.

Figura 32. Control de estabilidad de CCDC28B purificada luego de ser
concentrada.

Cromatograma de las SEC utilizando una columna Superdex™ 75 10/300
de CCDC28B monomérica concentrada. Se observa solo la absorbancia a
215 nm, marcada por la linea verde. Las flechas indican el peso estimado de
cada uno de los picos, seglin la calibracion de la columna. A- Corresponde a
la Gel filtracion previo al concentrado. B- Luego de concentrar 5,6 veces.
C- Luego de concentrar 26 veces.
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Por otro lado, un paso critico para los estudios de solubilidad y cristalogénesis es la
concentracion de la muestra. Dado que teniamos evidencias de que CCDC28B tiene tendencias a
agregarse, resultaba importante saber si la forma monomérica se mantenia como tal luego de
concentrarla. Se concentro la proteina purificada 6 y 26 veces (correspondiendo a ~1 y ~4,3 mg/ml,
respectivamente) por ultrafiltracion utilizando los dispositivos Vivaspin™ 500 con una membrana
de corte de 10 kDa. Luego las muestras concentradas se analizaron por SEC. Los resultados
muestran que el estado de oligomerizacion de CCDC28B se mantiene incambiado luego de la
concentracion, comportdndose en todos los casos como una tnica poblacion monomeérica (Figura
32).

Como conclusion a partir de los controles realizados se pudo establecer que la fraccion
monomérica de CCDC28B purificada por cromatografia de afinidad e intercambio anidnico se
mantiene estable soportando el congelado y descongelado a -80°C y su concentrado llegando hasta
~4,3 mg/ml. Esto hace que sea un material 6ptimo para continuar trabajando de cara a las pruebas

de cristalizacion.

La fraccion monomérica de CCDC28B purificada por IMAC y AEC demostro ser
.7 estable frente al congelado y descongelado a -80°C, asi como frente a su concentracion
hasta en 26 veces. En ambos casos la proteina mantiene su comportamiento como un

monomero.

4.3.C Pruebas de concentracion en distintos buffers del material purificado por IMAC

A lo largo de la produccioén y purificacion de CCDC28B recombinante hay varios pasos que
implican la concentracion de la muestra. Un resultado recurrente en este proceso fue la pérdida de
parte sustancial del material de trabajo. Sobre el particular nos planteamos dos hipdtesis: la primera
consistid en que el material se perdia durante la concentracién del mismo por pegado de la proteina
a la membrana del dispositivo de ultrafiltracion. Por lo tanto, se decidi6 utilizar otros dispositivos
con filtros de diferente material: en particular se utilizaron los Vivaspin™ con filtro de
polietersulfona y los Microsep™ Advance Centrifugal Device con una membrana Omega
(polietersulfona modificada). En ambos casos sin embargo el resultado fue el mismo, perdiendo

aproximadamente el 50% de la proteina durante la concentracion.

La segunda posibilidad era que la proteina se estuviera precipitando cuando se la
concentraba. En este sentido, se probo equilibrar y concentrar la muestra en diferentes buffers para
evaluar si en alguno de ellos se evitaba la perdida de proteina durante la concentracion. Luego del
procedimiento se estimd el rendimiento obtenido y el estado de agregacion de la proteina mediante
SEC. Con los diferentes buffers se evaluaron distintas posibilidades: en primer lugar, un cambio de
pH manteniendo la concentracion de sales; luego un cambio de fuerza idnica manteniendo el pH; y
finalmente se probo el agregado de glicerol al buffer. Para estas pruebas se utiliz6 el material

purificado luego de la IMAC que consistia en CCDC28B monomérica y dimérica. La muestra se
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Figura 33. Control de estabilidad de CCDC28B concentrada en distintos buffers.

Se muestran los cromatogramas obtenidos al fraccionar por SEC la muestra de CCDC28B purificada por IMAC luego de ser
equilibrada y concentrada en los buffer que se indican. En todos los cromatogramas se observa Gnicamente la absorbancia a 215
nm, marcada por la linea verde. Las flechas indican el peso estimado de cada uno de los picos, seglin la calibracion de la columna.
En cada cromatograma se indica ademas el porcentaje de recuperacion de proteina luego de la concentracion.

equilibro en el buffer a testear utilizando columnas HiTrap™ Desalting de Sml, luego se concentro
aproximadamente 20 veces, se determin6 la concentracion de proteina y se inyectd en la columna
Superdex™ 75 10/300. La Figura 33 muestra los resultados de estas pruebas. Si bien en todos los
casos se perdié material durante la concentracion (el porcentaje de recuperacion de proteina se
indica junto a cada cromatograma en la Figura 33), se observaron algunos cambios en las
proporciones monomero-dimero en los diferentes buffers. Se observdé que para el caso de los
distintos pHs, si bien no se aprecian cambios en la proporciéon monémero-dimero a pH 6,6 y 7.6, si
hay un cambio importante a pH 8,6 donde se observa que el equilibrio estd volcado hacia la forma
dimérica. Por otro lado, en la prueba donde se redujo la fuerza i6nica del buffer (a 20 mM y 0,1 M
de NaCl) el patron de elucion de la gel filtracion cambid, apareciendo un pico correspondiente a un
oligobmero de mayor tamafio que el dimero sugiriendo una tendencia a la agregacion. Finalmente, en
la ultima prueba realizada se utilizé el buffer con el que se venia trabajando (20 mM Tris/HCI pH

La prueba realizada con diferentes buffers arrojé como resultado que CCDC28B al ser
.:7 concentrada en un buffer 20 mM Tris/HCI pH 7,6, 0,5 M NaCl y 10 % glicerol se
comporta como una mezcla de dimero y mondémero, con una mayor proporcion del

ultimo.
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7,6, 0,5 M NaCl) con el agregado de glicerol al 10 %. En este caso, se volvid a obtener el patron
inicial de dos poblaciones, una monomérica y otra dimérica, con la salvedad de que aqui se vio
sensiblemente favorecida la poblacion monomérica (segundo pico). Este resultado, mediante el cual
se obtuvo una poblacién de CCDC28B en un estado no agregado y particularmente enriquecida en
su fraccion monomeérica, parecié ser una buena base para seguir adelante con las pruebas de

cristalizacion y por lo tanto decidimos utilizar esta aproximacion.

4.3.D Estudio de CCDC28B recombinante en condiciones no reductoras

Para continuar caracterizando el material purificado por IMAC corrimos una muestra en
SDS-PAGE en condiciones no-reductoras para evaluar la presencia de puentes disulfuro. En
paralelo se corrio la misma muestra en condiciones reductoras, como control. Los resultados se
observan en la Figura 34 y muestran que en condiciones no reductoras aparece una banda que no se
observa en la muestra reducida, y que migra a la altura correspondiente
al peso aproximado de un dimero de CCDC28B (55 kDa). Ademas, en

1= condiciones no reductoras la banda que corresponderia al monomero

Red. No Rec.

1 . ~ ,

—> o de CCDC28B migra como de menor tamafio que el mondémero en
condiciones reducidas, lo que podria sugerir la existencia de algin
puente disulfuro intramolecular que le diera a la proteina una

L)

estructura mas compacta.

Figura 34. Evaluaciéon de CCDC28B en condiciones reductoras y no reductoras.
SDS-PAGE 12% tefiido con Azul de Coomassie donde se corrié la misma muestra de
CCDC28B en condiciones reductoras (con Bmercaptoetanol en el buffer de carga) y no
_ reductoras (sin Bmercaptoetanol en el buffer de carga). Con flechas negras se sefialan las
bandas cortadas para analizar por espectrometria de masas.

Para corroborar estos resultados, se cortaron las tres bandas presentes en el carril
correspondiente a la muestra no reducida (a la altura correspondiente con la migracion de
CCDC28B monomérica, se pueden identificar dos bandas diferentes, ver flechas en la figura) y las
mismas se analizaron por espectrometria de masa con la colaboracion de la Unidad de Bioquimica y
Protedmica Analiticas del [IPMon. Los resultados mostraron que la banda de 55 kDa corresponde a
CCDC28B, lo que estaria confirmando la formacion de un dimero. Por otro lado en las otras dos
bandas, que migran a la altura aproximada de 25 kDa se identificaron dos proteinas: CCDC28B y

Peptidilpropil isomerasa de E.coli.

En la Figura 35 se observan parte de los resultados obtenidos por espectrometria de masas.
En primer lugar la Seccion A de la Figura 35 muestra la confirmacion de la presencia de CCDC28B
en la banda que migra a un peso de 55 kDa. Se muestran los péptidos tripticos identificados por MS
y en algunos casos MS/MS, y a qué region de CCDC28B corresponden. En segundo lugar, se busco
la presencia de un puente disulfuro que pudiera explicar la dimerizacion de la proteina. En la Figura
35B se observan los espectros en modo lineal de las tres bandas recortadas del gel. Este modo

permite identificar péptidos mas grandes a los que normalmente se ven en el modo reflector, a costo
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Figura 35. Analisis por espectrometria de masa de las bandas observadas en SDS-PAGE en condiciones no reductoras de
CCDC28B.

A- Primer analisis de la fragmentacion por tripsina de la banda de 55 kDa, confirma que la proteina es CCDC28B. Dentro de la
secuencia aminoacidica de la proteina, se marcan en rojo los péptidos encontrados. En la parte inferior se observan los scores para
cada péptido identificado teniendo en cuenta la masa esperada y la observada.

B- Espectros en modo lineal de las tres bandas (1, 2 y 3) observadas en el gel en condicion no reductora. En las bandas #1 y #2 se
observa un péptido de aproximadamente 4781 (m/z) que coincide con la masa esperada para dos péptidos unidos por un puente
disulfuro. Esto fue confirmado por fragmentacion MS/MS del correspondiente pico.

de una resolucién un poco menor. Alli se observa una sefial (mz=4781) en las muestras #1 y #2, que
corresponderia a dos péptidos tripticos unidos por puentes disulfuro (113-ECSFEQLEJVR y 132-
LHFSLDVCGEEEDDEEEEDGVTEGLPEEQK). La identidad de este péptido fue confirmada por
fragmentacion MS/MS. El hecho de que dicha senal también se observa en la muestra #2, que migra
como monomero, puede indicar que dicho puente disulfuro se podria formar tanto

intermolecularmente (#1) como intramolecularmente (#1 y #2).
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4.4 Prueba de solubilidad y busqueda de condiciones de cristalizacion

A esta altura del trabajo se pensd que contdbamos con material e informacidon suficiente
como para realizar una primera prueba de cristalizacion. La forma monomérica de CCDC28B
parecia adecuada para este fin. Sin embargo, obtener el monémero puro por IMAC e intercambio
anionico era muy costoso debido al bajo rendimiento que se obtenia. Por lo tanto, se decidid
fraccionar por SEC el material purificado por IMAC y utilizar las fracciones que correspondian a
CCDC28B monomérica (Figura 36).

Esta muestra fue concentrada a 5 mg/ml y se someti6 en primer lugar a una prueba de
solubilidad para determinar si la concentraciéon a la que se encontraba era compatible con la
busqueda de condiciones de cristalizacion. En la prueba de solubilidad se incub6 la muestra en
soluciones buffer con diferentes concentraciones de sulfato de amonio (1 a 2 M) y polietilenglicol
(PEG) 4000 (15 a 30%), que se utilizaron como agentes precipitantes (ver Materiales y métodos),
obteniéndose resultados positivos. Hubo algunas condiciones en las que la proteina precipitd
(particularmente los buffers A1 -0,1 M Tris pH 8,5 y 2 M (NH4)2SO4- y B1 -0,1 M Tris pH 8,5y 1
M (NH4)2S04), mientras que también se encontraron otras en las que la proteina se mantuvo soluble
(A2 -0,1 M Tris pH 8,5; 0,2 M MgClz y 30 % PEG 4000- y B2 -0,1 M Tris pH 8,5; 0,2 M MgCl12 y
15 % PEG 4000-). Esto indic6 que esa concentracion de proteina era adecuada para realizar una

prueba de cristalizacién con posibilidades de que alguna de las condiciones a testear funcionara.

A partir de este punto, lo que se realiz6 fue una primera prueba de cristalizacion utilizando
kits comerciales, llegdndose a probar 384 condiciones. Estas pruebas se realizaron utilizando la
tecnologia robotica de la Unidad de Cristalografia de Proteinas del IPMont en placas de 96 pocillos
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Figura 36. Obtencion de CCDC28B monomérica por SEC para utilizar en la prueba de cristalogénesis.

A- Cromatograma obtenido utilizando una columna Superdex™ 75 16/600 donde se inyect6 el material purificado de la IMAC. La
linea azul corresponde a la absorbancia a 280 nm y la verde a 215 nm. Entre lineas puntadas rojas se marcan las fracciones que se
seleccionaron para seguir trabajando, que pertenecen al pico al que le corresponde un peso molecular estimado de 31kDa.

B- SDS-PAGE al 12 % tefiido con nitrato de plata en que se corrieron varias fracciones de la SEC y entre lineas punteadas rojas se
indican algunas de las fracciones seleccionadas.
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mediante el método de gota colgante que se detalla en Materiales y Métodos. Los kits utilizados en
este caso fueron: PEGs Suite (96 condiciones), AmSO4 Suite (96 condiciones) y pHClear Suite (96
condiciones) de Qiagen y CrystalScreen (96 condiciones) de Hampton Research. El kit PEGs Suite
utiliza PEG de distintos pesos moleculares dentro de sus 96 buffers de prueba, favoreciendo las
interacciones proteina-proteina a través de la aglomeracion molecular. Parecia una variante
pertinente, ya que en la prueba de solubilidad, en los buffers que contenian PEG 4000 la muestra se
mostrd siempre clara y sin precipitar, por lo que una prueba utilizando PEG de otro peso molecular
podia ser una aproximacion interesante. Luego se utilizo el kit AmSO4 Suite, quizds el mas
prometedor, teniendo en cuenta los resultados de la prueba de cristalizacion, donde CCDC28B
precipito en los buffers con alta concentracion de (NH4)2SO4. Este kit nos provee por un lado de
algunas soluciones de (NH4)2SO4 a distintos pH y por otro lado soluciones de (NH4)2SO4 en
combinacion con otras sales identificadas como buenos co-cristalizantes (McPherson A. y Cudney
B., 2006). Por otro lado, el kit pHClear permite analizar un amplio espectro de cambios de pH en
combinacion con diferentes precipitantes (no solo (NH4)2SO4 y PEG, sino también MPD -2-
Metil-2,4-pentanediol- y NaCl; todos en diferentes buffers). Finalmente el kit CrystalScreen, que al
igual que el anterior también es de amplio espectro, prueba diferentes precipitantes en combinacion
con diferentes pH. Como ejemplo de las variantes entre estos dos ultimos, el kit CrystalScreen
utiliza fosfato de amonio, acetato de sodio, sulfato de litio,
2-propanol, entre otros. En suma, la utilizacion de estos
cuatro kits en su conjunto nos permitid6 probar 384
condiciones que abarcaron un amplio espectro dentro de las
variables a modificar para encontrar una condicion en la que
cristalizara CCDC28B.

Figura 37. Cristal obtenido en el primer screening de cristalizacién de
CCDC28B.

Cristal obtenido en el analisis con el material monomérico purificado por IMAC
y SEC. La condicion consiste en: 0,1 M Tris/HCI pH 8.5 y 2,0 M (NH4)2SOs.

Los resultados obtenidos en este primer sondeo de cristalizacion arrojaron un Unico micro
cristal. El mismo se muestra en la Figura 37 y la condicion donde se encontrd corresponde a 0,1 M
Tris/HCI pH 8.5 y 2,0 M (NH4)2SOs4. El resto de los pocillos, mostraron o bien gotas claras, o
algunas con material precipitado indicando un nivel excesivo de super-saturacion o heterogeneidad
en la muestra que impidi6 la formacion de estructuras cristalinas. A partir de este punto se repitio la
prueba de cristalizacion utilizando como punto de partida las condiciones en las que se obtuvo el
micro cristal e intentando escalarla para la obtencion de cristales de mayor tamafio. Para esto se
utilizaron placas de 24 pocillos que fueron preparadas manualmente para hacer leves
modificaciones con respecto a la condicion de partida. Este ensayo también se basa en el método de
gota colgante y el disefio de las placas se observa en la Figura 38. Como se ilustra alli, se intento
modificar sutilmente la condicion en la que se encontro el primer micro cristal cambiando el pH (en
las distintas filas) y la concentracion de sulfato de amonio (en las diferentes columnas). Por ultimo,

la otra variable que introduce el cambio de escala es la cantidad de proteina que se necesita utilizar
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Figura 38. Modelo de la placa de 24 pocillos en la que se intento optimizar
la formacion de cristales de CCDC28B.

en cada gota, pasando de 300 nl en las pruebas de
cristalizacion en placas de 96 pocillos a 2 ul en la

optimizacion en placas de 24 pocillos.

Lamentablemente, este intento de mejorar las
condiciones de cristalizaciéon no arrojé resultados

positivos. Se observo la placa dos veces por semana

durante un mes, sin encontrar la presencia de ningun cristal en la placa.
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4.5. Estrategias para mejorar la cantidad/calidad de CCDC28B recombinante

Uno de los cuellos de botella mas importantes en proyectos de biologia estructural y
particularmente en la cristalografia de rayos X, es precisamente la formacién de cristales para
difractar. Esa dificultad puede ser intrinseca de la proteina o que la proteina recombinante no esté
plegada correctamente causando una heterogeneidad conformacional en la muestra. Actualmente
para tratar de solucionar este ultimo problema, o al menos aumentar las probabilidades de encontrar
un cristal, hay muchas variantes a realizar desde el punto de vista de ingenieria molecular
(Derewenda Z., 2004; Correa A. y Oppezzo P., 2015). Luego de nuestros resultados adversos en la
busqueda y optimizacion de condiciones de cristalizacion, nos planteamos aplicar algunas de esas
variantes en la produccion de CCDC28B en un intento de lograr una mayor expresion soluble de la
proteina asi como de favorecer su plegamiento. Entre estas variantes nos planteamos: la expresion
de CCDC28B en otro vector de clonado que permitiera cortar la etiqueta 6-His luego del primer
paso de purificacion, la co-expresion de CCDC28B junto a posibles interactores fisiologicos, y la
expresion de CCDC28B como proteina de fusion a proteinas que colaboren en el plegamiento de la
misma (Correa, A. et al 2014).

4.5.A Expresion de CCDC28B fusionada a proteinas potenciadoras

Muchas proteinas, especialmente si son de origen heter6logo no logran plegarse de forma
correcta cuando se expresan en grandes cantidades en E.coli (Balbas P., 2001) y una de las
estrategias mas utilizadas para evitar este problema es la expresion de la proteina de interés
fusionada con proteinas accesorias que favorezcan el correcto plegado (Esposito D. y Chatterjee D.,
2006). Con este objetivo, nos enfocamos en clonar CCDC28B en el vector suite disefiado en el
laboratorio de la Unidad de Proteinas Recombinantes del IPMon (Correa, A. et al 2014). Esta
metodologia tiene como beneficio la posibilidad de clonar cualquier gen en 12 vectores diferentes
utilizando los mismos dos cebadores. Los vectores estan disefiados especialmente para favorecer la
expresion soluble y el correcto plegamiento de la proteina de interés. Dentro de este amplio abanico
de posibilidades que brinda el vector suite se eligieron cuatro de ellos, los que nos permitian
expresar a CCDC28B como proteina de fusion a: Proteina de Unién a Maltosa (MBP), la

Tiorredoxina A (Trx), la Isomerasa C Formadora de Puentes Disulfuro (DsbC) o la Endogluconasa
CelD.

El clonado se realizo utilizando la técnica de RFC. Obtuvimos colonias para tres de las
cuatro construcciones (Trx, CelD y MBP) y posteriormente se confirmoé la correcta insercion y
estructura de CCDC28B por secuenciacion. Estos plasmidos se utilizaron para transformar bacterias
E.coli Rosetta™(DE3)pLysS, y se realizoé una prueba de produccion siguiendo el mismo protocolo
que veniamos utilizando para producir CCDC28B a partir de pET21d. En paralelo, para poder
comparar niveles de produccion y solubilidad y como control positivo, también se produjo
CCDC28B a partir de la construccion en el vector pET21d. Se analizaron por SDS-PAGE las
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Figura 39. Control de induccion y solubilidad de las distintas construcciones de CCDC28B como proteina de fusion.
SDS-PAGE al 12% con las fracciones sin inducir (S/I), inducido (I), soluble (Sol) e insoluble (Ins) de cada una de las
construcciones. Con las flechas de colores se indican los tamafios esperados para cada construccion.

A - pT5-VS-CCDC28B-Trx (22 kDa + 11 kDa = 33 kDa)

B - pT5-VS-CCDC28B-MBP (22 kDa + 26 kDa = 48 kDa)

C - pT5-VS-CCDC28B-CelD (22 kDa + 70 kDa = 92 kDa)

D - pET21d-CCDC28B (22 kDa)

fracciones totales sin inducir e inducidas, asi como las fracciones solubles e insolubles obtenidas
con los diferentes plasmidos. Los resultados mostraron que la proporcion de material soluble para
trabajar que se obtenia con las nuevas construcciones no era mayor a la que se obtenia en la
produccion de CCDC28B sola (ver Figura 39). Por lo tanto, la expresion de CCDC28B como
proteina de fusidon no resultd ser una alternativa de mejora en lo que respecta a aumentar la

solubilidad de la proteina.

4.5.B Co-expresion de CCDC28B con interactores

Otro de los abordajes realizados consistido en co-expresar CCDC28B junto a interactores
fisiologicos. Esta es una estrategia muy utilizada a la hora de optimizar el proceso de cristalizacion
(McPherson A. y Cudney B., 2006; McPherson A. y Cudney B., 2014). En nuestro caso, esta puede
ser una ventaja importante ya que CCDC28B tiene su extremo N-terminal desestructurado segin
predicciones in silico (ver Introduccion). Por ser una proteina pequefia y con una proporcion
importante sin una estructura 3D definida, no seria raro pensar que CCDC28B no cristalice sola,
pues es dificil que moléculas moviles o sin estructura definida formen una so6lido cristalino regular.
Por lo tanto, el co-expresarla con un interactor fisiologico podria llevar a que la proteina se plegara
correctamente reduciendo a su vez la movilidad de la region no estructurada de CCDC28B. En este
sentido, decidimos co-expresarla con SINI y Ran ya que la interacciéon de ambas proteinas con
CCDC28B fue previamente documentada en otros trabajos del laboratorio de Genética Molecular

Humana (Cardenas-Rodriguez, 2013; y datos no publicados).

Para lograr la co-expresion se utilizé el plasmido pDUET donde se clonaron, nuevamente
por RFC, los genes codificantes de las dos proteinas de interés. El clonado fue exitoso en todos los
casos, verificandose las secuencias de los genes insertados por secuenciacion. Luego se
transformaron bacterias de dos cepas distintas de E.coli: BL21 y Shuffle. El cambio de cepa

bacteriana se debi6 a que el plasmido pDUET tiene resistencia a cloramfenicol, y por lo tanto no
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Figura 40. Control de induccion y de solubilidad de las diferentes co-expresiones de CCDC28B con interactores fisiologicos.
SDS-PAGE al 12% con las fracciones sin inducir, inducida, insoluble y soluble de las coexpresiones de CCDC28B con los
interactores fisiologicos: SIN1 y Ran. Se muestran los resultados de estas construcciones expresadas en dos cepas de E.coli
diferentes: BL21 y Shuffle (SHUFF). Las flechas rojas marcan el tamafio esperado para CCDC28B y Ran, mientras que las flechas
azules marcan el tamafio esperado para SIN1.

podiamos utilizar ninguna cepa con resistencia al mismo antibiotico, como es el caso de
Rosetta™(DE3)pLysS.

Una vez transformadas las bacterias, se realizo una prueba de induccion utilizando el mismo
protocolo que se utilizdo con pET21d. Se corrieron las fracciones totales, solubles e insolubles de
cada una de las co-expresiones en un SDS-PAGE (ver Figura 40). En el caso de la co-expresion con
SIN1, no era claro que SINI se estuviera produciendo soluble (PM 59,1 kDa), ya que lo poco que
parecia producirse se encontrd en cuerpos de inclusion. Por otro lado, para la expresion junto a Ran,
el SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie fue poco informativo, ya que CCDC28B y Ran
poseen pesos moleculares similares (22 kDa y 24,4 kDa, respectivamente). Por lo tanto, si bien se

observé una banda a la altura correspondiente, no se podia determinar a que proteina correspondia.

Por este motivo se realiz6 un Western Blot (WB) con anticuerpos contra SIN1, Ran y la
etiqueta 6-His (todas las proteinas producidas estaban marcadas con 6-His). En primer lugar se
intentd resolver si SIN1 se obtenia soluble. Para ello, se analizaron las fracciones solubles de las
producciones en ambas cepas de E.coli por WB utilizando los anticuerpos anti-SIN1 y anti-His. La
sefal obtenida cuando revelamos con el anticuerpo anti-SIN1 mostré un patrén de bandas que
parece especifico, ya que no se observa en las muestras donde no se expresd SIN1, pero complejo,
donde no es fécil identificar la banda correspondiente a

SINI (Figura 41A). Pese a esto se observa que con este  Figura 41. Western Blot de coexpresiones de
CCDC28B junto a los interactores fisiologicos
SIN1 y Ran.
Se analizaron las coexpresiones de CCDC28B-

BL2I SHUFF  BL2I BL21 SHUFF BL21 SIN1 en BL21 y SHuffle; y se utiliz6 como control

CCDC28B  CCDC28B  CCDC28B CCDC28B CCDC28B  CCDC28B i
o o e e eeh e la coexpresion de CCDC28B con Ran en BL21.

A - Deteccion de Sinl en los extractos solubles con
un anticuerpo especifico.

B - Deteccion de la etiqueta 6-His en las mismas
muestras.

Con una flecha azul se sefiala el tamafio esperado
para SIN1, que deberia observarse en ambas
figuras. Con una flecha roja se sefiala el tamafio
esperado para CCDC28B y Ran, que deberia
observarse en la seccion B, en los carriles que
corresponde.




pQE80  pQES0 pDUET Figura 42. Western Blot para la deteccién de Ran.

Ran Ran CCDC28B Deteccion de Ran con anticuerpos especificos en fracciones insolubles y
Ins Sol Sol solubles obtenidas a partir de la expresion en pQE80 y fraccion soluble de la
co-expresion de Ran y CCDC28B a partir de pDUET. Con una flecha
amarilla se sefiala el tamafio esperado para Ran

mismo anticuerpo, en los carriles correspondientes a los
controles donde no se expresd SIN1, no hay ningin tipo
de senal. Esto en principio nos dice que pese a no poder
identificar la banda correspondiente a la proteina, la

misma estd alli ya que el anticuerpo la reconoce

generando el patrén complejo. Por otro lado, en el WB
con el anticuerpo anti-His (Figura 41B) no se pudo observar ninguna banda a la altura esperada para
el peso molecular de SIN1 (59,1 kDa), aunque si se observa la banda correspondiente a CCDC28B,
indicando que el anticuerpo funciona correctamente. Es decir que observando los resultados del WB

con el anticuerpo anti-His, no podemos afirmar que la proteina se exprese soluble.

Para evaluar la expresion de Ran se realizé un WB de las diferentes fracciones utilizando un
anticuerpo especifico (Figura 42). Los resultados indican que Ran se produce en forma soluble en
las condiciones utilizadas. Pese a esto, si se observa en el gel tefiiddo con Coomassie (Figura 40) la
banda que corresponderia a CCDC28B + Ran, no se ve mas intensa que la banda donde se expresa
solo CCDC28B, sugiriendo que la co-expresion con Ran no aumentaria sustancialmente la
produccion soluble de CCDC28B.

4.5.C Corte de la etiqueta 6-His de CCDC28B

Finalmente, la otra prueba realizada consistié en eliminar la etiqueta 6-His previo a los
ensayos de cristalizacion, si bien no hay una opinidon consensuada sobre si la etiqueta puede afectar
el plegamiento de la proteina y la cristalizacion de la misma (de hecho existen defensores de ambas

posturas y ejemplos que respaldan ambas; por ejemplo ver Waugh D., 2005; Carson M. et al, 2007).

Se clond el ORF de CCDC28B en el vector pQE80 (el vector pET21d no posee sitios de
corte para proteasas entre el gen de la proteina y la etiqueta de 6-His), de forma de poder utilizar el
sitio de corte para la proteasa TEV para separar la etiqueta 6-His una vez finalizada la IMAC. De

esta manera, se produjo y purifico por IMAC CCDC28B a

pre post PM N.U. ELU
TEV TEV
Figura 43. Digestion de 6-His-CCDC28B con la proteasa TEV y
posterior purificacion por IMAC.
CCDC28B purificada por IMAC fue incubada con TEV y luego de la
digestion la muestra fue fraccionada por IMAC nuevamente para separar la
proteina sin 6-His de la proteina sin cortar y de la propia TEV. SDS-PAGE
12% de las fracciones: pre (pre TEV) y post digestion (post TEV) y el
— material no unido a la IMAC post-digestion (N.U.) y eluido de la columna
=3 : — con 0,5 M Imidazol. Con una flecha azul se marca el peso molecular
—> S - esperado para la proteasa TEV, y con una flecha roja se sefiala el peso
molecular esperado para CCDC28B.
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partir de pQES8O0 tal como se describié en Materiales y Métodos.

Luego se realizo la incubacidon del material purificado con la proteasa TEV, para después
volver a purificar por IMAC el material digerido. En este caso, la proteina de interés deberia salir en
el material que no se une a la matriz, ya que no posee la etiqueta 6-His, mientras que TEV, que si
posee una etiqueta de 6-His, deberia quedar retenida en la columna. Los resultados de esta prueba
se muestran en la Figura 43 donde se observa que la proteasa no esta actuando sobre CCDC28B. En
el carril correspondiente al material no unido a la matriz (N.U.) no se observa proteina, lo que
estaria hablando de que CCDC28B quedo unido a la columna, lo que es confirmado al observar el
carril donde se sembro el material eluido. Alli se observa exactamente el mismo patron previo a la

digestion con TEV, ademads de la banda de la propia proteasa.

Dado este resultado, en primer lugar se verificO por secuenciacion que la construccion
pQE80-CCDC28B contuviera la secuencia de corte de TEV. Al confirmar que esto era asi, se pensé
que tal vez el sitio de corte quedara inaccesible a TEV en la proteina recombinante. Por lo tanto,
realizamos una prueba utilizando diferentes concentraciones de un agente desnaturalizante para
desplegar parcialmente la estructura de CCDC28B y lograr que TEV acceda a su sitio de corte. Era
importante utilizar en paralelo una proteina sobre la que se supiera que TEV funcionaba, para
determinar la actividad de la proteasa en las diferentes condiciones. Para ello se utilizaron extractos
solubles conteniendo las proteinas DesR (producido por Felipe Trajtenberg en la Unidad de

Cristalografia de Proteinas) y Ran (producido por nosotros a partir de pQES80).

DesR DesR + TEV Ran Ran + TEV CCDC28B CCDC28B + TEV
sinTEV  #1  #2 #3 #4 sin TEV  #1 #2 #3 sinTEV  #1 #2 #3 #4
- > —
> = - -
—= _ - %
A B C

Figura 44. Pruebas de digestion con la proteasa TEV en presencia de diferentes concentraciones de urea.

Extractos solubles conteniendo las proteinas recombinantes DesR, Ran y CCDC28B fusionadas a 6-His fueron incubadas con la
proteasa TEV en buffers conteniendo diferentes concentraciones de urea. Las flechas rojas marcan el tamafo esperado para cada
proteina sin digerir y con flechas violetas el tamafio esperado para las proteinas digeridas.

A - SDS-PAGE 12 % de las muestras de DesR sin digerir y digerida en presencia de 4 concentraciones de urea. #1: 0,5 M urea; #2:
1 M urea; #3: 1,5 M urea; #4: 2 M urea.

B - SDS-PAGE 12 % de las muestras de Ran sin digerir y digeridas en presencia de las mismas 3 concentraciones de urea.

C - SDS-PAGE 12 % de las muestras de CCDC28B sin digerir y digeridas en presencia de las mismas 4 concentraciones de urea.
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Como se indica en el protocolo, el buffer en el que normalmente incubamos la proteasa TEV
fue: 50 mM Tris/HCI pH 8, 300 mM NaCl y 0,5 uM DTT. Para estas pruebas agregamos a ese
mismo buffer cuatro concentraciones diferentes de urea: 0,5; 1; 1,5 y 2 M. La Figura 44 muestra los
resultados de esta nueva prueba de digestion con TEV. En todas las condiciones ensayadas se
observan dos bandas de DesR, una superior coincidente con la proteina en ausencia de TEV y otra
inferior que corresponderia a la proteina sin la etiqueta 6-His (Figura 44A). Por otro lado, también
se observa que a medida que aumenta la concentracion de urea, la proteasa es menos eficiente para
el corte aumentando por lo tanto la intensidad de la banda correspondiente a DesR-His y
disminuyendo la de DesR cortada. En la secciéon B de la Figura 44 se observan los carriles que
corresponden a la produccidon de Ran a partir de pQE80: la fraccion soluble total y la incubada con
TEV en los distintos buffers. Se observa el corte por parte de la proteasa, que se ve reflejado en el
cambio del patrén de corrida de la banda correspondiente a la proteina. Por el contrario, no se
observaron cambios en la migracion de CCDC28B en ninguna de las condiciones analizadas
(Figura 44C) indicando que TEV no corto la etiqueta de 6-His en ninguna de las concentraciones de

urea testeadas.

' Los resultados de la digestion de CCDC28B con la proteasa TEV demuestran que en la

e | Proteina expresada a partir de pQE80 no se produce el corte de la etiqueta 6-His.

En conjunto los resultados mostraron que la proteasa TEV estaba activa y funcional pero
que no era posible cortar la etiqueta de 6-His en CCDC28B posiblemente por alguna caracteristica

particular de la proteina que le esta impidiendo reconocer o acceder a su sitio de corte.

Producto de los resultados adversos en los intentos de digerir 6-His-CCDC28B con TEV, y

de nuestro interés en obtener la proteina sin la etiqueta 6-His, se propuso disefiar nuevas
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Figura 45. Control de expresion y digestion con proteasa TEV de las construcciones de CCDC28B disefiadas para cortar la
etiqueta 6-His.

SDS-PAGE 12 % tefiido con azul de Coomassie de las fracciones correspondientes a la produccion, purificacion y digestion con
TEV de las nuevas construcciones de CCDCB8B. En todos los casos los carriles corresponden a: S/I- Fraccién sin inducir; I-
Fraccion inducida; INS- Fraccion insoluble; SOL- Fraccion soluble; Pool- Fraccion purificada por IMAC; TEV- Fraccion
purificada por IMAC e incubada posteriormente con TEV. La Seccion A corresponde a la construccion CCDC28B-linker, la
Seccion B corresponde a la construccion CCDC28B-11aa y la Seccion C corresponde a la construccion CCDC28B-16aa. En esta
ultima se agregan los carriles correspondientes a la segunda purificacion por IMAC luego de la incubacion con TEV. En todos los
casos la flecha roja corresponde al tamafio esperado para cada construccion sin digerir con TEV, la fecha negra el tamaiio esperado
para cada construccion digerida con TEV y la flecha verde el tamafio esperado para la proteasa TEV.
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construcciones de CCDC28B que favorecieran la accesibilidad de la proteasa a su sito de
reconocimiento. Se disefaron tres construcciones diferentes: una agregando un espaciador de tres
aminoacidos (Ser-Gly-Ser) entre el sitio de reconocimiento de la proteasa TEV y el extremo N-
terminal de CCDC28B (linker), y otras dos eliminando los primeros 11 y 16 aminoécidos de la
proteina (-1laa y -16aa, respectivamente). Se utilizaron estas estrategias para mejorar la
accesibilidad de la proteasa al sitio de corte de dos formas diferentes. En primer lugar el espaciador
tuvo como objetivo alejar el sitio de corte de la proteina propiamente dicha. Esto es importante
previendo que la estructura de la proteina esconda de alguna forma el sitio y la TEV no pueda
acceder al mismo. Por otro lado, las deleciones de los primeros aminodcidos del extremo N-
terminal, tuvieron por objetivo quitar una region de la proteina que se predice desestructurada. Al
ser demasiado flexible esta region podria enmascarar el sitio de corte o impedir el acceso de TEV al
mismo. Las construcciones se realizaron a través del disefio de nuevos cebadores. Para la
eliminacion de los primeros aminoacidos, se modifico la region de hibridacion con el ORF de
CCDC28B quitando la correspondiente a los primeros 11 o 16 aminoacidos segun correspondiera. Y
para obtener la construccién con espaciador, al cebador se agregaron nueve nucleotidos
correspondiente a dos residuos de serina y uno de glicina que se insertaron entre el sitio de
reconocimiento de TEV y el inicio del ORF de CCDC28B. Una vez realizados los clonados se

confirmo la integridad de las construcciones por secuenciacion.

Los protocolos de produccion y purificacion de las nuevas construcciones fueron los
mismos que se detallaron anteriormente para CCDC28B en pET21d, teniendo en cuenta que solo se
realizé la IMAC como paso de purificacion. Luego de haber obtenido las fracciones enriquecidas en
CCDC28B, las mismas se incubaron con la proteasa TEV y luego de la digestion se volvid a
purificar por IMAC con el objetivo de separar la fraccion cortada de la no cortada. Todas las
fracciones de la produccion, purificacion y posterior digestion con TEV se analizaron por SDS-

PAGE vy los resultados se observan en la Figura 45.

Se observa que en dos de las tres construcciones (CCDC28B-/inker y CCDC28B-11aa), los
resultados no son claros, mientras que con la forma de CCDC28B carente de los primeros 16
aminoacidos (CCDC28B-16aa) la proteasa TEV si corta la etiqueta 6-His. En la seccién A de la
Figura 45 se observan las fracciones correspondientes a la construccion linker, alli en el carril
correspondiente a la incubacion con la proteasa TEV, parece dificil diferenciar la construccion en
cuestion de la propia proteasa TEV, ya que ambas proteinas migran a un peso molecular similar
(flechas negra y roja en la Figura 45A). Por otro lado en los carriles sembrados con las fracciones
total (Pool) y digerida con TEV (TEV), se ve una banda por debajo de la correspondiente a
CCDC28B, que puede ser un contaminante, pero que no permite diferenciar perfectamente las
bandas correspondientes a CCDC28B con y sin 6-His. De todas formas, en la muestra incubada con
TEV se ve un aumento de la intensidad de la banda que corresponderia a la proteina digerida con
TEV y una disminucion en la intensidad de la banda superior (CCDC28B sin digerir y proteasa

TEV). Este resultado nos hizo a pensar que en la construccion /inker 1a TEV corto la etiqueta. Para
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corroborarlo purificamos la muestra nuevamente por IMAC, encontrando que la totalidad de la
proteina se une a la columna y por ende mantiene su etiqueta 6-His (resultados no mostrados).

Por otro lado en la seccion B de la Figura 45 se observan las fracciones correspondientes a
la construccion -11aa. Los resultados alli son muy similares a los encontrados para /inker, aunque
en este caso parece ser mas clara la accion de la proteasa. Alli se ve una disminucion en la
intensidad de la banda correspondiente a la proteina con etiqueta, a la vez que una nueva banda, de
peso molecular inferior aparece en la muestra incubada con TEV, que podria corresponder a
CCDC28B sin 6-His. De todas formas, cuando esta fraccion se volvio a purificar por IMAC, se
observo que toda la proteina queda unida a la columna, dejando dudas sobre si efectivamente se
habria eliminado la etiqueta de 6-His. Finalmente, en la Figura 45C, se observan los resultados para
la construccion -16aa donde si se observa la accion de TEV cortando la etiqueta 6-His. En el carril
correspondiente a la incubacién con la proteasa (TEV) se observa como la intensidad de la banda
superior, correspondiente a la proteina con etiqueta disminuye y aparece una nueva banda de menor
peso molecular que corresponderia a la muestra cortada. Esta fraccion digerida la purificamos
nuevamente por IMAC y se vio como en la fraccion que contiene el material no unido a la columna
(N.U.) aparece la banda correspondiente a la proteina, por lo que TEV estaria cortando la etiqueta.
Por otro lado en la fraccion correspondiente a la elucion final del material pegado a la IMAC (ELU)
se ven dos bandas, una correspondiente a la propia proteasa, que se pega a la columna porque
también se expresa con 6-His y otra correspondiente a una fraccion de CCDC28B-16aa con la

etiqueta, que TEV no corto.

Con estos resultados podemos confirmar que encontramos una construccion de CCDC28B,
sin sus 16 aminoacidos N-terminales, capaz de permitir el corte de su etiqueta 6-His por parte de la
proteasa TEV. El hecho de poder generar una construccion de CCDC28B sin la etiqueta de 6-His y
sin una porcidn de lo que se predice como su region desestructurada es positivo para continuar los

estudios de cristalizacion e intentar obtener un cristal de CCDC28B.

La construcciéon de CCDC28B -16aa puede ser sustrato de la proteasa TEV para que la
.; misma corte la etiqueta de 6-His. Siendo esta construccion por lo tanto interesante para
repetir los ensayos de cristalizacion.
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OBJETIVO 3: Identificar dominios o regiones de la proteina CCDC28B que sean
importantes para su funcion.

Hasta este momento, el trabajo estuvo centrado en la produccion y caracterizacion de
CCDC28B recombinante. En esta parte del trabajo, se pretendidé aprender un poco madas sobre

aspectos fisioldgicos de la proteina y comenzamos a trabajar en células humanas en cultivo.

En primer lugar se busco obtener informacion estructural sobre la proteina en células de
mamifero, mientras que en la etapa final del trabajo, se intentd avanzar en la caracterizacion de
regiones/motivos de CCDC28B que fueran importantes para su funcion. Para ello se trabajo en dos
lineas celulares de humano: las HEK293FT (del inglés: human embryonic kidney) y las hTERT-RPE
(del inglés: retinal pigmented epithelial). La funcionalidad de CCDC28B se evalu6 a través de
parametros celulares que se sabe son afectados por CCDC28B: ciliogénesis (Cardenas-Rodriguez,
M. et al 2013 -B) y la actividad del complejo mTORC2 (Cardenas-Rodriguez, M. et al 2013 -A),
este ultimo medido a través de la fosforilacion de AKT en la Ser473. Luego de tener un buen
sistema para evaluar el estado funcional de CCDC28B, se probaron mutantes de CCDC28B en
regiones funcionalmente relevantes segun predicciones in silico, con el objetivo de ver la relevancia
de dichas regiones para la funcion de CCDC28B.

4.6. Estudio del estado oligomérico de CCDC28B en células eucariotas

En las cromatografias de exclusiéon molecular realizadas con la proteina recombinante
producida en E.coli se observo que la muestra eluia en dos poblaciones, una que corresponderia a
un monomero y otra a un dimero (ver seccion 4.2.C). Posteriormente esto fue también observado
por SDS-PAGE en condiciones no reductoras, donde también se observo la presencia de una
fraccion dimérica de CCDC28B (ver seccion 4.3.B). En esta parte del trabajo sé planteé obtener
informacion sobre el estado oligomérico de CCDC28B en células humanas. En primer lugar se
realizé una co-inmunoprecipitacion (Colp) a partir de un lisado de células HEK293FT transfectadas
con HA-CCDC28B y myc-CCDC28B. Como control se utilizo un lisado de células transfectadas
con el vector pCMV-HA vacio (EV, del inglés: empty vector) y myc-CCDC28B. La
inmunoprecipitacion se realizo utilizando un anticuerpo anti-HA comercial y una resina de agarosa
acoplada a proteina G. El material precipitado se analizé por WB utilizando un anticuerpo anti-myc.
A través de esta estrategia se busco visualizar si en células eucariotas al menos dos moléculas de

CCDC28B son capaces de interaccionar entre si.

En la Figura 46 se observa el resultado de la Colp. La secciéon A, que muestra el WB
revelado con anti-myc, indica que si bien se ve una banda tenue correspondiente a myc-CCDC28B
en la Colp control, probablemente debido al pegado inespecifico de la proteina a la matriz, hay una
mayor presencia de myc-CCDC28B en la muestra en que se inmunoprecipitd6 HA-CCDC28B. Este
resultado indica que habria interaccion entre HA-CCDC28B con myc-CCDC28B y que por lo tanto
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Figura 46. Co-inmunoprecipitacién de CCDC28B marcada con dos etiquetas diferentes.

Se realizod la precipitacion con HA y se evaludé por WB la presencia de myc-CCDC2B (en A) y luego como control la presencia de
HA-CCDC28B (en B). La flecha roja indica el tamafio esperado para CCDC28B. Tot: extracto total, IP: fraccion
inmunoprecipitada.

la proteina puede interaccionar entre si en células eucariotas. En la seccion B de la Figura 46 se
observa el WB revelado con anti-HA, que como control nos muestra la presencia de HA-CCDC28B

solo en la muestra transfectada con dicho plasmido.

De esta forma, volvimos a obtener informacion que indica que CCDC28B estaria formando
oligdbmeros también en células eucariotas. Sin embargo, es importante tomar en cuenta que en este
caso estamos sobreexpresando la proteina, y la situacion podria ser diferente con los niveles
endogenos de CCDC28B.

El resultado de la Colp de CCDC28B con dos etiquetas diferentes, junto a los
obtenidos previamente en la cromatografia de exclusidon molecular nos permiten
afirmar que CCDC28B forma dimeros.

La informacion estructural que hasta el momento se tenia de la proteina (basada
exclusivamente en predicciones in silico) hizo que desde un principio se hipotetizara que el dominio
coiled-coil (correspondiente al extremo C-terminal de la proteina) fuera responsable de la
dimerizacion o la oligomerizacion de la proteina. Para evaluar esta hipdtesis repetimos la Colp,
pero esta vez analizando la interacciéon de myc-CCDC28B con dos mutantes de HA-CCDC28B en

el dominio coiled-coil: una mutacion que elimina la

A
HA HA
ch& . gé CCCD?SB ch%sz Figura 47. Coinmunoprecipitacion de CCDC28B y sus mutantes
Tot. IP Tot IP Tot IP Tot IP para el dominio coiled-coil marcadas con dos etiquetas
diferentes.
Se realiz6 la precipitacion con HA y se evalué por WB la presencia
de MYC-CCDC2B o sus mutantes (en A) y luego como control la
presencia de HA-CCDC28B o sus mutantes (en B). Las flechas rojas
indican el tamafio esperado para CCDC28B.
e-MYC
Exa, S-up
B
=174
Exa. ZUsg
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prediccion del mismo (C.C.-) y otra que no (C.C.+), utilizada como control. En la Figura 47 se
observan los resultados de esta nueva Colp, donde en primer lugar se confirma la interaccion myc-
CCDC28B con HA-CCDC28B. En el caso de los mutantes, y al contrario de lo que se esperaba, el
mutante C.C.-, parece interaccionar con CCDC28Bwt de la misma forma que el mutante C.C.+ o

que la proteina WT.

Con estos resultados no podemos ser contundentes en nuestra conclusion, pero si nos da
informacion particular sobre estos mutantes (C.C.+ y C.C.-): ninguno de los dos parece interferir en
la interaccion entre moléculas de CCDC28B para oligomerizar.

Por ultimo, se tenia evidencia de que la proteina recombinante podia formar dimeros a
través de puentes disulfuro (Figuras 34 y 35). Esto seria raro en células tratindose de una proteina
citosolica, que por lo tanto se sintetiza y pliega en un ambiente altamente reductor. Por lo tanto, nos
interesaba saber si los puentes disulfuro existian en condiciones fisioldgicas o se estaban formando
durante la produccién/purificacion de la proteina recombinante. Para ello se decidid realizar un
SDS-PAGE en condiciones no reductoras seguido de WB. Si bien habria sido ideal analizar células
que contuvieran CCDC28B a niveles endogenos, los anticuerpos disponibles contra CCDC28B
reconocen otras proteinas en WB y se pensdé que seria dificil identificar la o las bandas
correspondientes a CCDC28B en condiciones no reductoras. Por lo tanto, se analizaron extractos

celulares donde se habia sobre-expresado HA-CCDC28B y se

- 5 2347 e, . . . .
exracro HEKZ93FT 4411576 un anticuepo anti-HA para identificar a CCDC28B.
sabre-expresando
HA-CCD2ZEB
I‘-""-'"-'"l"=;- El resultado obtenido mostré6 que en condiciones
ctanal. + -
130 —

00— . una Unica proteina cercana al peso molecular estimado para el

desnaturalizantes pero no reductoras CCDC28B se comporta como
TS - monoémero (Figura 48). Esto sugiere que en células eucariotas
55= CCDC28B no formaria dimeros mediante puentes disulfuro.

an—

Figura 48. Evaluacion del comportamiento de HA-CCDC28B sobreexpresada en
HEK?293FT en condiciones reductoras y no reductoras.

-— "
35—
Se realizé un experimento similar al mostrado en la Figura 34, pero esta vez utilizando
la proteina expresada en células de mamifero y no en bacterias. Se detecto por WB
&= ‘ utilizando un anticuerpo anti-HA la presencia de CCDC28B en condiciones reductoras
(con B-mercaptoetanol) y no reductoras (sin B-mercaptoetanol).
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4.7 1dentificacién de dominios o regiones de CCDC28B que sean importantes para su funcion

Dadas las dificultades que podian plantearse en la obtencion de la estructura de CCDC28B,
desde un principio se habia propuesto un tercer objetivo que consistia en acercarnos a relaciones
estructura-funcion en CCDC28B a través de analizar la relevancia de diferentes regiones de la
proteina en sus funciones conocidas: modulacion de la actividad de mTORC2 (Cardenas-
Rodriguez, M. et al, 2013-A) y ciliogénesis (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013-B). Como se
menciono en la introduccion, CCDC28B presenta, de acuerdo a predicciones in silico, regiones o
residuos que podrian estar relacionados a su funcion y/o regulacion. De todos ellos, en esta parte de
la tesis el foco se puso en regiones que podrian estar involucradas en determinar la localizacion
subcelular de la proteina: el dominio de localizacion nuclear (NLS) y el de exportacion nuclear
(NES). Esta eleccion se debié a que trabajos del grupo habian mostrado que la entrada de
CCDC28B al ntcleo es importante, al menos, para su funciéon en ciliogénesis (no se evalud la
actividad de mTORC2, datos no publicados). Los mutantes para eliminar estas regiones fueron
construidos por Magdalena Cardenas en su trabajo de posdoc en el laboratorio. En el mutante NLS
se sustituy6 un residuo basico caracteristico y clave (KKKKRS) por alanina (KAKKRS). En el caso
de las secuencias NES (EKLARLHFSLDVCGEE y EDLSNSIQKLHLAE) se sustituyeron los

residuos L132 y L179 por alaninas (EKLARAHFSLDVCGEE y EDASNSIQKLHLAE). En ambos
casos, las mutaciones introducidas eliminaban las predicciones de NLS y NES. Ademads, mediante
fraccionamiento subcelular de células que sobre-expresaban los mutantes se observd que
efectivamente las regiones eran funcionales, ya que el mutante NLS entraba menos a nucleo que la
proteina WT, mientras que lo contrario sucedia con el mutante NES, tal como era de esperar
(Novas, R., Cardenas-Rodriguez, M. Fabregat, M. y cols, manuscrito en preparacion). Los mutantes
habian sido construidos en el vector pCS2+ y se sub-clonaron en pCMV-HA para poder expresarlos

fusionados a una etiqueta contra la cudl se tenian anticuerpos.

4.7.A. Estudio de funcionalidad del los mutantes de CCDC28B a través de su rol en la
funcion de mTORC2

Una de las formas que utilizamos para analizar la funcionalidad de los mutantes de
CCDC28B fue evaluando la actividad del complejo mTORC?2, a través de medir la fosforilacion de
Akt en en residuo serina 473. La fosforilaciéon de este residuo ocurre unicamente por la quinasa
mTOR cuando forma parte del complejo nTORC2 (Hresko, R. C. and Mueckler, M.,2005). La
actividad de CCDC28B sobre el complejo mTORC2 fue reportada por nuestro grupo (Cardenas-
Rodriguez, M. et al 2013 -A) y sabemos que al disminuir los niveles de CCDC28B, disminuye el
ensamblaje/estabilidad del complejo llevando a una disminuciéon de su actividad. Este efecto es
debido a la interaccion de CCDC28B con SIN1, miembro del complejo mTORC2 (Cardenas-
Rodriguez, M. et al 2013 -A). Asi, la estrategia mas sencilla era intentar aumentar la actividad del
complejo al sobre-expresar CCDC28B WT, y ver si se obtenia el mismo efecto con los mutantes. En

este tipo de ensayo es importante tener un buen porcentaje de transfeccion, para que el resultado
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refleje lo que estd sucediendo en las células transfectadas. Por esta razén se decidi6 utilizar células
HEK 293FT, que son las que, en la experiencia del laboratorio, transfectan con mayor eficiencia.

Para evaluar si el sistema funcionaba en este tipo celular, se transfectaron por triplicado
células HEK293FT con el vector pCMV-CCDC28B WT y pCMV-EV como control (protocolo
detallado en Materiales y Métodos). Luego las células se cultivaron por 48 h en dos condiciones:
medio de cultivo con suero fetal bovino (SFB) y medio sin SFB, para disminuir la actividad basal
de mTORC?2. En ausencia de SFB la actividad basal de mTORC?2 deberia ser menor, y tal vez esta
condicion permitiera un sistema mas sensible para evaluar el aumento de la actividad por la
sobreexpresion de CCDC28B. Luego se obtuvo un extracto celular en el que se analizaron los
niveles de P-Ser437-Akt (sustrato de la actividad quinasa del complejo mTORC2) por WB
utilizando anticuerpos especificos. En la Figura 49 se observan los resultados de los WB, donde la
seccion A corresponde a las células cultivadas sin SFB y la seccion B corresponde a las cultivadas
con SFB. Se verifico un claro aumento en la expresion de CCDC28B en las células transfectadas
con pCMV-CCDC28B respecto a las transfectadas con pCMV-EV (ver el blot inferior, revelado con
el anticuerpo anti-CCDC28B, donde la proteina enddgena no es detectable). Sin embargo, al
observar los niveles de P-Ser437-Akt, en ninguna condicidén se observa una diferencia entre las
células control y las que sobre-expresan CCDC28B. El anélisis de los niveles de Akt total en las
muestras mostrd que estos eran iguales en los dos tipos de células. Por lo tanto, en este tipo celular
no podemos concluir que aumente la cantidad de P-Ser437-Akt , y por ende haya una mayor
actividad del complejo mTORC?2 en las células que sobre-expresan CCDC28B, lo que nos impidid
utilizar este ensayo como reportero de la funcionalidad de CCDC28B.

A a-P AKT B CCDC28B : P AKT
Exp. Imin 3 . Exp. ‘min
.._A,\xTu.a aAKT 1o
l\p l(bg‘g l‘._" )'D.cu

aCCD28E
Exp. Y0seg

w-CDC28B
Fxp. Xseg

Figura 49. Evaluacion del funcionamiento del complejo mTORC?2, a través de la fosforilacion de AKT en la Ser437.

Western Blot de extractos de células HEK293FT transfectadas con pCMV-EV (control) o pPCMV-CCDC28B para sobreexpresar la
proteina. Se reveld con anticuerpos especificos contra: AKT fosforilada en la Ser437 (parte superior de la figura), AKT total como
control (parte media de la figura), y CCDC28B como control de la sobreexpresion de la proteina (parte inferior de la figura). La
seccion A corresponde a las células incubadas sin SBF y la seccion B a las células incubadas con SBF.

Una estrategia alternativa a la antes ensayada era disminuir los niveles de CCDC28B por
ARN de interferencia (ARNi), lo que lleva a una disminucion de la actividad mTORC2, y rescatar
la actividad transfectando con pCMV-CCDC28B. Sin embargo, esta estrategia es técnicamente
dificil ya que implica transfectar las células dos veces: en primera instancia con el ARN interferente
y luego con el plasmido. La eficiencia de transfeccion con el plasmido en estos casos es muy baja y

muchas veces las células no toleran bien el procedimiento. Dado que la técnica para seguir la

92



actividad de mTORC2 es WB, y por lo tanto no podemos separar las células transfectadas de las no-
transfectadas, el sistema resultaria extremadamente poco sensible. La estrategia de la doble
transfeccion tampoco funciond cuando se evalud ciliogénesis como reportero de la actividad de

CCDC28B, ya que si las c€lulas no estaban saludables no ciliaban (datos no mostrados).

Al sobre-expresar CCDC28B en células HEK293, no logramos ver una sobreactivacion

del complejo mTORC2 mediante el aumento de P-Ser437-Akt, lo que nos impide

utilizar este método para analizar los mutantes de la proteina.

4.7.B. Disefio de una linea celular CCDC28B-knockdown por tecnologia de CRISPR/Cas9

Dadas las dificultades técnicas que existian en los ensayos planteados inicialmente para
evaluar la funcionalidad de los mutantes, se decidid intentar obtener una linea celular estable
carente (KO, del inglés: knockout) de CCDC28B o con niveles de proteina funcional claramente
disminuidos (KD, del inglés: knockdown). En estas lineas se esperaba tener alterado en forma
constitutiva alguno o ambos de los procesos donde se sabe CCDC28B participa: ciliogénesis y
mTORC2. Por lo tanto, estas células podrian transfectarse con plasmidos para la expresion de

CCDC28B WT o mutante y evaluar que sucedia con los fenotipos antes mencionados.

Para construir esta linea CCDC28B KO/KD se utilizo la tecnologia de CRISPR/Cas9
(Shalem, Sanjana, ef al, 2014). En una primera etapa se disefiaron varios ARN guia (ARNg) para
dirigir a la enzima Cas9 a distintos lugares del gen CCDC28B, particularmente en los exones 2 y 3
(ver Materiales y Métodos). Estos ARNg fueron clonados en un vector de transferencia lentiviral
que ya posee el gen de la enzima Cas9 (pLenti-CRISPRv2, Sanjana, N. E. ef a/ 2014, Addgene).
Esto permite introducir los genes y expresarlos en células hTERT-RPE utilizando lentivirus, lo cual
tiene varias ventajas: 1) puede lograrse un alto porcentaje de células infectadas y ii) los plasmidos
lentivirales son integrativos, o sea que las secuencias codificantes del ARNg y la Cas9 quedan
integrados al genoma de las células, lo que permite que ambos se expresen en forma permanente
facilitando la alteracion de los dos alelos de CCDC28B. Se eligieron las células hTERT-RPE porque

son un modelo muy utilizado para estudiar el proceso de ciliogénesis.

Luego de obtener los lentivirus (ver Materiales y Métodos) que poseen los diferentes ARNg,
se transdujeron células hTERT-RPE, y se cultivaron con al antibidtico correspondiente para
seleccionar las células que integraron el plasmido al genoma. A diferentes tiempos se tomaron
muestras de células para obtener extractos que permitieran analizar la expresion de CCDC28B y
Cas9 por WB. La Figura 50 muestra los resultados obtenidos a los 3 (Figura 50A1l) y 10 dias
(Figura 50A2) post-seleccion. Los resultados muestran que a los 3 dias de seleccion, hay una
disminucién en los niveles de CCDC28B en las células que expresan los ARNg #1, #2 y #3, y las
que fueron transducidas con los tres lentivirus al mismo tiempo. A los 10 dias de seleccion, la

disminucién en la expresion de CCDC28B parece mantenerse con los ARNg #1 y #2, mientras que
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con el #3 se recuperd la expresion de la proteina. Las células que expresan la mezcla de todos los
ARNg, parecen también ir recuperando los niveles de CCDC28B. Por ultimo, el ARNg #5 resulto
ser el menos eficiente ya que no se observa una disminucion en CCDC28B a ninguno de los
tiempos analizados. De esta misma forma se analizaron las células a tiempos mas largos post-
transduccion, y con todos los ARNg se observéd la recuperacion de los niveles de CCDC28B a

aquellos observados en las células control

RPE trassdvcidis con lenhvisus

3 codficand> para CCDCISH gRNA (datos no mostrados). Esta recuperacion de
WE anti: SE wm w W M CCDC28B, al menos a nivel de WB, ocurre
a pesar de que la enzima Cas9 se sigue
ot _._..- - — : - —crpeun  expresando a los tiempos analizados (Figura
CCDC2sB - - 50B).

Figura 50. Evaluaciéon de células hTERT-RPE
CRISPR a expresando distintos ARNguia durante
. varios dias.
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Esta recuperacion de los niveles de CCDC28B podria ser explicado si la ausencia de la
proteina fuera incompatible, o dificultara la proliferacion celular. En este contexto, aquellas célula
que tuvieran ausencia completa de la proteina podrian no ser viables. De esta manera, con el
tiempo, el cultivo podria ser tomado por células en las que la modificacion en el gen de CCDC28B
diera lugar a proteinas ya sea funcionales o parcialmente funcionales. Debemos recordar en este
punto que en esta primera instancia no se realiz6 clonado de las células luego de la transduccion,
por lo cual el cultivo es en realidad una mezcla de células donde la Cas9 puede haber introducido

cambios muy diferentes en CCDC28B (deleciones, inserciones de distinto largo).

Para evitar este problema se comenz6 el proceso nuevamente con la infeccion lentiviral, en
este caso usando solo el ARNg #1. Las células fueron analizadas por citometria de flujo y utilizando
el clasificador/separador celular, se realiz6 una deposicion de una célula por pocillo en placas de 96
pocillos, para estudiar célula a célula y evitar la presencia de diferentes genotipos en un mismo
cultivo. Las células resistentes al antibidtico de seleccion fueron amplificadas pasando a placas de
48, 24 y 6 pocillos sucesivamente y luego a placas de mayor area. Cuando fue posible se tomaron
muestras para analizar la presencia de CCDC28B por WB y de cilia por inmunofluorescencia (IF).
Es interesante notar que se observaron diferentes comportamientos durante el cultivo. Muchas
células murieron, otras se dividieron algunas veces, luego dejaron de crecer y murieron. Otras, a
pesar de no dividirse se mantuvieron viables durante un tiempo de 2-3 semanas, cambiando
radicalmente su morfologia, aumentado su tamafio a unas 10 veces el de una célula normal, en

algunos casos presentando més de un nucleo y prolongaciones celulares, sugiriendo problemas de
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citocinesis. Estos clones no pudieron ser analizados en profundidad ya que fue imposible generar
una linea, por lo cual no se pudo saber que defectos portaban en CCDC28B.

De los 26 clones que se pudieron analizar, la gran mayoria presentd defectos marcados en
ciliacion, ya sea presentando un menor porcentaje de células ciliadas o cilias cortas en relacion a
células hTERT-RPE control. Sin embargo, cuando se evaluaron los niveles de CCDC28B por WB
se observd que la intensidad y el tamafio de la banda correspondiente a CCDC28B era igual que en
una célula control (Figura 51). Esto llamé especialmente la atencion, ya que se esperaba una
disminucién del nivel de proteina o la generaciéon de una forma de menor tamafio. Dado que
observar una banda en WB no era indicativo de la existencia de una proteina funcional, se
seleccionaron clones que presentaban claros
defectos en ciliacion para evaluar la
estructura génica de CCDC28B. Para ello se

Clonas 2,

Al A5 BIL B B4 C1 C2 WBanu: . . e s
' extrajo ADN genomico, se amplifico por

‘:' 5 M Flag(Cas®)  PCR el exdn 2 del gen de CCDC28B (donde

trmsducr

¢ S — se esperaba que Cas9 hubiera introducido
5 | ep———— .1

Figura 51. Evaluacion de la expresion de CCDC28B y
dn f= Cas9 en diferentes clones.

Los niveles de expresion de CCDC28B, Cas9 y tubulina
(control de carga) fueron analizados por Western Blot
~ bt g utilizando anticuerpos especificos, tal como se realizé en la

—— ————— R Figura 50. Con una flecha roja se sefiala la banda
1 0e —— e v &L DO2EB G espondiente a CCDC28B.

cambios) y el producto de PCR se clon6 en el vector pGEM (Figura 52). Luego se seleccionaron
varias colonias para secuenciar e intentar encontrar los dos alelos de CCDC28B. Los cinco clones
analizados presentaban cambios en CCDC28B. En uno de clones, se observaron inserciones de dos
y una base en cada uno de los alelos respectivamente (Clon 2.B2), lo que originaba un codén de
terminacion prematuro en ambos casos. Este clon fue uno de los que presentaba pocas células de
gran tamafio y que no se dividian, por lo cual solo se pudo obtener ADN gendmico antes de
sacrificar el cultivo . En otro de los clones analizados se determiné la adicion de tres pares de bases

en cada uno de los alelos (Clon 2.A4), lo que

1
= _;’; Clones: origina una insercion de un aminodacido, sin
vi g cambio en el corrimiento del marco de lectura. En
b BE LAY 1B 204 2B 2B2 o , )
p los tres ultimos clones analizados se observo que
—— )
en un alelo se adicionaba 1 o 2 pares de bases,
— dando lugar a un cambio en marco de lectura y un
———
1000 — S codon de terminacion prematuro. En el otro alelo
——
—
_‘m__q-- — — —
L
p— — Figura 52. Amplificacion por PCR del ex6n 2 de CCDC28B
en diferentes clones.
G i e & B o A partir de ADN genomico se amplificé por PCR el exén 2 de
p— . : i CCDC28B utilizando cebadores especificos y los productos de

la reaccion se corrieron en un gel de agarosa 1,5%.
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se produjeron deleciones de 3 (Clon 1.A1), 12 (1.B4) y 200 (2.B1) nucléotidos que llevaban a una
pérdida de 1, 4 o 31 aminoacidos, respectivamente. El caso del clon 2.B1, llam¢ la atencion, que la

pérdida de 31 aminoacidos no se reflejaba en una disminucion del tamafio de CCDC28B por WB.

028D

clen
w201 o

Vo EM-

roansducir

wele, s

1]

(B
[

Por lo tanto, se purificO6 ARNm, se prepar6 cDNA y se amplifico el
transcripto de CCDC28B. Cuando se corrid en un gel de agarosa se
observd que la banda tenia un tamafio levemente menor que el del
transcripto WT pero mayor al esperado para un alelo que codificara

31 aminoacidos menos (Figura 53). Cuando se obtuvo la secuencia

Figura 53. Amplificacion por PCR del ADN copia de CCDC28B en el clon 2.B1.
Se prepar6 ADN copia a partir del ARN mensajero de las células correspondientes al clon

2B1 y células sin transducir como control. Luego se amplifico6 por PCR en ADNc de
CCDC28B utilizando cebadores especificos. Como control positivo de la reaccion se utilizo
un plasmido pGEM que contiene el gen de CCDC28B. Todas las muestras se corrieron en un

gel de agarosa 1,5%.

del transcripto mutante se observd que si bien se habian perdido 93 pares de bases del exén 2, se

habian afiadido 64 pares de bases provenientes del intrén 2, cambiando por tanto el patron de
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splicing y generando una proteina que tenia

una secuencia diferente a la WT pero que
era solo 11 aminoacidos mas pequena
(Figura 54).

Figura 54. Alineamiento de secuencia de CCDC28 WT
y la proteina producida por el Clon 2.B1.

En la Seccion A de la figura se observan las secuencias
aminoacidicas de la proteina WT y la modificada en el
clon 2.B1, deducidas a partir del secuenciado de ADN
copia. En verde se marca la region modificada.

En la Seccion B se observa el alineamiento de dichas
secuencias, donde se observa que dentro de la region
modificada atn existen algunos aminoacidos conservados.

Finalmente se termind eligiendo este clon (#2.B1) para los estudios funcionales ya que se

sabia que producia unicamente una proteina diferente a la WT y esto se reflejaba en un menor

porcentaje de células ciliadas en el cultivo (Figura 55). Esto permitia tener un sistema reportero

(porcentaje de ciliacion) donde poder evaluar los mutantes de CCDC28B.

4.7.C. Evaluacion de la funcionalidad de diferentes mutantes de CCDC28B

En primer lugar se verificod que los problemas de ciliacion que se observaron en el clon
#2.B1 eran debidos a los cambios en CCDC28B. Para ello se transfectod el clon 2.B1 y células

control con un plasmido para la expresion de CCDC28B WT o GFP como proteina control. Luego

de 24 horas post-transfeccion se quitd el SFB al cultivo para estimular la ciliacion, las células se

fijaron 48 horas después, y se analizaron por IF.
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Figura 55. Cuantificacién del porcentaje de ciliacion en células control y el clon 2.B1.
A. Proporcion de células ciliadas expresadas como el intervalo de confianza 95%.
B. Tabla con los valores promedio de ciliacion expresado en porcentaje.

En todos los casos *p<0.01

Los resultados de la cuantificacion del porcentaje de ciliacion se muestran en la Figura 55.
Alli se observa en primer lugar que el clon #2.Bl1 posee un porcentaje de ciliacion
significativamente menor que las células hTERT-RPE control. Por otro lado, al comparar el clon
#2.B.1 transfectado con los diferentes pldsmidos se observd una clara diferencia: las células
transfectadas con CCDC28B WT tienen estadisticamente mas cilias que las células no
transfectadas, o transfectadas con GFP, sugiriendo que la expresion de CCDC28 WT es capaz de
recuperar la ciliogénesis en esta linea celular. Si bien el porcentaje de ciliogénesis con el clon #2.B1
transfectado con CCDC28B WT no alcanza el nivel de las células control, es posible que esto sea
resultado de la forma en que se realiza el andlisis, evaluando todas las células del cultivo y no
unicamente las transfectadas. Esto podria resultar en que la recuperacion en la ciliacion inducida
por la expresion de CCDC28B se viera enmascarada por una baja eficiencia de transfeccion. Si bien
se intento identificar las células tranfectadas con HA-CCDC28B WT utilizando un anticuerpo anti-
HA, esto no fue posible ya que no se pudo diferenciar con certeza las células transfectadas de las

no-transfectadas, posiblemente debido a una baja expresion de la proteina.

En conclusion, el clon#2.B.1 tiene un defecto en ciliogénesis y dicho fenotipo se rescata al
transfectar las células con CCDC28B WT. Por lo tanto, pudimos utilizar este sistema para evaluar la
funcionalidad de los diferentes mutantes de CCDC28B.

Para evaluar los mutantes se plaquearon células hTERT-RPE y hTERT-RPE clon#2.B.1 en
una placa de 6 pocillos para transfectar con plasmidos para la expresion de: GFP (control), HA-
CCDC28B WT, HA-CCDC28B NLS (mutante en la senal de localizacién nuclear), HA-CCDC28B
NES (mutante en la sefial de exportacion nuclear). El tratamiento de las células fue el mismo que en
el experimento anterior, incubando por 24 horas luego de la transfeccion y luego 48 horas mas sin
SFB en el medio. La Figura 56 muestra los resultados del experimento donde se observa en primer
lugar que los resultados anteriores se repiten, mostrando que las células WT tienen estadisticamente

mayor ciliacion que las del clon#2.B.1. Asimismo, en estas ultimas aumenta el porcentaje de
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Figura 56. Cuantificacion del porcentaje de ciliacion de las
células hTERT-RPE control y Clon #2.B1 transfectadas con los
diferentes mutantes de CCDC28B.

Proporcion de células ciliadas en los diferentes cultivos, expresado
por el intervalo de confianza (IC) 95% Los asteriscos sefialan las
diferencias estadisticamente significativas. *p< 0.05, **p< 0.01 y
*4%p<0.001

ciliacion al ser transfectadas con HA-CCDC28B
WT. Por otro lado, la comparacion de las células
#2.B.1 al ser transfectadas con los distintos
pladsmidos muestra un aumento estadisticamente
significativo de la ciliaciéon en las células
transfectadas con HA-CCDC28B WT y HA-
CCDC28B NES, en relacion a las células sin

transfectar. Por el contrario, las células transfectadas con HA-CCDC28B NLS no muestran un

aumento significativo de la ciliacion respecto de las células control.

Estos estudios preliminares parecen indicar que el transito de CCDC28B por el

compartimento nuclear podria ser importante para su funcion en ciliogénesis. Sera importante poder

confirmar y expandir estos resultados preliminares. Es importante resaltar que esta linea celular KD

para CCDC28B generada en este trabajo es una herramienta que nos servira no solo para estudiar

los mutantes NLS y NES sino un ntmero de otras predicciones de dominios y residuos

potencialmente importantes, como por ejemplo de fosforilacion, que nos permita seguir entendiendo

el rol de CCDC28B en ciliogénesis y los mecanismos que regulan su actividad.
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DISCUSION

A5 USRS ST L VRS T S IS A G5 ML 06 STV ST 42 F AR A ST I o RN U Rl 4 OB PSRRI TS B ST Ve |

CCDC28B es una proteina que a nivel de secuencia no tiene homologos de funcion
conocida ni dominios funcionales predichos o posibles sitios activos reconocibles. Sin embargo, a
través de ensayos de doble hibrido en levadura y posterior confirmacion en células de mamifero, si
se han identificado un nimero de proteinas con las cuales interactlia, de alguna manera afectando su
funcionalidad. Por ejemplo, sabemos que la interaccidon con SIN-1 modifica la estabilidad o
ensamblado del complejo mTORC2 del cual SIN-1 forma parte (Cardenas-Rodriguez, M. et al,
2013-A). También descubrimos que la interaccion con SIN-1 media, al menos en parte, el rol de
CCDC28B en ciliogénesis. Esto sucede independientemente de la actividad de SIN-1 en el
complejo mTORC?2. Respecto a este ultimo punto sabemos que CCDC28B actia rio arriba a SIN-1
en el proceso de ciliogénesis (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013-A), pero aiin no sabemos como
SIN-1 participa en el proceso en si. Por otro lado, también determinamos que CCDC28B
interacciona con varias proteinas BBS, algunas de las cuales forman parte del BBSoma (Badano,
J.L. et al, 2006), pero aun no conocemos las consecuencias funcionales de esa interaccion. No
sabemos si CCDC28B afecta el funcionamiento del BBSoma en células, a nivel de ciliogénesis o
del transporte de proteinas de membrana a la cilia (una de las funciones principales del BBSoma), o
si se afectan otras funciones del BBSoma que podrian ser independientes de la cilia (ref, review
Rochi). Por ultimo también sabemos por otros trabajos de nuestro grupo que CCDC28B
interacciona con KLC-1, una de las cadenas livianas de la kinesina-1, pero en este caso, KLC-1
actuaria como intermediario entre CCDC28B y el motor de la kinesina para modificar la
localizacion subcelular de CCDC28B (Novas, R, Cardenas-Rodriguez, M., Fabregat, M. y cols,
manuscrito en preparacion). Debido a todo esto, la principal hipotesis manejada por nuestro grupo
ha sido que la funcion de CCDC28B, mas alld de poder tener una actividad directa, debe estar

relacionada a modificar la actividad de otras proteinas con las cuales interactua.

Sin embargo, en ninguno de los casos mencionados conocemos como CCDC28B
interacciona con sus interactores. Por lo tanto, en esta tesis se propuso resolver la estructura
tridimensional de la proteina como forma de aportar al entendimiento de su funcion. Ya se
menciond en la Introduccién que al no existir proteinas homologas a nivel de secuencia, una
alternativa posible puede ser evaluar la estructura, la cual si puede mostrar homologia con proteinas
de funcién conocida que no se visualizan a nivel de secuencia primaria y por lo tanto sugerir qué
regiones de la misma podrian estar interaccionando con otras proteinas o ser funcionales en otro

sentido.

Como estrategia para cumplir nuestro objetivo elegimos la produccion de la proteina
humana recombinante en bacterias seguida de la cristalizacion y difraccion de rayos X. Sabiamos
que esta estrategia podia presentar dificultades, ya que el andlisis de la secuencia primaria de
CCDC28B utilizando el PSIPRED (Protein Sequence Analysis Workbench) indicaba que
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aproximadamente el 40 % de su secuencia puede tener una conformacion desordenada, lo cual,
como explicamos en la Introduccion, puede dificultar la obtencion de cristales. Sin embargo, se
consider6 que era importante intentar esta aproximacion, maxime teniendo en cuenta la
disponibilidad en nuestro instituto tanto de la tecnologia necesaria como la experiencia de nuestros
colaboradores. Lamentablemente el trabajo resulté mas problematico de lo esperado, presentando
dificultades en varios puntos de la estrategia experimental: baja producciéon de proteina
recombinante soluble, tendencia de la proteina a agregarse y perderse en los pasos de
concentracion, y finalmente el fracaso en la obtencion de cristales. Cabe destacar sin embargo que
durante el proceso se aprendieron y descubrieron distintos aspectos de la proteina que no solo
brindan pistas sobre como mejorar algunas etapas del proceso que podrian en el futuro permitir
llegar a la obtencion de cristales, sino que a su vez son importantes para continuar entendiendo su
funcioén. Estos puntos seran discutidos a continuacion.

Por ultimo, previendo que la elucidacion estructural podia ser dificil, se plante6 una
estrategia complementaria para estudiar la relacion estructura-funcion de CCDC28B analizando el
papel de diferentes regiones de la proteina, con predicciones funcionales a partir de analisis in
silico, en las actividades conocidas de CCDC28B, especialmente en su rol en ciliogénesis. Aunque
aun queda mucho por explorar también con esta estrategia, en este trabajo de tesis logramos
avances significativos poniendo a punto un sistema experimental que resulté adecuado para el
proposito. Esto en parte involucrd la obtencion de una linea celular estable donde el gen de
CCDC28B fue modificado por la tecnologia CRISPR/Cas9 dando lugar a una proteina modificada
de funcion disminuida, lo cual se refleja en un bajo porcentaje de células ciliadas. Creemos que esta
linea celular nos permitira, no solo testear mutantes de CCDC28B para determinar la relevancia de
las regiones modificadas en la actividad de la proteina, sino estudiar el rol de CCDC28B en otros

procesos, como en el ensamblado u actividad del BBSoma.

Lo que aprendimos sobre CCDC28B recombinante

Durante la produccion de la proteina recombinante se utilizaron diferentes vectores de
expresion, cepas de bacterias, formas de inducir la expresion de CCDC28B y se intent6 la expresion
como fusion a diferentes proteinas potenciadoras. En todos los casos se observd que un gran
porcentaje de la proteina que se produce va a cuerpos de inclusion, lo que sugiere un plegamiento
incorrecto o tendencia a la agregacion. También en este sentido, observamos que tanto en la
purificacion por IMAC asi como en muchas fracciones del intercambio anidnico, co-purificamos
una chaperona de E. coli de aproximadamente 70 kDa (identificada por espectrometria de masa
como molecular chaperone DnaK, resultados no mostrados). Esto podria sugerir que al menos parte
de la proteina aiin no se ha terminado de plegar correctamente y por eso permanece unida a la

chaperona.
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Se observd que la proteina soluble luego del primer paso de purificacion se comporta como
una mezcla de mondmero y dimero. La proporcion de estas dos formas oligoméricas cambia
ligeramente al disminuir la fuerza i6nica, favoreciéndose la formacion del dimero e incluso alguna
forma de mayor tamafio. Ya se ha reportado para diversas proteinas que se sabe son funcionales en
estados oligoméricos, que el aumento de concentracion de sal favorece la despolimerizacion a
estados monoméricos (Marcum, J. M. and Borisy, G., 1978; Wagner, R. et al, 1987; Kadima, W. et
al, 1993). Este ultimo dato no es menor, ya que tanto la IMAC como el estudio de estabilidad de la
forma monomérica se realizaron a una alta concentracioén de sal (0.5 M NaCl). Esto podria indicar
un efecto encubierto de la alta fuerza i6nica del medio, que estuviera estabilizando a la proteina

como monomero, cuando en realidad esta no sea la forma fisioldgica de la misma.

La proteina tiene cuatro cisteinas y si bien no esperamos la formaciéon de puentes disulfuro
en condiciones intracelulares (Saaranen, M.J & Ruddock, L.W, 2013), es importante destacar que
no se usaron reductores durante los pasos de obtencion de los extractos solubles y la purificacion,
por lo que podrian haberse formado puentes disulfuro ex-vivo. Para determinar si el dimero
observado en la gel filtracion luego de la IMAC estaba mediado por puentes disulfuro, deberiamos
haber reducido y alquilado la proteina, para luego repetir la exclusion molecular y ver si se seguia
observando el pico correspondiente al dimero. No lo hicimos, y como alternativa realizamos un
SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Asi, se confirm6 que el material purificado de la IMAC
en ausencia de reductores contenia dos bandas, a 55 y 25 kDa, y se confirm6 por espectrometria de
masa que CCDC28B estaba presente en ambas bandas, indicando la presencia de dimeros por
puentes disulfuro en la banda de 55 kDa. Por lo tanto, parte de la proteina que estamos produciendo
se estd agregando a través de puentes disulfuro, algo que no parece ser fisiologico, por la
localizacién predicha de la proteina y por resultados que obtuvimos analizando la proteina
expresada en células eucariotas, como se discutird mas adelante. Por lo tanto, seria importante para
las proximas producciones de proteina recombinante incluir un reductor para impedir la formacién
de puentes disulfuro. Esto podria permitir obtener una poblacion mas homogénea de proteina, lo

cual seria beneficioso a la hora de cristalizar.

Otra cosa llamativa fue el comportamiento de la proteina durante el intercambio anionico.
Esto se puede observar en los resultados inusuales de este segundo paso de purificacion, en el cual
vemos la elucion de CCDC28B a lo largo de todo el gradiente salino. Luego determinamos que este
comportamiento es ocasionado porque CCDC28B se agrega durante la cromatografia
probablemente debido al proceso de concentracion que sufre al cargarse en la columna, formando
oligomeros de diferente tamafio que se eluyen a diferentes concentraciones de sal. Lo llamativo fue
determinar luego que la forma monomérica es sumamente estable, incluso cuando la proteina se
concentra casi 30 veces. ;Como podria explicarse entonces la formacion de agregados mayores?
Pensamos que en el material que se obtiene luego de la IMAC debe existir una fraccion de la
proteina mal plegada, que se agrega al concentrarse en la columna de intercambio anionico,

mientras que la forma monomérica se pliega de una forma estable.
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Este comportamiento de la proteina recombinante, con tendencia a formar oligomeros
probablemente por no estar del todo bien plegada no presagiaba buenos resultados a la hora de
obtener cristales. De alli a que se intentaran estrategias alternativas para producir la proteina
recombinante. Se busco en primer lugar aumentar la cantidad de proteina soluble que se producia,
pensando que esto podia indicar una mayor proporcién de proteina bien plegada. Asimismo,
analizar la proporcidon de proteina soluble era un método de evaluacion sencillo y rapido a la hora
de ensayar diferentes estrategias.. A pesar de que ninguna de las estrategias (expresion como fusion
a una proteina potenciadora, co-expresion con interactores) aumentd significativamente la
proporcion de proteina que se producia soluble y fue descartada en el trabajo de esta tesis, creemos

que varias de ellas plantean opciones interesantes para continuar el trabajo a futuro.

1) La expresién como proteina de fusion a las diferentes proteinas potenciadoras a pesar de
que no aumentaba la cantidad de proteina soluble, podria igualmente favorecer el correcto
plegamiento de CCDC28B, lo que podria hacer valer la pena un estudio mas detallado de las
proteinas producidas. Como perspectiva usando esta aproximacidon nos planteamos enfocarnos en
una de las fusiones, ensayadas hacia el final de la tesis y que no fue mostrada en la seccion de
resultados: la fusion CelD-CCDC28B- con un espaciador rigido de 10 aminoacidos
(GAEAAAKAGQG) entre ambas proteinas. Ya probamos una construccion similar con un espaciador
flexible entre ambas proteinas y observamos que luego de la purificaciéon por IMAC la fusion se
cortaba, obteniendo un bajo rendimiento de CCDC28B. Por el contrario, tenemos resultados
preliminares donde encontramos que la fusion con el espaciador rigido se expresa muy bien soluble
(en cuanto a cantidad total, ya que la relacion soluble/insoluble fue muy similar a la encontrada en
todos los demas casos). Esto podria ser muy beneficioso ya que una alternativa podria ser la
cristalizacion de la fusion CelD-CCDC28B, donde no solo nos apoyariamos en el facilidad de
cristalizacion de CelD, sino que también al ya estar resuelta su estructura tridimensional (Chauvaux,
S. et al, 1995), nos serviria para facilitar la interpretacion de los datos para resolver la estructura de

CCDC28B, realizando el remplazo molecular en la parte de la fusion correspondiente a CelD.

2) La co-expresion junto con interactores partia de la base de que al producirse las dos
proteinas al mismo momento, la unidon entre si podria contribuir a estabilizar a CCDC28B. Sin
embargo, es de esperar que CCDC28B se una a sus interactores una vez plegada en forma correcta,
o0 sea que la co-expresion no contribuiria al plegamiento en si sino a la estabilidad de la proteina una
vez plegada. impidiendo que se agregue y precipite. De todas formas, la formacién de un complejo
podria estabilizar a la proteina impidiendo que se agregue y precipite. Pero alin mas importante
seria el hecho de: a) poder obtener cristales de un complejo, lo cual seria sumamente informativo
para entender la interaccion de CCDC28B con otras proteinas; b) la unidén a un interactor podria
inmovilizar la region N-terminal de CCDC28B, predicha como desestructurada y que podria ser
flexible, dificultando la obtencion de cristales y c) al igual que se discuti6 para la fusion CCDC28B-
CelD, el hecho de poder cristalizar la proteina como fusidon o en complejo, facilitaria la resolucion

de la estructura, siempre y cuando la estructura del interactor ya esté resuelta, realizando un
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remplazo molecular en esa seccion de la estructura. En el caso de SIN1 y Ran, dos de los
interactores conocidos, ambas estructuras estan resueltas (Vetter, I. R. et al 1999; Pan, D. and
Matsuura, Y., 2012) por lo que estariamos ante una situacion favorable. Sin embargo, la co-
expresion con SIN 1 tuvo la dificultad de que esta ultima se produce en forma soluble en muy baja
cantidad. Debido al interés de nuestro laboratorio en la interaccion funcional CCDC28B-SINI se
intentd por diversos métodos aumentar la expresion de SIN1 soluble, incluso expresandola sola, y
nunca se logroé aumentar el rendimiento (datos no mostrados). En cuanto a la co-expresion con Ran,
o la idea de cristalizar el complejo entre ambas proteinas, creemos que ain quedan muchas cosas
por explorar. En primer lugar, corroborar que realmente CCDC28B y Ran formen un complejo que
pueda purificarse. En nuestros ensayos tanto Ran como CCDC28B se produjeron con la etiqueta 6-
His y por lo tanto co-purificaban en IMAC cuando se hizo elucion con escalones de concentracion
creciente de imidazol. Una variante podria haber sido la elucion de la IMAC utilizando un gradiente
de imidazol y ver si ambas proteinas co-eluian, lo que podria sugerir, aunque no confirmar, que
estarian formando un complejo. Si el rendimiento fuera bueno también podria purificarse ese
material para los ensayos de cristalogénesis. Otra posibilidad podria ser el clonado en un vector
donde solo una de las proteinas tuviera la etiqueta 6-His, y asi favorecer que solo una se ligue a la
matriz y estudiar si la otra co-purifica. Finalmente, otra opcidn es la produccion de las dos proteinas
por separado para luego intentar formar el complejo in vitro, el cual podria ser purificarlo por gel
filtracion para ir luego al paso de cristalogénesis. El hecho de poder formar el complejo in vitro
también tendria la ventaja de poder estudiar la interacciéon mediante otras metodologias, como
resonancia plasmonica de superficie (Biacore) o microcalorimetria y asi obtener mas informacion
sobre la interaccion CCDC28B-Ran, la cual fue descubierta a través de un ensayo de co-
inmunoprecipitacion utilizando Tap-tag (R. Roepman, comunicacién personal), pero sobre la cual

no se tiene mas informacion.

Finalmente, es bueno destacar, que con la fraccion monomérica de CCDC28B purificada por
IMAC e intercambio anionico y en colaboracion con Lucia Alfaya y Gualberto Gonzalez (Catedra
de Inmunologia, Facultad de Quimica) se inmunizaron llamas y se obtuvieron nanobodies
especificos para CCDC28B. Utilizando el conocimiento adquirido durante este trabajo en cuanto a
produccioén y purificacion de proteinas recombinantes, se produjeron y purificaron los nanobodies
que luego fueron caracterizados por Magdalena Cardenas. Aunque los mismos finalmente no fueron
utiles para los objetivos iniciales para los que fueron producidos, que eran poder mejorar la
deteccion de la proteina endogena en inmunofluorescencia y Western Blot, si permitieron
inmunoprecipitar la proteina enddgena, y confirmar la interaccion con la kinesina-1 (Novas, R.,

Cérdenas-Rodriguez, M., Fabregat, M. y cols, manuscrito en preparacion).

Sobre los ensayos de cristalizacion de CCDC28B

Luego de varios ensayos, y en paralelo a las pruebas destinadas a la obtencion de mayor
cantidad de CCDC28B soluble, se optd por realizar pruebas de cristalizacion utilizando CCDC28B
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monomeérica. Esta decision se baso en que el mondomero mostrd ser muy estable, lo cual parecia una
buena sefial a la hora de pensar en la obtencion de cristales. Para ello se trabajo con la muestra
purificada por IMAC y exclusion molecular, seleccionando en esta Gltima cromatografia la fraccion

que por su volumen de elucion correspondia a la forma monomérica..

Una de las cosas que deberiamos haber hecho es verificar que el material utilizado
correspondiera en su totalidad al monomero. Es decir, una vez realizada la SEC y separada la
fraccibon monomeérica segin el cromatograma, volver a correrla por exclusion molecular para
asegurarnos de que el material seleccionado realmente esta en el estado oligomérico deseado, y que
no arrastramos parte de la poblacién dimérica. A priori es dificil prever como se comportaria una
mezcla mondmero-dimero en un ensayo de cristalogénesis. Por un lado la cristalizacion en si misma
podria funcionar como un paso de purificacion, cristalizando una sola de las formas de la proteina.
Por otro lado podria suceder que la interaccion entre ambas poblaciones afecte la disposicion de las
moléculas y por ende atente contra la formacion del cristal. Como perspectiva en este sentido, si es
que decidimos continuar trabajando exclusivamente con una forma de la proteina, deberiamos
asegurarnos de obtener exclusivamente esa forma y disminuir lo maximo posible la presencia de
otros estados oligoméricos en la solucion. Asimismo, a la luz de resultados obtenidos con la
proteina expresada en células eucariotas, donde observamos que CCDC28B podria formar
oligobmeros, seria conveniente re considerar cudl seria la forma oligomérica que deberiamos

cristalizar para conocer la estructura fisiolégicamente relevante de la proteina.

Los resultados negativos en los ensayos de cristalogénesis no nos sorprendieron demasiado.
Sabiamos a partir de estudios in silico que aproximadamente el 40% de la secuencia en el extremo
amino-terminal se predecia como desordenada, lo cual podria dar una gran flexibilidad a esa region
de CCDC28B. Si bien no es una certeza que una proteina con una porcion tan grande
desestructurada se vea impedida de formar cristales ordenados, es cierto que esto va en sentido
opuesto a la logica que hay detras de la formacion del cristal (ver Materiales y Métodos). Existen en
la literatura ejemplos de proteinas intrinsecamente desordenadas, con las cuales se ha logrado la
formacion de cristales e incluso a la resolucion de su estructura (Meinke, G. et al, 2008), pero de
todas formas seria inteligente tomar algunos recaudos al respecto para tratar de evitar dejar una
porcioén tan grande de la proteina libre o desestructurada. Para esto surgen varias ideas como
perspectiva, entre ellas las ya descritas sobre los interactores, cuya union a CCDC28B podria
estabilizar la region desestructurada. En el caso de otras proteinas puede probarse la eliminacion de
la regién desordenada. En el caso de CCDC28B evaluamos que la eliminacion de toda esta region
nos dejaria una proteina muy pequefia con un dominio coiled-coil, lo cual no parecia muy
interesante a la hora de determinar la estructura tridimensional. Por ello, optamos por la eliminacién
de una parte de la region, que incluyera los aminodcidos bésicos del inicio de la proteina que

podrian interferir con el correcto empaquetamiento de la proteina y la obtencion de cristales.
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Esta proteina, carente de los primeros 16 aminoacidos del extremo N-terminal
(MDDKKKKRSPKPCLAQ) mostrdé ser la Unica sobre la cual la proteasa TEV pudo actuar,
eliminando la etiqueta 6-His. Las otras construcciones analizadas, la proteina WT y otra carente de
los primeros 11 aminoécidos, no pudieron ser cortadas por TEV, y nuestra hipotesis fue que el sitio
de corte de la proteasa estaba inaccesible debido al plegamiento (o falta del mismo) de la proteina.
El hecho de que la proteasa corte la proteina carente de los primeros 16 aminodcidos, ya nos esta
hablando de un cambio en el estado conformacional de la proteina que ameritaria un nuevo ensayo
de cristalizacion. Ademas, existen casos descritos donde la etiqueta 6-His puede interferir en la
formacion de cristales (Waugh D., 2005; Carson M. et al, 2007). Es por esto que esta nueva
construccidon nos permitiria también, en caso de creerlo necesario, remover la etiqueta previo a los

ensayos de cristalogénesis.

Por ultimo, pero no menos importante, de persistir el problema con la formacién de un
cristal adecuado de CCDC28B, otra perspectiva que surge es la resolucion de su estructura por
NMR en lugar de cristalografia de rayos X. Ademads, puesto que para emplear esta técnica se
necesita solamente la proteina en solucidon, tampoco nos deberiamos preocupar de sobremanera por
las regiones moviles de la proteina o las predichas desorganizadas ya que estas también pueden ser
resueltas por NMR. La gran diferencia radica en que para los ensayos de cristalografia de rayos X,
podemos utilizar todos los instrumentos y la colaboracion de la Unidad de Cristalografia de
Proteinas del IPMon, mientras que no contamos con la infraestructura necesaria para realizar los
estudios de NMR. Si decidimos realizar esta aproximacion, la misma se llevara a cabo a través de
las plataformas disponibles por la red CeBEM (http://www.cebem.org.ar), de la cual el IPMon es

miembro activo. De proceder, se podria marcar CCDC28B con !°N para luego intentar obtener
espectros HSQC (del inglés: Heteronuclear Simple Quantum Correlation) en los imanes disponibles
en CeBEM. Luego, se rastrearian condiciones que resulten en espectros HSQC de buena calidad, y
que permitan resolver la estructura usando protocolos estandar de NMR multidimensional,

marcando sucesivamente la proteina recombinante con "N y con 13C.

CCDC28B en su contexto fisiologico

La otra aproximacion de este trabajo consistid en recaudar informacion funcional sobre
CCDC28B estudiando la proteina en su contexto fisiologico, particularmente en células de
mamiferos. Trabajos previos del laboratorio permitieron identificar proteinas interactoras asi como
establecer un numero de actividades de CCDC28B, deducidos a partir de la disminuciéon o aumento
de la expresion de la proteina en células en cultivo. Sin embargo resta mucho por conocer acerca del
rol bioldgico de CCDC28B por lo que la informacion funcional que pudiéramos obtener en este

trabajo resultaba novedosa.

Uno de los puntos sobre los que no se tenia informacion y era de sumo interés para nosotros
debido a la informacion obtenida de la proteina recombinante, era conocer el estado oligomérico de

la proteina en un ambiente fisioldgico. En este sentido, durante este trabajo se mostrd, mediante
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ensayos de co-inmunoprecipitacion, que CCDC28B puede interaccionar entre si formando
oligdbmeros. Cabe destacar que este estudio no nos permitié determinar la estequiometria del
complejo por lo que se necesitaran nuevos estudios para determinar si se encuentra en forma de
dimero u oligobmeros de mayor tamafio. Pudimos determinar a su vez que, a diferencia de la
proteina recombinante purificada, la asociacion entre moléculas de CCDC28B no tendria lugar a
través de puentes disulfuro, algo esperable para una proteina citosélica. Analizando la secuencia
primaria de CCDC28B, la hipotesis principal entonces es que la asociacion entre las distintas
moléculas pueda ocurrir a través del dominio coiled-coil, ya que el mismo es uno de los principales
motivos de oligomerizacion reportado en proteinas (Burkhard, P. et al, 2001). Este dominio esta
caracterizado por repeticiones periddicas de siete residuos (denominadas héptadas) las cuales estan
formadas preferencialmente por residuos apolares en las posiciones 1 y 4. Pese a su aparente
simplicidad de secuencia, se ha demostrado que estos dominios pueden generar un gran nimero de
variaciones estructurales: dimeros, trimeros, tetrameros, pentdmeros y hasta un heptdmero, todos
formados a través del dominio coiled-coil, con algunas variaciones en la orientacion de las hélices o
su alineamiento, tanto en homo-complejos como en hetero-complejos (Grigoryan, G. and Keating,
A. E., 2008). Sin embargo, no pudimos confirmar esta posibilidad ya que continuamos detectando
una interaccion en los experimentos de co-inmunoprecipitaciéon entre la proteina salvaje y un
mutante para el dominio coiled-coil. Vale la pena aclarar que este experimento tiene algunas
limitaciones, dada la falta de certeza sobre el grado de alteracion que se genera en el coiled-coil por
las mutaciones introducidas. En nuestro mutante coiled-coil se re-emplazaron por aspartatos las
leucinas 169 y 172, correspondientes al residuo 1 y 4 de una misma héptada. Si bien estos cambios
hacian perder la prediccion in silico del dominio, debido a que el mismo en CCDC28B consta de 4
héptadas, el hecho de solo haber mutagenizado dos residuos de la misma héptada (la segunda), hace
pensar que puede no haber sido suficiente para desestabilizar completamente el coiled-coil. Como
perspectiva pensamos que seria importante repetir este experimento utilizando un nuevo mutante de
CCDC28B donde las cuatro héptadas estén afectadas, maximizando asi la posibilidad de que el

coiled-coil se desestabilice.

Como se dijo anteriormente, el ensayo de co-inmunoprecipitacion, si bien nos confirmé la
existencia de interaccion entre distintas moléculas de CCDC28B, no nos permite saber la
estequiometria del complejo. Por ende, una importante perspectiva a futuro es caracterizar el estado
oligomérico fisioldgico de la proteina. Para esto nos planteamos la expresion de CCDC28B
recombinante en células eucariotas, lo que permitira que la proteina se exprese con las chaperonas,
interactores fisioldgicos y modificaciones post-traduccionales que correspondan para plegarse de
manera correcta. La expresion en células de mamiferos y purifiacion de la proteina recombinante es
sustancialmente diferente a lo realizado en E.coli (por una revision del tema ver Dyson, M. R.,
2016), utilizando plasmidos diferentes y una estrategia de purificacion mas compleja. Dado que en
eucariotas hay mayor abundancia de proteinas ricas en histidina, la IMAC no es tan eficiente como
método de purificacion, por lo que generalmente se suma un paso de cromatografia de unién a

estreptavidina, marcando la proteina con una etiqueta de Strep-tag (Cass, B. et al, 2004). Luego de
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purificar la proteina recombinante podriamos efectuar una cromatografia de exclusion por tamafio
para estimar su peso molecular o utilizar los ensayos de dispersion de luz dinamica.

La posibilidad de que CCDC28B forme oligomeros es importante en el contexto de intentar
entender su funcion. Por ejemplo, trabajos previos de nuestro grupo han venido mostrando la
interaccion de CCDC28B con un gran nimero de proteinas, lo que a priori llamé la atencidn por el
pequefio tamafio de la misma (200 aminoacidos y 22 kDa de peso molecular estimado). En este
contexto, la formacion de un oligdbmero seguramente aumente las posibilidades de regulacion e

interaccion con mas de una proteina en un mismo momento.

Dado que no logramos obtener la estructura tridimensional de CCDC28B quisimos
acercarnos a establecer relaciones "region/dominio-funcion" a través de predecir in silico regiones o
residuos potencialmente funcionales y evaluar si son importantes en la actividad de CCDC28B.
Como se menciond en la introduccion, son varios los motivos que aparecen en la secuencia de
CCDC28B que podrian tener relacion con su funcion. De ellos, en este trabajo nos centramos en
analizar Uinicamente el dominio colied-coil y regiones que podrian determinar la localizacion
subcelular de CCDC28B: una secuencia de localizacion nuclear y una secuencia de exportacion
nuclear. Se mutageniz6 la secuencia de CCDC28B en estas regiones introduciendo cambios que
eliminaron las predicciones y luego se estudio si la expresion de estas formas mutantes rescataba el
fenotipo que se obtenia al disminuir la expresion o funcionalidad de CCDC28B enddgena. Para
llevar a cabo este objetivo se tuvo que generar una linea celular estable en la que la funcionalidad
de CCDC28B endodgena estuviera disminuida. Para ello se utilizé la técnica de CRISPR/Cas9, y
vale la pena reflexionar sobre lo que aprendimos en el propio proceso de generacion de esta linea.
Evaluamos cinco ARNg diferentes disefiados para generar un corte de doble hebra en los primeros
exones de CCDC28B. Utilizamos un sistema lentiviral que permitia la integracion de la
construccion expresando el ARNg asi como la Cas9 en el genoma. La primera observacion
interesante surgi6 al evaluar los niveles de knockdown de CCDC28B en estas células a distintos
tiempos. Los cultivos en los que en algin momento se evidenci6 una disminucion en la proteina
endogena, luego recobraron los niveles normales. Dado que el proceso de mutagénesis basado en
CRISPR/Cas9 depende del mecanismo de reparacion con error NHEJ (del inglés: Non-homologous
end joining) era de esperar que se generasen distintos tipos de mutaciones en las distintas células.
Por lo tanto, en nuestro cultivo seguramente estuvieran co-existiendo mutaciones que determinaban
un cambio en el marco abierto de lectura y la generacion de proteinas truncas junto a pequeias
deleciones/inserciones que solo resultaran en el cambio de unos pocos aminoacidos. Por lo tanto,
pensamos que esta recuperacion muy probablemente fuera producto del rol funcional de la proteina,
actuando seguramente como una proteina vital, cuya ausencia total hace inviable la linea celular en
si misma. Resulta interesante que in vivo, en pez cebra, también se demostrd que la inyeccion de
morfolinos (ARN modificados para inducir ARNi) por encima de 3 ng resulta en la muerte de todos
los embriones, inclusive cuando todavia se puede detectar ARNm salvaje de ccdc28b (Cardenas-

Rodriguez, M. et al 2013-B). A su vez, esta explicacion seria consistente con lo observado en
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pacientes BBS, donde la mutacion reportada para CCDC28B corresponde a una mutacion
hipomortfica, producto de un cambio sindbnimo que afecta el splicing del ARNm de CCDC28B y por
lo tanto genera una disminucion en los niveles, pero no la falta completa, del mensajero wild type
(Badano, J. L. et al, 2006). Esto a su vez podria explicar por qué hasta ahora se ha encontrado solo
una mutacion hipomorfica en CCDC28B. En otras palabras empezar a responder las siguientes
preguntas: si CCDC28B afecta ciliogénesis, ;por qué no se han encontrado otras mutaciones en
CCDC28B asociadas a BBS u otras ciliopatias? ;Por qué CCDC28B es “solo” un modificador
secundario de la enfermedad? En suma, todas las evidencias disponibles estarian indicando que la
ausencia total de CCDC28B seria incompatible con la vida. Pensando en las ciliopatias, una
posibilidad seria por tanto que mutaciones mas fuertes en CCDC28B (nulas) contribuyan a
sindromes mas severos pero que se solapan genéticamente con BBS como por ejemplo Meckel-
Gruber (MKS, del inglés: Meckel-Gruber syndrome). Ya se ha visto que mutaciones hipomorficas
de genes MKS estan presentes en pacientes BBS (Leitch, C. C. et al, 2008). Mas experimentacion
sera necesaria para testear si la situacion opuesta, mutaciones fuertes en CCDC28B asociadas a

MKS, también suceden.

Para sobrellevar este problema de viabilidad en la generacion de la linea celular CCDC28B
knockout decidimos entonces aislar y crecer células individuales luego de transducir las células con
lentivirus codificantes para uno de los ARNg para CCDC28B. En una colaboracion fuerte con la
Dra. Irigoin quien llevo adelante este proceso, utilizamos cell sorting para obtener células
individuales. Analizamos diferentes clones de células y en ningun caso logramos obtener knockouts
completos de CCDC28B: en todos los clones analizados uno de los alelos presentaba un cambio en
el marco abierto de lectura pero en el otro alelo solo un cambio de uno o pocos aminoacidos.
Finalmente, se logrd generar una linea estable (Clon #2.B1) donde la actividad de CCDC28B esta
reducida, reflejdndose esto en un menor porcentaje de ciliacion en estas células respecto de células
control. En esta linea celular uno de los alelos de CCDC28B presenta una mutacion nula y en el
otro alelo se eliminaron 93 nucléotidos del exdn 2 y se agregaron 60 nucledtidos provenientes del
intron adyacente. Esto hace que este clon exprese un solo ARNm para CCDC28B que origina una
proteina donde se sustituyeron 29 aminoacidos (del 26 al 54) por 18 con una secuencia diferente a
la WT. Esta region no contenia ningin motivo o residuo funcional predicho, pero tal vez el cambio
altere la estructura de CCDC28B disminuyendo su actividad, al menos respecto a ciliogénesis. En
primer lugar se verificd el rescate con CCDC28B WT en 3 experimentos independientes, lo que
permitia afirmar que el defecto en la ciliacion era debido a cambios en CCDC28B. El grado de
rescate que se obtuvo fue variable, en general no alcanzando el nivel de ciliacion observado en un
cultivo de células normales. Esto podria explicarse por diferencias en el porcentaje de transfeccion
en los distintos experimentos y en este sentido vale la pena tomar en cuenta que en estos
experimentos podriamos estar subvalorando la eficiencia del rescate, ya que al no poder identificar
las células transfectadas, también se contaron en el analisis células que no expresaban CCDC28B
WT. Si bien intentamos subsanar este problema clonando tanto los mutantes como el WT como
fusion a HA para luego identificar las células transfectadas con un anticuerpo anti-HA, esto no

funciond en IF, no pudiendo determinar si el problema era el anticuerpo o la baja expresion de
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CCDC28B. Otra dificultad que podria disminuir el porcentaje de rescate de CCDC28B WT es que
la linea 2.B1 sigue expresando la nucleasa Cas9 y el ARNg, y por lo tanto podrian estar también
afectando el gen de CCDC28B clonado en el plasmido de transfeccion. Para tratar de evitar que ello
suceda, se mutagenizd la secuencia de CCDC28B WT y mutantes de forma de no cambiar la
secuencia de aminoacidos pero si las secuencias de reconocimiento de Cas9 (PAM), evitando asi la
actividad de la nucleasa en el material transfectado. Estas Gltimas mutagénesis fueron realizadas

recientemente y aln resta su evaluacion en las células en cultivo.

En este punto del trabajo, comenzamos el andlisis priorizando los mutantes que podrian
modificar la localizacion subcelular de CCDC28B. Como ya se menciond, se sabe que CCDC28B
afecta ciliacion, al menos en parte a través de su interaccion con SIN1 (Cardenas-Rodriguez, M. et
al, 2013-A). También se ha demostrado que al disminuir la expresion de CCDC28B, disminuye la la
ciliacion y SIN-1 se concentra simultdneamente en el nicleo (Cardenas-Rodriguez, M. et al, 2013-A
y Tesis Doctoral de Magdalena Cardenas). Finalmente, también se demostrd que otro interactor de
CCDC28B, KLC-1 (del inglés: kinesin light chain 1) modifica la localizacion de CCDC28B: al
disminuir KLC-1, CCDC28B se acumula en el nticleo. Por Gltimo, con una estrategia similar a la
que usamos en este trabajo, pero utilizando el pez cebra, se observé que mientras CCDC28B WT es
capaz de rescatar el fenotipo ciliar en larvas donde CCDC28B endogena fue disminuida, el mutante
NLS, no rescata el fenotipo (Novas, R. Cardenas-Rodriguez, M.; Fabregat, M. y cols, manuscrito en
preparacion). En suma, se demostrd que la localizacion subcelular de CCDC28B juega, al menos en
parte, un rol importante en la funcionalidad de la proteina, especificamente en lo que respecta a

ciliogénesis. Es por eso que nos volcamos por intentar obtener algo mas de informacién sobre la
importancia de las regiones NLS y NES, en la funcion de CCDC28B.

Vale la pena recordar que mientras las proteinas pequefias pueden entrar al ntcleo por
difusion a través del poro nuclear, las proteinas mayores a 45 kDa requieren de transportadores
especificos, importinas y exportinas, para entrar y salir del ntcleo respectivamente (Cautain, B. et
all, 2014). Estos transportadores reconocen y se unen a las proteinas "carga" en secuencias
especificas, llamadas de localizacion nuclear (NLS) para importinas y de exportacion nuclear (NES)
para exportinas. Algunas de estas secuencias pueden predecirse con herramientas de andlisis de
secuencia primaria de proteinas. Por lo tanto, si bien CCDC28B monomérica tiene un tamafio que le
permitiria entrar al nicleo por difusion, alcanzaria solo con la formacion de dimeros para que la
entrada y salida requiriera de transportadores. De hecho, la secuencia de CCDC28B posee tanto una
sefial NLS clasica como una NES, y ensayos previos en nuestro laboratorio mostraron que esas
secuencias son funcionales. Cuando analizamos la capacidad de los mutantes NLS y NES de
rescatar el porcentaje de ciliacion en las células 2.B1 observamos resultados coherentes con los
obtenidos en el pez cebra: mientras que la proteina WT y el mutante NES rescatan el porcentaje de
ciliacion, el mutante NLS, incapaz de entrar al nticleo, no lo hace. Estos son resultados preliminares

que esperamos corroborar pronto con la realizacion de nuevos experimentos.

Por tltimo, también hay que decir que esta linea hTERT-RPE clon 2.B1 nos permitiré testear

también la funcionalidad de otras regiones o residuos eventualmente importantes, respecto a la
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actividad de CCDC28B en ciliacion. Ademas, hasta el momento no hemos evaluado en esta linea la
actividad de mTORC2, que como ya se discuti6 puede ser otra manera de observar la funcionalidad
de CCDC28B.

En el comienzo de este trabajo nos planteamos como objetivo el contribuir a entender la
funcion de CCDC28B a partir de caracterizar la proteina desde el punto de vista estructural, y
establecer relaciones de estructura-funcion. Pese a que el resultado més esperado, la resolucion de
la estructura tridimensional de CCDC28B por cristalografia de rayos X, no se logro, el trabajo
aport6 informacion y herramientas importantes que nos permitird avanzar en el disefio de estrategias
para la resolucion de la estructura y continuar disecando el rol bioldgico de CCDC28B, paso

fundamental para comprender la base celular de BBS y posiblemente otras ciliopatias.
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ANEXO

PRIMER

Lista de primers utilizados

SECUENCIAS' - 3°

FUNCION

CCDC28B-Ncol Fwd

CCDC28B-Xhol Rev

CCDC28B-NM Fwd pColo

CCDC28B-NM Rev pColo

pQE80-CCDC28B-Fwd

pQES0-CCDC28B-Rev

PACYCDuet S1 Fwd

pACYCDuet SI CCDC28B Rev

pQE80-SIN1a Fwd

pQES0-SINla Rev

PQES0-RAN Fwd

PQESO-RAN Rev

PQES0-BBS2 Fwd

pQES0-BBS2 Rev

pACYCDuet S2 Fwd

pACYCDuet S2 SIN1a Rev

pACYCDuet S2 RAN Rev

pACYCDuet S2 BBS2 Rev

ACGTCCATGGATGGATGACAAAAAGAAGAAACG

ACGTCTCGAGCTACGCAGCGGACTGCTC

GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGGATGACAAAAAGAAGAAACGGAG

GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCCGCAGCGGACTGCTCCTCAGGCTCG

CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTTCAGATGACAAAAAGAAGAAACGGAGTCCCAAGCCCTGCC

GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTACGCAGCGGACTGCTCCTCAGGCTCGGCG
CCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACGGATCAGGATCGGAAAACC
TCGACTTAAGCATTATGCGGCCGCAAGCTTCGACTTACGCAGCGGACTGCTCCTCAGGCTCGGCG

CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTTCAGCCTTCTTGGACAATCCAACTATCATTCTAGC
GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTACTGCTGCCCGGATTTCTTCTCCTTC
CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTTCAGCTGCGCAGGGAGAGCCCCAGGTCCAG
GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTACAGGTCATCATCCTCATCCGGGAG
CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTTCACTGCTGCCTGTGTTCACCCTG
GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTAGGAAGAAGCTGTCCCCACTC

ATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGAGAGGATCGCATCACCATCACC
CGCAGCAGCGGTTTCTTTACCAGACTCGAGTTACTGCTGCCCGGATTTCTTC
CGCAGCAGCGGTTTCTTTACCAGACTCGAGTTACAGGTCATCATCCTCATCCGG

CGCAGCAGCGGTTTCTTTACCAGACTCGAGTTAGGAAGAAGCTGTCCCCACTC
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Clonado de CCDC28Bwt en pET21d

Clonado de CCDC28Bwt en pET21d

Clonado de CCDC28Bwt en vector suite
para clonar con proteinas de fusion

Clonado de CCDC28Bwt en vector suite
para clonar con proteinas de fusion

Clonado de CCDC28Bwt en pQE80
Clonado de CCDC28Bwt en pQE80

Primer genérico para clonar en el sitio 1
de pACYCDuet desde el pQES0

Clonado de CCDC28Bwt en el sitio 1 de
pACYCDuet desde el pQE80

Clonado de SIN1a en pQE80
Clonado de SIN1a en pQE80
Clonado de RAN en pQE80
Clonado de RAN en pQE80
Clonado de BBS2 en pQE80

Clonado de BBS2 en pQE80

Primer genérico para clonar en el sitio 2
de pACYCDuet desde el pQE80

Clonado de SIN1a en el sitio 2 de
PACYCDuet desde el pQE80

Clonado de RAN en el sitio 2 de
PACYCDuet desde el pQES80

Clonado de BBS2 en el sitio 2 de
pACYCDuet desde el pQE80



Mapas de vectores utilizados
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