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RESUMEN

Las proteinas son los polimeros mas complejos sintetizados en la naturaleza, estas deben
plegarse y adoptar complicadas estructuras tridimensionales para cumplir su funcion. Méas aun,
algunas proteinas requieren enhebrar su cadena principal formando un nudo para llegar a su
estructura final. Entender como estos nudos (o topologias anudadas) afectan las propiedades y
funcién de las proteinas ha sido un tema de gran interés en biofisica. Asi como una cuerda
obtiene una nueva funcién o comportamiento con un nudo, las proteinas anudadas podrian tener

propiedades Unicas, muy distintas a su contraparte desanudada.

Simulaciones moleculares realizadas con polimeros con similar grado de compactacion
de las proteinas, indican que si el plegamiento de una proteina fuera un proceso al azar la
probabilidad de que estas formen un nudo puede llegar a ser de un 90%. Sin embargo sélo un
0,5% de las estructuras de proteinas conocidas poseen un nudo. En consecuencia, se ha
propuesto que las proteinas con topologias anudadas han sido seleccionadas negativamente

durante la evolucioén.

La presente tesis tiene como objetivo dilucidar si las topologias anudadas en proteinas
dificultan procesos bioldgicos asociados a la translocacién de proteinas. Los procesos de
translocacion de proteinas son fundamentales para la viabilidad celular, ya que permiten la
correcta localizacion celular de proteinas asi como también su degradacion selectiva.
Experimentos in silico muestran que los nudos podrian obstruir el paso de las proteinas que los
contienen obstruyendo su translocacion a través de canales o poros estrechos. Para poner a
prueba esta hipotesis se utiliz6 la proteasa ATP dependiente ClpXP de Escherichia coli como
un modelo para ensayar la translocacion y degradacion de proteinas anudadas tipo 3:. Esta
proteasa se encarga de degradar selectivamente sustratos proteicos, desplegandolos
mecanicamente para luego translocarlos a través de su estrecho poro central. Si las topologias

anudadas dificultan estos procesos se podria explicar su baja representacion en la naturaleza.

Se encontré que la proteina anudada MJ0366, de Methanocaldococcus jannaschii, se
degrada facilmente por ClpXP cuando su degradacién comienza desde su extremo C-terminal.
Sin embargo, cuando se agregd la proteina fluorescente verde (GFP), que normalmente es



degradada por CIpXP, al extremo libre de MJ0366 (extremo N-terminal), la proteasa es incapaz
de degradar este sustrato multidominio liberando un producto parcialmente degradado. El peso
molecular de este producto corresponde a GFP mas 48 aminoacidos, este tamarfio sugiere que el
nudo de MJ0366 se aprieta contra el dominio plegado de GFP, protegiéndola de la degradacion.
No obstante, cuando se incrementa la distancia entre GFP y MJ0366, mediante la insercion de
un polipéptido desplegado, la proteccion de GFP disminuye draméaticamente. Estos resultados
indican la existencia de dos posibles vias para la degradacién de sustratos anudados
multidominio: i) el nudo se desliza y aprieta contra GFP deteniendo la degradacion, o ii) el nudo
es translocado por ClpXP cuando este se aprieta antes de llegar GFP. En este ultimo caso ClpXP

puede degradacion de todo el sustrato.

Para estudiar en mayor detalle el mecanismo de degradacion de los sustratos
multidominio anudados, se realizaron ensayos de degradacion in singulo en pinzas Opticas de
alta resolucién. Esta metodologia permitio estudiar los eventos de desplegamiento y
translocacion separadamente. Resultados preliminares, muestran que el nudo no afecta la
estabilidad mecanica de MJ0366, sino que afecta la eficiencia de translocacion de MJ0366 vy la
capacidad de CIpXP para desplegar GFP. Estos resultados son la primera evidencia
experimental de que las topologias anudadas pueden detener procesos asociados a la
translocacion y describen por primera vez, in vitro, la dindmica del movimiento de un nudo en

una cadena polipeptidica.



ABSTRACT

Degradation mechanism of knotted proteins by the ATP dependent protease ClpXP of
Escherichia coli: an in multiplo and in singulo approach.

Proteins are the most complex polymers synthesized by the nature, they have to fold and adopt
intricate three-dimensional structures to fulfill its functions. Even more, some proteins need to
thread its main chain and form a knot to achieve its native state. How these knots (or knotted
topologies) affect the properties and functions of proteins is a subject of great interest in
biophysics. In the same way that a knot can give new functions or behaviors to a rope, knotted

proteins could have unique properties, very different from unknotted ones.

Molecular simulations have shown that randomly compacted protein polymers have a
high probability to form knots. However, only 0.5% of the protein structures in the protein data
bank present a knot in their structures, in consequence it has been proposed that knotted
topologies have been negatively selected by evolution.

The aim of this thesis is to determine if knotted topologies in proteins hinder biological
processes associated with protein translocation. Translocation of proteins is a fundamental
process for cell viability; it allows the correct localization of proteins in the cell and the control
of protein levels through degradation. Molecular dynamics have shown that knots in proteins
can obstruct narrow pores during translocation, but there is no experimental evidence yet. To
test this hypothesis, we used the ClpXP ATP dependent protease of Escherichia coli to study
the translocation of knotted proteins. To degrade its protein substrates, CIpXP needs to
mechanically unfold them and translocate their polypeptide chain through its narrow pore. If
knotted topologies can obstruct protein degradation, it could explain why there are so few

knotted proteins.

It was found that ClpXP easily degrade a knotted protein of
Methanocaldococcus jannaschii, MJ0366, when a degradation tag is added to its C-Terminal
end. However, when the green fluorescent protein (GFP), a normally degradable domain, is
added to the N-Terminal end of MJ0366, ClIpXP is unable to degrade this multidomain substrate
releasing a partially degraded product with an intact GFP domain. The molecular weight of this

partially degraded product suggests that the knot tightens against the folded domain of GFP,
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protecting it from degradation. However, when the distance between MJ0366 and GFP
increased, by the insertion of an unfolded polypeptide, the degree of protection of GFP decrease
dramatically. This results indicates two possible outcomes for multidomain knotted substrate
degradation: i) the knot can slide and tighten against GFP, thus stopping degradation, or ii) the
knot is translocated through ClpXP pore when the knot tightening occurs before reaching GFP,

leading to complete substrate degradation.

To study the mechanism of degradation of the knotted multidomain substrates in detail,
in singulo degradation assays where performed in high resolution optical tweezers. This
approach allowed the characterization of the impact of the knotted topologies in the unfolding
and translocation steps. Preliminary results show that the knot does not affect the mechanically
stability of MJ0366, but can generate pauses during translocation and even stalls ClpXP for
minutes when trying to unfold GFP. These results are the first experimental evidence of knotted
topologies impairing a biological process associated with translocation and describe, in vitro,

the dynamic of knot movement on a polypeptide chain.



1. INTRODUCCION

Como un marinero amarra su bote al muelle 0 como nosotros atamos nuestros cordones cada dia,
las proteinas forman nudos complejos al plegarse!?, siendo un impresionante ejemplo de
organizacion molecular. Hasta el afio 1994 la idea de que la cadena principal de una proteina se
anudara sobre si misma no habia sido seriamente considerada®, pero a medida que diversas
estructuras cristalogréficas de proteinas anudadas han sido depositadas en las bases de datos®® se
ha vuelto importante entender como estas topologias poco comunes pueden afectar las
propiedades y funciones de las proteinas en la célula®’. De la misma manera que los nudos
cumplen funciones en nuestras vidas o la dificultan, como cuando los cables se enredan, los
polimeros aminoacidicos anudados podrian tener propiedades Unicas muy distintas a su
contraparte desanudada. Recientes estudios in silico sugieren que estas topologias complejas
pueden interferir en procesos bioldgicos asociados a fuerza mecanica, como la translocacién de
proteinas, en donde los nudos podrian obstruir el paso de estas proteinas a través de poros
estrechos?8%10, En la presente tesis se pretende dilucidar si los nudos pueden dificultar un
proceso asociado a la translocacion como es la degradacion de proteinas por proteasas
dependientes de ATP. Esto permitiria explicar por qué este tipo de topologias complejas son tan

escasas en la naturaleza.

1.1.  Propiedades estructurales y funcionales de proteinas anudadas.

De todas las estructuras de proteinas en el protein data bank!! (102.013 el 2012), alrededor de
400 estructuras poseen un nudo™*2. Los nudos son formas tridimensionales que pueden adoptar
las cuerdas'®*4. Al igual que una cuerda, es posible determinar si la cadena principal de una
proteina estd anudada simplemente al tirar de sus terminales en direcciones opuestas, si la
proteina posee un nudo este se apretara’®. Se han descrito cuatro tipos de nudos en proteinas: el
nudo 31, 41, 52 y 61 3% (Fig.1A) siendo el primer nimero la cantidad cruces de la cadena
principal sobre si en su proyeccion planar y el segundo representa al tipo de nudo

indescomponible con el mismo nimero de cruces 8. Por definicion matematica los nudos se
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Figura 1. Topologias anudadas presentes en proteinas. A) Ejemplo de los tipos de nudos
presentes en proteinas el nudo 3; de la metil transferasa YbeA (PDB ID: 1NS5), el nudo 4: de
la Cetol- acido reductoisomerasa (PDB ID: 1YVE) y el nudo 5, de la Ubiquitina Hidrolasa
Humana (PDB ID: 1XD3). B) Nudos fisicos (cuerdas abiertas) y hudos matematicos (cuerdas
cerradas)

definen en cuerdas cerradas'®*4, las proteinas al ser cuerdas abiertas forman "nudos fisicos" los

cuales se pueden desanudar sin necesidad de cortar su cadena principal*? (Fig.1B).

Si los nudos en proteinas cumplen alguna funcién importante o si son curiosidades
accidentales aun no ha sido completamente esclarecido. No obstante, la conservacion estricta de
patrones anudados complejos dentro de familias de proteinas, sugiere que el anudamiento de la
cadena polipeptidica cumple un rol en su funcion®'27. Varios estudios apuntan a que los nudos
podrian otorgar rigidez, termoestabilidad y resistencia mecanica'®2°, Por ejemplo, en el caso de
la familia de las ARN metiltrasferasas, de bacterias termofilas, el nacleo del nudo 3: forma el
sitio de union al cofactor S-adenosil metionina'®*® y en un fitocromo fotorreceptor le brinda la
rigidez necesaria para fijar y proteger del solvente a su croméforo?. En el caso de la anhidrasa

carbdnica I, muestra una mayor termoestabilidad y resistencia a la agregacion a medida que
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forma nudos de mayor complejidad?t. También, se ha observado que las topologias anudadas
confieren mayor resistencia al desplegamiento mecanico. Experimentos de microscopia de
fuerza atdbmica y dindmicas moleculares han mostrado que varias proteinas con nudos tipo 31
(anhidrasa carbdnica B?2, N-acetil-ornitin-transcarbamilasa?® y la proteina AFV3-109%4%)
requieren de fuerzas de mayor magnitud cuando son desplegadas estirandolas de manera de
apretar el nudo (Fig.2B) que cuando son desplegadas de manera que la cadena polipeptidica se

extienda completamente a su configuracion desanudada (Fig.2C).

Estas cualidades sugieren que las topologias anudadas otorgan algunas ventajas respecto
a las proteinas sin nudos y por lo tanto podrian estar altamente representadas en la naturaleza.
En efecto, distintos modelos poliméricos predicen que al compactar aleatoriamente un polimero
con el mismo didametro y flexibilidad de una cadena polipeptidica la probabilidad de encontrar
un nudo es de 50% y 90% para una proteina de 400 y 900 aminoacidos, respectivamente?®?’.
Sin embargo, las proteinas anudadas son sélo un 0,5% del total de las estructuras depositadas
en el PDB'?, lo que es drdenes de magnitud menor a lo predicho. En consecuencia, se ha
propuesto que las proteinas con topologias anudadas han sido seleccionadas negativamente
durante la evolucion, siendo las remanentes fosiles vivientes cuyas propiedades pueden explicar

por qué han ido desapareciendo.
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Figura 2. Topologias anudadas y resistencia al desplegamiento mecanico. A) Proteina
AFV3-109 puede desplegarse mecanicamente como B) una proteina anudada® o C) una
proteina no anudada?*. La fuerza requerida para desplegarla es mayor al apretar el nudo que al
desatar la cadena polipeptidica.



Se ha propuesto gque la baja frecuencia de proteinas anudadas se debe al complejo
mecanismo de plegamiento que deben experimentar estas proteinas para alcanzar su estructura
nativa?®3%, Segun la teoria topocéntrica o nativo céntrica del plegamiento de las proteinas, la
complejidad topoldgica es el principal factor que afecta la velocidad de plegamiento®!22, En el
caso de proteinas con nudos simples tipo 31, se requiere que en algin punto de su plegamiento,
uno de extremos terminales se enhebre a través de una horquilla formada por su cadena
principal®. Este requerimiento disminuye el nimero de rutas hacia el estado nativo
disminuyendo la velocidad de plegamiento®. Si bien experimentos traduccion in vitro® y
simulaciones moleculares?®3%3* muestran que la formacion de un nudo es el paso limitante en el
plegamiento, el proceso completo puede ocurrir de manera espontanea y en escalas de tiempo
bioldgicamente compatibles®* o similares a proteinas sin nudos®. Mas adn, las proteinas
disefiadas con nudos artificiales son capaces desplegarse con constantes de plegamiento
relativamente rapidas®’ de 0,9 s’ De esta manera, la formacion de un nudo no es un impedimento
suficiente en el plegamiento de estas proteinas que explique su baja representacion en la

naturaleza.

¢Entonces, a que se debe que estas topologias sean tan escasas? Estudios de estabilidad
indican que los nudos en proteinas son configuraciones metaestables que pueden permanecer en
presencia de elevadas concentraciones de agentes caotropicos®®28. En el caso de dos ARN
metiltransferasas tipo o/f-knot cuya estructura presenta un nudo tipo 31, se ha observado que el
nudo permanece en su estado desplegado inducido por elevadas concentraciones de Urea®®. Mas
aln, el estado desplegado anudado puede permanecer por meses en algunas proteinas®®. En
consecuencia, los nudos en cadenas polipeptidicas pueden funcionar como una trampa cinética
que impide que el estado desplegado se desanude. Dada esta increible persistencia de los nudos
en proteinas, se abre la posibilidad de que estos puedan dificultar ciertos procesos biol6gicos
que requieran del desanudado de la cadena polipeptidica. Por ejemplo, la velocidad de
translocacion de diversos polimeros a través de poros disminuye si estos estan anudados®®4:,
Esto se debe a que al tirar un polimero anudado de un extremo el nudo comienza a apretarse,
generando una creciente fuerza de friccion. Esta fuerza puede impedir que el nudo se mueva y
si el poro es de menor didmetro que el del nudo apretado, la translocacion se detendra. De
manera similar, se ha propuesto que los nudos presentes en cadenas polipeptidicas pueden
obstruir su paso a través de orificios estrechos, como los presentes en los poros mitocondriales,

sistemas de secrecion o proteasas dependientes de ATP como el proteosoma?®®1? (Fig.3). La
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proteina anudada que ha generado mayor especulacion al respecto es la ubiquitina hidrolasa
humana. Esta enzima se encarga de rescatar proteinas marcadas con ubiquitina de la degradacion
por el proteosoma. A pesar del constante contacto y la formacion de complejos con la ubiquitina
esta enzima no es degradada por el proteosoma, ni siquiera cuando es poli-ubiquitinizada®.
Dado que esta enzima presenta un nudo complejo 52, se ha postulado que el nudo le brindaria
esta resistencia a la degradacion®. Estudios recientes han mostrado que el nudo en un homélogo
de esta proteina le brinda estabilidad mecénica y que al estirarla en pinzas dpticas forma un nudo
apretado de un didmetro mayor al poro del proteosoma®:. Si bien estos antecedentes son
sugerentes, atn no se ha determinado experimentalmente si las topologias anudadas dificultan
procesos bioldgicos asociados a la translocacion. La translocacion de proteinas es vital para la
célula, se estima que méas de un 50% de las proteinas debe ser translocada para cumplir su
funcion®. Determinar si las topologias anudadas interfieren con estos procesos podria ofrecer

una nueva explicacion de por qué estas topologias han sido desfavorecidas.

Figura 3. Topologias anudadas en proteinas pueden obstruir poros. Resultados de
dinamicas moleculares de translocacién de polipéptidos anudados (verde) al pasar por un poro
de 13 A de diametro (azul). A la izquierda un nudo tipo 3: y a la derecha un nudo tipo 4; *°

1.2. Proteinas anudadas como sustratos de proteasas dependiente de ATP.

El correcto mantenimiento y la regulacion de los niveles de cada proteina, denominado
proteostasis, es fundamental para la viabilidad celular. De esta forma, todas las células han

desarrollado un sistema de control de calidad de proteinas, conformado por varias chaperonas y



proteasas dependientes de ATP*. En este sistema, el rol de las proteasas es fundamental, ya que

permite degradar proteinas mal plegadas, dafiadas o cuya funcion ya no se requiere®.

Las proteasas dependientes de ATP se encargan de mas del 90% de la degradacion de proteinas
en bacterias y en el citoplasma de eucariontes “6. Distintas proteasas dependientes de ATP
degradan diferentes proteinas y regulan distintos procesos fisiologicos, pero todas comparten
una arquitectura comdn y un modo de accién similar®’. Entre las mas estudiadas se encuentra
ClpXP, una proteasa bacteriana que se ha utilizado como modelo para determinar el mecanismo
por el cual este tipo de proteasas degradan sus sustratos*®. CIpXP es un complejo oligomérico
en forma de barril compuesto por la desplegasa ClpX que forma un anillo homohexamérico que
se une al complejo de catorce subunidades de la serina proteasa ClpP*® (Fig.4A). ClpX pertenece
a la familia de las proteinas AAA+ (ATPasas Asociadas a multiples Actividades), las cuales
convierten la energia quimica del ATP en trabajo mecanico que ejercen sobre sus sustratos
macro moleculares®#"#, ClpX reconoce de manera especifica varias secuencias peptidicas
cortas y desestructuradas de sus sustratos, llamadas degrones®. El degrén mas utilizado es la
sefial ssrA, un péptido de 11 aminoécidos que ha facilitado los estudios de esta proteasa, ya que
es posible generar un nuevo sustrato de ClpXP simplemente agregando la secuencia ssrA al

extremo carboxilo terminal de la proteina a degradar %°1,

Figura 4. Estructura y funcion de la proteasa ATP dependiente ClpXP. A) Un Hexamero
de ClpX y un 14amero de ClpP forman un complejo oligomérico en forma de barril, con un
poro central. Con rojo se destaca los sitios de union de ClpX a ClpP.*® B) Mecanismo de
desplegamiento y translocacién de proteinas sustrato por ClpX, seguido de su protedlisis
mediada CIpP.#
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1.2.1. Factores estructurales de proteinas anudadas y su relacion con la velocidad de
degradacion mediada por ClpXP.

ClpX despliega mecanicamente a sus proteinas sustrato tirandolas desde su degron y forzandolas
a pasar a través de su estrecho poro central de 10-12 A de diametro®2. El desplegamiento del
polipéptido es seguido por su translocacion hacia la cavidad del componente proteasa (ClpP) en
donde es proteolizado a pequefios péptidos*’#3°3 (Fig.4B). A pesar de que CIpXP es una enzima
oligomérica, cinéticas de velocidad en funcion de la concentracion de sus sustratos (proteinas y
ATP) siguen un comportamiento hiperbdlico®. En consecuencia, sus parametros cinéticos como
keat Y Km, pueden ser determinados utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten. En general la
Kwm para el sustrato proteico es independiente de la estructura del sustrato y tiene valores
cercanos a 1 pM 4%, Por el contrario, la constante catalitica determinada en funcién de la
proteina sustrato (Kaeg) €s altamente dependiente de la estructura de la proteina sustrato y su
valor es un indicador de la resistencia de un sustrato frente a la degradacion por ClpXP®. En
experimentos enzimaticos in vitro realizados con muchas moléculas o en in multiplo la constante
catalitica observada de ClpXP (kdeg) corresponde al aporte de los procesos de desplegamiento
(Kdes) Y translocacion (Kians): 1/Kdeg=1/Kdes+1/Kirans>>. EN esta tesis se sugiere que las proteinas
con topologias anudadas son un especial desafio para ClpXP debido que podrian afectar tanto

los procesos de desplegamiento (Kges) como de translocacion (Kirans) de ClpXP.

Como regla general proteinas con mayor resistencia al desplegamiento mecanico
muestran-menores velocidades de degradacion por ClpXP%, en clara analogia con el proceso de
desplegamiento mecanico vectorial que experimentan los sustratos de ClpXP. Por otra parte,
diversos estudios realizados mediante microscoscopia de fuerza atomica??4% o pinzas 6pticas®
indican que los nudos pueden otorgar resistencia al desplegamiento mecanico y por lo tanto ser
estructuras especialmente resistentes al desplegamiento inducido por ClpXP. Sin embargo, la
capacidad de ClpXP para desplegar sus sustratos también depende en gran medida de la
estabilidad local y el contexto estructural en que se encuentre la sefial ssrA> *°, Por ejemplo, el
dominio 127 de Titina (una proteina no anudada) muestra diferentes velocidades de degradacién
en funcion de mutaciones realizada en la hebra f mas cercana a la senal ssrA. Mutaciones que
desestabilizan esta hebra [ generan un incremento de la velocidad de degradacion por ClpXP,
lo cual no ocurre al desestabilizar zonas alejadas de la sefial ssrA%. Por lo tanto, para

correlacionar menores velocidades de degradacion con la presencia de una topologia anudada,

11



Figura 5. Estructura de proteinas anudadas propuestas como sustratos de ClpXP. A)
Rds3p (PDB ID: 2k0a) B) MJ0366 (PDB ID: 2efv) C) VirC2 (PDB ID: 2rh3 ) D) HP0242
(PDB ID: 2bho3)

se debe evaluar la misma topologia anudada en distintos contextos estructurales. Por ello, para
determinar si la presencia de un nudo per se es responsable de la resistencia a la degradacion en
este tipo de proteinas, se propone estudiar la degradacion in vitro de distintas proteinas

anudadas, todas con nudos 3; (Fig.5).

La eficiencia de la translocacién mediada por ClpXP también puede ser afectada por las
topologias anudadas. Simulaciones moleculares de proteinas anudadas tipo 31 han predicho que
al estirar sus extremos®°%° o al forzar su paso a través de poros®, el nudo puede apretarse
hasta alcanzar un estado incompresible de 16 A de diametro, el cual es incapaz de deslizarse (no
es difusivo) y pasar a través de un poro de 13 A de diametro (Fig.3). Tomando en cuenta que la
estructura cristalogréfica de CIpXP presenta poro de 10-12 A de diametro®?, es plausible que un
nudo apretado también detenga la translocacion mediada por ClpXP. En consecuencia, la
formacion de nudos incompresibles no difusivos puede disminuir la velocidad de translocacion
de ClpXP hasta detenerla. Sin embargo, se ha observado que CIpXP es capaz de translocar
simultaneamente dos o tres cadenas polipéptidicas®® lo que sugiere que el poro de ClpX puede
expandirse hasta 20 A. Por lo tanto, se requiere evidencia experimental para determinar si las

proteinas anudadas pueden disminuir la velocidad de translocacion o detenerla al obstruir el

12



poro de ClpXP. Se ha observado que cuando CIpXP se enfrenta a proteinas o dominios que no
puede translocar libera productos parcialmente degradados®°. Si el nudo es una estructura que
ClpXP no puede translocar, también deberia generar productos parcialmente degradados. En
esta tesis se evalud si la degradaciéon in vitro de proteinas anudadas genera productos
parcialmente degradados mediante geles de SDS-PAGE, MALDI y cromatografia de exclusién

molecular.

1.2.2. Anélisis de los procesos de desplegamiento y translocacién observados mediante
experimentos de moléculas individuales.

Los valores de kqeg entregan informacion sobre el tiempo promedio que ClpXP se demora en
degradar un sustrato pero no permiten analizar el proceso de desplegamiento y translocacién
de manera independiente. Algunos estudios in multiplo han estudiado el proceso de
translocacion de ClpXP utilizando sustratos desplegados. En este caso la constante de
degradacion observada es muy similar a la velocidad de translocacion de CIpXP%®, Sin
embargo, esta aproximacion no puede ser aplicada a proteinas con topologias anudadas debido
a que es dificil determinar si el nudo se mantiene presente en el polipéptido desplegado®.
Analizar separadamente los procesos de desplegamiento y translocacion es fundamental para

determinar en qué etapa (desplegamiento o translocacion) los nudos tienen un mayor impacto.

En el laboratorio del Dr. Carlos Bustamante (Universidad de California, Berkeley) se ha
construido un sistema experimental que permite estudiar los procesos de desplegamiento y
translocacion separadamente mediante pinzas Opticas de alta resolucién con doble trampa 6ptica
(alta resolucion)®-%2, Como se observa en la figura 6A, CIpXP es inmovilizada en la superficie
de una esfera de poliestireno mientras que sus sustratos se unen a una segunda esfera®. Estas
esferas son capturadas por trampas Opticas generadas por un rayo laser, el cual crea un potencial
que mantiene a las esferas en su foco®. Debido a que el cambio en la posicion de la esfera con
respecto al foco del laser cambia la direccion en que los fotones son refractados por esta, es
posible determinar la posicién de cada esfera determinando la desviacion de los fotones
refractados®. Por lo tanto, esta metodologia permite registrar los cambios en la distancia entre
ambas esferas cuando ClpXP reconoce, tira, despliega y transloca al sustrato®®-62, Por ejemplo,
en la trayectoria de degradacion de GFP en la figura 6B, el desplegamiento de GFP es

caracterizado por un abrupto incremento de la extension. Esto se debe a que la cadena
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Figura 6. Ensayos de degradacion a nivel de molécula individual. A) Configuracion del
ensayo de degradacidon en pinzas dpticas de doble trampa. CIpXP es biotinilada e inmovilizada
sobre una esfera de poliestireno recubierta con estreptavidina y sus sustratos se unen a una
segunda esfera de poliestireno mediante una hebra de ADN. Luego estas esferas son
inmovilizadas en trampas Opticas B) Trayectoria de desplegamiento y translocacion del sustrato
GFP-ssrA.%°

polipeptidica de GFP se extiende abruptamente al desplegarse debido a que todo el sistema esta
en tension. La duracion de la pausa inicial (previa al desplegamiento) refleja el nimero de
intentos que requiere ClpXP para desplegar a su sustrato, y es una medida de la resistencia que
ejerce su estructura frente a la perturbacion mecanica de ClpXP . El tiempo transcurrido
durante la pausa inicial esta relacionado directamente con la constante de desplegamiento (Kdes)
del sustrato por CIpXP. Luego del desplegamiento ocurre una disminucion paulatina de la
distancia, lo cual corresponde al proceso de translocacion del polipéptido desplegado y cuya
pendiente corresponde a la velocidad de translocacion®. Durante la translocacion se pueden
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observar algunas pausas en donde ClpXP puede detenerse por unos segundos, la cantidad de
pausas es dependiente de la fuerza de oposicion aplicada a ClpXP 0. Se determiné si las
topologias anudadas incrementan el tiempo requerido para desplegar la proteina (pausas
iniciales) y/o disminuyen la velocidad de translocacion.

Conocer el mecanismo de degradacion de las proteinas anudadas mediado por ClpXP,
permitird determinar si estas complejas topologias dificultan procesos bioldgicos asociados a la
translocacion y comprender porque estas topologias son tan escasas en la naturaleza. También,
este modelo de estudio ofrece una oportunidad de estudiar experimentalmente el
comportamiento de los nudos en cuanto a su habilidad de difundir y de apretarse en una cadena

polipeptidica.
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2. HIPOTESIS

Las topologias anudadas dificultan la degradacion de proteinas mediada por la
proteasa ATP dependiente ClpXP, obstruyendo el proceso de translocacion.

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo General:

Determinar el mecanismo de desplegamiento y translocacion de proteinas con
topologias anudadas, tipo 3;, mediado por la proteasa dependiente de ATP ClpXP
de E. coli.

3.2.  Objetivos especificos:

1) Determinar si la topologia anudada tipo 3; es un factor que confiere resistencia
a la degradacion de proteinas mediada por ClpXP.

2) Determinar mediante pinzas oOpticas de doble trampa el mecanismo de
desplegamiento y translocacion de proteinas con topologias anudadas por ClpXP.
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4.1.

4. MATERIALES Y METODOLOGIA

Reactivos e Insumos.

Reactivo Marca N° de catalogo
Acrilamida Amresco 341
Agar-Agar Merck 1.01614.1000

Agarosa Bioline B10-41026

Amortiguador de carga de ADN 6X Thermo Scientific R061
Ampicilina USBiological A2260
ATP Sigma A26209-5G
Biotina Thermo Scientific 29129
BirA Sigma SRP0417
Bis-acrilamida Amresco 1725
B-Mercaptoetanol Winkler BM-1200
Cloruro de Guanidinio Winkler BM-0845
Cloruro de sodio Merck 109945
Cloruro de Potasio Merck 1.04936.1000
Cloruro de Magnesio Merck 1.05833.0250
Coomassie Brilliant blue G250 Merck 1.15444.0025
Creatina fosfato Sigma 27920-1G
Creatina quinasa Sigma C7886-1KU
DNasa | Roche 10104159001
dNTP Bioline B10-39025
DTT Calbiochem 3860
EDTA Merck 1.08418.1000
Estandar de pes(olrlrgtc:)lecular de ADN Thermo Scientific SM0313
Estandar de peso mo!e_zcular de proteinas, Thermo Scientific 26616
pretefiido.
GelRed Biotium B1.41002
Glicerol (85%) Merck 1.04094.1000
HEPES Merck 391340
Imidazol USBiological C9101551
IPTG Bioline B10-37036
Ligasa T4 New England Biolabs NEB #M0202
Lisozima de huevo de pollo Sigma L6876
Medio de cultivo LB Broth MO BIO 12106-1
Persulfato de amonio Amresco 0486-25G
PMSF Sigma Aldrich 78830
Polimerasa Pfu Agilent ST.600670
Polimerasa Taq Thermo Scientific 10342020
SDS Merck 1.13760.0100
Sfp Sigma P9302S
Tris base Calbiochem 9210
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4.2.  Metodologia.

4.2.1. Procedimientos generales:
Subclonamiento sustratos anudados: Los sustratos anudados para ClpXP fueron generados

insertando los genes de las proteinas anudadas en un plasmidio pET21d y agregando las
secuencias para seis histidinas y la sefial de degradacion ssrA en su extremo 5’ (extremo C-
terminal, secuencia: AANDENYALAA). Para el caso de los sustratos multidominio, se agregé
en el extremo 3" de los genes de las proteinas anudadas el gen de la proteina fluorescente verde
de Aequorea victoria (GFP), la cual ha sido exhaustivamente estudiada como sustrato de
ClpXP>+8964 para generar los sustratos para pinzas opticas se agrego el dominio 127 de Titina
en el extremo 5’ de los genes de las proteinas anudadas. Los subclonamientos se realizaron
mediante corte y empalme de fragmentos de ADN generados por enzimas de restriccion
(ThermoScientific™ FastDigest™) (Fig.7). Los productos de la reaccion de digestion fueron
separados segun su peso molecular por electroforesis gel al 1% de agarosa y gel segun las
indicaciones del kit Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. El plasmidio aceptor
y el fragmento del gen a insertar fueron ligados utilizando T4 ligasa. Se transformaron bacterias
E. coli DH5a electrocompetentes con el producto de ligacion y luego se sometieron a seleccion
en placas de Agar-LB suplementadas con 100 pg/ml de ampicilina. EI ADN plasmidial de las

colonias seleccionadas fue secuenciado para verificar el subclonamiento.

Expresion y Purificacion de sustratos anudados: Los sustratos anudados fueron expresados en
la cepa E. coli BL21. Se crecieron las bacterias medio LB suplementado con 100 pg/ml de
ampicilina a 37°C hasta llegar a un OD de 0,7. La expresion de los sustratos anudados fue
inducida 3 horas a 22°C suplementando con 1 mM IPTG. Las bacterias fueron lisadas en el
amortiguador Ni-A (25 mM HEPES a pH 7,6, 100 mM KCI, 400 mM NacCl, 10% glicerol, 10
mM B-mercapto etanol y 20 mM imidazol) suplementado con 2 mg/ml Lisosima, 10 U/mi
DNAasa y 1 mM PMSF por 30 min en hielo, seguido de sonicacion. Los sustratos anudados
fueron purificados por cromatografia de afinidad a niquel mediante una gradiente de imidazol.
Luego las fracciones con proteina fueron purificadas por cromatografia de exclusion molecular
en una columna Superdex 200 (10 mm) equilibrada en amortiguador Ni-A, pero sin imidazol.
MJ0366-ssrA fue cuantificada por absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de extincién

molar calculado de 8.940 Micm™ vy los sustratos multidominio fueron cuantificados por la
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absorbancia caracteristica de GFP a 500 nm utilizando el coeficiente de extincion molar descrito

en literatura® de 54.000 M-tcm™.

Expresion y Purificacion de ClpXs y CIpP: Los plasmidios expresion pACYCDuet-1de para
ClpX 'y ClpP fueron una donacion del Dr. Andreas Martin en el contexto de una colaboracién
de nuestro laboratorio con el Dr. Carlos Bustamante (Universidad de California, Berkeley). En
este proyecto se utilizé la desplegasa ClpX hexameérica de cadena Unica (ClpXe), la cual posee
los seis mondémeros de ClpX fusionados en una sola cadena polipeptidica, péptido aceptor de
BirA (HAAGGLNDIFEAQKIEWHEDT) y seis residuos de histidina en su carboxilo terminal®®.
La purificacion se realiz6 como se ha descrito previamente®’, en resumen ClpXs fue expresada
en la cepa E.coli recA” BLR (DES3), transformada con el plasmidio pACYCDuet-1 (Novagen)
contenedor del gen ClpXe, e inducida con 1 mM de IPTG a OD de 0,7 por 3 horas a 22°C. Las
bacterias fueron lisadas en el amortiguador Ni-A (25 mM HEPES a pH 7,6, 100 mM KCI, 400
mM NaCl, 10% glicerol, 10 mM B-mercaptoetanol y 20 mM imidazol) suplementado con 2
mg/ml lizosima, 10 U/ml DNAasa y 1 mM PMSF por 30 min en hielo, seguido de sonicacion.
ClpXese purifico por cromatografia de afinidad a niquel mediante gradiente de imidazol y luego
una cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna Superdex 200 (10 mm)
equilibrada en amortiguador ClpX (50 mM Tris-HCI a pH 7,6, 300 mM KCI, 10 mM MgCl.,
10% glicerol, 0,1 MM EDTA y 1 mM DTT). La proteasa recombinante ClpP, que también posee
seis residuos de histidina, fue inducida, lisada (sin PMSF) y purificada por cromatografia de
afinidad a niquel, de igual manera que ClpXs. Luego fue intercambiada al amortiguador ClpP
(50 mM HEPES-HCI a pH 7,5, 200 mM KCI, 25 mM MgCI2, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT y
10% glicerol). ClpXs y ClpP fueron cuantificadas por absorbancia a 280 nm utilizando el
coeficiente de extincion molar de 84.480 M~cm™ para el hexamero de ClpX y 125.160 M-tcm-

! para el 14amero de ClpP %.

4.2.2. Objetivo_especifico 1. Determinacion de parametros cinéticos para los distintos
sustratos anudados:

Determinacion de parametros termodinamicos en condiciones de equilibrio: Para determinar

la estabilidad de MJ0366-ssrA y MJ0366-WT, se sigui6 el cambio de estructura secundaria por
dicroismo circular. Las mediciones fueron realizadas en condiciones de equilibrio y se utilizo
cloruro de guanidinio como agente caotropico. Todas las muestras fueron previamente
incubadas por 1 hora con el agente caotrépico a 25°C en el amortiguador 30 mM Tris-HCI pH8,
6 mM fosfato de sodio pH 8, 500 mM NaCl, 1,5 % Glicerol y 1 mM DTT. La elipticidad molar
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a 220 nm fue determinada en el equipo de dicroismo circular Jasco 1500. Se determino la
diferencia de energia entre los estados nativo y desplegado, aplicando un ajuste para un modelo
de dos estados (N«<»D), obteniendo asi la dependencia del cambio de energia libre de la
transicion (AG) con la concentracion de agente caotropico (valor m) y la estabilidad de la

proteina en ausencia de agente caotropico (AGH?°).

Intercambio de subunidades: Todos los sustratos multidominio con un dominio de la proteina
anudada MJ0366 y uno de GFP fueron incubados con MJ0366-ssrA y luego inyectados a una
columna de exclusion molecular Superdex 200 (10 mm) para observar intercambio de
subunidades. Los cromatogramas de los sustratos multidominio incubados con concentraciones
equimolares y 8 veces mayores de MJ0366-ssrA fueron seguidos a 500 nm. El intercambio de
subunidades se determin6 por el cambio a mayor volumen de elucion del pico cromatografico

del sustrato multidominio en presencia de MJ0366-SSrA.

Cinéticas de degradacién: Todos los ensayos cinéticos de degradacion mediados por ClpXP
fueron realizados a 25°C en el amortiguador ClpX-100 (25 mM HEPES a pH 7,5, 100 mM KCl,
20 mM MgClL, I mM DTT, 0,5 mM EDTA) en presencia de un sistema de regeneracion de ATP
(5 mM ATP, 16 mM creatina fosfato, y 0,032 mg/mL creatina quinasa) y ClpXe 0,3 uM y ClpP14
1,5 uM.% Los ensayos fueron iniciados mediante la adicién de las proteinas sustrato. Las
cinéticas de degradacion de los sustratos con un dominio de GFP, fueron seguidas por
fluorescencia total a 511 nm (excitacion 467 nm) en un espectro-fluorimetro Agilent Cary
Eclipse o por fluorescencia en gel SDS-PAGE. Para los ensayos en gel se tomaron alicuotas de
la reaccion de degradacion a distintos tiempos y se detuvieron en amortiguador de carga
Laemmli (2% SDS), luego se cargaron en un gel SDS-PAGE sin ser calentadas para retener la
fluorescencia de GFP®. Las bandas con fluorescencia de GFP se revelaron en un
transiluminador UV modelo ECX-20M. Las cinéticas de los sustratos sin GFP fueron seguidas
en geles de SDS-PAGE mediante tincion Coomassie Brilliant blue G-250. Las bandas
fluorescentes como las obtenidas por tincion de Coomassie fueron cuantificadas por

densitometria utilizando el software GelAnalizer®.

Ensayos de competencia: Se realizaron cinéticas de degradacion seguidos fluorescencia total a
511 nm (excitacion 467 nm) del sustrato GFP-ssrA en presencia de sustratos anudados
multidominio. Para ello se mantuvieron las condiciones de degradacion ya descritas y se inicio

la reaccion suplementando con 0-1,5 uM de sustrato anudado y 1 uM de GFP-ssrA . La
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competencia de ambos sustratos por la proteasa ClpXP se determiné por la disminucion en la
velocidad de degradacion de GFP-ssrA en presencia de los sustratos anudados. Los sustratos
anudados poseen una sefial de corte para la proteasa TEV’? que permite escindir la sefial ssrA.
Para determinar que los sustratos anudados son reconocidos por el ssrA, fueron preincubados
por 3 horas con la proteasa TEV y luego se utilizaron estos sustratos sin el ssrA en ensayos de

competencia con GFP-ssrA.

Cuantificacién y caracterizacion de productos de degradacion parcial: Los porcentajes de
degradacion parcial de los sustratos multidominio fueron determinados por cromatografia de
exclusion molecular, mediante la comparacion de las de areas de los picos cromatograficos
obtenidos a 500 nm (absorbancia de GFP) a tiempo 0 y luego de dos horas de degradacion. Los
productos de degradacion parcial no pudieron ser cuantificados por fluorescencia en gel, debido
a que la banda correspondiente a estos productos mostro claras sefiales de apagamiento segun el
tiempo de exposicion a la luz UV. El tamafio de los productos de degradacion parcial fue
determinado por espectrometria de masas MALDI-TOF. Se mezcl6 1 pL de una dilucion 1:10
de la reaccion de degradacion con 1 pl de la matriz acido sinapinico (SA: preparada a una
concentracion de 10 mg/mL en acetonitrilo/acido formico 0,1% v/v 1:2) en una placa porta
muestra micro Scout. La adquisicion de espectros de masas se realiz6 en un equipo MALDI-
TOF Microflex (Bruker Daltonics Inc., MA-USA) en modo ion positivo mediante deteccion

lineal.

4.2.3. Objetivo especifico 2. Montaje del ensayo de degradacion en pinzas Opticas para el

estudio, a nivel de molécula individual, del desplegamiento y translocacion de proteinas
anudadas por ClpXP:

Los ensayos a nivel de molécula Unica fueron realizados en una pinza Optica de doble trampa
con deteccion diferencial en el laboratorio del Dr. Carlos Bustamante (Universidad de
California, Berkeley)®. Los ensayos de degradacion en pinzas Opticas requieren formar dos
complejos: 1) ClpXP unido, mediante una etiqueta biotina, a una esfera de poliestireno
recubierta con estreptavidina y 2) el sustrato anudado a una segunda esfera de poliestireno
recubierta con anti-digoxigenina (Fig.6A). La union entre el sustrato anudado y la esfera se
realiza mediante un hebra doble de ADN marcada con digoxigenina. Los hexameros de cadena
Unica de ClpX fueron biotinilados mediante el uso de la enzima BirA, incubando a 30°C por 45
minutos 10 uM de ClpX en 50 mM Tris HCL a pH 8,3, 100 mM MgClz, 10 mM ATP, 0,045
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mg/ml biotina y 0,8 uM BirA’L. El complejo final es formado incubando 10 minutos ClpXs
biotinilado con esferas recubiertas con estreptavidina. La union de los sustratos anudados a las

esferas de poliestireno se realizo en tres pasos®:

1) Se unid un oligonucledtido, marcado con coenzima A (CoA), al amino terminal del sustrato
anudado mediante el sistema ybbR/Sfp, donde Sfp une covalentemente la coenzima A a la
primera serina del péptido sefial ybbR (en el extremo N-terminal del sustrato, secuencia:
DSLEFIASKLA)"2. Para ello las muestras se incubaron a 30°C por 90 minutos utilizando 25
MM de sustrato con 50 UM del CoA-oligo y 5 uM Sfp en 50 uM HEPES a pH 7,5 suplementado
con 10 mM MgCl». Luego el complejo sustrato-CoA-Oligo fue purificado por cromatografia de
afinidad a Ni?*, los 200 p1 obtenidos fueron dializados por 4 horas contra 1 litro del amortiguador
ClpX-100.

2) Ligacion del complejo sustrato-oligo a un fragmento de ADN de 3 kb modificado con
digoxigenina’. El fragmento de ADN fue generado por PCR con Taq polimerasa y luego
purificado segun las indicaciones del kit Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.
El fragmento de 3 kb fue digerido con la enzima de restriccion Bbsl por 14 horas a 37°C y luego
purificado en gel purificado segun las indicaciones del kit Promega Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System. En el fragmento de 3kb Bbsl genera un extremo cohesivo complementario al
CoA-Oligo. Esto permite ligar al sustrato modificado con el CoA-Oligo al fragmento de 3kb
ADN utilizando la T4 ligasa. La ligacion se realiz6 en 5 pl totales agregando 1 pl de T4 ligasa
25 nmoles del fragmento de 3kb ADN y 400 nmoles de sustrato-CoA-Oligo.

3) Incubacién del sustrato-CoA-Oligo-3kb ADN con las esferas recubiertas con anticuerpos

anti-digoxigenina por 10 minutos a 4°C.

Tanto las esferas unidas a ClpXP como las unidas al sustrato fueron diluidas 1000 veces en el
amortiguador ClpX-100 en presencia del sistema de regeneracion de ATP y suplementado con
1,5 uM ClpP14. Luego fueron inyectadas a la camara de reaccion mediante jeringas controladas
por pistones eléctricos. Las esferas fueron capturadas manualmente en las trampas opticas y se
dio inicio a la reaccion acercando y alejando las esferas hasta observar una fuerza de tension
entre ambas mayor o igual a 5 pN. Una vez comenzada la reaccion las trampas se mantienen a

una distancia constante y se registra los cambios en la distancia entre las esferas.

22



A Ndel

—'— Proteina anudada
Ndel EcoRl
— ybbr [— —— ~ ssrA f—
HindlIll
EcoRl Hindlll
B + Titina
Ndel EcoRI Hindlll

SSTA p—

Proteina anudada

- ybbr — ——

Figura 7. Subclonamiento sustratos anudaos multidominio para CIpXP. A) Sustratos
multidominio para ensayos de degradacion seguidos por fluorescencia y B) sustratos
multidominio para ensayos de degradacién en pinzas opticas
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5. RESULTADOS

5.1.  Objetivo especifico 1.

5.1.1. Sustratos anudados.

Se generaron cuatro sustratos multidominio agregando GFP en el extremo N-terminal y el
péptido sefal ssrA en el extremo C-terminal de cuatro proteinas que presentan un nudo tipo 3;.
De los cuatro sustratos, solo dos pudieron expresarse, purificarse y ser reconocidos por ClpXP
(Fig.S1, pagina 53). El sustrato anudado multidominio GFP-MJ0366-ssrA fue el que mostro
mayor resistencia a la degradacion mediada por ClIpXP y por ello los experimentos se enfocaron
en la degradacion de sustratos con dominios de MJ0366. MJ0366 posee un nudo tipo 31y ha
sido caracterizada como un homodimero estable cuya interface dimérica es formada por
interacciones entre los elementos de estructura secundaria requeridos para la formacion del nudo
en cada subunidad’®. Esto permite determinar la presencia de un nudo en diversos sustratos

disefiados en base a MJ0366 caracterizando la formacién de dimeros

5.1.2. Estabilidad y topologia de los sustratos anudados de MJ0366.

Para convertir a la proteina anudada MJ0366 en un sustrato para ClpXP se adicioné a su
extremo carboxilo terminal el péptido sefial ssrA (secuenciazAANDENYALAA)*! (Fig.8A).
Ademas, para facilitar su purificacion también se adiciond la secuencia del hexapéptido de
histidina entre el péptido ssrA y extremo carboxilo terminal de MJ0366. Experimentos de
cromatografia de exclusién molecular y curvas de estabilidad obtenidas en presencia de GdnHCI
y seguidas por dicroismo circular indican que la sefial ssrA y los residuos de histidina no afectan
la estabilidad (Fig.8B) ni el estado oligomérico (Fig.8C) de la proteina anudada. En el caso de
otros sustratos multidominios utilizados en esta tesis, tal como GFP-MJ0366-ssrA, sus perfiles
de elucion obtenidos a 500 nm (absorbancia caracteristica de GFP) también muestran una
especie correspondiente al peso molecular de un dimero. La formacion de un dimero en estos
sustratos, se corrobord mediante intercambio de subunidades (esquema en Fig.S2, pagina 54).
Al incubar GFP-MJ0366-ssrA con MJ0366-ssrA se observa la aparicion de una nueva poblacion

de moléculas con un peso molecular menor al homodimero de GFP-MJ0366-ssrA y mayor al
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Figura 8. Estabilidad y estado oligomérico de los sustratos anudados. A) Esquemas de los sustratos disefiados
para ClpXP. B) Curvas de estabilidad de MJ0366-WT y MJ0366-ssrA, obtenidas en funcién de cloruro de
guanidinio. Los valores de estabilidad obtenidos: AGH?° =9 + 0,3y 9 * 1 kcal/mol para MJ0366-WT y MJ0366-
SSrA, respectivamente, fueron determinados ajustando el cambio de la sefial de dicroismo circular a 220 nm a un

modelo de dos estados. C) Perfil de elucion de MJ0366-ssrA (— obtenida por absorbancia a 280nm; 24 kDa) y

GFP-MJ0366-ssrA (.. obtenida por absorbancia a 500 nm; 84 kDa) en cromatografia de exclusion molecular.
Los perfiles de elucién de los ensayos intercambio de subunidades entre GFP-MJ0366-ssrA y MJ0366-ssrA, se

estudiaron con una cantidades equimolares de ambos sustratos (—) y con un exceso de MJ0366-SSrA (-.-.).
En ambos casos las muestras fueron seguidas utilizando la absorbancia de GFP a 500 nm.

homodimero de MJ0366-ssrA lo que indica que ambas proteinas pueden formar dimeros con
subunidades intercambiadas (Fig.8C). Estos resultados demuestran que los sustratos utilizados

para ClpXP se encuentran plegados y anudados.

5.1.3. Degradacion de los sustratos anudados por ClpXP.

Los distintos sustratos anudados fueron sometidos a ensayos de degradacion por ClpXP segun
las condiciones descritas en metodologia. Como control de las preparaciones de ClpXP se
realizaron cinéticas de degradacion utilizando la proteina fluorescente verde (GFP) con la
secuencia sefial ssrA en su extremo carboxilo terminal (GFP-ssrA). Las cinéticas de degradacion

del sustrato GFP-ssrA fueron seguidas en un espectrofluorimetro mediante la desaparicion de

25



su fluorescenciaa 511 nm (Fig.9A). Como se observa en la figura 9A la fluorescencia disminuye
llegando a un plateau 0 meseta luego de 20 min. También las cinéticas de degradacion de GFP-
ssrA fueron seguidas mediante la fluorescencia en geles de SDS-PAGE (Fig.9B) (revisar
seccion 4.2.2. de metodologia para mayor detalle). Como se muestra en la figura 9C, Las
velocidades iniciales de degradacion de GFP-ssrA fueron determinadas mediante la variacion
temporal de la intensidad de la banda fluorescente de GFP-ssrA en el segmento lineal inicial de

la curva de progreso. Las velocidades iniciales a distintas concentraciones de GFP-ssrA fueron
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Figura 9. Cinéticas de degradacion de MJO0366-ssrA, GFP-ssrA y GFP-MJ0366-ssrA. A) Cinéticas de
degradacion de GFP-ssrA y GFP-MJ0366-ssrA seguidas por fluorescencia total de GFP a 511 nm (excitacién 467
nm). B) Cinéticas de degradacion de los sustratos (5 uM) seguidas geles de SDS-PAGE. La degradacién de
MJ0366-ssrA es seguida por tincion Coomassie y fluorescencia en gel para GFP-ssrA y GFP-MJ0366-ssrA. Para
GFP-MJ0366-ssrA se indica con una flecha roja el producto de degradacién parcial, y con una flecha negra la
banda secundaria del sustrato sin el péptido ssrA. C) Determinacién de velocidad inicial de degradacion de
sustratos de ClpXP observadas mediante ensayos en gel. D) Cinéticas ajustadas al modelo de Michaelis-Menten
utilizando diferentes concentraciones de sustrato (N = 3 para cada punto). Los pardmetros cinéticos se muestran
en Tabla 1.
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ajustadas al modelo hiperbolico de Michaelis Menten (Fig.9D), obteniendo valores de Km = 1,3
+0,2 UM y Kgeg = 1,1 £ 0,1 mint (Tabla 1). Dentro del error, los valores obtenidos son idénticos

a los reportados en literatura (1,1 uM y 1,4 min)** (1,5 uM y 1,2 min) %4,

Los ensayos de degradacion de MJ0366-ssrA seguidos por el cambio en la intensidad de la
banda de este sustrato por geles de SDS-PAGE, muestran que el sustrato anudado es facilmente
degradado por la maquinaria proteolitica (Fig.9B). En la figura 9B se observa que luego de 6
minutos ClpXP ha degradado précticamente todo MJ0366-ssrA lo cual ocurre sin la aparicion
de productos parcialmente degradados (Fig.S3, pagina 54). Los valores de los parametros
cinéticos obtenidos para MJ0366-ssrA (Km = 1,4 + 0,1 UM Y Keeg = 3,1 + 0,05 min't), son
similares a los parametros cinéticos de sustratos facilmente degradados por ClpXP 3. Por lo
tanto, el nudo en MJ0366-ssrA no presenta un impedimento al desplegamiento y degradacion

mediado por ClpXP.

En coherencia con estos resultados, las dindmicas moleculares de translocacion de MJ0366
han mostrado que el nudo de MJ0366 puede deslizarse y desanudarse por su extremo N terminal
antes de que este se alcance a apretar'®. Esto se debe a que el nudo de MJ0366 debe deslizarse
s6lo 17 aminoacidos para desatarse por su extremo N-Terminal. Para evitar que el nudo se desate
durante el proceso de degradacion de MJ0366, se disefid un sustrato con el domino de GFP su
extremo N-terminal (GFP-MJ0366-ssrA). En este sustrato multidominio, el dominio plegado de
GFP actia como un tapdn que restringe estéricamente la topologia anudada de MJ0366 mientras
ClpXP degrada MJ0366 desde su extremo C-terminal. De esta manera se pretende obligar a
ClpXP a enfrentarse a un nudo apretado durante la translocacion del dominio de MJ0366.
Interesantemente, GFP-MJ0366-ssrA mostré una altisima resistencia a la degradacion en los

ensayos cinéticos seguidos por fluorescencia total a 511 nm, ya que luego de 1 hora de

Tabla 1. Parametros cinéticos

Sustrato k deg (min-1) 2 Ky (1M) :
GFP-ssrA 1,L1+0,1 1,3+0,2
MJ0366-sstA 3,1£0,1 1,4+0,1
GFP-MJ0366-sstA 0,31 £0,01 0,5+0,05

? Determinadas por el ajuste hiperbdlico de la velocidades iniciales de
degradacion de la banda correspondiente al sustrato intacto v/s
concentracion de sustrato. N = 3 para cada concentracion de sustrato.
Se muestra el error asociado al ajuste hiperbolico.
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degradacion la fluorescencia es un 95% de la sefal inicial (Fig.9A). Para descartar que esta
resistencia a la degradacion se deba a que ClpXP no reconoce a GFP-MJ0366-ssrA, se elaboro
un ensayo de competencia (Fig.10A). Este ensayo consiste en comparar la velocidad de
degradacion de GFP-ssrA en presencia Yy ausencia del sustrato GFP-MJ0366-ssrA, si este ultimo
es reconocido por CIpXP este competira con GFP-ssrA por el sitio activo de la proteasa,
disminuyendo la velocidad de degradacion observada para GFP-ssrA. Como ese observa en la
figura 10A la velocidad de degradacion de GFP-ssrA disminuye en presencia del sustrato
competidor GFP-MJ0366-ssrA y es dependiente de la concentracion agregada de este (Fig.10B).
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Figura 10. GFP-MJ0366-ssrA es reconocido y degradado parcialmente por ClpXP. A) Cinéticas de
degradacion de GFP-ssrA (©) obtenidas en presencia de GFP-MJ0366-ssrA (@) y en presencia de una muestra
proteclizada de GFP-MJ0366-ssrA sin péptido sefial ssrA (a) (digerida por la proteasa TEV). B) Velocidad de
degradacion de GFP-ssrA en funcién de la concentracione del inhibidor GFP-MJ0366-ssrA. C) Cromatografia de
exclusion molecular, seguida a 500 nm del ensayo de degradacion de GFP-MJ0366-ssrA () y del control sin
ClpXP (—). El area del producto parcialmente degradado corresponde al 95% del area del pico cromatografico
sustrato en el control no enzimatico.
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El efecto inhibitorio desaparece si el péptido sefial ssrA de GFP-MJ0366-ssrA es eliminado por
un corte proteolitico realizado por la proteasa TEV? (Fig.10A). El conjunto de estos resultados
demuestra que ClpXP reconoce al sustrato multidominio GFP-MJ0366-ssrA a traveés de la sefial

SSrA, pero no puede degradarlo.

En las cinéticas de degradacion de GFP-MJ0366-ssrA seguidas por fluorescencia en gel
SDS-PAGE (Fig.9B), se aprecia que la desaparicion de la banda fluorescente de mayor tamario,
correspondiente GFP-MJ0366-ssrA, ocurre concomitantemente con aparicion de una banda
fluorescente de menor peso molecular correspondiente a un producto de degradacion parcial
(Flecha roja, en Fig.9B). Como la desaparicion de la banda fluorescente de GFP-MJ0366-ssrA
y la aparicion del producto parcialmente degradado ocurren sin un gran cambio en la
fluorescencia total de GFP (Fig.9A), se deduce que la mayor parte del sustrato es convertido por
ClpXP a un producto de degradacién parcial que retiene el dominio intacto de GFP. En
coherencia con lo anterior, cromatografias de exclusion molecular de los ensayos de degradacién
seguidos a 500 nm (Fig.10C) muestran que la poblacion de un producto parcialmente degradado
formado luego de 2 horas de degradacion corresponde al 95% de la concentracién de sustrato
inicial. Por lo tanto, el hecho de que se mantenga la fluorescencia de GFP y que GFP-MJ0366-
SSrA sea parcialmente degradado, indica que la detencion del proceso de degradacion ocurre

luego del desplegamiento de MJ0366 y antes del desplegamiento de GFP.

Cabe destacar, que en los ensayos cinéticos en gel presentan una banda fluorescente de un
tamafio levemente menor que GFP-MJ0366-ssrA. Esta banda se encuentra presente
preparaciones de sustrato no incubadas con ClpXP y su cantidad se mantiene intacta en
presencia de ClpXP (Flecha negra en Fig.9B). Por lo tanto, esta banda puede corresponder a una
poblacién del sustrato que carece del péptido ssrA. Para comprobarlo, las preparaciones de
sustratos fueron tratadas con proteasa TEV para eliminar especificamente el péptido ssrA del
extremo carboxilo terminal de GFP-MJ0366-ssrA. Como se observa en la figura S4 (pagina 55)
el tratamiento con TEV convierte las dos bandas del sustrato una sola banda fluorescente de
menor peso molecular. En caso de que la banda no degradable fuera una especie con el extremo
N-terminal del sustrato proteolizado, el tratamiento con TEV generaria dos bandas, ambas con
menores pesos moleculares menores que las intactas. En coherencia, en los espectros de masa
de GFP-MJ0366-ssrA se observa una especie con la masa tedrica del sustrato multidominio sin
el péptido ssrA (10 residuos menos que GFP-MJ0366-ssrA) (Fig.11).
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Figura 11. Tamafio del producto de degradacion parcial de GFP-MJ0366-ssrA. Espectros de masa, obtenidos
por desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF), del ensayo de degradacion de GFP-MJ0366-

ssrA a tiempo 0 (—) y a 120 minutos de degradacion (—.). Luego de la degradacion se observa la aparicion de
una nueva especie con un peso molecular de 33,9 kDa, que corresponde a GFP mas 48 aminoacidos (GFP-48aa).
A tiempo 0 se observan dos poblaciones de GFP-MJ0366-ssrA, una a un peso molecular 1,2 kDa menor que
coincide con el peso teérico de GFP-MJ0366 sin la sefial ssrA.

Los parametros cinéticos de la degradaciéon parcial de GFP-MJ0366-ssrA fueron
determinados a partir de la velocidad de desaparicion de la banda correspondiente al sustrato
intacto (Fig.9B, 9C y 9D). GFP-MJ0366-ssrA presentd una Km de 0,5 £ 0,1 uM y una a Kgeg de
0,31 + 0,01 min* similar a sustratos resistentes a la degradacion por ClpXP 53. Cabe destacar
que la Kgeg de GFP-MJ0366-ssrA es en realidad una constante de degradacion aparente,
determinada por la frecuencia con la que ClpXP degrada parte del dominio de MJ0366 y la
frecuencia con la cual ClpXP libera el producto parcialmente degradado. La disminucién en un
orden de magnitud de la kdeg cOn respecto a MJ0366-ssrA es un claro indicativo que el
mecanismo de degradacion del dominio de MJ0366 cambia en gran medida si su nudo esta
restringido estéricamente por GFP, y sugiere que CIpXP presenta una gran dificultad para

procesar el sustrato multidominio.

ClpXP libera sustratos muy dificiles de desplegar, evitando un gasto excesivo de ATP
%559 Sustratos multidominio formados por un dominio normalmente degradable por CIpXP y
un segundo dominio resistente, han mostrado que ClpXP al fallar repetidos intentos de
desplegamiento del segundo dominio, eventualmente se separa del sustrato generando un

producto de degradacion parcial®>®°. Estos resultados son similares a los descritos para
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GFP-MJ0366-ssrA, pero la radical diferencia es que el segundo dominio (GFP) es normalmente
degradado por ClpXP. De hecho en sustratos multidominio formados por GFP y el dominio 127
de titina (GFP-Titina-ssrA), GFP es degradada®. La Gnica manera de observar productos de
degradacion parcial de GFP-Titina-ssrA es a muy bajas concentraciones de ATP o en presencia
de ATPyS®, mientras que en los ensayos aqui realizados MJ0366 protege casi completamente
a GFP en condiciones saturantes de ATP. El tamafio de los productos de degradacion parcial,
de los sustratos multidominio descritos en literatura, corresponde al segundo dominio intacto
mas una “cola” (tail) de 36-38 residuos®**°. Esto se debe a que una cadena extendida de 36
residuos cubre la distancia necesaria para llegar desde la entrada del poro de ClpX al sitio activo
mas cercano de ClpP>*°5%°, Notablemente, la masa determinada por MALDI-TOF del producto
parcialmente degradado de GFP-MJ0366-ssrA es de 33,9 + 0.7 kDa, lo que corresponde al
dominio de GFP maés 48 + 6 residuos (GFP-48aa) (Fig.11). Estos extra 10-12 residuos pueden
ser razonablemente explicados por la formacion de un nudo incompresible entre GFP y el poro
de ClpXP. Estudios de pinzas dpticas y dindmicas moleculares de estiramiento de proteinas
anudadas indican que un nudo incompresible esta formado por 12-13 aminoacidos®%?. Por lo
tanto, estos resultados sugieren que a medida que ClpXP transloca MJ0366 el nudo se aprieta
contra GFP, lo que previene su desplegamiento y lleva a ClpXP a liberar un producto

parcialmente degradado (Esquema en Fig.13A, pagina 34).

5.1.4. Sustratos anudados multidominio con espaciadores de titina.

Para determinar si el nudo por si solo puede detener la degradacién mediada por ClpXP
o si requiere que el nudo se apriete contra un dominio plegado, es necesario aumentar la distancia
entre GFP y MJ0366. Esto se debe a que la poca distancia que hay entre el nudo de MJ0366 y
GFP (17 residuos) hace poco probable que el nudo se apriete antes de deslizarse hasta GFP y
por lo tanto que CIpXP se enfrente solo a un nudo apretado'®. Ademas aumentando la distancia
entre los dominios podremos determinar si ClpXP es capaz de translocar el nudo por su poro, lo
que no es claro aun, ya que la degradacion de MJ0366-ssrA se puede deber a que el nudo se
desata por el extremo N-terminal de MJ0366. Para aumentar la distancia se agregaron
polipéptidos desplegados de distintos tamafios entre ambos dominios (Fig.12A). Los
polipéptidos desplegados se obtuvieron de una doble mutacion del dominio 127 de titina (C47E
C63E) cuya estructura ha sido reportada desplegada en ausencia de agentes caotropicos”. Si el

nudo es capaz de detener a ClpXP, se deberian observar diversos productos de degradacién

31



parcial de mayor peso que GFP-48aa, y si es que el nudo es translocado por ClpXP se deberia
observar una menor proteccion de GFP. En los ensayos de degradacion de los sustratos
multidominio con espaciadores de 6, 41, 61 y 90 residuos, seguidos por fluorescencia en SDS-
PAGE (Fig.12B) y cromatografia de exclusion molecular (Fig.S5, pagina 55), se observo una
clara disminucion de la proteccion de GFP a medida que aumentamos el tamarfio del espaciador
(Tabla 2). Esto es un claro indicador de que el nudo por si solo no puede detener la degradacion

y que ClpXP puede translocarlo en algin punto del espaciador. Por otra parte, al aumentar el

A Titina Desplegada MJO366

B Tiempo (min)
0O 10 20 30 40 60 90 120 C

6aa
412aa T E T e e o e e

61aa ISR T R R IR ——

91aa

Figura 12. La proteccion de GFP es dependiente de su distancia con MJ0366. A) Esquema de los cuatro
sustratos con distintos largos de espaciador de titina entre GFP y MJ0366. Espaciador de 6 aminoacidos (GFP-
Titina®-MJ0366-ssrA), 41 aminoacidos (GFP-Titina*-MJ0366-ssrA), 61 aminoacidos (GFP-Titina®'-MJ0366-
ssrA) y los 90 aminoacidos del dominio 127 completo (GFP-Titina®-MJ0366-ssrA). B) Ensayos de degradacion
seguidos por fluorescencia en gel de SDS-PAGE. Los sustratos con espaciadores de 6 y 41 aminoacidos muestran
la formacién de un producto parcialmente degradado que migra con el mismo tamafio que el producto parcialmente
degradado GFP-48aa (flecha roja) obtenido luego de 2 horas de degradacion de GFP-MJ0366-ssrA (C) . Con largos
de espaciador de 41 aminoécidos o mayores, se observa un segundo producto de degradacion parcial de mayor
peso molecular que GFP-48aa.
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tamafo de los sustratos la velocidad de degradacion aumento lo que indica que los nudos no

impactan negativamente la velocidad de translocacion de ClpXP.

Al analizar el tamafio de los productos de degradacion parcial y compararlos con GFP-
48aa (Flecha roja, Fig.12B), se observd que los sustratos con espaciadores de 41, 61 y 90
generan productos de degradacién parcial de mayor tamafio que GFP-48aa, pero su
concentracion determinada por absorbancia cromatografia de exclusion molecular es sélo de un
~15% de la concentracion inicial de sustrato (Tabla 2 y Fig.S5, pagina 55). Sélo los sustratos
con espaciadores de 6 y de 41 residuos generan un producto de similar tamafio a GFP-48aa. La
formacion del producto GFP-48aa durante la degradacion del sustrato con un espaciador de 41
residuos implica que la formacion de este producto no es dependiente de la secuencia primaria
de MJ0366. Cabe destacar que todos los sustratos analizados estan anudados, ya que mantienen
la capacidad de formar dimeros y realizar intercambio de subunidades con MJ0366-ssrA (Tabla
2 y Fig.S6, pagina 56).

En base a los resultados obtenidos con GFP-MJ0366-ssrA y sus variantes con el
espaciador de titina es posible plantear un modelo minimo con dos posibles y excluyentes
eventos durante la degradacion de sustratos multidominios anudados (Fig.13). El sustrato puede
ser degradado de manera incompleta si el nudo de MJ0366 se desliza y aprieta contra GFP
(Fig.13A) o completamente si el nudo se aprieta antes de alcanzar GFP (Fig.13B). A medida
que se incrementa el tamafio del espaciador, aumenta la probabilidad de que el nudo se apriete
antes de llegar a GFP y sea translocado a través del poro de ClpXP. Esta situacién se propone

debido a la menor formacién de productos parcialmente degradados al aumentar el largo del

Tabla 2. Caracterizacion sustratos anudados para ClpXP.

Sustrato Peso Molecular Peso molecular Dimero kds g (mint) b % Degradacion
S.E.C. (kDa) @ teorico (kDa) Parcial ©

MJ0366-sstA 24 28 3,1 0

GFP-MJ0366-sstA 84 85 0,31 95

GFP-Titina%-MJ0366-sstA 81 87 0,63 85

GFP-Titina*!-MJ0366-sstA 95 94 0,96 15

GFP-Titina®'-MJ0366-sstA 101 99 0,75 18

GFP-Titina?-MJ0366-sstA 121 107 1,09 12

? Pesos moleculares estimados a partir del radio de giro correspondiente al volumen de elucidn en cromatografia de exclusién molecular.

b Aproximacion de la kdeg determinada a partir de la velocidad de inicial de degradacion en condiciones saturantes de sustrato (20 uM ). La

velocidad nicial fue determinada por la desaparicion de la banda correspondiente al sustrato intacto en SDS-PAGE. (N =1)

€ Determinado por el porcentaje del drea del pico comatogréfico del producto parcialmente degradado con respecto al drea del pico cromatografico

del sustrato en el control no enzimatico (Fig.S5).
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espaciador. La translocacién de un nudo colapsado o comprimido tiene sentido debido a que se
ha demostrado que el poro de CIpXP no es rigido y puede expandirse para translocar dos cadenas
polipeptidicas®®. Por otra parte, el hecho de que el nudo proteja de la degradacion a GFP al
apretarse contra ella es un claro indicativo de que en conjunto generan una barrera practicamente

infranqueable para ClpXP.

12aa

Nudo se Aprieta
Contra GFP

Desplegamiento
Translocacion

36 aa

Interrupciéon
dela
Degradacion

Degradacién

Nudo se
Aprieta Antes
de Llegar a GFP

—

El Nudo es
Translocado

Degradacion
del Nudo

Desplegamiento y
Degradacion de
GFP

Figura 13. Modelo para degradacion de sustratos anudados multidominio por ClpXP. ClpXP al enfrentarse
con un sustrato anudado multidominio puede generar dos resultados cuya probabilidad de ocurrencia depende de
la distancia entre el nudo y GFP. A) El nudo puede ser apretado contra GFP lo que provoca que ClpXP sea incapaz
de continuar con la degradacién. Eventualmente, ClpXP libera un producto de degradacion parcial compuesto por
el GFP mas 48 aminoacidos: 12aa que forman el nudo apretado y 36aa correspondientes al largo requerido para
llegar al sitio catalitico de ClpP. B) Si el nudo se aprieta lejos de un dominio plegado, ClpXP puede translocarlo y
continuar con la degradacién de GFP.
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5.2.  Obijetivo especifico 2.

5.2.1. Degradacion de proteinas con topologias anudadas en pinzas 6pticas.

Los experimentos cinéticos realizados en el objetivo especifico 1 no permiten estudiar las
velocidades de desplegamiento y translocacion de manera independiente. Estudiar
separadamente los eventos de desplegamiento y translocacion de MJ0366 es fundamental para
comprender como el nudo disminuye la velocidad de degradacion GFP-MJ0366-ssrA. En
ausencia de esta informacion mecanistica no es posible descartar explicaciones triviales, no
relacionadas con un nudo, tales como que MJ0366 se estabilice mecanicamente al fusionarse
con GFP.

Es por ello que llevamos estos ensayos de degradacién a pinzas épticas de alta resolucion, en
donde es posible observar de manera directa y a tiempo real como ClpXP degrada sus
sustratos®®. Como se muestra en la figura 14A la geometria de este ensayo requiere de la union
de ClpXP y su sustrato a esferas de poliestireno las cuales pueden ser atrapadas por trampas
Opticas creadas por un laser (revisar seccion 4.2.3 de metodologia para mayor detalle) .Al
acercar las esferas, ClpXP puede reconocer al sustrato y dar inicio a la reaccion, la cual es
seguida por el cambio en la distancia entre ambas esferas en el tiempo. Los eventos de
desplegamiento se observan como un incremento abrupto de la distancia en las esferas y los
eventos de translocacion como una disminucion paulatina de la distancia, ya que la translocacion
por ClpXP va acortando el polipéptido que ahora conecta ambas esferas®® (Fig.6B). El sustrato
disefiado para los ensayos en pinzas dpticas posee un dominio 127 de titina en el carboxilo
terminal (Fig. 7B y 14A). Este dominio se agregd para generar una ventana temporal de 1 a 2
segundos requerida para que el equipo pueda detectar la formacién de complejo ClpXP-sustrato
y colectar los datos de distancia entre las esferas. De esta forma, como ClpXP debe degradar
primero el dominio 127 de titina, podremos registrar los eventos de desplegamiento y
translocacion de MJ0366. ElI dominio de titina ademas sirve como control, ya que permite
comparar dentro de lamisma molécula la translocacion de un dominio con y sin nudo. El sustrato
fue purificado (Fig.14B), y modificado (Fig.14D y 14E) para unirse a las esferas de polestireno.
Ensayos de intercambio de subunidades (Tabla S1 y Fig.S7, pagina 57) y de degradacién
seguidos por fluorescencia en SDS-PAGE (Fig.14C), muestran que el sustrato GFP-MJ0366-
Titina-ssrA forma dimeros y una gran cantidad de producto de degradacion parcial, de manera
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Figura 14. Disefio y ensamblado del sistema de degradacion en pinzas dpticas. A) Geometria del ensayo de
degradacion de pinzas Opticas de doble trampa. ClpXs biotinilada se une a una esfera recubierta de streptavidina
(SA), mientras que el sustrato GFP-MJ0366- Titina-ssrA se une indirectamente una esfera de recubierta con
anticuerpos anti-digoxigenina a través de un fragmento de ADN de 3 kb. B) Gel de SDS-PAGE de la Purificacion
del sustrato GFP-MJ0366-Titina-ssrA C) Degradacion de GFP-MJ0366-Titina-ssrA por ClpXP, seguido por
fluorescencia en gel. D) Modificacion covalente del sustrato con un 6ligo de doble hebra de ADN, observandose
un cambio de peso molecular seguido por fluorescencia en gel. E) Ligacion del complejo sustrato-oligo a un
fragmento de ADN de 3 kb modificado con digoxigenina. Para controlar la eficiencia de ligacion, se digirid la
ligacion con Hindlll. Esto genera un fragmento de 740pb con el extremo que se une al sustrato. En una
electroforesis TBE-PAGE tefiida con GelRed observamos cémo la banda de 740 pb desaparece luego de la ligacion
y la aparicidn de especies de altos pesos moleculares que colocalizan con la fluorescencia de GFP a 511nm.

muy similar a GFP-MJ0366-ssrA. Todo esto es indicativo de que la adicion de la Titina no afecta

el estado topoldgico anudado de MJ0366, ni su resistencia a la degradacion por ClpXP.

Durante la estadia en Berkeley se logr6 montar este ensayo y observar como ClpXP
degrada GFP-MJO0366-Titina-ssrA, sin embargo, la baja cantidad de trayectorias obtenidas (20
en total), solo permiten analizar de manera cualitativa estos resultados. En la figura 15 se
muestran trayectorias de degradacion representativas de los distintos comportamientos de
ClpXP durante la degradacion del sustrato multidominio anudado. En la figura 15A, se observa
primero el desplegamiento de la Titina y su translocacion, y luego el desplegamiento de la

proteina anudada MJ0366. Sin embargo, durante la translocacion de MJ0366 ClpXP se separa
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del sustrato, lo que se refleja en la abrupta pérdida de tension y el gran aumento en la extension.
Tambiéen se observaron pausas durante la translocacion de la proteina anudada seguida de una
translocacion a menor velocidad (Fig.15B y 15C). Se observaron pausas anormalmente largas
una vez que MJ0366 ha sido translocada, es decir cuando la translocacion disminuye la
extension a un valor similar al que tenia antes del desplegamiento de MJ0366 (Fig.15B). Por
altimo, se pudo observar un caso poco comun (s6lo una vez), en donde se observa la degradacién
de los tres dominios incluyendo a GFP (Fig.15D). Este ultimo ensayo es de suma importancia
debido a que corrobora que el sistema estd completo y todas sus proteinas plegadas.
Interesantemente, en esta trayectoria la extension translocada de MJ0366 es mayor al cambio en
la extension de su desplegamiento, difiriendo de las demas trayectorias en donde la extension
de translocacion es igual o menor a la desplegamiento. Esto se podria deber a que en este caso
ClpXP puede translocar ademas el nudo compacto de MJ0366.

Las pausas previas al desplegamiento de MJ0366 fueron bastante cortas (de 2 a 4 segundos),
este tiempo refleja la cantidad de intentos que requiere ClpXP para desplegar MJ0366 y se
relaciona de manera directa con la facilidad de ClpXP para desplegar sustratos (la constante de
desplegamiento (Kqes))®°. Los tiempos de espera para el desplegamiento de MJ0336 son menores
respecto a lo reportado para proteinas no anudadas®, lo que indica que el nudo per se no es un
factor que confiera una resistencia al desplegamiento mecanico mediado por ClpXP. Por otra
parte, una vez desplegada la estructura de MJ0366 su velocidad de translocacion no se afecta
significativamente, debido a que su velocidad de translocacion libre de pausas es similar a la de
la titina y GFP (compare las pendientes de translocacion en la figura 15). Durante la
translocacion de MJ0366 se observaron algunas pausas de 3 a 4 segundos las cuales son de
similar duracion a las reportadas durante la translocacion de otras proteinas (Fig.6, pagina 14)%.
Sin embargo, se observaron pausas largas cuando MJ0366 ya ha sido translocada y ClpXP
intenta desplegar GFP, en estos casos la proteasa puede detenerse por mas de 5 minutos
(Fig.15B). Estos tiempos de espera para desplegar GFP son completamente inusuales, ya que
ClpXP despliega GFP en 9 + 1,4 segundos en ausencia de un nudo®. Estos resultados permiten
afirmar que la baja kqeg de GFP-MJ0366-ssrA observada en los experimentos in multiplo o en
solucion, se debe a una disminucion de la velocidad de desplegamiento de GFP y no porque
MJO0366 se estabilice mecanicamente ni porque el que el nudo disminuya la velocidad de

translocacion.
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Figura 15. Trayectorias de degradacion del sustrato multidominio para pinzas Opticas. Trayectorias de
degradacion representativas, en donde se pueden observar eventos de desplegamiento ('¥), translocacion, pausas
durante la translocacion (V) y pausas largas luego de translocar MJ0366 (V). Los datos crudos de extension vs

tiempo fueron filtrados y reducidos a 1000Hz (—) y a 2,5Hz (—=). La fuerza durante las trayectorias oscil0 entre
A) 6,75-7,25 pN, B) 6,5-7,0 pN, C) 8,7-9,5 pN, D) 4,75-5,5 pN.
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6. DISCUSION

Diferentes autores han propuesto que las proteinas con topologias anudadas son sustratos
dificiles de desplegar mecanicamente por proteasas dependientes de ATP?*, En contraste,
nuestros experimentos muestran que una proteina anudada tipo 3; MJ0366 es facilmente
desplegada por ClpXP. Ademas, reportamos que CIpXP es capaz de translocar a través de su
poro el nudo 3: de MJ0366. Sin embargo, el nudo 31 no es completamente silente, ya que puede
detener completamente el proceso de degradacion si se aprieta contra un dominio plegado en

sustratos multidominio.

6.1.  Mecanismo de proteccion de GFP por el nudo.

El modelo propuesto en la figura 13A, en donde el nudo protege a GFP al apretarse contra esta,
se basa en la observacion de un producto de degradacion parcial correspondiente a GFP-48aa.
Sin embargo, los espectros de las masas obtenidos por MALD-TOF presentan una distribucion
ancha con un maximo correspondiente al peso de la especie GFP-48aa (Fig.11). Las masas
comienzan en un valor de m/z correspondiente a GFP-42aa y termina en GFP-54aa. De esta
manera el tamarfio del producto parcialmente degradado es en realidad GFP-48aa * 6 residuos.
Esta variabilidad puede ser originada por diferentes grados de compactacién del nudo, que parte
del nudo ingrese al poro de ClpXP o que ClpP genere cortes proteoliticos en sitios distintos.
Alternativamente, el ancho de la distribucién de la sefial puede ser explicado por una limitacion

instrumental.

Se intentd mejorar las sefiales disminuyendo las concentraciones de sales, de ATP y del
amortiguador mediante diélisis, columnas de desalting, de exclusién molecular y precipitacion
de proteinas con acido tricloroacético, pero no observamos mejoras sustanciales en la
distribucion de masas. También, se intent6 concentrar las muestras en Amicon Ultra-Centrifugal
Filter Units, pero GFP-48aa se adhiere a los filtros. Alternativamente, los productos de
degradacion fueron extraidos de los geles SDS-PAGE por electro-elucion o por difusion de las

proteinas a solucion, pero no se obtuvieron sefiales.
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El tamafio de GFP-48aa permite inferir la presencia de un nudo apretado contra GFP,
pero no explica el mecanismo por el cual el nudo estabiliza a GFP. A diferencia de otros sustratos
de CIpXP, GFP es desplegada en dos pasos con una estructura intermediaria®*°. Primero ClpXP
separa la hebra beta 11 del extremo C-terminal de GFP formando una estructura intermediaria,
luego debe translocar rapidamente este segmento desplegado para desestabilizar la estructura
intermediaria y prevenir el replegamiento de GFP>*. En este escenario, la presencia de un nudo
apretado puede impedir la degradacion de GFP evitando la extraccion de la hebra beta 11 y/o
favoreciendo su replegamiento. Una posibilidad es que el nudo actie como un resorte,
absorbiendo parte de la fuerza aplicada por CIpXP, o que el nudo dificulte la entrega efectiva de
trabajo a GFP al deformar/expandir del poro de ClpXP disminuyendo su sujecion o grip al
sustrato. En ambos casos, la fuerza neta aplicada a GFP quedaria bajo el umbral mecénico
requerido para separar y desplegar la hebra beta 11 del extremo C-terminal de GFP.
Alternativamente, como el desplegamiento de GFP requiere también sobrepasar una barrera
cinética, el abultamiento de la cadena polipeptidica, generado por el nudo, podria disminuir la
frecuencia con la cual ClpXP transloca la hebra beta 11 por debajo la frecuencia de
replegamiento de GFP. Esta ultima alternativa puede ser descartada debido a que no se
observaron eventos de replegamiento de GFP en las trayectorias de degradacion en pinzas
Opticas. Por el contrario, las trayectorias obtenidas por pinzas opticas como las de la figura 15A
y 15C muestran que ClpXP se separa del sustrato durante el proceso de translocacién, lo cual
no ha sido observado en trayectorias de degradacién de proteinas de similar tamafio como los
de filamina (100 residuos)®?. Esto indica que el nudo protege a GFP mediante disminucion de la

entrega efectiva de trabajo debido por la pérdida de sujecion de ClpXP por el sustrato.

El estado dimérico de los sustratos anudados multidominio fue utilizado para determinar
la presencia de nudos en su estructura pero no se evalud directamente si la presencia de un
dimero es un factor que debe ser tomado en cuenta en su mecanismo de degradacion. Ensayos
de degradacion de otros sustratos diméricos, han mostrado que cuando CIpXP se enfrenta a un
dimero formado por un monomero que posee la sefial ssrA y otro que no, ClpXP es incapaz de
degradar al mondémero sin la sefial®. Otros estudios con sustratos diméricos con ambos
monomeros con la sefial ssrA, han mostrado que ClpXP no degrada de manera conjunta los
mondmeros, sino que degrada un monémero Y libera al otro a la solucién’®. Esto ocurre aun

cuando las sefiales ssrA de los mondmeros se localizan muy cerca entre si’®. Estos antecedentes
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indican que el mondmero que es reconocido y degradado por ClpXP no arrastra al otro
monomero a la cavidad proteolitica de ClpXP. Acorde con estos antecedentes, en los ensayos
de degradacién de proteinas multidominio anudados, la banda fluorescente de los monémeros
sin la sefial ssrA se mantiene constante (Fig.9B y 12B). Como los mondmeros sin la sefial ssrA
pueden formar dimeros con un mondmero con la sefial ssrA, el hecho de que no sean degradados
(Fig.9B y 12B) demuestra que ClpXP no degrada conjuntamente los mondmeros de los sustratos
utilizados. Por lo tanto, el estado dimérico de los sustratos anudados no es un factor que afecte
su mecanismo de degradacion ni explique la proteccion de GFP reportada en esta tesis.

La formacion de dimeros a través de MJ0366 afecta el grado de pureza y homogeneidad
de las preparaciones de los sustratos multidominio, lo cual también puede afectar los parametros
cinéticos reportados en esta tesis. Los cromatogramas de exclusiébn molecular de las
preparaciones de los sustratos multidominio, presentan un hombro cuyo peso molecular es
menor al esperado respecto a los sustratos diméricos y retiene la absorbancia de GFP a 500 nm
(Fig.S6, pagina 56). Al colectar la fracciones correspondientes a los hombros y cargarlas en un
gel SDS-PAGE se aprecia una banda cuyo peso molecular corresponde al esperado para el
sustrato multidominio y una banda adicional correspondiente al tamafio de MJ0366-ssrA
(Fig.S8, pagina 57). Esto indica que las especies que forman los hombros son heterodimeros
constituidos por monémeros de los sustratos multidominio unidos a monémeros de MJ0366-
ssrA. En coherencia, los experimentos de intercambio de subunidades muestran que el hombro
presenta un volumen de elucion idéntico al heterodimero formado por el intercambio de
subunidades (Fig.S6). Es probable que dentro de la célula los sustratos multidominio sufran un
corte proteolitico que separe GFP de MJ0366-ssrA 'y como MJ0366-ssrA retiene la capacidad
de formar dimeros, puede formar dimeros con un mondmero intacto del sustrato multidominio
dando origen al hombro. Debido a que esta contaminacidn posee la sefial de degradacion ssrA
su presencia puede actuar como un sustrato competitivo en los ensayos de degradacion. Sin
embargo, y a pesar de ello, la interpretacion y analisis comparativo de las kqeg entre los diferentes
sustratos multidominios no es afectada debido a que la contaminacién de MJ0366-ssrA es
similar entre todas las muestras con un 15 a un 27% de mondmeros de MJ0366-ssrA (Tabla S2,
pagina 58). Ademas, una contaminacion de un 20% no puede explicar la diferencia de un orden
de magnitud entre la Kgeqg de MJ0366-ssrA y la de GFP-MJ0366-ssrA.
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6.2. Tension en los ensayos de degradacion realizados en pinzas
opticas.

Para desplegar a sus sustratos en la célula ClpXP aplica fuerza Gnicamente en uno de los
extremos del sustrato. Sin embargo, la geometria utilizada en los ensayos de pinzas Opticas
aplica fuerzas en ambos extremos del sustrato. Esto se debe a que el sustrato es sometido a una
fuerza aplicada por ClpXP sobre su extremo C-terminal y también sometido a una fuerza
aplicada en direccion opuesta por la esfera de poliestireno unida a su extremo N-terminal. Esta
geometria puede afectar tanto el comportamiento del sustrato como el de ClpXP. Por ejemplo,
si la fuerza aplicada al sistema es muy alta es posible que las proteinas se desplieguen
espontaneamente por la tension generada por las trampas dpticas y no por la actividad de ClpXP.
Debido a que ClpXP degrada a los sustratos multidominio de manera secuencial, solo puede
desplegar al dominio con el que se encuentra en contacto directo. Esto permite facilmente
diferenciar los eventos de desplegamiento independientes de ClpXP, ya que estos no son
seguidos por una etapa de translocacion. Para reducir estos eventos de desplegamiento
independiente se mantuvieron los ensayos en un rango de fuerzas de 5 a 10 pN, en donde ya ha
sido reportado que sustratos con dominios de GFP pueden mantenerse en tension por varios
minutos sin desplegarse®®. Similarmente, ensayos de degradacion en pinzas 6pticas de sustratos
con dominios 127 de titina han mostrado que solo un 5% de los eventos de desplegamiento
observados son independientes de ClpXP 7’. Para el caso de MJ0366, en nuestro laboratorio se
han realizado experimentos de estiramiento a fuerza constante en pinzas opticas, en donde el
dominio de MJ0366 se despliega con una constante de 0,0086 s* a 10 pN , es decir que en
promedio se despliega luego de 120 segundos. De manera que la probabilidad de que los
dominios del sustrato GFP-MJ0366-Titina-ssrA se desplieguen de manera independiente
durante las trayectorias de degradacion es baja. Sin embargo, en el caso de las proteinas
anudadas la tensidn puede generar artefactos adicionales que complejizan la comparacion de las

trayectorias in singulo con los resultados obtenidos in multiplo o en solucién.

La tension puede alterar en gran medida la dindmica de apretamiento de los nudos, ya
que al desplegarse una proteina anudada en pinzas Opticas, su cadena polipeptidica es
rapidamente estirada compactando al nudo®435657, De esta manera, el proceso de translocacion

en pinzas opticas puede comenzar con un nudo de menor tamafio que en los ensayos en solucion.
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En consecuencia, la tension deberia aumentar la probabilidad de que el nudo se apriete antes de
llegar a GFP y que CIpXP pueda translocarlo y degradar GFP. Sin embargo, en pinzas opticas
no se observé un enriquecimiento de estos eventos en comparacion a los ensayos en solucion de
GFP-MJ0366-ssrA. La tension afecta también el comportamiento de un nudo luego de apretarse.
En dinamicas de translocacion de proteinas se ha observado que bajo fuerza constante un nudo
apretado tiende a inmovilizarse’®"®, sobre todo cuando es tensado con fuerza en direcciones
opuestas’®. Por el contrario, al aplicar fuerza de manera periodica (ciclos de fuerza constante
interrumpidos por pausas sin fuerza) el nudo puede expandirse cuando se le deja de aplicar
fuerza, permitiéndole moverse en el préximo periodo de fuerza’. En los ensayos en solucion,
ClpXP degrada sus sustratos aplicando fuerza de manera periddica en un ciclo acoplado a la
hidrélisis de ATP. Debido a la presencia de una constante fuerza de tension en los ensayos de
pinzas opticas, no es posible observar los efectos de la aplicacion de fuerza periddica durante

translocacion de polipéptidos anudados.

Otra consecuencia de la tension sobre el sistema es el incremento de la probabilidad de
separacion de ClpXP del sustrato. A diferencia de los ensayos en solucién, en pinzas opticas
ClpXP degrada a sus sustratos en presencia de una fuerza de oposicion. Por ello, si CIpXP pierde
por un instante sujecion por el sustrato, la fuerza de oposicion extraera el sustrato del poro de
ClpXP separandolos. Esto fue observado en la mayoria de las trayectorias obtenidas, que como
se muestra en la figura 15A y 15C, ClpXP se separa mientras transloca el dominio anudado de
MJO0366. En estas trayectorias ClpXP despliega, transloca y se separa de MJ0366 en solo 8
segundos (Fig.15A) y 7 segundos (Fig.15C). Estos tiempos no tienen coherencia con el valor de
la constante de degradacion de GFP-MJ0366-ssrA (0,31 mint), en donde en promedio ClpXP
se tarda alrededor de 3 minutos en degradar parcialmente al dominio de MJ0366 de este sustrato
multidominio. Estos resultados sugieren que en pinzas opticas la fuerza de oposicion, asociada
la pérdida de sujecién por la presencia de un nudo, aumenta la frecuencia con la que ClpXP se

separa los sustratos en comparacion con los ensayos en solucion.
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6.3.  Interpretacion de las cinéticas de degradacion de los sustratos
multidominio con espaciadores de titina.

Ademas de determinar el efecto estabilizante del nudo sobre GFP, también exploramos
la habilidad de ClpXP de translocar o deslizar el nudo 31 de MJ0366, utilizando distintos largos
de espaciadores de titina. EI aumento de la distancia entre GFP y MJ0366 aumenta la
probabilidad de que el nudo se apriete durante la translocacion, ya que como se ha observado
en dindmicas de translocacion, los nudos se aprietan con mayor frecuencia cuando estos se
encuentra a mayor distancia de los extremos terminales de la proteina (nudos de mayor
profundidad)®°. Al aumentar el largo de los espaciadores, se observé que la formacion de
productos de degradacion parcial disminuye notablemente. Estos resultados muestran que la
probabilidad de que un nudo apretado por si solo detenga a ClpXP es baja, debido a que la
desaparicion de la banda correspondiente GFP-48aa no es compensada por la formacién de
productos de degradacion parcial de mayor tamafio. Ademas indican que CIpXP no desliza los
nudos suavemente hasta GFP, ya que a medida que aumentamos la distancia del espaciador por
sobre 41 residuos no observamos formacion del producto de degradacién parcial GFP-48aa.
Mas bien, estos resultados pueden ser explicados por un modelo en donde ClpXP es capaz de
translocar un nudo apretado si este se forma durante la translocacion de los espaciadores de
titina, permitiendo a ClpXP continuar con la degradacion de GFP. Por lo que la proteccion de
GFP depende casi de manera exclusiva del apretado del nudo contra ella.

La probabilidad de que ClpXP transloque al nudo o que lo apriete contra GFP, no solo
afecta el grado de proteccion de GFP sino también la velocidad de degradacién de los sustratos
multidominio. A diferencia de lo planteado en la hipétesis, el nudo 31 de MJ0366 no disminuye
en gran medida la velocidad de translocacidn, ya que los ensayos al aumentar el largo del
espaciador de titina la velocidad de degradacion de los sustratos anudados aumenta (Tabla 2).
Los sustratos con espaciadores mas cortos, que son los que forman una mayor cantidad de GFP-
48aa, tienen una menor constante de degradacion (Kqeg). Esto sugiere que el apretado del nudo
contra GFP seguido de la liberacién de GFP-48aa por ClpXP es un proceso especialmente lento.
Interesantemente, nuestros resultados en pinzas épticas muestran que las pausas mas largas
ocurren cuando MJ0366 ya ha sido translocada y ClpXP intenta desplegar GFP (Fig.15B), que
es precisamente cuando se forma el producto parcialmente degradado GFP-48aa. Una forma de
comprender esto es que al apretarse el nudo contra GFP (Fig.13A), ClpXP intenta muchas veces
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desplegarla antes de liberar el producto parcialmente degradado, haciéndolo un proceso lento.
Por ello, es plausible que el incremento de la kqeg Observado al aumentar la distancia entre GFP
y MJ0366 incremente la probabilidad de translocar el nudo y seguir una via alternativa mas
rapida descrita por el modelo de la figura 13B.

La proteccién variable de GFP observada como funcién del largo de los separadores de
titina puede compararse con resultados de dindmicas moleculares de nudos apretados en
polimeros. A nivel molecular, se han descrito dos comportamientos: nudos difusivos y no-
difusivos. Los nudos difusivos han sido observados en polimeros homogéneos como el
ADN8%8! en donde al formarse un nudo apretado las fluctuaciones térmicas le permiten difundir
o deslizarse suavemente a través de la cadena polimérica. Por el contrario, los nudos apretados
en polimeros no homogéneos como las proteinas presentan un comportamiento no-difusivo®1°.
El comportamiento no difusivo se debe a las distintas propiedades y tamafios de las cadenas
laterales, y a las distintas geometrias locales a lo largo de la cadena polipeptidica que estabilizan
en distinto grado a los nudos. Por ejemplo, segmentos de la cadena polipeptidica con residuos
de prolina tienden a inmovilizar los nudos debido a los quiebres que generan en la cadena
polipeptidica®°, o segmentos con cadenas no polares generan interacciones dentro del nudo que
lo estabilizan. Por lo tanto, en las dindmicas de translocacion de proteinas anudadas los nudos
no se deslizan suavemente sino que tienden a apretarse e inmovilizarse en ciertos segmentos de
la cadena polipeptidica®®. Nuestros resultados son la primera evidencia experimental que apoya
al comportamiento no difusivo de los nudos en proteinas, ya que al aumentar la distancia entre
GFP y MJ0366, ClpXP transloca el nudo en vez de deslizarlo hasta GFP.

Debido al comportamiento no-difusivo es posible que los nudos obstruyan la translocacion
mediada por proteasas dependientes de ATP, si es que estas presentan poros de menor diametro
que ClpXP o si degradan sustratos con nudos de mayor complejidad. Recientemente, se estird
en pinzas opticas un nudo complejo tipo 5, presente en la proteina UCHL1 (homdlogo de la
ubiquitina hidrolasa humana) cuyo estado compacto abarca 40 residuos con un diametro de 45
A *3 mucho mayor a los 16 A del nudo apretado 3; de MJ0366. Por lo tanto, este nudo 5, podria
obstruir hasta el poro expandido de CIpXP que es de ~20 A de didmetro.
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6.4.  Relacion entre la interferencia de los nudos en procesos de
degradacion y su baja representacion en la naturaleza.

Durante las ultimas décadas ha habido un amplio debate sobre porqué existen tan pocas
proteinas anudadas, inicialmente se propuso que el anudado de la cadena polipeptidica sugeriria
una gran complicacion para el eficiente plegamiento de las proteinas?®*, especialmente en
proteinas con nudos profundos®?. Sin embargo, a pesar de que el paso limitante en el plegamiento
de estas proteinas es la formacion del nudo?®3034%  las proteinas anudadas se pliegan
eficientemente y en escalas de tiempo similares a las proteinas sin nudos®*2’. Acorde con esto,
la proteina anudada MJ0366 se pliega correctamente incluso cuando se le agregan 200 residuos
en el extremo N-terminal y 100 en el extremo C-terminal, como es el caso del sustrato GFP-
MJO0366-Titina-ssrA. Por lo tanto, desde el punto de vista del plegamiento, los sustratos
multidominio anudados utilizados en esta tesis sugieren que el plegamiento de las proteinas
anudadas no es un proceso tan dificil como para explicar por si solo la seleccion negativa de
estas. Esta tesis apoya una explicacion alternativa, presentando la primera evidencia
experimental de que las topologias anudadas afectan un proceso biolégico vital para las células,
como es el reciclaje controlado de proteinas. Por lo tanto, las secuencias de proteinas anudadas
no solo han sido seleccionadas por su habilidad de formar estructuras unicas, sino que ademas

por su habilidad de ser degradadas.
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/. PROYECCIONES

Los resultados de este trabajo conforman las bases para continuar con la investigacion de la
translocacion de proteinas anudadas, utilizando ClpXP asi como también otros sistemas que
requieren translocar proteinas por poros estrechos. Es posible modificar los sustratos utilizados
en este trabajo con las sefiales de reconocimiento para el poro mitocondrial, sistemas de
secrecion y otras proteasas dependientes de ATP como el proteasoma y CIpAP. Esto permitiria
tener una vision clara del comportamiento de las topologias anudadas durante la translocacion.
Actualmente se estan alterando los sustratos anudados multidominio para ser importados a la
mitocondria, esto permitira no solo probar un nuevo sistema sino que realizar ensayos de

translocacion in vivo.

Con respecto a los estudios con ClpXP, estamos generando sustratos multidominio con
espaciadores de titina de largos de 10, 20 y 30 residuos. Esto permitira determinar con mayor
resolucion la relacion entre la probabilidad de que se apriete el nudo de MJ0366 con la distancia
que debe deslizarse. Ademas, si encontramos un sustrato que, en igual o similar proporcién se
transloque el nudo y se deslice contra GFP, permitiria comparar con mayor facilidad mecanismo
de estos eventos en pinzas Opticas. Por otra parte, la degradacion por ClpXP de un sustrato con
un nudo de mayor complejidad es uno de los experimentos mas evidentes a realizar. La

ubiquitina hidrolasa UCHL1 con un nudo 5 es un potencial candidato.
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8. CONCLUSIONES

-El nudo 3; de la proteina MJO366 no otorga especial resistencia al

desplegamiento mecéanico mediado por ClpXP.

El nudo 3; no disminuye significativamente la velocidad de translocacion
de ClpXP.

-El nudo 3; es capaz de detener la degradacion mediada por ClpXP al
apretarse contra un dominio plegado como el de GFP, disminuyendo la
sujecion por el sustrato y forzando a la proteasa a liberar un producto
parcialmente degradado con el dominio intacto de GFP méas 48

aminoacidos.

-Los nudos 3; tienen un comportamiento no difusivo y pueden ser

translocados por ClpXP si estos se aprietan lejos de un dominio plegado.
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10. MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura S1. Sustratos anudados que no se continuaron estudiando. A) SDS-PAGE del test de expresién de los
distintos sustratos anudados multidominio con las que se comenzo este proyecto. La expresion de las proteinas
anudadas multidominio fue seguida por fluorescencia en gel, cargando los sobrenadantes obtenidos de la lisis de
bacterias inducidas por 3 hr con 1 mM de IPTG. La expresion de GFP-VirC2-ssrA fue muy baja y tampoco
logramos expresarla en otras cepas cepas como C41 y pLysS. GFP-Rds3p-ssrA tuvo baja expresion y se observa
una banda con chorreo, claro signo de degradacion en la célula. B) Ensayos de competencia utilizando GFP-Rds3p-
ssrA como inhibidor, demuestran que esta proteina no es reconocida como sustrato por ClpXP, debido a que esta

no es degradada (4A) no compite con GFP-ssrA (#). Probablemente esta proteina de fusion carece del ssrA. C) La
degradacion de GFP-HP0242-ssrA no presentd mayor dificultad para ClpXP, degradando la proteina multidominio
a velocidades similares a GFP-ssrA. Cdmo HP0242 es 90 aminoacidos mas grande que MJ0366, es probable que
ClpXP degrade este sustrato anudado multidominio de manera similar a GFP-Titina®0-ssrA.
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Figura S2. Esquema experimentos de intercambio de subunidades. Los homodimero de GFP-MJ0366-ssrA
son incubados con homodimeros de MJ0366-ssrA (izquierda). Como la interfase dimérica de estos homodimeros
es la misma las los dominios de MJ0366 dimerizan aleatoriamente, formando heterodimeros con subunidades

intercambiadas.

0 1 2 3 min

<« MJ0366-ssrA

Figura S3. MJ0366-ssrA es degradado sin generar productos de
degradacion parcial. Cinética de degradacion de MJ0366-ssrA seguida
por tincion Coomassie en gel SDS-PAGE. No se observa formacion de
especies de menor peso molecular que MJ0366-ssrA.
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- + + - Proteasa TEV
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Figura S4. Caracterizacion de banda fluorescente secundaria. Fluorescencia en gel SDS-PAGE del sustrato
multidominio GFP-MJ0366-ssrA, tratado con la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) y/o ClpXP. La
proteasa TEV realiza un corte proteolitico especifico que permite escindir la sefial ssrA del C-terminal del sustrato.
El corte realizado por la proteasa TEV lleva a la formacién de una Unica especie homogénea de menor tamafio,
demostrando que la banda fluorescente secundaria carece del péptido sefial ssrA en su extremo C-terminal. De la
misma manera que la banda secundaria, la especie sin las sefiales en su C-terminal no es degradada por ClpXP.
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Figura S5. Cromatogramas de ensayos de degradacion de sustratos multidominio. Cromatogrmas de los
sustratos A) GFP-MJ0366-ssrA B) GFP-1276-MJ0366-ssrA C) GFP-1274-MJ0366-ssrA D) GFP-127%1-MJ0366-
ssrA and E) GFP-127%1-MJ0366-ssrA incubados por 2 horas en presencia de CIpXP (—- ) o en ausencia de ClpXP
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Figura S6. Sustratos con espaciador de titina estan anudados. Cromatografias de exclusién molecular de los
sustratos con espaciador de Titina; A) GFP-Titina®-MJ0366-ssrA, B) GFP-Titina**-MJ0366-ssrA, C) GFP-Titina®!-
MJ0366-ssrA y D) GFP-Titina®-MJ0366-ssrA. Los cromatogramas seguidos a 500 nm de las preparaciones de los

sustratos multidominio (

) muestran un pico principal del tamafio esperado para el homodimero de cada sustrato

respectivo (Tabla 2). Al incubar los sustratos multidominio con MJ0366-ssrA en concentraciones equimolares
(===) 0 con un exceso de MJ0366-ssrA (===) Se Obseva la formacion de una nueva especie de menor peso

molecular.
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Absorbancia 500 nm (mUA)

Figura S7. GFP-MJ0366-Titina-ssrA se pliega correctamente.
Cromatogramas de exclusién molecular seguidos a 500 nm del
sustrato GFP-MJ0366-Titina-ssrA solo (— ), incubado con una
cantidad equimolar de MJ0366-SSrA (=== ) 0 CON UN exceso de
MJ0366-SSTA (amm).

Tabla S1. Peso molecular GFP-MJ0366-Titina-ssrA

Sustrato Peso Molecular Peso molecular Dimero
S.E.C. (kDa) teorico (kDa)
GFP-MJ0366-Titina-ssrA 105 106
Volumen de Flucién (ml)
Q
&
N
> &
S S S
(9 S <
& N [y
& & o
o3 o S
¥ ¢
(kDa)
70 Rl
55—
25
15
—

Figura S8. Caracterizacion de hombros cromatogréaficos. Gel SDS-PAGE de fracciones
colectadas de la cromatografia de exclusién molecular de GFP-titina®-MJ0366-ssrA. El pico
principal esta formado por el sustrato multidominio completo (54 kDa) y el pico secundario u
hombro, presenta una contaminacion con peso molecular similar a MJ0366-ssra
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Tabla S2. Grado de contaminacion de las preparaciones

Sustrato % Mondémeros
MJ0366-ssrA @
GFP-MJ0366-sstA 20
GFP-Titina%-MJ0366-sstA 27
GFP-Titina*'-MJ0366-ssrA 15
GFP-Titina%'-MJ0366-sstA 20
GFP-Titina®°-MJ0366-ssrA 27

a8 E] porcentaje de heterodimeros fie determinado por el porcentaje del area del

hombro con respecto al area total del pico cromatografico a 500 nn (Fig.S5). A
partir del porcentaje de heterodimeros se calculo el porcentaje de mondmeros
de MJ0366-ssrA con respecto a los monomeros totales de cada preparacion.
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