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Resumen

RESUMEN

El descubrimiento de los condensados biomoleculares formados mediante la
separacion de fases liquido-liquido por parte de ciertas proteinas como las
intrinsecamente desordenadas, que carecen de estructura estable en condiciones
fisiologicas, ha supuesto un cambio de paradigma en la vision imperante de la
secuencia, estructura y funcion de las proteinas. Esta tesis busca ampliar el
conocimiento actual sobre las transiciones fisico-quimicas de estas proteinas
mediante el estudio del amiloide funcional CPEB3 de humano (hCPEB3), implicado
en la consolidacion de la memoria. hCPEB3 es una proteina prionoide de union a
ARN cuya forma agregativa tiene un papel clave en la activacion de la traduccion de
proteinas que regulan la plasticidad sinaptica en el hipocampo. En su estado inactivo,
hCPEB3 forma parte de los granulos neuronales que reprimen la traduccion de ARN

requerida para la memoria a largo plazo.

Las principales técnicas usadas para entender las bases moleculares de las
funciones biolégicas de esta proteina han sido la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) de alta resoluciébn en disolucion, asi como métodos
computacionales y técnicas biofisicas.

Para comprender en detalle su funcidon, se han determinado las
conformaciones preferentes y la dinAmica de su regién N-terminal intrinsecamente
desordenada mediante espectroscopia de RMN. Con 426 residuos, se trata de la
segunda region intrinsecamente desordenada mas larga estudiada con detalle
atomico hasta la fecha. En primer lugar, se realizé la asignacion de esta region usando
una estrategia no convencional. Utilizando los desplazamientos quimicos, se calcul6
un ensamble de conférmeros representativos para los segmentos que presentan

estructuras preferenciales.

Por otra parte, a partir del andlisis de la secuencia utilizando herramientas
bioinformaticas, se han caracterizado la separacion y transicion de fases de hCPEB3
mediante el uso de técnicas biofisicas y microscopia, tanto in vitro como en células
neuronales. Ademas, los estudios sobre la interaccion de hCPEB3 con el amiloide
ABa2, la chaperona Hsp70 y el péptido inhibidor de poliglutamina 1 (QBP1) han
complementado la comprension de las interacciones que modulan la formacion de

amiloide.
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Los resultados obtenidos revelan diferencias interesantes entre los amiloides
funcionales y patolégicos; por ejemplo, los residuos de prolina actian como
“guardianes” en los primeros y se encuentran ausentes en estos ultimos. Todos estos
descubrimientos han permitido proponer un modelo para la regulacion de la
amiloidogénesis de hCPEB3 de acuerdo con su funcion en la consolidaciéon de la
memoria. La regulacion de este proceso es sofisticada e implica la interaccion de

diferentes elementos de su secuencia distantes entre si.
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Summary

SUMMARY

The discovery of biomolecular condensates formed via liquid-liquid phase
separation by certain proteins like intrinsically disordered proteins, which lack a stable
structure under physiological conditions, has changed long standing paradigms on the
relationships between protein sequence, structure and function. This thesis seeks to
better our understanding of the physical chemistry bases of these proteins’ phase
transitions by studying human CPEB3 (hCPEB3), a functional amyloid implicated in
memory consolidation. hCPEB3 is a prionoid protein which binds RNA whose
aggregated form plays a key role in activating the translation of proteins that regulate
synaptic plasticity in the hippocampus. In its inactive state, hCPEB3 forms part of
neuronal granules which repress the translation of RNAs required for long term

memory.

The main techniques used to understand the biological functions of this protein
have been high resolution nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, as well

as computational methods and biophysical techniques.

To understand the details of its function, the preferred conformations and
dynamics of the N-terminal intrinsically disordered region have been determined by
NMR spectroscopy. At 426 residues, this is second longest disordered region
characterized to date. First, the region was completely assigned using a non-
conventional strategy. Using conformational chemical shifts, ensembles of
representative conformations were calculated for segments containing preferred

structures.

After an initial analysis using bioinformatics tools, the phase transitions of
hCPEB3 were characterized by biophysics and microscopy methods, both in vitro and
in neuronal cells. Furthermore, studies probing the interaction of h\CPEB3 with amyloid
ABa2, the chaperone Hsp70 and the peptide polyglutamine inhibitor 1 (QBP1) providing

insights into the interactions that modulate amyloid formation.

The results uncover interesting differences between functional and pathological
amyloids; for example, proline residues act as gatekeepers in the former but are
absent in the latter. All these findings have led to the proposal of an integrating model

for regulated hCPEB3 amyloidogenesis which is in accord with the protein’s role in
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memory consolidation. The regulation of this process is sophisticated and involves

the interaction of distinct elements which are rather distant along the sequence.
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Introduccion

l. INTRODUCCION

Las proteinas son heteropolimeros no ramificados de 19 aminoécidos y el
iminoacido prolina (aunque cuando se habla del conjunto se les denomina a todos
ellos habitualmente como “aminoacidos”). Actualmente, la hipotesis mas aceptada
establece que estos polipéptidos se han originado como copolimeros constituidos al
azar por estas 20 unidades estructurales que fueron seleccionados evolutivamente
para adquirir y refinar sus diferentes propiedades quimicas, estructurales y
funcionales. Las interacciones hidrofobas, electrostaticas, de van der Waals y los
enlaces de hidrégeno entre estos residuos y con el entorno delimitan la
heterogeneidad fisico-quimica de las secuencias de amino&cidos resultantes y juegan

un papel clave en definir las propiedades estructurales de las proteinas.

Desde que en el afio 1958 John C. Kendrew determinara la estructura de la
mioglobina empleando cristalografia de rayos X (Kendrew, 1958), se estableci6 la
idea de que las proteinas “utiles” o biol6gicamente activas adoptaban una estructura
terciaria globular estable (Anfinsen, 1973). Esta visidn imperante en el campo de la
bioquimica durante la segunda mitad del siglo pasado hizo que, a pesar de su
importancia, las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs) fueran ignoradas a
causa de su propensién a la degradacioén proteolitica y su tendencia a la agregaciéon
inespecifica (Laurents and Mompean, 2017). A pesar de ello, Brian W. Pontius y Paul
Berg establecieron en el afio 1990 que la proteina hnRNPA1 era capaz de catalizar
la renaturalizacion de las cadenas simples de ADN mediante una region

aparentemente desordenada rica en residuos de glicina (Pontius and Berg, 1990).

En lo que va de este ultimo siglo hemos asistido a cambios sustanciales en la
percepcion de la estructura y funcion de las proteinas que han dado lugar a un nuevo
paradigma en las areas de la biologia molecular y celular, la bioquimica o la biofisica
de las proteinas debido al descubrimiento de las funciones que las IDPs y sus
regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) desempefian. Al mismo tiempo, el
desarrollo de un gran namero de métodos biocomputacionales y biofisicos de alta
resolucién, como la resonancia magnética nuclear (RMN) en disolucion, ha permitido
una mejor compresion de las propiedades fisico-quimicas de esta clase de proteinas

en relacion a su funcion biolégica en fisiologia y en la aparicion de enfermedades.



I. INTRODUCCION

1.1. Las proteinas intrinsecamente desordenadas

Las IDPs son proteinas biolégicamente activas que carecen de una Unica
estructura tridimensional estable y existen como un conjunto de conformaciones
extendidas, parcialmente plegadas y altamente dinamicas, codificadas por la
secuencia de la proteina que se conoce como ensamble conformacional y que varia
poblacionalmente con el tiempo (Turoverov et al., 2019). Las IDPs se encuentran en
todos los proteomas y su abundancia tipicamente aumenta con la complejidad de los
organismos (Ward et al., 2004). En los organismos eucariotas, aproximadamente un
tercio de las proteinas contienen al menos una zona intrinsecamente desordenada y
la fraccion del proteoma que las contiene es denominada “unfoldoma” (Dunker et al.,
2000). Estas proteinas llevan a cabo habitualmente funciones relacionadas con el
reconocimiento molecular y la regulacion celular que dependen de interacciones
moleculares reversibles y siguen mecanismos diferentes a los de las proteinas con

estructura terciaria definida.

Mientras que en las proteinas plegadas la secuencia determina su estructura y
funcién, en el caso de las IDPs la secuencia codifica el tipo de ensamblado y su
mecanismo de accion, de modo que las propiedades funcionales y biofisicas de las
IDPs se ven reflejadas en su composicion, complejidad de secuencia y conservacion.
En este sentido, la falta de estructuras estables en las IDPs se debe a las propiedades
particulares de las secuencias que las constituyen, como la presencia de residuos
cargados no compensados o un bajo contenido de residuos hidroéfobos. Diferentes
regiones desordenadas y con estructura pueden trabajar conjuntamente para
desempefiar su papel bioldgico y son significativamente frecuentes en proteinas de
unién a ADN y ARN. Algunos ejemplos representativos de este tipo de proteinas son
el represor Lac, el factor nuclear de las células T activadas o las proteinas p21, p27 y
p57 (Oldfield et al., 2019).

1.1.1. Clasificacion y composicion

En general, las cadenas polipeptidicas de las proteinas globulares pueden

explorar un vasto niumero de conformaciones posibles, sin embargo, solo acceden a



1.1. Las proteinas intrinsecamente desordenadas

un pequefio conjunto que constituye la estructura representativa para una proteina
dada. Asi, se ha determinado empiricamente que las proteinas plegadas solo pueden
explorar regiones ¢y w concretas del diagrama de Ramachandran y cada enlace
peptidico muestra una distribucion en este diagrama con valores especificos (Figura
1.1) a diferencia de las IDPs que pueden ocupar todas las regiones permitidas. Por
ello, estas proteinas son mas dinamicas debido a las bajas barreras energéticas que
separan los diferentes conformeros cuyas pequefias fluctuaciones térmicas les
permiten transitar entre los diferentes estados estructurales a los que pueden

acceder|

180

Figura 1.1: Diagrama de Ramachandran. (A) Nomenclatura de los atomos y de los angulos diedros
¢ y w de una cadena polipeptidica. (B) Diagrama de Ramachandran que muestra las regiones
conformacionales permitidas (contorno en naranja) y favorecidas (contorno en rojo) para 97.368
residuos a partir de una base de datos que contiene la estructura en alta resolucién de 500 proteinas
http://kinemage.biochem.duke.edu/. Figura modificada de (Lovell et al., 2003).

Atendiendo a su grado de desorden por analogia con los intermedios que se
forman durante el plegamiento de las proteinas globulares, las IDPs se encuentran
en forma de ovillo estadistico, glébulo prefundido o glébulo fundido (Uversky, 2003).

Ademas, pueden estar formadas por una combinacion de foldones, esto es, unidades


http://kinemage.biochem.duke.edu/

l. INTRODUCCION

plegables independientes de una proteina que no son equivalentes a un dominio. Asi
pues, las proteinas con un Unico dominio plegado pueden estar constituidas por
diferentes foldones (Uversky, 2013). Se clasifican en foldones inducibles, regiones
desordenadas que pueden plegarse al menos en parte debido a la interaccion con
ligandos; semifoldones, regiones que siempre se encuentran en un estado
semiplegado; no foldones, regiones no plegables; y unfoldones, regiones que sufren
una transicion orden-desorden para ser funcionales, y su estructura y funcién estan
reguladas por modificaciones post-traduccionales, procesamiento alternativo de ARN

e interacciones con otras proteinas (Uversky, 2019).
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Figura 1.2: Modelo del paisaje de energia libre de las IDPs. A diferencia de las proteinas que
presentan una estructura terciaria definida en medio acuoso, las IDPs no adoptan una conformacion
globular compacta. Tras la union a ligandos especificos, determinadas zonas de una IDP o la proteina
completa pueden adoptar una estructura plegada cuando la reduccién de la energia libre es
acompafiada por la estabilizacion del complejo. Las IDPs también tienden a la formaci6on de
condensados biomoleculares, oligdmeros y fibras de amiloide, asi como agregados amorfos con mayor
facilidad que las proteinas globulares a causa de su falta de estructura requerida para la formacion de
este tipo interacciones intermoleculares. Figura modificada de (Turoverov et al., 2010).



1.1. Las proteinas intrinsecamente desordenadas

Las IDPs pueden experimentar una transicion desorden-orden por uniéon a
otros ligandos de forma permanente, como en el caso de las proteinas ribosomales
gue usan sus regiones intrinsecamente desordenadas para ocupar los espacios entre
los bucles de ARNr o durante la formacion de complejos a partir de protdbmeros
intrinsecamente desordenados que adoptan una estructura plegada tras su union
(Wright and Dyson, 2009). Ademas, las IDPs tienen un papel fundamental en las vias
de sefalizacion de tipo interruptor y pueden plegarse transitoriamente para
desempefiar su funcion mediante uniones especificas de baja afinidad (lakoucheva
et al., 2002). La plasticidad intrinseca de las IDPs también les permite adoptar
diferentes estructuras segun el ligando al que se unen (Figura 1.2). Asi pues, los
elementos de reconocimiento molecular, MoRFs, son pequefias secuencias de las
IDPs parcialmente estructuradas con tendencia a interaccionar y plegarse cuando se
unen a sus ligandos y se clasifican en funcién de la estructura que adoptan cuando
estan unidos (Vacic et al., 2007). Un subconjunto de este tipo de elementos son los
Morphing MoRFs, capaces de adoptar diferentes estructuras segun la naturaleza del
ligando al que se unen (Uversky, 2016). Las IDPs también pueden permanecer
predominantemente desordenadas tras unirse con sus ligandos (Fuxreiter, 2018). De
este modo, la actividad de las denominadas “maquinas estocasticas” se debe
enteramente a una conformacién desplegada en forma de ovillo estadistico (Xue et
al., 2013).

Una importante caracteristica biofisica de algunas IDPs es su respuesta a los
cambios en el entorno, pudiendo plegarse a causa de un aumento de temperatura o
en condiciones extremas de pH, a diferencia de las proteinas que presentan una
estructura globular. En este sentido es bidireccional, la funcién de las proteinas
estructuradas también puede recaer sobre el desplegamiento local o global debido a
cambios transitorios en un amplio espectro de factores ambientales como la
temperatura, el pH, el potencial redox, la exposicion luminica, las fuerzas mecéanicas
o la interaccion con ligandos (van Dam and Dansen, 2020; Giraldo, 2020; Jakob et
al., 2014; Santos et al., 2020).

Asi pues, la falta de una estructura fija en las IDPs, que poseen un amplio
espectro de funciones bioldgicas debido a su heterogeneidad de secuencia y

estructural, rompe con el paradigma estructura-funcion establecido hace mas de un
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siglo y representado por el conocido modelo de llave-cerradura (Fischer, 1894). En
este modelo la funcién especifica de una proteina esta determinada por su estructura
tridimensional Unica que interacciona especificamente con su sustrato para ejercer un
efecto quimico. Sin embargo, estas proteinas representan una rica fuente de
proteoformas que define el concepto de continuo estructura-funcion en el que una
proteina dada existe como un conjunto de conformaciones dinamicas caracterizadas

por su diversidad estructural y variada funcionalidad (Figura 1.2) (Uversky, 2015).

Las IDPs carecen de los residuos aminoacidicos que promueven el orden
estructural (cisteina, triptéfano, tirosina, fenilalanina, isoleucina, valina y asparagina)
y en su lugar estan enriguecidas en residuos que promueven el desorden (prolina,
arginina, glicina, glutamina, serina, glutamato, lisinay alanina) (Figura 1.3A). En otras
palabras, la composicién de residuos de las IDPs es mas simple que la de las
proteinas y dominios con estructura tridimensional definida; sin embargo, esta
simplicidad se traduce en un vasto paisaje conformacional asociado a su complejidad
estructural. No obstante, secuencias de muy baja complejidad pero enriquecidas en
residuos que promueven el orden, también pueden adoptar estructuras especificas y
estables (De La Osa et al., 2007).
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Figura 1.3: Frecuencia de aminoéacidos en las IDPs y las LCRs (A) Diferencia fraccional en la
composicion de cada uno de los 20 tipos de aminoacidos entre IDPs y proteinas con estructura nativa
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Por otra parte, muchas de las secuencias de estas proteinas y dominios
presentan una gran variabilidad siendo susceptibles a inserciones, deleciones y
mutaciones puntuales debido a la falta de conservacidén evolutiva, propia de las
secuencias de proteinas globulares que es requerida para adoptar una estructura
estable (Brown et al., 2010; Daughdrill et al., 2005). Un ejemplo son las zonas N-
terminal y C-terminal intrinsecamente desordenadas del supresor tumoral p53, que
muestran poca conservacion de secuencia excepto los dos motivos de unién a la
ubicuitina ligasa Mdm2, donde la conservacion es comparable a la de su dominio de
unién a ADN (Lane et al., 2010). Teniendo en cuenta todas estas consideraciones,
las IDPs pueden ser entendidas como sistemas al borde del caos que operan en el
limite entre el orden y la arbitrariedad en la regién dénde la complejidad es maxima y

se consideran principal fuente de evolucion.

1.1.2. Regiones de baja complejidad y dominios prionoides

Muchas IDPs también muestran una gran tendencia a ensamblarse formando
complejos macromoleculares de mayor orden. De modo que la plasticidad estructural
de este tipo de proteinas les permite establecer interacciones multivalentes
intermoleculares y formar condensados biomoleculares y fibras de amiloide (Figura
1.2) (Aguzzi and Altmeyer, 2016). En este sentido, las IDPs pueden presentar
regiones de baja complejidad (LCR), esto es, secuencias con un sesgo
estadisticamente significativo por un reducido namero de tipos de aminoacidos

relativo a una distribucion aleatoria (Martin and Mittag, 2018; Muiznieks et al., 2018).

A finales del siglo XX, una cuestion todavia sin resolver era si estas secuencias,
gue en el proteoma eucariota representan el 20% de todas las secuencias conocidas,
eran funcionales o un artefacto evolutivo producto de la expansion y duplicacion
génica. Desde entonces, un numero creciente de trabajos ha demostrado que este
tipo de secuencias presentan propiedades bioquimicas y biofisicas especificas con
actividad biologica (Mier et al., 2019). Un aspecto a destacar de las LCRs es su
composicion. Se ha observado que la frecuencia de cada uno de los 20 tipos de
aminoacidos en todo el proteoma humano es similar cuando se compara con su

frecuencia correspondiente en las secuencias de baja complejidad en su conjunto
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(Figura 1.3B). Ademas, aunque a menudo las IDPs presentan secuencias de limitada
complejidad, las LCRs no necesariamente carecen de estructura. Asi, diferentes
estudios estadisticos y estructurales demuestran que mas de la mitad de las proteinas
conocidas tienen al menos una LCR y que las LCRs pueden adoptar una estructura
secundaria con preferencia por la formacion de hélices a (Kumari et al., 2015). Cabe
destacar que las repeticiones de un unico tipo de aminoacido son los motivos mas
frecuentes encontrados en los proteomas de eucariotas y aproximadamente el 15%
de sus proteinas las contiene (Jorda and Kajava, 2010).

En los ultimos afios se ha determinado la funcion de algunos de estos tipos de
repeticiones (Chavali et al., 2020). Un ejemplo de ello son las repeticiones de 5 0 mas
histidinas de las proteinas nucleares que constituyen las denominadas agrupaciones
de granulos intercromatinicos o las repeticiones de prolina que se unen a dominios
SH3 presentes en una gran variedad de proteinas (Ren et al., 1993). Las repeticiones
de glutamina y alanina son frecuentes en las proteinas de uniéon a ADN y en los
factores de transcripcion y parecen estan implicadas en interacciones proteina-
proteina (Lavoie et al., 2003; Mier and Andrade-Navarro, 2020). No obstante, la
expansion de estas repeticiones constituye la base molecular de al menos 19
enfermedades neuroldgicas, como la enfermedad de Huntington, y del desarrollo
(Darling and Uversky, 2017). En el caso de la elastina, las repeticiones en tAndem de
prolina, glicina y valina son las responsables de las propiedades elastoméricas de
esta proteina polimérica (Rauscher et al., 2006). Otros ejemplos son las repeticiones
de fenilalanina y glicina de las nucleoporinas que participan en el transporte nuclear
(Frey et al., 2006), o en las proteinas con repeticiones de serina y arginina que
constituyen parte de la maquinaria de procesamiento del ARNm (Fu, 1995).

Por otra parte, los dominios tipo prién (PLDs) son un tipo de LCR rico en
residuos aminoacidicos polares no cargados con tendencia a autoensamblarse en
forma de amiloide (Figura 1.2), una conformacion autopropagable e insoluble
organizada en fibras no ramificadas que adoptan una estructura de espina S cruzada,
bien paralela o antiparalela, estabilizada por interacciones intermoleculares de las
cadenas laterales y que se extiende en direccion ortogonal a la fibra dando lugar a un
patron de rayos X cruzado caracteristico (ladanza et al., 2018; Sipe and Cohen, 2000).

Esta conformacion presenta una gran estabilidad mecanica comparable a la del acero.
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1.1. Las proteinas intrinsecamente desordenadas

Casi cuatro décadas han pasado desde que el agente causal de la
encefalopatia espongiforme transmisible fuera identificado como un prion. Se trataba
de la primera proteina patogénica con un mecanismo biolégico desconocido hasta el
momento para la transmision de informacion basado en la conformacién estructural,
gue fue definida como infectiva por Stanley Prusiner, y causante del kuru y de la
enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (Prusiner, 1982). Un fendmeno similar fue
observado por Reed Wickner unos afios més tarde en levaduras que parecia estar
basado en el reordenamiento estructural de la proteina Ure2, catalizado por una forma
no nativa con diferentes fenotipos asociados, capaz de transmitirse de célula a célula
de forma no mendeliana a la que defini6 como prion de levaduras debido al
mecanismo de propagacion y transmision (Wickner, 1994). En este sentido, no todos
los priones son toxicos para las células y se considera que los priones de levaduras
pueden conferir ventajas adaptativas a los individuos que los expresan en
determinadas condiciones ambientales, si bien se asocian habitualmente con una
pérdida de funcion de la proteina (Liebman and Chernoff, 2012). Actualmente se sabe
que la propagacion pridnica en levaduras estd mediada por la chaperona disgregasa
Hspl04 a través de un mecanismo de fragmentacion ausente en metazoos
(Romanova and Chernoff, 2009), si bien los priones se encuentran en todos los seres

vivos incluyendo bacterias (Harrison, 2019) y virus (Tetz and Tetz, 2018).

Uno de los priones mas estudiados en Saccharomyces cerevisiae es la
proteina Sup35 que, al igual que Ure3, posee un elevado numero de residuos de
glutamina y asparagina. Sin embargo, esta caracteristica no es un requisito
indispensable para la actividad priénica y la formacién de amiloide de estas proteinas,
como ocurre en el caso de la enzima Mod5, una ARNt isopentil transferasa
conservada desde bacterias a humanos (Du, 2011; Suzuki and Tanaka, 2013).
Ademas, se ha demostrado que tanto el intercambio de diferentes dominios pridnicos
(Kim et al., 2013) como el orden de sus residuos (Ross et al., 2005) no afecta a la
actividad prionica de estas proteinas, lo que sugiere que la composicion, y no la
secuencia primaria, caracteriza la formacion de los priones. Durante los ultimos afios,
se han desarrollado diferentes métodos que permiten identificar nuevos priones
basados en el contenido de residuos de glutamina y asparagina. Cabe destacar que
fue en el afio 2009 cuando Simon Alberti y sus colaboradores desarrollaron un modelo

computacional oculto de Markov que permiti6 la identificacién de proteinas de humano
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con regiones prionicas en sus secuencias (Alberti et al., 2009; Cascarina and Ross,
2014; Couthouisa et al., 2011).

Muchas enfermedades estan relacionadas con el plegamiento aberrante de las
proteinas y se conocen con el nombre de proteinopatias. Concretamente, aquellas
producidas por priones o proteinas que contienen PLDs se caracterizan por su
infectividad y transmisibilidad conformacional respectivamente, y en la mayoria de los
casos cursan con demencia progresiva y neurodegeneracion que afecta estructuras
corticales, subcorticales, nucleos basales, tallo cerebral, médula espinal y sistema
nervioso periférico. Ademas, cabe destacar que casi todos los casos de diabetes tipo
2 cursan con la acumulacion de depésitos de amilina, un péptido cosecretado con la
insulina que contribuye a la destruccion de las células 8 pancreaticas (Zhang et al.,
2014), y se asocia a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer
(Biessels et al., 2006). En particular, se ha propuesto que la nucleacién cruzada,
mecanismo cuyos fundamentos se han empezado a dilucidar tan solo en los ultimos
afos, podria explicar la relacion existente entre diferentes enfermedades asociadas
con el plegamiento aberrante de proteinas (Moreno-Gonzalez et al., 2017; Ren et al.,
2019). También se han encontrado formas amiloides de p53 que reducen su actividad
supresora en determinados tipos de cancer como el carcinoma de ovario (Ghosh et
al., 2017).

Durante el siglo XX, se pensaba que solamente unas cuantas proteinas o
péptidos tenian la particularidad de ser capaces de formar amiloide. Sin embargo,
pronto se empez6 a ver que esta idea no era del todo cierta cuando Marcus Fandrich,
Matthew A. Fletcher y Christopher M. Dobson demostraron que la mioglobina, una
proteina globular, es capaz de adoptar una estructura en forma de fibra amiloide
(Fandrich et al., 2001). No obstante, los segmentos de las proteinas capaces de
adoptar una estructura de amiloide, y que se conocen como cremalleras estéricas,
suelen encontrarse en dominios plegados de las proteinas y no son capaces de
agregar, a diferencia de los posicionados en regiones que son intrinsecamente
desordenadas que si demuestran una marcada tendencia a la formacion de amiloide
y ciertas mutaciones pueden exacerban su capacidad amiloidogénica intrinseca
(Goldschmidt et al., 2010; Kim et al., 2013). Asi pues, cabe destacar que cualquier
proteina podria probablemente adoptar una estructura de amiloide bajo unas

12
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condiciones determinadas. Por ello, es necesario que las células presenten diferentes

mecanismos para mantener la proteostasis y prevenir la agregacion bajo condiciones

de estrés o protedlisis.
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Figura 1.4: Mecanismos de formacién de amiloide. (A) En el modelo de NCC, los monémeros
parcial o completamente desplegados se encuentran en equilibrio con su forma oligomérica con
estructura de ovillo estadistico que durante la fase de latencia adoptan una conformacién de amiloide
gue da lugar a la formacién de ndcleos que finalmente desencadena la fibrilacién amiloide. (B) Para la
transtiretina, en la ruta de polimerizacion descendiente, la fase de latencia de la formacion de amiloide
esta determinada por la cinética de disociacion de los tetrameros con estructura nativa a monémeros
gue rapidamente adoptan una conformacion amiloidogénica. La fase de latencia de amiloides que
siguen el mecanismo de polimerizacion descendiente durante su formacion no se ve afectada por la
presencia de nucleos preformados de amiloide. (C) La separacion de fases en forma de condensados
liguidos de IDPs con PLDs a través de interacciones multivalentes da lugar a la transicién de fases a
estado hidrogel y, finalmente, amiloide. Figura modificada de (Chuang et al., 2018).

En general, el modelo de ensamblado amiloide mas aceptado propuesto por el
equipo de Susan Lindquist en el afio 2000 (Serio et al., 2000) para las IDPs se conoce
como conversién conformacional nucleada (NCC) y explica con mayor precisién que

los modelos previos la cinética sigmoidea y la dependencia de la amiloidogénesis de
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la concentracion de la proteina (Figura 1.4A). En el modelo de NCC los mondmeros
solubles estan inicialmente en equilibrio con su forma oligomérica en ovillo estadistico
gue durante la fase de latencia se reordena para formar oligémeros amiloidogénicos
gue constituyen nucleos con estructura de espina 8 cruzada (Eisele et al., 2015). A
continuacion, la fibrilacibn ocurre rapidamente y nuevos monomeros adoptan la
misma estructura uniéndose a los extremos de las protofibrillas que se elongan de
esta forma. Por ello, la presencia de estas especies preformadas puede anular la fase
de latencia actuando como molde de la conformacion de amiloide y contribuyendo a
la transmision del fenotipo autorreplicativo codificado por el amiloide. Algunos
ejemplos de IDPs que siguen el modelo de NCC son el péptido AB42 (Lee et al., 2011)
o la amilina (Sun et al., 2019). Las proteinas con estructura terciaria como la
transtiretina o la cadena ligera de las inmonuglobulinas, siguen un modelo de
polimerizacién descendiente en el que la fase de latencia esta caracterizada por la
pérdida de la estructura nativa estable en monémeros que rapidamente adoptan una
conformacién de amiloide y por ello la transmisibilidad de este fenotipo es baja
(Figura 1.4B) (Hurshman et al., 2004).

Curiosamente, los dominios prionoides aparecen frecuentemente en proteinas
de union a ADN y ARN como TDP-43 o FUS, cuya agregacion esta relacionada con
el desarrollo de patologias como la ELA y la demencia frontrotemporal (March et al.,
2016). No obstante, existen identificadas al menos unas 240 proteinas de unién a
ADN y ARN del proteoma humano que contienen PLDs, lo que sugiere que estos
dominios pueden ser biolégicamente activos y su funcion estd en muchos casos

todavia por determinar (Harrison and Shorter, 2017).

Diferentes estudios han propuesto modelos para explicar las bases de la
citotoxicidad de amiloides como A4z (Figura 1.5) (Williams and Serpell, 2011) o a-
sinucleina.(Fusco et al., 2017) A pesar de ello, los mecanismos de citotoxicidad que
acompafan a la pérdida de funcién de estas proteinas todavia no se comprenden con
el suficiente detalle. Si bien los primeros estudios sefalaron a las fibras de amiloide
como el agente neurotoxico que conduce a la muerte celular y la pérdida de memoria
en la enfermedad de Alzheimer (Ross and Poirier, 2004), durante las dos ultimas
décadas un numero creciente de trabajos sugiere que estas especies son

biologicamente inertes a causa de su estabilidad termodinamica y que son los
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1.1. Las proteinas intrinsecamente desordenadas

oligbmeros prefibrilares las especies que mayor dafio celular producen (Benilova et
al.,, 2012). Particularmente se ha demostrado que estos intermediarios de la
amiloidogénesis son capaces de adoptar una estructura en forma de canal o poro con
capacidad para permeabilizar las membranas celulares, pueden generar especies
reactivas de oxigeno asociadas con estrés oxidativo y causar disfuncion mitocondrial
(Chen et al., 2015; Cheng et al., 2013; Kotler et al., 2014). Estas observaciones
explicarian la poca correlacion observada entre los depésitos de amiloide y el estado
clinico de los pacientes (Terry et al., 1991). No obstante, trabajos recientes
demuestran que las fibras de amiloide también deben considerarse especies
relevantes en la progresion de la enfermedad capaces de mediar diferentes procesos

patolégicos (Figura 1.5) (Tipping et al., 2015).
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Figura 1.5: Hip6tesis amiloide para la enfermedad de Alzheimer. La cascada amiloidogénica suele
ser heterogénea y actualmente no se encuentra completamente caracterizada. Diferentes trabajos
identifican a los oligdmeros anulares como la especie que produce mayor citotoxicidad. Una de las
hip6tesis mas aceptadas sugiere que estas especies son capaces de producir alteraciones en la
membrana perturbando la homeostasis celular. Figura modificada de (Kotler et al., 2014).

1.2. Organulos sin membrana: Un nuevo paradigma en biologia

La compartimentalizacién celular ha sido reconocida durante décadas como un

principio de organizacién fundamental para la vida. Por ello, uno de los problemas
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fundamentales de la biologia celular es explicar como la organizacion espacial de las
proteinas y acidos nucleicos en las células mantiene controladas las reacciones
bioquimicas esenciales para la vida. En los organismos eucariotas, los organulos
celulares como el reticulo endoplasméatico o el aparato de Golgi son definidos
clasicamente como compartimentos delimitados por una bicapa lipidica impermeable
a la gran mayoria de moléculas y cuya composicion esta definida por la maquinaria
de transporte especifica que los regula. No obstante, muchos compartimentos
celulares no estan delimitados por membranas lipidicas (Banani et al., 2017).

Un tipo de estas estructuras son los complejos macromoleculares de estructura
y estequiometria definidas como los ribosomas o el citoesqueleto. Otra clase incluye
los que recientemente se han denominado como condensados biomoleculares; se
trata de ensamblados macromoleculares que carecen de estructura estable con un
tamafo de hasta varias micras de diametro (Mitrea and Kriwacki, 2016; Woodruff et
al., 2018). En la actualidad, se considera este tipo de compartimentos celulares como
una fase liquida diferente del citoplasma (Hyman and Brangwynne, 2011). Dado que
estos compartimentos carecen de una barrera fisica que separe sus componentes del
medio que los rodea, el modo en que mantienen su estructura y regulan su

composicién y actividad bioguimica era hasta hace poco una incégnita.

A finales del siglo XIX, el bidlogo Edmund B. Wilson describi6é por primera vez
el citoplasma celular de los o6vulos de la estrella de mar como densamente
empaquetado por “coacervados” liquidos (Wilson, 1899), aunque el primer organulo
sin membrana fue observado en el nucleo de células neuronales en la década 1830
(Wagner, 1835) al que mas tarde seria llamado nucléolo (Pederson, 2011).
Posteriormente, Alexander Oparin en los afios 1920 propuso que estas estructuras
representan el origen de la vida en la sopa primordial (Lazcano, 2016). A pesar de
ello, estas ideas sobre estados citoplasmaticos de tipo liquido pronto fueron
abandonadas en favor de la revolucién que la biologia celular sufrié durante las
décadas de los afios 60 y 70 con la cristalografia de rayos X y el estudio de
interacciones estereoespecificas entre proteinas con estructura definida. Ya durante
los afios 1990 se identificaron las balsas lipidicas como una fase de dos dimensiones
diferente de las membranas celulares (Simons and Ikonen, 1997). Un descubrimiento

precursor de los condensados biomoleculares en 3D que en el afio 2009 Clifford P.
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Brangwynne y sus colaboradores evidenciaron con la demostracion de que los
granulos P germinales en Caenorhabditis elegans exhiben propiedades clasicas de
los liquidos (Brangwynne et al., 2009).

Estudios mas recientes han demostrado que otros ensamblados de
ribonucleoproteinas, también llamados granulos de ARN, como los cuerpos de
procesamiento y los granulos de estrés localizados en el citoplasma, o los cuerpos
nucleares PML y los cuerpos de Cajal en el nicleo, pueden considerarse una fase en
estado liquido diferente del citoplasma (Spannl et al., 2019). Igualmente, la
heterocromatina, el canal de transporte del complejo del poro nuclear y las
agrupaciones de moléculas de sefalizacion en las membranas también pueden ser

descritas con esta perspectiva (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Ejemplos de condensados biomoleculares en la célula eucariota. Resumen de la lista
creciente de tipos de condensados biomoleculares presentes en las células eucariotas clasificados
segun su presencia en ubicuos (marrén), especificos de tejido (verde) y condicionales (rojo). Figura
modificada de (Spannl et al., 2019).

Cada tipo de condensado biomolecular esta constituido por diversos
componentes moleculares, tipicamente de 10 a varios cientos, que pueden
intercambiarse con el medio que los rodea en escalas de tiempo en el rango de

segundos a minutos y se dividen en dos clases. Las de tipo andamiaje son esenciales
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para la formacion de la estructura, multivalentes y constituyen un pequefio
subconjunto de sus componentes. Las segunda clase de componentes llamados
“clientes” esta constituida por la mayoria de los componentes, presentan una baja
valencia y son reclutados a la estructura por las proteinas de andamiaje a través de
motivos de interaccion especificos aunque en el caso de las IDPs estos dominios

estan menos definidos (Banani et al., 2017).

1.2.1. Condensados biomoleculares dindmicos

El proceso fisico de la separacidon de fases liquido-liquido (LLPS) de
macromoléculas mediante el que se forman los condensados biomoleculares, ha
surgido como un importante principio de organizacién celular esencialmente presente
en todas las células eucariotas (Figura 1.4C). Es interesante mencionar que estas
estructuras también han sido descritas en cloroplastos (Freeman Rosenzweig et al.,
2017) y mitocondrias (Antonicka et al., 2013). Dado su origen endosimbiético, existia
la posibilidad de que la LLPS también ocurriese en procariotas. En este sentido, tan
solo recientemente se ha evidenciado que este fenbmeno también tiene lugar en
bacterias sugiriendo que este mecanismo es un principio de organizacion universal
en todos los seres vivos (Ladouceur et al., 2020). También se ha demostrado que las
inclusiones citoplasmaticas de replicacién y ensamblado de los virus pueden formarse
mediante separacion de fases y juegan un papel fundamental en la interaccion

huésped-patégeno (Alenquer et al., 2019; Heinrich et al., 2018).

La LLPS se observa macroscopicamente como la formacion espontanea de
gotas a partir de una solucién miscible en respuesta a un cambio en sus condiciones
ambientales como la temperatura, concentracion, pH, fuerza idnica, presién osmética
o potencial redox. Este fendmeno se ha descrito para proteinas plegadas compuestas
por dominios de interaccion modular multiple, IDPs y &cidos ribonucleicos. Por sus
similitudes, el estudio de este fenomeno puede ser abordado desde el marco de la
fisica de polimeros y de la materia blanda. (Banani et al., 2017).

Uno de los primeros ejemplos de dominios de interaccibn modular mejor

caracterizados es el de la via de sefalizacion de regulacion de la actina (Li et al.,
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2012). El ensamblado entre los residuos de fosfotirosina de la proteina nefrina y el
dominio de homologia 2 de Scr de la proteina Nck, y entre su dominio SH3 y el motivo
rico en residuos de prolina en la proteina N-WASP permite la separacion de fases de
esta agrupacion de proteinas en la bicapa, que resulta necesario para el correcto
ensamblado de la actina. Otro sistema analogo es el de las proteinas adaptadoras
gue participan en la activacion de los linfocitos T. Ademas, la separacion de fases se
puede producir por la interaccion multivalente de médulos plegados e IDRs, como en
el caso de las proteinas de la densidad postsinaptica (Zeng et al., 2016).

Por su parte, las IDPs con LCRs representan la segunda clase mas abundante
de macromoléculas que pueden separarse de fase in vitro en condiciones fisiol6gicas
y son ricas en repeticiones de residuos de glicina, serina, glutamina, asparagina,
fenilalanina y tirosina caracteristicas de los dominios prionoides, asi como
repeticiones de residuos con carga positiva y/o negativa. Particularmente, varios
estudios recientes han sefalado la importancia de los residuos aromaticos como
promotores de la LLPS a través de la formacion de interacciones -1 y cation-,
ademas de las interacciones dipolo-dipolo y electrostéticas, que se establecen entre
los residuos polares y con carga como ocurre para las proteinas FUS, EWS,
hnRNPA1 y TAF15, o DDX4 respectivamente (Brangwynne et al., 2015; Wang et al.,
2018b). La vida media de estas interacciones es corta y transitoria y refleja la
naturaleza dinamica del estado liquido de las proteinas. Las interacciones hidrofobas
también pueden mediar la separacion de fases. Dos ejemplos hasta ahora estudiados
de este tipo de fuerzas que también pueden gobernar la LLPS son la proteina

extracelular elastina y la proteina Pab1.

Las IDPs pueden experimentar in vitro cuatro tipos de separaciéon de fases en
respuesta a cambios de la temperatura en funcion de su secuencia de aminoacidos
(Figura 1.7A). Las LCRs de tipo polar o con carga presentan una temperatura critica
superior de disolucion (UCST) por debajo de la cual se separan de fase (Ruff et al.,
2018). Por su parte, las LCRs hidréfobas tienen una temperatura critica inferior de
disolucion (LCST) por encima de la cual la LLPS ocurre (Figura 1.7B). A su vez, los
sistemas con arquitectura de copolimero en bloque pueden estar formados por
secuencias con una UCST alternadas con regiones que presentan también una LCST,
dando lugar a dos tipos de diagramas de coexistencia, bien en forma de reloj de arena
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si el valor de la LCST es superior al de la UCST, o en forma de lazo cerrado si el valor
de la LCST es inferior al de la UCST (Figura 1.7C y 1.7D) (Weitzhandler et al., 2017).

A. UCST B. LCST C. UCST+LCST D. UCST+LCST
reloj de arena bucle cerrado

© Una fase Tuc

‘S Tuc U
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Figura 1.7: Tipos de diagramas de separacion de fases. Curva de coexistencia para los sistemas
con comportamiento (A) UCST y (B) LCST. (C) y (D) representan los dos tipos de curvas de
coexistencia para sistemas con un comportamiento de tipo UCST y LCST. El area sombreada en gris
denota un régimen de dos fases mientras que el area en blanco denota un régimen de una Unica fase.
TucY Tic representan las temperaturas critica superior e inferior por debajo y por encima de las cuales
la separacion de fases tiene lugar, respectivamente. ® representa la fraccién del volumen de la IDP.
Figura modificada de (Ruff et al. 2018).

Se considera a estos cuerpos de proteina separados de fase como
microrreactores donde aumenta la concentracion local de macromoléculas con el fin
de realizar funciones biolégicas especificas como la aceleraciobn de reacciones
cataliticas, siempre y cuando enzima y sustrato se encuentren en la misma fase, y
también confiere selectividad y especificidad a los procesos bioguimicos de forma
similar a lo que ocurre en las vias de sefalizacion. Uno de los ejemplos mas
sofisticados de esta organizacion funcional lo constituye el nucléolo donde coexisten
diferentes subcompartimentos inmiscibles en fase liquida que regulan la sintesis de
los ribosomas de forma especifica (Feric et al., 2016). Pero el aumento de la
concentracion de macromoléculas en este tipo de condensadas no siempre resulta
en un aumento de las cinéticas de reaccion pudiendo ser inhibida su actividad, como

ocurre en los granulos de estrés y transporte de ARN (Alberti et al., 2019).

La LLPS también puede actuar a modo de sensor respondiendo
adaptativamente a pequefios cambios en el medio, como por ejemplo de temperatura
o pH. Particularmente, se ha demostrado recientemente que el dominio priénico de
Sup35 regula la separacion de fases de este factor de terminacion de la traduccion

en condiciones de estrés, lo que sugiere que la conformacion de amiloide
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autorreplicativa de la proteina seria en realidad un epifendmeno de la LLPS

(Franzmann et al., 2018).

También se debe aclarar que no todas las LCRs son capaces de separarse de
fase. Asi pues, secuencias con repeticiones ricas en residuos de leucina, como las de
la proteina 4FCG, adoptan una estructura plegada de solenoide a/ que no es capaz
de pasar a estado liquido en condiciones fisioldgicas. Otro ejemplo es la proteina
anticongelante sfAFP de insecto, que adopta una estructura plegada a pesar de su
baja complejidad, constituida por un 46% de residuos de glicina y un 14% de alanina
(Trevifio et al., 2018). Otros trabajos recientes han demostrado que las IDRs pueden
presentar LCRs cripticas capaces de formar agregados de amiloide reversibles con

funciones esenciales para la células (Pujols et al., 2018; Saad et al., 2017).

Las modificaciones post-traduccionales (PTMs) constituyen importantes
reguladores de la separacion de fases y de la dinamica de los condensados
biomoleculares. Las PTMs alteran las propiedades fisico-quimicas de los residuos
modificados; esto se traduce en un aumento o disminucion de las interacciones
multivalentes entre las macromoléculas que forman la fase separada y pueden causar
tanto la retencién y exclusion de macromoléculas especificas en los granulos asi
como su completa formacién y desensamblado (Gomes and Shorter, 2019).
Concretamente, diferentes estudios recientes han demostrado la forma en la que
PTMs como la fosforilacién de los residuos de serina y tirosina (Monahan et al., 2017;
Shorter, 2017; Wang et al., 2018a), la metilacion de los residuos de arginina
(Hofweber and Dormann, 2019; Qamar et al., 2018) o la sumoilacién (Banani et al.,
2016) son capaces de modular la LLPS. En esta linea, se ha demostrado que los
sistemas de importacién y exportacion nuclear mediados por carioferinas constituyen
otro mecanismo de regulacién de la separacion y transiciéon de fases de proteinas
nucleares como TDP-43 (Gasset-Rosa et al., 2019) o FUS (Guo et al., 2018).

1.2.2. Condensados biomoleculares no dinamicos

En humanos, los PLDs contribuyen a la funcion de las proteinas de union a

ADN y ARN que los contienen permitiendo su LLPS. Este fendmeno favorece la
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tendencia de este tipo de proteinas a agregar de forma aberrante. Los primeros
estudios analiticos sobre condensados biomoleculares comenzaron hace una década
y se centraron en la influencia de los granulos de estrés en la supervivencia celular y
en su relacién con el desarrollo de la ELA (Li et al., 2013; Molliex et al., 2015;
Ramaswami et al., 2013). No obstante, la asociacion entre las proteinas con PLDs y
las enfermedades neurodegenerativas habia comenzado casi dos décadas antes con
la identificacion de la expansion de la repeticion del trinucledtido CAG en los genes
gue codifican las proteinas ataxina-1 (Banfi et al., 1994) y huntingtina (MacDonald et
al., 1993) y que da lugar a una repeticion de poliglutamina que causa la ataxia
espinocerebelosa tipo 1 y la enfermedad de Huntington respectivamente. En el afio
2006, TDP-43 se identific6 como la primera proteina de union a ARN implicada en
neurodegeneracion (Neumann et al., 2006) a la que pronto seguirian en los afios
posteriores las proteinas FUS, TAF15 y EWSR1 (Harrison and Shorter, 2017).

En la actualidad se sabe que las proteinas que forman los granulos de estrés
pueden agregar a través de un proceso de gelificacion que se conoce como transicion
de fases liquido-solido (LSPT) y su tendencia a experimentar este comportamiento
parece estar relacionada con su composicion (Aguzzi and Altmeyer, 2016; Wang et
al., 2018b). En este sentido, la formacién de hidrogel y fibras de amiloide se produce
de forma similar a la NCC, pero en sentido macroscépico (Figura 1.4C). Por ello,
muchos de los procesos patolégicos asociados con las enfermedades

neurodegenerativas son ahora revisados desde esta nueva perspectiva.

No obstante, las evidencias sugieren que este tipo de estado menos dindmico
de los condensados biomoleculares ha sido adaptado por la evolucion para el
desempeiio de diversas funciones celulares. Se ha demostrado que estas estructuras
con propiedades viscoelasticas especificas son las encargadas de realizar procesos
gue requieren de trabajo mecanico como la endocitosis mediada por clatrina
independiente de actina (Bergeron-Sandoval et al., 2017), la exocitosis de vesiculas
de sinapsina en la transmision del impulso nervioso (Milovanovic et al., 2018) o la
organizaciéon de la matriz extracelular (Muiznieks et al., 2018). La estructura porosa
de estos condensados biomoleculares puede también selectivamente concentrar y
excluir determinadas moléculas y por este motivo se consideran geles bioreactivos

dado que permiten su difusion especifica. Un ejemplo lo constituye el material
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pericentriolar de los centrosomas que durante la mitosis adopta un estado tipo gel que
permite la concentracion de tubulina y las proteinas estabilizadoras de microtibulos
(Woodruff et al., 2018). Otro ejemplo es el de los dominios FG del poro nuclear. A lo
largo de las ultimas décadas, diferentes modelos han intentado explicar como
establecen una barrera selectiva entre el nucleo y el citoplasma. Asi pues, los
experimentos de fotoblanqueo han demostrado que forman una fase tipo gel siendo
las proteinas que interaccionan con estos dominios capaces de atravesar el poro
nuclear (Frey et al., 2006). En resumen, los condensados biomoleculares pueden
adoptar diferentes estados, desde liquido viscoso a gel o amiloide funcional que se

asocian con funciones especificas en las células (Figura 1.6).

1.2.3. Amiloides funcionales

Actualmente existen aproximadamente, unas 50 proteinas o péptidos
asociados a enfermedades en humanos que cursan con la acumulacion de agregados
de amiloide insolubles en células y o6rganos (ladanza et al., 2018).
Sorprendentemente, los amiloides también pueden realizar funciones en los seres
vivos debido a sus propiedades Unicas y es por ello que tienen especial interés para

el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas (Diaz-Caballero et al., 2018).

Desde que en el afio 2000 Han A. B. Wosten y Marcel L. de Vocht acufiaran el
término amiloide funcional en un trabajo pionero sobre hidrofobinas en hongos
(Wdsten, 2001), se ha demostrado que estas estructuras también se encuentran en
todos los seres vivos desde bacterias (Van Gerven et al., 2018; Giraldo, 2007) a
humanos (Tabla 1.1). En estos ultimos llevan a cabo procesos fisioldgicos especificos
como la sintesis de melanina (Fowler et al., 2005), la regulacion de la plasticidad
sinaptica (Si et al., 2010), la seleccién espermatica (Roan et al., 2017), la liberacién
de hormonas (Maji et al., 2009a) o la regulacion de la muerte celular por necrosis
(Mompean et al., 2018). Los amiloides también pueden detener reacciones que tienen
lugar en la célula. Importantes ejemplos incluyen los cuerpos de Balbiani (Boke et al.,
2016) y los cuerpos amiloides (Audas et al., 2016), que promueven el estado latente
del oocito y en condiciones de estrés respectivamente, y su formacién es reversible
(Figura 1.5).
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Tabla 1.1: Listado de amiloides funcionales con evidencia experimental.

ORGANISMO | AMILOIDE FUNCION REFERENCIAS
VIRUS
Cytomegalovirus M45 Inhibicion de necroptosis, esencial para su | (Muscolino et al., 2020;
Herpes simplex ICP6/ICP10 propagacion Pham et al., 2019)
BACTERIAS
Arqueas MspA Formacion de la pared celular tubular y | (Dueholm et al., 2015)
metandgenas vesiculas de gas
E. coli/ Pseudomonas | CsgA/Fap Formacion de biopelicula, adhesion e invasion | (Blanco et al., 2012; Van
Mycobacterium MTP celular. Factores de virulencia, activacion de la | Gerven et al., 2018;
Streptococcus P1 respuesta inmunitaria Otzen and Riek, 2019;
Bacillus TasA Zeng et al., 2015)
Staphylococcus Bap/PSM
Streptomyces Chaplinas/Rodlinas Formacion de esporas
Klebsiella Microcina E492 Proteina antibacteriana. Almacenamiento en | (Bieler et al., 2005)
pneumoniae estado inactivo en forma de amiloide

Ustilago maydis Harpina Desestabilizacion de membranas en plantas (Oh et al., 2007)
Clostridium botulinum | Rho Helicasa conservada, regula la terminaciéon de | (Yuan and Hochschild,
la traduccién 2017)
Mycobacterium CarD Mecanismo de control génico, regulador | (Kaur et al, 2018a,
Bacillus Subtilis HeiD transripcional 2018b)
Pseudomonas RepA Replicacién de ADN pladsmidico (Giraldo, 2020)
HONGOS
Mohos SC3 Hidrofobinas.  Formacion de  esporas, | (W0sten, 2001)
crecimiento aéreo, adhesion
S. cerevisiae Cdcl9 Localizacion inactiva en los grdnulos de estrés | (Saad et al., 2017)
S. cerevisiae Floculinas Formacion de agregados celulares durante la | (Chan et al., 2016)
fermentacion
S. cerevisiae Ure2p Catabolismo del nitrégeno (Alberti et al., 2009;
Swilp Remodelacion de la cromatina Brachmann et al., 2005;
Mot3 Regulador transcripcional Du et al., 2008)
Candida albicans Als5p Agregacion celular y adhesion (Chan and Lipke, 2014)
Podospora anserina HET Regulacion de la muerte celular programada (Riek and Saupe, 2016)
ANIMALES
Drosophila Imd Regulacion de la respuesta inmunitaria (Kleino et al., 2017)
Arafas MaSpl/MaSp2 Seda de arafia, proteccion, captura de alimento | (Kenney et al., 2002)
y refugio
Peces y mamiferos Acrosoma Fecundacion del oocito (Guyonnet et al., 2014;
ZP Proteccion de la polispermia Hewetson et al.,, 2017;
Insectos y peces Corion Proteccion del oocito Iconomidou et al., 2000)
Mamiferos SEM1/SEM2 Eliminacion de espermatozoides dafiados
X. laevis, pez zebray | Xvelo, Bucky, Oskar Formacion del cuerpo de Balbiani (Boke et al., 2016)
Drosophila
Mamiferos Fibrina Activador del plasminégeno (Herczenik et al., 2007)
Mamiferos Hormonas peptidicas | Sefalizacién hormonal (Maji et al., 2009b)
Mamiferos LL-37/Protegrina-1 Péptidos antimicrobianos (Jackson and Heuwitt,
/ICRES 2017)
Mamiferos MBP Almacenamiento inactivo en eosindfilos (Soragni et al., 2015)
Mamiferos Pmell7 Sintesis de melanina (Fowler et al., 2005)
Mamiferos RIP1/RIP3 Sefializacion de necroptosis (Mompean et al., 2018)
Mamiferos ACM Formacion de los cuerpos A por estrés celular | (Audas et al., 2016)
Aplysia, Drosophila y | ApCPEB, Orb2, Regulacion de la traduccion del ARNm (Kandel et al., 2014)
mamiferos CPEB3 asociados a la plasticidad sinéptica

PLANTAS

Arabidopsis thaliana | Luminidependens Adaptacion al frio prolongado, vernalizacion (Antonets and
FPA/FCA Nizhnikov, 2017)

Hevea brasiliensis REF Factor de elongacion, biosintesis de caucho (Berthelot et al., 2012)

Algas verdes EPS Resistencia mecanica de la espora (Mostaert et al., 2009)

Tabaco TGZ Modificacién postraduccional de proteinas, | (Villar-Piqué etal., 2010)

transglutaminasa
Raphanus sativus RsAFP-19 Péptidos antimicrobianos (Garvey et al, 2013;
Cocos nucifera Cn-AMP2 Gour et al., 2016)
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Dado el papel fundamental que juegan los amiloides en fisiologia, asi como su
relevancia en neurodegeneracion, la comprension de la estructura de amiloide, los
determinantes moleculares que rigen la amiloidogénesis y el modo en que las células
consiguen controlar su citotoxicidad intrinseca a pesar de su produccién, son algunos
de los retos mas importantes de la biologia actual. Aungue los mecanismos concretos
se desconocen, estudios recientes han sefalado algunas vias mediante las cuales la
toxicidad amiloide puede ser controlada. La regulacion de los niveles de expresion de
péptidos y proteinas amiloidogénicos, asi como de su degradacion o procesamiento
proteolitico, la localizacion y el almacenamiento subcelular especificos (Jackson and
Hewitt, 2017), una vida media de las especies toxicas menor debida a tasas de
fibrilacibn mucho mas rapidas que las observadas para los amiloides patolégicos
(Hervas et al., 2016), su composicion y estabilidad (Lu et al., 2020), o la capacidad
para ensamblarse y desensamblarse debido a cambios en las condiciones del medio
(Chuang et al., 2018), parecen ser algunos de los mecanismos que subyacen a la

aparente inocuidad de los amiloides funcionales.

En este sentido, la autofagia y la via ubiquitina-proteasoma son dos
importantes mecanismos de degradacion de amiloides toxicos y especies
oligoméricas (Chuang et al., 2018). Por su parte, las chaperonas moleculares y las
disgregasas también son capaces de mantener la proteostasis celular. En concreto,
las chaperonas Hsp70 y Hsp90 son capaces de unirse a regiones hidréfobas de las
proteinas y asistir su plegamiento evitando su agregacion patolégica. Por ello, las
chaperonas son importantes reguladores de la formacion de amiloide, lo que les
confiere un gran interés terapéutico como diana farmacoldgica (Abisambra et al.,
2013; Lackie et al., 2017; Tsvetkov et al., 2020).

Por otra parte, a pesar de que la toxicidad de los amiloides produce dafio
celular en el contexto de las proteinopatias, la naturaleza también parece haber
aprovechado esta caracteristica de los amiloides para generar estructuras altamente
citotoxicas (Torrent et al.,, 2011). Esto ocurre en el caso del péptido modulina
secretado por la bacteria patogénica Staphylococcus auerus (Tayeb-Fligelman et al.,
2017), la sintesis de péptidos y proteinas antimicrobianos durante la respuesta
inmunitaria innata (Kagan et al., 2012; Soragni et al., 2015) o la proteina pgn-41 (Blum
et al., 2013).
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1.3 La familia de proteinas CPEB

Originariamente descubierta en Xenopus laevis como activadora de la
traduccion del ARNm en estado latente durante la maduracion del oocito (Hake and
Richter, 1994), la familia de proteinas de unién al elemento de poliadenilacién
citoplasmatica (CPEB) regula espacial y temporalmente la expresion del 20-30% de
los genes en humanos (Belloc et al., 2008) y estd compuesta por cuatro parélogos en
vertebrados (Mendez and Richter, 2001; Richter, 2007). Todas las proteinas CPEB
presentan una region N-terminal intrinsecamente desordenada y altamente variable
tanto en longitud como en composicién (Afroz et al., 2014), y dos motivos de unién a
ARN (RRMs) y un motivo dedo de cinc (ZnF) que se unen al elemento de
poliadenilacion citoplasmatica en la regién 3’ no traducida del ARNm regulando la
traduccion inducida por poliadenilacion de forma no redundante (Figura 1.8A)
(Giangarra et al., 2015).

X. laevis ZnF Activacion
CPEB1 | IDR RRM1 RRM2 neuronal

Mamiferos @
CPEB1 I II ] -

1 BAM1_|L_RRM2 ® Reforzamiento
CPEB2 | [Crevi [ [rev JHII ] Agregacion {\ sinaptico
CPEB3 [[Poiiq] [Remi_| [ revz [
CPEB4 | e[ [rem2 (I ] ®

D. melanogaster } avpar
orb1  [JPalial [CPoliq | [RRMT ] [reva ]
Orb2 | [CPoiia ] [reva_[[rem2 (]

A. californica _
cPEB [ [ Poia ]| [Crevn_ [ [CReve I receptores © SUMO o ubiquitina

AMPA  ~nARNm () CPEB3

Figura 1.8: Estructura de la familia de proteinas CPEB y su funcién neuronal. (A) Representacion
esquematica que indica la relacion estructural entre las proteinas CPEB de diferentes especies. Los
RRMs aparecen coloreados segin su homologia de secuencia. Las regiones ricas en residuos de
glutamina aparecen coloreadas en verde. Figura modificada de (lvshina et al., 2014). (B) (1) La
activacién neuronal de CPEB3 da lugar a (2) una forma agregativa de la proteina que favorece la
traduccién del ARNm que regula la plasticidad sinaptica a través (3) del reforzamiento sinaptico o
potentiacion sinaptica a largo plazo. Figura modificada de (Chuang et al., 2018).

Por su parte, las proteinas CPEB2-4 constituyen una subfamilia que comparte
un 95% de homologia de secuencia de sus RRMs. Ademas, presentan un patrén de

procesamiento alternativo similar e interaccionan con un motivo del ARNm diferente
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al que reconoce CPEB1 (Huang et al., 2006), a pesar de que ambos tipos regulan
poblaciones de ARNm solapantes (Theis et al., 2003). En Drosophila melanogaster
existe un solo miembro en cada grupo, Orbly Orb2 (Figura 1.8A). Se ha demostrado
gue las CPEBs pueden participar en la regulacién de distintos procesos bioldgicos
como la proliferacion celular (Bestman and Cline, 2008; Novoa et al., 2010), el
desarrollo embrionario (Prochazkova et al., 2018), el metabolismo (Alexandrov et al.,
2012) y la senescencia (Groisman et al., 2006). Por el contrario, su mal
funcionamiento se ha asociado con enfermedades como el autismo (Parras et al.,

2018) y el cancer (Fernandez-Miranda and Méndez, 2012).

CPEB3, en concreto, regula la traduccion de proteinas asociadas con el
reforzamiento sinaptico o potenciacion a largo plazo que tiene lugar durante el
aprendizaje y la consolidacion de la memoria (Nicoll, 2017; Qu et al., 2020).
Particularmente la expresion de la proteina de andamiaje PSD-95, los receptores de
NMDA, las subunidades GIluR1 y GIuR2 de los receptores AMPA y la B-actina (Figura
1.8B) (Chao et al., 2013; Huang et al., 2006; Stephan et al., 2015). En este sentido,
se entiende como plasticidad sinaptica el proceso biolégico por el que las neuronas
modifican sus conexiones en redes discretas del cerebro y que se requiere para el
establecimiento de la memoria a largo plazo que es dependiente de la sintesis
proteica. De esta forma el cerebro humano tiene la capacidad de codificar, retener y
subsecuentemente recordar experiencias y a la suma de lo que recordamos,

consciente o inconscientemente, le denominamos memoria.

1.3.1. Caracteristicas estructurales de CPEB3 y sus homélogos

Las bases moleculares de la memoria a largo plazo, capaz de permanecer por
décadas e incluso durante toda la vida humana a pesar del recambio constante de
proteinas, ha fascinado durante mucho tiempo a neurdlogos (Kandel, 2007) y a
bioguimicos (Crick, 1984). Los primeros estudios realizados por Kausik Si, Susan
Lindquist y Eric Kandel mostraron que los cambios a largo plazo que caracterizan la
biologia molecular de la plasticidad sinaptica requieren una forma agregativa de
CPEB en Aplysia californica (ApCPEB) (Si et al., 2003). Este cambio en la

conformaciéon que conduce a alteraciones permanentes a nivel sinaptico es necesario
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para que la consolidacion de la memoria tenga lugar y constituye uno de los procesos
moleculares mas importantes que subyacen a la memoria a largo plazo (Kandel,
2012).

Estructuralmente, la IDR de ApCPEB, contiene un gran nimero de repeticiones
de glutamina que constituyen un PLD y su capacidad para activar la traduccion
depende de este dominio. Aunque la activacion de CPEB esta evolutivamente
conservada, los mecanismos por los que el cambio conformacional ocurre son menos
conocidos y se sabe que la region rica en residuos de glutamina, esencial para
adoptar un estado autorreplicativo capaz de estabilizar la memoria, pierde su
estructura en forma de hélice a para adoptar una estructura de ldmina B durante la

formacion del amiloide in vitro (Raveendra et al., 2013).

Por otra parte, ya se ha mencionado que la expansién de las repeticiones de
glutamina en proteinas como la huntingtina (Jayaraman et al., 2012) o el receptor
androgénico (Escobedo et al., 2019) esta asociada con formas téxicas de la proteina
gue agregan en enfermedades como la de Huntington o la atrofia muscular
espinobulbar, respectivamente. A pesar de ello, se ha demostrado que la forma
silvestre de la huntingtina participa en diferentes funciones neuronales como el
transporte axonal o durante el proceso de la consolidacién de la memoria en Aplysia,
y su inhibicion bloquea la facilitacion a largo plazo, lo que sugiere una funcién en la
regulacion de la plasticidad sinaptica (Choi et al., 2014). Curiosamente, las
repeticiones de glutamina estan ausentes en la huntingtina de Aplysia y Drosophila y

parecen no ser requeridas para su funcién biolégica.

Mas recientemente, se ha demostrado que el homélogo de CPEB en
Drosophila (Orb2) se comporta de manera similar a pesar de que su contenido de
residuos de glutamina es menor y la formacién del amiloide presenta una regulacion
mas compleja (Khan et al., 2015; Majumdar et al., 2012). Orb2 tiene dos isoformas y
ambas son requeridas para la memoria a largo plazo. Orb2A presenta un nivel de
expresion bajo y es necesaria para la formacion de amiloide de Orb2B actuando como
cebador. Ademas, la inhibicibn de la formacién de amiloide de Orb2B bloquea
especificamente la consolidacion de la memoria, pero no la memoria corto plazo

(Hervas et al., 2016; Majumdar et al., 2012). Hace tan solo unos meses, la estructura
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nativa del amiloide de Orb2B ha sido elucidada y se ha demostrado que el pH es
capaz de regular la estabilidad de su estructura debido la presencia de residuos de
histidina en el nacleo amiloidogénico (Figura 1.9) (Hervas et al., 2020a; Oroz et al.,
2020).
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Figura 1.9: Modelo del amiloide de Orb2B y su funcién en la consolidacion de la memoria. (A)
Representacion esquemaética de la organizacion de los dominios de Orb2B que indica la region
formadora de la fibra de amiloide, los dos RRMs y el motivo ZnF. (B) Representacion de la formacion
de amiloide de Orb2B en la sinapsis. Orb2B en estado de mondmero mantiene al ARNm que regula la
plasticidad sinaptica en un estado inactivo. Cuando se estimula la sinapsis, el PLD permite a la proteina
alterar su conformacion adoptando una estructura de amiloide activa que se une a la proteina CG4612
y recluta el complejo promotor de la traduccion permitiendo a la sinapsis mantener su actividad incluso
una vez el estimulo sindptico ha concluido. Figura modificada de (Hervas et al., 2020a).
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En mamiferos, la region N-terminal de CPEB3 es considerada necesaria para
la formacion de amiloide y la consolidacion de la memoria (Fioriti et al., 2015; Stephan
et al., 2015). Comparado con ApCPEB y Orb2, el numero de residuos de glutamina
es menor y la regulacion de la formacion del amiloide funcional en CPEB3 parece
incluso mas sofisticada debido a la existencia de multiples isoformas (Theis et al.,
2003; Wang and Cooper, 2009), modificaciones post-traduccionales (Drisaldi et al.,
2015) y bucles de retroalimentacién que regulan los niveles de expresion de CPEB3
(Fiumara et al., 2015). No obstante, todos ellos conservan los dos RRMs y el motivo
ZnF, y presentan una IDR con un PLD similar al de otras proteinas como FUS o TDP-
43. Por ello, la comparaciéon de la formacion de amiloide funcional de CPEB3 con
estos amiloides patoldgicos resulta interesante y relevante para la comprension en

detalle de sus propiedades biofisicas.

1.3.2. Mecanismo de regulacion de la plasticidad sinaptica

CPEBS3 se localiza en diferentes regiones neuronales donde realiza sus
funciones (Fig. 1.10). Una vez sintetizada, a diferencia del mecanismo seguido por
Orb2 (Khan et al., 2015; White-Grindley et al., 2014), CPEB3 es sumoilada y se ha
demostrado que esta PTM modula la agregacion de CPEBS3 inhibiéndola (Drisaldi et
al., 2015). Cuando las neuronas son estimuladas, CPEB3, que es mayoritariamente
citoplasmatica, se trasloca al nlcleo. Este proceso esta mediado por la carioferina
IPO5 a través de interacciones con la sefial de importacion nuclear del RRM1 de
CPEBS3 facilitando su translocaciéon (Chao et al., 2012). Una vez dentro del nucleo,
CPEB3 interacciona con el factor de transcripcién STAT5B, que normalmente activa
genes que codifican para proteinas relacionadas con la neurogénesis y la plasticidad
sinaptica, como el receptor de la tirosina quinasa, pero que en neuronas post-
mitéticas estan negativamente regulados por CPEB3 (Peng et al., 2010; Terlau and
Seifert, 1990). Esta unién se produce entre la IDR de CPEB3 y los residuos 639-700
de STAT5B, pero las caracteristicas de la interaccion todavia no se conocen en
detalle. Por otra parte, la resolucion de la estructura tridimensional del RRM1 de
CPEB3 humano (hCPEB3) ha demostrado que este dominio presenta una horquilla 8

adicional distinta al del RRM candnico que parece estar relacionada con la
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especificidad de secuencia entre las dos subfamilias de CPEBs (Huang et al., 2006;
Tsuda et al., 2014).
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Figura 1.10: Distribucion celular de CPEB3. La estimulacion dendritica de las neuronas
desencadena la memoria a corto plazo mediada por fosforilacién y (1) un aumento en la sintesis de la
proteina CPEB3. (2) Si la estimulacién neuronal persiste, CPEB3 se desplaza al nucleo y (3) regula la
transcripcion a través de STAT5B ademas de (4) unirse al ARNm que regula inhibiendo su traduccién.
Tras su salida del nucleo (5), CPEB3 y el ARNm pueden quedar retenidos en los granulos de estrés
en condiciones desfavorables (6). (7) En ausencia de factores de estrés o una vez han cesado, (8)
CPEB3 unido al ARNm forma parte de los granulos neuronales para ser transportado a través de las
espinas dendriticas (9) y asociarse con otras proteinas para constituir los granulos de tipo cuerpo de
procesamiento. Una estimulacién continuada causa (10) la desumoilacién de CPEB3 y su agregacion
permitiendo la activacion de la traduccién del ARNm que media cambios en la morfologia de la espina
y su fortalecimiento, base de la memoria a largo plazo.

La salida del nacleo de CPEB3 unido al ARNm es facilitada por la carioferina
CRM1 que reconoce la sefal de exportaciéon nuclear (NES) localizada entre los
residuos 349-353. CPEB3 puede formar varios tipos diferentes de condensados
biomoleculares localizdndose en los granulos de estrés en condiciones
desfavorables, en los granulos neuronales permitiendo su transporte a lo largo de las
espinas dendriticas 0 en unos granulos similares a los cuerpos de procesamiento que
mantienen al ARNm en estado latente (Ford et al., 2019). Una estimulacién neuronal
persistente conduce a la desumoilacion de CPEB3 y la conversion en su forma activa
y agregativa mediada por la IDR que promueve la traduccion del ARNm y regula la
plasticidad sindptica de las neuronas en el hipocampo (Figura 1.8B y 1.10) (Drisaldi
et al., 2015).
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Se ha descrito que otras PTMs como la metilacion son capaces de regular la
funcién de CPEBS3, si bien su impacto estructural y funcion espécifica estan menos
caracterizados (Guo et al., 2014). Particularmente, se sabe que la ubicuitina ligasa
Neuralized modula la actividad de CPEBS3 facilitando la plasticidad neuronal y la
consolidacion de la memoria dependiente de hipocampo (Pavlopoulos et al., 2011).
CPEB3 también puede ser fosforilada por actividad de la proteina quinasa A y la
Ca?*/calmodulina proteina kinasa Il en neuronas hipocampales activas (Kaczmarczyk
et al., 2016). Este tipo de modificaciones conducen a cambios estructurales en la
sinapsis de forma especifica que permiten que la consolidacion de la memoria ocurra.
Un ejemplo de ello es la remodelacion del citoesqueleto de actina que tiene lugar a
través de su interaccion con CPEB3 y que refuerza la espina dendritica aumentando
permanentemente la neurotransmision (Figura 1.8B) (Gu et al., 2020; Stephan et al.,
2015).

La hipoétesis de que la formacion de amiloide funcional de CPEB3 es clave para
la persistencia de la memoria (Si et al., 2003) se apoya en un gran numero de
experimentos in vitro asi como en otros realizados en neuronas de los modelos
animales de Aplysia, Drosophila y raton revisados recientemente (Si and Kandel,
2016). La funcion de CPEB3 en la consolidacion de la memoria ha sido corroborada
por observaciones que sugieren que las personas que portan un alelo que codifica
para una forma rara de CPEB3 y cuya expresion es baja, presentan un

empeoramiento de la memoria episodica (Vogler et al., 2009).

La plasticidad sinaptica también esta regulada por CPEB1 y CPEB2. Por el
contrario, se ha demostrado que ratones que no expresaban CPEB4 presentan una
plasticidad sinptica y consolidacion de la memoria aparentemente normales (Alarcon
et al., 2004; Berger-Sweeney et al., 2006; Lu et al., 2017; Tsai et al., 2013). CPEB1
en X. laevis controla la morfogénesis dendritica y forma granulos neuronales que
mantienen al ARNm en un estado latente y pueden encontrarse asociados a otras
estructuras como los granulos de estrés o los cuerpos de procesamiento (Bestman
and Cline, 2008; Chae et al., 2010; Wilczynska et al., 2005). En este sentido, CPEB4
también es capaz de formar granulos de ARNm inactivos mediante LLPS que son
requeridos para la correcta progresion meidtica durante el ciclo celular (Guillén-Boixet

et al.,, 2016; Parras et al.,, 2018). Estas observaciones reflejan como la dinamica
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interaccion entre diferentes estructuras citoplasmaticas granulares coordina la

compartimentalizacion del metabolismo del ARNm.

Mas alla del interés biologico fundamental que tiene comprender las bases
moleculares de la memoria a largo plazo en humanos, estos descubrimientos
permitiran el desarrollo de tratamientos para patologias como el trastorno de estrés
postraumatico y otras enfermedades asociadas con el almacenamiento de lo que se
denominan “memorias patoldgicas” como son consideradas las adiciones (Gisquet-
Verrier and Le Dorze, 2019; Hopf, 2017; Hyman, 2005). Del mismo modo, la
elucidacion de los determinantes moleculares subyacentes a la separacion de fases
y la amiloidogénesis de hCPEB3 y los mecanismos celulares que regulan estas
transiciones de fases evitando la toxicidad celular intrinseca que exhiben los
amiloides, permitira en un futuro identificar nuevas dianas terapéuticas para el
desarrollo de estrategias que combatan las enfermedades neurodegenerativas

asociadas con el plegamiento aberrante de las proteinas.

1.4. Caracterizacion estructural y dinamica

La habilidad de las IDPs para separarse de fase en ciertas condiciones parece
ser una propiedad universal de forma similar a lo que ocurre con la formacién de
amiloide que constituye un estado general de las proteinas (Fandrich et al., 2001;
Knowles et al., 2014). No obstante, del mismo modo que solo un subconjunto de
proteinas es capaz de adoptar la conformacion de amiloide en condiciones
fisioldgicas, solo algunas secuencias parecen tener la habilidad de separarse de fase
en las condiciones que existen en las células vivas. A pesar de los grandes avances
realizados en los ultimos afios en este campo de investigacién, el conocimiento de los
determinantes moleculares de la separacion y transicion de fases de las IDPs es
todavia limitado. Por ello, la caracterizacion de sus propiedades estructurales y
dinAmicas es de gran importancia para poder racionalizar el papel biolégico que
desempeiian. En particular, los programas informaticos y las técnicas experimentales
habituales, como la difraccién de rayos X o la criomicroscopia electronica, utilizadas
para el estudio de las proteinas con estructura nativa no siempre son aplicables a las

IDPs. Por ello, existen otros métodos computacionales para el estudio concreto de
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este tipo de proteinas que junto a técnicas biofisicas mas especificas y la RMN en
disolucién son capaces de proporcionar informacion estructural y dinamica de alta

resolucion para su caracterizacion.

1.4.1. Utilizacion de métodos computacionales

Los algoritmos usados clasicamente para determinar la estructura secundaria
de las proteinas globulares no son utiles en el caso de las IDPs debido a las
particularidades de sus secuencias. Por ello, se han desarrollado algoritmos
especificos que permitan evaluar la tendencia al desorden de esta clase de proteinas.
Estos métodos pueden ser predictivos o estar basados en informaciéon estructural
experimental. Al primer grupo pertenecen mas de 50 predictores (He et al., 2009)
como el algoritmo IUPred (Dosztanyi et al., 2005), que permite identificar las regiones
desordenadas estimando la energia de interaccion entre residuos necesaria para
compensar el coste entrépico del plegamiento; Foldindex (Prilusky et al., 2005), que
emplea la hidrofobicidad media de sus aminoacidos y el valor absoluto de su carga
netay PONDR (Xue et al., 2010), un meta-predictor basado en las propiedades fisico-
guimicas de los aminoacidos y en la composicion. Para el célculo de estructuras, el
programa TALOS+ establece una relacibn empirica entre los desplazamientos
quimicos de *2C, ®N y H y los angulos de torsién ¢y w de la cadena polipeptidica
gue determinan la estructura local (Shen et al., 2009). CYANA es un programa que
puede generar un subconjunto de conférmeros que satisfacen los datos
experimentales de los desplazamientos quimicos, el efecto Overhauser nuclear y las
restricciones angulares (Guntert and Buchner, 2015). Otros algoritmos incluidos en

esta categoria son ENSMBLE, TraDES y Flexible-Meccano.

De forma general, resulta muy Util identificar las regiones desordenadas en las
proteinas para analizar sus propiedades fisico-quimicas y usar los resultados de estos
analisis para generar hipétesis sobre las bases moleculares de la separacion y
transicion de fases de las IDPs. En concreto, los algoritmos SEG y CAST
(Kirmitzoglou and Promponas, 2015) permiten identificar las LCRs de acuerdo con la
complejidad de la secuencia o su composicion respectivamente. El algoritmo PLAAC

(Lancaster et al., 2014) es capaz de identificar dominios prionoides siguiendo un
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modelo oculto de Markov basado en la composicion de cuatro priones de
Saccharomyces cerevisiae previamente identificados. Por su parte, el algoritmo
catGRANULE evalla la tendencia a la LLPS mediante el uso de predictores que mejor
discriminan proteinas que forman granulos del proteoma de Saccharomyces (Mitchell
et al., 2013). AmylPred 2 es una herramienta de meta-analisis muy util que utiliza el
consenso de hasta 11 métodos diferentes entre los que se encuentran los algoritmos
AGGRESCAN, WATZ y TANGO desarrollados especificamente para predecir
aspectos relacionados con la formacion de fibras de amiloide (Tsolis et al., 2013). Otro
algoritmo, ZipperDB, utiliza el método de perfil tridimensional basado en la estructura
del péptido NNQQNY de la proteina prionica Sup35 formadora de amiloide. Asi pues,
los hexapéptidos de la secuencia cuya energia Rosetta esta por debajo del valor
umbral de -23 kcal/mol, empiricamente determinado, son considerados capaces de
formar una estructura de dos laminas S cruzadas que constituye las fibras de amiloide
(Thompson et al., 2006). A pesar de todos estos avances informaticos, las
predicciones de secuencia deben corroborarse experimentalmente y su combinacion
constituye una estrategia fundamental para el entendimiento de la relacién estructura-
funcién de las IDPs y permite también el desarrollo de nuevos predictores mas

avanzados.

1.4.2. Bases de la espectroscopia RMN

La espectroscopia de RMN permite estudiar con detalle atbmico la estructura
de las macromoléculas biolégicas como las IDPs en condiciones fisiolégicas, a
diferencia de la difraccion de rayos X y la microscopia crioelectronica que requieren
de muestras en estado sélido. Los nlcleos 'H, '3C y N pueden actuar como
sensores muy sensibles a cambios sutiles en el entorno quimico como los
conformacionales, permitiendo identificar los estados parcialmente plegados de una
proteina. Si bien ha de tenerse en cuenta que el tamafo de la proteina y su solubilidad
pueden suponer una limitacién para su estudio por RMN (Gibbs et al., 2017; Murthy
and Fawzi, 2020).

El espin es una propiedad fundamental de las particulas elementales por la

gue presentan un momento angular intrinseco de valor fijo. Los nudcleos con espin, I,
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distinto de cero se comportan como una distribucion finita de carga y tienen un
momento magnético proporcional y paralelo al espin nuclear y en presencia de un
campo magnético se pueden encontrar en 21+1 niveles de energia distintos. Por ello,
para los nucleos 'H, 3C y *N cuyo espin tiene el valor de Y2, existen dos niveles de
energia. Asi pues, un protdbn en el nivel inferior puede absorber radiacion
electromagnética y pasar a un estado energético superior. Se dice que esta en
resonancia con el campo magnético, siendo la diferencia entre el nivel de menor
energia ay el de mayor energia 8 pequefia y directamente proporcional a la intensidad
del campo externo. Cuando estos nucleos son irradiados con ondas
electromagnéticas de la frecuencia adecuada, se induce un cambio en la orientacion
de los espines. Al volver a su estado inicial, estos espines emiten sefiales de
radiofrecuencia que pueden ser detectadas. La sefial obtenida se denomina
decaimiento libre de la induccion y contiene todas las sefales del espectro respecto
al tiempo. Mediante una funcion matematica, conocida como transformada de Fourier,
se obtiene un espectro con las sefiales en funcién de la frecuencia. Uno de los
parametros mas importantes obtenidos es el desplazamiento quimico que
proporciona informacion sobre el entorno quimico del nucleo de estudio. En proteinas,
los valores de desplazamiento quimico no so6lo dependen del tipo de nucleo y su
situacién dentro del aminoacido, sino también del tipo de residuo, la conformacion
gue adquiera dentro de la proteina, los residuos adyacentes y el medio (Gomez
Moreno and Sancho, 2003; Santoro, 2018).

1.4.2.1. RMN en disolucién de péptidos y proteinas

El alto grado de solapamiento de los espectros monodimensionales de las
macromoléculas complica su analisis. No obstante, la asignacion de las sefiales de
péptidos de 10-30 residuos y proteinas de bajo peso molecular se puede realizar
siguiendo la estrategia desarrollada por Kurt A. Wiuthrich (Kumar et al., 1980) y no
requiere del uso de marcaje isotopico. Los experimentos bidimensionales registrados
siguiendo este método son la espectroscopia de correlaciones (COSY) y de
correlacion total (TOCSY) (Braunschweiler and Ernst, 1983), basados en la

transferencia de magnetizacion a través de las constantes de acoplamiento escalares
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entre protones que se correlacionan en el mismo sistema de espin, y la
espectroscopia de efecto Overhauser nuclear (NOESY), que presenta cruce de picos
fuera de la diagonal que se correlaciona con los protones que se encuentran proximos
a causa de la transferencia entre dipolos de la magnetizacién a través del espacio y
gue se conoce como efecto Overhauser nuclear. Adicionalmente, para determinar los
desplazamientos quimicos de 3C y N, la espectroscopia de coherencia cuantica
Unica heteronuclear (HSQC) correlaciona enlaces *H-13C o 'H-1®N con la abundancia
natural de *3C y **>N (Bodenhausen and Ruben, 1980). En este caso, la magnetizacion
se transfiere del proton al heteroatomo y vuelve al nucleo de partida. Sin embargo, a
pesar de que la espectroscopia de RMN es probablemente la herramienta mas
poderosa de la que disponemos para la caracterizacion estructural de las IDPs, su
asignacion no es posible de forma general a través de la estrategia basada en los
espectros 2D homonucleares debido a la poca dispersion de los desplazamientos

guimicos de los protones y a la superposicion de sefiales.

Para proteinas plegadas de 50-200 residuos, se utiliza una estrategia basada
en la combinacion de marcaje °N y 13C, y los espectros 3D HNCO, HNcaCO, HNCA,
HNcoCA, HNCACB y CBCAcoNH, que permite correlacionar los nicleos 13C’, 13Cay
13CB de residuos adyacentes. Sin embargo, para las IDPs esta estrategia de
asignacion presenta algunas limitaciones como la baja dispersion de los
desplazamientos quimicos de los protones amida y el ensanchamiento de sus
sefales, la ausencia de registros para los residuos de prolina que carecen de *HN o
la agrupacion de las sefiales de 3Ca y *3CB en torno a valores caracteristicos de la
conformacién de ovillo estadistico, que dificultan la utilizacion de estos métodos
clasicos, asi como la de otras estrategias alternativas que se han desarrollado en los
ultimos afos y que siguen presentando este tipo de inconvenientes (Mantylahti et al.,
2011).

1.4.2.2. Estrategia no convencional para la asignacion de IDPs

Con el objetivo de superar estas limitaciones se han desarrollado los
experimentos hNcocaNCO y hnCOcaNCO que permiten correlacionar directamente

dos grupos 3C’-15N aprovechando la buena dispersion entre ambos nuicleos, si bien
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la interrupcion de la conectividad que ocurre en los residuos de prolina y que suele
aparecer frecuentemente representada en las secuencias de LCRs e IDPs, constituye
una limitacion debido a que la transferencia de la magnetizacion comienza en el
proton amida (Figura 1.10A) (Pantoja-Uceda and Santoro, 2013). Afortunadamente,
la asignacion del esqueleto de hCPEB3, que tiene un elevado contenido de residuos
de prolina consecutivos y que podria dificultar la asignacion, puede realizarse
utiizando un método innovador que combina la informacion de diferentes
experimentos de RMN a través de los espectros tridimensionales hacacoNcaNCO y
hacaCOncaNCO (Figura 10B) (Pantoja-Uceda and Santoro, 2014).
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Figura 1.10: Experimentos para la asignacién de IDPs (A) Representacién esquematica de la via
de transferencia de la magnetizacion implementada en el experimento HNCOCANCO. (B)
Representacién esquematica de la via de transferencia de la magnetizacién implementada en el
experimento hacaCONcaNCO. Los nlcleos aparecen coloreados para correlacionar los residuos i e i
+ 1. Las flechas indican el sentido de la transferencia de la magnetizacion.

Estas secuencias de pulso emplean el Ha en lugar del *HN durante la
excitacion inicial y presentan dos ventajas principales. En primer lugar, se pueden
registrar las sefiales correspondientes a los residuos de prolina, dado que se trata de
un iminoéacido que, aungue no presenta *HN, si tiene Ha. Ademas, se puede realizar
en condiciones de pH elevado. Tradicionalmente la espectroscopia de RMN ha
evitado trabajar a pH superior a 8 debido a que el intercambio de *HN con *H20 ocurre
rapidamente causando la pérdida de las sefiales. La mayor limitacion de esta
aproximacion es que esta basada en la deteccion del 3C en lugar de *H'y, por ello, la
sensibilidad disminuye en un factor de 1:32, a lo que hay que afadir el elevado

namero de pasos de transferencia de magnetizacion utilizado entre nucleos. Asi pues,
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es esencial que la concentracion de la muestra en disolucion sea superiora 1 mMy
se utilizan condiciones donde la solubilidad de la muestra se vea incrementada, como
un tampon 1,0 mM &cido acético pH 4,0 en ausencia de sales, teniendo en cuenta
gue esté algo alejado de las condiciones fisiol6gicas (Li et al., 2006). Por otra parte,
es importante que el nivel de marcaje de °N y 13C sea alto. Si tomamos por ejemplo
gue el nivel de marcaje fuese del 50%, en tres pasos solamente quedaria %2 - % - ¥
=Y 0 el 12,5% de la magnetizacion inicial. Ademas, es fundamental que la velocidad
de relajacion transversal Rz no sea muy elevada, si bien esto suele cumplirse de forma
general para las IDPs. Por el contrario, los nucleos de los segmentos que adoptan
parcialmente una estructura presentan mayor rigidez y tienden a manifestar sefales

mas débiles.

1.4.3. Fundamentos de microscopiay técnicas biofisicas

La microscopia electronica de transmision (TEM) utiliza un fino haz de
electrones acelerados emitido por un filamento de wolframio o boruro de lantano como
fuente de iluminacion que atraviesan la muestra y produce su dispersion en diferentes
trayectorias. La imagen de alta resolucion que se forma es aumentada y proyectada
sobre una pantalla fluorescente para su visualizacion en tiempo real, pudiendo
registrarse mediante una pelicula fotogréafica o digitalmente para su estudio posterior
Adicionalmente, esta técnica puede complementarse mediante procedimientos de
inmunomarcaje para obtener mayor detalle estructural y las imagenes obtenidas
también pueden promediarse para realizar reconstrucciones tridimensionales
(Williams and Carter, 2009). Por ello, la TEM es una técnica muy util para la
visualizacion de distintas especies amiloides y es un método esencial para su
caracterizacion estructural in vitro a escala nanométrica que no puede abordarse por
las técnicas de microscopia convencionales. Ademas, también permite identificar
otras vias de plegamiento aberrante de las proteinas como la agregacion amorfa. Asi
pues, esta técnica permite caracterizar la ruta de formacion de amiloide de una forma
relativamente facil, rdpida y precisa. Si bien no permite confirmar la estructura de
espina B cruzada requiriendo para ello el uso de otras técnicas como la difraccion por

rayos X (Gras et al., 2011). En los ultimos afos, el desarrollo de la criomicroscopia
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electronicay la espectroscopia RMN en estado solido ha permitido finalmente abordar
el estudio de la estructura atomica de las fibras de amiloide revolucionando el campo

de la biologia estructural (ladanza et al., 2018).

La espectroscopia de fluorescencia es una herramienta experimental muy Util
desarrollada en las ultimas décadas que se basa en la emision fluorescente de una
muestra y que permite estudiar diferentes fendmenos biolégicos. Generalmente, la
emision de luz ocurre en sistemas conjugados como las moléculas orgénicas en las
gue tiene lugar una transicién electronica entre orbitales moleculares m™—* y
n— 1. Asi pues, una vez que la molécula es excitada a un estado electrénico
superior, puede liberar el exceso de energia emitiendo fotones para volver al estado
fundamental. No obstante, existen otros mecanismos para esta pérdida de energia
como la transferencia de carga intramolecular, cambios conformacionales,
transferencia de energia al solvente y otras formas de decaimiento sin radiacién que
compiten con la fluorescencia (Jabtonstski, 1933). Los dispositivos que miden la
fluorescencia se denominan fluorimetros y su fuente de luz habitual es una lampara
de xendn que ofrece una intensidad relativamente uniforme para un rango espectral
amplio. La disposicion ortogonal del detector evita interferencias con la luz de
excitacion (Lakowicz, 2006). Algunas de las aplicaciones mas comunes para el
estudio de la estructura de proteinas utilizan moléculas fluorescentes que pueden
clasificarse dependiendo de si forman parte constituyente o no del sistema de estudio.
Ejemplos representativos del primer grupo son los residuos aromaticos de las
proteinas como el triptéfano, cuyo espectro de emisién varia en relacién a su entorno
quimico y permite determinar el grado de exposicién al solvente del grupo indol, la
proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) o el cofactor FAD+. Al segundo grupo
pertenecen algunos de los fluor6foros mas utilizados para el estudio de las
propiedades estructurales de las IDPs como el acido 8-anilinonaftalen-1-sulfénico
(ANS), empleado para evaluar la distribucion de las zonas hidrofobas; y la tioflavina
T (ThT), para identificar la presencia de conférmeros con estructura de amiloide
(Bagatolli, 2016).

El andlisis por recuperaciéon de fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP)
mediante microscopia confocal es una técnica muy util para determinar la dinamica

molecular y la movilidad de los condensados separados de fase in vitro o bien en
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células vivas y fue desarrollado originariamente para monitorizar la difusion lateral de
sondas fluorescentes en la superficie de las membranas celulares. En estos
experimentos, una region de interés se fotoblanquea produciéndose la destruccion
quimica del fluoréforo. A continuacion, se monitoriza la recuperacion de la
fluorescencia de la zona por difusion. Si los condensados presentan propiedades
liquidas, la recuperacion es rapida mientras que disminuye para los estados de gel y
amiloide (Wang et al., 2019). A pesar de su extendido uso para estudiar las
propiedades del estado liquido de las proteinas como por ejemplo su viscosidad, se
deben tener en cuenta algunas consideraciones criticas al interpretar los resultados.
Asi pues, aunque en los experimentos de FRAP se asume que las proteinas
fotoblanqueadas por el laser difunden y son reemplazadas por otras fluorescentes
dando lugar a la recuperacion de la sefial fluorescente, la recuperacién de la sefial no
se debe exclusivamente a la difusion libre de las moléculas en el condensado
biomolecular ya que también se produce un intercambio con las proteinas en
disolucion en la célula. Ademas, existe una compleja dependencia con otros
parametros como el recambio de las proteinas, la asociacibn con otras
macromoléculas, asi como el nimero de éstas y su valencia. Por ello, cualquier
cambio en estos parametros puede influenciar la velocidad a la que se produce la

recuperacion de la fluorescencia (Mcswiggen et al., 2019).

El dicroismo circular (CD) es una técnica basada en la interaccién de la luz
circularmente polarizada con atomos quirales y moléculas asimétricas que producen
una desviaciéon en el plano del haz. Los espectrofotdmetros miden la diferencia en
absorbancia entre los componentes de la luz polarizada y lo expresan en forma de
elipticidad en grados. En la mayoria de estudios biologicos las sefiales de CD son
muy pequefias, del orden de 10 mdeg, correspondiente a una diferencia de
absorbancia de 3-10* (Brahms and Brahms, 1980). En las proteinas, los croméforos
mas importantes son el enlace peptidico, que absorbe por debajo de los 240 nm, las
cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos, que absorben en el rango de 260
nm a 320 nm, y los enlaces disulfuro, que aparecen como bandas débiles y anchas
centradas en torno a 260 nm (Kelly et al., 2005). Los espectros de CD caracteristicos
en la region del ultravioleta (UV) lejano son altamente sensibles a la configuracion del
enlace peptidico en los diferentes tipos de estructura secundaria, como el ovillo

estadistico, la hélice a, el, el giro 8 de tipo I, la lamina B, la hélice 3i o la hélice
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poliprolina Il (PPIl), y permiten estudiar la conformacién de IDPs en disolucion
(Chemes et al., 2012).

1.4.4. Consideraciones sobre los ensayos de separacion de fases

Los ensayos de separacion de fases in vitro con proteinas recombinantes
purificadas se han convertido en una forma estandar de investigar la capacidad de las
proteinas para formar organulos celulares sin membrana. Hasta el momento, se ha
demostrado que diferentes proteinas son capaces de separarse de fase y formar
condensados liquidos in vitro, si bien cabe de destacar que no en todos los casos
estas observaciones se traducen en la formacion de condensados biomoleculares en

la célula con una funcion biolégica asociada a la LLPS.

La expresion y purificacion de proteinas que se separan de fase no esta exenta
de dificultades a causa de la presencia frecuente de PLDs que favorece su tendencia
a la agregacion complicando su estudio y caracterizacion. Ademas, estas proteinas
son notablemente “pegajosas” y se unen a los materiales de los tubos y columnas de
purificacion. Debido a estas complicaciones, muchas estrategias comunes de
purificacion a menudo no funcionan. Por ello, se recomienda evitar el uso de columnas
de purificacion que requieran grandes volumenes de lecho como la exclusion
molecular o de intercambio i6nico y utilizar tubos de baja unién para evitar la pérdida
de proteina. Un problema comudn es que las proteinas que se separar de fase son
marginalmente solubles en los tampones habituales, por ello se han evaluado
diferentes condiciones para aumentar la solubilidad de las IDPs. También es
importante considerar la concentracion de las sales durante el proceso de purificacion.
Las proteinas globulares que no se separan de fase son tipicamente solubles en
tampones con altas concentraciones de sal a temperatura ambiente. Concretamente,
se ha visto que altas concentraciones de sales y temperaturas por encima de 4 °C
promueven la separacion de fases de hCPEB3. Por ello, se recomienda usar
tampones de baja fuerza ionica y trabajar en hielo cuando sea posible durante el

proceso de purificacion.

Sin embargo, este enfoque puede no ser util para todo tipo de proteinas y

depende de la composicion especifica de cada IDP. En este sentido, se debe

42



1.4. Caracterizacién estructural y dinamica

mencionar que existen muchos ejemplos en la bibliografia en los que las proteinas se
describen como insolubles bajo condiciones de purificacion estandar y que podria
deberse a separaciones de fases que se consideran no deseadas. La separacion de
fases de las proteinas es muy sensible a su concentracion, por ello se recomienda
mantener este tipo de proteinas diluidas durante el proceso de purificacion.
Finalmente, se ha encontrado que los ciclos repetidos de congelacion y
descongelacién disminuyen fuertemente la calidad de la proteina, por lo que se
recomienda almacenar la proteina en pequefas alicuotas que se utilicen una Unica
vez y trabajar con proteina recién purificada para los ensayos de separacion de fases

en la medida de lo posible.

Como consecuencia de todos estos factores, los resultados de los ensayos de
separacion de fases pueden diferir entre laboratorios y no son facilmente
reproducibles. Por ello, existe una necesidad de producir proteinas de buena calidad,
asi como de procedimientos estandar y practicas adecuadas para la realizacion de
este tipo de ensayos. Esta tesis provee protocolos para la purificacion y la realizacion
de ensayos para estudiar la separacion de fases in vitro. Se espera que este
compendio de procedimientos y experimentos constituya una fuente de informacién
util para todos aquellos investigadores interesados en estudiar la separacion de fases

en las IDPs.
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. OBJETIVOS

El objetivo principal mas inmediato de esta tesis es profundizar en la
compresion de la relacion estructura-funcién de las proteinas prionoides utilizando
como modelo el amiloide funcional humano CPEBS3, regulador traduccional de la

plasticidad sinaptica y la consolidacion de la memoria.

En cuanto a los objetivos generales, se espera que los resultados obtenidos
puedan contribuir a una mejor comprension de las bases moleculares que subyacen
a la formacion de la memoria a largo plazo que permita el desarrollo de tratamientos
mas especificos y eficaces para tratar ciertas patologias como el trastorno de estrés

postraumatico o las adicciones.

Por otra parte, el estudio comparativo con los amiloides patolégicos podra
ayudar a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas basadas en las diferencias
estructurales que caracterizan a esta clase de proteinas y favorecera el desarrollo de

nuevos farmacos para tratar diferentes proteinopatias actualmente mortales.

A continuacién, se detallan los objetivos especificos de la misma:

(1). Aplicar una estrategia de RMN multidimensional que permita superar las
limitaciones asociadas al estudio de IDPs y determinar la estructura y dinamica de la
IDR de hCPEB3.

(2). Identificar las secuencias y los determinantes moleculares que dirigen la
separacion y la transicion de fases de la IDR de hCPEBS3.

(3). Caracterizar la naturaleza de las interacciones que promueven la condensacion y
la formacion de amiloide de la IDR de hCPEB3 mediante el analisis por delecién

secuencial.

(4). Determinar los factores que regulan la amiloidogénesis funcional del PLD de

hCPEB3 utilizando diferentes moduladores moleculares.

(5). Proponer un modelo basado en los resultados obtenidos que relacione la

estructura de hCPEB3 con su funcidén neuronal en la consolidacion de la memoria.

47



Parte Il
MATERIALES Y METODOS

49



Materiales y métodos

. MATERIALES Y METODOS

3.1. Herramientas bioinformaticas

La conservacion de las secuencias de la proteina CPEB3 en vertebrados fue
determinada usando el programa T-coffee (Tommaso et al., 2011) y Clustal Omega
(Sievers et al.,, 2011) usando la configuracion predeterminada. Las secuencias
elegidas como representativas de CPEB3 son: isoforma 1 de humano
NP_001171608.1, la isoforma 2 de humano, CAI14105.1, isoforma 1 de raton (Mus
musculus) NP_001277755.1, de gallo (Gallus gallus) XP_105144323.1, de tortuga
(Chrysemys picta belli) XP_005301348.1, de rana (Xenopus tropicalis)
NP_001015925.1 y de pez (Danio rerio) XP_009305819.1.

El dominio PLD fue detectado mediante el algoritmo PLAAC

(http://plaac.wi.mit.edu/) utilizando los ajustes predeterminados por defecto, el resto

de dominios fueron identificados con el programa SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/) o la herramienta de busqueda de dominios conservados NCBI

(https://www.ncb i.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cqgi). La tendencia al desorden se

calcul6 mediante el algoritmo IUPred (http://iupred.enzim.hu/). Para determinar la

carga media de los amino&cidos de la secuencia se utiliz la herramienta EMBOSS
Charge utilizando una ventana de 20 aminoacidos de longitud

(http://www.bioinformatics. nl/cgi-bin/emboss/charge).

La plataforma web LCR-eXXXplorer se utilizé para identificar las LCRs

mediante los algoritmos SEG y CAST (http://repeat.biol.ucy.ac.cy/lcr-exxxplorer). Las

secuencias amiloidogénicas se determinaron utilizando el programa AmylPred 2
estableciendo consenso si al menos cuatro de los diez algoritmos empleados

identifican el residuo. EI algoritmo SecStr fue excluido del analisis

(http://aias.biol.uoa.gr/AMYLPRED2/). Estos resultados se compararon con los
obtenidos por el algoritmo ZipperDB. Los hexapéptidos de la secuencia cuya energia
Rosetta esta por debajo del valor umbral de -23 kcal/mol empiricamente determinado

se consideraron cremalleras estéricas (https://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/). Para

calcular la propension a la formacion de granulos mediante LLPS se utilizd el
algoritmo catGRANULE (http://s.tartaglialab.com/update submission/292534/ade
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5fba947). La tendencia a la formacion de hélices superenrolladas se determind con el
algoritmo COILS que emplea como referencia una base de datos de secuencias

conocidas (https://embnet.vital-it.ch/software/COILS form.html).

3.2. Clonaje molecular

El ARNm que codifica para hCPEB3 varia en longitud debido a la
presencia de una ribozima, similar a la del virus delta de la hepatitis humana, en un
intron del gen que codifica para la proteina y que da lugar a la generacion de
diferentes isoformas cuya funcidén exacta se desconoce (Salehi-Ashtiani et al., 2006).
En este trabajo se ha estudiado la isoforma 2 de hCPEB3: Uniprot Q8NE35-2 /
Genebank CAI14105. Cabe destacar también que el pre-ARNm de Orb2A, la proteina
homdéloga en D. melanogaster, contiene un intron con multiples codones de stop que
se salta solo cuando ciertos estimulos aptos desde el punto de vista del recuerdo son
experimentados (Gill et al., 2017).

La IDR de la proteina CPEB3 que corresponde a los primeros 426 residuos de
la proteina fue expresada en 8 segmentos de cien residuos altamente solapantes. De
este modo, para controlar posibles efectos de borde, asi como la reproducibilidad de
los resultados, cada segmento solapa 50 residuos con el segmento anterior y el
posterior (Tabla 8.1.1). Cada segmento fue clonado en un pladsmido pET-28a(+) tras
ser amplificado mediante PCR usando como molde un plasmido pLL3.7-Syn que
contiene la secuencia de ADN que codifica para la forma completa (FL) de la proteina
humana CPEB3-2, utilizando los cebadores y condiciones que aparecen en la Tabla
8.1.2. Los diferentes fragmentos de ADN amplificados fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Nhel y Xhol (New England BioLabs: Massachusetts, USA). El

plasmido fue cedido amablemente por el Dr. Yi Shuian Huang (Huang et al., 2014).

La expresion de los plasmidos resultantes dio lugar a las proteinas de fusion
correspondientes con una etiqueta de polihistidina seguida de un sitio de corte para
la proteasa TEV Nia de forma que cada segmento estudiado estaba precedido de la
secuencia 1-MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASENLYFQ-29 en su extremo N-
terminal. Adicionalmente a los segmentos solapantes de hCPEB3-2, cada una de las
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regiones indicadas en la Tabla 8.1.3 fue clonada en un plasmido pET-28a(+)

siguiendo el mismo procedimiento.

3.3. Expresion y purificacién de proteinas

3.3.1. Marcaje isotdpico para el analisis por RMN

Todos los segmentos fueron expresados en la cepa de Escherichia coli BL21
Star (DE3) usando el sistema de expresiéon T7 (Novagene: Darmstadt, Alemania). El
marcaje isotépico con *C y N de cada segmento se realizé6 usando un protocolo
desarrollado previamente (Marley et al., 2001). En primer lugar, se crecié un in6culo
de células que contenia el plasmido de expresién para cada segmento en 1 L de LB
a 37 °C con agitacién a 280 rpm hasta alcanzar una densidad optica a 595 nm (ODsogs)
de 0,6-0,7. Seguidamente, las células se centrifugaron a 5.000 x g durante 15 minutos
y se lavaron usando medio minimo M9 (15,0 g/L KH2POa4, 34,0 g/L Na2HPO4y 2,5 g/L
NaCl para 1 L de sales M9 5x) que carece de las fuentes de nitrdgeno y carbono. A
continuacion, las células se resuspendieron en 250 ml de medio minimo M9
suplementado con '3C D-glucosa 4,0 g/L y ®NH4Cl 1,0 g/L (Tracertec: Madrid,
Espafia) y se incubaron durante 1 hora para permitir la recuperacion del crecimiento
y el aclaramiento de los metabolitos no marcados. La expresion de los segmentos
recombinantes se indujo con IPTG (Fermentas: Maryland, EEUU) a una
concentracion final de 1 mM. Tras ser incubadas durante 4,5 horas, las células se

recolectaron a 4 °C centrifugando a 6.000 rpm (rotor: F14-6x250y) (Figura 3.1).

La lisis del sedimento de células se realizé en condiciones desnaturalizantes
con una disolucion de 50 mM NazHPO4/NaH2PO4, 500 mM NaCl, 50 mM imidazol y 6
M GdmCI (Panreac: lllinoius, EEUU) pH 7,4. Tras ser sonicados, los lisados se
centrifugaron durante 45 minutos a 18.000 rpm (rotor: F21-8x50y) y los segmentos
recombinantes de los clarificados se purificaron por cromatografia de afinidad en
columnas de Ni?* HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare: Chicago, EEUU) en un aparato
HPLC AKTA Purifier (GE Healthcare) utilizando el tampén de elucién 50 mM
Na2HPO4/NaH2PO4, 500 mM NaCl, 50 mM imidazol y 6 M GdmCI y monitorizacion
por absorbancia UV a 280 nm. Finalmente, el exceso de sales fue eliminado por
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cromatografia de filtracion en gel usando una columna PD-10 (GE Healthcare) hasta
1 mM acido acético deuterado pH 4,0 y los segmentos recombinantes fueron llevados
a una concentracion de 1,0-1,5 mM usando microfiltros Vivaspin (Sartorius:
Goettingen, Alemania) en un volumen de 250 pl que se dispusieron en tubos Shigemi

de 5 mm para RMN de volumen reducido (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Represenracién esquematica del procedimiento para el marcaje isotépico con °Cy
5N. Resumen del protocolo seguido para el marcaje is6topico de los segmentos que constituyen la
IDR de hCPEB3 y el método de purificacion para su analisis por RMN.

3.3.2. Preparacién para los ensayos de LLPS

Todos las regiones y los segmentos de hCPEB3 fueron expresados en la cepa
de E. coli BL21 Star (DE3) usando el sistema de expresion T7. Un inoculo de células
gue contenia el plasmido de expresion para cada segmento y region se crecié en 1 L
de LB a 37 °C con agitacion a 280 rpm hasta alcanza una ODsgs de 0,6-0,7. A
continuacion, se afiadié a los cultivos IPTG a una concentracion final de 1 mM y se
incubaron durante 4 horas para inducir la expresion de las proteinas. Las células se

recolectaron a 4 °C centrifugando a 6.000 rpm (rotor: F14-6x250y).

La lisis del sedimento de células se realizé en condiciones desnaturalizantes
con una disolucion de 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 500 mM NacCl, 50 mM imidazol y 6
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M GdmCI pH 7,4 con agitacion suave durante 30 min. Tras sonicarse, los lisados se
centrifugaron durante 45 minutos a 18.000 rpm (rotor: F21-8x50y) y cada region y
segmento recombinante se purificd por cromatografia de afinidad en columnas de Ni?*
HisTrap HP de 5 ml en un aparato HPLC AKTA Purifier utilizando el tampén de elucién
50 mM NazHPO4/NaH2PO4, 500 mM NaCl, 50 mM imidazol y 3 M GdmcCl.
Seguidamente, las proteinas recombinantes se diluyeron con PBS y 1 M GdmClI pH
7,4 hasta una concentracion de ~ 5 UM, se dializaron con PBS y agitacion suave a 4
°C durante 3 horas y finalmente se concentraron a 4 °C utilizando filtros Amicon Ultra
(Millipore: Massachusetts, EEUU) centrifugando a 4.000 x g.

3.3.3. Purificaciéon en condiciones nativas

El plasmido pROEX que contiene la secuencia de ADN que codifica para la
chaperona Hsp70 (cedido amablamente por José Maria Valpuesta) fue transformado
en la cepa de expresion de E. coli C41 (DE3). La expresion de la Hsp70 y la FL de
hCPEB3 fue inducida con IPTG a una concentracion final de 1 mM incubando las
células a 30 °C y con agitacion a 280 rpm hasta el dia siguiente. La lisis del sedimento
tras recolectar las células se realizo en condiciones nativas con una disolucion 50 mM
NazHPO4, 500 mM NaCl, 50 mM imidazol, 2 mM MgClz, 1% Triton X-100, 0,5% Tween
20, 1 mg/ml lisozima, 5 pg/ml ADNsa | y 5 ug/ml ARNasa A pH 7,4 (Sigma-Aldrich:
Missouri, EEUU) que contenia un céctel de inhibidores de proteasa Set Il libre de
EDTA (Calbiochem: San Diego, EEUU) y 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich). La purificacion
se realizé mediante cromatografia de afinidad en columnas de Ni?* HisTrap HP de 5
ml en un aparato HPLC AKTA Purifier y el tampon de elucion utilizado 50 mM
NaH2P0O4/Na2HPO4, 500 mM NaCl y 500 mM imidazol pH 7,4.

3.4. RMN en disolucion

3.4.1. Materiales e instrumentacion

El D20 es un producto de Euriso-top (Saint-Aubin, Francia). El acido acético
deuterado se adquirid de Sigma-Aldrich. El acido DSS utilizado como referencia
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interna de desplazamiento quimico fue suministrado por Stohler Isotope Chemicals
(Waltham, EEUU). EIl péptido de doce residuos denominado hCPEBpepl, cuya
secuencia corresponde a los 12 primeros residuos de la proteina hCPEB3 1-MQDDL
LMDKSKT-12, y el péptido de veinte residuos hCPEBpep2, cuya secuencia
corresponde a los residuos: 91-PPQEPAAPGASLSPSFGST-110 de la proteina
hCPEBS3, fueron sintetizados por GenScript Biotech (Piscataway, EEUU). Asi pues, la
secuencia del péptido hCPEBpep2 solapa con el extremo C-terminal del Segmento 1
y el extremo N-terminal del segmento 3. La pureza de los péptidos obtenida por
cromatografia liquida de alta resolucion HPLC fue mayor del 95% y su identidad fue

confirmada por espectroscopia de masas y RMN.

Todos los espectros de los segmentos de hCPEBS3 fueron adquiridos con un
espectrometro Bruker Avance 800 MHz (*H) equipado con una criosonda TCI de triple
resonancia y gradientes Z. Una disolucién de 50 uM DSS se us6 como referencia para
los desplazamientos quimicos del *H medido en el mismo tampén y a la misma
temperatura que los usados para los segmentos de hCPEB3. Dado que el DSS puede
en ocasiones unirse a las IDPs (Diez-Garcia et al., 2012), la sefial del DSS fue
registrada en un tubo de referencia independiente. Los desplazamientos quimicos de
referencia de '3C y 15N se calcularon multiplicando sus respectivos radios
giromagnéticos por el del *H; que son: = 3C / 'H = 0.251449530 and = 5N / 'H =
0.101329118 (Markley et al., 1998). Los espectros de RMN fueron registrados y
procesados mediante la transformada de Fourier usando el programa TOPSPIN

version 2.1 (Bruker BioSpin: Rheinstetten, Alemania).

3.4.2. Asignacién de los espectros 2Dy 3D

Para mejorar y agilizar la asignacion del esqueleto de la cadena polipeptidica
de hCPEBS3, se uso la estrategia de RMN “sin proton” para los segmentos 1,4, 5,6y
8 basada en los espectros 2D CON cuyas correlaciones nucleares °N-13CO
sucesivas se obtuvieron en dos espectros 3D llamados hacacoNcaNCO vy
hacaCOncaNCO (Figura 3.2) (Pantoja-Uceda and Santoro, 2014).
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Figura 3.2. Estrategia no convencional para la asignacion de los espectros 2D CON. (A)
Limitaciones en la asignacion de los espectros de RMN 2D 1H-15N HSQC para la IDR de hCPEB3
debido a la baja dispersion de los desplazamientos quimicos de los protones amida. (B) Los espectros
de RMN 2D 3CO-15N proporcionan mayor resolucién y permiten registrar las sefiales correspondientes
a los residuos de prolina. (C) Los espectros 3D hacacoNcaNCO y hacaCOncaNCO correlaciones
nucleares 15N-13CO sucesivas (D) para asignar las sefiales del espectro 2D CON.

Para los segmentos 7 y 8 que forman condensados liquidos y parecen ser mas
rigidos, como se muestra en la Seccién 4.1.4 (Resultados), la estrategia permitio
obtener espectros menos intensos y en particular 35 picos de cruce CON no fueron
detectados. Por ello, una estrategia adicional basada en las conectividades 3CO de
los espectros 3D HNCO y HNcaCO. Del mismo mod, las conectividades *HN y °N
de los residuos consecutivos de los espectros 3D HncocaHN y hNcocaNH fueron
utilizadas para comprobar y completar las asignaciones (Pantoja-Uceda and Santoro,
2013; Sun et al., 2005). Esta estrategia se emple6 también para el segmento 3 que
resultdé menos soluble. Para todos los segmentos, se realiz6 una corroboracién
adicional mediante los espectros 2D H-®N HSQC y, 3D HNCO y 3D CCCON para
confirmar la identidad de residuo y obtener los valores de los desplazamientos

quimicos del nucleo 3C de la cadena lateral.
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De los ocho segmentos generados, solo el segmento 2 no se produjo en
cantidad suficiente pese a intentarlo mediante diferentes procedimientos de expresion
y purificacién. No obstante, la asignacién de la secuencia fue completa gracias al
analisis de los segmentos 1 y 3. Para evaluar el posible efecto de borde, el péptido
hCPEBpep2 correspondiente a los residuos 91-110 de hCPEB3 fue asignado
mediante los espectros 2D H-'H COSY, 'H-'H TOCSY, H-'H NOESY y 2D H-3C
HSQC RMN a 5 °C en un espectrometro Bruker 600 MHz (*H) equipado con una
criosonda y gradientes Z. También se registré un espectro 2D *H-15N HSQC en el
espectrometro Bruker 800 MHz (*H). Tanto el espectro 'H-3C HSQC como el *H-1°N
HSQC fueron registrados en abundancia natural de **N y 3C. El programa utilizado
para la asignacion manual de los espectros fue RMNFAM-Sparky (Lee et al., 2015).
Los parametros de RMN espectrales se resumen en la Tabla 8.1.4. Los valores
tedricos de los desplazamientos quimicos para la conformacién de ovillo estadistico
se calcularon usando los parametros tabulados por Magnus Kjaergaard, Flemming M.
Poulsen y colaboradores (Kjaergaard and Poulsen, 2011; Kjaergaard et al., 2011),
implementados en el servidor https://spin.niddk.nih.gov/bax/RMNserver/Poulsen_rc

CS/. Estos valores se usaron para obtener los desplazamientos quimicos. Cuando fue
apropiado, los conférmeros preferidos se calcularon con el programa CYANA 3.98
(Guntert and Buchner, 2015).

3.4.3. Calculo de las constantes de acoplamiento

Para el segmento 5, de forma adicional e independiente se registro el espectro
3D HNHA vy la relacién entre la intensidad del pico de cruce *Ha-HN vy la intensidad
de la sefial de la diagonal *HN-'HN fue utilizado para calcular las constantes de
acoplamiento 3JxncHa, siguiendo el procedimiento de Geerten W. Vuister y Ad Bax
(Vuister and Bax, 1993). Se calcularon también las constantes de acoplamiento
3JHncHq para hCPEBpepl usando el espectro 2D *H-'H COSY. Utilizando la ecuacion
de Karplus (Karplus, 1963), las constantes de acoplamiento 3JxncHe pueden asociarse
con el angulo ¢, que es diferente para la estructura de a-hélice, ovillo estadistico o
hebra .
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3.4.4. Medida de las tasas de relajacion

Para evaluar la dinAmica en la escala de tiempo de ps-ns, se registro el NOE
5N {*H} heteronuclear de los grupos amida de la cadena polipeptidica con y sin
saturacion de forma intercalada. Se us6 un tiempo de demora de reciclado elevado
de 13 s. Dos juegos de experimentos, uno a 25 °C y otro a 5 °C fueron registrados a
800 MHz. Las ambigiiedades en las integrales de las sefiales fueron resueltas a partir
de la desviacién estandar de las intensidades de las regiones espectrales que carecen
de la sefial que contiene unicamente ruido. Adicionalmente, se midieron las tasas de
relajacion Rip, que son sensibles a la presencia de conférmeros rigidos en la escala
de tiempo mas lenta de us-ms, registrando dos juegos de diez espectros de
correlacién con retrasos de relajacion a 8, 300, 36, 76, 900, 100, 500, 156, 200 y 700
ms. Un juego de experimentos fue registrado a 25 °C y el otro a 5 °C.

Las tasas de relajacion se calcularon por ajuste mediante el método de
minimos cuadrados de los datos a una funcion de decaimiento exponencial usando el
programa NMRPipe (Delaglio et al., 1995). Como comprobacion adicional, los datos
se analizaron de forma independiente usando el programa DynamicsCenter 2.5.2.
(Bruker Biospin).

3.5. Microscopia y técnicas biofisicas

3.5.1. Identificacién por TEM de especies amiloides

Todas las muestras se incubaron a 37 °C sin agitacion a diferentes
concentraciones en presencia de 0,02% de NaNs, que inhibe el crecimiento de
contaminantes como bacterias u hongos. Las micrografias de TEM de 50 pM FL
hCPEB3 y de 50 uM hCPEB3 S1 fueron tomadas tras 72 horas de incubacion
mientras que las de 250 uM hCPEB3 S3 se tomaron después de 144 horas. Las
micrografias de TEM de 50 uM hCPEB3 R1-3y 10 uM hCPEB3 R1-5 fueron tomadas
tras 216 horas de incubacion y las de 50 uM hCPEB3 IDR tras 72 horas.

Se adsorbieron 10 pl de cada muestra a una rejilla de cobre recubierta con
carbono (Ted Pella, Inc: California, EEUU). La tincion negativa se realizé con 10 pl de
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una disolucién de acetato de uranilo 1% (w/v) previamente filtrado durante 2 min y se
realizaron dos lavados consecutivos con 10 pl de H20. El exceso fue eliminado con
papel del filtro por absorcién y cada rejilla se dejo secar al aire. El andlisis fue realizado
en un microscopio electronico de transmision JEOL JEM 1200 EX II (Jeol Limited:
Tokyo, Japon) utilizando un voltaje de excitacion de 80 kV y las imagenes fueron
tomadas digitalmente con una cdmara CCD SIS Megaview Il (Olympus: Tokio,

Japoén).

3.5.2. Ensayos de fluorescencia y cinética de fibrilacion

Se prepar6 una disolucién de 1 mM ThT (Sigma-Aldrich) en PBS pH 7,4. El
péptido QBP1 (Sigma-Aldrich) se disolvi6 en DMSO a una concentracién de 10 mMy
se almacend a -80 °C hasta su uso. El experimento de inhibicion con el péptido QBP1
se realizé con 25 uM hCPEB3 R1-3 a 25 °C en tampdn PBS pH 7,4 y en presencia de
2% de DMSO. Los valores de fluorescencia ThT de emisidn se midieron después de
cuatro semanas de incubacién. A 100 ul de cada muestra se afiadieron 5 pl de ThT a
una concentracién final de 50 uM. Los espectros fueron obtenidos a 25 °C en un
espectrofluorimetro Jobin-Yvon FluoroMax-4 (HORIBA Scientific: Tokio, Japon) que
cuenta con un médulo Peltier para controlar la temperatura. Las anchuras de la rendija
de excitacién y emision fueron de 3 nm. La longitud de onda de excitacion fue 440 nm
y el espectro de emisién se registré de 430 a 500 nm a una velocidad de 1,0 nm/s.
Los valores indicados son la media de las intensidades de la emision de fluorescencia

de ThT a 480 nm de tres experimentos independientes.

Los espectros de fluorescencia intrinseca del triptéfano se registraron a
diferentes temperaturas entre 300 y 400 nm utilizando una longitud de onda de
excitacion de 280 nmy se usaron 25 uM hCPEB3 IDR y 25 uM Hsp70 en los tampones
1 mM acido acético pH 4,0 y PBS pH 7,4.

Para evaluar la hidrofobicidad superficial se utilizé una disolucion de 2 mM de
ANS (Sigma-Aldrich) que se prepar6 en PBS pH 7,4. La concentracién final de ANS
fue 40 yM y 25 uM hCPEB3 IDR en PBS y 1 M NaCl pH 7,4. Como control se utilizé
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el tampon PBS y 3M GdmCI pH 7,4. Los registros se realizaron entre 400 y 600 nm

con una longitud de onda de excitacion de 350 nm.

Para obtener las curvas de la cinética de agregacion amiloide se midi6 la
intensidad de fluorescencia ThT mediante un lector de placas FLUOstar OPTIMA
(BMG Labtech: Ortenberg, Alemania). El tampdn usado fue PBS a 25 °C en ausencia
0 presencia de una concentracion creciente de NaCl. Para el experimento en el que
se evalud la capacidad autorreplicativa de la conformacién de amiloide de hCPEB3,
las fibras de amiloide se sonicaron durante 30 minutos. La concentracion de hCPEB3
IDR fue siempre de 50 yuM, mientras no se especifique otra.

3.5.3. Analisis por FRAP de los granulos de hCPEB3

Para los experimentos de FRAP, el ADN que codifica para la IDR de hCPBE3
(secuencia del cebador directo: CCGCTCGAGGCATGCAGGATGATTT ACTGATG y
secuencia del cebador reverso: CGGGATCCTCAGCTCCAGCG GAACGGGACGTG)
y la FL de hCPEB3 (secuencia del cebador directo: CCGCTCGAGGCATGCA
GGATGAT TTACTGATG y secuencia del cebador reverso: CGGGATCCTCAAAACC
TGCGAAAGCTGGC) se clon6 en un plasmido pEGFP-C1. Para la FL de hCPEBS3, el
producto de amplificacién por PCR fue subclonado en un plasmido pCR2.1 mediante
la estrategia de clonaje basada en el vector TA (Invitrogen: California, EEUU). El
inserto de ADN y el producto de amplificacion para la IDR de hPCEBS3 fueron digeridos
con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI (New England BioLabs).

Un dia antes de la transfeccioén, se sembraron 2 x 10° células de neuroblastoma
SH-SY5Y (cedidas amablemente por el Dr. Ricardo Martinez) en placas de Petri de
35 mm de vidrio (lbidi: Manich, Alemania). De esta forma, la confluencia era de 60-
80% el dia de la transfeccién. A continuacién, 3,75 pl de reactivo Lipofectamina 3000
(Invitrogen) se mezclaron con 2.5 pg de ADN plasmidico FL hCPEB3, hCPEB3 IDR 0
pPEGFP-C1 sin inserto como control, en medio DMEM/F12 sin suero. Los complejos
ADN-lipido se incubaron 15 min a temperatura ambiente antes de ser afiadidos
uniformemente a las células. Las células transfectadas se incubaron durante 36 horas

antes de ser analizadas. Las células se visualizaron utilizando un microscopio de
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fluorescencia Leica DMI 6000 (Leica Microsystems: Wetzlar, Alemania) con un filtro

de excitacion, BP 470/40 un filtro de emision BP 525/50 y un espejo dicromatico 500.

El experimento de FRAP se realiz6 utilizando un microscopio confocal invertido
Leica TCS SP5 (Leica Microsystems). La captura de imagenes en modo intervalo de
tiempo de las muestras fueron tomadas usando un laser de argon a 488 nm durante
1 min a un fotograma por segundo con un objetivo de inmersion HCX PL APO CS
40.0X. Para el andlisis de datos, se midio la intensidad de fluorescencia de dos
regiones de interés (ROI). La ROI-1 corresponde al fotoblanqueo total del condensado
biomolecular, mientras que la ROI-2 fue definida como el fondo y esta sefal fue
sustraida del ROI-1. La grafica de tiempo frente a intensidad de fluorescencia
corregida de fotoblanqueo fue expresada en forma normalizada con respecto a la
intensidad del pre-fotoblanqueo. Se usé la intensidad relativa de 8 granulos por
condicion de distintas células de tres transfecciones transitorias diferentes para
calcular la media y la desviacion estandar. Las imagenes fueron analizadas usando
el software Leica LAS AF Lite. Las constantes de la velocidad de recuperacion de la
sefial tras fotoblaqueo se calcularon por ajuste a una funcién de decaimiento
exponencial mediante el método de minimos cuadrados usando el programa

Kaleidograph a partir de los datos experimentales.

3.5.4. Determinacion por CD de la estructura general

Para determinar la estructura secundaria general se registraron los espectros
de CD en la region del ultravioleta lejano para la region hCPEB3 IDR a una
concentracion de 5-10 uM en un tampoén de 1 mM acido acético pH 4,0 y otro de 10
mM Na2HPO4/NaH2PO4 1 M NaF pH 7,4. El equipo utlizado fue un
espectropolarimetro JASCO-J810 (JASCO Inc.: Maryland, EEUU) equipado con un
modulo Peltier para controlar la temperatura y una cubeta de cuarzo cuyo paso de luz
es de 1 mm. Se obtuvieron 4 registros que fueron promediados y a los que se sustrajo
la contribucion del tampodn. Los espectros fueron obtenidos desde 260 a 190 nm a la
velocidad de 20 nm/min. El ancho de banda fue de 1,25 nm con un paso de datos de
0,5 nm.
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3.6. Ensayos de citotoxicidad
3.6.1. Immunodot blot

Se depositaron 2 yl de cada muestra sobre una membrana de nitrocelulosa de
0,45 pm (GE Healthcare). Tras bloquear la membrana durante 45 min a temperatura
ambiente con una disolucion de leche desnatada al 10% (Bio-Rad: California, EEUU)
en TBS 0,01% Tween 20 (TBS-T) pH 7,4 con agitacion suave, se lavé 5 veces durante
5 min con TBS-T. A continuacion, se incubd la membrana con el anticuerpo especifico
anti-oligémero A11 (Thermo Scientific: Delaware, EEUU) diluido 1:2000, el anticuerpo
aAPF diluido 1:1000 (cedido amablemente por Rakez Kayed) y el anticuerpo OC
especifico para fibras de amiloide (Millipore) diluido 1: 1000 en leche desnatada al 5%
en TBS-T, durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar la membrana 5 veces
durante 5 min con TBS-T, se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo IRDye 680LT (LI-COR Biosciences: Lincoln, EEUU) y se midio la

fluorescencia con un aparato Odyssey CLx (LI-COR Biosciences).

La concentracion de las regiones y segmentos de hCPEB3 fueron las
siguientes: [FL hCPEB3] = 50 uM; [nCPEB3 IDR] = 25 pM; [hCPEB3 S1] = 0,3 mM;
[hCPEB3 R1-3] = 0,5 mM; [hnCPEB3 R1-5] = 0,2 mM; [hCPEB3 S5] = 0,1 mM.
Finalmente, 20 uM de fibras de amiloide de AB42 y 60 uM BSA fueron usados como

controles positivo y negativo respectivamente.

El péptido sintético de ABa2 se comprd a Shangai RD Biosceinces LTD. Para la
obtencion de fibras de amiloide, se disolvieron 4,0 mg del péptido en 800 pl de HFIP
durante 15 min a 4 °C. Se evapor6 el HFIP bajo corriente de N2y a continuacion el
péptido se disolvio en DMSO a una concentracion de 1 mM. Se afiadié H20 hasta una
concentracion final de 50 uM y se incub6 durante 3 dias a temperatura ambiente. A
continuacion, las fibras de amiloide de AB42 se sonicaron durante 30 min para obtener

nucleos preformados de amiloide.

3.6.2. Determinacion de la viabilidad y muerte celular
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El efecto de las diferentes especies amiloidogénicas formadas por la IDR de
hCPEB3 se evalué mediante diferentes ensayos de viabilidad celular. Para la
obtencion de oligdmeros solubles, se incubaron 50 uM hCPEB3 IDR en forma de
monomero en PBS pH 7,4 a 37 °C durante 24 horas. A continuacion, se colecto la
fraccion del sobrenadante tras centrifugar a 14.000 x g durante un breve pulso. Para
la obtencion de fibras de amiloide de la IDR de hCPEB3, se incubaron 50 uM hCPEB3
IDR en forma de monémero en PBS pH 7,4 a 37 °C durante 72. horas. A continuacion,
se colecto la fraccion insoluble que contiene las fibras de amiloide centrifugando a
14.000 x g durante un breve pulso y se sonicaron durante 15 min. Para evaluar la
viabilidad celular se utiliz6 el ensayo de luminiscencia CellTiter-Glo (Promega:
Wisconin, EEUU) en placas opacas blancas de 96 pocillos. Se sembraron 2 x10*
células de neuroblastoma SH-SY5Y por pocillo en medio GlutaMAX DMEM/F12 1:1
(Thermo Scientific) suplementado con 10% FBS y 1% de penicilina / estreptomicina.

Cada una de las muestras se incub6 con las células durante 24 horas.

Para los experimentos con la chaperona Hsp70, los oligdmeros de hCPEB3
IDR se produjeron a partir de la proteina en forma mondmerica a la concentracion
indicada en la figura y se us6 una concentracion inicial de 50 pM cuando se co-incub6
con la chaperona. Las células fueron tratadas durante 24 horas con cada muestra. A
continuacion, se dejé la placa a temperatura ambiente durante 30 min y se afiadieron
100 pl de reactivo CellTiter-Glo a cada pocillo. Tras 2 min con agitacion suave que
facilita la lisis de las células, la placa se mantuvo durante 10 min protegida de la luz
para permitir la estabilizacién de la sefial. La luminiscencia fue medida usando un
lector de placas FLUOstar OPTIMA. Cada experimento fue realizado por triplicado. El
valor de luminiscencia de las células control sin tratar fue considerado el 100% de
viabilidad.

Para el ensayo de muerte celular con yoduro de propidio-anexina V (Sigma-
Aldrich), se sembraron 8 x 10 células de neuroblastoma SH-SY5Y en una placa de
24 pocillos y fueron tratadas durante 24 horas con los oligdmeros solubles formados
a partir de 50 uM en forma de mondmero. Las células se recolectaron por tratamiento
con tripsina, se lavaron con PBS, se resuspendieron en 500 pl de tampoén de unién

0,5 ng/ml anexina V, 2,0 ng/ml de yoduro de propidio y se incubaron durante 15 min
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en oscuridad. Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo BD FACSAria

y los datos se registraron utilizando el software FlowJo.
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Resultados

V. RESULTADOS

4.1. Estudio por RMN de hCPEB3

4.1.1. Estructura general de la IDR

El alineamiento de las secuencias de la proteina CPEB3 de distintas especies
modelo de vertebrados realizado con el programa T-Coffee se muestra en la Figura
4.1. Resultados similares se obtuvieron utilizando el programa Omega Clustal. Si bien
en general la mayoria de IDPs muestra bajos niveles de conservacion de secuencia,
algunas zonas de la secuencia de hCPEB3 ricas en residuos hidréfobos como M1-
T12, W111-F139 y Y341-1357 estan altamente conservadas. Por el contrario, los
segmentos ricos en residuos de glutamina, alanina y prolina solo estan presentes en

mamiferos.

Como primera aproximacion para caracterizar experimentalmente la IDR de
hCPEB3, se han utilizado técnicas biofisicas y RMN homonuclear. El espectro de
emision de fluorescencia, registrado en el rango de temperatura de 2 °C a 70 °C
muestra un maximo a > 350 nm. Estos resultados muestran que los seis residuos de
tript6fano se encuentran expuestos al solvente y no formando un nucleo hidréfobo a
dominio plegado (Figura 4.2A) (Alston et al., 2004).

El espectro de CD en el UV lejano de la IDR de hCPEB3 que presenta un
minimo cerca de 200 nm también es el caracteristico de las IDPs (Denning et al.,
2003). No se identificd ninguna caracteristica espectral indicativa de estructuras en
forma de hélice a o lamina 8 caracterizadas por minimos a 208, 218 0 222 nm y ningun

minimo a 195 nm (Figura 4.2B).

Los espectros 1D 'H and 2D *H-'H NOESY muestran las sefiales 'H agrupadas
en bandas anchas similares a los valores observados para otros polipéptidos que
carecen de estructura (Figura 4..2C) (Bundi and Wthrich, 1979; Lépez-Alonso et al.,
2010). Por ello, aunque se puede descartar la presencia de dominios plegados de
forma estable, sin embargo, cabe la posibilidad de que existan pequefios segmentos

con estructura secundaria parcial.
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Figura 4.1: Alineamiento de secuencias de la proteinas CPEB3. Resultados obtenidos usando el
programa T-coffee version 11 con los ajustes predeterminados por defecto. La secuencia esta
resaltada usando una escala de rojo a azul para indicar si los residuos estan muy o poco conservados
respectivamente El nivel de conservacion de secuencia se indica en “cons”.

conservado,
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4.1. Estudio por RMN de hCPEB3
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Figura 4.2: Caracterizacion biofisica de la IDR de hCPEB3. (A) Espectro de emision de
fluorescencia de la IDR de hCPEB3 en 1 mM de &cido acético deuterado a pH 4,0 en el rango de
temperatura de 2 °C a 70 °C. El maximo de emisién a 350 nm es indicativo de la exposicion de los
residuos de triptéfano al medio y la ausencia de un nucleo hidréfobo plegado. (B) Espectro CD-UV
lejano de la IDR de hCPEB3 a 5 °C y 35 °C. El minimo observado a 200 nm y la ausencia de minimos
a 208, 218 y 222 nm y de un méximo a 195 nm son caracteristicos de una conformacion de ovillo
estadistico (C) Espectro 2D H-'H NOESY de la IDR de hCPEB3 a 25 °C que muestra la region de
las picos de cruce. La escasa dispersion en los desplazamientos quimicos de *HN (entre 8,6 y 7,9 ppm)
€s una caracteristica tipica de las proteinas desplegadas y desordenadas (L6pez-Alonso et al., 2010).
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4.1.2. Elementos con estructura parcial

Con el objetivo de identificar y caracterizar posibles segmentos con estructura
secundaria parcial, se ha utilizado la RMN heteronuclear multidimensional. Dado que la
cadena polipeptidica de la IDR es demasiado larga para ser caracterizada por esta
metodologia en un Unico experimento, se ha seguido una estrategia de “divide y
venceras” implementada por Markus Zweckstetter y sus colaboradores para caracterizar
tau, una IDP de tamafio similar implicada en la enfermedad de Alzheimer y otras taupatias
(Mukrasch et al., 2009), la cual es a dia de hoy la proteina de mayor tamafio resuelta a
nivel atbmico por RMN. Como se ha descrito en la Seccion 3.2 (Materiales y Métodos),
se han caracterizado 8 segmentos solapantes de 100 residuos (Tablas 8.1.1, 8.1.2 y
8.1.3). Utilizando la potente estrategia de asignacion basada en 13CO, *N y !HN, se
asignaron mas del 99% de las resonancias espectrales de 13CO, 13Ca, N, 'HN de la
cadena principal y 13Cp para los residuos 1-450 de hCPEB3. De forma representativa, se
muestran los espectros 2D H-1>N HSQC y 2D 3CO!°N asignados del segmento 4
(residuos 152-250) en la Figura 4.3 y Figura 4.4 respectivamente. Los desplazamientos
guimicos de la IDR de hCPEB3 estan registrados en el banco de datos BMRB (numero
de entrada: 50256). Diferentes intentos de expresar y purificar el segmento 2 de hCPEB3
(residuos 51-150) no tuvieron éxito. Sin embargo, estos residuos estan presentes en los
segmentos 1 (residuos 1-100) y 3 (residuos 101-200) y han sido caracterizados
estructuralmente. Para comprobar si pudiese existir estructura entre los residuos 91-110
correspondientes a la parte central del segmento 2 y a los extremos C- y N-terminal de
los segmentos 1y 3 respectivamente, se estudio la conformacion del péptido hCPEBpep2
por espectroscopia RMN no detectandose ninguna tendencia significativa hacia la

formacion de estructura secundaria estable (Figura 4.5).

4.1.3. Repeticiones de glutamina

Los desplazamientos quimicos conformacionales indican la formacién de una
hélice a parcial adoptada por los primeros diez residuos de la proteina (Figura 4.6A y
4.6B). También se observO un aumento de los desplazamientos quimicos
conformacionales a 5 °C que refleja una mayor cantidad de estructura en forma de hélice.
Del mismo modo, las medidas de relajacion detectan que estos residuos constituyen la

parte mas rigida del segmento 1 (Figura 4.6C y 4.6D).
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Figura 4.3: Espectro 2D *H-1®*N HSQC del segmento 4. Las correlaciones *H-15N fueron registradas
a 25 °C en 1 mM acido acético deuterado a pH 4,0. Nétese el grupo de sefiales de alanina
pertenecientes al segmento polialanina cerca de 8,05 ppm para *H y 122,5 ppm para 15N. Su posicién
contrasta con la de los residuos de alanina aislados cuya 6 >N > 125 ppm. Las sefiales identificadas
con numeros negativos en mindscula corresponden a la etiqueta His-TEV (-29)-MGSSH
HHHHHSSGLVPRGSHMASENLYFQ-(-1).
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Figura 4.4: Espectro 2D 3CO-!N del segmento 4. Las correlaciones 3CO-15N fueron registradas a
25 °C en 1 mM acido acético deuterado a pH 4,0. Aqui, las sefiales del segmento de polialanina, que
aparece en torno a 122,5 ppm para **N y 178,5 ppm para 3CO muestra una mayor resolucién con
respecto al espectro 'H-15’N HSQC. Su posicion a mayor y menor valor de los desplazamientos
guimicos para 13CO y 15N respectivamente con respecto a los residuos de alanina aislados en forma
de ovillo estadistico indican la conformacién de una hélice a. Las sefiales identificadas con nimeros
negativos en minudscula corresponden a la etiqueta His-TEV (-29)-MGSSHHHHHHSSGLVPRG

SHMASENLYFQ-(-
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Figura 4.5: Espectros 2D !H-®N HSQC y !H-3C HSQC y desplazamientos quimicos
conformacionales de los residuos 91-110. (A) Asignacion del espectro H-1N HSQC del péptido
correspondiente a los residuos 91-110 (hCPEBpep2). La baja dispersién de los desplazamientos
quimicos en la dimension *HN es un distintivo de estructura en forma de ovillo estadistico. Las etiquetas
de numeracion corresponden a la posicién que ocupan los residuos en el péptido, no a su posicion en
la secuencia de hCPEB3. (B) Espectro 'H-13C HSQC correspondiente a hCPEBpep2 en el que se
muestra la asignacion de *Ha-13Ca, 1H513Cdde los residuos de prolina y *HB-13Cg de serina y treonina.
(C) Desplazamientos quimicos conformacionales de Ha (eje y a la izquierda, en morado) y 2Ca (eje
y a la derecha, en negro). Los valores de -0,41 ppm (*H) y +3,1 ppm (*3C) corresponden a una
conformacion del 100% en forma de hélice a y los valores de +0,41 ppm (*H) y -3,1 ppm ($3C)
corresponden con una estructura del 100% en forma de hebra .
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Figura 4.6: Hélice a parcial del extremo N-terminal y hélice PPIl de los residuos 84-94. El extremo
N-terminal de hCPEB3 contiene un segmento en forma de hélice a y un segmento QsRQ4
amiloidogénico separados por dos motivos PQP actuando como interruptores. Un conférmero
representativo (A) de los primeros 32 residuos de una familia de 20 estructuras calculadas usando el
programa CYANA basada en la restriccion de los angulos del esqueleto de la cadena polipeptidica
obtenida mediante el programa TALOS+ a partir de los valores de los desplazamientos quimicos. Los
residuos no polares se muestran en negro, los arométicos en violeta, Q/N en magenta, E/D en rojo,
K/R en azul, prolina en verde y C/S/T en cian. Se debe tener en cuenta que este conférmero muestra
una hélice a en el extremo N-terminal a pesar de que otros conférmeros completamente desordenados
dominan el conjunto de conformaciones. (B) Los desplazamientos quimicos conformacionales 3Ca
(azul) y 13CO (negro) indican una proporcion de ~15-20% de hélice a a 25 °C. Las medidas de relajacion
(C) {*H}-**N NOE y (D) Ryp indican que la conformacién de hélice a es menos moévil que el segmento
poliglutamina en las escalas de tiempo de ps-ns y de ps-ms respectivamente a 25 °C. Las barras de
error indican la incertidumbre estimada <0,01 para hNOE y <0,10 s! para Rip. Hay valores que no
aparecen indicados en los paneles C y D es a causa del solapamiento de las sefiales *H!°N o a la falta
de las sefiales en el caso de los residuos de prolina. (E) Estructura representativa de una familia de 20
conférmeros del segmento rico en residuos de prolina H84-Q94. Los residuos 86-94 adoptan una
estructura de hélice PPII. El cédigo de colores es el mismo que aparece indicado en el panel A.
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Figura 4.7: Espectro 2D *H-'H NOESY de RMN y desplazamientos quimicos conformacionales
de los residuos del extremo N-terminal. (A) Espectro 2D 'H-'H NOESY (tiempo de mezcla 80 ms,
morado) del péptido correspondiente a los primeros residuos de hCPEB3 (hCPEBpepl). Las
correlaciones NOE secuenciales, que son consistentes con la estructura en forma de hélice a aparecen
sefializadas. Los picos en rojo y verde a lo largo de la diagonal corresponden al espectro 2D 'H-1H
COSY. (B) Desplazamientos quimicos conformacionales *H (morado) y '3C (negro) a 5 °C para el
péptido hCPEBpepl en presencia de 20% de HFIP. Los valores positivos de A5'3C y negativos de A5'H

son indicativo de la formacién significativa de estructura en forma d hélice a.

77



IV, RESULTADOS

Esta conformacion de hélice a detectada para estos primeros residuos incluye
la etigueta N-terminal de polihistidina seguida de un sitio de corte para la proteasa
TEV Nia. Aunque la presencia de esta etiqueta no parece aumentar la poblacién de
estructuras en forma de hélice a del resto de segmentos estudiados, para descartar
un posible efecto promotor de estructura secundaria estable en el segmento 1, en
primer lugar se intentd eliminar la etiqueta mediante corte proteolitico con la proteasa
TEV. Sin embargo, los diferentes intentos llevados a cabo fracasaron, lo que sugiere
gue la hélice a que va de los ultimos residuos de la etiqueta a los primeros residuos

de la IDR de hCPEB3 esta realmente presente e impide el corte proteolitico.

Por ello, se caracterizO un dodecapéptido cuya secuencia 1-MQD
DLLMDKSKT-12 corresponde a los doce primeros residuos de la IDR de hCPEB3. La
presencia de picos de cruce débiles por efecto Overhauser nuclear *HNi — *HNi+1
demuestran que el péptido tiene una ligera tendencia a formar estructura de hélice a
en medio acuoso (Figura 4.7A). Los alcoholes fluorados como el 2,2,2-trifluoroetanol
o el HFIP se sabe que incrementan el porcentaje de conformacion helicoidal en
péptidos que tienen tendencia a adoptar una estructura de hélice a, pero no en
péptidos con preferencia por una estructura de hebra 8 u ovillo estadistico (Mufioz et
al., 1995). En presencia de 20% de HFIP, la proporcion de estructura hélice a se ve
incrementada significativamente como muestran el aumento y la intensidad de los
picos de cruce NOE, asi como los desplazamientos quimicos conformacionales Ha
y 13Ca (Figura 4.7B). Estos experimentos confirman que los 12 primeros residuos de
hCPEBS3 tienden a adoptar una estructura de hélice a.

4.1.4. Repeticiones de prolina

Resulta muy interesante el hecho de que el segmento rico en residuos de
glutamina, 16-QQQQRQQQNO-24 no adopte ninguna estructura ni en forma de hélice
a ni de hebra 8 apareciendo completamente desordenado y flexible (Figura 6.4A y
6.4B). Ademas, esta precedido y seguido de un motivo tripéptido 13-PQP-15 y 25-
PQP-27. Considerando el efecto inhibitorio para la formacion de amiloide de los
residuos de prolina previamente descritos para la huntingtina por Ronald Wetzel y sus

colaboradores (Bhattacharyya et al., 2006), es probable que estos pequefios motivos
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actien como elemento de control de la amiloidogénesis del segmento de

poliglutamina.

Los primeros 100 residuos contienen también un segmento rico en residuos de
prolina 86-PQQPPPPQEPAAPG-100. Cabe destacar que los residuos de prolina
poseen una gran tendencia intrinseca a adoptar una estructura de hélice PPII (Kelly
et al., 2001) y este tipo de secuencias se han relacionado con una mayor solubilidad
de las poliglutaminas en otras proteinas (Bhattacharyya et al., 2006; Thakur et al.,
2004). A pesar de que estudios recientes en los que se describen criterios para su
identificacion por RMN, permiten descartar que este segmento forme un manojo de
hélices PPII (Trevifio et al., 2018), los residuos 86-93 si adoptan una hélice PPII
aislada parcial (Figura 4.6E). De hecho, los residuos de prolina consecutivos
muestran un patron de desplazamientos quimicos conformacionales caracteristico; -
0,6 ppm, -1,0 ppm y +0,3 ppm para *3Ca, 13CB y 13CO respectivamente (Figura 4.8).
Dado que estos valores no se observan en residuos de prolina aislados, se propone

gue son distintivos de la conformacion de hélice PPII.
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Figura 4.8: Desplazamientos quimicos conformacionales de los residuos de prolina. (A) y (B)
muestran los desplazamientos quimicos conformacionales Adpara Ca (azul), 33CB (rojo) y 8CO
(verde) de los residuos de prolina de dos segmentos, 84-94 y 165-175, cada uno de los cuales contiene
cuatro residuos de prolina consecutivos en la conformacion de hélice PPII. Los valores de Adde los
residuos P90, P91, P92, P166, P167 y P168 fueron promediados para obtener los valores recogidos
en la Tabla 5.3. (C) Los residuos de prolina aislados, es decir aquellos que no presentan otro residuo
de prolina en dos posiciones anteriores o posteriores en la secuencia, no muestran el patréon de
desviaciones A6 caracteristico.
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Por otra parte, el segmento 161-QHHQQPPPPAPAPQPAQPAQPPQAQPPQQ
R-190 tiene un alto contenido de residuos de prolina y glutamina. Concretamente, los
residuos de prolina consecutivos 166-PPPPAPAPQP-175 también mostraron un
patron de desplazamientos quimicos conformacionales caracteristico de hélice PPII
(Figura 4.8B) como el observado para los residuos 86-93. Por ello, se propone que
estos segmentos podrian unirse a la profilina, que tiene un dominio especifico para
unirse a los polipéptidos ricos en residuos de prolina (Metzler et al., 1994), y mediar
de esta forma las interacciones con el citoesqueleto de actina que se ha demostrado

gue son requeridas para la agregacion de CPEBS3 ratdn (Stephan et al., 2015).

En relacion a los residuos 101-200, no se detect6 ninguna tendencia a adoptar
estructura de hélice a o hebra 8. Sin embargo, la zona compuesta de los residuos
111-WSTGTTNAVEDSFFQGITPVNGTMLFQNF-139 que contiene una elevada
proporcion de residuos aromaticos y alifaticos, mostré una rigidez relativamente alta
tanto en la escala de tiempo de ps-ns como en la mas lenta de ps-ms (Figura 4.9).
Este descubrimiento es interesante teniendo en cuenta que este segmento es
esencial para la formacién de amiliode de hCPEB3 in vitro como se muestra en la
Seccion 4.2.2 (Resultados).

4.1.5. Repeticiones de alanina-serina

La desviacion significativa de los desplazamientos quimicos con respecto a los
valores predichos para el conjunto de conférmeros desordenados que indica una
elevada proporcion de hélice a en los tres segmentos destcados a cotinuacion,
justifica el calculo de una familia de conformeros para los residuos 202-AQRSAAAY
GHQPIMTSKPSSSSAVAAAAAAAAASSASSSWNTHQSVHAA-250 (Figura 4.10A).
Estos tres segmentos adoptan una estructura de hélice a parcial en equilibrio con su
forma desordenada. En relacion a la magnitud de los desplazamientos quimicos
conformacionales, la proporcion de hélice a es diferente en cada caso siendo de ~
30% para la hélice a A202-Y210, ~ 80% para la hélice a S222-A234 y ~ 20% para la
hélice a A238-Q246 a 5 °C. A 25 °C, estos valores disminuyeron aunque seguian
siendo significativos (Figura 4.10B). La presencia de la primera y segunda hélices a
se confirmé calculando las constantes de acoplamiento *HN-*Ha (Figura 4.11).
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Figura 4.9: Dinamica por residuo de la IDR de hCPEB3. Dinamica por residuo en las escalas de
tiempo de ps-ns a (A) 5°C y (B) 25 °C y en mas lenta de ps-ms a (C) 5°C y (D) 25 °C. En los paneles
A y B, el valor de 0,86 corresponde a los grupos H-N completamente rigidos; valores negativos son
caracteristicos de una alta flexibilidad. En los paneles C y D, los valores inferiores a 4 s son distintivos
de residuos flexibles, valores mayores se relacionan con una disminucién en la movilidad. Los datos
correspondientes a cada uno de los segmentos estudiados aparecen coloreados diferentemente:
segmento 1 (morado), segmento 3 (azul), segmento 4 (verde), segmento 5 (marrén), segmento 6
(naranja), segmento 7 (rojo) y segmento 8 (granate). No aparecen representados los datos para los
segmentos 7y 8 a 5 °C, para el segmento 5 en el panel D y para el segmento 7 en el panel B dado
que los espectros obtenidos no tenian la calidad suficiente. La falta del resto de valores se debe a
solapamiento de la sefial *H*®N o a la falta de hidrégeno del nitrégeno de los residuos de prolina. Las
barras de error representan la incertidumbre estimada de la intensidad sefial/ruido para los paneles A
y B y del ajuste de la funcién de decaimiento exponencial a la intensidad de la sefial frente los datos
del tiempo de retraso para los paneles C y D. Las barras de error pueden quedar ocultas por los
simbolos utilizados para representar los datos. Tanto las regiones con estructura parcial como de
interés aparecen sombreadas en azul para las hélices a y en gris para los segmentos hidréfobos y su
movilidad es menor. Por el contrario, el segmento de poliglutamina sombreado en magenta es mas
flexible. Si bien la dinamica de los segmentos ricos en residuos de prolina que aparecen sombreados
en verde no puede ser determinada directamente dado que estos residuos de tipo iminoacido carecen
de HN, los residuos préximos muestran una movilidad relativamente alta.

Estas hélices a no son especialmente rigidas en la escala de tiempo de ps-ns
(Figura 4.10C) ni en la mas lenta de pus-ms (Figura 4.10D) a 25 °C pero muestran
una rigidez elevada a 5 °C (Figura 4.9). La proyeccion en rueda helicoidal de sus
residuos (Figura 4.12) sugiere que diferentes interacciones contribuyen a la

estabilizacion de las hélices a.

Asi pues, los residuos de G211 e H212 estan posicionados de forma que
pueden estabilizar la hélice a A202-Y210 formando un motivo de caperuza C (Aurora
and Rose, 1998). Cabe destacar que los residuos de alanina tienen una alta tendencia
intrinseca a adoptar una estructura de hélice a en comparacién con la propension de
los residuos de serina que es baja (Chakrabartty et al., 1994). En este segmento, sin
embargo, los residuos de serina estan posicionados en el extremo N-terminal de las
hélices a, donde la adiciébn de carga negativa mediante fosforilacion produciria un
incremento en la proporcion de hélice a si se tiene en cuenta los efectos estabilizantes
de las interacciones carga-macrodipolo y los enlaces de hidrégeno del motivo de
caperuza N (Chakrabartty and Baldwin, 1995).La ultima hélice a es la menos estable,
sin embargo su estabilidad puede verse incrementada si el residuo de W242

participase en interacciones de largo alcance.
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Figura 4.10: Hélices a parciales de los residuos 201-250. (A) Conférmero representativo de los
residuos 201-250 que muestra las tres hélices a. Los residuos no polares estan representados en
negro, los aromaticos en violeta, Q/N en magenta, E/D en rojo, K/R en azul, glicina en verde y C/S/T
en cian. (B) Desplazamientos quimicos conformacionales 12CO (barras en negro) y *Ca (barras en
azul) de los residuos 201-250 a 25 °C. Noétese que la segunda hélice a que contiene 9 residuos de
alanina consecutivos tiene una proporcion relativamente alta de estructura en forma de hélice a. La
incertidumbre estimada en los desplazamientos quimicos conformacionales es de 0,02 y 0,1 ppm para
13CO y 3Ca respectivamente. (C) Los valores {*H}-!*>N NOE en la escala de tiempo de ps-ns se
muestran en azul oscuro para cada resonancia *H*®N. Los valores correspondientes a las sefiales
solapadas se muestran en azul claro. (D) Se muestran los valores R1p en la escala de tiempo de ps-
ms. Los valores {H}-1®N NOE y Rip fueron significativamente mayores para las medidas de relajacion
observadas a 5 °C (Figura 4.9).
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Figura 4.11: Valores de las constantes de acoplamiento *HN-'Ha para el segmento 5. Constantes
de acoplamiento (3JinniHg) de tres enlaces HN-Ha intraresiduo para el segmento 5 de hCPEB3. Las
regiones con 3JinniHg < 5 (cian) corresponden a dos hélices a de acuerdo con los resultados basados
en las desviaciones de los desplazamientos quimicos. La zona con 3JinniHe > 7 (magenta) es
caracteristico de conformaciones extendidas. Esta zona se corresponde con el motivo (VG)s.

Una de las zonas mas peculiares de la secuencia de hCPEB3 es la del motivo
dipéptido valina-glicina de los residuos 271-281, que es reminiscente de otras
proteinas con un mayor namero de repeticiones de los dipéptidos alanina-glicina,
prolina-glicina y arginina-glicina como las que codifica el mutante C9orf72 implicado
en ELA (Mizielinska et al., 2014; Moron-Oset et al., 2019). El analisis realizado
mediante métodos bioinformaticos permitié identificar que este segmento tiene
tendencia tanto a la separacion de fases como a la formacion de amiloide, como
recoge la Seccion 4.2.1 (Resultados). En este sentido, el estudio por RMN revela
gue este segmento es de las zonas mas desordenadas y flexibles de la proteina.
Cabe especular que estos residuos expuestos de valina podrian ser también
requeridos para interactuar mediante la formacion de interacciones hidréfobas con

otros factores que todavia no han sido identificados.
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Figura 4.12: Estabilizacién de las hélices aen amiloides funcionales y patolégicos. Proyecciones
en rueda helicoidal de TDP-43, ApCPEB, Orh2A y hCPEBS. Los residuos no polares estan coloreados
en negro, los arométicos en morado, Q/N en magenta, D/E en rojo, H/K/R en azul, glicina en verde y
C/SIT en cian. Las 5 hélices a de hCPEB3 y la hélice a de Orb2A han sido identificadas a partir de
datos de RMN, esta ultima en presencia de vesiculas lipidicas (Cervantes et al., 2016; Soria et al.,
2017). La hélice a de TDP-43 fue identificada por Liangzhong Lim et al. (Lim et al., 2016). La hélice a
de ApCPEB no ha sido confirmada experimentalmente.

A continuacioén del motivo dipéptido (VG)s, existe una zona de 15 residuos 284-
PLNPISPLKKPFSS-298, cuyos parametros de RMN indican que esta desordenada y
es flexible (Figura 4.9). Esta zona contiene cuatro residuos de serina que son
fosforilados por la proteina kinasa A y la kinasa Ca?*/calmodulina proteina quinasa I
durante la activacion sinaptica (Kaczmarczyk et al., 2016), por ello parecen resultar
importantes para la transicion entre la memoria a corto y largo plazo. Por otra parte,
los residuos 303-PPKFPRAAP-311 son ricos en residuos de prolina y la R308
aparece metilada en mCPEB3 (Guo et al., 2014). Se ha demostrado que este tipo de

modificacion post-traduccional puede regular la LLPS debilitando las interacciones
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cation-1, desestabiliza los condensados biomoleculares de otras proteinas y reduce

las interacciones con el ARN (Chong et al., 2018).
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Figura 4.13: Hélice a parcial de la NES y fosforilacién putativa del residuo Y341. (A) Conférmero
representativo del segmento 333-PFQDRSRPYDTFNLHSLENSLMDMIRTDHEP-363. Los residuos no
polares estan representados en negro, los aromaticos en morado, Q/N en magenta, E/D en rojo, K/R
en azul, prolina en verde y S/T en cian. Las dos hélices a formadas por los residuos 346-349 y 352-
356 aparecen representadas mediante cinta en espiral (B) Identificacion de la preferencia estructural
en forma de hélice a mediante los desplazamientos quimicos conformacionales *3CO (barras en negro)
y 18Ca (barras en azul). (C) Los valores {*H}-'>N NOE de 0,85 y -0,20 indican una alta rigidez y
flexibilidad respectivamente en la escala de tiempo de ps-ns (D) Valores Rip mas altos son
caracteristicos de estructuras rigidas en escala de tiempo de ps-ms.
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4.1.6. Sefial de exportacion nuclear

El segmento constituido por los residuos P333-P363 es rico en residuos
aromaticos e hidréfobos siendo inusual para un polipéptido desordenado. Se
observaron desplazamientos quimicos conformacionales significativos para los
residuos L349-L353 que forman la NES y que indican la presencia de estructura en
forma de hélice a. Por ello, se calcularon una familia de conférmeros para los residuos
P333-P363 usando los desplazamientos quimicos 13CO, N, HN, *Cay 13CB. Las
estructuras resultantes revelan que los residuos L346-L349 forman un giro de hélice
a y los residuos Sss2-Msse una hélice a mas corta (Figura 4.13A). La familia de
conférmeros calculada muestra una gran similitud estructural en la region helicoidal,
residuos 346-356, con una RMSD de 0,9 A para el esqueleto de la cadena
polipéptidica y de 1,6 A para los atomos pesados. Los valores de los desplazamientos
guimicos conformacionales mostrados en la Figura 4.13B indican que la proporcién
de hélice a es aproximadamente un tercio. La presencia de conférmeros rigidos se
corrobora con los valores {*H}-*>N NOE (Figura 4.13C) y de relajacion transversa
(Figura 4.13D) relativamente altos. Ademas, los cinco residuos apolares en este
conformero (L346, L349, L353, M354 e 1357) estan posicionados del mismo lado en
la hélice a. Por su parte, el sitio de fosforilacion putativo Y341 esta en una zona

extendida de la cadena polipeptidica y, por tanto, accesible para poder ser modificado.

A continuacion de la hélice a de la NES no se detecta ninguna zona con
estructura secundaria preferente si bien la region presenta un elevado contenido de
residuos hidrofobos y tienden a ser mas rigidos (Figura 4.9) Los ultimos residuos del
segmento 8 (residuos 352-450) que son 426-SRKVFVGGLPPDIDEDEITASFRRF-
450 pertenecen al dominio RRM1. Segun la estructura 3D (Tsuda et al., 2014), los
residuos K428-G432 adoptan una estructura de hebra B y los residuos E428-R449
forman una hélice a en el contexto del dominio plegado RRM1. Sin embargo, en el

segmento 8 dichos residuos estan desordenados.
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4.2. Separacion y transiciéon de fases de hCPEB3

4.2.1. Analisis bioinformatico de la secuencia

El analisis bioinformatico de la secuencia de hCPEB3 realizado mediante la
herramienta EMBOSS Charge y el algoritmo IUPred (Dosztéanyi et al., 2005) predijo
gue la IDR presenta una baja carga neta por residuo y una gran tendencia adoptar
una conformacion desordenada (Figura 4.14A). Estos resultados estan de acuerdo

con los datos obtenidos por RMN que se muestran en la Seccion 4.1 (Resultados).
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Figura 4.14: Andlisis bioinformatico de la secuencia de hCPEB3. (A) Representacion esquemaética
de la proteina hCPEB3 que muestra la localizacion del PLD (azul), los RRMs (amarillo) y el motivo ZnF
(rosa). Los resultados de los algoritmos SEG y CAST indican diferentes segmentos cortos de baja
complejidad localizados en la region N-terminal. Se muestra el perfil de propension a la fibrilacion de
hCPEB3 obtenido con la herramienta AmylPred 2 (la linea discontinua indica el nimero minimo de
programas con consenso para que un residuo sea considerado amiloidogénico). La tendencia al
desorden fue predicha mediante el algoritmo IUPred. La posicién de cada residuo de la secuencia de
hCPEB3 esta representada en el eje x. (B) La secuencia de la IDR de hCPEB3 se muestra con los
residuos polares, arométicos, hidréfobos, de prolina, con carga negativa, con carga positiva y de glicina
coloreados en verde, negro, gris, magenta, rojo, azul y amarillo respectivamente. (C) Tendencia a nivel
de residuo de la secuencia del PLD de hCPEB3 y de la secuencia con los residuos de prolina
sustituidos por glutamina, a la formacién de hélices superenrolladas (CC) calculada con el algoritmo
COILS. Las zonas con maxima propension (0,8-1) aparecen resaltadas en rojo.
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Ademas, el andlisis con el algoritmo PLAAC (Lancaster et al., 2014) permitio
identificar los residuos 13-28 y 147-214 como secuencias pridnicas. Estos dos
segmentos forman parte de una LCR identificada con los algoritmos SEG y CAST
(Kirmitzoglou and Promponas, 2015) cuya composicién es de 18% prolina, 13%
alanina, 13% serina y 12% glutamina. Estos residuos estan distribuidos en
repeticiones en tandem imperfectas de prolina, alanina y glutamina y en repeticiones

de serina y alanina (Figura 4.14B).

Mediante un andlisis por sustitucion de prolina por glutamina y usando el
algoritmo COILS (Lupas et al., 1991), se identific6 una tendencia intrinseca de estas
secuencias a formar hélices superenrolladas que aumenta notablemente con la
sustitucién por glutamina (Figura 4.14C). La secuencia de hCPBE3 también presenta
dos zonas que son propensas a formar amiloide segun la prediccion computacional
del algoritmo AmylPred 2 (Tsolis et al., 2013). Particularmente, la region con mayor
tendencia incluye los residuos 107-152 de la LCR. Estos datos concuerdan con los
segmentos capaces de formar fibras de amiloide predichos por el algoritmo ZipperDB
(Figura 4.15) (Thompson et al., 2006).
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Figura 4.15: Predicciones de la tendencia del PLD de hCPEB3 a la formacion de cremalleras
estéricas de amiloide. Cada residuo de la secuencia de hCPEB3 aparece coloreado de acuerdo a la
propensién a formacién de fibras de amiloide en una escala arco iris de azul (baja) a rojo (alta). El valor
experimental de la energia Rosetta umbral < -23 kcal/mol para dos hebras 8 (2 x 6 residuos)
correspondiente a la formacién de amiloide.
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

Con el objetivo de investigar si hCPEB3 tiene la habilidad de separarse de fase,
la secuencia fue analizada con el algoritmo catGRANULE (Mitchell et al., 2013). A
pesar de que la tendencia general a la LLPS es baja con una puntuacién de 0,51 por
debajo de los valores de proteinas para que las que se ha comprobado
experimentalmente que forman condensados biomoleculares (Figura 4.16A)
(Ambadipudi et al., 2017), ciertos segmentos, en particular los residuos 254-288,
muestran una gran tendencia a la condensacién (Figura 4.16B).
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Figura 4.16: Prediccién de la tendencia de hCPEB3 a formar condensados biomoleculares. (A)
Puntuacion total del algoritmo catGRANULE para diferentes proteinas cuya capacidad para separarse
de fase ha sido comprobada experimentalmente. El valor umbral se ha determinado utilizando la
puntuacion de proteinas que experimentalmente forman condensados biomoleculares. (B) Tendencia
especifica por residuo de la secuencia de hCPEB3 a la formacion de granulos calculada con
catGRANULE. Los valores -10 y 10 indican una baja y alta tendencia a la formacion de condensados
biomoleculares respectivamente.

4.2.2. Propiedades estructurales in vitro

Para comprobar experimentalmente el comportamiento amiloidogénico de
hCPEBS, se realiz6 un analisis de la tendencia a la agregacion de las regiones y
segmentos indicados en la Tablas 8.1.1, 8.1.2 y 8.1.3 y que cubren la IDR en su
totalidad. Los resultados obtenidos mostraron que la IDR de hCPEB3 adopta un
estado amiloide capaz de transmitir su conformacion eficientemente seguin se observa
en el ensayo de union de ThT (Figura 4.17A). Por el contrario, la FL de hCPEB3 tiene

una capacidad para unirse a ThT baja (Figura 4.17B) formando agregados amorfos
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IV, RESULTADOS

con escasa presencia de fibras de amiloide en condiciones fisiologicas (Figura
4.18A).
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Figura 4.17: Cinéticas de formacién de amiloide de la IDR y la FL de hCPEBS3. (A) Cinética de la
fibrilacién de la IDR de hCPEBS3 soluble en ausencia (azul) o en presencia del 20% de nucleos
preformados de amiloide (rojo) medida por fluorescencia ThT. Las barras de error indican el error
estandar de la media SEM (n = 3). (B) Cinética de fibrilacion determinada por fluorescencia de emision
ThT de la FL de hCPEB3 a la concentracion indicada en el panel.

Concretamente, el segmento 1, que contiene la zona poliglutamina Q4RQa,
adopta un estado oligomérico (Figura 4.18A) que no es reconocido por el anticuerpo
conformacional A1l (que detecta oligobmeros prefibrilares) ni por el anticuerpo OC
(que detecta oligbmeros fibrilares y fibras de amiloide) (Figura 4.18B) y no muestra
capacidad de union a ThT (Figura 4.19A). Estos resultados indican que la zona

Q4RQa4no es suficiente para la formacion de amiloide.
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Figura 4.18: Caracteristicas estructurales de las regiones y los segmentos amiloidogénicos de
hCPEB3. (A) Micrografia de TEM representativa de las fibras de amiloide de hCPEB3 (barra de escala:
2 pm), oligébmeros de CPEB3 S1 (residuos 1-100) (barra de escala: 1 um) y fibras de amiloide de
CPEB3 S3 (residuos 101-200) (barra de escala: 200 nm). (B) El immunodot blot muestra las regiones
y los segmentos de hCPEB3 indicados que son reconocidos por los anticuerpos A1l y OC.
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

El segmento 3 muestra un comportamiento con tendencia amiloidogénica
formando fibras de amiloide no ramificados (Figura 4.18A) y sus agregados también
exhiben cinéticas de unién a ThT propias de las proteinas que forman fibras de
amiloide (Figura 4.19B). Estos datos concuerdan con las predicciones obtenidas con
los algoritmos AmylPred 2 y ZipperDB. Considerando que los residuos de prolina son
excluidos de la estructura secundaria en forma de hebra B y que su presencia
previene la formacion de amiloide (Kraus, 2016; Moriarty and Raleigh, 1999; Thakur
et al., 2004), se concluye que los residuos 106-165 son esenciales para la formacion
de amiloide de hCPEB3. En relacion a las regiones R1-3 (residuos 1-200) y R1-5
(residuos 1-300), que contienen los segmentos 1 y 3, ambas muestran reactividad
Ally OC (Figura 4.18B), y su forma agregada presenta capacidad de unién a ThT
(Figura 4.19D).
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Figura 4.19: Cinéticas de formacién de amiloide de las regiones y los segmentos de hCPEB3.
(A) Cinética de fibrilacion determinada por fluorescencia de emision ThT del segmento S1 (residuos 1-
100) a la concentracion indicada en el panel. (B) Cinética fluorescencia ThT que muestra el efecto de
la fuerza idnica sobre las cinéticas de fibrilacion del segmento S3 (residuos 101-200) y del (C)
segmento S5 (residuos 202-300). (D) Cinética de fluorescencia ThT durante la fibrilacion amiloide de
la IDR de hCPEBS3, El segmento S3 y las dos regiones indicadas en el panel. Cada punto representa
la media de tres réplicas y las barras de error indican el SEM.

93
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El segmento 5 (residuos 202-300), que incluye el motivo de polialanina muestra
una elevada tendencia a agregar formando fibras de amiloide (Figura 4.20A) que son
reconocidas por el anticuerpo OC, pero no por el A1l (Figura 4.18B) y no muestra
una union a ThT significativa en condiciones fisioldgicas (Figura 4.19C).
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Figura 4.20: Efecto inhibidor del péptido anti-amiloidogénico QBP1. (A) Valores de la emision de
fluorescencia ThT de la regién R1-3 (residuos 1-200) de hCPEB3 incubado en ausencia o en presencia
de concentraciones crecientes de QBP1. Las barras de error indican el SEM de tres experimentos
independientes. Los valores P se determinaron usando el test de la t de Student: NS, diferencia no
significativa; *, P < 0,05; **, P < 0,01. (B) Imagenes de TEM representativas de la region R1-3 en
ausencia o en presencia de QBP1 en la proporciéon molar hCPEB3:QBP1 1:8 (barra de escala: 200
nm).

Po otra parte, se ha demostrado que el péptido anti-amiloidogénico bloquea la
formacion de amiloide de diferentes proteinas asociadas con patologias como las
expansiones de poliglutamina (Hervas et al., 2012; Nagai et al., 2007) y el segmento
rico en residuos de glutamina y asparagina de TDP-43 (Mompean et al., 2019), asi
como la de los amiloides funcionales Sup35 (Hervas et al., 2012) y los homdélogos de
hCPEB3 en Aplysia (ApCPEB) (Hervas et al., 2020b) y D. melanogaster (Orb2)
(Hervas et al., 2016). Sin embargo, QBP1 no afecta a la formacién de fibras de
amiloide de tipo hidréfobo como las de ABs2 (Hervas et al., 2016), lo que sugiere
diferencias en los mecanismos moleculares de agregacion entre ambos tipos de
amiloide. En este caso QBP1 reduce la formacion de amiloide de la region R1-3 de
hCPEB3 de forma dependiente de la dosis de inhibidor segin demuestran los
resultados de fluorescencia ThT (Figura 4.20A) y TEM (Figura 4.20B). Estas
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

observaciones sugieren que QBP1 previene la agregacion del PLD. El hecho de que
QBP1 fuese desarrollado para prevenir la agregacion de poliglutamina sugiere que la
zona Q4RQ4 localizada en el extremo N-terminal de hCPEB3 es esencial para la

formacién de amiloide.
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Figura 4.21: Identificacién de las secuencias de hCPEB3 con tendencia a la LLPS mediante
andlisis por delecion secuencial. Arquitectura de los dominios de hCPEB3 y representacion
esquematica de los segmentos (de S1 a S8) y regiones utilizados en este estudio. Micrografias de
campo claro (paneles superiores) y electrénicas (paneles inferiores) representativas muestran la
formacién de condensados liquidos y amiloide de los diferentes regiones y segmentos de hCPEB3
estudiados. (Barras de escala: 100 pm y 200 nm respectivamente).

A continuacién, se identificaron las secuencias de la IDR que median la LLPS.
Algunos trabajos previos sobre proteinas de union a ARN han demostrado que la
separacion de fases son mediadas por LCRs (Aguzzi and Altmeyer, 2016; Han et al.,
2012; Molliex et al., 2015). Sin embargo, se ha observado recientemente que las
LCRs ricas en residuos de prolina de proteinas como tau, Publ y Pabl no son
indispensables para su condensacion, aunque si son capaces de modular la LLPS
(Ambadipudi et al., 2017; Franzmann and Alberti, 2019; Riback et al., 2017). Para
hCPEB3, ni la delecidn de la region R1-3 rica en residuos de prolina ni la de la region
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R1-5 que incluye la zona de polialanina, esto es, la delecion de la LCR que contiene
los elementos para la formacion de amiloide, afectan a la capacidad para separarse
de fase de las regiones R5-8 (residuos 202-450) y R7-8 (residuos 302-450) de
hCPEB3 (Figuras 4.21). En particular, la region R5-8 adoptdé una disposicion de
cumulo o racimo en forma de red de condensados separados de fase que cesan de
aumentar su tamafo por coalescencia en comparacion con el resto de regiones y

segmentos capaces de separarse de fase (Figura 4.22).

hCPEB3 R7-8

hCPEB3 R5-8

hCPEB3 S6

Figura 4.22: Dinamica de los condensados liquidos que forman las secuencias de hCPEBS3.
Imagenes representativas de campo claro de las regiones R7-8 (residuos 202-450) y R5-8 (residuos
302-450) de hCPEBS3, y del segmento S6 (residuos 251-350) que muestran la formacioén y disolucién
de condensados liquidos respectivamente a 25 °C. [nCPEB3 S6]; [nCPEB3 R7-8]; [nCPEB3 R5-8] =
50 uM.

Todas las regiones y segmentos con tendencia a la LLPS, excepto el segmento
6 (residuos 251-350), muestran un punto LCST al aumentar por encima del cual la
proteina condensa. Esta observacion sugiere que las interacciones hidréfobas son las
fuerzas principales que dirigen la condensacion de hCPEB3 (Martin and Mittag,
2018).. El segmento 6 muestra un comportamiento de fase dual caracteristico de un
diagrama de fase en forma de bucle cerrado con un punto LCST y otro LCST por
encima del cual los condensados liquidos se solubilizan al aumentar la temperatura
(Figura 4.22).
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

Este segmento, que incluye los residuos 254-288, es reconocido por el
algoritmo catGRANULE (Figura 4.16B) como un determinante de separacion de
fases, a pesar de estar sesgado hacia la identificacion de proteinas con puntos UCST,
y puede explicar el comportamiento dual observado para este segmento. Cabe
destacar que el motivo de la NES no es necesariamente requerido para la LLPS, pues
tanto el segmento 6 como el segmento 8 fueron capaces de condensar, aunque los
residuos de la NES se encontrasen separados en ambos segmentos. Tomando estos
datos en su conjunto, se concluye que la zona requerida para la LLPS ocupa los
residuos 254-426. Ademas, esta region de hCPEB3 no es capaz de formar fibras de
amiloide (Figura 4.21, 4.23A y 4.23B) a diferencia de las que muestra el PLD en

condiciones fisiolégicas.
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Figura 4.23: Cinéticas de formacion de amiloide de las regiones R5-8 y R7-8 de hCPEB3. (A)
Cinética de la formacion de amiloide medida por fluorescencia ThT de la regién R5-8 (residuos 202-
450) y de la (B) region R7-8 (residuos 302-450aa) a las concentraciones que aparecen indicadas en
los paneles.

El siguiente paso consistio en agrupar los 20 tipos de residuos aminoacidicos
presentes en las proteinas en 7 clases de acuerdo a sus propiedades fisico-quimicas
(polares sin carga, hidréfobos, aromaticos, polares con carga positiva, polares con
carga negativa, prolina y glicina) para examinar su distribucion en cada una de las
regiones y los segmentos estudiados en este trabajo (Fig. 4.24A). El analisis
jerarquico de conglomerados reveld que las secuencias correspondientes a la LCR
del extremo N-terminal ricas en residuos de prolina y polares tienen una composicion
divergente y que la composicién de las secuencias correspondientes al dominio que

media la LLPS, que contienen la mayoria de residuos aromaticos y cargados, es
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similar (P < 0,05) (Fig. 4.24B). En este sentido, como se ha visto para otras proteinas
de tipo hidréfobo (Muiznieks et al., 2018), la rapida maduracion de la region R5-8 de
hCPEB3 se correlaciona con una incremento en el contenido de residuos hidréfobos
a diferencia de otras regiones y segmentos con velocidades mas lentas (Figura 4.22).
Estos datos sugieren que es la proporcion de los tipos de residuos en la composicion
en comparaciéon con las secuencias de las LCRs lo que puede predecir con mayor

precision la capacidad de las IDPs para separarse de fase (Martin and Mittag, 2018).
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Figura 4.24: Composicién de aminoacidos de las regiones y segmentos de la IDR de hCPEB3.
(A) Frecuencia de cada uno de los grupos de residuos (polares sin carga, arométicos, hidr6fobos,
polares con carga positiva, polares con carga negativa, prolina y glicina) en las secuencias indicadas
de hCPEBS3. La proporcién de cada tipo de residuo en las regiones y los segmentos indicados se ha
representado con un gradiente de azul claro (menor) a oscuro (mayor). (B) Dendrograma del enlace
medio entre grupos del analisis mediante método jerarquico aglomerativo que muestra la distancia o
divergencia entre conglomerados.

Adicionalmente, la cinética de formacion de amiloide de la IDR mediada por
unién a ThT muestra que la LLPS, a diferencia de lo observado para las regiones R1-
3y R1-5 que no se separan de fase, favorece la amiloidogénesis de (Figura 4.19D).
Es probable que el incremento en la concentracién local en la fase liquida permita que

el PLD de hCPEBS3 adopte la conformacién de amiloide de forma mas eficiente.

4.2.3. Bases moleculares de las separacién y transicion de fases

La IDR de hCPEB3 recién purificada en PBS a pH 7,4 se encuentra en forma
soluble y no muestra turbidez a 4 °C. Sin embargo, al aumentar la temperatura a 37

°C, se observa la formacién espontanea de condensados liquidos en ausencia de
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

agentes precipitantes como el polietilenglicol en condiciones fisiologicas (Figura
4.25A y 4.25B).
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Figura 4.25: Evoluciéon temporal de la formacién de condensados liquidos, hidrogel y amiloide
de la IDR de hCPEB3. Imagenes representativas de (A) TEM y (B) campo claro de los cambios
morfoldgicos en los condensados liquidos de 50 uM de la IDR de hCPEB3 durante un experimento de
envejecimiento de 72 horas. (C) Morfologia de la conversién en forma de brote o estallido de
condensados liquidos a agregados de amiloide de hCPEBS3.

Ademas, la formacién de condensados liquidos de la IDR de hCPEB3 no es
especifica del i6n cloruro, dado que se observa un comportamiento similar cuando se
emplea NaF en lugar de NaCl en el tamp6n de PBS (Figura 4.26A) y es inicialmente
reversible en funcién de la temperatura, como se pudo observar por microscopia de
campo claro (Figura 4.26B). Debido a la estabilizacion de interacciones multivalentes,
los condensados liquidos evolucionan hacia un estado hidrogel sensible al
tratamiento con SDS (Figura 4.26C) que se ha observado también en el caso de otras
proteinas (Han et al., 2012). Tiempos de incubacién mayores dan lugar a la formacion
de agregados de amiloide a partir del estado hidrogel que se unen a ThT (Figura
4.26D) siguiendo un patron en forma de brote o estallido similar al reportado para la
proteina FUS (Figura 4.25A, 4.25B Y 4.25C) (Patel et al., 2015).
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Figura 4.26: Caracteristicas de los condensados liquidos que forma la IDR de hCPEBS3. (A)
Imagenes representativas de campo claro de la formaciéon de condensados liquidos de la IDR de
hCPEB3 en 10 mM Na:HPO4/NaH2PO4y 1 M NaF pH 7,4. (B) Efecto de la temperatura en la separacion
de fases. Los condensados liquidos formados por la IDR de hCPEB3 se visualizaron mediante
microscopia de campo claro. (C) El panel de la izquierda muestra una imagen de campo claro
representativa del efecto de 5% SDS en la LLPS de la IDR de hCPEB3 y en el panel de la derecha se
muestra el efecto de solubilizacién de 5% SDS sobre el estado hidrogel de la IDR de hCPEB3. (D)
Fibras de amiloide de la IDR de hCPEBS3 tefiidos con ThT visualizados mediante microscopia de
fluorescencia. [nNCPEB3 IDR] = 50 puM.

Tanto el proceso de LLPS como el de formacion de amiloide, muestran una
dependencia de la fuerza i6nica (Figura 4.27A y 4.27B) destacando que la
amiloidogénesis del segmento 6 que incluye la zona de polialanina es mas sensible
al efecto de la fuerza i6nica en comparacion con el segmento S3 (Figura 4.19B Y
4.19C).

Con el fin de caracterizar con mas detalle las propiedades estructurales de la
LLPS de hCPEBS, se registr6 el espectro de CD de la IDR de hCPEB3 a 4 °C que
muestra un minimo proximo a 200 nm caracteristico de la conformacién de ovillo
estadistico (Figura 4.28A) y que pone de manifiesto la ausencia de estructura
secundaria estable como se ha observado previamente en los experimentos de RMN
y el andlisis bioinforméatico (Figura 4.2 y 4.14A). La pérdida de la sefial con el tiempo

al aumentar la temperatura hasta 37 °C se asocia con una disminucion en la cantidad
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soluble de IDR de hCPEBS3. Sin embargo, ningun desplazamiento del valor del minimo
hacia longitudes de onda mayores caracteristico de la estructura B se detectdé a

diferencia de lo observado para otras proteinas como tau (Ambadipudi et al., 2017).
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Figura 4.27: Efecto de la fuerza ionica en la LLPS y la amiloidogénesis de la IDR de hCPEB3.
(A) Efecto de la fuerza ionica sobre la tendencia de la IDR de hCPEB3 a la LLPS mediante visualizacion
por microscopia de campo claro (barra de escala: 100 pum). (B) Curvas de la cinética de fluorescencia
ThT de la IDR de hCPEB3 que muestran el efecto de la fuerza idnica sobre la formacion de amiloide.
Cada punto representa el valor medio de tres réplicas.

La IDR de hCPEBS3 contiene 5 residuos de triptéfano W242, W252, W259 y
W317 agrupados en el dominio que media la LLPS, y W111, en el segmento
amiloidogénico. La posible existencia de un nucleo hidréfobo estable se evalud
midiendo la fluorescencia intrinseca del triptéfano cuya longitud de onda de emisién
Amax €S > 350 nm cuando el triptéfano esta expuesto al solvente y < 340 nm cuando
se encuentra localizado en un entorno no polar. La fluorescencia intrinseca de los
residuos de triptdfano de la IDR de hCPEB3 muestra un méaximo a una longitud de
onda Amax > 350 nm (Figura 4.28B) que indica la ausencia de un nucleo hidréfobo en
la IDR de hCPEB3. La fluorescencia intrinseca de los residuos de triptéfano de la

chaperona Hsp70 fue usada en este experimento como control.

La presencia de pequefos parches hidrofobos expuestos al solvente fue
estudiada utilizando ANS, un compuesto organico cuyo espectro de emision muestra
un aumento de la fluorescencia y un desplazamiento hacia 470 nm al interaccionar

con superficies hidréfobas (Rosen and Weber, 1969). Los cambios espectrales
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asociados a la LLPS de la IDR de hCPEB3 indican el posible ocultamiento de las

zonas hidréfobas (Figura 4.28C).
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Figura 4.28: Caracterizacion estructural de la LLPS de la IDR de hCPEB3. (A) Espectro de CD en
la regién del ultravioleta lejano de 5-10 uM de la IDR de hCPEB3 en forma de mondmero a 4°C o en
forma de condensado liquido a 37 °C y tras 72 horas de incubacion a 25 °C. (B) Efecto de la
temperatura en los espectros de emisién de la fluorescencia intrinseca del triptéfano de la IDR de
hCPEB3 y Hsp70. (C) Fluorescencia de emision ANS de la IDR de hCPEB3 en estado monomérico a
4°C, condensado liquido a 37°C y en presencia de 3 M de GdmCI (gris).

Por otra parte, se sabe que los residuos hidréfobos en la mitad del extremo C-
terminal del péptido AB42 estan implicados en promover la agregacion patolégica en
la enfermedad de Alzheimer (Kim and Hecht, 2006). De forma inesperada, se observo
gue la presencia de nucleos preformados de amiloide AB42 es capaz de inhibir la LLPS

y la subsecuente formacion de amiloide (Fig. 4.29A y 4.29B).
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Figura 4.29: Inhibicién de la LLPS y la amiloidogénesis de la IDR de hCPEB3 en presencia del
amiloide de A... (A) Efecto de 15% de nucleos preformados de amiloide de ABs2 sobre la
amiloidogénesis de la IDR de hCPEB3 monitorizada por fluorescencia ThT. (B) Imagenes
representativas de TEM y campo claro mostrando el efecto de la presencia de nucleos preformados
de amiloide de A4z sobre la condensacion y amiloidogénesis de la IDR de hCPEBS3.
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

Debido a la naturaleza hidr6foba de APz, el efecto inhibitorio podria ser
atribuido a la perturbacion de una hipotética interaccion entre las zonas hidrofobas de
ABas2 y el PLD de hCPEB3. Estos resultados sugieren que la interaccion entre los

residuos hidréfobos y la zona Q4RQa4 es fundamental para la formacién de amiloide.

B

hCPEB3 IDR R5-8 R7-8

hCPEB3 R1-3 hCPEB3 R1-5

-Hsp70

+ Hsp70

Figura 4.30: Efecto de la chaperona Hsp70 sobre la condensacion de hCPEB3. (A) Imagenes
representativas de campo claro de la formacion de condensados liquidos a 37 °C de 50 uM de la IDR
de hCPEB3 y de las regiones indicadas en ausencia o en presencia de la Hsp70 en la proporciéon molar
1:1 tras 30 minutos de incubacién. [W\CPEB3 IDR]; [hCPEB3 R5-8]; [nCPEB3 R7-8] = 50 uM. (B)
Imagenes representativas de campo claro de la oligomerizacion de las regiones R1-3 y R1-5 (residuos
1-300) de hCPEBS tras 24 horas de incubacion a 37 °C: [nCPEB3 R1-3] = 0.5 mM; [hCPEB3 R1-5] =
0.2 mM.

Se ha descrito que las chaperonas Hsp70/Hsp90 bloquean la formacion de
amiloide del péptido AB42y de la proteina a-sinucleina in vitro (Lackie et al., 2017),
demostrandose que la Hsp70 tiene capacidad para interactuar con zonas hidréfobas
expuestas de sus sustratos (Clerico et al., 2015). Por ello, se examind el posible efecto
de la Hsp70 en la condensacion y amiloidogénesis de la IDR de hCPEB3. La
incubacion de la Hsp70 recombinante con la IDR de hCPEB3 a 37 °C resulta en la
inhibicion de la LLPS (Figura 4.30A). Particularmente, se ha observado que la
interaccion con la zona de polialanina no es requerida para bloquear la separacion de
fases, como se refleja en los resultados obtenidos con la regién R7-8 (Figura 4.30A).
En este sentido, se ha visto que la zona hidréfoba de polialanina favorece la formacion
de estructuras fibrosas de mayor tamafio cuando comparamos la region R1-5y R1-3,

la cual carece de este segmento (Figura 4.30B).
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Las medidas de turbidimetria a 405 nm muestran que la Hsp70 es capaz de
bloquear la formacion de gotas liquidas de la IDR de hCPEB3 a una concentracion
equimolar (Figura 4.31A) y también la formacién de amiloide, particularmente, a una
concentracion subequimolar, tanto en presencia como en ausencia de ATP (Figura
4.31B). Estos resultados fueron confirmados mediante TEM y ensayos de immunodot
blot (Figura 4.31C).
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Figura 4.31: Efecto de la chaperona Hsp70 sobre la formacién de amiloide de la IDR de hCPEB3.
(A) Formacién de condensados liquidos de la IDR de hCPEB3 monitorizada por turbidimetria a 405 nm
en ausencia o en presencia de cantidades crecientes de chaperona. Los datos que aparecen
representados corresponden al valor medio de tres réplicas y las barras de error muestran el SEM. (B)
Valores medios de tres réplicas y barras de error indicando el SEM en el punto final de la cinética de
formacién de amiloide monitorizada mediante fluorescencia ThT de 25 pM de la IDR de hCPEB3 en
presencia de cantidades crecientes de Hsp70 y en ausencia o presencia de 2 mM de ATP. (C)
Micrografias de TEM e immunodot blot con el anticuerpo OC del andlisis de la agregacién amiloide de
la IDR de hCPEB3 en ausencia o presencia de la chaperona en la proporcion molar 10:1
respectivamente.
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

4.2.4. Estudio comparativo con los amiloides patolégicos

Tanto los amiloides funcionales como los patologicos estudiados forman
especies oligoméricas toxicas metaestables (Hervas et al., 2016, 2020b; Krishnan et
al.,, 2012). Sin embargo, en el caso de los amiloides funcionales, los conférmeros
toxicos tienen una vida media corta y evolucionan rapidamente hacia fibras de
amiloide maduras y menos toxicas en cuestion de horas (Hervas et al., 2016; Krishnan
et al., 2012). Por el contrario, en el caso de los amiloides patolégicos estos
conférmeros toxicos tienen una vida media larga de semanas (Bucciantini et al., 2002,
2004).
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Figura 4.32: La IDR de hPCEB3 tiene caracteristicas en comun con los amiloides patoldgicos.
(A) Analisis por immunodot blot que muestra la presencia de oligémeros toxicos estables formados por
la IDR de hCPEB3 y reconocidos por los anticuerpos A1l y de oligdmeros anulares reconocidos por el
anticuerpo aAPF. (B) Gel del 10% de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie muestra la banda
correspondiente a la IDR de hCPEB3 recombinante purificada en forma de mondmero. El panel
superior de imagenes de TEM de la formacion de oligémeros anulares (flechas negras) y protofibrillas
(flechas transparentes) de la fraccion soluble. El panel inferior de la izquierda muestra la morfologia
caracteristica de los oligdbmeros anulares. El panel inferior de la derecha muestra los detalles
estructurales de la asociacion lateral propia de los oligdmeros anulares. PM; peso molecular.

De forma similar a lo que ocurre con otros amiloides, se observoé la formacion
de especies toxicas durante la amiloidogénesis de la IDR de hCPEB3 segun indican

los resultados obtenidos con el anticuerpo All (Figura 4.32A). Sin embargo, a
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diferencia de otros amiloides funcionales como Pmell7 (Fowler et al., 2005), ApCPEB
(Si et al., 2010), Orb2 (Hervas et al., 2016) and Sup35 (Krishnan et al., 2012), los
oligbmeros toxicos metaestables formados por la IDR de hCPEBS3 tienen una
estabilidad temporal mayor, similar a la de los amiloides patolégicos como Afas2
(Figura 4.32A) (Bartolini et al., 2011).
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Figura 4.33: Citotoxicidad mediada por las especies amiloides de la IDR de hCPEB3. (A)
Viabilidad celular de células SH-SY5Y tratadas con la IDR de hCPEB3 en forma de mondmero,
oligbmeros solubles y protofribillas, o fibras de amiloide. Las barras de error indican el SEM de tres
experimentos independientes. Los valores P fueron calculados utilizando el test de la t de Student; *,
P < 0.05; *, P < 0.01. (B) Andlisis por citometria de flujo de los niveles de necrosis y apoptosis de
células SH-SY5Y expuestas a oligémeros toxicos de la IDR de hCPEB3.

Mediante microscopia electrénica se ha identificado la presencia de oligdbmeros
anulares que presentan la capacidad de agruparse mediante asociacion lateral
(Figura 4.32B). La formacién de esta especie particularmente toxica se ha observado
también en otras proteinas amiloidogénicas como TDP-43 (Fang et al., 2014), a-
sinucleina (Chen et al., 2015; Fusco et al., 2017; Lorenzen et al., 2014), AB42 (Kayed
et al., 2009), transtiretina (Pires et al., 2012) y RepA-WH1 (Fernandez et al., 2016).
La presencia de oligdbmeros anulares se comprobd también mediante la técnica de
immunodot blot utilizando el anticuerpo aAPF (Figura 4.32A) (Kayed et al., 2009).
Ademas, se ha demostrado que las especies oligdmericas formadas por la IDR de
hCPEB3 son las especies mas toxicas e inducen muerte celular mediante el
mecanismo de necrosis (Figura 4.33A y 4.33D) (Behl et al., 1994).
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4.2. Separacion y transicion de fases de hCPEB3

La Hsp70 no es capaz de atenuar la citotoxicidad una vez que las especies
oligoméricas de la IDR de hCPEB3 se han formado aunque es capaz de impedirla
cuando la chaperona se co-incuba con la IDR de hCPEB3 en estado monomérico
(Figura 4.33). En concreto, a una concentracion subequimolar de la Hsp70 capaz de
prevenir la formacion de amiloide de la IDR hCPEB3, la citotoxicidad no es abolida
hasta que la LLPS es suprimida por completo (Figura 4.33). Estos resultados
sugieren que la formacion de oligémeros toxicos es promovida por la condensacion y

que, probablemente, su formacién no sigue la misma via que el ensamblado amiloide.
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Figura 4.33: Efecto de la Hsp70 sobre la citotoxicidad mediada por los oligémeros de la IDR de
hCPEBS3. Las barras de error indican el SEM de tres experimentos independientes. Los valores P se
determinaron usando el test de la t de Student; NS, diferencia no significativa; **, P < 0.01.

4.2.5. Dinadmica molecular en células neuronales

Finalmente, se examind por microscopia de fluorescencia la capacidad de
hCPEB3 para formar condensados biomoleculares en células vivas mediante la
sobreexpresién transitoria de la FL y la IDR de hCPEB3 en células SH-SY5Y de
neuroblastoma. La FL de hCPEB3 unida EGFP se separa de fase en granulos

citoplasmaticos de morfologia irregular a diferencia de la IDR de hCPEB3 que forma
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granulos esféricos (Fig. 4.34A). Ademas, se observaron frecuentes eventos de fusion
para RGFP-hCPEB3 IDR durante su monitorizacion en periodos de 60 s (Fig. 4.34B).
Por el contrario, ni eventos de fusién ni movimiento neto de los granulos se detectaron
en la misma escala de tiempo para EGFP-FL hCPEB3. Asi pues, tanto la morfologia
de los granulos como la falta de fluidez observadas sugieren una mayor viscosidad
para la FL de hCPEBS3.
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Figura 4.34: Viscosidad de los granulos de hCPEB3 en células vivas SH-SY5Y. (A) Micrografias
de fluorescencia representativas de células vivas SH-SY5Y transfectadas de forma transitoria que
sobreexpresan EGFPEL hCPEBS3 o EGFPhCPEBS3 IDR. Los nlcleos se muestran tefidos con Hoechst en
azul. (B) Micrografias de fluorescencia representativas de los eventos de fusién de granulos
citoplasmaticos de ESFPhCPEBS3 IDR en células SH-SY5Y. En los paneles de la derecha se muestra
una amplificacion de la imagen. (C) Experimento de FRAP de EGFPFL hCPEB3 o E¢FPhCPEBS3 IDR. En
la grafica se muestran los valores medios (puntos) y las curvas de recuperacion (lineas). Las barras
de error representan el SEM.

Para caracterizar con mayor precision la naturaleza de estos ensamblados, se
realizaron experimentos de FRAP para EGFP-FL hCPEB3 y EGFP-hCPEB3 IDR. Las
rapidas velocidades de recuperaciéon FRAP (0,25 + 0,1 s para EGFP-hCPEB3 IDR y
0,172 + 0,005 s para EGFP-FL hCPEB3) indican que los granulos se comportan
como liquidos y que los granulos de EGFP- hCPEB3 IDR son menos viscosos en
comparaciéon con la FL de hCPEB3. Si bien en ambos casos, los granulos estan en

constante intercambio con el citoplasma que los rodea (Fig. 4.34C).
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Estos resultados muestran que hCPEB3 puede formar condensados
biomoleculares en células SH-SY5Y. Las diferencias observadas entre las dos
construcciones utilizadas sugieren que los RRMs no son requeridos para la
separacion de fases, sino que son los responsables, 0 mas bien su unién al ARNm,

de estabilizar y hacer mas rigidos los granulos de hCPEBS3.
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V. DISCUSION

El mecanismo molecular que posibilita el mantenimiento de la memoria a largo
plazo a pesar del rapido recambio que sufren las proteinas celulares es todavia una
cuestion sin resolver. A pesar de ello, se sabe que las proteinas prionoides de la
familia CPEB tienen la capacidad de adoptar un estado autoperpetuable que
permitiria mediar este proceso. En concreto, estas proteinas pueden adoptar un
estado amiloide funcional que media la traduccion del ARNm regulando el
reforzamiento sinaptico y la consolidacion de la memoria (Hervas et al., 2020a).

El anadlisis biofisico general de la IDR de hCPEB3 demostrd la ausencia de
estructura secundaria estable. No obstante, esta regién si presenta zonas de
estructura secundaria parcial a nivel local que parecen ser clave para su funcion

neuronal (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Representacion esquematica de la estructuray composicion de hCPEBS3. La IDR de
hCPEB3 (gris) contiene elementos de secuencia clave con conformaciones preferentes en forma de
hélice a (azul) y de hélices PPII (verde), un segmento amiloidogénico rico en residuos de glutamina
(magenta) y otro hidréfobo (negro), un residuo de tirosina putativamente fosforilable (morado), un
residuo de lisina predicho como sumoilable (naranja) y una zona altamente desordenada (rojo). El
esquema incluye los dos RRMs (cian) y el motivo dedo de cinc (turquesa) de estructura plegada en el
extremo C-terminal.

En comparacion con los dominios plegados de las proteinas globulares, las
secuencias de las IDPs tienden a no conservarse durante el curso de la evolucion
debido a la ausencia de requerimientos estructurales para su plegamiento (Brown et
al., 2002). En el caso particular de hCPEB3, las secuencias de la hélice a del extremo

N-terminal y la de la NES, asi como el sitio putativo de fosfotirosina, estan bien
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conservados en los vertebrados, lo que sugiere firmemente que son elementos
importantes para la funcion bioldgica de la proteina. Los segmentos adicionales, como
el nucleo hidréfobo que participa en la formacion de amiloide y la agrupacion de los
residuos de triptofano W242, W252 y W259 estan también estrictamente conservados
de mamiferos a peces. Por el contrario, el segmento rico en residuos de glutamina
Q4RQ4 del extremo N-terminal, las regiones ricas en residuos de prolina y las hélices
a de las repeticiones de alanina si estan conservados en mamiferos, pero no en todos
los vertebrados. De forma similar, se ha observado un incremento en el contenido de
residuos de alanina en forma de repeticiones en otras proteinas como las ataxinas 2

y 7 de los mamiferos en comparacion con sus homélogos en Drosophila.

Cabe destacar que, en la secuencia de CPEB3 de algunos vertebrados
inferiores, existe una regidn alternativa a esta region rica en residuos de glutamina
posicionada a continuacién del nucleo hidrofobo amiloidogénico. La rapida evolucion
de estos elementos podria estar relacionada con el desarrollo del cerebro de los
mamiferos en comparacion con el de los vertebrados inferiores, o bien por la
necesidad de una mayor estabilidad estructural a causa del mecanismo homeotermo
gue regula la temperatura corporal y que podria ser aportada por el segmento de
poliglutamina. Resultaria muy interesante abordar esta cuestion a partir del estudio
comparativo con sus homologos en anfibios y peces, y la generacién de CPEB3
guimera. Por otra parte, la capacidad de este segmento rico en residuos de glutamina
para cambiar su posicibn o ser sustituido por una nucleo amiloidogénico mas
hidrofobo sin perder su funcion pone de manifiesto la naturaleza modular de los PLDs
ya demostrada previamente para su homoélogo en Drosophila, Orb2A (Hervas et al.,
2016).

En la ultima década, se han caracterizado los PLDs de diferentes proteinas
gue participan en la regulacion de la transcripcion y el metabolismo del ARN. Algunos
de estos dominios corresponden a proteinas como la huntingtina (Jayaraman et al.,
2012), el receptor androgénico (Eftekharzadeh et al., 2016), la ataxina-7 (Hong et al.,
2019) y la TDP-43 (Lim et al., 2016), las cuales presentan una segmento hidrofobo
gue adopta una estructura de hélice a y que precede a un segmento rico en residuos
de glutamina, o bien de glutamina y asparagina, que adopta la conformacién de

amiloide (Tabla 5.1). Se ha propuesto que estas hélices a de caracter hidrofobo
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pueden promover asociaciones intermoleculares, bien para formar hélices
superenrolladas (Pelassa et al., 2014) o condensados biomoleculares a través de la
LLPS (Conicella et al., 2016). En el caso de la huntingtina, el segmento de
poliglutamina esta seguido de una zona rica en residuos de prolina que se mantiene
en una conformaciéon de hélice PPIl y que se ha demostrado que enlentece

fuertemente la formacion de amiloide in vitro (Bhattacharyya et al., 2006).

PROTEINA SECUENCIA
Huntingtin MogsATLEKLMKA FESLKSF PP PPPPPPPPPQ LPQPPPQAQP
ANDROGEN RCPT | Hea:PEAASAAPR GASLLLL ETSPR GEDGSPQAH

TDP-43 Pa1oAMMAAARAA LESSWGMMGM LASOONGSGP SGNNONGGHM BREPNQAFGS FNNSYSSINT |
Ataxin-7 Ac16AAAAGGAAA AAA PPPPOP BROGHPPPPP RRTRPEDGGP GAASTSAAAM
hCPEB3 Moo2QDDLLMDKS KTPQPOOUONGROOBOPAPE SSVSEAPSTP LSSETPKPEE NSALPALSPA
Drosophila Moo YNKFVNFIC GGLPNLNLNK PP@LHOO0HONO0HEGHRRH LH@HBE @LSPNLSALH
orb2a

Aplysia CPEB | FesEIFRRINAL LDNSLEANNV scs@sBs ML LLK

Tabla 5.1: Las hélices a hidréfobas y las zonas ricas en residuos de prolina modulan la
formacion de amiloide de los segmentos ricos en residuos de Q y Q/N. Los residuos no polares
estan sombreados en gris, los residuos de glutamina y asparagina en magenta y los residuos de prolina
en verde para las secuencias indicadas.

Es importante mencionar que si bien hCPEB3 y sus homodlogos Orb2 y
ApCPEB poseen residuos que desestabilizan la conformacion de hélice a entre la
hélice a N-terminal y el segmento rico en residuos de glutamina (prolina en hCPEBS,
histidinas cargadas positivamente en Orb2A (Hervas et al., 2020a; Oroz et al., 2020),
y, serina y valina en el caso de ApCPEB), ninguno de estos elementos “bloqueantes”
de la estructura en hélice a estan presentes en los segmentos analogos para la
huntingtina, el receptor androgénico o TDP-43 (Tabla 5.1). La ausencia de estos
elementos parece permitir a los segmentos de poliglutamina interactuar con la hélice
a a traves de la formacion de enlaces de hidrogeno entre la cadena lateral y la cadena
principal, como ocurre para el receptor androgénico (Escobedo et al., 2019), durante
el inicio del cambio conformacional a amiloide y formar parte de la estructura como
han propuesto recientemente David S. Eisenberg y sus colaboradores para TDP-43
(Cao et al., 2019). A partir de estas observaciones, se propone la hipétesis de que la
presencia de residuos que bloquean la estructura entre la hélice a y el segmento rico

en residuos de glutamina en los amiloides funcionales, asi como su ausencia en los
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VI. DISCUSION

amiloides patoldgicos, es una diferencia fundamental que podria considerarse la base

molecular que subyace a su toxicidad.

Las hélices PPII, que aparecen en ciertas proteinas ricas en residuos de glicina
como el colageno (Pentelute et al., 2008), pueden realizar funciones importantes
durante la formacion de los condensados biomoleculares mediando interacciones
proteina-proteina (Guo et al.,, 2019). Si bien los desplazamientos quimicos
conformacionales son una herramienta extremadamente util para identificar y
cuantificar poblaciones de hélices a y hebras 8 tanto para IDPs como para proteinas
plegadas, los desplazamientos quimicos conformacionales de las hélices PPII estan
menos caracterizados. La IDR de hCPEB3 contiene 66 prolinas en su secuencia (15%
del total). Teniendo en cuenta todos los desplazamientos quimicos que se han
obtenido en este trabajo para los residuos de prolina, que incluyen las asignaciones
de >N y que son poco habituales en la bibliografia, se propone un patrén de
desplazamientos quimicos conformacionales caracteristico que define la estructura
de hélice PPII (Tabla 5.2). En combinacion con los valores estdndar publicados
recientemente para los manojos de hélices PPII ricos en residuos de glicina (Trevifio
et al., 2018), esta informacion puede ser de gran utilidad en la deteccion de hélices
PPII frecuentes en condensados biomoleculares y en la elucidacién de su papel en
fisiologia y patologia.

halice o hebra 3 manojo de hélices | hélice PPIl aislada
PPIl rico en glicina rica en prolina
AV Co 3,1/ 28" -1,5°/-1,8¢% -0,5" +0,6°
BAYCH -0,4* / -0,8° +2,2* [ +2,78 +0,3¢ -1,0¢
5A Bco 2,2¢ /2,28 -2,2¢ f-2,1 -g,2¢ -0,3*

Tabla 5.2: Desplazamientos quimicos conformacionales de estructura secundaria en hélice a,
hebra By hélices PPII. 2Spera y Bax (1991), ® Wang y Jardetzky para alanina (2002), ¢ calculado por
Wishart y Skyes (1994), ¢ Trevifio et al. (2018) y ¢ determinado en este estudio.

Previamente se ha demostrado que los residuos 217-284 de mCPEB3 son
fundamentales para su interaccion con el citoesqueleto de actina (Stephan et al.,

2015). Teniendo en cuenta estas observaciones, se propone una posible asociacion

116



entre las hélices a formadas por los residuos 1-12 y 202-246 que podria favorecer la
interaccion de las hélices PPIl formadas por los residuos 86-94 y 116-170 con la
profilina. Esta proteina tiene un segundo sitio de unién especifico para la actina y
promueve la formacion de redes de filamentos de actina (Ferron et al., 2007) que se
vuelven mas extensos y robustos durante la sinaptogénesis en la consolidacion de la

memoria (Basu and Lamprecht, 2018).

Por su parte, la hélice a de TDP-43 tiene casi 6 vueltas de longitud y las tres
primeras estan estabilizadas por residuos de alanina y metionina que tienen una gran
tendencia intrinseca adoptar una estructura en forma de hélice a. Aunque la mayoria
de residuos hidrofobos estan agrupados en el lado no polar de la hélice a, el residuo
W334 se encuentra expuesto en el lado polar. Se sabe que este residuo media los

contactos intermoleculares que median la LLPS (Li et al., 2018).

En comparacion, la hélice a de ApCPEB esta constituida por 4 vueltas, las dos
primeras tienen un lado hidréfobo bien definido mientras que la tercera y cuarta tienen
un caracter mas polar y se sabe que los residuos de leucina y asparagina contribuyen
a la estabilidad y especificidad de los contactos entre hélices a de las hélices

superenrolladas (Oakley and Kim, 1998).

Particularmente, la hélice a de Orb2 es mas corta con solo 3 vueltas, es menos
estable debido a los cuatro residuos de asparagina y uno de valina (con una baja
tendencia a la formacién de estructura en hélice a) y tiene caracter anfipatico, con una
zona no polar y otro polar bien definidas, y el residuo F5 situado en el centro del lado
hidrofobo. Se ha demostrado que este residuo es esencial para la formacién del
amiloide y la consolidacién de la memoria (Majumdar et al., 2012). Ademas, se ha
observado recientemente por RMN que el grupo de residuos que siguen al segmento
de poliglutamina en Orb2 54-PNLSALH-60 pueden adoptar una hélice a parcial (Oroz
et al., 2020) estabilizada por interacciones hidréfobas i, i+3 (L58, L61), la caperuza N
(P56, N57) y las interacciones carga-macrodipolo (H62) (Chakrabartty and Baldwin,
1995).

En el caso de hCPEB3, los 30 primeros residuos estdn muy conservados en
mamiferos, y bastante conservados entre mamiferos y reptiles, lo que sugiere una
gran relevancia funcional (Figura 4.1). La hélice a que forma este segmento esta

compuesta por residuos cuya tendencia intrinseca a la formacion de hélice a es
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VI. DISCUSION

significativamente menor que la propension de los residuos de la hélice a en la TDP-
43. Este hecho sugiere que para que esta hélice a se estabilice, podrian ser
necesarias interacciones de largo alcance. En este sentido, la mayoria de los residuos
hidrofobos estan agrupados formando un lado hidréfobo en la hélice a con excepcion
del residuo M7, que se encuentra en el lado hidrofilico. Estos residuos hidrofobos
excepcionalmente expuestos, como ocurre con el residuo W334 para TDP-43 (Cao et
al., 2019), a menudo median interacciones de lago alcance. Por ello, existe la
posibilidad de que el residuo W242 de la hélice a A238-Q246 pueda participar en su
estabilizacion (Figura 5.2A y 5.2B).

A
R21
OWM K46 WWWHV
M7 K11 W242
B C

M7 K11 M7 K11
W242 W242 : )

Figura 5.2: Modelo de los cambios estructurales del PLD de hCPEB3 durante la consolidacion
de lamemoria. (A) Los 250 primeros residuos de hCPEB3 forman 4 hélices a (azul) siendo la primera
y la tercera relativamente estables. Los segmentos de prolina (verde) y la sumoilacion (amarillo)
previenen la asociacion del segmento Q4RQa (rojo) y el segmento hidréfobo (negro) y la formacion de
amiloide. (B) Tras la desumoilacién y fosforilacion mediada por la activacion sinaptica, la asociacion
entre la primera y la cuarta hélice a podria verse reforzadas por interacciones de largo alcance de tipo
hidréfobo y cation-r. El segmento Q4RQ4 podria adoptar una estructura de hélice a de mayor
estabilidad y asociarse con las hélices a ricas en residuos de alanina-serina para formar hélices
superenrolladas que pueden cambiar su estructura adoptando la conformacién de amiloide. (C) La
estructura de amiloide estaria compuesta por el segmento QsRQs4 una zona hidréfoba, y
probablemente, el segmento rico en residuos de alanina. Por su parte, la configuracion final que
adoptan los segmentos de PPII (verde) podria promover la union a la profilina y la formacion de una
red de actina més robusta.

Los conféormeros que se han calculado para la NES demuestran que la
conformacioén preferente es en forma de hélice a, consta de 5 residuos hidrofobos
situados en el mismo lado de la hélice a y se trata de un motivo comdn encontrado

en otras NESs (Xu et al., 2012). mCPEB3 experimenta ciclos de transporte entre
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interior y el exterior del nucleo celular de forma continua y su localizacion subcelular
es de vital importancia dado que también participa en la regulacion de la transcripcion
de genes mediante su asociacion con STAT5B en el nicleo de las neuronas, ademas
de regular la traduccion de ARNm en las espinas dendriticas (Ford et al., 2020). Otros
trabajos anteriores han demostrado que la estimulacion neuronal lleva a hCPEB3,
gue en estado basal se encuentra predominantemente en el citoplasma, a
concentrarse en el nacleo (Chao et al., 2012), y que es la region que ocupa los
residuos 639-700 de STAT5B la que se une al extremo N-terminal de la IDR de
hCPEB3 (Peng et al., 2010). Para tratar de comprender mejor la naturaleza de esta
interaccion, se ha examinado la estructura recientemente elucidada de STATS5B
(PDB: 6MBW) (de Araujo et al., 2019) destacando que los residuos que interaccionan
con hCPEB3 forman un dominio SH2.

Estas observaciones indican que hCPEB3 deberia contener en su secuencia
un residuo de tirosina fosforilable que fuese reconocido por STAT5B. Considerando
los resultados sobre diferentes analisis de los motivos que recoge la bibliografia
(Corwin et al., 2017; Liu et al.,, 2010), el sitio con mayor probabilidad para la
modificacion por fosforilacion es el residuo Y341 debido a que se encuentra
flanqueado por los residuos 338-SRPYDTF-344 que satisfacen los criterios de la
secuencia sustrato consenso “[E/V/D]-[G]-[I/P/L]-Y-E-X-[F/T/V]"de Scr, una de las
guinasas de tirosina mas relevantes. A partir de estas observaciones sobre el sitio de
fosforilacidon putativo y el descubrimiento de la conformacion preferencial de la NES
(L349-L353) en forma de hélice a, se propone una hipétesis para explicar como la
union de STAT5B mantiene a hCPEB3 retenida en el nacleo. A través de la unién al
residuo de fosfotirosina 341 mediante el dominio SH2 de STAT5B, la NES de hCPEB3
gue se encuentra proxima, puede quedar oculta, evitando su reconocimiento por los
factores de exportacién al citoplasma. Esto podria explicar por qué hCPEB3 se
concentra mayoritariamente en el nacleo en condiciones de estimulacion neuronal
(Chao et al., 2012). Estudios recientes han demostrado que ciertas mutaciones en las
sefiales de exportacién y localizacion nuclear o fallos en el transporte nucleo-
citoplasmatico de la TDP-43 dan lugar a la agregacion aberrante de esta proteina
(Gasset-Rosa et al., 2019). En este sentido, se propone que mutaciones en la NES
de hCPEB3 podrian afectar probablemente al transporte nuclear dando lugar a déficits

en los procesos de aprendizaje y memoria.
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Los resultados obtenidos por RMN vy la identificacién de los elementos de
secuencia que median la formacion de amiloide en hCPEB3 (ver Secciones 4.1y
4.2.2 en Resultados) han permitido proponer una hipotesis para el cambio
conformacional experimentado por hCPEB3 durante el proceso de la consolidacion
de la memoria (Figura 5.2) que se apoya en resultados analogos obtenidos con
ApCPEB (Raveendra et al., 2013) y otras expansiones de polialanina (Polling et al.,

2015) para los que se han propuesto mecanismos similares.

Inicialmente, el PLD de hCPEB3 donde se encuentran los residuos que son
necesarios y suficientes para la agregacion y formacion de amiloide (Fioriti et al.,
2015), adoptaria una conformacién mayoritariamente desplegada, a excepcion de la
hélice a de mayor estabilidad formada por los residuos 222-234 y las hélices a
estructuradas parcialmente del extremo N-terminal y las formadas por los residuos
202-212 y 237-245 (Figura 5.2A). Asi pues, el motivo Q4RQ4 y el segmento hidréfobo
123-FFQGITPVNGTMLFQNF-139 se encontrarian inicialmente desordenados y con
una capacidad para la formacién de amiloide poco favorecida a causa de la presencia
de motivos de prolina que la bloquean y la sumoilacion del residuo de lisina del

extremo N-terminal (Drisaldi et al., 2015).

Tras la desumoilacion y la fosforilacion de hCPEB3 que sigue a la
estimulacion neuronal, la asociacion entre hélices a se veria favorecida por las
interacciones hidrofobas entre los residuos de M7 y W242 o las interacciones cation-
1 entre K11y el W242 (Figura 5.2B). El incremento en los niveles de hCPEB3 tras la
estimulacion neuronal (Fioriti et al., 2015) y la proximidad de la hélice a rica en
residuos de alanina de los residuos 222-234 podrian promover la formacion de una
hélice a en los residuos Q4RQs adoptando una conformacion de  hélices
superenrolladas que son caracteristicas de estas proteinas (Fiumara et al., 2010;
Pelassa et al., 2014). Estos eventos reforzarian los contactos intermoleculares que
ocurren en los granulos neuronales de CPEB3 (Ford et al., 2019) y darian lugar a la
gelificacion, y finalmente, la formacion de amiloide observadas in vitro. La estructura
final del amiloide estaria constituida por el motivo Q4RQ4 y el nucleo hidréfobo
amiloidogénico. Especificamente, podrian ser los segmentos mas polares 17-
QQQORQQQNQ-25, 106-SFGSTWSTGTTN-117, 136-FQQNF-140 y 236-SSASSSW
NTHQS-247 los mas propensos a adoptar una estructura en forma de espina
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cruzada, o bien una estructura retorcida de menor estabilidad mediante interacciones

dipolo-dipolo, cation-1r y 11- 11, que seria clave para su funcion (Hughes et al., 2018).

Ademas, es posible que el segmento de polialanina (residuos 202-212 y 222-
234) también adopte una conformacion de amiloide (Figura 5.2C). Este tipo de
transicion de estructura en forma de hélice a a amiloide ha sido descrita previamente
en polipéptidos ricos en residuos de alanina tan diversos como una proteina
anticongelante en peces (Graether et al., 2003) o el hexadecapéptido sintético (Ala)1o-
(His)s (Hamley et al., 2014) y puede conducir a la formacion de amiloides patologicos
en varias enfermedades relacionas con la expansion de segmentos de polialanina
(Albrecht and Mundlos, 2005).

En esta tesis también se han identificado experimentalmente los elementos de
secuencia clave para la separacion de fases, la oligomerizacion y la agregacion
amiloide de la proteina hCPEB3 utilizando una estrategia de “divide y venceras”.
Estos resultados van en la misma direccion que otros datos obtenidos previamente
para mCPEB3, en los que se demuestra que el PLD es esencial para su
oligomerizacion y la formacion de amiloide (Figura 5.3A) (Stephan et al., 2015).
Ademas. también se ha evaluado la capacidad citotéxica de hCPEB3 in vitro,
mostrando que comparte caracteristicas biofisicas comunes con los amiloides
patolégicos, lo que sugiere que no existen diferencias estructurales entre ellos en

términos de toxicidad celular.

En concreto, como se ha propuesto para otras proteinas como FUS (Patel et
al.,, 2015) y TDP-43 (Gasset-Rosa et al., 2019), la condensacion de hCPEB3
promueve el ensamblado de estructuras macromoleculares que disminuyen la
energia de activacion necesaria para la formacion de especies citotoxicas. Por ello, la
cascada amiloidogénica parece haber sido adaptada por las células a lo largo de la
evolucion para realizar determinadas funciones biolégicas evitando la toxicidad
celular intrinseca (Lasagna-Reeves et al., 2011). Los mecanismos que permiten a las
células regular la formacion de amiloides funcionales limitando la formacion de
especies oligoméricas téxicas de larga vida media y la agregacién amiloide patolégica
gue acomparia a la separacion de fases constituyen una cuestion clave que no se ha
abordado en profundidad todavia (Chuang et al., 2018; Jackson and Hewitt, 2017).

Teniendo en cuenta la conocida interaccion entre las chaperonas y las IDPs
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(Pechmann and Frydman, 2014), se ha estudiado el efecto de la chaperona Hsp70 en
la formacién de amiloide de hCPEB3. Los resultados obtenidos con la Hsp70, asi
como los de otros trabajos con la Hsp90 y CPEB2 (Tsvetkov et al., 2020) o la JJJ2 de
S. cerevisiae (Li et al., 2016), parecen indicar que el sistema de chaperonas juega un

papel fundamental en la regulacién de la amiloidogénesis funcional (Figura 5.3A).
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Figura 5.3: Bases estructurales de la consolidacion de la memoria mediada por hCPEBS3. (A) In
vitro, la IDR de hCPEB3 permanece estable en forma de monémero a 4 °C. Al incrementar la
temperatura, se produce la LLPS debido a interacciones hidr6fobas multivalentes entre residuos. Con
el paso del tiempo, estas interacciones se estabilizan y la LSPT da lugar a la formacién de hidrogel
que “estalla” convirtiéndose en fibras de amiloide formadas cooperativamente por interacciones entre
los segmentos de poliglutamina y polialanina de la LCR que pueden ser bloqueadas por QBP1 y AB42
respectivamente. La condensacion de hCPEB3 es acompafada de la formacion de oligémeros
anulares metaestables y citotéxicos. (B) In vivo, la consolidacion de la memoria ocurre a nivel de la
sinapsis en el hipocampo a través de la sintesis local de proteinas. En el estado basal, hCPEB3 se
encuentra sumoilado en forma de granulos neuronales en estado latente que reprimen la traduccion
del ARNm que regula la plasticidad sinaptica. Tras la estimulacién neuronal, la sumolilacién de hCPEB3
disminuye y la fosforilacion en la region que media la LLPS aumenta. La conversion de hCPEB3 a una
forma amiloide activa da lugar a la traduccion del ARNm en proteinas que median la potenciacion a
largo plazo y la consolidacion de la memoria.

También se han aportado evidencias de que, a diferencia de lo que ocurre para
otras proteinas como FUS o TDP-43, el PLD no es indispensable para la separacion

de fases de hCPEB3. Por otra parte, los RRMs son requeridos para su localizacién y
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estabilizacion celular en forma de granulos. Asi pues, parece que las IDPs pueden
formar ensamblados macromoleculares con diferentes propiedades estructurales de
acuerdo a la contribucion de cada uno de los dominios que las constituyen (Boyko et
al., 2019; Ford et al., 2019). En este sentido, se ha demostrado que los RRMs de
proteinas de unién a ARN como TDP-43 o FUS pueden contribuir adicionalmente a la
formacion de amiloide de estas proteinas (Agrawal et al., 2019). Estas observaciones
contrastan con el hecho de que el ARN previene la formacion de condensados
biomoleculares para estas proteinas (Maharana et al., 2018).

Los componentes de los condensados biomoleculares pueden dividirse en dos
clases cualitativas en relacion a su tendencia a condensar; de andamiaje o clientes
(Banani et al., 2017). Se ha demostrado en este trabajo que hCPEB3 condensa
espontaneamente en condiciones fisiologicas, lo que pone de manifiesto su
capacidad como proteina de andamiaje para la formacién de granulos de ARN
especificos que participan en el transporte y represion del ARNm asociado a la
regulacion de la consolidacion de la memoria. Este hecho contrasta con el aparente

papel como cliente recientemente propuesto para mCPEB3 (Ford et al., 2019).

Los resultados de esta tesis apoyan la idea de que la separacién de fases
puede ser modulada por accién de distintos agentes moleculares, una observacion
gue podria ser relevante a la hora de considerar esta propiedad de las proteinas como
una posible diana terapéutica de intervencion farmacoldgica. Particularmente, se ha
demostrado que el amiloide ABaz inhibe in vitro la condensacion de hCPEB3 (Figura
5.3A). Este hecho sugiere que hCPEB3 podria quedar atrapado en agregados
patolégicos al comienzo de la enfermedad de Alzheimer, impidiendo la regulacion de
la traduccion normal de ARNm gue media hCPEB3 y dando lugar a los déficits de
memoria que aparecen antes de la neurodegeneracion. Andlogamente, se ha visto
gue los agregados de huntingtina con expansiones de glutamina son capaces de
atrapar a Orb2 (Hervas et al., 2016) reduciendo la traduccion de ARNm. Estos
resultados han dado lugar a propuestas similares que refuerzan esta hipétesis (Joag
et al., 2019).

La LLPS de hCPEB3 también puede ser regulada por accién de la Hsp70 que
es capaz de inhibir la formacion de condensados liquidos de forma pasiva.

Curiosamente, la Hsp70 posee dos LCRs intrinsecamente desordenados con un
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contenido notable de residuos hidréfobos entre los residuos 365-409 y 611-641
(Chakafana et al., 2019). Teniendo en cuenta estas observaciones, se sugiere que
estos segmentos de baja complejidad, en lugar de su dominio C-terminal de union a
sustrato, son los responsables de prevenir la separacion de fases de hCPEB3.

Por otro parte, se ha descrito que la fosforilacion de residuos de serina puede
regular la formacion y disociacion de condensados biomoleculares en proteinas como
FUS, cuya organizacion de dominios y funcion comparte algunas similitudes con
hCPEB3 (Monahan et al., 2017). Dado que los sitios de fosforilacién de la IDR de
hCPEBS3 se sitlan en la region que se separa de fase, se propone que la fosforilacién
de los residuos de serina podria regular la LLPS de hCPEBS3.

La presencia de segmentos con puntos LCST y UCST locales en la secuencia
de hCPEBS3 refuerza la idea de que ciertas IDPs con tendencia a la LLPS pueden ser
descritas como copolimeros en bloque de forma similar a lo observado para el caso
de tau (Boyko et al., 2019). Por ello, se propone que diferentes segmentos de
hCPEB3, podrian interaccionar con distintos tipos de condensados biomoleculares de
acuerdo a las funciones especificas de esta proteina en la célula. También se ha
demostrado en esta tesis como el balance en la proporcién de residuos hidréfobos y
polares modula las propiedades liquidas de los condensados de la IDR de hCPEB3
permite sentar las bases para la compresion de la “gramatica molecular” que gobierna
tanto la condensacién de hCPEB3 de forma global, como la formacion local de la

estructura de amiloide en términos de secuencia y composicion.

Por ultimo, combinando resultados de esta tesis y otros estudios previos, se
propone un modelo integrado para el papel de hCPEB3 en la consolidaciéon de la
memoria que relaciona las transiciones estructurales identificadas en este trabajo con
su funcién neuronal. En el estado basal, la sumoilacion de hCPEB3 mantiene inhibida
la formacion de amiloide del PLD (Drisaldi et al., 2015) y el ARNm unido a hCPEB3
es traduccionalmente reprimido en los granulos neuronales, similares a los cuerpos
de procesamiento (Ford et al., 2019), cuya formacion esta dirigida por la IDR que
media la LLPS, especialmente por las secuencias localizadas en su zona C-terminal
(Figura5.3A y 5.3B).

Tras la estimulacibn neuronal, la activacion de quinasas especificas

neuronales que fosforilan el dominio que media la LLPS de hCPEB3 daria lugar a la
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disolucién de los granulos neuronales quedando el ARNm accesible a los polisomas
(Giese and Mizuno, 2013; Kaczmarczyk et al., 2016). Una vez que hCPEB3 es
desumoilada, el PLD adoptaria una estructura de amiloide activa mediante
interacciones entre los segmentos de poliglutamina y polialanina que
desencadenarian la traduccion del ARNm de proteinas que regulan la plasticidad
sinaptica permitiendo que tenga lugar la formaciébn de nuevas memorias en el

hipocampo (Figura 5.3B) (Hervés et al., 2020a).
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VI. CONCLUSIONES

A continuacion, se enumeran las conclusiones mas relevantes obtenidas del trabajo
de esta tesis doctoral:

(2). El estudio mediante RMN en disolucion del prionoide hCPEB3 ha permitido
identificar que, en el estado de monomero, el extremo N-terminal presenta un
motivo de hélice a anfipatica seguida de un segmento de poliglutamina
desordenado y flexible caracteristico de las proteinas formadoras de amiloide.

(2). La region intrinsecamente desordenada de hCPEBS3 contiene cuatro hélices
a parcialmente estructuradas y un segmento rigido de caracter hidr6fobo que
participan en la formacién de amiloide in vitro.

(3). Se han identificado en hCPEB3 los valores de desplazamientos quimicos
conformacionales para la identificacion de la estructura de hélice PPIl. La
presencia en el dominio prionoide de residuos como la prolina, que son capaces
de bloquear la amiloidogénesis, constituye una diferencia fundamental entre
amiloides funcionales y patolégicos.

(4). La sefal de exportacion nuclear de hCPEB3 adopta una conformacion de
hélice a proxima a un residuo de tirosina localizado en una secuencia consenso
de fosforilacién que regula el transporte nucleocitoplasmatico de hCPEB3 a través
de su unién con la proteina STAT5B.

(5). La separacion de fases liquido-liquido esta dirigida por interacciones
hidréfobas multivalentes entre residuos de la zona C-terminal de la regién
intrinsecamente desordenada de hCPEB3. En células neuronales, estos
condensados biomoleculares son dinamicos y su estabilizacion y localizacion
celular estd mediada por los dominios de reconocimiento de ARN.

(6). El péptido inhibidor QBP1, la chaperona Hsp70 y el amiloide AB42son capaces
de bloquear la amiloidogénesis del dominio prionoide de hCPEB3 in vitro,
demostrando que las zonas ricas en residuos de glutamina e hidr6fobos son
requeridas para la formacién de amiloide funcional.

(7). La estabilidad temporal de los oligdmeros toxicos de hCPEB3 no es transitoria
como ocurre para otros amiloides funcionales y refleja las similitudes estructurales
gue existen entre los amiloides funcionales y patoldgicos. Por ello, existen
mecanismos adicionales que permitan a las células regular su toxicidad.

(8). Estos descubrimientos han permitido establecer un modelo que relaciona las
transiciones estructurales que experimenta hCPEB3 con su funcidon en el proceso
de la consolidacion de la memoria en la especie humana.
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VIIl. ANEXO

Anexo

8.1. Material suplementario

Tabla 8.1: Secuencia de la region intrinsecamente desordenada de hCPEB3.

$1

S3

S5

S7

Segmento 1 (S1):
Segmento 2 (S2):
Segmento 3 (S3):
Segmento 4 (S4):
Segmento 5 (S5):
Segmento 6 (S6):
Segmento 7 (S7):
Segmento 8 (S8):

1 10
[MODDLIMDKS
60

| SAVPALSPAA
110
[ASLSPSFGST
160

| FSPQIGLAQT
210

[Y AQRSAAAAY
260

| AWSAPSNPWG
310
[IAPPKFPRAA
360

| NSLMDMIRTD
_410
HGDQAL SSGL

20

30

40 50

KTQPQOPOQOQ ROQQOQPQPES SVSEAPSTPL SSETPKPEEN

70
APPAPNGPDK
120
WSTGTTNAVE
170
QHHOQOPPPPA
220
GHQPIMTSKP
270
GLOAGRDPRR
320
PLTSKSWMED
370
HEPLKGRMGI
420
‘SSPTRCQNGE

residuos 1-100;
residuos 51-150;
residuos 101-200;
residuos 152-250;
residuos 202-300:
residuos 251-350;
residuos 302-350;
residuos 352-450.

80
MOMESPLLPG
130

90 100
LSFHOPPQQP PPPQEPAAPG
140 150

DSFFQGITPV NGTMLEFQNEP HHVNPVFGGT |

180

190 200

PAPQPAQPAQ PPQAQPPQQOR RSPASPSQAP]

230

240 250

SSSSAVAAAA AAAAASSASS SWNTHOSVNA]

280

290 300

AVGVGVGVGV GVPSPLNPIS PLKKPFSSNV]

330
NAFRTDNGNN
380
NFHHPGTDNI
430

340 350
LLPFQDRSRP EDTFNLHSLF;
390 400
MALNSRSSLF PFEDZ—\FLDDg
440 450

RVERYSRKVF VGGLPPDIDE DEITASFRRF

- Los residuos de interés estructural y funcional aparecen indicados en negrita.
- Sitio putativo de dimetilacién en el residuo de arginina R308.

- Sitio putativo de fosforilacion en el residuo de tirosina Y341 de la secuencia consenso
reconocible por el dominio SH2 de STATS5B.
- Sefial de exportacion nuclear L349-L353.
- Sitios putativos de fosforilacion de los residuos de serina S284, S290, S297, S298, S400,
S407, S408, S411y S412.
- Los residuos pertenecientes al primer dominio RRM1 aparecen en cursiva.

S2

S4

S6

S8
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VIIl. ANEXO

Tabla 8.2: Secuencia de cebadores y condiciones de PCR de los segmentos de

hCPEB3.

LST Do CL 1X3
S0P =T 509 | v 099109VVVII9L OOVVLVOLVIVOOLYVLIOOLD [ ©eOSy-ZSE
o€ T OOVVVVILVYILOVOILIIVD | VOLLLIVIDIOIVVVYVOIOVLIOOVLD |  8S £93dD
.07 o N3d
ST Dol | 1X3
S0P 0T auge | v 099VVOOVIILYD 09210001 19VVI229009099 |  Be00V-20€
o€ —+——+——{ 1¥109¥D1¥O19¥9100¥0 | VOLLLLVIOI0OWYVYOOOVIOOVLD | /S €83dD
ST Do/l | 1X3
S0P =T 5.00 | v OVVVVLLOVVYIDLOVOOV OOVVLVOLVIVOOLYVLIOOLD [ ©eOSE-TSZ
o€ —+——+——{ V0010¥01¥O19¥9100¥0 | VOLLLIVIO10OVVYVYOOOVLIOOVLD | 9S £83dD
ST D0l | 1X3
S0P 0T 5009 | v 0999VVOVO9LI9L OOVVLVOLVIVOOLVYVLIOOLD [ ©e00E-20Z
o€ | 199¥O¥D1¥O19¥9O100¥0 | VOLLLLVIOI0OVYVYOOOVIOOVLD | SS €83dD
ST D0l | 1X3
S0P =T 509 | v 091991 11090VIL OOVV.IVOLVIVOOLVYVLIIOOLD | ©e0SZ-¢ST
o€ ot oo|  LY091VOLYOLO¥OO100VO | YOLLLIVIOIOOWYVYOOOVIOOVID | ¢S E83dD
ST Dol | 1X3
S0P T 500 | Ay 0991099991999120 O0VVID1900VI909VOD10099 |  Ee002-T10T
o€ | ©9999¥01¥019¥90100¥0 | VOLLLIVIOI0O¥WYVVYOOOVIOOVLO | €S £83dD
.ST Dol | 1X3
S0P =T 509 | v 99910VOVYODIILD 009VI10209920919VI909vD |  BeOST-TS
o€ —+——+— 0919¥¥01¥O19¥90100¥0 | VOLLLIVID10O¥VYVVYOOOVIOOVLD | ZS €83dD
..ST Do¢l | 1X3
S0P =T au6s | v 00109992900919 991VOLOVILIVOLYOOVIOLYD |  €e00T-T
o€ o oo| ©9009¥D1¥OL9¥90100%O | VOLLLLVIDI0OWYVYYOOOVIOOVLD | TS £83dD
d0d °@p sauoldlpuocd 0SJaAal 10peqad [9p BIOUSNIaS 0]Jallp Jopegsad |9p eloduandas OLNIND3S
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Tabla 8.3: Secuencia de cebadores y condiciones de PCR de las regiones de

hCPEB3.

.Sy

Do 2L

1X3

S0P [ e | 509 | NNV 299VYVOOVYIILYD 0921000119VVI229009099 | ©e0sy-z0g
0€ LV1D9VILVILOVOILOIVD | VOLLLIVIOLIDIVVYVYVYOIOVLIIOVLD | 8-24 £93dD
,.0T D086 | N3A
.SV Do0¢l | 1LX3
sl [ T o T 299VYVOOVYIILYD 9OVVLVOLVYIVOOIVVLIIDILD | eeosy-20z
oe | ~ ° LV1D9VILVILOVOILOOVD | VOLLLIVIOLIDIVVYVYVYOIOVLIIOVLD | 8-G64 £93dD
,.0T D086 | N3IA
T D02l | LX3
S0J219 2999VVYOVIOL1I9L DOVVIIL19IDVIDIOVIDL1DID9 ©eeQ0s-T
og | 08| D029 | NNV | | 55yowD 1 vO1OVOILIDVD | VIOLLLIVIOLDIOVYVVYOIOVLIOOVID | G-TH £93dD
..0T D086 | N3A
T Dol | IX3
S0P [ el 5 29 | NN 0991099991099122 029VI10209920919VIDIOVO ©eeQ0z-T
0€ 92999VILVYILOVOILIDVD | VOLLLIVIOIDDVYVYVYVOIOVIIOVLID | €-TH £€93dD
,.0T D086 | N3A
T Doc¢l | 1X3
SO [ e | 209 | NNV 099109VVVOI9OL 991VOLIOVLLIVOLVOOVIOLYO eegzy-T
0€ DOVVVVILYILOVODLDIVD | VOLLLIVIOLDIVVYVYVYOIOVLIOOVLID | ¥adl £93dD
..0T D086 | N3A
0SJ9A31 J0pegad |[3ap BIOUBNISS 010941p 10peQad [ap BIOUSNIS NOI93Y

"0d ap sauo1dIpuod

* DEN: temperatura de desnaturalizacion.

§ ALI: temperatura de alineamiento.
1 EXT: temperatura de extension.
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Tabla 8.4: Parametros espectrales de RMN.

Experimento Numero de Anchura espectral (ppm) Matriz
barridos

Segmentos 1,3,4,5,6,7&8

1D H 8 10 32k

2D H-15N HSQC 2-8 10 *H x 20 N 2k x 512

2D CON’ 4-16 10 3CO x 35 *°N 1k x 512

3D HNCO 4-8 10 *H x 20 >N x 10 3C 2k x 64 x 128

3D hacacoNcaNCO" 8 10 *CO x 35 >N x 20 **N 1k x 48 x 96

3D hacaCOncaNCO" 8 10 €O x 35 **N x 20 3CO 1k x 48 x 96

3D CCCON® 10 BCO x 35 >N x 60 1k x 56 x 96
13C(aliphatic)

3D CBCACON 8 10 *CO x 35 ®°N x 60 1k x 64 x 80
13C(aliphatic)

3D HNHAS® 8 11'HN x 23 >N x 11 *Ha 2k x 96 x 48

Segmentos 3,7 & 8

3D HNcaCO 16 10 *H x 20 N x 10 3C 2k x32 x 64

3D hNcocaNH 12 10 *H x 20 °N x 20 N 2k x 64 x 90

3D HncocaNH 12 10 3CO x 20 **N x 10 3cO 2k x 96 x 48

3D CBCAcoNH 16 10 H x 20 >N x 10 *3C 2k x 32 x 64

Relajacion

2D {*H}-**N NOE" 8-16 10 *H x 20 N 2k x 512

2D H-N Tipt 8-16 10 'H x 20 °N 2k x 256

Péptidos 1 & 2

2D H-H COosY 16 11x11 2k x 512

2D H-'H TOCSY 8 11 x 11, tmezca = 60 ms 2k x 512

2D H-H NOESY 64 11 x 11, tmeza=150 ms 2k x 512

2D H-13C HsQC 144 10 x 80, registrados en 100% D,0 1k x 128

2D H-15N HSQC 512 10x 20 1k x 96

* Deteccion de 3C; procesado con desacoplamiento virtual IPAP en fase y anti-fase.

8§ Registrado para algunos segmentos para medir las constantes de acoplamiento *HN-Ha.
T Registrado para los segmentos 3, 7 y 8, cuya baja concentracién requeria experimentos de
deteccion H.

1 Se usé un intervalo de 10 segundos entre pulsos. Los registros de forma intercalada.

T Se registraron diez espectros a intervalos de 8, 300, 36, 76, 900, 100, 500, 156,200 y 16.
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