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PREFACIO

La presente tesis consta de dos trabajos de investigacién independientes enmarcados
en el campo de estudio de las metalo-carboxipeptidasas (MCPs) y, en particular, de dos
miembros de la familia M14 de las MCPs: la carboxipeptidasa citosélica 6 (hCCP6) y la
carboxipeptidasa O (hCPO) humanas. Aunque ambas tienen una localizacion y funciones
celulares muy distintas, presentan una preferencia de sustrato comun por residuos acidos C-

terminales que ha sido poco estudiada hasta la fecha.

La primera parte de esta tesis corresponde a una introduccion general que permitira
ubicar al lector en el ambito de las proteasas y, con especial énfasis, de las MCPs. En ésta,
se detallan varios aspectos relacionados con la clasificacién de las MCPs de la familia M14,
sus caracteristicas estructurales, mecanismos de activacién y de inhibicion, asi como las
funciones bioldgicas que llevan a cabo los miembros de esta familia. Debido a que la hCPO
y la hCCP6 pertenecen a las subfamilias M14A y M14D de las MCPs, respectivamente, se
aporta una extensa revision general con la informacion disponible hasta el momento para
cada uno de los miembros de estas subfamilias, con el objetivo de proporcionar una visién lo
mas completa posible del contexto relacionado con ambas proteinas. Ademas, para facilitar
al lector la interpretacion de los resultados obtenidos en este trabajo, hemos querido incluir
una breve introduccién al mundo de los microtubulos y de la digestion proteica, ya que la
funcion de la hCCP6 se relaciona con la modificacion de la tubulina que forma parte de los
microtubulos y la hCPO con la hidrélisis de péptidos y proteinas en el epitelio intestinal

procedentes de la dieta y otras fuentes enddgenas.

A continuacioén de la introduccién inicial, este trabajo continia con la descripcion de los
principales objetivos planteados especificamente para la caracterizacion de la hCCP6 vy la
hCPO. Los resultados obtenidos en cada caso se han agrupado en dos capitulos bien

diferenciados.

En el capitulo | de resultados presentamos la caracterizacién bioquimica y funcional de
la hCCP6, como proteina modelo de los miembros de la subfamilia M14D con especificidad
sustrato tipo acidico. Este trabajo contribuye notablemente al conocimiento acerca de la
funcion y estructura de la enzima, a la vez que asienta las bases para establecer nuevas
lineas de investigacion que ayuden a comprender los mecanismos de regulacion existentes
in vivo para modular los niveles de poliglutamilacion en la tubulina que forma parte de los
microtubulos celulares y la identificacion de nuevos sustratos endégenos para la hCCP6. En
este trabajo, han participado el Dr. Carsten Janke (Centre de recherche de I'Institut Curie,
Paris) y la Dra. Olivia Tort (Institut dinvestigacions Biomédiques August Pi i Sunyer
(IDIBAPS), Barcelona) aportando varias construcciones recombinantes y colaborando en el

disefio de algunos de los experimentos.
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En el capitulo Il de resultados describimos la primera estructura tridimensional de la
hCPO. Gracias a este trabajo, hemos podido comprender mejor las caracteristicas
estructurales que determinan la preferencia de la hCPO por la hidrdlisis de enlaces
peptidicos C-terminales de residuos acidos, estableciendo el primer modelo estructural para
el estudio de la especificidad enzimatica acidica en las MCPs M14. Ademas, la resolucién
de la estructura de la hCPO en complejo con el inhibidor de carboxipeptidasas de Nerita
versicolor (NvCl), nos ha permitido conocer en detalle el mecanismo de accidén de este
inhibidor de la hCPO. Finalmente, en este capitulo se presentan distintas aproximaciones
bioquimicas que se han llevado a cabo para caracterizar la actividad de esta nueva enzima
digestiva e investigar su rol funcional en su localizacion intestinal en humanos. Este trabajo
se ha realizado en colaboracién con el Dr. David Reverter (Institut de Biotecnologia i
Biomedicina, Barcelona), el Dr. Peter Lyons (Department of Biology, Andrews University,
Berring Springs) y el Prof. Dr. Rober Huber (Max Planck Institute of Biochemistry,

Martinsried, Germany).

Finalmente, en esta tesis se incluye una extensa discusién acerca de los resultados
obtenidos en el capitulo | y Il, seguido de las conclusiones mas relevantes del trabajo de
investigacion realizado. No podian faltar tampoco las referencia bibliograficas consultadas,

que se incluyen en el ultimo apartado de la tesis.

30



INTRODUCCION







Introduccién

1. PROTEASAS

Las proteasas (también conocidas como “peptidasas”, “enzimas proteoliticas” o
“proteinasas”) agrupan un conjunto de enzimas estructural y funcionalmente diversas. Estas
enzimas tienen la habilidad comun de catalizar la escision de los enlaces peptidicos e

isopeptidicos de proteinas y fragmentos de proteinas en un proceso denominado protedlisis

[1].

Las proteasas estan presentes en todos los seres vivos de la naturaleza, asi como en los
virus, y constituyen la familia de enzimas mas numerosa presente en los seres humanos [2].
El analisis bioinformatico del genoma humano ha permitido identificar hasta la fecha mas de
650 genes codificantes (>2% de los genes del genoma) para proteasas y proteasas
homologas inactivas. Este hecho refleja la importancia de los procesos proteoliticos en la
biologia humana [3]. Las proteasas homdlogas inactivas son proteinas que han perdido
residuos claves para su actividad proteolitica, pero que podrian tener un papel importante en
la regulacion de la activacion de otras proteasas y de su acceso a sustratos e inhibidores.
Aunque son abundantes en algunas familias de proteasas y estan evolutivamente

conservadas, poco se conoce acerca de su relevancia biolégica [4].

Inicialmente, las proteasas fueron descritas como enzimas inespecificas relacionadas
con el catabolismo proteico que participan en procesos como la degradacion de proteinas de
la dieta 0 en la destruccion de tejidos [5]. Sin embargo, el trabajo pionero de Davie y Neurath
sobre la activacion del tripsindgeno [6], continuado posteriormente por Davie y Ratnoff [7] y
McFarlane [8], permitié también el reconocimiento de las proteasas como enzimas altamente

selectivas, con una elevada especificidad frente a un numero limitado de sustratos [9].

La protedlisis constituye un tipo de modificacién post-traduccional (MPT) que afecta a
todas y cada una de las proteinas desde su sintesis a su degradacion. Por ejemplo,
interviene en la escision de la Met iniciadora de las proteinas citoplasmaticas (N-
formilmetionina en procariotas) recién sintetizadas, la escisidon de péptidos sefiales de
secrecion y de exportacion a organulos especificos, el procesamiento de pro-péptidos de
zimogenos, la produccion de proteinas y péptidos a partir de proteinas precursoras, la
liberacion de ectodominios de proteinas asociadas a membrana, la degradacion de las
proteinas a sus aminoacidos componentes para su reciclaje, la destruccion de proteinas

potencialmente letales o toxicas de parasitos y patégenos, etc. [5],[10],[11].

La actividad de las proteasas debe ser estrictamente regulada por su naturaleza
irreversible para prevenir la escision inadecuada de sus sustratos y otras moléculas. La
regulacién de la expresion génica (cambios epigenéticos en las regiones promotoras de los

genes de proteasas, control de la estabilidad del ARN mensajero (mMARN), su traduccién y
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degradacion por proteinas de union a ARN o microARNSs...), la compartimentacion espacio-
temporal, variaciones en las condiciones fisico-quimicas (pH, ambiente redox...), generacion
de MPTs (glicosilacion, fosforilacion, unidon de cofactores...) y el bloqueo de la actividad por
inhibidores endégenos son algunos de los mecanismos mas comunes que han aparecido a

lo largo de la evolucion para el control de la actividad de las proteasas in vivo.

Las proteasas tienen un papel clave en multitud de procesos biologicos esenciales, que
incluyen la proliferacion, diferenciacién y migracién celular, morfogénesis, renovacion tisular,
respuesta inmune, ovulacidon, fertilizacién, desarrollo embrionario, angiogénesis,
neurogénesis, hemostasia sanguinea, nutricion, autofagia, senescencia, necrosis y
apoptosis, entre otros muchos procesos [5],[12]. Debido a su gran relevancia biologica,
deficiencias o alteraciones funcionales en proteasas subyacen como responsables del
desarrollo de enfermedades humanas importantes como la artritis, el cancer, enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares [13]. La mayoria de las enfermedades proteoliticas
son debidas a alteraciones en la actividad enzimatica de proteasas relacionadas con sus
sustratos, inhibidores, factores reguladores y sistemas de ftransporte. Sin embargo,
recientemente se han catalogado 129 enfermedades hereditarias que son causadas por
desdrdenes genéticos asociados a mutaciones en genes de proteasas (principalmente
mutaciones recesivas de pérdida de funcion) y alteraciones epigenéticas que provocan

cambios en los patrones de expresion espacio-temporal de las proteasas implicadas [14].

Muchos microorganismos infecciosos, virus y parasitos utilizan proteasas como factores
de virulencia, y el veneno de animales contiene comunmente proteasas para efectuar la
destruccién de tejidos o evadir la respuesta inmune del huésped. Por consiguiente, las
proteasas, sus sustratos e inhibidores son de gran interés biomédico por su utilidad como
biomarcadores de diagnédstico y pronéstico de enfermedades, y a su vez, constituyen
valiosas dianas terapéuticas para el desarrollo de farmacos que permitan el tratamiento de
enfermedades [5]. Actualmente, las proteasas se emplean en varias aplicaciones a nivel
industrial, como son la fabricacion de detergentes, el tratamiento de cuero, la fabricacion y
procesamiento de alimentos, el tratamiento de residuos, etc. Ademas, estas moléculas se
han convertido en herramientas indispensables en el sector biotecnolégico para la obtencion
de fragmentos de anticuerpos recombinantes, escision de etiquetas de afinidad de proteinas
recombinantes de interés biomeédico, sintesis y secuenciacion de péptidos, la digestion

proteolitica en técnicas protedmicas, entre otras aplicaciones [15].

El gran numero de proteasas identificadas hasta la fecha, y su relevancia en la biologia
humana, patologia y el desarrollo tecnologico han hecho necesario la introduccion de

nuevos términos para el estudio global de la protedlisis y su complejidad.

34



Introduccién

Se define el “degradoma” como el conjunto completo de proteasas que son expresadas
en un determinado momento por una célula, tejido u organismo. La caracterizacion del
degradoma impulsé el nacimiento de una nueva disciplina cientifica para su estudio
denominada “degradémica”, que agrupa todas las aproximaciones genémicas y protedbmicas
disponibles para la identificacibn de los genes que codifican para proteasas, su

caracterizacion estructural y funcional [5].

La secuenciacion del genoma humano ha posibilitado el estudio en profundidad del
degradoma humano facilitando la clasificacion de los genes codificantes para las proteasas
conocidas, el descubrimiento de nuevas proteasas y la identificacion de las causas
genéticas de las enfermedades proteoliticas hereditarias. Asimismo, la disponibilidad de los
genomas completos de numerosos modelos animales para el estudio de los procesos
biolégicos y patolégicos humanos han acelerado la caracterizaciéon estructural y funcional
del degradoma humano gracias a la existencia de genes ortélogos para la mayoria de las
proteasas humanas [9],[12]. Sin embargo, aproximadamente un tercio de las proteinas
humanas no han sido todavia clasificadas, de manera que el estudio de estas proteinas
huérfanas permitiran, probablemente, caracterizar nuevas enzimas con mecanismos
cataliticos y disefios estructurales inusuales que expandan progresivamente las

dimensiones del degradoma humano conocido [10].

1.1 Clasificacion de las proteasas

Debido a la elevada complejidad de los degradomas en los seres vivos y su continua
expansion, es fundamental un sistema estandarizado para la clasificacion y nomenclatura de
las proteasas. Las clasificaciones existentes para las enzimas proteoliticas se basan
principalmente en los siguientes criterios: el tipo de reaccién catalizada, la clase catalitica, la
localizacién del enlace peptidico a escindir en la cadena polipeptidica y la homologia

estructural.

1.1.1 Clasificacion de las proteasas segun el tipo de reaccidn catalizada

El Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(NC-IUBMB, abreviatura en inglés) propuso en 1961 el sistema numérico EC para solventar
la trivialidad existente en la comunidad cientifica para la clasificacion y nomenclatura de las
enzimas. En el sistema numérico EC las enzimas se designan con un cédigo numérico que
identifica de forma inequivoca a cada enzima, encabezado con EC y seguido de 4 digitos
separados por puntos. El primer digito representa la clase, el segundo la subclase, el tercero
la sub-subclase o subgrupo y el cuarto digito corresponde al numero particular de la enzima

segun el orden que ocupa en la clasificacion [16].
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El NC-IUBMB reconoce 6 clases de enzimas, en funcion de la reaccion quimica que

catalizan (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de las enzimas en clases en base a lareaccién quimica catalizada.

Clase Reaccidn catalizada Reaccion tipica
EC 1 Reacciones de oxidacion-reduccion mediante la AH, + B=A+BH,
Oxidor- transferencia de € o hidrogeno desde un sustrato
reductasas donador (reductor) a uno aceptor (oxidante) AH, +B" = A+BH+H"
EC 2 Reacciones de transferencia de un grupo quimico AX+ B = A+ BX
Tranferasas desde un sustrato donador a uno aceptor
EC 3 Reacciones de hidrélisis que provocan la ruptura de
) . . ) AB + H,0 = AH + BOH
Hidrolasas enlaces quimicos por la accion de moléculas de H,O
Reacciones no hidroliticas y no oxidativas de A=B + X-Y = ,IA-LI% + H,O
EC4 formacion/rotura de enlaces quimicos mediante la XY
Liasas adicién/sustraccion de grupos quimicos a A=B + X-Y=A-B + CO,
dobles enlaces ;.'( \'(
EC5 Reacciones de isomerizacion a través del A=B
Isomerasas reordenamiento de atomos en una misma molécula
EC6 Reacciones de unioén covalentes de 2 sutratos A+B+XTP=AB+XDP +P
Ligasas acoplados a la hidrdlisis de nucledtidos trifosfato

A+ B+ XTP = AB + XMP + PP

Las peptidasas son definidas por el NC-IUBMB como “hidrolasas que actuan en enlaces
peptidicos” y, por tanto, pertenecen a la subclase EC 3.4 de hidrolasas (tabla 2).
Tabla 2. Clasificacién de las hidrolasas en subclases.

Subclase Tipo de enlace sobre el que

actdan
EC3.1 Ester
EC 3.2 Glicosilo
EC 3.3 Eter
EC 34 Peptidico
EC 3.5 C-N (No peptidico)
EC 3.6 Anhidro
EC 3.7 C-C
EC 3.8 Haluro
EC 3.9-3.13 N-P, N-S, C-P, S-S, C-S
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En la literatura cientifica es habitual utilizar los términos proteasas, peptidasas, enzimas
proteoliticas y proteinasas de manera indistinta. Dado que la terminologia para referirse a
las enzimas proteoliticas genera confusién entre la comunidad cientifica, el NC-IUBMB
recomendo en el afio 1984 el uso del término peptidasa para designar especificamente a
todas aquellas hidrolasas que actuan sobre enlaces peptidicos. Por lo tanto, los términos
proteasa, proteinasa y enzima proteolitica se reservan para una designacion global de las
enzimas que catalizan la escision de enlaces peptidicos, independientemente del

mecanismo.

1.1.2 Clasificacion de las proteasas segun la clase catalitica

Aunque la hidrodlisis de enlaces peptidicos esta favorecida termodinamicamente, es una
reaccion extremadamente lenta. La estabilidad cinética del enlace peptidico es debido a su
caracter parcial de doble enlace, de manera que el atomo de carbono del grupo carbonilo es
menos electrofilo y menos susceptible al ataque nucleofilico. Por consiguiente, para
promover la escision del enlace peptidico es necesario la accion de un catalizador
enzimatico que facilite el ataque nucleofilico de un grupo carbonilo normalmente no reactivo
[17]. Las peptidasas promueven la escisidn de enlaces peptidicos mediante 2 mecanismos

cataliticos principales: la catalisis covalente y la catélisis acido-base general.

En la catalisis covalente, un nucledfilo o electréfilo potente localizado en el centro activo
de la enzima ataca al grupo carbonilo no reactivo del sustrato. Este nucledfilo se une de
forma transitoria al sustrato con un enlace C-O simple, formando un intermediario acil-
enzima covalentemente unido. Finalmente, el intermediario de la reaccién se descompone
en el producto carboxilato resultante y la enzima libre regenerada por la hidrélisis mediante
una molécula de agua nucleofilica. En cambio, en el mecanismo de catélisis 4cido-base no
se forman intermediarios covalentes durante la reaccion, sino que directamente una
molécula de agua activada (desprotonada) realiza el ataque nucleofilico al grupo carbonilo

del enlace peptidico a escindir [17].

En funcion de la naturaleza del grupo nucleofilico que participa en la catélisis, las
enzimas proteoliticas se clasifican en 7 clases cataliticas (tabla 3) y una clase que agrupa
las proteasas que presentan un mecanismo de catalisis desconocido, siendo las serin- y
metalo-peptidasas las clases mas representadas. Hasta la fecha no se ha descrito ningun
miembro de las clases cataliticas glutamil-peptidasa y asparagin-liasa en mamiferos, y solo

se han descubierto unos pocos homélogos en virus, arqueas y bacterias [18],[19].
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Tabla 3. Clases cataliticas de proteasas y ejemplos.

Mecarygmo Clase catalitica Ejemplos
catalitico
Serin-peptidasas Tripsina, quimotripsina
Catalisis covalente Cistein-peptidasas Papaina, catepsina K,
caspasas
Treonin-peptidasas Proteasoma
Aspartil-peptidasas Pepsina, catepsina E
Catélisis acido- Glutamil-peptidasas Eqolisina
base
Metalo-peptidasas Carboxipeptisa A,
Termolisina
- Asparagin-liasas Autotransportador Tsh E. coli
Desconocido Desconocido Endopeptidasa gpr, Proteasa IV

En la catélisis covalente el nucledfilo de la reaccién corresponde a un grupo funcional
ionizable localizado en la cadena lateral de un aminoacido conservado del centro activo. En
las cistein-peptidasas se trata del grupo sulfhidrilo de la cadena lateral de una Cys reactiva,
mientras que en las serin- y treonin-peptidasas corresponde al grupo hidroxilo de la cadena
lateral de una Ser o Thr, respectivamente. En cambio, en la catalisis acido-base el nucledfilo
de la reaccién se trata de una molécula de agua activada por el grupo carboxilo de la
cadena lateral de los aminoacidos Asp y Glu en las aspartil- y glutamil-peptidasas,
respectivamente, o por 1 0 2 iones metdlicos divalentes (zinc, cobre, manganeso, niquel o

cobalto) coordinados en el centro activo de las metalo-peptidasas.

En el 2011 se reconocié la existencia de proteasas que catalizan la escisiéon de enlaces
peptidicos mediante una reaccion distinta de la hidrolisis y se agruparon en una nueva clase
catalitica denominada asparagin-liasas [20],[21]. Segun la nomenclatura establecida por el
NC-IUBMB las “enzimas que escinden enlaces C-C, C-O, C-N y otros enlaces per
reacciones distintas de la hidrolisis y de la oxidacion” se denominan liasas. EI mecanismo
catalitico de las asparagin-liasas se desconoce, pero se ha determinado que una Asn de la
proteina efectua el ataque nucleofilico de su propio enlace peptidico C-terminal (C-t) para la
formacion de una succinimida estable que se auto-escinde de la cadena principal. Por
consiguiente, estas proteasas corresponden a liasas capaces de escindir enlaces peptidicos

(EC 4.3), y no a hidrolasas peptidicas como las otras 6 clases cataliticas descritas.

La clasificacion de las peptidasas en clases cataliticas es de gran utilidad para deducir el
pH 6ptimo de trabajo y los inhibidores de una peptidasa concreta, ya que las peptidasas de

la misma clase comparten dichas propiedades.
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Las treonin- y metalo-peptidasas presentan un pH 6ptimo neutro, las serin-peptidasas
neutral-basico, y las aspartil-, glutamil- y cistein-peptidasas tienen un pH éptimo acidico. Sin
embargo, existen excepciones como la meprina B, que es una metalo-peptidasa con un pH
optimo acidico; la renina, que es una aspartil-peptidasa con un pH 6éptimo neutro; o las
caspasas, cistein-peptidasas con un pH O6ptimo neutro. Las aspartil-peptidasas son
generalmente inhibidas por pepstatina, 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)-propano (EPNP) vy
diazoacetil-DL-norleucina metil-éster (DAN). Las cistein-peptidasas por quelantes de tioles,
como el acido iodoacético (IAA), iodoacetamida (IAM) y N-etilmaleimida (NEM). Las serin-
peptidasas son inactivadas por la accién del diisopropilfluorofosfato (DFP), fluoruro de fenil-
metil-sulfonilo (PMSF) y 3,4-dicloroisocumarina (DCI). Por ultimo, la actividad proteolitica de
las metalo-peptidasas es bloqueada por agentes quelantes de cationes metéalicos como el

acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y la 1,10-fenantrolina (OP) [19].

1.1.3 Clasificacion de las proteasas en funcién de la localizacién del enlace peptidico
a hidrolizar en la cadena polipeptidica

Las peptidasas catalizan esencialmente la misma reaccién de hidrolisis de enlaces
peptidicos, aunque muestran selectividad respecto a los enlaces peptidicos que hidrolizan.
Por consiguiente, el NC-IUBMB clasifica las peptidasas en exopeptidasas y endopeptidasas,
en funcién de la localizacion en la cadena polipeptidica del enlace peptidico sobre el que
actuan (figura 1). EI NC-IUBMB agrupa a las endopeptidasas y exopeptidasas, a su vez, en

distintas sub-subclases en funcién de la clase catalitica a la que pertenecen (tabla 4).

Las exopeptidasas catalizan especificamente la hidrdlisis de enlaces peptidicos en los
extremos libres de la cadena polipeptidica. Las exopeptidasas que actuan en el extremo N-
terminal (N-t) libre de la cadena, liberando un Unico aminoacido, un dipéptido o un tripéptido
se denominan aminopeptidasas (EC 3.4.11), dipeptidil-peptidasas y tripeptidil-peptidasas
(EC 3.4.14), respectivamente. Aquellas exopeptidasas que actuan en el extremo C-t libre de
la cadena y que liberan un unico residuo o un dipéptido se denominan carboxipeptidasas
(CPs) (EC 3.4.16, 3.4.17 y 3.4.18) o peptidil-dipeptidasas (EC 3.4.15), respectivamente. Se
clasifican también como exopeptidasas las proteasas especificas para dipéptidos
denominadas dipeptidasas (EC 3.4.13) o las que eliminan residuos terminales que son
sustituidos, ciclados o unidos por enlaces isopeptidicos (enlaces peptidicos de los que unen
grupos a-carboxilicos con a-amino) denominadas omega peptidasas (EC 3.4.19), como la

acilaminoacilpeptidasa y la piroglutamilpeptidasa (figura 1, tabla 4).
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Las endopeptidasas, en cambio, hidrolizan enlaces peptidicos internos de las proteinas e
incluyen las serin-endopeptidasas (EC 3.4.22), las aspartil-endopeptidasas (EC 3.4.23), las
metalo-endopeptidasas (EC 3.4.24), las treonin-endopeptidasas (EC 3.4.25) y aquellas
endopeptidasas que no pueden asignarse a ninguno de estos grupos (EC 3.4.99). Las
endopeptidasas que actuan en sustratos peptidicos de menor tamafo que las proteinas se
denominan “oligopeptidasas” (figura 1, tabla 4).

N-t —O_O_O_O_O_OO&Q@ C-t Carboxipeptidasa

0-0-00030 6> peatkildpeotidisn

LB 00-00000- Aminopeptidasa
mm_ Dipeptidil-peptidasa
.,0_0-, Tripeptidil-peptidasa
OO0~ Endopeptidas
| : .
N+-O—-O0-O-O-O-O-c Oligopeptidasa
! —
N.t_o_o_ C-t Dipeptidasa
Acetilo
Omegapeptidasas
Piro —@Glu

Figura 1. Representacion esquematica de los principales puntos de corte en un sustrato
polipeptidico para las exopeptidasas y endopeptidasas. Los sustratos se muestran como circulos
encadenados de distintos colores (rojo para las exopeptidasas que actuan en el extremo C-t, azul
para las exopeptidasas que actuan en el extremo N-t, gris para las endopeptidasas, negro para las
dipeptidasas y verde para las omegapeptidasas) unidos por guiones, en el que cada circulo
representa un aminoacido. Se indican también la modificacion del extremo N-t del sustrato con un
grupo acetilo y un piroglutamilo (PiroGlu).

Las recomendaciones del NC-IUBMB para la clasificacién numérica individual de todas las
peptidasas conocidas se encuentra en el siguiente link:
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/, cuya ultima actualizacion esta fechada en
diciembre de 2016.
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Tabla 4. Clasificacién de las peptidasas en sub-subclases.

Sub-subclase Tipo de peptidasa
EC 3.4.11 Aminopeptidasas
EC 3.4.13 Dipeptidasas
EC 3.4.14 Dipeptidil-peptidasas y tripeptidil-peptidasas
EC 3.4.15 Peptidil-dipeptidasas
EC 3.4.16 Serin-carboxipeptidasas
EC 3.4.17 Metalo-carboxipeptidasas
EC 3.4.18 Cistein-carboxipeptidasas
EC 3.4.19 Omega peptidasas
EC 3.4.21 Serin-endopeptidasas
EC 3.4.22 Cistein-endopeptidasas
EC 3.4.23 Aspartil-endopeptidasas
EC 3.4.24 Metalo-endopeptidasas
EC 3.4.25 Treonin-endopeptidasas
EC 3.4.99 Endopeptidasas de mecanismo catalitico

desconocido

1.1.4 Clasificacién de las proteasas en base a su homologia

El sistema numérico EC del NC-IUBMB clasifica cada una de las peptidasas conocidas
en 13 sub-subclases, y solo 5 de éstas incluyen el total de las numerosas endopeptidasas
existentes. Por consiguiente, es inevitable agrupar conjuntamente peptidasas que son muy
diferentes y, lo que es mas importante, sin tener en cuenta las caracteristicas estructurales
que reflejen sus relaciones evolutivas. Para solventar esta problematica, Barrett y Rawlings
establecieron en 1993 el sistema MEROPS para la clasificacion y nomenclatura de las

proteasas.

El sistema MEROPS es un método jerarquico organizado en 5 niveles de superior a
inferior que incluye el tipo catalitico, clan, familia, subfamilia y proteasas individuales con un
identificador unico (MEROPS ID) [22]. La agrupacion de las distintas proteasas se basa en
su homologia secuencial y estructural en la “unidad peptidica”, que es la secuencia que
contienen todos los residuos del centro activo de la enzima necesarios para su actividad.
Aquellas proteasas de un mismo tipo catalitico que presentan una similitud estadisticamente
significativa entre sus unidades peptidicas pertenecen a una misma familia y, a su vez,
familias que comparten una estructura terciaria similar en la unidad peptidica se agrupan en

un mismo clan.
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El clan constituye un orden jerarquico superior y agrupa todas aquellas familias
relacionadas evolutivamente que comparten un ancestro comun, aunque hayan divergido
hasta tal punto que sea necesario clasificarlas en mas de una familia [19]. Algunas familias
se dividen también en subfamilias debido a evidencias filogenéticas que demuestran una

divergencia ancestral dentro de la familia.

Cuando no hay disponible ninguna estructura cristalina para los miembros de una familia,
es posible asignar una familia a un clan segun el orden de los residuos del centro activo en
la secuencia proteica. Las familias y subfamilias se estructuran alrededor de una “proteasa
de referencia” bien caracterizada bioquimicamente para la que se suele conocer su
secuencia, estructura terciaria y especificidad. De forma analoga, los clanes se construyen
en base a un plegamiento de referencia compartido por todos los miembros que integran un

determinado clan.

En el sistema MEROPS el nombre de cada familia consta de una letra mayuscula que
representa el tipo catalitico (Aspartil- (A), Cistein- (C), Glutamil- (G), Metalo- (M), Serin- (S),
Treonin- (T) peptidasas, Asparagin—liasas (N) y tipo catalitico desconocido (U)), seguido de
un numero arbitrario. Las subfamilias se nombran asignando una letra mayuscula tras el
nombre de la familia. Los clanes se denominan de una forma similar a las familias, con la
letra mayuscula indicando el tipo catalitico, seguida de otra letra mayuscula asignada
también de forma arbitraria. Por ultimo, cada proteasa individual de una familia o subfamilia
tiene un identificador particular inequivoco denominado MEROPS ID, que consiste en el
nombre de la familia, seguido de un punto y un nimero de 3 digitos. Ademas, en el sistema
MEROPS existen identificadores especiales para peptidasas homdlogas inactivas (fam.9%),

pseudogenes (fam.P*) y proteasas compuestas o complejos proteicos (Xfam-*) [19].

La presentacion del sistema MEROPS para la clasificacion y nomenclatura de las
proteasas culminé en el ano 1996 con la creacion de la versién web de la base de datos

MEROPS (https://merops.sanger.ac.uk). Actualmente hay descritas un total 264 familias de

proteasas y de 62 clanes, segun la version 11.0. En 2004 fue ampliada para incluir también
a los inhibidores conocidos de proteasas siguiendo los mismos principios aplicados para la
clasificacién jerarquica de las proteasas [22]. En resumen, la base de datos MEROPS se ha
consolidado como una base de datos de referencia entre los investigadores para la

obtencioén de informacion integrada de proteasas, sus sustratos e inhibidores.

1.2 La especificidad de sustrato en las proteasas

Schechter y Berger elaboraron en 1967 un modelo conceptual para explicar la
especificidad de sustrato de las proteasas y las interacciones que tienen lugar en el centro

activo de la enzima para el reconocimiento especifico del sustrato proteico [23].
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Segun este modelo, los residuos de unién a sustrato que revisten la superficie del centro
activo de la enzima definen subsitios o bolsillos de especificidad (S) contiguos capaces de
acomodar la cadena lateral de un unico aminoacido del sustrato en cada posiciéon. El enlace
peptidico entre las posiciones P1-P1" del sustrato corresponde al punto de escision por la
accioén de la proteasa y, empleando este punto como referencia, los residuos se numeran de
forma correlativa P1...Pn hacia el extremo N-t y P1%..Pn" hacia el extremo C-t. Por analogia,
los respectivos subsitios en la proteasa se numeran S1...Sn hacia el extremo N-t del sustrato
y S1%..8Sn" hacia el extremo C-t (figura 2). Asi pues, la estructura del centro activo define la
especificidad de sustrato de una proteasa determinando los aminoacidos capaces de

encajar en la region de unién del centro activo.

Punto de escision

N-t — ) Sustrato

\7 v‘/ l
O PR

Figura 2. Representacion esqueméatica del modelo de Schechter y Berger para la nomenclatura
de la interaccion proteasa-sustrato. La figura muestra los subsitios del centro activo de la proteasa
(S1...Sn y S1%...Sn") acomodando la cadena lateral de los correspondientes residuos del sustrato
(P1...Pn y P1%..Pn%. El enlace peptidico a escindir (asterisco rojo) por la proteasa se etiqueta como
el punto de escisidn. Los extremos N-t y C-t del sustrato proteico son indicados.

La region de reconocimiento del sustrato en el centro activo de las proteasas no debe
considerarse como una estructura rigida. Se ha descrito un fendmeno de cooperacion entre
subsitios para la interaccién de los residuos del sustrato, de manera que la uniéon de un
residuo a un subsitio favorece la ocupacion del contiguo por el siguiente residuo del sustrato
[24]. No es habitual encontrar mas de 4 bolsillos de especificidad a cada lado del punto de
escision en las endopeptidasas. Sin embargo, en las CPs y en las aminopeptidasas no se
definen subsitios mas alla de la posicion S1“y S1, respectivamente, debido a la ubicacion

terminal del enlace peptidico a escindir [23].

1.3 Carboxipeptidasas

La protedlisis en la regién C-t de proteinas es una MPT muy importante que genera, en
la mayoria de casos, nuevas proteinas truncadas con funciones bioldgicas distintas a la

proteina nativa [25].
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El procesamiento C-t de proteinas suele afectar a la actividad, estabilidad o localizacién

proteica, y es orquestado principalmente por las enzimas CPs [26], [27].

Las CPs son exopeptidasas que catalizan la hidrdlisis de enlaces peptidicos en el
extremo C-t de péptidos y proteinas, liberando un unico residuo en cada ciclo hidrolitico. En
base a su mecanismo catalitico, se clasifican en: (1) serin-carboxipeptidasas (EC 3.4.16),
que contienen una Ser reactiva en el centro activo que pertenece a la triada Ser/His/Asp
caracteristica de las serin-proteasas, (2) metalo-carboxipeptidasas (MCPs) (EC 3.4.17), que
poseen 1 o 2 iones divalente metalicos coordinado en el centro activo que participa
directamente en la catdlisis, y (3) cistein-carboxipeptidasas, que contienen una Cys
nucleofilica en el centro activo (EC 3.4.18) (tabla 4). Segun la base de datos MEROPS, un

total de 9 familias incluyen enzimas con actividad CP [1],[28] (tabla 5).

1.4 Metalo-carboxipeptidasas

Las MCPs forman parte de todos los seres vivos de la naturaleza, desde bacterias a
mamiferos. Unicamente los virus carecen de estas enzimas proteoliticas. Son enzimas
esenciales para la vida que intervienen en multitud de procesos celulares y bioldgicos, tales
como la degradacion de proteinas de la dieta, el procesamiento de pro-hormonas y
neuropéptidos, la regulacion de la dinamica de los microtubulos (MTs) el desarrollo
embrionario, la regulacién de la hemostasia sanguinea y de los procesos inflamatorios, entre
otros muchos [29]. Segun la base de datos MEROPS, un total de 6 familias incluyen MCPs
(tabla 5), aunque tan solo 3 estan representadas en los seres humanos. Actualmente, mas
de 25 genes codifican para MCPs activas en el genoma humano, la mayoria de ellas

pertenecientes a la familia M14 (tabla 6).

Las MCPs de la familia M14 pertenecen al clan MC y se agrupan en las subfamilias
M14A, M14B, M14C, M14D en base a la conservacién secuencial de los motivos que
contienen los ligandos de unién a zinc y a su homologia estructural. La carboxipeptidasa A
bovina (bCPA) fue la primera MCP identificada y se aisl6 hace mas de 80 afos a partir de
extractos de pancreas. Desde entonces, el numero de MCPs pancredticas y extra-
pancreaticas pertenecientes a esta familia ha ido incrementandose considerablemente, en
paralelo al numero de estructuras tridimensionales (3D) resueltas. Entre los miembros de
una misma subfamilia existe una identidad secuencial del 25-63%, mientras que en la

comparacion entre 2 subfamilias, esta identidad secuencial desciende hasta el 15-25% [30].

Los miembros de la familia M14 contienen un dominio catalitico CP comun que alberga
el centro activo de la enzima con todos los residuos necesarios para la catalisis y la union al

sustrato conservados.
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Ademas, se localiza un ion de zinc por molécula esencial para la catalisis tetra-
coordinado con 2 His, un Glu y una molécula de agua. Una de las His y el Glu forman parte
del motivo de unién a zinc His-X-X-Glu caracteristico de esta familia, mientras que el tercer
ligando corresponde a una His que se encuentra a mas de 100 residuos hacia el C-t de este

motivo (tabla 5).

Tabla 5. Clasificacién de las carboxipeptidasas.

Clase catalitica Familia Proteasa de referencia Residuos cataliticos
MEROPS caracteristicos
Metalo- Enzima convertidora de angiotensina
carboxipeptidasas M2 unidad peptidica 1 (ACE1) - H. sapiens HEXXH...H
M14 . . .
Subfamilia A Carboxipeptidasa A1 (CPA1) - H. sapiens
M14 . .
L Carboxipeptidasa E (CPE) - Bos taurus
Subfamilia B HXXE...H
M14 Gamma-D-glutamil-(L)-meso-diaminopimelico
Subfamilia C peptidasa | - L. sphaericus
M14 . . T .
Subfamilia D Carboxipeptidasa citosdlica 6 (CCP6) - H.sapiens
M15 Zinc D-Ala-D-Ala carboxipeptidasa - S. albus HXXXXXXD...H
i Glutamato carboxipeptidasa - Pseudomonas s HXD...D...EE...E...H
Subfamilia A pep p. HXD...D...EE...E...
M20 . . .
Subfamilia D Carboxipeptidasa Ss1 - S. solfataricus DXD...D...EE...H
M28 . . .
Subfamilia B Glutamato carboxipeptidasa Il - H.sapiens HXD...D...EE...D...H
M28 Aminopeptidasa ES-62 - A. viteae
Subfamilia D pep '
M32 Carboxipeptidasa Taq - T. aquaticus HEXXH...H
Serin- . . -
carboxipeptidasas S10 Carboxipeptidasa Y - S. cerevisiae Triada catalitica
S28 Carboxipeptidasa lisosomal Pro-X - H.sapiens S/D/H
Cistein- C1 Papaina - C. papava Diada catalitica
carboxipeptidasas  Subfamilia A P - bapay C/H

Adaptada de [2] y [31].

En la subfamilia M14A, los ligandos de unién a zinc se localizan en los motivos His-X,.-
Arg-Glu-Xy,;, (Xo.a €s Ser o Ala y Xy, €s Trp 0 His) y Xaa-His-Xpp-Tyr-Ser-X.. (Xaa €s un residuo
hidrofébico, Xp, €s Ser o Thr, y X, es Gln o Glu). En la subfamilia M14B, los motivos de
unioén a zinc corresponden a His-Gly-X ,-Glu-Xy, (Xaa €s Asp 0 Asn y Xy, €s un residuo no
cargado) y Xgo-His-Gly-Gly-X,o-Xpw (Xaa €S cualquier aminoacido pequefio y Xy, €s
hidrofébico o Arg). En la subfamilia M14D, el primer motivo corresponde a la secuencia His-
Pro-Gly-Glu-X,, (Xp, €s una Ser o Thr) y el segundo motivo a la secuencia Xa,-His-Xpp-Tyr-
Ser-X.. (Xaa €s cualquier residuo alifatico o aromatico, Xy, es una Gly, Ser o Ala y X, una
Ser o Ala) en eucariotas y a la secuencia X,,-His-Gly-Asp-Glu (X, es cualquier residuo

alifatico) en procariotas [32].
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Por ultimo, las MCPs de la familia M14 también pueden clasificarse en funcién de su

especificidad de sustrato en MCPs tipo-A, tipo-B, tipo-O. En las tipo-A se incluyen aquellas

MCPs que hidrolizan aminoacidos hidrofobicos C-t. A su vez, se distinguen las MCPs con

una preferencia por la hidrélisis de aminoacidos alifaticos y aromaticos pequefos C-t (tipo-

A1) o residuos aromaticos voluminosos (tipo-A2). Las MCPs tipo-B tienen preferencia por la

hidrolisis de aminoacidos basicos C-t y, finalmente, las MCPs tipo-O hidrolizan aminoacidos

acidicos C-t.

Tabla 6. Clasificacion de las carboxipeptidasas humanas.

Clase catalitica Familia Proteasa MOtiYO.S
MEROPS caracteristicos
carbovipeptidasas M unidad poptidica 1 (AGED) ¥2 (ACE?) HEXXH...H
Carboxipeptidasa A1 (CPA1)
Carboxipeptidasa A2 (CPA2)
Carboxipeptidasa A3 (CPA3)
Carboxipeptidasa A4 (CPA4)
Sub]l\: rlnAirIia A Carboxipeptidasa A5 (CPA5)
Carboxipeptidasa A6 (CPAG)
Carboxipeptidasa B (CPB)
Carboxipeptidasa U (CPU)
Carboxipeptidasa O (CPO)
Carboxipeptidasa E (CPE)
Carboxipeptidasa D (CPD)
Carboxipeptidasa M (CPM) HXXE...H
M14 Carboxipeptidasa N (CPN)
SubfamiliaB  Carboxipeptidasa Z (CPZ)
Proteina similar a carboxipeptidasa X1 (CPX1)
Proteina similar a carboxipeptidasa X2 (CPX2)
Proteina similar a carboxipeptidasa aodrtica (ACLP)
Carboxipeptidasa citosodlica 1 (CCP1)
Carboxipeptidasa citosélica 2 (CCP2)
M14 Carboxipeptidasa citosélica 3 (CCP3)
SubfamiliaD  Carboxipeptidasa citosdlica 4 (CCP4)
Carboxipeptidasa citosdlica 5 (CCP5)
Carboxipeptidasa citosolica 6 (CCP6)
M28 Glutamato carboxipeptidasa Il
Subfamilia B Glutamato carboxipeptidasa IlI HXD...D...EE...D
M28 . _ ...H
Subfamilia D Carboxipeptidasa Q
Serin- S10 Serin-carboxipeptidasa A Triada catalitica
carboxipeptidasas S28 Carboxipeptidasa lisosomal Pro-X S/DIH
Cistel’n_- _ Cl. . Catepsina X Diada catalitica
carboxipeptidasas Subfamilia A CH

Adaptada de [2] y [31]
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1.4.1 Subfamilia M14A

La subfamilia M14A de las MCPs (también conocida como la de las CPs digestivas o
“tipo A/B”) esta formada por un total de 9 miembros en mamiferos: carboxipeptidasa A1
(CPA1), carboxipeptidasa A2 (CPA2), carboxipeptidasa A3 (CPA3), carboxipeptidasa A4
(CPA4), carboxipeptidasa A5 (CPA5), carboxipeptidasa A6 (CPAG6), carboxipeptidasa B
(CPB), carboxipeptidasa U (CPU) y carboxipeptidasa O (CPO) (tabla 6). Ademas, esta
subfamilia incluye también la MCP del anélido marino Sabellastarte magnifica (SmCP) [33] y
la MCP de la bacteria Thermoactinomyces vulgaris (CPT) [34]. Ortdlogos de estas MCPs
estan presentes en muchos organismos, como por ejemplo las bien caracterizadas CPA
(HaCPA) y CPO (HaCA42) del insecto Helicoverpa armigera [35],[36],[37],[38], y la CPB en

el insecto Helicoverpa zea (HzCPB) [39].

Las MCPs de esta subfamilia son proteinas monoméricas que contienen uno o mas
puentes disulfuro en su estructura terciaria y que, generalmente, son secretadas
extracelularmente en su forma soluble. Son estructuralmente muy uniformes, con un peso
molecular (Mw) de entre 34-36 kDa para las formas activas de todos sus miembros. La
cadena polipeptidica se estructura en un péptido sefial (PS) de secrecion de 15-22 residuos
localizado en el extremo N-t, seguido de un pro-segmento o pro-region de 90-95 residuos de

extension y del dominio catalitico CP conservado de 300-310 residuos (figura 3).

Los miembros de la subfamilia M14A (excepto CPA3, CPAG6 y CPO) son sintetizados y
secretados como pro-carboxipeptidasas (PCPs), es decir, como precursores totalmente
inactivos o con una reduccion significativa de su actividad proteolitica respecto a la forma
activa [40]. Como describiremos mas adelante, el pro-segmento actia como un potente
inhibidor autélogo de la propia enzima bloqueando el acceso de los sustratos al centro
activo. Ademas, estudios de plegamiento/desplegamiento del dominio de activacion
demuestran que éste se comporta como una unidad de plegamiento independiente in vitro
que podria funcionar in vivo como una chaperona intramolecular de asistencia al
plegamiento del dominio catalitico adyacente durante su sintesis. En efecto, su presencia es

necesaria para la expresion heterdloga y la estabilidad de las PCPs [30].

La produccion de proteasas como zimogenos constituye un mecanismo de regulacion
bien conocido para mantener las enzimas en latencia hasta su activacion en el lugar y
momento adecuados. La activacion del zimégeno se produce extracelularmente a través de
la escision del pro-segmento mediante protedlisis limitada por una endoproteasa especifica
con especificidad de sustrato tipo-B, como la tripsina o las proproteinas convertasas [41]
(figura 3). La secuencia de reconocimiento para la endoproteasa se localiza en el extremo

C-t de la hélice-a del pro-segmento e incluye una o varias Arg.
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La homogeneidad estructural de los miembros de la subfamilia M14A, sin embargo, no
se refleja en términos de especificidad de sustrato. Las MCPs CPA1-CPA6 presentan una
especificidad de sustrato tipo-A, la CPB y CPU tienen una preferencia de sustrato tipo-B y la
CPO es la unica MCP de la subfamilia M14A con una especificidad de sustrato tipo-O.
Curiosamente, la SmCP [33] y la CPT [34] son enzimas que presentan una especificidad de

sustrato mixta tipo-A+O vy tipo-A+B, respectivamente.

N-t Peptidasa_M14 ] C-t  Inactiva

Protedlisis
limitada
Iﬂj[ Peptidasa M14 | Activa

Figura 3. Representacion esquematica de la arquitectura de dominios y el mecanismo de
activacion de los miembros de la subfamilia M14A de las MCPs. Las PCPs contienen una pro-
region o pro-segmento (Ni-Pro, en granate) adyacente al dominio catalitico CP (Peptidasa_M14, en
gris), que bloquea el acceso al centro activo de la enzima y la mantiene inactiva. La escision y
liberacion de dicha pro-regién mediante protedlisis limitada permite la obtencion de la enzima en su
forma activa. El PS de secrecion (en negro) y los extremos N-t y C-t de la cadena polipeptidica son
indicados. Figura extraida de [42].

1.4.1.1 Carboxipeptidasas A1, A2y B

La CPA1, CPA2 y CPB se agrupan bajo el sobrenombre de MCPs pancreaticas o
digestivas, y corresponden a las primeras MCPs identificadas y mejor caracterizadas a nivel
bioquimico y funcional. En mamiferos, las MCPs pancreéticas corresponden a proteinas
monomeéricas de ~35 kDa no glicosiladas con una elevada identidad secuencial. No

obstante, bovidos y cerdos carecen de la CPA2.

Los precursores inactivos son sintetizados en las células acinares del pancreas exocrino
y almacenados en forma de zimégenos estables en sus granulos apicales [43]. Las PCPs
digestivas constituyen ~20% del total de zimdgenos pancreaticos, siendo la PCPA el
componente principal [44]. La activacion se produce mediante protedlisis limitada por tripsina
tras la liberacién del contenido de los granulos en el duodeno intestinal [45]. Las enzimas
activas participan en la degradacion de las proteinas y péptidos procedentes de la dieta y de
fuentes enddgenas a través de sus especificidades de sustrato C-t complementarias [45].
Por otro lado, la CPB también se localiza en los granulos secretores de insulina de las
células-B del pancreas y se cree que podria participar en la maduracion/produccion de la

insulina [46].
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La PCPA1 y la PCPA2 se pueden encontrar en forma monomérica o formando complejos
con otros zimogenos de serin-proteasas (quimotripsinogenos B (CTGB), C (CTGC) y la
proproteinasa E (PPE)), mientras que la PCPB se presenta unicamente en su forma
monomeérica. Asi pues, se ha identificado el complejo binario PCPA1/PPE en humanos y
cerdos, PCPA2/CTGC en rata, PCPA1/CTGB en ballena, PCPA1/CTGC en vaca v,
finalmente, el complejo ternario PCPA1/CTCG/PPE en varios rumiantes [45]. La asociacion
oligomérica es la forma de presentacion mayoritaria de la PCPA1 y PCPA2, y su funcion se
asocia a la modulacién/coordinacién de la activacion proteolitica de las subunidades del

complejo [47].

En la estructura 3D del complejo ternario aislado de vaca (codigo de acceso al Banco de
Datos de Proteinas (PDB): 1PYT) se observa que el pro-segmento de activacion de la
PCPA1 se ubica en el centro de las 3 subunidades del complejo, inaccesible a cualquier otra
proteasa. En contraste, los sitios de activacion de los zimdgenos de las serin-proteasas
estan expuestos y son presumiblemente susceptibles al ataque triptico. Asi pues, el CTGB y
la PPE se activarian en primer lugar, provocando una ligera debilitacion o distorsién del
complejo que facilitaria el acceso de la tripsina a los sitos de activacion. Se ha propuesto
también que la formacion de dichos complejos protegeria a la PCP del ambiente acidico

presente en la entrada del duodeno [48].

Aunque la localizacién habitual de las MCPs digestivas corresponde al pancreas o al
tracto intestinal, también se detectan en sangre en determinadas condiciones
fisiopatoldgicas. Los niveles séricos de PCPB y CPB estan incrementados en personas que
sufren rechazo de pancreas trasplantado y pancreatitis aguda [49], y los de PCPA y CPA en

personas con cancer pancreatico [50],[51].

Las PCPs pancreaticas fueron las primeras MCPs descritas y han sido objeto de
numerosos estudios en los ultimos 40 afios. La bCPA constituye la enzima prototipo para el
estudio de las proteasas de zinc y ha participado en todo tipo de estudios estructurales,
cinéticos, de estabilidad y plegamiento que han permitido realizar grandes avances en la
comprension del mecanismo catalitico de las MCPs y en la identificacion, caracterizacion y
desarrollo de inhibidores. La CPB porcina (pCPB) se ha empleado como enzima modelo
para el estudio y disefio de inhibidores para otra MCP tipo-B de esta subfamilia con un gran
interés farmacologico denominada CPU. En consecuencia, decenas de estructuras 3D han
sido resueltas para las PCPs y CPs pancreaticas humanas, bovinas y porcinas en su forma

aislada o en complejo con pequefios ligandos e inhibidores organicos, sintéticos y proteicos.
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1.4.1.2 Carboxipeptidasa A3

La CPA3 fue descubierta en 1980 por Everitt y Neurath en los granulos secretores de los
mastocitos del peritoneo de rata [52]. Posteriormente, otros investigadores corroboraron su

presencia en mastocitos de distintas fuentes [53],[54].

La CPA3 es una proteina de 36 kDa sintetizada como un precursor inactivo que se
almacena en los granulos secretores en su forma activa [52]. Su activaciéon podria ocurrir
dentro del compartimento granulado por una proteasa aun no bien definida que se ha
relacionado con las catepsinas lisosomales. Concretamente, la catepsina E [55] y la
presencia de glicosaminoglicanos (GAGs) anionicos parecen ser elementos claves en el
proceso de activacion [56]. La CPA3 forma un macrocomplejo con el proteoglicano serglicina
en los granulos y son secretados conjuntamente cuando el mastocito es degranulado. Tras
su liberacién, el complejo tiende a asociarse a los GAGs de la matriz extracelular (ECM)
debido a la presencia de parches basicos en la superficie de la molécula que le confieren

una elevada carga positiva.

La funcién bioldgica de la CPA3 no se conoce exactamente, aunque se ha sugerido un
posible papel protector frente a péptidos toxicos, tales como las toxinas de los venenos de
serpientes y la endotelina-1. También se ha descrito que la CPA3 es capaz de hidrolizar un
gran numero de péptidos bioactivos in vitro, incluyendo la neurotensina, neuromedina N, etc.
aunque la relevancia biolégica de este hecho tampoco ha sido determinada. Finalmente, la
degranulacion de los mastécitos por mecanismos mediados por IgE sugieren un papel de la
CPA3 en procesos alérgicos [57]. Estudios con ratones deficientes en el gen codificante
para CPA3 demuestran que esta enzima es imprescindible para la generacién de mastocitos
fenotipicamente maduros. Sin embargo, los mastocitos inmaduros no tienen defectos

asociado con la degranulacion in vitro o la anafilaxis cutanea pasiva in vivo [58].

1.4.1.3 Carboxipeptidasa A4

La CPA4 es una proteina N-glicosilada con un Mw tedrico de ~36 kDa que fue
descubierta por Huang y colaboradores (col.) en 1999 en la busqueda de genes inducidos
por el tratamiento con butirato sddico en lineas celulares humanas de cancer de prostata
PC-3, DU145 y BPH1. Se determind que el gen codificante para la CPA4 estaba
sobreexpresado en estas lineas, apuntando a una posible conexién con el cancer de

prostata.

Tanco y col. demostraron que la CPA4 interviene en el procesamiento de neuropéptidos
y factores de crecimiento en los tejidos que se localiza, como por ejemplo la neurotensina,

graninas y varias encefalinas [59].
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La CPA4 se expresa a niveles muy bajos en muchos tejidos humanos, como por ejemplo
el pancreas, prostata, ovario, testiculos, intestino, cerebro, corazén, rifién, musculo, etc. Sin
embargo, se ha determinado su sobreexpresion en el utero de mujeres embarazadas y

tejido fetal, apuntando a la importancia de esta MCP durante el desarrollo embrionario [60].

Estudios en pacientes con hiperplasia benigna de préstata muestran que mutaciones o
anomalias en la impronta gendmica del gen de la CPA4 se correlaciona con la agresividad
del cancer de préstata [61]. Ross y col. estudiaron también la asociacién de polimorfismos
de nucleétido unico (SNPs) en el gen de la CPA4 y con el cancer de prostata, demostrando
que el SNP G303C rs2171492 esta asociado con un incremento en el riesgo de sufrir esta
enfermedad en hombres jovenes [62]. Ademas, se ha demostrado la vinculacion de esta
MCP con otros tipo de cancer como el hepatocarcinoma o el cancer pancreatico, en los que
se cree que la CPA4 juega un papel muy importante en el establecimiento de
microambientes adecuados que promueva la angiogénesis tumoral y la proliferacion de
células madre cancerigenas [63]. Estos resultados, junto con la vinculacion de la CPA4 al
cancer de prostata, demuestran que podria ser secretada en varios tipos de cancer y tener

un rol muy importante en la progresion de tumores [64].

Varias estructuras 3D para la CPA4 se encuentran depositadas en el PDB, tanto para su
precursor inactivo (PDB: 2BOA) como para su forma cataliticamente activa en complejo con
un hexapéptido (PDB: 2PCU) y varios inhibidores (PDB: 2BO9, 4BD9 y 4A94).

1.4.1.4 Carboxipeptidasa U

La CPU (también conocida como “carboxipeptidasa R” (CPR), “inhibidor de la fibrindlisis
activable por trombina” (TAFI) o “carboxipeptidasa plasmatica B" (pCPB)) fue identificada a
principios de los afios 90 por Hendriks y col., y se trata de una proteina de ~36 kDa
secretada por el higado y las plaquetas [65] que circula por el plasma en forma de precursor
inactivo. A diferencia de los otros miembros de la subfamilia M14A, la CPU tiene un pro-
segmento altamente N-glicosilado que incrementa el Mw del zimégeno inactivo hasta los 60
kDa debido a los glicanos unidos. Cuando TAFI se activa por protedlisis limitada del residuo
Arg92 por trombina, plasmina o por el complejo de trombina/trombomodulina en la superficie

endotelial vascular [66], se obtiene la unidad catalitica activa denominada CPUa [67].

La CPU es termolabil y presenta una vida media dependiente de temperatura limitada a
pocos minutos. Esta inestabilidad térmica constituye un mecanismo de auto-regulacion de la
actividad enzimatica y es debida a una region altamente dinamica que se encuentra oculta

en el zimbégeno, interaccionando con el segmento de activacion.
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La liberacion del pro-segmento provoca un cambio conformacional en la CPUa que
expone la Arg302 en la region dinamica para su escisidon contrarreloj por trombina y la
consecuente inactivacion de la MCP [68],[69],[70]. La estabilidad térmica de la CPUa puede

incrementarse por la union de pequefios sustratos o inhibidores [70].

La CPUa cataliza la eliminacién de Lys C-t del coagulo de fibrina parcialmente digerido,
impidiendo la conversion del plasminébgeno a plasmina por el activador tisular del
plasminogeno (tPA). La plasmina degrada los coagulos de fibrina, una de las proteinas
claves en la regulacién cruzada entre la coagulacion y la fibrindlisis [71]. Por consiguiente, la
CPUa reduce la fibrindlisis mediante la disminucién de la tasa de activacion del
plasminogeno [72],[73]. Por otro lado, la CPU también participa en la modulacion de los
procesos inflamatorios mediante la inactivaciéon de los péptidos inflamatorios bradiquinina y
las anafilotoxinas C3a y C5a. Otras funciones biolégicas han sido descritas para esta MCP

relacionadas con la migracion celular, presion sanguinea y reparacion tisular [74].

Desequilibrios en el mecanismo de regulacion de la hemostasis sanguinea causan
enfermedades asociadas a la hiperfibrindlisis (incrementa el riesgo de hemorragia) o
hipofibrindlisis (incrementa el riesgo de trombosis) [75]. Otras patologias se han vinculado
con la CPU, incluyendo la diabetes, la hipertension, el cancer, la enfermedad hepatica
crénica, etc. Por ejemplo, niveles plasmaticos de CPU significativamente elevados se han
determinado en el cancer gastrico [76], el cancer de mama [77],[78], el cancer de pulmén
[79] y en el mieloma multiple [80]. En el cancer de mama, la plasmina degrada componentes
de la matriz extracelular, lo que favorece la migracion y la invasion de las células
cancerigenas. Por consiguiente, la CPU atenua la metastasis de las células cancerigenas
gracias a la inhibiciéon de la activacion del plasminégeno [81]. Finalmente, estudios recientes
demuestran que la CPU tiene un efector protector contra la erosién 6sea en la artritis

reumatoide inactivando la anafilotoxina C5a y, también, en la osteoartritis [82].

La CPU constituye una MCP de gran interés farmacologico y biomédico para la
prevencion de enfermedades trombdticas, por lo que numerosos estudios se han realizado
para su profunda caracterizacion bioquimica y funcional. Por consiguiente, varias estructuras
3D se han resuelto para la CPU, tanto para el precursor inactivo (PDB: 3DGV, 3D66) como
para la CPUa en complejo con inhibidores (PDB: 5HVF, 5HVG, 5HVH, 4P10, 30SL, 3LMS,
3DU4, 3D67, 4P10) que regulen su actividad. También hay disponible estructuras de
mutantes estables de la CPU (PDB: 3D68, 4P10).
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1.4.1.5 Carboxipeptidasa A5

La CPAS es, sin duda, el mas desconocido de los miembros de la subfamilia M14A. Fue
descubierta, junto a la CPA6 y la CPO, por Wei y col. en 2002 en una busqueda
bioinformatica de MCPs con similitud a las PCPs humanas. El conocimiento acerca de esta
MCP sigue siendo muy limitado en la actualidad, con pocos estudios disponibles en la
literatura cientifica. Se trata de una proteina con un Mw tedrico de ~35 kDa sintetizada como
un zimoégeno inactivo, aunque se desconoce si es secretada en su forma activa o activada
extracelularmente. Se expresa principalmente en los testiculos y la pituitaria, pero nada se

sabe acerca de su funcion biologica [83].

1.4.1.6 Carboxipeptidasa A6

La CPAG es una proteina N-glicosilada con un Mw tedrico de ~36 kDa con la peculiaridad
de que el zimdgeno es activado por la endoproteasa furina u otra proproteina convertasa
similar en la via secretora constitutiva y exocitada como una enzima cataliticamente activa.
Tras su secrecion se une a la ECM a través de una region rica en residuos basicos de la
superficie de la molécula presente en el lado opuesto al centro activo para su correcta

orientacion respecto a la ECM.

Se expresa abundantemente en el bulbo olfatorio del cerebro en el raton adulto, y
también a bajos niveles en el epididimo. En cambio, en el tejido embrionario su distribucion
es mas amplia, encontrandose en muchos tejidos neuronales, huesos, piel, estbmago, ojos,
etc. La CPAG6 es capaz de hidrolizar residuos C-t de un gran niumero de péptidos bioactivos.
El procesamiento C-t de los neuropéptidos Met- y Leu-encefalina y neurotensina los inactiva,
mientras que en la angiotensina | provoca su conversion a la forma biolégicamente activa
denominada angiotensina Il. Por tanto, la funcion de la CPA6 se relaciona con la regulacion
de neuropéptidos a nivel extracelular en el bulbo olfatorio y otras regiones del cerebro [84].
Por otro lado, su expresion durante el desarrollo embrionario también sugiere la posibilidad
de que intervenga en el procesamiento de proteinas y péptidos involucrados en

morfogénesis, como por ejemplo las proteinas Wnt [85].

La CPAG6 se relaciona con el sindrome de Duane, un trastorno del movimiento ocular
causado por la inervacion inadecuada del musculo recto lateral. Esta conexién se describi6
por primera vez en un paciente con una translocacion de novo en el brazo 8913 del
cromosoma 8 que interrumpia la secuencia codificante del gen de la CPA6. Dos pacientes
mas con esta enfermedad mostraban deleciones/translocaciones en esta misma posicion
cromosomica, reforzando la vinculacion entre mutaciones en el gen codificante de la CPAG y

el sindrome de Duane [86].
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La expresion de CPA6 en la region ocular afectada en dicho sindrome apoyaria también
las evidencias genéticas existentes del papel de la CPAG6 en el origen de esta enfermedad.
Recientemente se han publicado varios estudios que demuestran la vinculacion entre
mutaciones y fendmenos de impronta gendmica en el gen de la CPAG y otras enfermedades
como la epilepsia [87],[88], las convulsiones febriles [87],[88] y el carcinoma de células

escamosas de la cavidad bucal [89].

1.4.1.7 Carboxipeptidasa O

El analisis bioinformatico del genoma humano en busca de MCPs con homologia a las
PCPs humanas (hPCPs) identific6 un nuevo miembro denominado CPO, con unas
caracteristicas bioquimicas Unicas respecto a los otros miembros de la subfamilia M14A
[83].

La CPO esta presente en la mayoria de vertebrados, incluyendo mamiferos, aves y
peces. Sorprendentemente, ningun ortélogo se ha descrito en rata y el genoma de ratén
contiene uUnicamente un pseudogen para la CPO. El alto grado de conservacion evolutiva
para esta MCP en la mayoria de vertebrados sugiere que su funcién es biolégicamente

relevante, pero su ausencia en rata y raton confirma que no es esencial para la vida [90].

Subfamilia M14A  N-t Peptidasa_M14 ) Ct
Dorr}inio N
hCPO N-t Peptidasa_M14 B c
|GPI
cCPO N-t Peptidasa_M14 - C-t
lapi

Figura 4. Comparacion de la arquitectura de dominios de la CPO respecto al resto de
peptidasas M14A. Esquema de los dominios estructurales de la CPO humana (hCPO) en
representacién de los ortdlogos de mamifero y aves, y de la CPO del pez cebra (cCPO) en
representacién de los peces. Los ortélogos de la CPO tienen en comun con las MCPs de la subfamilia
M14A, el PS de secrecién (en negro) y el dominio catalitico CP (Peptidasa_M14, en gris). Sin
embargo, carecen del Ny-Dom vy contienen una secuencia C-t (en azul) escindida post-
traduccionalmente para la unién covalente de una molécula de GPI, que no presenta ningun otro
miembro de esta subfamilia. Los extremos N-t y C-t de la cadena polipeptidica son indicados.
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La CPO es una proteina N-glicosilada con un Mw teérico de ~40 kDa, que carece del pro-
segmento N-t caracteristico de los miembros de la subfamilia M14A. En su lugar, los
ortdlogos de la CPO en mamiferos y aves presentan un pequefio dominio conservado N-t de
20-28 residuos, con baja homologia secuencial al pro-segmento de la CPA1 humana

(hCPA1), que no es escindido de la proteina madura cataliticamente activa.

Curiosamente, esta pequefia secuencia N-t esta totalmente delecionada en peces, lo que
sugiere que la CPO no parece requerir de ninguna extensién N-t para su plegamiento y
funcionalidad. El rol de dicho dominio N-t se desconoce, aunque se cree que podria tener un
efecto inhibitorio parcial de la actividad enzimatica, dado que la CPO del pez cebra es mas
activa que su homéloga humana. Ademas, los ortélogos de la CPO comparten una serie de
elementos comunes que incluyen el PS de secrecion, el domino catalitico CP localizado a
continuacion del dominio N-t (o a continuaciéon del PS en el caso de los peces) y una
secuencia C-t de reconocimiento para su escisién y reemplazo por una molécula de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) [83],[90] (figura 4).

El PS dirige a la proteina a través de la via de secrecion, donde se modifica post-
traduccionalmente mediante N-glicosilacion y lipidacion C-t, para su posterior secrecion y
anclaje a la membrana extracelular. El tratamiento de la membrana plasmatica de células
epiteliales de rindn canino Madin-Darby (MDCK) que expresan CPO de forma estable con la
enzima fosfatidilinositol-fosfolipasa C (PI-PLC) solubiliza la proteina, confirmando la unidn

periférica de la CPO a la membrana mediada por GPI [90].

En las células de mamifero, las proteinas modificadas por GPI se localizan
principalmente concentradas en regiones denominadas balsas lipidicas, que corresponden a
microdominios especializados en las membranas que intervienen fundamentalmente en la
dindmica de éstas y sus componentes, en la senalizacién celular y en la interaccion
huésped-patdgeno [91]. Lyons y col. han localizado la CPO asociada a balsas lipidicas en la
membrana apical de los enterocitos del ileon intestinal, aunque probablemente también se

encuentre en otros tramos del intestino delgado [90],[92].

La CPO presenta una especificidad de sustrato tipo-O no descrita en ningun otro
miembro de la subfamilia M14A en mamiferos. Ensayos de actividad enzimatica in vitro
muestran que la CPO hidroliza de forma eficiente los Glu C-t del péptido sintético 3-(2-
furil)acriloil-Glu-Glu (FA-EE) y de la tubulina [90]. Por su patrén de expresion en el tracto
digestivo, localizacion celular y especificidad de sustrato, la CPO se ha presentado como
una nueva MCP digestiva que participa en la hidrdlisis de residuos acidicos C-t procedentes
de las proteinas y péptidos de la dieta y de otras fuentes enddgenas, complementando asi

las especificidades de sustrato tipo-A y tipo-B de las MCPs pancreaticas.
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La CPO se encuentra muy expresada en el epitelio del intestino delgado en humanos.
Sin embargo, su presencia también ha sido detectada, principalmente, en rifidn, testiculo,
ovario, tejido adiposo e higado [93], sugiriendo una funcidon reguladora en el procesamiento
C-t de proteinas y péptidos en estos tejidos. En un estudio reciente se ha identificado la co-
localizacién de la CPO con gotas lipidicas presentes en el citosol de células MDCK que

expresan CPO de forma estable, aunque su funcién en esta localizacién se desconoce.

Estas gotas lipidicas citoplasmaticas constituyen un reservorio intracelular de lipidos y
son el componente mayoritario del tejido adiposo. Mediante un analisis proteémico de dicho
tejido, Brasaemle y col. han demostrado la existencia de proteinas que contienen Glu y Asp

C-t en estas gotas lipidicas, que podrian ser potenciales sustratos para la CPO [94].

1.4.2 Subfamilia M14B

La subfamilia M14B de las MCPs (también conocida como la de las “MCPs reguladoras”
o “tipo N/E”) esta formada por un total de 8 miembros en mamiferos, aunque solo 5 son
cataliticamente activos: carboxipeptidasa N (CPN), carboxipeptidasa E (CPE),
carboxipeptidasas M (CPM), carboxipeptidasa D (CPD) y carboxipeptidasa Z (CPZ). Existe
un subgrupo de MCPs M14B que presentan una identidad secuencial considerable (33-54%)
en sus dominios cataliticos con estos miembros activos de la subfamilia M14B, pero que son
inactivos frente a sustratos tipicos de CPs debido a que carecen de residuos claves en el
centro activo para la actividad enzimatica. Las MCPs de la subfamilia M14B de mamiferos
mantienen una identidad secuencial del 35-50%, que disminuye al 15-20% si las
comparamos con los miembros de la subfamilia M14A [95]. Ademas, presentan una amplia

distribucion taxonémica y se han identificado ortélogos en muchos otros organismos.

Los miembros de la subfamilia M14B corresponden a glicoproteinas monoméricas u
oligoméricas sintetizadas en su forma activa, con uno o mas puentes disulfuro que
estabilizan su estructura. Son muy heterogéneos estructuralmente y carecen del pro-
segmento N-t conservado en la subfamilia M14A, por lo que la regulacion de su actividad
subyace principalmente en su localizacién/compartimentacién. En su lugar, todos ellos
tienen en comun un dominio de ~80 residuos con homologia estructural a la transtirretina
conocido como dominio similar a transtirretina (TTL), adyacente al C-t del dominio catalitico
CP de 300-310 residuos de extensién. Todos sus miembros contienen secuencias extras de
extensién variable al N-t y/o C-t de la unidad catalitica (formada por el dominio catalitico CP
+ el dominio TTL), como son el dominio Frizzled N-t en la CPZ, los dominios similares a
discoidina-1 (Disc) en la regién N-t en las MCPs inactivas, un pequeno pro-dominio N-t en la

CPE e incluso repeticiones en tandem de la unidad catalitica en el caso de la CPD.
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Ademas, la CPD, CPE y CPM contienen en sus extremos C-t estructuras o secuencias
para su MPT que permitan su anclaje o interaccién con membranas. Los unicos ejemplos de

MCPs oligoméricas o con multidominios pertenecen a esta subfamilia (figura 5).

CPD dominio | CPD dominio 1l CPD dominio Il

CPD N-t @B Peptidasa_M14 [BTTEN-{ Peptidasa_M14 |UTTEN—( Peptidasa_M14 JERLJJ— Ct
crz (BEEER{ Peptidasa_Mi14 JIm———

cPX1 [B——{ Disc H_ Peptidasa M14 JoTil)—
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B Dominio transmembrana
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Figura 5. Representacion esquemaética de la arquitectura de dominios de los miembros de la
subfamilia M14B de las MCPs humanas. Todos los miembros contienen un PS N-t (en negro), un
dominio catalitico CP (Peptidasa_M14, en gris) y un dominio C-t adicional con homologia a
transtirretina (TTL, en azul). Adicionalmente, contienen otras secuencias al N-t y C-t, como por
ejemplo la regién rica en Cys homodloga a los receptores Frizzled presente en CPZ (Frizzled, en
violeta), los dominios con similitud a la Discoidina-1 en CPX1, CPX2 y ACLP (Disc, en amairillo) y una
pequefa secuencia de repeticion PKE en CPX2 y ACLP (en rosa). La CPD contiene 3 repeticiones en
tdndem de la unidad catalitica M14B, un dominio transmembrana corto y una cola citoplasmatica. La
CPE contiene una hélice anfipatica C-t y un pequefio pro-dominio N-t (N;, en naranja) adyacente al
dominio catalitico CP. Por ultimo, la CPM esta modificada pos-traduccionalmente con una molécula
de GPI en su extremo C-t. Los extremos N-t y C-t de la cadena polipeptidica son indicados.

Se desconoce la funcion del dominio TTL, pero deleciones en cualquier porcion de este
dominio provoca la inactivacion de la enzima. De forma andloga al pro-segmento en la
subfamilia M14A, se ha propuesto que actuaria como un dominio de asistencia al
plegamiento. Recientemente, Garcia-Pardo y col. demostraron que el dominio TTL presenta
una propension intrinseca a la agregacion en conformaciones tipo amiloide en condiciones
casi nativas debido a la existencia de, al menos, una cadena-B preformada altamente
amiloidogénica en todos los miembros de la subfamilia M14B. La existencia de estas
estructuras con tendencia a la agregacion constituye un riesgo potencial para la célula, pero
son necesarias para la formacién de interficies intermoleculares que promuevan la formacion
de complejos funcionales. Por consiguiente, se ha propuesto que el dominio TTL podria
actuar también como un elemento necesario para la oligomerizacion de la enzima y/o union

a otras proteinas o membranas [96].
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En contraste con su variabilidad estructural, todos los miembros de la subfamilia M14B
tienen una especificidad de sustrato comun tipo-B estricta, con ligeras diferencias en la
preferencia por residuos Arg o Lys C-t. Las MCPs de la subfamilia M14B ejercen su funcién
en la via de secrecién o tras la secrecion al exterior celular y se relacionan, principalmente,
con el procesamiento de neuropéptidos, hormonas peptidicas y proteinas del complemento,

y la modulacion de interacciones proteina-proteina y célula-proteina.

De las 5 peptidasas M14B con actividad catalitica, la CPE y CPN fueron las primeras en
ser descubiertas y son las mejor caracterizadas como enzimas que participan en el

procesamiento de neuropéptidos.

La CPE se expresa exclusivamente en tejidos neuroendocrinos, y esta involucrada en las
biosintesis de la mayoria de neuropéptidos y factores de crecimiento [97],[98]. Estos son
sintetizados inicialmente como pequefias proteinas precursoras, que son procesados por
pro-hormonas convertasas para generar productos intermedios con residuos basicos C-t. A
continuacion, la CPE elimina la Arg o Lys C-t para la obtencién final del péptido bioactivo
[99]. Concretamente, la CPE se localiza en la via de secrecién regulada formando parte de
las vesiculas secretoras (pH 5-6), donde existe en su forma soluble (~50 kDa) o como
proteina periférica asociada a membrana (~54 kDa) gracias a una hélice anfipatica C-t de
~30 residuos [100],[101].

La CPN se sintetiza en grandes cantidades por el higado y secretada a la sangre, donde
circula como un complejo heterotetramérico (dimero de heterodimeros) de 280 kDa
compuesto por 2 subunidades cataliticas de 48-55 kDa, y 2 subunidades reguladoras/no
cataliticas de 83 kDa, tremendamente N-glicosiladas [102],[103]. Las subunidades
reguladoras transportan y estabilizan las subunidades cataliticas a 37°C en la circulacién
sanguinea para evitar su eliminacion de la sangre por filtracion glomerular hasta que sea
necesaria su activaciéon [103]. La escision proteolitica entre la Arg457-Ser4d58 en la
subunidad reguladora de la CPN por la plasmina o la tripsina provoca la liberacion de un
péptido de 13 kDa que induce la disociacion del tetramero en 2 heterodimeros de 142 kDa
activos [104]. El complejo activo de la CPN escinde la Arg C-t de la bradiquinina, calidina,
anafilotoxinas del complemento (C3a y Cba) vy fibrinopéptidos inflamatorios. Por
consiguiente, la CPN se asocia con procesos inflamatorios y se considera el mayor inhibidor

de anafilotoxinas plasmatico constitutivamente activo y estable [105],[106].

La CPM se localiza extracelularmente unida a la membrana plasmatica, aunque formas
solubles se han identificado también en varios 6rganos y fluidos bioldgicos, como el plasma
seminal, el liquido amniodtico y la orina [107]. Los niveles mas elevados de CPM se
encuentran en el tejido adiposo, pulmén y las microvellosidades de la placenta, aunque

también se localiza en rifidn, vasos sanguineos, intestino, cerebro y nervios periféricos [108].
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Debido a su amplia distribucién y localizacion en la membrana plasmatica, la CPM
podria participar en multitud de procesos que incluyen la regulacion de la activacion de
precursores peptidicos en la superficie celular, degradacién de proteinas y péptidos
extracelulares o el procesamiento extracelular de pro-hormonas [95],[109]. Se ha
demostrado que varios péptidos bioldégicamente activos, tales como la bradiquinina,

anafilotoxinas o encefalinas, son sustratos naturales de la CPM.

Aunque la funcién de esta enzima no se comprende completamente, numerosos
estudios demuestran la participacién de la CPM en la regulacion de procesos inflamatorios,
la respuesta inmune, la placentacién, la osteogénesis y la adipogénesis. Otras muchas
funciones para la CPM han sido revisadas en el sistema nervioso central y periférico,
hematopoyeético, reproductivo, excretor, cardiovascular, pulmonar, etc., lo que incrementa la

complejidad a la hora de elucidar la relevancia fisiolégica de la CPM [110].

La CPZ es una enzima de secrecion de ~70 kDa principalmente localizada en la matriz
extracelular, que esta muy expresada en la placenta en humanos [111] y rata [112], y esta
ampliamente distribuida también en los tejidos embrionarios de ratén durante la
embriogénesis [100]. Contiene en la regiéon N-t un dominio rico en Cys exclusivo
denominado Frizzled, que presenta un 20-35% de identidad secuencial con las proteinas
Frizzled de D. melanogaster y mamiferos. Estas proteinas son receptores para las proteinas
de senalizacion de la familia Wingless/Wnt [113], que son glicoproteinas reguladoras con un
papel muy importante durante el desarrollo embrionario. Se ha demostrado la unién de CPZ
a Wnt-4 y la hidrélisis de una Arg C-t en ésta [114], por lo que la funcidon de CPZ se
relaciona con el crecimiento y la diferenciacién tisular durante el desarrollo embrionario
[114].

La CPD es una proteina que existe en diferentes formas, siendo la de 180 kDa la forma
mayoritaria. Se localiza en la red trans-Golgi de las células neuroendocrinas, y recircula
hacia la superficie celular a través de vesiculas secretoras inmaduras y regresa a la red
trans-Golgi mediante vesiculas endosomicas. La CPD constituye la MCP de la familia M14
de mayor tamano y la unica proteina multidominio y transmembrana de esta familia [30].
Contiene 3 repeticiones en tandem (dominios) de la unidad catalitica formada por el dominio
catalitico CP y el dominio TTL, seguidas de un secuencia transmembrana de 20 residuos y
una cola citoplasmatica de ~60 residuos C-t que es imprescindible para la retencion de la
CPD en la red trans-Golgi [115]. Mientras que el dominio | y Il son activos y difieren
ligeramente en sus propiedades enzimaticas, el dominio Ill es inactivo debido a que carece
de residuos criticos para la actividad enzimatica, y se ha sugerido que podria tener una

actividad hidrolasa distinta o actuar como una proteina estructural [100].
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La CPD esta presente en todos los tejidos y constituye la MCP de la familia M14 con la
distribucion mas ubicua descrita, lo que es consistente con la importancia del rol que
desempenfia en el procesamiento de un gran nimero de proteinas que transitan por la via de
secrecion [116]. La CPD parece estar involucrada en el procesamiento especifico de
proteinas para la produccion de receptores, factores de crecimiento y neuropéptidos,
procesados previamente por endopeptidasas furina, pro-hormona convertasas o similares en
la red trans-Golgi. Cuando se localiza en la superficie celular, la CPD hidroliza péptidos con
Arg C-t que se liberan como sustrato para la sintesis de éxido nitrico por la 6xido nitrico
sintasa, un importante regulador de procesos celulares que incluyen la neurotransmision, la

vasodilatacion y la progresion y supervivencia tumoral [100],[117].

Las MCPs inactivas carboxipeptidasa X1 (CPX1), carboxipeptidasa X2 (CPX2) y proteina
similar a carboxipeptidasa aoértica (ACLP) son secretadas extracelularmente y se unen a la
ECM, donde ejercen su funcion. Presentan una distribucién muy similar en tejidos
embrionarios, siendo notable su presencia en cartilago y estructuras esqueléticas, ademas
de oftros tejidos ricos en colageno [118]. Aunque su funcion se desconoce, se ha propuesto
que estas MCPs inactivas podrian tener un papel estructural durante el desarrollo
embrionario, funcionando como proteinas de unién de otras proteinas en la ECM a través de
su dominio discoidina, o bien como proteinas puente para la union de 2 proteinas, con un
sitio de unién en el dominio catalitico inactivo y otro sitio de unién en el dominio discoidina
[119].

1.4.3 Subfamilia M14C

La subfamilia M14C incluye la enzima bacteriana y-D-glutamil-(L)-meso-diaminopimélico
peptidasa | de Bacillus sphaericus, una enzima de 45 kDa involucrada en el metabolismo del
peptidoglicano de la pared bacteriana durante el proceso de esporulacion. Esta MCP esta
estructurada en un dominio N-t de 100 residuos formado por 2 segmentos peptidicos
similares repetidos en tdndem, adyacente al dominio catalitico conservado en la familia M14.
El dominio N-t no presenta homologia con el pro-segmento N-t de la subfamilia M14A, y su
funcion se asocia al reconocimiento de alguna proteina especifica indeterminada de la
pared. Esta MCP constituye un miembro excepcional de la familia M14, ya que se trata de
una omegapeptidasa (EC 3.4.19) bifuncional con actividad CP y peptidil-dipeptidasa, que
cataliza la eliminacion del meso-diaminopimelato C-t del sustrato L-Ala-y-D-Glu-(L)meso-
diaminopimelato o el dipéptido C-t meso-diaminopimelato-D-Ala del sustrato L-Ala-y-D-Glu-
(L)meso-diaminopimelato-(L)-D-Ala [120].
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1.4.4 Subfamilia M14D

La subfamilia M14D (también conocida como “carboxipeptidasas citosdlicas” (CCPs))
constituye la ultima subfamilia reconocida para las MCPs de la familia M14. Fue descrita
hace 10 afos simultdneamente por 2 grupos de investigacion que, mediante estudios
filogenéticos, estructurales y bioquimicos, evidenciaron la divergencia de las CCPs respecto
a los otros miembros de la familia M14 [32],[121]. A diferencia de las MCPs de las
subfamilias M14A y M14B, que realizan su funcion en la via de secrecion o tras su secrecion
extracelular, las CCPs son intracelulares. Se localizaron inicialmente en el citosol [121],
aunque estudios posteriores confirmaron su presencia en otras localizaciones intracelulares
[32].

Los miembros de la subfamilia M14D estan ampliamente distribuidos en los organismos
eucariotas (a excepcioén de plantas y hongos, en los que solo se encuentran en los linajes
basales), restringidos a un nimero reducido de bacterias y ausentes en arqueas. El nimero
de genes codificantes para CCPs varia entre diferentes organismos, siendo de 1 Unico gen
proteobacterias, 2 en nematodos, 4 en peces, 6 en anfibios, aves y mamiferos, y hasta 32
genes en el protozoo ciliado Paramecium tetraurelia [32]. Asi pues, el genoma humano y de
ratdbn codifica para 6 paralogos denominados CCP1-CCP6 (hCCPs o mCCPs,
respectivamente), segun el orden en el que fueron descubiertos. Ademas, para cada CCP

existen multiples variantes generadas por empalme alternativo.

Las MCPs de la subfamilia M14D corresponden a proteinas monomeéricas con un Mw
entre 58-138 kDa, sintetizadas en su forma activa y que no contienen puentes disulfuro ni
glicosilaciones en su estructura. Tienen en comun el dominio catalitico CP de ~300 residuos
de extension y un pro-dominio N-t adyacente de ~150 residuos, conservado en todas las
CCPs y exclusivo de esta subfamilia de enzimas (figura 6). La funcién del pro-dominio N-t
no se conoce con certeza, pero Rodriguez de la Vega y col. sugieren que actuaria como un
dominio de asistencia al plegamiento del dominio catalitico CP adyacente, de forma anéaloga
al pro-segmento N-t y el dominio TTL en las MCPs de la subfamilia M14A y M14B,
respectivamente [32]. Alternativamente, se ha hipotetizado que podria tener una funcion
reguladora limitando el acceso al centro activo de la enzima, o actuar como un elemento de
unién de otras proteinas, tal y como se ha sugerido para el dominio N-t de la MCP de la
subfamilia M14C.

Los miembros de la subfamilia M14D de eucariotas superiores son muy heterogéneos
estructuralmente y contienen dominios y extensiones N-t y C-t adicionales (figura 6). La
mayoria no comparten homologia con otros dominios conocidos y apenas han sido

caracterizados.
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Es posible que algunos de estos dominios y extensiones N-t y C-t tengan una funcién
reguladora en la localizacion especifica en determinadas estructuras celulares y en la

interaccion con otras proteinas o acidos nucleicos para realizar su funcion.

El analisis filogenético de las CCPs muestra una estrecha relacion evolutiva entre
algunas de ellas que permiten su agrupacion en clados. Asi pues, CCP1 y CCP4 pertenecen
al clado M14D3; CCP2 y CCP3 se incluyen en el clado M14D4; y CCP5 y CCP6
corresponden al clado M14D2. Las CCPs de un mismo clado presentan una arquitectura de

dominios y secuencia primaria similar [68].

Las CCPs bacterianas pertenecen al clado M14D1b y son proteinas mas sencillas y
uniformes desde el punto de vista estructural que la mayoria de CCPs eucariotas. Constan
basicamente del dominio catalitico CP, el pro-dominio N-t adyacente de ~150 residuos y
unas pequefias extensiones N-t y C-t. No obstante, aunque la PaCCP es una proteina
monomeérica, las CCPs bacterianas de Shewanella denitrificans (SACCP), Burkholderia

mallei (BmCCP) y Burkholderia cenocepacia (BcCCP) constituyen proteinas oligoméricas.

Ademas, algunas CCPs bacterianas muestran un PS de secrecion en su extremo N-t que
sugiere que podrian ser secretadas al exterior celular, mientras que las CCPs de eucariotas

no contienen ningun PS, confirmando su localizacion intracelular.

e BNNRE= ARM /ike § Segundo dominio ===Gip: { _Peptidasa M14 }|—— C-t
WoVBl= ARM /ike & Segundo dominio ==Gp! { Peptidasa M14 }—

CCP2 ——— {N=Pro }{ Peptidasa_M14 } ———
CCP3 = {INEPra}{ Peptidasa_M14 } —

ccp5 —(INEProl}{ Peptidasa ——{M14}_ »r—
ccpe  —(INEProW)( Peptidasa M14 }——

Figura 6. Representacion esquematica de la arquitectura de dominios de los miembros de la
subfamilia M14D de las MCPs humanas. Todas las CCPs contienen un dominio catalitico CP
(Peptidasa_M14, en gris) y un pro-dominio N-t (N-Pro, en verde), ademas de otros dominios y
extensiones N-t y C-t. Se indica el dominio similar a armadillo (ARM-like, en granate) perteneciente a
la familia PfamB = 52974 y el segundo dominio (en azul) de la familia pFamB 63034. Los demas
dominios representados estan pobremente definidos y no presentan homologia con otros dominios
conocidos. Circulo rosa = familia PfamB 18501; recuadro cian = familia PfamB 12725; circulo naranja
= familia PfamB 9161; circulo lila = familia PfamB 28944. Los extremos N-t y C-t de la cadena
polipeptidica son indicados.
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En contraste con su heterogeneidad estructural, los miembros de la subfamilia M14D de
mamiferos presentan una especificidad de sustrato comun tipo-O, con una preferencia por la
hidrolisis de enlaces peptidicos de residuos acidicos C-t. Desde el punto de vista molecular,
las CCPs han sido caracterizadas como deglutamilasas de la tubulina que forma parte de los
MTs, y de otros sustratos. Sin embargo, para sus homélogos bacterianos PaCCP y BcCCP
no se ha identificado hasta la fecha ningun sustrato in vivo ni in vitro a pesar de los multiples

esfuerzos realizados, y se desconoce su posible rol en la célula bacteriana.

Se ha demostrado que las CCPs catalizan la escision de los Glu codificados
genéticamente en el extremo C-t de la a-tubulina previamente detirosinada generando A2-y
A3-a-tubulina, y la deglutamilacién de la cadena lateral de Glu generada post-
traduccionalmente en la region C-t de la a- y B-tubulina (figura 7). Sin embargo, las CCPs
difieren en sus preferencias por la longitud de la cadena lateral de Glu y en sus propiedades

cinéticas [122].

CCP1,2,3,4,6

CCP1,2,3,4,6
v A2-tubulina
\J
EGEGEEEGEE‘
CCPS5 A3-tubulina
CCP1,4,6

3 Deglutamilacion poli-E
CCP1,2,3,4,6

Figura 7. Representacion esquematica de las MPTs catalizadas por las MCPs de la subfamilia
M14D. Las CCPs son deglutamilasas de la tubulina con distintas especificidades de sustrato que
catalizan la eliminacion de las cadenas laterales de Glu generados post-traduccionalmente en la cola
C-t de las subunidades a- y p-tubulina, y los Glu codificados genéticamente en el extremo C-t de la a-
tubulina detirosinada, generando A2- y A3-tubulina. La CCP5 es la unica enzima capaz de eliminar el
primer Glu (E, circulo verde) del punto de ramificacion de la cadena lateral de poli-E. La Tyr escindida
por alguna CP aun sin identificar en el extremo C-t de la a-tubulina se representa como un circulo lila.
Los aminoéacidos son indicados en el cédigo de una letra y coloreados segun sus propiedades
bioquimicas. La secuencia C-t de la a- y la B-tubulina corresponde a los isotipos Bla y Blib,
respectivamente. Figura adaptada de [123].
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Ademas de la tubulina, algunas CCPs actuan también sobre otros sustratos con
extensiones de residuos acidicos C-terminales codificados en su secuencia primaria, como
la quinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK1), la teloquina [124],[125] y las proteinas
del grupo de alta movilidad (HMGB) [27], entre otros muchos potenciales sustratos que aun
no han podido ser evaluados. Estudios recientes demuestran que la hCCP1 y mCCP3 son
capaces de hidrolizar también Asp C-t, revelando una nueva actividad deaspartilasa no

descrita hasta la fecha para los miembros de esta subfamilia [125].

Estudios filogenéticos indican que la funcion ancestral de las CCPs esta asociada a los
cilios y los cuerpos basales (CBBs). De hecho, la distribucion taxonémica de los genes
codificantes para CCPs en eucariotas se correlaciona positivamente con la presencia de
CBBs. Experimentos de localizacion subcelular de las CCPs humanas en las lineas
celulares NIH-3T3 y Hela ubican las CCPs asociadas a los MTs del huso mitético, axones
neuronales, centriolos, cuerpos basales y axonemas de cilios y flagelos, confirmando la
correlacion ancestral de las CCPs con los cilios y CBBs deducidas bioinformaticamente.
Asimismo, estos resultados indican que de forma temprana en la evolucion, los mecanismos
de senalizacion y trafico de las CCPs fueron transferidos desde los CBBs a los MTs del huso
mitético, centriolos y axones neuronales para adquirir nuevas funciones en el ciclo celular, la

axogenesis y la regeneracion neuronal [68].

La poliglutamilacién es una MPT presente en los MTs del huso mitético, axones
neuronales, centriolos, cuerpos basales y axonemas de cilios y flagelos. La presencia de
enzimas deglutamilasas en estas localizaciones intracelulares modulan los niveles de
glutamilacion de los MTs y la generacion de A2- y A3-tubulina, regulando la interaccién entre
los MTs y sus proteinas interactoras, la axogénesis, la estabilidad del centrosoma y otros
procesos relacionados con la divisién celular, y la funcionalidad sensorial y motora de cilios y
flagelos [124].

En humanos varias patologias de causa desconocida han sido genéticamente mapeadas
a regiones asociadas a CCPs, como por ejemplo la paraplejia espastica-19 (CCP1), la
paraplejia espastica-41 (CCP2), la ataxia espinocerebelar-32 (CCP3), la disquinesia ciliar
primaria (CCP4), retinitis pigmentosa (CCP5) y distonia-9 (CCP6). Ademas, mutaciones en
el gen AGBL1 codificante para la CCP4 se relaciona con la distrofia de Fuchs, un desorden
genético degenerativo que afecta al endotelio de la coérnea [126],[127]. La expresion
recombinante de la forma patogénica truncada de CCP4 en células embrionarias de rifion
humano 293 (HEK293 T) muestra una localizacién nuclear impropia de la proteina salvaje
[126].
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1.4.4.1 Carboxipeptidasa citosélica 1

La CCP1 (también denominada proteina nuclear del sistema nervioso inducida por
axotomia (NNA1) o proteina de unién a ATP/GTP-1 (AGTPBP1)) fue el primer miembro
descubierto y el mas estudiado de la subfamilia M14D de las MCPs, en gran parte debido al
descubrimiento temprano del ratén pcd y su bien caracterizado fenotipo [128]. Se identifico
en el 2000 por Harris y col. en la busqueda de mARNs sobreexpresados en las neuronas
motoras de la médula espinal de ratones con el nervio ciatico pinzado o transectado
quirargicamente. Se constaté que los niveles del mMARN de la CCP1 estaban incrementados

durante la axogénesis y la reinervacion del nervio ciatico axotomizado [129].

Los ortélogos de CCP1 son las MCPs de la subfamilia M14D de mayor tamano,
alcanzando los 1200 residuos de longitud. Contienen largas extensiones N-t con motivos
muy conservados pertenecientes a las familias PfamB (motivos proteicos conservados con
funcién desconocida) 52974, 63034, y 18501, presumiblemente relacionados con la
interaccion proteina-proteina y proteina-ADN (figura 6). Ademas, contiene una secuencia de
exportacion nuclear (NES) que permite su unién al receptor de exportacion nuclear CRM1 y
su consecuente translocacion al citoplasma, y una secuencia de importacién nuclear (NLS)
[130].

La CCP1 cataliza la formacion de A2- y A3-a-tubulina y la deglutamilaciéon de las
cadenas largas de poli-E generados post-traduccionalmente en la region C-t de la a- y la B-
tubulina (figura 7). En concreto, la CCP1 presenta preferencia por las cadenas largas de
poli-E (=23 Glu consecutivos), aunque también puede hidrolizar extensiones de 22 Glu C-t de

sus sustratos.

Ademas, CCP1 también es capaz de hidrolizar los Glu codificados genéticamente en la
secuencia primaria C-t de las proteinas MLCK1 y teloquina [124]. Recientemente, Tanco y
col. han identificado 5 nuevos potenciales sustratos para CCP1, incluyendo proteinas
ribosomales, HMGB y factores de transcripcion y de traduccién, que apuntan a una posible
funcién de CCP1 en el proceso de transcripcion y remodelaciéon de la cromatina acorde a su
localizacién nuclear. Todas estas proteinas contienen extensiones de longitud variable de
residuos acidicos consecutivos en su region C-t, demostrando la capacidad de CCP1 de

hidrolizar residuos Asp C-t, aunque de forma menos eficiente que Glu [27]

La CCP1 se expresa en la mayoria de tejidos, siendo especialmente abundante en el
sistema nervioso central y en testiculos [121],[125]. A nivel subcelular se localiza en el
citoplasma y el nucleo, mostrando una distribucion granular en el nucleo de las células
interfasicas y en division. Su funcion nuclear se desconoce, aunque podria estar relacionada

con procesos de reparacion del ADN.
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La funcién de CCP1 en su localizacion citoplasmatica se asocia con el ensamblaje y la
elongacion de MTs a nivel del CBB para la formacion del axonema de los cilios y flagelos, a

la reinervacion y axogénesis, y a la division celular.

En C. elegans la pérdida de funcion de Ccpp-1 provoca la deterioracion progresiva del
axonema ciliar que forma parte de los érganos sensoriales anfidio y fasmidio, sugiriendo que
es necesaria para el mantenimiento de la integridad estructural de los cilios y no para la
ciliogénesis [131]. Ademas, la reduccion de la expresion de CCP1 mediada por RNA de
interferencia en lineas celulares humanas provoca una reduccién de la longitud de los cilios
celulares [68],[132]. Ccpp-1 regula también la localizacion ciliar de las proteinas motoras

quinesina-3 y policistina PKD-2 en les neuronas sensoriales de C. elegans [133].

Numerosos estudios en el ratén ataxico pcd debido a la pérdida de funcion de la CCP1
indican que esta MCP es esencial para la supervivencia y funcién neuronal de las células de
Purkinje del cerebelo, las neuronas mitrales del bulbo olfatorio y determinadas neuronas
talamicas, para la prevencion de la degeneracion de los fotorreceptores de la retina, la
espermatogénesis y la motilidad de los espermatozoides [124],[128],[134]. En humanos no
se ha correlacionado ninguna mutacién en el gen de la CCP1 con la enfermedad ataxica de
los ratones pcd [126],[127]. Sin embargo, en oveja se ha descrito un fenotipo similar por una
mutacion en el dominio catalitico (R970P) del ortélogo de la CCP1 ovina, en el que las

ovejas afectadas presentan una profunda tetraplejia a la semana de edad [135].

1.4.4.2 Carboxipeptidasa citosoélica 2

Los ortélogos de CCP2 presentan un tamano que varia entre los 400-1000 residuos
dependiendo de la presencia 0 no de extensiones N-t y C-t en la diferentes isoformas de la
enzima. Contienen 2 motivos bien conservados que pertenecen a las familias pFamB 12725

y 9161 en la regiéon N-t y C-t, respectivamente (figura 6).

La CCP2 cataliza la formacion de A2-a-tubulina y la deglutamilacién de las cadenas
largas de poli-E generados post-traduccionalmente en la regién C-t de la a- y la B-tubulina
(figura 7). Tort y col. demostraron su capacidad de catalizar la deglutamilacion de la region
C-t de la MLCK1 y teloquina, y advirtieron de una leve actividad deaspartilasa en CCP2
[125].

La CCP2 se expresa, principalmente, en los testiculos, la traquea y el pulmén, aunque
también se detecta en cerebelo, bulbo olfatorio y rifién [121],[125]. A nivel subcelular, CCP2
co-localiza con la y-tubulina de los centriolos en todas las fases del ciclo celular y con la

tubulina poliglutamilada de los cuerpos basales en células Hela ciliadas.
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La expresion mayoritaria de CCP2 en tejidos que contienen células ciliadas moviles
sugiere un rol especializado de esta MCP en el ensamblaje o la funcionalidad de los cilios.
Recientemente, Tort y col. demostraron su importancia durante el proceso de ciliogénesis
[125].

El raton deficiente en el gen Agbl2 codificante para CCP2 y el doble deficiente para los
genes Agbl2 y Agbl3 codificantes para CCP2 y CCP3, respectivamente, son ratones viables
que no muestran alteraciones fenotipicas obvias. No obstante, el raton doble deficiente
muestra niveles incrementados de poliglutamilacion en la tubulina de los testiculos y los

espermatozoides [125].

1.4.4.3 Carboxipeptidasa citosdlica 3

Los ortélogos de CCP3 tienen un tamafo que varia entre los 400-1000 residuos
dependiendo de la presencia o no de extensiones N-t y C-t en las diferentes isoformas de la
enzima. Contienen los 2 motivos bien conservados presentes en CCP2 de las familias

pFamB 12725 y 9161 en la region N-t y C-t, respectivamente (figura 6).

La CCP3 cataliza la formacion de A2-a-tubulina y la deglutamilacién de las cadenas
largas de poli-E generados post-traduccionalmente en la regién C-t de la a- y la B-tubulina
(figura 7). Asimismo, también cataliza la deglutamilacién de la regién C-t de la MLCK1 vy
teloquina [125]. Sorprendentemente, ensayos de deglutamilacion in vitro en presencia de
teloquinas modificadas en su extremo C-t con distintas extensiones y combinaciones de
residuos acidicos C-t, demostraron que CCP3 es capaz de hidrolizar Glu y Asp con la misma
eficiencia y preferencia, demostrando asi una nueva actividad enzimatica para la subfamilia
M14D diferente de la deglutamilacion [125].

La CCP3 se expresa principalmente en los testiculos, traquea y pulmén, aunque también
se expresa a niveles moderados en el 0jo, el tejido adiposo y el rindn [121],[125]. La elevada
expresion de CCP3 en tejidos que contienen células ciliadas moviles sugiere un rol
importante de esta enzima en el ensamblaje o la funcionalidad de los cilios. De la misma
forma que la CCP2, Tort y col. demostraron la participacion de esta enzima en el proceso de

ciliogénesis.

El raton deficiente en el gen Agbl3 codificante para CCP3 y el doble deficiente para los
genes Agbl2 y Agbl3 codificantes para CCP2 y CCP3, respectivamente, son ratones viables
que no muestran alteraciones fenotipicas obvias, aunque en el ultimo caso los niveles de
poliglutamilacion en la tubulina de los testiculos y los espermatozoides estan incrementados
[125].
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1.4.4.4 Carboxipeptidasa citosdlica 4

Los ortdlogos de CCP4 tienen un tamafo y arquitectura similar a la CCP1, alcanzando
los ~1000 residuos de extension (figura 6). Contienen largas extensiones N-t con motivos
muy conservados pertenecientes a las familias PfamB (motivos proteicos conservados con
funcion desconocida) 52974, 63034, y 18501, presumiblemente relacionados con la

interaccion proteina-proteina y proteina-ADN (figura 6).

La CCP4 genera A2- y A3-a-tubulina y deglutamila las cadenas largas de poli-E
generados post-traduccionalmente en la region C-t de la a- y la B-tubulina (figura 7).
Ademas, también es capaz de hidrolizar los Glu codificados genéticamente en la secuencia
primaria C-t de las proteinas MLCK1 y teloquina [124]. Concretamente, la CCP4 es capaz de
hidrolizar 22 Glu C-t de sus sustratos, sin demostrar preferencia alguna por la longitud de la
cadena [122].

La CCP4 se expresa principalmente en la traquea, el musculo y el ojo, y su mARN es
indetectable en la mayoria de érganos. Su localizacion tan restringida sugiere una funciéon
muy especializada en estos tejidos [121],[125]. La funcion de los ortélogos de CCP4 se ha
predicho bioinformaticamente y se asocia al ensamblaje y la elongacion de MTs a nivel del

CBB para la formacion del axonema de los cilios y flagelos.

En el pez cebra hay descrito un ortélogo del gen de CCP4, pero el mARN
correspondiente a la expresion del gen no se ha detectado. La ausencia del mARN
codificante para CCP4 podria ser debido a que se expresa a niveles muy bajos, en un

determinado tipo celular o que realmente corresponda a un pseudogen.

En C. elegans no existe el ortélogo de CCP4, y en ratén no se han realizado todavia
estudios de caracterizacion funcional in vivo basados en la reduccion de la expresion y/o
deficiencia del gen codificante para la CCP4. Por consiguiente, no disponemos de estudios

experimentales que confirmen el rol funcional de CCP4 en las células.

1.4.45 Carboxipeptidasa citosélica 5

Los ortélogos de CCP5 tienen una extension entre 700-800 residuos, con un extenso
dominio catalitico adyacente a un dominio rico en Pro caracteristico que pertenece a la
familia pFamB 28944. Es el unico miembro de la familia M14 de las MCPs que presenta 2
inserciones en el dominio catalitico, cuya relevancia funcional se desconoce. La mas
pequefia presenta 20 residuos de longitud y se localiza en el bucle 2-B3, mientras que la

mayor tiene 80 residuos y afecta al bucle a5-35 (figura 6).
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Kimura y col. en 2010 fueron los primeros en demostrar que CCP5 hidroliza
especificamente el primer Glu ramificado de la cadena de poli-E generada post-
traduccionalmente en la region C-t de la a- y la B-tubulina. La CCP5 es la unica CCP capaz
de hidrolizar el enlace isopeptidico formado entre el grupo y-carboxilo del Glu del punto de

ramificacion y el grupo amino del Glu ramificado [124] (figura 7).

La CCP5 se expresa principalmente en testiculos y parece tener un papel importante en
la fisiologia reproductiva de los ratones macho [121],[125]. Se localiza en el nucleo de las
células Hela interfasicas, el huso mitético y el cuerpo medio formado durante la citocinesis
en la division celular. El papel nuclear de CCP5 se desconoce, pero en su localizaciéon
citoplasmatica parece jugar un papel importante en la divisién celular y en la meiosis durante
la espermatogénesis. Ademas, su funciéon se relaciona también con funciones motoras

asociadas a la motilidad de los cilios y a la ciliogénesis.

La Ccpb5 es la principal deglutamilasa en los cilios del pez cebra y desempefa un papel
muy importante en la ciliogénesis [136]. La reduccién de la expresién del gen codificante
para Ccp5 provoca la curvatura del cuerpo del pez, la formacion de quistes en los conductos
del protonefridio e hidrocefalia, debido al agrandamiento de los ventriculos cerebrales por la
paradlisis de los cilios del epéndimo y la acumulacion de fluido cerebroespinal
[137],[138],[139]. EIl raton deficiente en el gen Agbl5 codificante para CCP5 es estéril y
presenta una afectacion restringida a los testiculos que consiste en una espermatogénesis
defectuosa. Finalmente, otro estudio relacionado con el ratén deficiente para CCP5 reveld
una nueva funcién para esta MCP en la regulaciéon de la respuesta innata al ADN viral
mediante el control de los niveles de glutamilacién de la enzima sintasa de GMP-AMP ciclico
(cGAS) [140].

1.4.4.6 Carboxipeptidasa citosoélica 6

Los ortdlogos de CCP6 constituyen las MCPs de la subfamilia M14D en eucariotas mas
simples, con un tamafo que varia entre los 400-500 residuos de extension. Basicamente,
estan formadas por el pro-dominio N-t y el dominio catalitico CP, y unas pequenas

extensiones al N-t y C-t de la proteina (figura 6).

La CCP6 genera A2- y A3-a-tubulina y deglutamila preferentemente cadenas largas de
poli-E generados post-traduccionalmente en la region C-t de la a- y la B-tubulina [122]
(figura 7). La CCP6 es capaz de hidrolizar también los Glu codificados genéticamente en la

secuencia primaria C-t de las proteinas MLCK1 y teloquina [124].
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La CCP6 se expresa principalmente en el sistema nervioso central, testiculos y rifidn,
siendo también detectable su presencia en el ojo y la traquea [121],[125]. Co-localiza con la
y-tubulina de los centriolos en las células interfasicas y mitoticas, y con la proteina golgina
GM130 en al aparato de Golgi. Ademas, se ha detectado CCP6 en los cuerpos basales de
las células ciliadas NIH-3T3 [68]. La funcion ancestral de los ortélogos de CCPG6 se relaciona
con el ensamblaje de los CBBs y la motilidad flagelar, ademas de una funcién sensorial
asociada a los cilios primarios. En C. elegans se ha demostrado que la Ccp-6 es necesaria

para la axogenesis y reinervacion de los axones de neuronas axotomizados [141].

El raton deficiente en el gen Agbl4 codificante para CCP6 presenta megacariocitos
subdesarrollados y plaquetas disfuncionales debido a una megacariopoyesis defectuosa,
que provoca trombocitosis y tiempos de sangrado prolongados. Por consiguiente, se ha
propuesto que CCP6 es esencial en el proceso de maduracion de los megacariocitos en la
médula ésea [142]. Otro estudio realizado con el raton deficiente en el gen Agbl4 revel6 una
nueva funcién para CCP6 relacionada con la regulacion de la respuesta innata al ADN viral
mediante el control de los niveles de glutamilaciéon de cGAS. La poliglutamilacion del sensor
de ADN viral cGAS impide la unién del ADN exdgeno a la proteina y, por consiguiente, la
deficiencia de CCP6 incrementa la susceptibilidad a la infecciéon por virus de ADN [140].
Finalmente, un estudio muy reciente vincula la CCP6 con el cancer, ya que se ha
demostrado que los pacientes con adenocarcinoma renal presentan una disminuciéon en la
expresion de CCP6 que conduce a la acumulacion de la proteina DNAJC7 poliglutamilada.
La co-chaperona DNAJC7 representa un nuevo sustrato para CCP6 y se ha propuesto como

biomarcador sanguineo para la deteccidon temprana del cancer renal [143].

1.5 Estructura de las metalo-carboxipeptidasas de la familia M14

1.5.1 El pro-segmento N-terminal

Los miembros de la subfamilia M14A son sintetizados como PCPs (excepto la CPO) y
contienen un pro-segmento N-t caracteristico adyacente al dominio catalitico CP. Las
estructura del pro-segmento se determiné inicialmente a partir de las primeras estructuras
3D para las PCPs digestivas PCPA [144], PCPA2 [41] y PCPB [145]. Posteriormente se
obtuvieron también las estructuras 3D para la PCPU y la PCPA4. A pesar de la elevada
variabilidad secuencial para algunos de sus miembros, la topologia estructural del pro-
segmento es muy similar y esta conservada, con sutiles diferencias, en todas las PCPs de la
subfamilia M14A [30].
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El pro-segmento se estructura en una unidad globular independiente de ~80 residuos
denominada dominio de activacion, y una larga hélice-a de ~100 residuos ubicada al C-t de
la region globular denominada segmento de conexion (figura 8). La funcion de éste ultimo,
como su nombre indica, es conectar el dominio de activacion del pro-segmento al dominio

catalitico de la enzima [146].

El dominio de activacion presenta un plegamiento antiparalelo-a/antiparalelo-g (aaap),
que consiste, basicamente, en 2 capas formando un sandwich abierto de una hoja-
antiparalela (cadenas B1- p4) y 2 hélices-a (a1 y a2) con la topologia: (N-t)
B1>a1>B2>B3>a2->p4 (C-t), conectadas entre si mediante bucles cortos [144] (figura 8).
Ademas, la CPB y CPU presentan una hélices 1o adicional formada por 4 residuos, que se
localiza en el bucle entre las cadenas p2->p3 [145]. La estructura se mantiene por un nucleo
hidrofébico formado por las cadenas laterales de unos 20 residuos apolares, mientras que
los demas residuos de la region globular forman parte de las estructuras secundarias
definidas [43]. Estas caracteristicas estructurales confieren al dominio de activacion una
estructura terciaria muy estable en su forma aislada a pesar de la ausencia de puentes

disulfuro, acorde con su resistencia proteolitica [147].

El acceso al centro activo en las PCPs se bloquea mediante interacciones especificas
entre residuos del bucle B2->B3 del segmento de activaciéon con residuos importantes para
el reconocimiento del sustrato en los subsitios de especificidad S2, S3 y S4 del centro activo
de la enzima, dificultando asi la unién de sustratos. Las interacciones entre el AspA36 y la
Arg71 del subsitio S2 del centro activo, y el TrpA38 con la Tyr198 y la Phe279 de los
subsitios S2 y S3, respectivamente, estan conservadas en todas las PCPs y son de gran
relevancia para la oclusién del centro activo [145]. Sin embargo, los subsitios S1 y S1° solo
estan parcialmente ocluidos en la PCPA1, PCPA2, PCPA4 y PCPU, lo que explica la
actividad hidrolitica remanente detectada para todas ellas frente a pequefios sustratos

capaces de difundir y unirse a estos subsitios libres del centro activo.

En la PCPB la inactivacién de la enzima es completa gracias a la presencia de la hélices;.
10 que cubre parcialmente los subsitios S1"y S1 del zimégeno y bloquea de forma mas
eficiente el centro activo [41],[145]. Ademas, el Asp41A del pro-segmento de la PCPB
establece un puente salino con la Arg145 del subsitio S1 del centro activo que refuerza la
hermeticidad bolsillo catalitico. Esta interaccion no se encuentra en la PCPA1, PCPA2,
PCPA4, ya que el residuo equivalente a la posicion Asp41A de la PCPB corresponde en
todas ellas a una Pro [60].
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Dominio catalitico
(Peptidasa_M14)
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Figura 8. Estructura tridimensional de la PCPA4 humana. Representacién en cintas de la hPCPA4
(PDB: 2BOA) mostrando el pro-segmento N-t (N-Pro, en rojo) estructurado en el dominio de
activacién y el segmento de conexion. El dominio de activacion bloquea el acceso al centro activo
contenido en el dominio catalitico CP (Peptidasa_M14, en gris) de la enzima y la mantiene inactiva. El
segmento de conexion une el dominio de activacion al dominio catalitico. Los extremos N-t y C-t de la
cadena polipeptidica son indicados. Los elementos de estructura secundaria en el pro-segmento
estan numerados. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera amarilla. Imagen generada
con PyMOL [148].

La PCPU presenta, curiosamente, una actividad hidrolitica intrinseca significativa frente a
péptidos largos a pesar de contener la hélice; 1o en el pro-segmento. Esto es posible debido
a 2 motivos principales: 1) el Asp41A de la PCPB esta sustituido por una Val en la PCPU,
incapaz de establecer un puente salino y 2) el pro-dominio esta rotado 12° respecto a la
posicién en la misma orientacion en la PCPB que lo aleja 1,2 A del dominio catalitico y, por

tanto, se forma un canal abierto que permite el acceso parcial al solvente [149],[150].
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1.5.2 El pro-dominio N-terminal

Los miembros de la subfamilia M14D contienen un pro-dominio N-t conservado
adyacente al dominio catalitico CP, que no presenta homologia secuencial ni estructural con

el pro-segmento N-t de las funelinas de la subfamilia M14A [32].

Hasta la fecha no se ha obtenido la estructura 3D para ninguna CCP de mamifero, de
manera que el plegamiento del pro-dominio N-t se ha deducido a partir de las estructuras
para las CCPs bacterianas de los microorganismos Pseudomonas Aeruginosa (PDB: 4A37;
PaCCP), Burkholderia cenocepacia (PDB: 4B6Z; BcCCP), Burkholderia mallei (PDB: 3K2K;
BmCCP) y Shewanella denitrificans (PDB: 3L2N; SdCCP). Las CCPs bacterianas
constituyen un buen modelo para el estudio de las CCPs humanas (hCCPs) debido a que
conservan una gran homologia estructural para el pro-dominio N-t y el dominio catalitico CP,

segun los modelos obtenidos para las 6 hCCPs [151].

El pro-dominio N-t tiene una extensién de ~100 residuos y presenta un plegamiento f3-
sandwich formado por un total de 9 cadenas-f3, que no habia sido descrito anteriormente en
ninguna otra proteina. Consiste en 2 hojas-B opuestas mantenidas por un nucleo
hidrofébico, constituidas por 4 cadenas-p anti-paralelas (1-84-B9-p6) y 5 cadenas- mixtas
(B2-P3-B5-B8-B7) conectadas entre si mediante bucles (figura 9). Ademas, contiene 3
motivos muy conservados que parecen ser importantes para su correcto plegamiento y
posicionamiento respecto al dominio catalitico. EI motivo | (F[E,D]JSGNL) es el que se ubica
mas proximo al extremo N-t, en el bucle entre las cadenas-B1 y 2. La sustitucion de G596R
en el motivo | provoca la acumulacién de la proteina motora quinesina KLP-6 en los cilios
sensoriales C. elegans, demostrando su importancia para la correcta funcionalidad de las
CCPs [133]. El motivo Il (W][F,Y][Y,H,N][F,Y]) se localiza a 60 residuos del motivo | formando
parte de la cadena-pf4 y contribuye de forma significativa a la formacién del nucleo
hidrofébico junto a otros residuos aromaticos. EI motivo Il ([F,Y]P[F,Y][S,T]Y) se localiza en
el extremo C-t del pro-dominio, proximo al N-t de la cadena-a1 del dominio catalitico, y

representa la frontera entre el pro-dominio N-t y el dominio catalitico CP [152] (figura 9).

La CCP1 de mamiferos, anfibios y peces contienen, ademas, un motivo de unién a
ATP/GTP conservado (a 20 residuos hacia el N-t del motivo Ill) que no presentan los demas
miembros de la subfamilia M14D. Se ha descrito que este motivo de unién a nucledtidos
trifosfato no es esencial para la actividad de la enzima. Sin embargo, ensayos de actividad
enzimatica in vitro de la hCCP1, hCCP3 y la CCP6 de C. elegans en presencia de ADP y
ATP demuestran que estos ultimos tienen un efecto activador, a pesar de que ni CCP3 ni
CCP6 contienen el motivo de union a ATP/GTP [32]. Por otro lado, Berezniuk y col.

concluyeron que el GTP no incrementa la actividad de la hCCP1 [134].
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Pro-dominio N-terminal
(N-Pro)

Dominio catalitico
(Peptidasa_M14)

Figura 9. Estructura tridimensional de la CCP de Pseudomonas aeruginosa. Representacion en
cintas de la estructura de la PaCCP (PDB: 4A37) en la que se muestra el dominio catalitico CP
(Peptidasa_M14, en gris) y el pro-dominio N-t (Ni-Pro, en verde). Los motivos conservados en el N
Pro se muestran en color lila (motivo ), en azul (motivo Il) y en rojo (motivo Ill). Los extremos N-ty C-
t de la cadena polipeptidica son indicados. Los elementos de estructura secundaria en el Ni-Pro estan
numerados. El ion de zinc catalitico del centro activo de muestra como una esfera amarilla. Imagen
generada con PyMOL [148].

La orientacion del pro-dominio N-t respecto al dominio catalitico bloquea parcialmente la
entrada al centro activo, dejando un pequefio canal abierto accesible al solvente. Multiples
residuos conservados en el pro-dominio N-t de las CCPs bacterianas y de eucariotas estan
en contacto directo a través de interacciones polares, hidrofébicas y de van der Waals con el
dominio catalitico CP. De especial interés son la Tyr64 en PaCCP, que ocluye directamente
el sub-sito S2 del centro activo y el nucleo hidrofébico formado por el Trp38, Trp82 y
Phe110, y la interficie polar formada por Arg28, Asp30 y Arg84 [151].

1.5.3 El dominio catalitico carboxipeptidasa

El analisis del numero creciente de estructuras 3D disponibles para las MCPs de la
familia M14 en mamiferos muestra que estas enzimas comparten una estructura terciaria
similar en el dominio catalitico CP. Sus dimensiones maximas son de ~50 x ~40 x ~40 A, y
presenta una morfologia que recuerda al volumen de una esfera a la que se le ha extraido
un cono, formando una cavidad en forma de embudo en su superficie. Por este motivo a las
MCPs de la familia M14 se las denomina “funelinas” (del inglés, “funnelins”) [153] (figura 10-
A).
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embudo

Figura 10. Morfologia del dominio catalitico carboxipeptidasa en las MCPs de la familia M14.
(A) Representacion esquematica del modelo conceptual propuesto por Gomis-Rith para la
descripcion morfolégica de las funelinas, en la que se presenta una estructura esférica con una
cavidad en forma de embudo en su superficie (en magenta) resultante de la interseccion de un cono
(en azul) con una esfera (en rojo). (B) Representacién en superficie de la hCPA4 mostrando la
estructura globular compacta para el dominio catalitico, con la apertura en forma de embudo en su
superficie y el ion de zinc catalitico (esfera roja) situado en la base de la cavidad. Figura adaptada de
[153].

El dominio catalitico presenta una extension de 300-310 residuos y un plegamiento a/
hidrolasa con una topologia consenso ag/Bs. Basicamente, consiste en una hoja-$ central
formada por un mix de 8 cadenas-p (31-B8) paralelas y antiparalelas con una conectividad
+1, +2, -1X, -2X, -2, +1X, -2, sobre las que se distribuyen 8 hélices-a formando una
estructura globular compacta (figura 10-B y 11-A). El nacleo de la hoja-p esta formado por 4
cadenas-f co-planares paralelas (33-B5 y $8), flanqueadas por 2 cadenas-f paralelas por la
parte superior (86-37) y una horquilla-B (31-B2) por la parte inferior, responsable del giro de
120° entre la primera y la ultima cadena-f. Adicionalmente, todos los miembros de la
subfamilia M14A presentan a continuacion de la cadena-B7 una hélice-a muy corta
denominada hélice-a6" [153] (figura 11-A).

El centro activo se ubica en la base de la cavidad en forma de embudo de la enzima y
esta delimitado por los extremos C-t de las cadenas-B3, B5 y B8 centrales de la hoja-B y la
region N-t de las hélices-a2 y a5 [30]. La entrada al centro activo la componen los bucles
LB8a8, LB5BR6, LB7a7, LR3a2 y Lad4ab, donde se localizan los residuos que interaccionan
con el pro-segmento de las PCPs y la regidon de interaccion secundaria para los inhibidores
proteicos de la subfamilia M14A de las MCPs [153] (figura 11-B).

Las estructuras 3D disponibles para los miembros de la subfamilia M14A, M14B y M14D
muestran una magnifica superposicion entre las estructuras secundarias de sus dominios
cataliticos, observandose diferencias basicamente en la longitud de los bucles que las
conectan. Las MCPs M14B contienen bucles mas extensos que los miembros de la

subfamilia M14A, restringiendo el acceso al centro activo.

75



Introduccién

Dicha diferencia explicaria la incapacidad de los inhibidores proteicos para los miembros
de la subfamilia M14A de inhibir a los miembros de la subfamilia M14B [154].

A B

Figura 11. Estructura del dominio catalitico carboxipeptidasa en las MCPs de la familia M14. (A)
Representacion en cintas de la estructura 3D de la hCPA4 activa en complejo con un hexapéptido
(PDB: 2PCU), mostrando el plegamiento a/f hidrolasa tipico del dominio catalitico en las funelinas. El
hexapéptido se representa en barras de color verde, la hélice-a6" se muestra en color purpura y el ion
de zinc catalitico corresponde a la esfera magenta. (B) Representacion esquematica de la topologia
consenso a8/B8 definida para el plegamiento a/f hidrolasa, con una hoja- central (B1-p8) flanqueada
por un total de 8 hélices-a (a1-a8). Los aminoacidos indicados corresponden al conjunto de residuos
idénticos en todos los miembros de la familia M14 de las MCPs (HXXE+R+NR+H+Y+E), numerados
acorde a su posicion en la secuencia aminoacidica de la bCPA activa. El ion de zinc se muestra como
una esfera de color lila coordinado con la His196 en la hélice-p5 y la His69 y E72 en el bucle LB3a2.
En ambas figuras, las hélices-a y las cadenas- se muestran numeradas y coloreadas en cian y
naranja, respectivamente. Figura adaptada de [153].

1.5.4 El centro activo

El centro activo contiene los residuos de coordinacién al zinc, cataliticos y de union a
sustrato idénticos en todas las MCPs de la familia M14 (figura 12) localizados,
principalmente, en los bucles LB8a8, LB5B6, LB7a7, LR3a2 y Lad4a5 que delimitan la entrada
del centro activo (figura 11-B). Dichos residuos se ubican en 5 subsitios de la MCP y se
numeran empleando el sistema numeérico de la bCPA empleado por convencién, asignando

la posicién 1 al primer residuo de la bCPA tras eliminar el pro-segmento N-t (activa).

Las funelinas contienen un ion de zinc por molécula esencial para la catalisis localizado
en la base del centro activo. En el subsitio catalitico S1, el idbn metalico se encuentra
pentacoordinado con los atomos N®1 de la His69 e His196, O¢1 y O¢e2 del Glu72 y una
molécula de agua (en la enzima sin sustrato unido), formando un tetraedro ligeramente

distorsionado.
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La His69 y el Glu72 forman parte del motivo HXXE caracteristico de las MCPs de la
familia M14 (tabla 6) y se localizan en el LB3a2 del dominio catalitico, mientras que la
His196 se encuentra ubicada en el extremo de la hélice 5, a mas de 100 residuos de
distancia [153].

25353 255
194
243
127-Arg*_ 203 ¥ 268
D 247 | 207
/C‘ CH Asn-144
NN A
Sustrato NH CO, “~——*Arg-145
270Gl Zn?* Lt
His~ | His
196 Glu 69

72

Figura 12. Representacién esquematica del centro activo de las funelinas. Se muestran los
residuos de coordinacién con el zinc, cataliticos y de unién a sustrato idénticos para todas las MCPs
de la familia M14 necesarios para la actividad catalitica. Los aminoacidos cuyas cadenas laterales
delimitan el bolsillo de especificidad S1*también se indican. La cadena lateral del residuo P1" C-t se
representa como “R”. Los aminoacidos estan numerados acorde a la numeracion estandar de la
bCPA. Figura adaptada de [59].

El residuo C-t en posicién P1“ que se escinde de la cadena polipeptidica del sustrato se
acomoda en el subsitio S1" del centro activo de las funelinas. Los residuos Arg145, Tyr248 y
Asn144, idénticos en todas las MCPs de la familia M14, fijan y neutralizan el carboxilo unido
al carbono-a del residuo C-t del sustrato, mientras que los residuos que integran el bolsillo

de especificidad acomodan su cadena lateral (figura 12).

El bolsillo de especificidad esta delimitado por las cadenas laterales de los residuos
equivalentes a las posiciones 194, 203, 207, 243, 247, 250, 253, 255 y 268 en la bCPA
activa, generalmente conservados entre los miembros de la familia M14, con pequefias

variaciones acorde a su especificidad de sustrato (figura 12).

El subsitio S1 incluye también los residuos cataliticos Arg127 y Glu270, idénticos para
todos los miembros de la familia M14 de las MCPs (figura 12). La Arg127 contribuye a la
polarizacion del grupo carbonilo del enlace peptidico a escindir y a la estabilizacion del
intermediario tetraédrico cargado negativamente de la reaccion, mientras que el Glu270
interviene en el intercambio de protones necesario para la catalisis acido/base. Otros
residuos importantes en el subsitio S1 son: Tyr198, Ser199, lle247, Tyr248 y Phe279.
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El subsitio S2 esta formado por los residuos Arg71, Arg127, Asp142, Ser197, Tyr198 y
Ser199, involucrados en la union y la torsidon de los sustratos peptidicos. Finalmente, los
subsitios S3, formado por la Phe279, y el S4, formado por GIn122, Arg124, Lys128, han sido
definidos para la unién de sustratos mas largos, aunque las posiciones de los residuos
asignadas son hipotéticas [155] (tabla 7).

Tabla 7. Resumen de los aminoacidos en los subsitios del centro activo determinantes
de la especificidad de sustrato en las MCPs.

Sub-sitio Residuos
st Ser194, Leu 203, Gly207, lle243, le247, Ala250, Gly253, Ser254, le255 y Thr268
S1 Arg127, Tyr198, Ser199, lle247, Tyr248, Glu270 y Phe279
S2 Arg71, Arg127, Asp142, Ser197, Tyr198 y Ser199
S3 Phe279
sS4 GIn122, Arg124, Lys128

1.5.5 Mecanismo catalitico de las metalo-carboxipeptidasas

La bCPA representa la enzima prototipo para el estudio de las MCPs dependiente de
zinc, siendo una de las enzimas mejor caracterizadas a nivel bioquimico y funcional. En
1967 Lipscomb y col. determinaron la estructura 3D de la bCPA mediante cristalografia de
rayos-X a una resolucién de 2 A [156]. Desde entonces, numerosas estructuras 3D de la
bCPA en complejo con inhibidores, analogos de sustratos y del estado de transicion han
sido resueltas, contribuyendo junto a otras aproximaciones bioquimicas, biofisicas y
bioinformaticas, a la elucidacion del mecanismo catalitico de las MCPs de la familia M14
[157],[158].

En la bCPA el ion de zinc catalitico esta tetra-coordinado con la His69, el Glu72, la
His196 y una molécula de agua que, a su vez, esta Ultima esta formando un puente de
hidrégeno con la cadena lateral del Glu270 prevenir su desplazamiento por pequenos

aniones.

La unién del sustrato en los subsitios de reconocimiento del centro activo promueve,
principalmente, un reordenamiento en la cadena lateral de la Tyr248 y el desplazamiento de
12A de su anillo aromatico. El giro de la Tyr248 de 120° desde su posicién “arriba” (“up”) en
contacto con el solvente a su posicion “abajo” (“down”), permite la fijacion del grupo

carboxilo libre del residuo P1"y del nitrégeno del grupo amida del residuo P1 del sustrato
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[156],[159]. La conformacion “abajo” de la Tyr248 es, por tanto, caracteristica en las

estructuras de funelinas con el centro activo ocupado por sustratos e inhibidores [159].

La relevancia de la Tyr248 durante la catalisis, sin embargo, sigue siendo un asunto
debatido, ya que mutaciones dirigidas de la Tyr248 por Phe o Ala en varios miembros de la
subfamilia M14A no afecta a la actividad catalitica [160],[161], mientras que en otros la Tyr
es esencial. Asimismo, algunos MCPs de la subfamilia M14D contienen una Phe en la
posicion equivalente a la posicién Tyr248 de la bCPA y son cataliticamente activos
[32],[162].

Una vez el sustrato esta unido al centro activo, es posible iniciar el proceso catalitico que
conduce a la escision del enlace peptidico C-t del residuo P1%. A pesar de que los residuos
involucrados en la union al sustrato y la catélisis del centro activo estan claramente
definidos, el mecanismo catalitico de la CPA sigue siendo objeto de debate tras 50 afios de
estudio. Numerosos estudios cinéticos vy cristalograficos respaldan 2 principales
mecanismos denominados mecanismo anhidro y mecanismo promovido por agua, aunque
actualmente el segundo es el mecanismo catalitico mas probable, generalmente aceptado

por la comunidad cientifica, para la CPA [157].

El mecanismo anhidro se trata de un mecanismo de catalisis covalente en el que el
Glu270 a través del grupo carboxilo de su cadena lateral realiza el ataque nucleofilico al
carbono del grupo carbonilo que forma el enlace peptidico, formandose un intermediario
covalente acil-enzima que es escindido en una segunda etapa por una molécula de agua
para generar el producto [153] (figura 13).

El mecanismo promovido por agua, en cambio, se trata de un mecanismo de catalisis
acido-base general en el que el ataque nucleofilico lo realiza la molécula de agua
coordinada al ion de zinc, tras ser desprotonada (i6n OH") por el Glu270. Se genera un
intermediario tetraédrico cargado negativamente, estabilizado por el ion de zinc y el grupo
guanidino de la Arg127, que se colapsa seguidamente en los correspondientes productos
mediante la protonacion del nitrégeno del grupo amida del enlace peptidico por el Glu270,
restaurando asi la maquinaria catalitica para el siguiente evento hidrolitico. Por consiguiente,
el Glu270 actua simultaneamente durante este proceso como un acido/base general,

promoviendo el intercambio de protones [153].

Mutagénesis dirigida del Glu270 por residuos no acidicos generan proteasas inactivas o
con una actividad catalitica residual, reforzando el papel clave de este residuo en la catalisis
(figura 13).
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Mecanismo anhidro
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Figura 13. Representacion esquematica de los dos mecanismos cataliticos propuestos para la
CPA bovina. ES= complejo enzima-sustrato; TS1= estado de transicion 1; AC= intermediario
covalente acil-enzima; Tl= intermediario tetraédrico; TS2= estado de transicion 2; EP= complejo
enzima-producto. La cadena polipeptidica del sustrato se muestra en rojo, la molécula de agua en
azul y el ion de zinc catalitico corresponde a la esfera rosa (Zn*").

1.6 La especificidad de sustrato en las metalo-carboxipeptidasas

El centro activo en las MCPs de la familia M14 se localiza bastante préximo a la
superficie de la molécula, lo que explica la capacidad de las funelinas de hidrolizar una gran
variedad de proteinas y péptidos. No obstante, para que esto suceda es imprescindible el

reconocimiento especifico entre el sustrato y la proteasa.

Los sustratos de CPs presentan una region C-t con una conformacion practicamente
extendida para las posiciones P4, P3, P2, P1 y P1" capaz de acceder al centro activo e
interaccionar con unos pocos residuos de los subsitios S4, S3, S2, S1y S1“de la CP, segun

la nomenclatura establecida por Schechter y Berger (ver apartado 1.2) (figura 14).

Las interacciones entre el sustrato y la enzima en las posiciones situadas al N-t del punto
de corte del sustrato son bastante débiles, contribuyendo a una amplia especificidad de
sustrato. Sin embargo, los subsitios S1“y S1 son los mas importantes para definir la
especificidad de sustrato de la mayoria de funelinas.

80



Introduccién

El bolsillo de especificidad S1° corresponde al subsitio de reconocimiento primario que
determina la especificidad de sustrato en las MCPs de la familia M14. En concreto, el
aminodacido en la posicion equivalente a la 1255 de la bCPA, situado en el fondo del bolsillo
de especificidad S1% constituye el residuo determinante de la preferencia de sustrato en las
MCPs de la subfamilia M14A.

N-t i
Q Sustrato Punto de escisién

Figura 14. Esquema de los subsitios de uni6én al sustrato en el centro activo de las
carboxipeptidasas, basado en el modelo que describe la especificidad de sustrato de las proteasas
propuesto por Schechter y Berger en 1967 [23]. En las CPs se hidroliza el enlace peptidico C-t entre
los residuos en posicion P1 y P1% liberandose el residuo P1°. El subsitio S1" corresponde a la posicién
de reconocimiento primario que determina la especificidad de sustrato en las MCPs de la familia M14.
Figura extraida de [125].

Las funelinas de la subfamilia M14A presentan, en la posicién equivalente al residuo 1255
de la bCPA, un residuo hidrofébico en las tipo-A (lle en CPA1, CPA2 y CPA4; Leu en CPA3,
Val en CPA5 y Met en CPAG) y un Asp en las tipo-B (CPB y CPU), acorde a las distintas
preferencias de sustrato en esta subfamilia. Curiosamente, en la CPT el residuo responsable

de la amplia especificidad de sustrato tipo-A+B es una Thr [153].

Las MCPs de la subfamilia M14B presentan una GIn (CPE, CPD-I, CPD-II, CPN, CPM) o
una Ser (CPZ) en esta misma posicion 1255 de la bCPA, en vez de un Asp como en las
MCPs tipo-B de la subfamilia M14A. No obstante, todas ellas tienen un Glu conservado en la
posicién equivalente al residuo 207 de la bCPA activa, que corresponde al residuo

determinante de la especificidad de sustrato tipo-B para los miembros de esta subfamilia.

La especificidad de sustrato de la CPO y los 6 miembros de la subfamilia M14D en

humanos y ratén, seran estudiadas en detalle en el capitulo | y Il de la presente tesis.
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1.7 Inhibidores de metalo-carboxipeptidasas

Las MCPs de la familia M14 son enzimas fundamentales en el control de una gran
variedad de procesos fisioldgicos y la desregulacion de su actividad o localizacion se ha
asociado con varias enfermedades en los seres humanos [163]. El uso de inhibidores de
proteasas constituye una herramienta prometedora en el desarrollo de estrategias
terapéuticas para un gran numero de enfermedades. La accion de muchas proteasas esta
regulada por inhibidores endégenos cuya principal funcion es la prevencion de la protedlisis
no deseada. Sin embargo, un unico inhibidor endégeno de MCPs de la familia M14 ha sido
descrito en mamiferos, de manera que la mayoria de inhibidores disponibles para los
miembros de esta familia corresponden a inhibidores sintéticos de bajo peso molecular,
metabolitos secundarios producidos por microorganismos, algas y plantas, e inhibidores

proteicos exogenos [159].

Los inhibidores sintéticos mas populares corresponden al acido bencilsuccinico (BZS) y
el acido guanidino-etilmercaptosuccinico (GEMSA). Ambos constituyen potentes inhibidores
que inhiben selectivamente a las MCPs tipo-A vy tipo-B, respectivamente. En su estructura
contienen un acido carboxilico que permite el anclaje de la molécula en el subsitio S1“ del
centro activo de la enzima, y un anillo aromatico (BZS) o grupo guanidino (GEMSA) que se
acomoda en el bolsillo de especificidad S1%[159]. Por otro lado, los agentes quelantes 1,10-
fenantrolina (OP) y el EDTA son empleados de forma habitual para la inhibicién de cualquier
MCP de la familia M14, cuyo mecanismo de accién consiste en extraer el ion de zinc
catalitico del centro activa de la enzima, inactivandola. Otros inhibidores sintéticos han sido
desarrollados e incluyen moléculas quimicamente heterogéneas como tioles, imidazoles,
péptidos miméticos fosforados, ureas, sulfamidas y compuestos organicos aromaticos,
algunos de ellos comercializados como inhibidores de proteasas con interés biomédico
[159].

Un gran numero de metabolitos secundarios biolégicamente activos asilados de
diferentes fuentes naturales han sido caracterizados como inhibidores de MCPs. Por
ejemplo, la ocratoxina A, el acido (S)-2-hidroxisuccinico (inhibidores de la CPA) y la
histargina (inhibidor de la CPB) son inhibidores aislados de bacterias. Por otro lado, el
hinoquitiol, la 2-piridina (inhibidores de CPA) y el &cido lisianadioico (inhibidor de CPB)

corresponden a ejemplos de inhibidores aislados de plantas [159].

En contraste con la gran variedad estructural y funcional de inhibidores descritos para
endoproteasas, solo unos pocos inhibidores proteicos han sido descritos para las MCPs de
la familia M14 y, todos ellos, inhiben especificamente a los miembros de la subfamilia M14A,

independientemente de su especificidad de sustrato.
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La mayoria actuan sobre MCPs accesibles en el espacio extracelular y han sido
identificadas de diferentes fuentes exdgenas. Los inhibidores proteicos de la subfamilia
M14A corresponden a inhibidores reversibles competitivos de union fuerte con una
constante de inhibicién (K;) del orden de nanomolar (nM) o inferior, a excepcion de la

latexina que presenta un mecanismo de inhibicién no competitivo.

La aplicacion biotecnologica de los inhibidores proteicos de MCPs es menos evidente
que en el caso de los inhibidores sintéticos de bajo peso molecular. Sin embargo, como la
mayoria de ellos se comportan como pseudosustrato, son de gran utilidad en el estudio de
los determinantes estructurales para el disefio de moléculas mas pequefias con poder
terapéutico que puedas aplicarse en el control de los procesos trombéticos, inflamacion,

invasion tumoral, etc. [163].

1.7.1 Inhibidores proteicos enddgenos

La latexina (también conocida como “inhibidor de carboxipeptidasas enddégeno” (ECI)) es
el Unico inhibidor endégeno de MCPs identificado hasta la fecha en vertebrados y el
inhibidor proteico de mayor tamafo de las MCPs. Se trata de una proteina monomérica
citosodlica con un Mw de ~25 kDa que fue identificada en la neocorteza lateral del cerebro de

rata, aunque también se expresa en corazén, préstata, ovario, rifidn, pancreas y colon.

En la estructura cristalina de la latexina de ratén (PDB: 1WNH) y humana en complejo
con la hCPA4 (PDB: 2B0O9) se observan 2 sub-dominios topolégicamente idénticos con una
arquitectura similar a las cistatinas. Cada sub-dominio esta constituido por una hélice-a
envuelta por una hoja-B curva antiparalela, formada por 4 cadenas-§3 en el sub-dominio N-t y
5 cadenas- en el sub-dominio C-t. Los sub-dominios estan orientados uno respecto al otro
mediante la confrontacion de sus respectivas hélices-a y se unen a través de una tercera

hélice-a que actua como segmento de conexion (figura 15).

La latexina interacciona con el centro activo de la enzima mimetizando la unién del
dominio de activacién del pro-segmento de las PCPs (figura 15). Concretamente, el
inhibidor se posiciona en la parte superior de la entrada al centro activo a traveés de la
interficie entre sus 2 sub-dominios, de forma que el bucle B7-B8 penetra en la enzima
interaccionando con los residuos Asp237A-Pro282A en la hCPA4, bloqueando el centro
activo. A pesar de que la regién de interaccién entre ambas proteinas es grande, solo unos
pocos contactos se establecen entre residuos de los subsitios S1“y S2 del centro activo, lo
que explica la flexibilidad de la latexina para inhibir totas las MCPs de la subfamilia M14A
[30],[60],[164].
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- (Peptidasa_M14)

Figura 15. Estructura tridimensional de la latexina en complejo con la CPA4 humana.
Representacion en cintas de la estructura de la latexina en complejo con la hCPA4 (PDB: 2BO9). El
dominio catalitico CP (Peptidasa_M14) de la proteasa se muestra en color gris, el ion de zinc
catalitico como una esfera amarilla y la latexina en color purpura. La latexina mimetiza la unién del
pro-segmento en los miembros de la subfamilia M14A de las MCPs (excepto en la CPO), ocluyendo
la entrada al centro activo. Los extremos N-t y C-t de la hCPA4 y de la latexina son indicados. Imagen
generada con PyMOL [148].

El raton deficiente en el gen codificante para la latexina muestra una menor sensibilidad
al dolor [165] y el ratdn deficiente en el gen codificante para la presenilina-1 presenta una
disminucion de la expresion de latexina en el cerebro, lo que vincularia a este inhibidor con
la enfermedad de Alzheimer [60]. En un estudio muy reciente se ha demostrado una
reduccion significativa en los niveles de expresion de este inhibidor en pacientes con

adenocarcinoma ductal de pancreas [166].

La latexina comparte ~30% de homologia secuencial y una gran homologia estructural
con el receptor en respuesta al acido retinoico 1 (RARRES1). Aunque la funcién del
RARRES1 se desconoce, se ha propuesto que actuaria como un gen supresor de tumores
[167],[168],[169] y como un inhibidor de la CCP2, aunque su funcion inhibitoria de CPs no ha
podido ser corroborada hasta la fecha por ningun otro grupo de investigacion [167].
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1.7.2 Inhibidores proteicos exdgenos

Los inhibidores proteicos de MCPs de la subfamilia M14A han sido aislados vy
caracterizados de diferentes organismos evolutivamente distantes, e incluye los inhibidores
de CPs de Solanum tuberosum (patata) (PCIl) [170],[171] (figura 16-A), de Solanum
tuberosum variedad Imilla morada (imaPCl) [172], de Solanum lycopersicum (tomate)
(MCPI) [173],[174] de los parasitos intestinales Ascaris suum [175],[176] y Ascaris
lumbricoides [177],[178] (ACI) (figura 16-B), de la sanguijuela Hirudo medicinalis (LCI) [179]
(figura 16-C), de las garrapatas Rhipicephalus bursa (TCI) [180] (figura 16-D) y
Haemaphysalis longicornis (HITCI) [181], del molusco Nerita versicolor (NvCl) [182] (figura
16-E) y del anélido marino Sabellastarte magnifica (SmCI) [183] (figura 16-F).

Figura 16. Estructuras tridimensional de los inhibidores exégenos proteicos en complejo con
MCPs de la subfamilia M14A. Representacion en cintas de las estructuras 3D depositadas en el
PDB para los inhibidores PCI, ACI, LCI, TCI, NvCl y SmCI en complejo con MCPs de la subfamilia
M14A. (A) Complejo PCI-bCPA (PDB: 4CPA); (B) Complejo ACI-hCPA1 (PDB: 3FJU); (C) Complejo
LCI-hCPA2 (PDB: 1DTD); (D) Complejo TCI-bCPA (PDB: 1ZLH); (E) Complejo NvCI-hCPA4; (F)
SmCI-hCPA4 (PDB: 4BD9). En todos los casos, el dominio catalitico CP (Peptidasa_M14) de la
proteasa se muestra en color gris, el ion de zinc catalitico como una esfera amarilla y los inhibidores
en diferentes colores. El mecanismo de inhibicion se basa en la interaccion competitiva de la cola C-t
del inhibidor con subsitios especificos del centro activo, afectando a residuos claves para la actividad
enzimatica. En el SmCI el mecanismo de inhibicion es analogo, pero participa la cola N-t. Los
extremos N-t y C-t de los inhibidores y las MCPs también son indicados. Imagen generada con
PyMOL [148].
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Se trata de proteinas globulares pequenas (39-75 residuos) con una estructura terciaria
muy estable mantenida por varios puentes disulfuro, acorde a su resistencia a agentes
desnaturalizantes y la digestion por endoproteasas. La mayoria presentan un mecanismo de
inhibicién basado en la interaccion de los 2-4 residuos del extremo C-t con el centro activo
de la enzima, de forma analoga a la unidn del sustrato. Dicha interaccion constituye el sitio

de interaccién o inhibicién primario de la enzima (figura 16).

La oclusion de los subsitios S1 y S2 mediante interacciones especificas con residuos
claves para la actividad enzimatica es suficiente para inhibir completamente la enzima.
Generalmente, el residuo C-t del inhibidor es escindido por la enzima y el nuevo residuo C-t
se coordina con el ion de zinc catalitico y establece interacciones especificas con residuos
de los subsitios S1 y S1% Ademas, los complejos enzima-inhibidor son estabilizados
mediante contactos secundarios en otras regiones distantes del centro activo de la enzima
[184].

A B
P; P, Py Py
*PCl - C G P Y Vi3 G - C-t
ACl - C W D L Lg - Ct
LCI - C | P Y Vs E - Ct
*TCl - € C V WLy H - C-
NVCl - V G C Y As - Ct
SmCl - D C V S I - N-t

Figura 17. Alineamiento secuencial y estructural del extremo terminal de los inhibidores
exdgenos proteicos. (A) Alineamiento secuencial de la cola N-t del SmCl y las colas C-t del resto de
inhibidores, mostrando los residuos en las posiciones P3, P2, P1 y P1"responsables de la interaccién
primaria con la enzima. *PCI = la secuencia C-t de los inhibidores MCPI e imaPCI son idénticas a la
del PCI y se omiten por simplicidad. *TCI = la secuencia C-t del TCl y HITCI son idénticas y se omiten
también por simplicidad. Los coédigos Uniprot para los inhibidores corresponden a P01075 (PCI),
P01076 (MCPI), P19399 (ACI), P81511 (ACI), A8C364 (HITCI), Q5EPH2 (TCI), P86912 (NvCl),
P84875 (SmCI). Figura extraida de [185]. (B) Representacion en barras de los aminoacidos de la cola
C-t inhibitoria del PCI, ACI, LCI, TCIl y NvCI. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera
amarilla y los residuos del centro activo de las MCPs responsables de su coordinacion son
representados en barras y numerados. Figura extraida de [182].

Las colas C-t de los diferentes inhibidores exdgenos proteicos muestran una elevada
homologia secuencial (figura 17-A) e idénticas conformaciones en los residuos P1 y P2
(figura 17-B), representando un claro ejemplo de evolucién convergente dirigida por la
arquitectura del centro activo de la proteasa diana. La posicion P1 esta ocupada por
residuos alifaticos, mientras que en la posicion P2 hay una preferencia por residuos

aromaticos (excepto Ser en SmCl y Leu en ACI) [182].
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En el SMCI, la hidrofobicidad del residuo P1 se mantiene y, en general, la estructura de

la cola N-t se conserva respecto a los inhibidores “clasicos” C-t.

1.7.2.1 Inhibidores de carboxipeptidasas de plantas del género Solanum

Tres inhibidores de MCPs han sido aislados de plantas de la familia Solanaceae: el PCI,
el imaPCl y el MCPI. Su expresion en la planta se induce en respuesta al dafio tisular y su
funcidon se ha asociado a la inhibicion de MCPs digestivas como mecanismo de defensa
frente a depredadores [39],[186].

El PCI fue el primer inhibidor proteico exégeno descrito y, durante afios, el mas
estudiado. Se trata de una proteina monomérica sub-localizada en las vacuolas de las
células parenquimaticas de las hojas y tallos [186] y es sintetizado en forma de precursor,
con un PS de secrecion N-t de 29 residuos, una pro-region N-t de 27 residuos y los 39
residuos de la proteina madura [171]. El PCI pertenece a la superfamilia de proteinas T-

knot, denominadas asi por su particular patrén de puentes disulfuro [187].

Su estructura 3D ha sido resuelta en solucion acuosa por resonancia magnética nuclear
(RMN) (PDB: 1H20) y mediante cristalografia de rayos-X en complejo con la bCPA (PDB:
4CPA). La proteina madura se esta estabilizada por 3 puentes disulfuro y se estructura en
un nucleo globular integrado por 27 residuos que apenas presenta estructura secundaria
(figura 16). Del extremo N-t sobresalen 7 residuos, cuya funcidbn se desconoce, y del
extremo C-t 5 residuos, de los que 4 intervienen directamente en la inhibiciéon primaria de las
MCPs.

La cola C-t del PCI esta formada por los residuos Pro36-Tyr37-Val39-Gly39 y establece
contactos con residuos de los subsitios S3, S2, S1 y S1“ de la enzima (figura 17-A). El
residuo C-t Gly39 es escindido por la proteasa y permanece unido en el centro activo [188].
La Val38 es un residuo clave en la estabilizacién del complejo enzima-sustrato [189] y, tras
la escisién de la Gly39, constituye el nuevo residuo C-t del inhibidor, que se coordina con el
ion de zinc e interacciona con otros residuos de los subsitios S1 y S1% Los residuos del
inhibidor que participan en la formacion del sitio de interaccion secundario con la enzima son
la His15, Trp22, Phe23, Trp28, Asn29 y Ser30, siendo los residuos hidrofébicos los
principales responsables de la estabilizacion del complejo enzima-inhibidor [184]. A pesar de
que el PCIl es un potente inhibidor de las MCPs de la subfamilia M14A, Bayés y col.
descubrieron que la HzCPB es resistente a la inhibicion por PCI [39].

El PCl constituye una buena proteina modelo para el estudio del plegamiento de
proteinas ricas en puentes disulfuro, cuya produccion representa, habitualmente, una

problematica en el sector biotecnolégico [146].
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Por consiguiente, el plegamiento, desplegamiento y estabilidad de esta proteina ha sido
extensamente estudiado. Por otro lado, se ha descrito que el PCI se comporta como un
antagonista del Factor de Crecimiento Epidérmico humano (hEGF), con el que compite por
su union al receptor de EGF (EGFR) inhibiendo su activacién y la proliferacién celular
inducida por este factor de crecimiento. Asimismo, se demostré que el PCI era capaz de
suprimir el crecimiento de varias lineas celulares de adenocarcinoma pancreatico humano in

vitro e in vivo, proponiéndose su potencial aplicabilidad como agente antitumoral [187].

El inhibidor imaPCl corresponde a una isoforma natural del PCI recientemente
caracterizado que comparte una homologia secuencial y estructural extraordinaria con el
PCI. Del mismo modo que el PCI, también es sintetizado como un precursor monomérico
estabilizado por 3 puentes disulfuro que contiene un PS de secrecion, un pro-segmento N-t
de 27 residuos y los 39 residuos que forman parte de la proteina madura. La cola C-t
presenta una extension de 7 residuos C-t, idénticos en el PCI [190]. La principal diferencia
entre ambos inhibidores corresponde unicamente a los residuos Leu23, Thr29 y Ala30 del
imaPCl maduro, localizados en la regién de interaccién secundaria. Se ha demostrado que
el triple mutante natural del PCI (Phe23Leu, Asn29Thr, Ser30Ala) presenta K; superiores
frente a MCPs de la subfamilia M14A, deduciéndose que los residuos en esta posiciéon son
claves para la eficiente interaccion del inhibidor con la proteasa. Por consiguiente, distintas
variantes de PCI con capacidades inhibitorias diferentes podrian ser sintetizadas en las
patatas [190].

El MCPI es un inhibidor que apenas ha sido caracterizado y que comparte una identidad
secuencial muy elevada con su homodlogo PCI. Se trata de una proteina monomérica
estabilizada por 3 puentes disulfuro que es sintetizada en forma de precursor. Consta de un
PS de secrecion, un pro-segmento N-t de 32 residuos y los 38 residuos que forman parte de
la proteina madura [174]. La cola C-t presenta una extensién de 8 residuos con una
secuencia idéntica al PCI que, presumiblemente, inhibe a las MCPs de la subfamilia M14A

mediante su interaccion primaria con el centro activo de la enzima [191].

1.7.2.2 Inhibidor del parésito intestinal Ascaris

Los parasitos gastrointestinales del género Ascaris producen inhibidores para protegerse
de las proteasas digestivas del huésped (pepsina, tripsina, quimotripsina, elastasa,
catepsinas y MCPs) y evadir la respuesta inmune. El inhibidor ACI es una proteina
monomeérica que contiene 67 residuos en su forma madura y es secretado extracelularmente
gracias a la presencia de un PS de 20 residuos [176],[178]. Su localizacion en los tejidos del
parasito muestra que el inhibidor se expresa en los intestinos y el exoesqueleto, ademas de

en los ovarios y el utero de las hembras [175].
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La estructura 3D de ACI ha sido resuelta en complejo con la hCPA1 (PDB: 3FJU), una
de sus potenciales proteasa diana in vivo. Presenta un plegamiento similar a la latexina y
consiste en un dominio N-t y C-t estructuralmente similares, unidos por una hélice-a que
actua de segmento de conexion. Cada dominio contiene una horquilla-B formada por 2
cadenas-B antiparalelas y estabilizada por 2 puentes disulfuro (figura 16). En conjunto, la

estructura se mantiene por un de total 5 puentes disulfuro [175].

La cola C-t de ACI esta formada por Asp65-Leu66-Leu67 y ocupa los correspondientes
subsitios S3, S2 y S1 en la enzima (figura 17-A), de manera que el carboxilo de la Leu67 C-
t se coordina con el ion de zinc. En este caso, ningun residuo del inhibidor ocupa la posicion
S1" de la enzima. La estabilizacion del complejo inhibitorio involucra también los residuos
Glu37, Phe39, lle57, Asn59, Lys60,Trp64 y Leu67 del dominio C-t, que participan en la

formacion del sitio de interaccion secundario de la enzima-inhibidor [175].

1.7.2.3 Inhibidor de la sanguijuela Hirudo medicinalis

El LCI se trata de una proteina monomérica formada por 66 residuos en su forma
madura, que es sintetizada con un PS de secreciéon de 15 residuos. El LCl es secretado
extracelularmente por la sanguijuela y participa en el mantenimiento de la sangre en su
estado liquido durante la ingesta y la digestion a través de la inhibicion de la CPU, evitando
asi la formacién de coagulos sanguineos [179]. Se ha propuesto el uso del LCl en la

prevencién o tratamiento de enfermedades trombdticas y el desarrollo parasitario [179].

La estructura 3D del inhibidor se ha resuelto en solucién acuosa mediante RMN (PDB:
1DTV, 1ZFl) y cristalografia de rayos X en complejo con la hCPA2 (PDB: 1DTD). EI LCI se
pliega en un unico dominio globular compacto estabilizado por 4 puentes disulfuro y formado
por una hoja-f antiparalela compuesta de 5 cadenas-f y una hélice-a corta (figura 16). El
45% de los residuos del LCI forman parte de elementos de estructura secundaria, un

elevado porcentaje en comparacion con otros inhibidores [179].

La cola C-t del LCI esta formada por la Pro63-Tyr64-Val65-Glu66 y ocluye los subsitios
S3, S2, S1y S1"de la enzima (figura 17-A). El Glu66 es escindido por la enzima y atrapado
en su centro activo, de manera que la Val65 corresponde al nuevo residuo C-t del inhibidor y
se coordina al ion de zinc catalitico y otros residuos del subsitio S1 y S1% La region de
interaccion secundaria involucra residuos de los bucles 31-82, 33-a1 y de la hélice a1, entre
los que cabe destacar la Tyr11, Pro13 y Trp41 por su importancia en la estabilizacion del

complejo.
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1.7.2.4 Inhibidores de las garrapatas Rhipicephalus bursa y Haemaphysalis

longicornis

Los inhibidores TCI y HITCI se trata de proteinas monoméricas de 75 y 77 residuos,
respectivamente, que contienen un PS de secrecion de ~20 residuos [180],[181]. Del mismo
modo que el LCI del hematéfago Hirudo medicinalis, el TCI y el HITCI inhiben la CPU para
mantener la sangre en un estado liquido durante la ingesta y la digestion [180]. Por
consiguiente, ambos presentan una potencial aplicabilidad en la prevencion o tratamiento de

enfermedades trombdticas y el desarrollo parasitario [192].

Se ha resuelto la estructura 3D del TCI en solucion acuosa por RMN (PDB: 2JTO, 2K2X)
y en complejo con la hCPB (PDB: 1ZLI), la bCPA (PDB: 1ZLH), la bTAFla (PDB: 3D4U,
30SL) y hTAFla (PDB: 3LMS) mediante cristalografia de rayos X. EL TCI y el HITCI son
proteinas homoélogas bidominio constituidas por un dominio N-t y C-t topolégicamente
similares, que estan unidos por un bucle muy corto. EI dominio N-t consta de una hélice-a
corta seguida de una hoja-B antiparalela formada por 3 cadenas-B y estabilizada por 3
puentes disulfuro. El dominio C-t también esta formado por una hoja-B antiparalela
constituida por 3 cadenas-p y estabilizada por 3 puentes disulfuro (figura 16). En total, 6
puentes disulfuro mantienen la estructura extraordinariamente estable de este inhibidor
[193].

El sitio de interaccion primario del inhibidor corresponde a la cola C-t Val72-Trp73-
Leu74-His75, que se une a los correspondientes subsitios S3, S2, S1, S1" del centro activo
de la enzima (figura 17-A). La His75 es escindida por la MCP, pero no permanece retenida
en el centro activo, y Leu74 C-t se coordina con el ion de zinc y otros residuos del subsitio
S1 de la enzima. El inhibidor también establece contactos secundarios a través de residuos
de su dominio C-t con regiones proximas al centro activo que participan en la eficiente
formacion y estabilizacion del complejo, entre los que destacan los residuos Glu46 y Arg52.
El TCl y el HITCI presentan un sitio de unién secundario adicional no identificado en ningun
inhibidor exégeno proteico de MCPs de la familia M14. Esta interaccién involucra al dominio
N-t del inhibidor, que se une a un exositio de la proteasa correspondiente al subsitio S4 a
través de los residuos Asn1, Cys10, Ser28 y Thr29 [192].

1.7.2.5 Inhibidor de Nerita versicolor

El NvClI es el primer inhibidor de MCPs aislado y caracterizado de un organismo marino.
Se trata de una proteina monomérica de 53 residuos que inhibe a las MCPs de la subfamilia
M14A con K; del orden de picomolar (pM) (excepto para CPA2, nM), siendo el inhibidor mas

potente identificado hasta la fecha [182].
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La estructura 3D del NvCl en complejo con la CPA4 (PDB: 4A94) ha sido resuelta
mediante cristalografia de rayos X y se observa un plegamiento globular estabilizado por 3
puentes disulfuro formado, basicamente, por 2 cadenas-B antiparalelas centrales

conectadas por 3 bucles, y 2 extensiones cortas N-t y C-t (figura 16).

La inhibicion de la enzima subyace en la interaccion primaria de la cola C-t del inhibidor
Tyr52-Ala53 con los subsitios S2, S1 del centro activo (figura 17-A). EI NvCl no contiene
ningun residuo en posicion P1" que interaccione con el subsitio S1*de la enzima, de manera
que la Ala53 se coordina directamente con el ion de zinc y otros residuos del subsitio S1.
Ademas, el residuo equivalente al Glu163 de la hCPA4 localizado en el subsitio S3 en las
peptidasas M14A, establece puentes de hidrogeno adicionales con las cadenas laterales de
la Cys51 y la Tyr52 del inhibidor, excepto en la CPA2. Se ha sugerido que esta interaccion
podria tener un rol clave en la estabilizaciéon del complejo NvCI-MCPs y en la reduccion de
la K; en 3 érdenes de magnitud respecto a los otros inhibidores exdgenos proteicos. El sitio
de interaccion secundario del NvCl esta formado basicamente por residuos de las cadenas-
B del inhibidor con regiones distantes al centro activo de la enzima, entre los que se incluyen
los residuos lle10, Asp11, Glu37, Cys38, GIn39 y la His40. La region de interaccién
secundaria es mucho mas extensa que en otros complejos enzima-inhibidor (excepto en el
TCI), contribuyendo sustancialmente a la estabilizacién del complejo y, probablemente,

también participe en la reduccion de la K [182].

1.7.2.6 Inhibidor de Sabellastarte magnifica

El SmCI es un nuevo inhibidor proteico aislado y caracterizado recientemente de otro
organismo marino, y constituye el inhibidor exégeno proteico de mayor tamano. Se trata de
un inhibidor multidominio N-glicosilado perteneciente a la familia BPTI/Kunitz, que consta de
una unica cadena polipeptidica de 165 residuos de extension. EI SmCI presenta la
peculiaridad de ser un inhibidor bifuncional muy potente capaz de inhibir simultaneamente 2
clases mecanisticas: MCPs y serin-proteasas de la familia S1, como la tripsina y la elastasa
pancreatica. Sin embargo, a diferencia de los otros inhibidores proteicos exdgenos de
MCPs, no es capaz de inhibir MCPs tipo-B [185].

La estructura 3D para el inhibidor en complejo con la hCPA4 (PDB: 4BD9) ha sido
resuelta mediante cristalografia de rayos X. Se observa una pequefia extension N-t seguida
de 3 dominios BPTI/Kunitz en tandem (D1, D2, D3) unidos por 2 bucles, aunque tan solo el
dominio D1-D2 presenta capacidad inhibitoria de MCPs [183]. El bucle entre el dominio D1y
D2 esta formado por una unica Gly, lo que favorece una extensa interficie de contacto entre
ambos dominios. El bucle entre los dominio D2 y D3, en cambio, esta formado por 8

residuos.
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Cada dominio globular esta estabilizado por 3 puentes disulfuro y se plega en una hoja-3
antiparalela central seguido de una hélice-a C-t, de manera que el SmCI contiene un total de
9 puentes disulfuro en su estructura. El extremo N-t de los dominios D1 y D2 carece de

estructura secundaria, mientras que en el D3 se observa una hélice-a N-t (figura 16) [185].

El SmCI presenta un mecanismo de inhibicion competitivo atipico, analogo al de los
inhibidores proteicos exdgenos “clasicos" C-t, que consiste en la union de la cola N-t Val3-
Ser2-lle1 al centro activo de la proteasa diana y la oclusion los subsitios S2 y S3 (figura 17-
A). La cola N-t del inhibidor no presenta ningun residuo en posicién P19, de manera que la
lle1 N-t se coordina con el ion de zinc indirectamente a través de una molécula de agua y
establece interacciones con residuos de los subsitios S1 y S2. La regiéon de interaccion
secundaria del SmCI es muy extensa e incluye multiples contactos de los 3 dominios del
inhibidor con la proteasa en regiones distantes del centro activo, aunque el bucle entre los
dominio D2 y D3 constituye el principal sitio de interaccion secundaria entre el inhibidor y la

enzima [185].
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2. INTRODUCCION A LOS MICROTUBULOS

Los MTs son el componente de mayor tamano del citoesqueleto en las células
eucariotas y juegan un papel clave en diversas funciones celulares, tales como el soporte
estructural, la morfogénesis, la organizacion espacial del contenido celular, la polaridad
celular, la segregacion de cromosomas durante la divisién celular, el trafico intracelular, la
secrecién y la motilidad de cilios y flagelos [194]. Alteraciones en las funciones de los MTs
estan asociadas a procesos fisiopatoldgicos como el cancer, ciliopatias y enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Huntington, el Alzheimer, el Parkinson, la

esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la paraplejia espastica hereditaria [195].

2.1 Estructura y heterogeneidad de los microtubulos.

Los MTs en eucariotas estan formados por tubulina, una proteina heterodimérica de
~100 kDa compuesta de las subunidades a- y B-tubulina. La tubulina representa el 3-4% del
contenido proteico de las células, llegando a alcanzar hasta un 20% en las neuronas del
cerebro [196].

Los heterodimeros de a- y B-tubulina solubles constituyen la “unidad basica” de los MTs
y polimerizan a temperatura fisiolégica en presencia de guanosin trifosfato (GTP) por adicion
de dimeros en uno o ambos extremos del protofilamento lineal. La interaccién lateral no
covalente de 13 protofilamentos forma un MT hueco cilindrico con un diametro externo de 25
nm. Ademas, pueden asociarse lateralmente formando dobletes (en axonemas de cilios y
flagelos) o tripletes (en centriolos del centrosoma y cuerpos basales) [197]. Recientemente,
Pilhofer y col. descubrieron MTs en bacterias del género Prosthecobacter constituidos por
los homodlogos bacterianos de la a- y B-tubulina denominados BtubA y BtubB. Los MTs
bacterianos estan formados s6lo por 5 protofilamentos tienen un diametro externo de 7,6 nm
[198].

Los MTs son estructuras polarizadas que contienen un extremo de crecimiento muy lento
formado por a-tubulina (extremo negativo), y el extremo opuesto compuesto de B-tubulina,
altamente dinamico y de crecimiento muy rapido (extremo positivo). El extremo negativo se
estabiliza mediante su anclaje a los denominados centros organizadores de MTs (MTOC),
unas estructuras celulares en las que ocurre la nucleacion de los MTs. Los MTOCs son
exclusivos de las células eucariotas e incluyen los centriolos, los cuerpos basales y el
cuerpo polar del huso en levaduras (equivalente al centrosoma de las células animales)

[197]. Recientemente, se ha definido el aparato de Golgi como un nuevo MTOC [199].
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Los MTs realizan sus diversas funciones celulares organizandose en estructuras mas
complejas con distintas geometrias y comportamientos dinamicos. Asi pues, los MTs forman
parte la red radial citoplasmatica, los centriolos del centrosoma, los cuerpos basales vy

axonemas de cilios y flagelos, y el cuerpo medio durante la division celular [197].

2.2 Dindmica de los microtUubulos

En la célula se produce un recambio continuo de la red de MTs. La vida media de un MT
individual es de 10 minutos, mientras que la vida media de una molécula de tubulina es de
mas de 20 horas. Por consiguiente, cada molécula de tubulina participa en la formacion y
despolimerizacion de muchos MTs durante su periodo de vida. Tanto la a- como la (-
tubulina unen GTP, pero solo el nucleétido trifosfato unido a la subunidad- se hidroliza a

GDP durante o poco después de la polimerizacion.

Esta hidrdlisis debilita la afinidad de la tubulina por la unién de moléculas adyacentes,
favoreciendo de este modo la despolimerizacion. El hecho de que un MT crezca o se
contraiga esta determinado por la velocidad de adicién de tubulina con respecto a la
velocidad de hidrdlisis de GTP. Mientras las nuevas moléculas de tubulina unidas a GTP se
incorporen mas rapidamente que el GTP sea hidrolizado, el MT mantendra una “tapa” de
GTP en su extremo positivo que permitira la adicién de nuevos dimeros y el crecimiento de
los MTs. Sin embargo, si la velocidad de polimerizacion se ralentiza, el GTP unido a la
tubulina en el extremo positivo del MT se hidrolizara a GDP y se iniciara la

despolimerizacién y contraccion del MT [200].

Un aspecto esencial de los MTs es que son estructuras muy dinamicas que estan
continuamente polimerizando y despolimerizando en la célula. Los MTs presentan un
comportamiento caracteristico denominado ‘“inestabilidad dinamica” que consiste en
alternancias rapidas y bruscas de periodos de crecimiento y acortamiento repentino de los
MTs. Ademas, los MTs experimentan otro fendmeno dinamico denominado “recambio
rotatorio” en el que ocurre una pérdida continua de tubulina unida a GDP desde el extremo
negativo y su reemplazo mediante la adicion de moléculas de tubulina unidas a GTP en el

extremo positivo del mismo MT [200].

2.3 El codigo de la tubulina

La diversidad de MTs funcionalmente distintos emerge de la heterogeneidad molecular
de la tubulina promovida por la expresion de diferentes isotipos de a- y B-tubulina y la

generacion de MPTs en el heterodimero de tubulina [123].
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La complejidad genética y quimica de la tubulina constituye la base del denominado
“‘codigo de la tubulina” por analogia al “codigo de las histonas” que gobierna el
empaquetamiento de la cromatina y la transcripcion génica. Segun esta hipétesis, enzimas
especializadas (“escritores”) cifrarian el cédigo generando MPTs en la cola C-t de los
diferentes isotipos de la tubulina. Estas MPTs representarian sefales quimicas para
proteinas interactoras (“lectores”) de los MTs, que son capaces de interpretar el codigo y
ejecutar funciones celulares especificas [194]. Considerando la diversidad de isotipos de la
tubulina, la gran variedad de MPTs y las infinitas combinaciones posibles que pueden
coexistir en una unica cola C-t, el numero de potenciales sefales distintas encriptadas en el

codigo de la tubulina es enorme y sumamente complejo de descifrar [201],[202].

2.3.1 La superfamilia de la tubulina

La implicacién de los MTs en un amplio conjunto de estructuras y funciones celulares
sugirio la “hipotesis de la multitubulina”, que afirma que diferentes isotipos de tubulina serian

necesarios para las variadas y especializadas funciones de los MTs [203].

En eucariotas superiores, tanto la a- como la B- tubulina contienen varios isotipos
producidos a partir de genes diferentes. En los seres humanos, 8 genes codifican para
distintos isotipos de a-tubulina y 9 genes para distintos isotipos de B-tubulina (figura 18). En
cambio, en organismos como T. thermophila y las levaduras S. cerevisiae y S. pombe, tan
solo 1 o 2 genes codifican para cada subunidad de la tubulina. Aunque algunos isotipos
estan restringidos a células especializadas (Blla y Bllb estan enriquecidos en cerebro y
células epiteliales; Bl en células neuronales especificas; BlVa en estructuras flagelares y
ciliadas; BVI en plaquetas y células hematopoyéticas, etc.), en la mayoria de tejidos se
expresan varios isotipos que podrian combinarse para crear diferentes ap-heterodimeros.
Por consiguiente, los MTs pueden contener mezclas de isotipos o estar formados
basicamente de un Unico isotipo, de manera que las diferentes combinaciones posibles

permiten generar sub-poblaciones de MTs con propiedades Unicas [204],[205].

El analisis secuencial de las variantes isotipicas de la a y la B-tubulina revela que todas
ellas estdan muy conservadas en sus primeros ~400 residuos, presentando una variabilidad

limitada fundamentalmente a la composicién y longitud de su region C-t acidica.

Los isotipos de la a-tubulina tienen una cola C-t con una extensién de 10-12 residuos y
se caracterizan por presentar una Tyr C-t codificada genéticamente (figura 18). No
obstante, el isotipo a4A representa una isoforma constitutivamente detirosinada, cuya
expresion supondria un incremento en el conjunto de MTs detirosinados en ausencia de

MPTs, y el isotipo a8 presenta una Phe C-t en vez de una Tyr.
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El isotipo a8 conserva las propiedades quimicas aromaticas para el aminoacido C-t
posiblemente de una forma permanente, ya que la enzima que cataliza la detirosinacion de

la tubulina no es capaz de escindir la Phe C-t o lo hace de forma ineficiente.

Genes Isotipos
(0000eEQEEEE0REE0 TUBB Bl
// — 00000R00VO000B00RCE0 TUBB1 VI
. : TUBB2A/B Blla/Blib
i TUBB3 Bl
7 | 000060000000 TUBB4A R
y [LEEEGE F EEEAEEEN M TUBB4B BIVb
Ry » TUBBS6 BV
(LEEEEDEE YAEEEVA TUBBS8 gVII
[ 00000OEECEEEQH TUBA1A/B  alA/alB
TUBA1C alC
0000000000 TUBA3C/D/E  a3C/a3D/a3E
600000000 TUBA4A adA
L5 F EEENEG EE F) TUBAS a8

Figura 18. Heterogeneidad de las colas C-terminales en los isotipos de la a- y la B-tubulina
humanas. Representacion esquematica del heterodimero de tubulina mostrando la secuencia
aminoacidica de las colas C-terminales a partir del ultimo residuo incluido en el dominio globular
compacto de la tubulina. Los aminoacidos son indicados en el codigo de una letra y coloreados segun
sus propiedades bioquimicas. La nomenclatura de los distintos isotipos y los genes que las codifican
se muestran a la derecha de la imagen. Figura adaptada de [202].

Los isotipos de B-tubulina, en cambio, tienen una cola C-t mas extensa formada por 16-
22 residuos y mucho mas. Se caracterizan por carecer del residuo aromatico C-t codificado
genéticamente en los isotipos de la a-tubulina y, en su lugar, la mayoria contienen una Ala
C-t, a excepcion de BVI (His), Bl (Lys), BV (Gly) (figura 18).

Las diferentes a- y B-tubulinas mantienen una identidad secuencial superior al 90%
respecto a los otros miembros de su mismo isotipo, excepto TUBB1 que comparte una
identidad del 78% con los demas isotipos de B-tubulina. ElI hecho de que los genes
codificantes para los distintos isotipos de la tubulina sean de los genes eucariotas mejor
conservados refleja la importancia de la preservacion de su estructura terciaria para el
correcto ensamblaje de los MTs (figura 19-A). Nogales y col. desarrollaron un modelo
atomico del heterodimero de ap-tubulina empleando aproximaciones de cristalografia
electronica y determinaron que los mondmeros de a- y B-tubulina consisten en un nucleo
globular compacto casi idéntico con colas C-t altamente desestructuradas y cargadas

negativamente proyectadas hacia la superficie externa del MT [206] (figura 20-B).
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A B

Microtubulo Nucleo tubulina

Cola C-terminal

Figura 19. Representacion esquematica de la localizacion de la cola C-terminal de la tubulina
en los microtubulos. (A) Los MTs son estructuras poliméricas constituidas de 13 protofilamentos
lineales de tubulina, una proteina heterodimérica de 100 kDa compuesta de las subunidades a y 8
(esferas gris oscuro y gris claro, respectivamente). (B) Ampliacién de un heterodimero de tubulina
mostrando la estructura terciaria practicamente idéntica de las subunidades a y 3 y su plegamiento en
un nucleo globular compacto conservado y una cola C-t desestructurada de longitud y composicién
variable. Figura extraida de [202].

Dada que la cola C-t representa la mayor fuente de variaciéon entre los diferentes isotipos
de a y B-tubulina, se ha propuesto que esta region es responsable de su especificidad
funcional. La longitud de las colas C-t varia entre los diferentes isotipos y podria influenciar
la interaccion entre los MTs y las proteinas asociadas a MTs (MAPs). Ademas, esta
enriquecida en aminoacidos cargados negativamente que regularian la interaccion

electroestatica con enzimas que catalizan modificaciones post-traduccionales [123],[207].

Ademas de la o- y la B-tubulina (y sus respectivos isotipos) existen otras tubulinas
denominadas vy, 6, €, €, { y K que, en conjunto, constituyen la superfamilia de la tubulina.
Las tubulinas a, B, y, ® estan presentes en todos los eucariotas y, en algunos casos, son las
unicas tubulinas existentes (S. cerevisiae, A. thaliana, C. elegans y D. melanogaster). En
cambio, el protozoo T. brucei presenta al menos 6 tubulinas de la superfamilia (a, B, v, 6, €,
0). Curiosamente, todas estas tubulinas han sido identificadas en los centrosomas y cuerpos
basales. La y-tubulina corresponde a la tubulina mejor estudiada tras la a y la B-tubulina, con
las que comparte un 30% de identidad secuencial. Se localiza en los MTOCs en las células
interfasicas, siendo un componente clave para la nucleacion y la estabilidad de los MTs. En
las células mitdticas, la y-tubulina se localiza en los centrosomas, en los MTs del huso
mitético y en el cuerpo medio durante la citocinesis. Los otros miembros de la superfamilia
de la tubulina han sido vagamente y poco o nada se conoce acerca de su funcion y/o

relevancia biolégica [208].
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2.3.2 Modificaciones post-traduccionales de la tubulina

La generacion de MPTs representa un poderoso mecanismo para el incremento de la
diversidad proteica y la regulacion de la funcién de las proteinas de forma rapida vy,
fundamentalmente, reversible. La region C-t de la tubulina constituye un “punto caliente”
para la adicion o eliminacion enzimatica selectiva de grupos quimicos al heterodimero de a y
B-tubulina. Las principales MPTs de la tubulina y mejor caracterizadas son la acetilacion,
fosforilacion, poliaminacion, poliglutamilacion, detirosinacion, poliglicilacion y la generacion
de A2- y A3-a-tubulina [208],[209]. La mayoria tienen lugar en la region C-t de la a- y/o B-
tubulina de los MTs, a excepcidn de la acetilacidn, fosforilacién y poliaminaciéon que ocurren
en el nucleo globular de las subunidades a- y/o B-tubulina, y de la deacetilacion y la

tirosinacion, que afectan estrictamente al dimero de tubulina soluble (figura 20).

Microtabulo

Figura 20. Modificaciones post-traduccionales de la tubulina. Representacion esquematica de las
principales y mejor caracterizadas MPTs descritas en el heterodimero de tubulina. Aunque la mayoria
de MPTs ocurren en la cola C-t, la acetilacion K40 de la a-tubulina se localiza en la luz del MT, la
acetilacion K252 de la B-tubulina en la interficie entre las subunidades a- y B-tubulina, y la
poliaminacion en Q15 y la fosforilacion en S172 en la region globular de la B-tubulina. La
detirosinacion, A2-tubulina y A3-tubulina ocurren en el extremo C-t de la a-tubulina, mientras que la
glicilacion y la glutamilacion se localizan en diferentes puntos de la region C-t de la tubulina. Los
aminoacidos de la cola C-t son indicados en el cédigo de una letra y coloreados segun sus
propiedades bioquimicas. La secuencia C-t de la a- y la B-tubulina corresponde a los isotipos Bla y
Bllb, respectivamente. Figura adaptada de [123].
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Otras MPTs se han identificado en la tubulina (palmitoilacion, sumoilacion, ubiquitinacion,
S-nitrosilacion, glicosilacion, arginilacion y metilacion) [210], pero apenas han sido
estudiadas y se desconoce su potencialidad en la regulacién de la dinamica y funcionalidad
de los MTs [123].

2.3.2.1 Detirosinacién de la a-tubulina

La detirosinacion de la subunidad a-tubulina fue la primera MPT descrita en la tubulina
en 1973. Consiste en la eliminacion proteolitica de la Tyr C-t codificada genéticamente en la
mayoria de isoformas de la a-tubulina por una CP aun desconocida tras la incorporacion del

heterodimero de tubulina al MT en formacion (figura 20).

La detirosinacion es una MPT reversible, de manera que los heterodimeros de af-
tubulina detirosinados solubles pueden retirosinarse de nuevo en su subunidad a mediante
la accién de la enzima denominada tubulina tirosina (Tyr) ligasa (TTL). En las células, la TTL
retirosina de forma rapida y eficiente todos los dimeros solubles de tubulina, de manera que
MTs polimerizados de corta edad estan constituidos casi exclusivamente de tubulina

tirosinada (“Tyr-tubulina”®).

El ciclo de tirosinacién/detirosinacion opera en la mayoria de eucariotas excepto en
levaduras, en las que la Tyr C-t es reemplazada por Phe. Su relevancia funcional se
desconoce, pero los MTs que contienen tubulina detirosinada (“deTyr-tubulina” o “Glu-
tubulina”) son, generalmente, mas estables y resistentes a la despolimerizacion inducida por
frio o nocodazol [211]. Aunque los MTs polimerizados no son estabilizados por la
detirosinacion de la a-tubulina per se, éstos son menos susceptibles a la despolimerizacion

por la interaccion de moléculas reguladoras de la dinamica de los MTs.

Los MTs citosdlicos en interfase, los MTs del cono de crecimiento axonal y los de las
neuritas de las neuronas estan enriquecidos en tirosinacion, mientras que los MTs del
cinetocoro, del cuerpo medio y los axones neuronales estan principalmente detirosinados
[210],[212]. EI ratén deficiente en el gen que codifica para la TTL presenta una enorme
acumulacion de Glu-tubulina y A2-a-tubulina, muriendo al poco de nacer con problemas

respiratorios, ataxia y una morfologia neuronal profundamente alterada [213].

2.3.2.2 Generacion de A2- y A3-a-tubulina

La o-tubulina detirosinada (-GEE) en el MT puede sufrir una segunda protedlisis que
elimina el Glu codificado genéticamente terminal de forma irreversible generando A2-o-
tubulina (-GE) (figura 20). La generacién de A2-a-tubulina requiere la detirosinacion previa

de la a-tubulina, por lo que los niveles de A2-a-tubulina estan indirectamente regulados por
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el ciclo de tirosinacion/detirosinacién. La A2-a-tubulina puede representar mas del 35% de la
tubulina total en el cerebro, pero su relevancia funcional no esta clara. Dada la naturaleza
irreversible de esta MPT, se ha propuesto que la generacién de A2-a-tubulina mantendria a
los MTs en un estado de detirosinacion permanente que los protegeria frente a la

despolimerizacién [213].

La A2-a-tubulina esta restringida a MTs muy estables como los de los axones de las
neuronas diferenciadas y los axonemas de cilios y flagelos. Ademas, la formacién de A2-a-
tubulina ocurre en las etapas finales de la diferenciacion funcional, en la que los MTs son
excluidos de la dinamica de los MTs de polimerizacién-despolimerizacion. Por consiguiente,

la generacion de A2-a-tubulina parece tener un papel relevante en la estabilidad de los MTs.

Las enzimas responsables de la generacion de A2-a-tubulina pertenecen a la subfamilia
M14D de las MCPs o CCPs (ver apartado 1.4.4). Asimismo, estas enzimas son capaces de
generar A3-a-tubulina (-G), una nueva MPT generada mediante la eliminacion del Glu C-t de

la A2-a-tubulina y cuya relevancia biolégica se desconoce completamente [124] (figura 20).

2.3.2.3 Acetilacion de la a-tubulinay B-tubulina

La Lys40 de la a-tubulina expuesta en la superficie de la luz del MT es la principal diana
para la modificacion por acetilacién. Se ha identificado también la acetilaciéon de la Lys252
de la B-tubulina en el heterodimero soluble por la acetiltransferasa San, inhibiendo
probablemente su incorporacién al MT [123],[214] (figura 20). Otros potenciales sitios de
modificacion se han identificado por espectrometria de masas (MS) en las subunidades a- y

B-tubulina, pero aun no han sido validados.

La N-acetiltransferasa 1 (aTAT1) y la proteina elongadora 3 (ELP3) son las principales
acetiltransferasas responsables de la modulacion de los niveles de a-tubulina acetilada en
Lys40 en las células animales. La supresiéon de la actividad de aTAT1 impide la acetilacién
de los MTs, aunque la regulacién y la especificidad de sustrato de esta enzima se
desconocen. Ratones deficientes en el gen codificante para aTAT1 son menos fértiles
debido a problemas en la morfologia y motilidad de los espermatozoides. La deacetilacion
de la o-tubulina acetilada en la Lys40 del dimero soluble es catalizada por la histona
deacetilasa 6 (HDACSG) y sirtuina 2 (SIRT2) [210],[215].

Los MTs acetilados estan enriquecidos en formaciones de MTs muy estables como los
axones neuronales y los cuerpos basales de cilios y flagelos, aunque también se detecta en
MTs del huso mitético y el cuerpo medio durante la division celular. Estudios recientes
sugieren que la acetilacion de la tubulina promueve la ciliogénesis, el desarrollo de las

neuritas neuronales y el transporte intracelular regulando el trafico de motores moleculares.
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Sin embargo, la funcién de esta MPT en todas estas poblaciones de MTs sigue siendo
muy incierta. Finalmente, la acetilacion de la tubulina ocurre con cierto retraso tras el

ensamblaje del MT, propiedad que se emplea como indicador de la edad del polimero [215].

2.3.2.4 Fosforilacién de la a-tubulinay B-tubulina

La fosforilacion de la tubulina es una MPT poco caracterizada cuya relevancia funcional
se desconoce. La o-tubulina se fosforila en una Tyr no identificada cerca de su extremo C-t
por la tirosina quinasa de bazo (Syk) y en la Ser165 por la proteina quinasa C (PKC) [216],
mientras que la fosforilacion de la B-tubulina ocurre en la Ser172 por el complejo
Cdk1/ciclinaB [217] (figura 20). La fosforilacién de la subunidad B-tubulina tiene lugar en la
tubulina soluble de células mitéticas, inhibiendo la incorporacién de los heterodimeros al
polimero en crecimiento. Por consiguiente, la fosforilacion en Ser172 podria regular la

dinamica de los MTs durante la divisién celular [201],[207].

2.3.2.5 Poliaminacién de la a-tubulinay B-tubulina

La poliaminacion de la tubulina se ha caracterizado muy recientemente como una MPT
irreversible que consiste en la adicidon covalente de poliaminas (putrescina, espermina y
espermidina) a distintas GIn de las subunidades a- y B-tubulina solubles o tras su
incorporacion al MT por la enzima transglutaminasa (TG). La principal diana para la

poliaminacién es la GIn15 en la subunidad-f (figura 20).

La poliaminacién es la unicas MPTs que introduce cargas positivas en las tubulina,
modificando su punto isoeléctrico (pl). Los sitios de poliaminaciéon estan préximos a las
interficies de polimerizacion y, posiblemente, afecta a la incorporacion de los heterodimeros

de tubulina y la estabilidad de los MTs.

La tubulina poliaminada esta particularmente enriquecida en las neuronas y su funcion
se relaciona con el crecimiento de las neuritas, diferenciacion neuronal y estabilidad de los
MTs in vitro [210],[218]. La tubulina neuronal, los MTs polimerizados y los MTs estabilizados
por taxol son sustratos para la TG y su poliaminacion previene la despolimerizacion frente al
frio, al tratamiento con calcio y farmacos antimitéticos. Ademas, la inhibicion de la sintesis
de poliaminas con difluorometilornitina (DFMO) o la delecion de TG2 (la principal TG

citoplasmatica) reduce la estabilidad de los MTs in vitro.

Esta MPT puede tener un efecto neuroprotector contribuyendo a mantener la estabilidad
de las estructuras axonales, pero puede desencadenar condiciones patolégicas cuando la
desregulacion de la hiperestabilidad de los MTs implica una reduccion de la plasticidad y

alteracion de la funcion sinaptica [210].
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2.3.2.6 Glutamilacion de la a-tubulinay g-tubulina

La glutamilacion es una MPT reversible evolutivamente conservada desde los protistas a
los mamiferos que genera cadenas laterales de Glu de longitud variable (1-20 unidades) en
el grupo y-carboxilo de Glu concretos de la secuencia primaria de la tubulina y otras

proteinas (figura 20, 21).

La glutamilacién de la tubulina ocurre en la regién C-t de sus subunidades a y B tras la
incorporacién del heterodimero al MT y se realiza en 2 pasos bioquimicamente distintos
denominados reaccion de iniciacion y reaccidén de elongacion. En la reaccion de iniciacion el
grupo a-amino de un Glu entrante se une covalentemente mediante un enlace isopeptidico
(amida) al grupo y-carboxilo del Glu de la cadena principal. Las subsiguientes reacciones de
elongaciéon afiaden Glu adicionales para formar la cadena de poli-E, formando un enlace
peptidico entre el grupo a-carboxilo del ultimo Glu incorporado y el grupo a-amino del Glu

entrante (figura 21).

Los niveles de glutamilacidn en la célula dependen de la actividad balanceada de las
enzimas que incorporan y eliminan Glu a la region C-t de la tubulina. Las enzimas que
catalizan la glutamilacién se denominan glutamilasas y forman parte de una familia proteica
denominada “ligasas similares a la TTL” (TTLL), que incluye también a las glicilasas de la
tubulina y a la TTL [219],[220],[221],[222]. Las enzimas que catalizan la deglutamilacion
generada por las glutamilasas son las denominadas CCPs [124] (ver apartado 1.4.4) (figura
21).

Se han identificado 7 glutamilasas activas en la familia TTLL con diferentes
especificidades de sustrato y preferencia por la iniciacién o elongacién de la cadena de Glu,
sugiriendo que los patrones de glutamilacion de los diferentes subtipos de MTs estan
directamente determinados por las especificidades de las enzimas involucradas en su
generacion [221]. Las TTLL4, TTLL5 y TTLL7 tienen preferencia por la reaccién de
iniciacion, mientras que TTLL6, TTL11 y TTLL13 prefieren catalizar la elongacion de la
cadena de poli-E. Por otro lado, las TTLLS, TTLL6, TTLL11 y TTLL13 actuan
preferiblemente sobre la subunidad a de la tubulina, mientras que TTLL4 y TTLL7 sobre la
subunidad B (figura 21). Curiosamente, la TTLL7 puede catalizar in vitro indistintamente la
reaccion de iniciaciéon y elongacion sobre la B-tubulina [223], de igual modo que la TTLL6 y
TTLL11 también son capaces de iniciar nuevas cadenas en la subunidad a-tubulina. Por otro
lado, la TTLL1 es la principal glutamilasa neuronal y cataliza la elongacion de la subunidad a

formando parte de un complejo del que depende su actividad enzimatica [219].
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Glutamilacion ©

Poliglutamilacion ©

Glutamilasas _ Glutamilasas
(TTLL4,5,7) (TTLLL,6,11,13) g

Deglutamilasa
(ccps)

Deglutamilasa
(CCP1,2,3,4,6)

Figura 21. Glutamilasas y deglutamilasas de la tubulina. La generaciéon de cadenas laterales de
poli-E en la cola C-t de la a- y la B-tubulina se inicia con la adicién del primer Glu de la cadena al Glu
de ramificacion de la secuencia primaria por las enzimas TTLL4, 5, y 7. La elongacién de la cadena la
realizan la TTLL1, 6, 11 y 13. La reaccion inversa es catalizada por enzimas deglutamilasas. La
CCP1, 2, 3, 4 y 6 eliminan los Glu unidos mediante enlaces peptidicos de la cadena de
poliglutamatos, pero solo CCP5 es capaz de hidrolizar el enlace isopeptidico del Glu ramificado. TTLL
= ligasa similar a TTL; CCP = carboxipeptidasa citosdlica. Figura extraida de [194].

La glutamilacion (y otras poli-modificaciones como la glicilacién) no constituye un
mecanismo de regulacion ON/OFF, sino que genera un amplio rango de senales funcionales
que permiten un ajuste muy fino y regulado de la sefal. Los mudltiples patrones de
glutamilacion posibles generan mayor o menor densidad de cargas negativas en la regién C-
t del heterodimero de la tubulina dependiendo de la longitud variable de la cadena de Glu, la
presencia de varios Glu en la secuencia primaria C-t de la tubulina susceptibles de ser
glutamilados y la modificaciéon selectiva de los distintos isotipos de la subunidad a- como la
B-tubulina [224].

La glutamilacion es generalmente reconocida como una MPT que afecta a la tubulina,
pero no se encuentra restringida a ésta. Proteinas como la proteina de ensamblaje del
nucleosoma 1 (NAP1), la proteina de ensamblaje del nucleosoma 2 (NAP2) [225], las
fosfoproteinas acidicas nucleares A, B y E de la familia 32 (ANP32A, B y E), SET,
nucleofosmina B23, nucleolina, el factor nuclear 45 (NF45) y la proteina 1 rica en Pro, Leu y
Glu (PELP1) son también modificadas por glutamilacién. Muchos de estos sustratos estan
relacionados con la remodelacién de la cromatina, por lo que se ha propuesto que la
glutamilacion de los MTs y de proteinas relacionadas con la cromatina permitiria la
coordinacién entre la dinamica del huso mitético y los cambios en la estructura de la

cromatina durante la mitosis [226].

Los MTs citoplasmaticos de las células interfasicas presentan niveles muy bajos de
glutamilacion, la zona de transicion de los MTs ciliares estan monoglutamilados y los MTs
estables como los que se encuentran en neuronas, centriolos, axonemas y cuerpos basales
estan muy poliglutamilados. No obstante, los niveles de poliglutamilacion también son local y
temporalmente elevados durante la division celular en los MTs dindmicos del huso mitético y
el cuerpo medio [209],[224].
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La glutamilacion es esencial para la motilidad de cilios y flagelos, la estabilidad de los
centrosomas y el crecimiento neuronal. El ratén deficiente para el gen de la Ttll1 presenta
alteraciones en el batido de los cilios méviles del epitelio de la traquea, lo que origina la
acumulacion de moco y tos. De forma analoga, la TTLL6 es un importante regulador del
batido de los cilios de las células ependimales de los ventriculos cerebrales, esencial para el
correcto flujo de liquido cefalorraquideo. En Tetrahymena, la sobreexpresion de TtlI6Ap
provoca la estabilizacion de los MTs citoplasmaticos y la desestabilizacion de los MTs del

axonema de los cilios [209].

Numerosos estudios confirman que la alteracién en los patrones de glutamilaciéon de la
tubulina deslocaliza motores moleculares, afecta al trafico intracelular, la transmision
sinaptica y provoca degeneracion [221]. Ademas, publicaciones recientes apuntan a una
potencial asociacién de niveles de glutamilacién alterados con la tumorogénesis y la
resistencia a farmacos quimioterapéuticos dirigidos a MTs, de manera que la regulacion de
la actividad de las enzimas poliglutamilasas y deglutamilasas se esta convirtiendo en una

incipiente diana farmacoldgica en la terapia contra el cancer [227],[228].

2.3.2.7 Glicilacién de la a-tubulinay B-tubulina

La glicilacion es una MPT reversible que genera cadenas laterales de Gly de longitud
variable en el grupo y-carboxilo de residuos concretos de Glu presentes en la secuencia
primaria de la tubulina y otras proteinas (figura 20). La glicilaciéon podria regular la
poliglutamilacién al competir por la modificacion de Glu en la region C-t del heterodimero de
tubulina. De hecho, se ha demostrado experimentalmente que los niveles de

poliglutamilacién se incrementan tras la deplecion de la poliglicilacion [220].

La glicilacion de la tubulina ocurre en la region C-t de sus subunidades a y B tras la
incorporacion del heterodimero al MT y se realiza en 2 pasos bioquimicamente distintos
también denominados reaccion de iniciacién y reaccidon de elongacion. En la reaccién de
iniciacion el grupo a-amino de una Gly entrante se une covalentemente mediante un enlace
isopeptidico (amida) al grupo y-carboxilo del Glu de la cadena principal. Las subsiguientes
reacciones de elongacion afiaden Gly adicionales para formar la cadena de poliglicinas (poli-
G) formando un enlace peptidico entre el grupo a-carboxilo de la ultima Gly incorporada y el
grupo a-amino de la Gly entrante [229]. Por otro lado, ademas del heterodimero de tubulina,
también se ha descrito la glicilacion de otras proteinas identificadas como sustratos de las
glutamilasas, incluyendo NAP1, NAP2, ANP32A, ANP32B, SET y nucleolina, incrementando
el potencial biolégico de esta MPT [220].
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La glicilacion es catalizada por unas enzimas denominadas glicilasas pertenecientes a la
familia TTLL y, hasta la fecha, se han identificado 3 glicilasas activas con diferentes
especificidades de sustrato y preferencia por la iniciacion o elongacion de la cadena de Gly.
La TTLL3 y TTLL8 son las enzimas que catalizan la reaccion de iniciacion e incorporan la
primera Gly del punto de ramificacién de la cadena, mientras que la TTLL10 cataliza la
elongacién de la cadena de poli-G [220]. Las enzimas deglicilasas que eliminan las cadenas
de Gly laterales no han sido aun identificadas en humanos. En Giardia duodenalis, las
deglicilasas dipeptidasa 1 (gDIP1) y dipeptidasa 2 (gDIP2) de la subfamilia M20C de las
MCPs deglicilan la tubulina in vitro [230].

La glicilacion en mamiferos esta restringida a los MTs de los axonemas de cilios moviles
y flagelos, mientras que en protistas su localizacién es mas amplia y se extiende a diferentes
estructuras citoplasmaticas formadas por MTs [123]. En los seres humanos, la TTLL10 es
inactiva debido a 2 mutaciones que afectan al dominio TTL, de manera que las proteinas
humanas susceptibles de ser gliciladas unicamente pueden ser monogliciladas. No obstante,

la ausencia de cadenas de poli-G no afecta a la motilidad de cilios y flagelos.

Su funcion se relaciona con el mantenimiento del axonema de los cilios y flagelos
moviles, y la proliferacion celular [210]. La delecién de la glicilasa de Drosophila dmTTLL3B
provoca un significativo descenso de la viabilidad y esterilidad en las moscas supervivientes,
debido a la desestructuracién del axonema de los espermatozoides en las ultimas etapas de
la espermatogénesis [220]. Mutaciones en TTLL3 se han correlacionado con el cancer de
mama y colorrectal [231] y el ratdén deficiente en el gen codificante para TTLL3 elimina por
completo la glicilacién de la tubulina en el colon, lo que provoca una reduccion en los cilios

primarios y estimula la carcinogénesis en colon.

2.3.3 Proteinas interactoras de microtubulos

Muchas de las funciones y la dinamica de los MTs estan mediadas por un complejo y
variado conjunto de proteinas interactoras de MTs que reconocen las MPTs generadas en el
ap-heterodimero de la tubulina. A pesar de los progresos realizados en los ultimos afos,
poco se conoce acerca de la regulacion y de los efectos de las MPTs en la atraccion y la
actividad de las proteinas interactoras de MTs [202],[232]. Hay 3 clases principales las
proteinas interactoras de MTs: las MAPs, las proteinas de unién a los extremos positivos de

los MTs (+TIPs) y los motores moleculares.

Las MAPs son proteinas asociadas de forma estable a los MTs y cuya funcién se
relaciona con la estabilidad y la organizacion de los MTs, especialmente en las células
neuronales. Las MAPs incluyen, entre otras muchas, las proteinas estabilizadoras de MTs

Tau, MAP1 y MAP2, y las proteinas desestabilizadoras katanina y espastina, [194].
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In vitro, Tau, MAP1B y MAP2 se unen preferentemente a los MTs con niveles de
poliglutamilacion moderados (~3 Glu), mientras que MAP1A se une a largas cadenas de
poli-E (~6 Glu) [233]. La espastina y la katanina también prefieren MTs decorados en su
superficie con largas cadenas de poli-E, promoviendo el corte de los MTs y la generacion de
nuevos extremos positivos y negativos [234],[235]. La espastina también tiene afinidad por
MTs detirosinados y acetilados, catalizando de igual modo su escisién [234],[236]. Por otro
lado, la poliglutamilacion de los MTs favorece la interaccion de SEPT2 e impide la unién del
inhibidor del transporte intracelular de vesiculas MAP4, promoviendo asi el trafico post-Golgi

de vesiculas [237].

Las +TIPs son un tipo especializado de MAPs que se unen de forma transitoria al
extremo positivo de los MTs y modulan la dinamica de los MTs y la interaccién con otras
estructuras celulares. La detirosinacion de la tubulina se correlaciona negativamente con la
asociacion de la proteina conectora citoplasmatica-170 (CLIP-170) y la p150glued a los
MTs. Estas proteinas contienen un dominio CAP-Gly que reconoce la a-tubulina sin
modificar y permite su unién con el MT, de manera que la detirosinacion de la tubulina
provoca la deslocalizacion de las proteinas CLIP-170 y p150Glued [238],[239]. Las proteinas
motoras comprenden quinesinas y dineinas, y emplean la energia procedente de la hidrélisis
del ATP para el transporte de moléculas a lo largo de los MTs, el movimiento de cilios y
flagelos, la separacion de los cromosomas durante la division celular y la despolimerizacion
de los MTs.

La detirosinacion de la tubulina impide la unién de proteinas motoras despolimerizadoras
de los MTs, como la quinesina asociada al cinetocoro (MCAK) y el miembro 2A de la familia
de las quinesina (KIF2A), incrementando asi su longevidad. En cambio, el miembro 5 de la
familia de las quinesina (KIF5) se une preferentemente a MTs detirosinados, favoreciendo el
transporte intracelular. La acetilacién de la a-tubulina regula positivamente la interaccién de
la dineina y KIF5 a los MTs, estimulando el transporte anterégrado y retrogrado de vesiculas
sinapticas. Finalmente, la reduccién de los niveles de glutamilacién en los MTs axonales
disminuye la afinidad del miembro 17 de la familia de las quinesinas (KIF17) y del 1A
(KIF1A) por los MTs, afectando al trafico de vesiculas sinapticas y la transmisién sinaptica
[240].
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3. INTRODUCCION A LA DIGESTION PROTEICA

Las proteinas procedentes de la ingesta de alimentos y de fuentes endégenas deben ser
degradadas a sus aminoacidos componentes previamente a su distribucién sistémica a
través del torrente sanguineo. La digestién proteica en humanos se compone de una etapa
gastrica y de una etapa intestinal en las que tiene lugar la degradacién enzimatica de las
proteinas y péptidos a aminoacidos libres y péptidos de pequefio tamano absorbibles por
células especializadas del intestino. La culminacion de la degradacion de los péptidos
pequenos a nivel celular, permite completar el conjunto de aminoacidos libres que deberan

ser transportados a la circulacién sanguinea para su distribucién.

3.1 Etapa gastrica

En esta primera etapa, el ambiente acido del estémago favorece la desnaturalizaciéon de
las proteinas y la accidén de las enzimas proteoliticas. La pepsina es la principal proteasa
presente en el jugo gastrico y se trata de una aspartil-endoproteasa sintetizada y secretada
como un precursor inactivo denominado pepsinégeno por las células principales de las
glandulas oxinticas gastricas. La conversién del pepsinégeno a pepsina se produce por el
contacto con el acido clorhidrico secretado por las células parietales del estémago. La
pepsina degrada las proteinas en fragmentos peptidicos grandes mediante la hidrdlisis de
enlaces peptidicos internos del extremo amino de residuos hidrofébicos, preferiblemente

aromaticos [241].

3.2 Etapa intestinal

La siguiente fase de la digestion proteica es la fase intestinal, que se inicia con el vertido
del contenido estomacal al duodeno intestinal a través de la valvula pilérica. Consta de 3
fases bien estudiadas y que se pueden definir segun la localizacion en la que tiene lugar el
proceso digestivo. Durante esta etapa, se consigue la degradacion total de los fragmentos
de proteinas a aminoacidos libres. En la figura 22 se muestra un esquema de las distintas

etapas intestinales y de las principales enzimas que participan en cada una de ellas.
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Figura 22. Esquema de la interrelacién entre las endopeptidasas y exopeptidasas digestivas en
el intestino delgado. Resumen de la digestidn proteica en la luz intestinal (fase 1), el borde en cepillo
de los enterocitos (fase Il) y en el citosol de los enterocitos (lll). En cada fase intervienen proteasas
con especificidades de sustrato distintas que generan productos empleados por las proteasas de la
siguiente fase como sustrato. La accion combinada de las distintas proteasas intestinales permite la
degradacion completa de las proteinas enddégenas y procedentes de la dieta a aminoacidos libres.
Los aminoacidos son exportados desde el enterocito al torrente sanguineo a través de
transportadores especializados para su distribucion sistémica. CPA1, carboxipeptidasa A1; CPA2,
carboxipeptidasa A2; CPB, carboxipeptidasa B; DPPIV, dipeptidil peptidasa IV; APA, aminopeptidasa
A; APB, aminopeptidasa B; APN, aminopeptidasa N; APP, aminopeptidasa P; ACE, enzima
convertidora de angiotensina (1 y 2); GCII, glutamato carboxipeptidasa Il; CPG, carboxipeptidasa G;
CPM, carboxipeptidasa M; CPP, carboxipeptidasa P; CPO, carboxipeptidasa O; MEP1A, meprina A;
MEP1B, meprina B; EK, enteroquinasa; EC, enterocito; BC, borde en cepillo.

3.2.1 Fase luminal del intestino delgado

La degradacion de los fragmentos de proteina generados por la pepsina gastrica
prosigue en la luz del intestino delgado y esta orquestada por las proteasas pancreaticas.
Estas enzimas son sintetizadas como zimégenos en las células acinares del pancreas
exocrino, donde se almacenan en los granulos secretores hasta el momento de su liberacion
el duodeno intestinal [242],[243].

Las células enteroendocrinas | y S del duodeno secretan, respectivamente, las hormonas
peptidicas colecistoquinina y secretina en respuesta a la entrada del quimo procedente del
estdbmago, estimulando la secrecidn pancreatica. El jugo pancreatico tiene un pH alcalino
debido a su gran contenido en bicarbonato y contiene precursores de serin-endoproteasas
(tripsinbgeno, quimotripsindgeno, pro-elastasa) y MCPs (PCPs), entre otras enzimas
digestivas [244]. La mezcla del quimo procedente del estbmago con las secreciones

pancreaticas neutraliza el pH y permite la activacion de las proteasas pancreaticas.

La enzima enteroquinasa es una serin-endoproteasa presente en el borde en cepillo de
los enterocitos del duodeno intestinal que cataliza la conversion del tripsindégeno a tripsina
[245]. La activacion de la tripsina promueve la activacion de los demas zimdogenos
pancreaticos PCPA1, PCPA2, PCPB y quimotripsinégeno [246].

Las endoproteasas y exopeptidasas pancreaticas se complementan a través de sus
diferentes especificidades de sustrato para realizar una eficiente degradacion de los
fragmentos de proteinas en oligopéptidos, dipéptidos y aminoacidos libres. La quimotripsina
genera oligopéptidos con residuos aromaticos C-t que son hidrolizados seguidamente por la
CPA2. La elastasa produce oligopéptidos con residuos alifaticos C-t para su posterior
hidrolisis por la CPA1. Finalmente, la tripsina genera oligopéptidos que contienen residuos

basicos C-t capaces de ser escindidos por la CPB.
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Los productos de degradacién de las proteasas pancreaticas corresponden a
aminoacidos libres hidrofobicos y basicos, oligopéptidos de hasta 6 residuos, tripéptidos y
dipéptidos ricos en Pro, Glu y Asp [242]. Los aminoacidos libres son directamente
absorbidos por los enterocitos, mientras que los oligopéptidos, tripéptidos y dipéptidos
deben proseguir su degradacion enzimatica en el borde en cepillo antes de ser

transportados al interior de los enterocitos (figura 22).

3.2.2 Fase borde en cepillo de los enterocitos

Dado que el jugo pancreatico no contiene actividad aminopeptidasa apreciable y las
especificidades de sustrato de las proteasas pancreaticas no cubren el amplio abanico de
aminoacidos que forman parte de las proteinas, la digestion final de los dipéptidos,
tripéptidos y oligopéptidos procedentes de la fase luminal depende de enzimas presentes en

los enterocitos del intestino delgado (figura 22).

Las vellosidades de la luz del intestino delgado estan tapizadas por una monocapa de
células epiteliales constituida en un 80% por un tipo celular denominado enterocito. Los
enterocitos son células polarizadas con 2 superficies bien diferenciadas y funcionalmente
distintas que intervienen en la digestién y absorcion de péptidos y aminoacidos de la luz
intestinal. La superficie apical presenta un borde en cepillo (BC) formado por
microvellosidades y es el lugar donde se localizan las denominadas enzimas digestivas del
BC [247] (figura 23, tabla 8).

L ? Microveliocldades
b ‘ ,\\"":"'\.\-\'\;' '1\‘\.‘
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Figura 23. Representacion simplificada de las vellosidades y microvellosidades del epitelio del
intestino delgado. El epitelio intestinal constituye la capa mas externa de la mucosa del intestino
delgado y se encuentra plegada formando las vellosidades intestinales. La monocapa de células
epiteliales que recubre las vellosidades son células polarizadas que presentan una membrana apical
con el borde en cepillo debido a la presencia de microvellosidades en su superficie. Las vellosidades
y las microvellosidades intestinales incrementan de forma sorprendente la superficie de digestion y
absorcién de nutrientes.

Figura adaptada de https://online.science.psu.edu/bisc004 activewd001/node/1805.
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Las proteasas del BC se localizan a lo largo de todo el intestino delgado, pero estan
distribuidas de forma desigual. Sus patrones de expresion, secrecion y actividad sugieren
que la importancia de estas enzimas es mayor en el yeyuno y el ileon intestinal que en el

duodeno, a excepcion de la enteroquinasa que se expresa unicamente en el duodeno [248].

Las enzimas proteoliticas del BC son glicoproteinas que se concentran en balsas
lipidicas de la membrana apical con sus centros cataliticos proyectados extracelularmente
hacia la luz del intestino [249], aunque isoformas solubles se han detectado en el citosol de
los enterocitos [243]. Su unidén a la membrana parece desempefiar un rol protector frente a
la protedlisis por las proteasas intestinales y se produce mediante secuencias hidrofébicas
transmembrana o moléculas de GPI unidas covalentemente al extremo C-t de la proteina
[250]. Se ha sugerido que esta localizacidon proxima de las enzimas digestivas a la superficie
celular del BC facilita el transporte directo de los productos de la digestién enzimatica al

interior del enterocito.

Una proporciéon de estas enzimas digestivas unidas a membrana se independizan
formando vesiculas. Dichas vesiculas se concentran habitualmente en el espacio periapical,
aunque pueden diseminarse por la luz intestinal e incluso ser solubilizadas por la accién de
las secreciones biliares para la liberacién de las proteasas. Cabe decir que el prominente
glicocalix que recubre el borde en cepillo retrasa la difusion de gran parte de estas
vesiculas, incrementando asi la hidrélisis local de los sustratos proteicos en una posicidon

proxima a la membrana apical que maximice su transporte al citosol del enterocito [243].

La superficie luminal de los enterocitos es especialmente rica en actividad
aminopeptidasa, complementando funcionalmente la actividad CP presente en el jugo
pancreatico. Ademas, también se localizan enzimas con actividad dipeptidasa,
endopeptidasa y CP, como la CPO humana [248],[251] (tabla 8). Las proteasas digestivas
del BC participan en la ultima etapa de la digestién de los productos de la fase luminal
generando aminodacidos libres, dipéptidos y tripéptidos que puedan ser transportados al

citosol de los enterocitos mediante sistemas de transporte especificos.

3.2.3 Fase intracelular de los enterocitos

Los tripéptidos, dipéptidos y aminoacidos libres generados por las proteasas digestivas
del BC son transportados al interior del enterocito. Las dipeptidasas y tripeptidasas
citoplasmaticas hidrolizan los dipéptidos y tripéptidos, respectivamente, a aminoacidos
libres. Concretamente, la aminotripeptidasa escinde aminoacidos del extremo N-t de los
tripéptidos y la iminopeptidasa (prolidasa) hidroliza la Pro o la hidroxiprolina N-t de
dipéptidos [252],[253].
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La Pro es un residuo especialmente resistente a la hidrdlisis por las proteasas
intestinales, de manera que la mayoria de tripéptidos y dipéptidos generados en el BC y
transportados al citosol del enterocito aun contienen este aminoacido y son degradados por

la accién de la iminopeptidasa [254] (figura 22).

Otras peptidasas intracelulares en el enterocito participan en la degradacién de los
péptidos transportados, pero apenas han sido caracterizadas. Con la fase intracelular
culmina el proceso de digestion enzimatica de las proteinas a sus aminoacidos
componentes para, finalmente, ser transportados a través de transportadores especificos de
la membrana basolateral a la circulacion portal hepatica para su distribucion sistémica [255].
Sin embargo, aunque la mayoria de aminoacidos libres absorbidos por los enterocitos y
transportados a través de la membrana basolateral (LBM) entran intactos en la circulacion
portal, otros como el Glu, el Asp, la GIn y la Arg, sufren una importante conversién
metabdlica en otros compuestos y sus concentraciones en sangre son muy bajas
[256],[257].

Por ultimo, cabe mencionar que, aunque la digestidon proteica es un proceso muy
eficiente, ciertos péptidos bioactivos (PBs) son muy resistentes a la protedlisis en el
ambiente gastrico e intestinal, y pueden realizar sus acciones localmente en el sistema
gastrointestinal. Otros, penetran intactos la mucosa intestinal empleando vias paracelulares
a través de las uniones estrechas entre las células epiteliales, la difusidon pasiva a través de
los enterocitos, la endocitosis y el transporte mediado por transportadores especificos, como
por ejemplo el PepT1 [258]. Una vez absorbidos, son distribuidos a través de la circulacién
portal hepatica para ejercer una amplia variedad de funciones fisiolégicas en el cuerpo
humano. Algunas de las funciones relacionadas con los PBs son: antihipertensivos,
antimicrobianos, antioxidantes, agentes antitrombaéticos, motilidad, secrecion y absorcion

intestinal, inmunomoduladores, etc. [259].

Muchos de los PBs proceden de proteinas de origen animal o vegetal, que encriptan
éstos péptidos en su estructura para su posterior liberacion tras la protedlisis enzimatica en
el intestino. Algunos de los productos que contienen estas proteinas precursoras de PBs son
la leche, el queso, gelatina, huevos, carne, pescado, el trigo, el arroz, la soja, etc. [260]. Sin
embargo, los PBs también pueden ser producidos de forma enddégena, como por ejemplo el
EGF que es secretado por las glandulas salivales y las glandulas de Brunner del duodeno
intestinal [261].
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Tabla 8. Principales proteasas del EC en los enterocitos del intestino delgado.

Enzima

Numero EC

Nombre alternativo

Especificidad de sustrato

Exopeptidasas: N-t
Aminopeptidasa A
Aminopeptidasa B
Aminopeptidasa N
Aminopeptidasa P
Aminopeptidasa W

Dipeptidil peptidasa IV
y-glutamil transferasa

Exopeptidasas: C-t

Carboxipeptidasa G

Carboxipeptidasa M

Carboxipeptidasa P

Carboxipeptidasa O

Enzima convertidora
angiotensina-1

Enzima convertidora
angiotensina-2

Glutamato carboxipeptidasa Il

Endopeptidasas
Meprina A
Meprina B
Neprilisina

Enteroquinasa
Dipeptidasas

Dipeptidasa |

EC 3.4.11.7

EC 3.4.11.6

EC 3.4.11.2

EC 3.4.11.9

EC 3.4.11.16

EC 3.4.145

EC 2322

EC 3.4.19.9

EC 3.4.17.12

EC 3.4.17.16

EC 3.4.17 .-

EC 3.4.15.1

EC 3.4.17.23

EC 3.4.17.21

EC 3.4.24.18

EC 3.4.24.63

EC 3.4.24.11

EC 3.4.21.9

EC 3.4.13.19

Glutamil-peptidasa;
Aspartato aminopeptidasa

Arginil-aminopeptidasa

Alanil-aminopeptidasa
(de membrana)

Prolina aminopeptidasa
X-Trp aminopeptidasa
Dipeptidil-aminopeptidasa IV

y-glutamil transpeptidasa

y-glutamil carboxipeptidasa

Carboxipeptidasa urinaria B
Carboxipeptidasa renal B

Metalo-carboxipeptidasa C

Peptidil-dipeptidasa A; peptidasa P

Dipeptidil-peptidasa del ileon

Endopeptidasa-2; PABA

Endopeptidasa-24.11;
Endopeptidasa neutral

Enteropeptidasa

Dipeptidasa de membrana

Asp y Glu N-t
Lys y Arg N-t
Residuos N-t, pref. Ala

Residuos N-t, incluido X, ,-Pro

Residuos N-t unidos a Trp
(Tyr o Phe)

Residuos N-t de X,,-Pro

y-glutamato N-terminal

y-glutamato C-terminal
Lys y Arg C-t
Residuos C-t de X,,-Pro

Gluy Asp C-t

Residuos C-t de Xaa-Yaa
Xaa # Pro; Y, #Glu 'y Asp

Residuos C-t (Phe o Leu)

Glu C-t de péptidos
Ac-Asp-Glu, Asp-Glu and Glu-Glu

Enlace C-t de residuos hidrofébicos
Especificidad amplia
Enlace N-t de residuos hidrofébicos

Activacion tripsinégeno (Lys6-lle7)

Dipéptidos con una
especificidad amplia

Adaptada de [300].
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OBJETIVOS

El laboratorio de Ingenieria de Proteinas y Protedmica del Instituto de Biotecnologia y
Biomedicina de la Universidad Autonoma de Barcelona, cuenta con una amplia experiencia

investigadora en el estudio de las MCPs y de sus inhibidores.

En este contexto, el objetivo general de esta tesis consiste en profundizar en el
conocimiento existente acerca de la estructura, actividad enzimatica y funcion de dos MCPs

de la familia M14 con especificidad de sustrato tipo acidico: la hCCP6 y la hCPO humanas.

Para cada capitulo, nos hemos propuesto los siguientes objetivos especificos:

Capitulo |

e Producir de forma recombinante la hCCP6 en su conformaciéon nativa, en su forma
soluble y estable, y en cantidades suficientes que nos permitan llevar a cabo estudios
estructurales. Para ello, se evaluaran diferentes sistemas de expresion de proteinas
recombinantes: E. coli, células de insecto Sf9 infectadas por baculovirus o células de
mamifero HEK293 F.

e Purificar la hCCP6 recombinante obtenida en estos sistemas de expresion y verificar la
presencia de actividad enzimatica in vitro usando tubulina purificada de cerebro porcino

como sustrato.

e Modelar la estructura de la hCCP6 empleando como referencia la estructura 3D de la
PaCCP, con el fin de identificar los residuos del centro activo relacionados con la
actividad enzimatica, y aquellos importantes para determinar la especificidad de sustrato
tipo acidico de la hCCPG6.

o Elucidar la preferencia de sustrato de la hCCP6 por las subunidades a y 8 de la tubulina,
usando como sustrato tubulina artificialmente poliglutamilada in vitro en ambas
subunidades por la TTLL6.

o Estudiar la especificidad de sustrato y procesividad de la hCCP6 por residuos acidicos
C-t, usando teloquinas recombinantes modificadas con extensiones de longitud variable
de Glu o Asp C-t.

¢ Identificar moléculas capaces de inhibir eficazmente la actividad enzimatica de la hCCP6

in vitro.
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Construir una variante de la hCPO (hCPOAC) sin su region C-t (modificada por GPI),

para facilitar la producciéon recombinante de la proteina en su forma soluble.

Expresar la hCPOAC en células de mamifero HEK293 F, con el fin de obtener grandes

cantidades de la proteina recombinante, y en su conformacién nativa y estable.

Purificar la proteina recombinante obtenida y estudiar la actividad enzimatica de la
hCPOAC usando el sustrato sintético FA-EE.

Determinar las constantes de inhibicion (K;) para los complejos de la hCPOAC con

distintos inhibidores exdgenos proteicos de MCPs, incluido el NvClI.

Obtener la estructura tridimensional de la hCPOAC en complejo con el inhibidor NvCl

mediante cristalografia de rayos X.

Estudiar los residuos del centro activo de la hCPOAC a partir de su estructura cristalina e
identificar las caracteristicas estructurales que determinan su preferencia de sustrato por

residuos acidicos C-t.

Investigar los elementos estructurales importantes para la inhibicion de la hCPOAC por el
NvCI.

Estudiar la preferencia de sustrato de la hCPOAC frente a residuos acidicos C-t,

empleando como sustrato modelo dos péptidos sintéticos con Glu o Asp en posicién C-t

Estudiar la capacidad de la hCPOAC para degradar el EGF en presencia de otras MCPs
digestivas (CPA y CPB), como modelo de péptido bioactivo presente in vivo en el tracto

gastrointestinal.
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1 INTRODUCCION

Las metalo-carboxipeptidasas (MCPs) son enzimas dependientes de zinc que catalizan
la hidrdlisis secuencial de aminoacidos C-t de péptidos y proteinas [30]. Segun la base de
datos MEROPS, la familia mas numerosa de MCPs corresponde a las proteasas de la
familia M14 [262]. En el afo 2007, se identificd una nueva subfamilia de MCPs de la familia
M14 denominada M14D o carboxipeptidasas citosélicas (CCPs) [32],[68]. Desde entonces,
el estudio de estas peptidasas se ha limitado principalmente a la caracterizacién funcional
de las CCPs de ratén y de otros organismos modelo, mediante ensayos in vitro de actividad
enzimatica y el uso de animales deficientes en genes codificantes para las distintas CCPs.
En la actualidad, la informacion estructural y funcional relativa a estas enzimas sigue siendo

muy limitada, especialmente para las CCPs humanas.

El genoma humano y de ratén codifica para 6 CCPs denominadas CCP1-CCP6 (en
adelante, hCCPs o mCCPs) segun el orden en el que fueron descubiertas, y corresponden a
proteinas multidominio de gran tamafio con una gran heterogeneidad estructural. No
obstante, las CCPs tienen en comun un pro-dominio N-t con un plegamiento B-sandwich
exclusivo de esta subfamilia, yuxtapuesto al dominio catalitico CP, este ultimo con un
plegamiento a/f hidrolasa conservado en todos los miembros de la familia M14 de las
MCPs. En contraste con su heterogeneidad estructural, las CCPs de mamiferos presentan
una especificidad de sustrato comun tipo-O, con una clara preferencia por la hidrdlisis de

enlaces peptidicos de residuos acidicos C-t.

A nivel molecular, las CCPs se definen como enzimas con actividad deglutamilasa que
catalizan la escisidon de los Glu codificados genéticamente en el extremo C-t de la a-tubulina
previamente detirosinada generando A2- y A3-a-tubulina, y la deglutamilacién de la cadena
lateral de Glu generada post-traduccionalmente en la regiéon C-t de las subunidades a y B de
la tubulina. Ademas de madificar la tubulina, las CCPs también son capaces de actuar sobre
otros sustratos endégenos como las proteinas MLCK1 y la teloquina [124],[125]. Aunque su
actividad deglutamilasa ha sido vastamente estudiada, la capacidad de estas enzimas de
hidrolizar Asp C-t en sustratos proteicos no ha sido explorada hasta hace muy poco.
Recientemente se ha demostrado que la hCCP1 [27] y mCCP3 [125] corresponden a
enzimas con actividad deaspartilasa, revelando una nueva actividad enzimatica adicional
distinta de la deglutamilacion no descrita hasta la fecha para los miembros de esta

subfamilia,.

Las modificaciones post-traduccionales (MPTs) actuan como sefiales quimicas
reguladoras que controlan la estabilidad, localizacion, actividad y funcionalidad de las
proteinas. La cola C-t de la tubulina sufre multiples MPTs, que incluyen Ila

deglutamilacion/poliglutamilacion y deglicilacion/poliglicilacion de las subunidades a y B de la
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tubulina, la tirosinacién y detirosinaciéon de la a-tubulina, y el procesamiento proteolitico de
los Glu C-t de la a-tubulina para la generacion de A2 y A3- tubulina. Estas MPTs estan
expuestas en la superficie externa de los microtubulos (MTs) y permiten el reconocimiento e
interaccion de proteinas interactoras tipo MAPs, +TIPs y proteinas motoras que modulan la

dinamica y funcionalidad de los MTs.

Los niveles de glutamilacion en la tubulina de los MTs estan estrictamente regulados a
nivel celular y dependen de la actividad balanceada entre las enzimas que incorporan vy
eliminan (CCPs) Glu en las cadenas laterales de poli-E generadas en la regién C-t terminal

de las subunidades a y B del heterodimero.

Las enzimas que catalizan la reaccion inversa, la glutamilacién de la tubulina y otros
sustratos celulares, se engloban dentro de la extensa familia de proteinas similares a la
tirosina ligasa de la tubulina (TTLLs) [219],[220],[221],[222]. Recientemente, la
caracterizacion enzimatica de la familia de las TTLL revelé un total de 7 glutamilasas
activas, con distintas especificidades de sustrato frente a la subunidad a y B de la tubulina y
que difieren en sus preferencias por las reacciones de iniciacion o elongacién de la cadena
lateral de Glu [221].

En este trabajo, presentamos la caracterizacion bioquimica y funcional de la CCP6
humana (hCCP6), que constituye la CCP modelo para el estudio de esta subfamilia de
MCPs humanas gracias a su reducido tamano y simplicidad estructural respecto a los otros
miembros de la subfamilia M14D. Como punto de partida, estudiamos la produccién
recombinante de la hCCP6 en tres sistemas de expresion distintos para la obtencion de
cantidades suficientes de la proteina en su conformacién soluble, estable y activa que nos
permitiesen realizar estudios de caracterizacion estructural. En paralelo, llevamos a cabo
estudios funcionales de la hCCP6 orientados a la caracterizacion de su actividad in vitro.
Mediante distintas aproximaciones experimentales, analizamos la capacidad de la hCCP6
para generar MPTs en la region C-t de la tubulina, su especificidad enzimatica respecto a las
subunidades del heterodimero de tubulina y residuos acidicos C-t, y la capacidad inhibitoria
de varias moléculas de la actividad proteolitica de la enzima. Los resultados obtenidos han
confirmado la actividad deglutamilasa de la hCCP6, asi como su capacidad de procesar
cadenas largas de poliglutdmicos (poli-E). Sorprendentemente, nuestros resultados han
revelado una clara preferencia de la hCCP6 por la deglutamilacion de una de las
subunidades del heterodimero de tubulina (a), junto a una potencial actividad deaspartilasa.
Ademas, mediante estudios de inhibicion hemos podido identificar el acido félico como un
nuevo inhibidor capaz de inhibir la hCCP6. Esto ultimo nos hace pensar que este compuesto
podria estan implicado en la inhibicion de las CCPs eucariotas, en general. A pesar de estos

resultados, futuros estudios seran necesarios para validar nuestros descubrimientos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Produccién recombinante de la CCP6 humana en células HEK293 F

Los plasmidos recombinantes pTriEx-6 (Novagen) clonados con el cADN codificante
para la hCCP6 (Uniprot: Q5VU57) y el mutante cataliticamente inactivo hCCP6 E401Q
(equivalente al E270 en la bCPA activa [125],[170],[263]) fueron obtenidos segun se
describe en [264]. Ambas proteinas recombinantes contienen en su extremo N-t las
etiquetas Strep-tag® Il [265] y el epitopo de la hemaglutinina (HA), que permiten la

purificacién e inmunodeteccion de la proteina recombinante.

Para la produccién ftransitoria de la hCCP6 y la hCCP6 E401Q, mezclamos los
correspondientes vectores con polietilenimina lineal de 25 kDa (PEI, Polysciences) en una
proporcion ADN:PEI de 1:3 (p/p) en medio FreeStyle 293 (Life Techonologies). A
continuacion, incubamos la mezcla durante 20 min a temperatura ambiente para favorecer la
formacion de los complejos de transfeccion ADN-PEI y afiadimos la mezcla de transfeccion
a razén de 1 ug de ADN por ml de cultivo. Inicialmente, realizamos transfecciones de 30 ml
de cultivo de células embrionarias de rifidn humano 293 (HEK293 F, Life Technologies)
crecidas en suspensién con una densidad celular de 1-10° cels/ml en medio FreeStyle 293
(sin suero). Finalmente, incubamos los cultivos durante 60 h para la sobreexpresion
intracelular de la proteina en un agitador rotatorio a 120 rpm, 37°C, 8% de CO, y 80% de
humedad. De forma analoga, establecimos cultivos de células HEK293 F transfectados con
el vector pTriEx-6 vacio, como control negativo de la sintesis de la proteina recombinante de

interés.

Tras 60 h de expresion, centrifugamos los cultivos a 294 xg durante 10 min a
temperatura ambiente y descartamos el medio sobrenadante. Las células recogidas en el
pelet fueron lavadas dos veces con tampon fosfato salino, pH 7,4, (PBS, Life Technologies)
y resuspendidas en el volumen correspondiente a la décima parte del volumen inicial del
cultivo con tampon de lisis 100 mM (tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI, Sigma-Aldrich),
pH 8, 150 mM cloruro de sodio (NaCl, Sigma-Aldrich) y 0,1% (p/v) Nonidet-P40 (NP-40,
Sigma-Aldrich) y 1:000 (v/v) del coctel de inhibidores de proteasas sin EDTA (EMD
Millipore). Después, incubamos las células durante 30 min en hielo y las lisamos empleando
3 ciclos de congelacion en nitrégeno liquido y descongelacion a 37°C. Finalmente, los
extractos celulares fueron centrifugados a 16,000 xg durante 15 min a 4°C para la
clarificacion de los extractos celulares y, finalmente, cuantificamos la concentracion de
proteina de las fracciones solubles por el método de Bradford [298], empleando la albumina

de suero bovina (BSA, Sigma) como proteina estandar.
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Las fracciones solubles e insolubles se conservan para su posterior analisis mediante

electroforesis SDS-PAGE y western blot (ver apartado 2.4).

2.2 Produccién recombinante de la CCP6 humana en E. coli

Transformamos mediante choque térmico a 42°C el plasmido recombinante pTriEx-6
clonado con el cADN codificante para la hCCP6 en células competentes de Escherichia coli
(E. coli) de dos cepas distintas: Rosetta (DE3) (Novagen) y BL21 (DE3) cc5 [266]. A partir de
una colonia transformante seleccionada en placas de Luria-Bertani (LB) agar suplementado
con 100 ug/ml de ampicilina (Roche), establecimos un pre-inéculo en medio liquido LB con

antibiotico crecido a 37°C y en agitacion a 250 rpm durante 16 h.

A continuacion, inoculamos una décima parte del pre-inéculo en 30 ml de medio liquido
LB suplementado con antibiético, y crecimos el cultivo a 37°C y en agitacion a 250 rpm hasta
alcanzar una densidad 6ptica (A=600 nm) de 0,6 unidades de absorbancia (u.a). En ese
momento indujimos la expresion de la proteina recombinante con 1 mM de isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG, Sigma-Aldrich) e incubamos los cultivos a diferentes
temperaturas (18°C y 37°C) post-induccién para la sobreexpresion intracelular de la proteina
durante 2h y 30 min. En paralelo, para cada cepa, establecimos en las mismas condiciones
cultivos liquidos no inducidos con IPTG de células transformadas con el vector
recombinante, como control de la actividad basal transcripcional de la hCCP®6, y cultivos de
células transformadas con el vector vacio pTriEx-6, como control negativo de la sintesis de

la proteina recombinante de interés.

Finalizado el tiempo expresion, centrifugamos los cultivos a 3500 xg durante 20 min a
temperatura ambiente y descartamos el medio. Las células recogidas en el pelet fueron
lavadas dos veces en PBS, pH 7,4, y resuspendidas en el volumen correspondiente a la
quinta parte del volumen inicial del cultivo con el tampén de lisis comercial ,BugBuster®"
(EMD Millipore) suplementado con lisozima (1mg/ml) y con 1:1000 (v/v) del cdctel de
inhibidores de proteasas Setlll sin EDTA. Para la lisis, incubamos las células durante 30 min
en hielo y las sonicamos con la ayuda del sonicador Branson S-450 (Biogen), empleando
una amplitud del 40% y 3 ciclos de 30 s de duracién con intervalos de ON/OFF de 5 s.
Finalmente, los extractos celulares fueron centrifugados a 16,000 xg durante 15 min a 4°C, y
la concentracién de proteina total presente en las fracciones solubles fue cuantificada por el
método de Bradford [267], empleando la albumina de suero bovina (BSA, Sigma) como
proteina estandar. Las fracciones solubles e insolubles obtenidas se conservaron para su

posterior andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE y western blot (ver apartado 2.4).
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2.3 Producciéon recombinante de la CCP6 humana en células Sf9

Para llevar a cabo la expresién recombinante de la hCCP6 en células de insecto Sf9
clonamos el gen de la enzima en un nuevo vector, el pFastBac1. En primer lugar,
amplificamos por PCR la secuencia codificante para la hCCP6 con las etiquetas de fusion
Strep-tag® Il y HA en su extremo N-t, usando como molde el vector recombinante pTriEx-6
empleado anteriormente para la produccion de la hCCP6 en células HEK293 F y E. coali, la
ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England Biolabs) y los oligonucleétidos
cebadores sentido 5~ATCGGAATTCATGGCAAGCTGGAGCCACC-3" y antisentido 5%
ATCGCTCGAGCTAAAAAGGGGTTGAAGGGTCC-3, que contienen las dianas de
restriccion EcoRI y Xhol, respectivamente. El producto de PCR obtenido en este paso se
cloné entre las dianas EcoRl y Xhol en el vector pFastBac1 (Life Technologies) v,
finalmente, verificamos mediante analisis de restriccion y secuenciacion que el clonaje habia

funcionado correctamente.

La generacién de baculovirus (BVS) recombinantes para la sintesis de hCCP6 en células
derivadas de tejido ovarico pupal del insecto Spodoptera frugiperda (Sf9, Life Technologies)
se realizd empleando el sistema Bac-to-Bac® (Life Technologies), siguiendo las
instrucciones proporcionados por el fabricante. Brevemente, transformamos mediante
choque térmico a 42°C el vector pFastBac1 recombinante en células competentes de E. coli
DH10Bac, para la transposicion dirigida del cassette de expresién que contiene el cADN
codificante para la hCCP6 desde el vector pFastBac1 al genoma modificado (bacmido) del

BVS nucleopoliedrovirus multicapside de Autographa californica (AcCMNPV).

Las células transformantes se seleccionaron en placas de LB agar suplementadas con
50 ug/ml de kanamicina, 7 pug/ml de gentamicina, 10 pg/ml tetraciclina, 100 pg/ml de X-Gal y
40 ug/ml de IPTG, tras 48 h. de incubacién a 37°C. A continuacién, inoculamos colonias
blancas en cultivos liquidos de medio LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina, 7
pMg/ml de gentamicina y 10 pug/ml tetraciclina, y los crecimos durante 16 h a 37°C y 250 rpm.
Seguidamente, centrifugamos los cultivos a 3500 xg durante 15 min y aislamos el bacmido
empleando el kit de midiprep ,GenElute HP Plasmid DNA Midiprep’ (Sigma-Aldrich).

La verificacion de la transposicion del cassette de expresion en el bacmido purificado se
realizO mediante PCR empleando los cebadores sentido y antisentido pUC/M13
proporcionados por el fabricante y la ADN polimerasa Phusion®. Confirmada la
transposicion, generamos los BVS recombinantes transfectando el bacmido recombinante
en cultivos de 30 ml de células de insecto Sf9 crecidas en suspensién a una densidad
celular de 1:10° células/ml en medio Insect-XPRESS™ suplementado con L-glutamina
(Lonza). Para la transfeccion, empleamos el agente de transfeccion FuGene HD (Roche) y

seguimos las instrucciones proporcionadas por el fabricante.
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Finalmente, tras varias rondas de amplificacién y titulacion de los BVS recombinantes
mediante ensayo en placa, se alcanzé un titulo virico del orden de 10® pfu/ml, éptimo para

realizar las primeras pruebas de expresion.

Para la produccion recombinante de la hCCP6, infectamos a distintas (1, 2, 5 y 10
pfu/ml) multiplicidades de infeccion (MOI) cultivos de 30 ml de células de insecto Sf9
crecidas en suspensién a una densidad celular de 1-10° cels/ml en medio Insect-XPRESS™
suplementado con L-glutamina, e incubamos los cultivos a 27°C y en agitacion a 110 rpm
durante 24, 48 y 72h post-infeccion. En paralelo, preparamos cultivos de células Sf9
infectados por BVS no recombinantes, como control negativo de la sintesis de la proteina

recombinante de interés.

Transcurridos los tiempos de expresion establecidos, centrifugamos los cultivos a 294 xg
durante 10 min a temperatura ambiente y conservamos el medio de expresion para su
posterior analisis. Las células recogidas en el pelet fueron lavadas dos veces con PBS, pH
7,4, y resuspendidas en el volumen correspondiente a la décima parte del volumen inicial del
cultivo con tampén de lisis (100 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 0,1% (p/v) NP-40 y
1:1000 del céctel de inhibidores de proteasas Set Ill sin EDTA. Seguidamente, incubamos
las células durante 30 min en hielo y lisamos las células empleando 3 ciclos de congelacion
en nitrédgeno liquido y descongelacion a 37°C. Finalmente, los extractos celulares obtenidos
fueron centrifugados a 16,000 xg durante 15 min a 4°C para la clarificacion de los extractos
celulares, y cuantificamos la concentracion de proteina de las fracciones solubles por el
método de Bradford [267], empleando la albumina de suero bovina (BSA, Sigma) como
proteina estandar. Las fracciones solubles, insolubles y los medios extracelulares obtenidos
se conservaron para su posterior analisis mediante electroforesis SDS-PAGE y western blot

(ver apartado 2.4).

2.4 Anélisis de la expresion de la CCP6 humana

Para realizar el analisis de la expresién de la hCCP6 en las diferentes muestras,
empleamos las técnicas de electroforesis SDS-PAGE y western blot con anticuerpos
especificos. En un experimento tipico, 30 ug de proteina total de las fracciones solubles y 15
pl de las fracciones insolubles fueron cargados en el gel. En el caso de la produccion en
células Sf9, analizamos también 15 pl de cada uno de los medios de expresion. Las
muestras se prepararon en tampon de muestra (5X) (250 mM Tris-HCI, pH 8, 25% glicerol
(Sigma-Aldrich), 7,5% (p/v) SDS (Sigma-Aldrich), 0,25 mg/ml azul de bromofenol (Sigma-
Aldrich) y 12,5% (v/v) B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)) y hervidas a 95°C durante 5
minutos. Seguidamente, resolvimos las muestras por duplicado en un minigel de SDS-PAGE

empleando un moédulo de electroforesis vertical mini-Protean® (Bio-Rad) y un voltaje

126



Capitulo |

continuo de 120 V durante 60 min. Los geles empleados contienen un gel separador al 10%
de poliacrilamida en tampon 125 mM Tris-HCI, pH 8,8, y 0.1% (p/v) SDS, y un gel apilador al
4% de poliacrilamida en tampén 375 mM Tris-HCI, pH 6,8, y 0.1% (p/v) SDS. El tampén de
migraciéon en el que se realizé la electroforesis corresponde al tampodn Tris-glicina (Tris-Gly)
(25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 192 mM glicina (Sigma-Aldrich) y 0,1% (p/v) SDS) y el marcador

de proteinas usado es el EZ-Run™ Prestained Rec Protein Ladder’ (Fisher Scientific).

Finalizada la electroforesis, tefiimos los geles con azul de Coomassie G-250 para la
visualizacién de las bandas proteicas, y transferimos las proteinas a membranas de fluoruro
de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P, EMD Millipore) para la inmunodeteccion especifica de
la hCCP6 recombinante y de la tubulina poli-E. La transferencia se realiz6 a un voltaje
constante de 100 V durante 90 min y a 4°C, en tampon Tris-Gly, pH 8,3, con un 10% (v/v) de
metanol y con la ayuda de un médulo para la transferencia en humedo Mini Trans-Blot®
(Bio-Rad). A continuacion, bloqueamos las membranas durante 1 h a temperatura ambiente
con una solucion de leche desnatada al 5% (p/v) en tampén PBS, pH 7,4, suplementado con
un 0,05% (v/v) del detergente Tween-20 (Bio-Rad) (tampon PBS-T). Tras 4 lavados de 10
min a temperatura ambiente con PBS-T, incubamos las membranas durante 1 h a
temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos primarios preparados en leche 2%
(p/v) PBS-T: anti-HA (1:5000, Bio-Rad) y anti-Strep-tag® Il (1:1000, IBA Technologies),
ambos producidos en ratéon. Finalmente, lavamos las membranas con PBS-T y las
incubamos con una solucién de PBS-T que contiene el anticuerpo secundario producido en
cabra anti-lgG de ratén conjugado a la peroxidasa de rabano (HRP) (1:5000, Bio-Rad). La
inmunoreactividad de las bandas proteicas se visualizé por quimioluminiscencia empleando
el sustrato ,Luminata Forte Western HRP substrate® (EMD Millipore) con la ayuda del

sistema de deteccion VersaDoc™ (Bio-Rad).

2.5 Purificaciéon de la CCP6 humana

La hCCP6 recombinante soluble producida mediante los tres sistemas de expresion
(células de mamifero HEK293 F, E. coli y células de insecto Sf9), fue semipurificada en
condiciones nativas mediante un unico paso de cromatografia de afinidad usando la resina
anti-Strep-tag® Il. Para ello, empleamos una columna (volumen de columna (CV) = 1 ml)
empaquetada con resina ,Strep-tactin® MacroPrep®" (IBA Technologies) y conectada al
sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) AKTA™ Purifier 100 (GE
Healthcare). Inicialmente, equilibramos la columna con 5 CV del tampd6n de union W (100
mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl) y, seguidamente, inyectamos las fracciones solubles
obtenidas a partir de los extractos celulares en cada sistema de expresién, previamente
fitradas a través de una membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0,45 ym
(EMD Millipore).
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A continuacion, lavamos la columna con 5 CV del tampén W y eluimos las proteinas
unidas a la resina en fracciones de 500 pl usando el tampdn de eluciéon (tampon W
suplementado con 2,5 mM destiobiotina (IBA Technologies). Para determinar el grado de
pureza en las muestras resultantes, analizamos 15 ul de cada fraccion eluida mediante
electroforesis SDS-PAGE, siguiendo la metodologia descrita en el punto 2.4. Finalizada la
electroforesis, tefiimos los geles con azul de Coomassie G-250 para la visualizacion de las
bandas proteicas, agrupamos las fracciones mas puras y cuantificamos por el método de

Bradford la hCCP6 semipurificada, empleando la BSA como proteina estandar.

2.6 Ensayo de actividad in vitro de la CCP6 humana purificada

Para estudiar la actividad enzimatica en la hCCP6 semipurificada mediante
cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il, preparamos reacciones que contienen 0,625 ug
de tubulina purificada de cerebro porcino (Cytoskeleton, Inc.) y 0,1 ug de la hCCP6
recombinante semipurificada producida en células de mamifero HEK293 F y células de
insecto Sf9. En el caso de la hCCP6 producida en E. coli, decidimos incrementar la cantidad
de proteina recombinante semipurificada ensayada a 2 ug, ya que en estudios previos
llevados a cabo en nuestro laboratorio no se detectd actividad enzimatica empleando
cantidades inferiores. Como control de la especificidad enzimatica, establecimos reacciones
de la hCCP6 con el sustrato en presencia de 10 mM del inhibidor de MCPs 1,10-fenantrolina
y del mutante hCCP6 E401Q con el sustrato. Todas las reacciones fueron ensayadas
minimo en dos ensayos independientes, en un volumen final de 50 ul en tampdn de
actividad 80 mM &cido piperazina-N,N™bis(2-etanosulfénico) (PIPES), pH 6,8, e incubadas a
37°C durante 5 h.

Finalizado el periodo de incubacion, detuvimos las reacciones de digestion con 5 pl del
tampdén de muestra (5X), y hervimos las muestras a 95°C durante 5 min. A continuacion,
separamos las proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE, siguiendo las instrucciones del
apartado 2.4. Tras la electroforesis SDS-PAGE, transferimos inmediatamente las proteinas
resueltas a membranas de PVDF para la inmunodeteccion especifica de la hCCP6
recombinante y de la tubulina poli-E. Para la transferencia, seguimos también el
procedimiento descrito en el apartado 2.4. La hCCP6 y el correspondiente mutante
cataliticamente inactivo hCCP6 E401Q recombinantes contienen en su extremo N-t las
etiquetas Strep-tag® Il y HA. En este caso, los anticuerpos primarios empleados
corresponden al anti-poli-E (=3 Glu) producido en conejo (1:5000, cedido por el Dr. M.A.
Gorovsky, Departamento de Biologia, Universidad de Rochester) y el anti-HA (1:5000,

Sigma-Aldrich) producido en ratén.
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Los anticuerpos secundarios corresponden al anti-lgG de ratéon producido en cabra
conjugado a HRP (1:5000, Bio-Rad) y anti-IgG de conejo producido en asno conjugado a
HRP (1:5000, GE Healthcare). La inmunoreactividad de las bandas proteicas se visualiz6
por quimioluminiscencia empleando el sustrato ,Luminata Forte Western HRP substrate"

(EMD Millipore) con la ayuda del sistema de deteccion VersaDoc™ (Bio-Rad).

2.7 Modelo estructural de la CCP6 humana

Con el fin de obtener un modelo tridimensional de la estructura de la hCCP®6, la
secuencia primaria de la hCCP6 (Uniprot: Q5VU57) fue empleada como base para realizar
un modelado automatico con el servidor I-TASSER [268]. Para realizar el modelo, se usé
como referencia las coordenadas de la estructura cristalina de la CCP de Pseudomonas
Aeruginosa (PaCCP) (PDB: 4A38). La estructura 3D de la PaCCP fue obtenida del Banco de
Datos de Proteinas (PDB) (www.rcsb.org). La identidad secuencial entre ambas proteinas se
verificd previamente empleando la herramienta BLAST [269]. Para la validacion del modelo
de la hCCP6 usamos el programa ProSA-web [270], y la calidad estereoquimica del mismo
se determind con el programa RAMPAGE. La representacién del modelo molecular se
realizé con el programa PyMOL [148]. Por otro lado, realizamos un alineamiento mdltiple de
las secuencias correspondientes a los dominios cataliticos de las 6 hCCPs humanas con el
programa Clustal Omega [271]. Las secuencias aminoacidicas de las hCCPs se obtuvieron
de la base de datos UniprotKB/SWISS-PROT (www.uniprot.org). Codigo Uniprot hCCP1:
Q9UPWS5; hCCP2: Q5U5Z8; hCCP3: Q8NEMS; hCCP4: Q96MI9; hCCP5: Q8NDL9 y
hCCP6: Q5VU57.

2.8 Analisis de las modificaciones post-traduccionales de la tubulina

Para estudiar la actividad de la hCCP6 en los microtubulos, los vectores recombinantes
pTriex6 (Novagen) codificantes para la hCCP6 y la hCCP6 E401Q fusionadas a las
etiquetas Strep-tag® Il y HA fueron transfectados en cultivos de 2 ml de células HEK293 T
(Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC)) crecidas en adherencia a una confluencia
del 60% en medio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado con 4500 mg/l de
glucosa, 2 mM de GlutaMAX |, 1 mM de piruvato y un 10% (v/v) de suero fetal de ternera
(medio DMEM, Life Techonologies). Para realizar la transfeccion, mezclamos 1,4 pg de los
vectores recombinantes con PEI en una proporcién ADN:PEI de 1:3 (p/p) en medio DMEM
(sin suero). A continuacion, incubamos las mezclas durante 20 min a temperatura ambiente
para favorecer la formacion de los complejos de transfeccion ADN-PEI y afiadimos las

mezcla de transfeccion a los cultivos.
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Finalmente, incubamos los cultivos durante 60 h en un incubador programado a 37°C y
10% de CO, para permitir la sobreexpresion intracelular de las proteinas. Como control
negativo, preparamos cultivos de células HEK293 T transfectados con el vector pTriEx-6

vacio.

Tras 60 h de expresién intracelular, resuspendimos las células en el medio pipeteando
varias veces con suavidad, y procedimos segun se describe en el apartado 2.1 para la lisis
celular, clarificacién de los extractos celulares y cuantificacion de la proteina contenida en
las fracciones solubles. A continuacién, analizamos mediante electroforesis SDS-PAGE 30
Mg de proteina total de las fracciones solubles proteicas. En este caso en particular,
seguimos un protocolo ligeramente distinto con el objetivo de poder resolver eficientemente
las subunidades a y B de la tubulina [272]. En concreto, las muestras fueron preparadas en
tampon de muestra (5X) (250 mM Tris-HCI, pH 8, 25% glicerol, 7,5% (p/v) SDS, 0,25 mg/ml

azul de bromofenol y 12,5% (v/v) B-mercaptoetanol) y se hirvieron a 95°C durante 5 minutos.

A continuacion, cargamos las muestras proteicas por duplicado en minigeles de SDS-
PAGE empleando un maodulo de electroforesis vertical mini-Protean® (BioRad) y separamos
las proteinas aplicando un voltaje continuo de 120 V durante 60 min. Los geles empleados
constan de dos partes: un gel separador con un 10% de poliacrilamida en tampén 125 mM
Tris-HCI, pH 6,8, y 0.1% (p/v) SDS ultrapuro (>95%, Sigma-Aldrich), y un gel apilador
preparado con un 4% de poliacrilamida en tampdén 375 mM Tris-HCI, pH 9, y 0.1% (p/v) SDS
ultrapuro [272]. EI tampdn de migracién utilizado corresponde al tampén Tris-Gly, pH 8,3,
(25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina (Sigma-Aldrich) y 0,1% (p/v) SDS ultrapuro) y el marcador

de proteinas empleado en este caso fue el [EZ-Run™ Prestained Rec Protein Ladder
(Fisher Scientific).

Finalizada la electroforesis SDS-PAGE, procedimos segun se describe en el apartado
2.4 para la transferencia y la inmunodeteccion especifica de las MPTs en la region C-t de la
tubulina mediante anticuerpos especificos. Los anticuerpos primarios empleados son los
siguientes: anti-HA (1:5000, Sigma-Aldrich), anti-a-tubulina (1:3000, Sigma-Aldrich), anti-3-
tubulina (1:3000, Sigma-Aldrich) y GT335 (1:3000, Adipogen) producidos en ratén; anti-Tyr-
tubulina (1:2000, Millipore EMD) producido en rata; y anti-deTyr-tubulina (1:1000, Millipore
EMD), anti-poli-G (1:1000, obsequio del Dr. M.A. Gorovsky) anti-A2-tubulina (1:1000,
Millipore EMD) y anti-poli-E (1:5000, cedido por el Dr. M.A. Gorovsky) producidos en conejo.
Los correspondientes anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-IgG de ratén producido
en cabra conjugado a la HRP (1:5000, Bio-Rad), anti-lgG de conejo producido en asno
conjugado a HRP (1:5000, GE Healthcare) y anti-IgG de rata producido en cabra conjugado
a HRP (1:5000, GE Healthcare).

130



Capitulo |

La inmunoreactividad de las bandas proteicas se visualizé por quimioluminiscencia
empleando el sustrato ,Luminata Forte Western HRP substrate* (EMD Millipore) con la ayuda

del sistema de deteccion VersaDoc™ (Bio-Rad).

2.9 Inmunocitoquimica

Cultivos de células HEK293 T crecidas en medio DMEM sobre cubreobjetos de vidrio
estériles hasta alcanzar un 50% de confluencia, fueron transfectados con los vectores
recombinantes codificantes para la hCCP6 y hCCP6 E401Q fusionadas a las etiquetas
Strep-tag® Il y HA. Las transfecciones se realizaron minimo por duplicado, siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 2.8. A continuacion, permitimos la sobreexpresiéon

intracelular de las proteinas, incubando los cultivos durante 24 h a 37°C y un 10% de CO..

A las 24 h de incubacion, fijamos las células empleando un método especifico para la
preservacion del entramado de MTs celulares [273]. En resumen, este método consiste en
incubar las células durante 10 min con una solucién salina tamponada de Hank (HBSS)
suplementada con 1 mM de ditiobis(propionato de succinimidilo) (DSP, Sigma-Aldrich). A
continuacion, incubamos las células durante 10 min a en una solucién tampédn estabilizadora
de MTs (MTSB) suplementado con 1 mM de DSP. Lavamos las células durante 5 min con
PBS suplementado con 0,5% Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich) preparado en MTSB Yy fijamos las
células con 4% (p/v) parafomaldehido en MTSB durante 15 min. Seguidamente, realizamos
un lavado de 5 min en PBS, un lavado con una solucién de PBS suplementada con 100 mM
de Gly y, de nuevo, un ultimo lavado con PBS. Todos estos pasos fueron llevados a cabo a
temperatura ambiente y con las soluciones empleadas atemperadas a 30-35°C para

asegurar la integridad de los MTs.

Tras la fijacion, permeabilizamos y bloqueamos las células incubandolas durante 30 min
a temperatura ambiente con una solucién de 5% (p/v) BSA en tampén PBS suplementado
con 0,1% (v/v) Tritdbn X-100. A continuacion, incubamos las células durante 1 h a
temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos primarios preparados en 2% (p/v) BSA
en tampon PBS-0,1% Triton X-100: anti-HA (1:500, Sigma-Aldrich) producido en ratén, anti-
Tyr-tubulina (1:1000, Millipore EMD) producido en rata y anti-A2-tubulina (1:1000, Millipore
EMD) y anti-poli-E (1:500, cedido por el Dr. M.A. Gorovsky) producidos en conejo.
Seguidamente, realizamos 4 lavados de 5 min con PBS-0,1% (v/v) Triton-X100 e incubamos
las células con los siguientes anticuerpos secundarios preparados también en PBS-0,1%
(v/v) Triton-X100: Alexa Fluor® 647 anti-lgG de conejo producido en cabra (1:1000, Life
Technologies), Alexa Fluor 488® anti-lgG de conejo producido en cabra (1:1000, Life
Technologies) y Alexa Fluor® 633 anti-lgG de rata producido en cabra (1:1000, Life

Technologies).
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Tras realizar 4 lavados adicionales de 5 min con PBS-0,1% (v/v) Tritén-X100 y un ultimo
lavado con PBS, procedimos al montaje de los cubreobjetos en portaobjetos con la ayuda
del reactivo ProLong® Gold (Life Technologies). Finalmente, las imagenes de
inmunofluorescencia fueron adquiridas en un microscopio confocal invertido (Leica TCS
SP5) a temperatura ambiente y usando un objetivo X63, y analizadas con el programa LAF
AS Lite 1.8.1 (Leica).

2.10 Analisis de la actividad glutamilasa de varias TTLLs

Cuatros constructos distintos con las secuencias codificantes para versiones truncadas
de la TTLL4 (TTLL4_C639), TTLL5, TTLL6 (TTLL6_N705) y TTLL7 (TTLL7S) fueron
transfectados en cultivos de 2 ml de células HEK293 T crecias en adherencia a una
confluencia del 60% en medio DMEM, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.8.
Estos constructos fueron cedidos por el Dr. Carsten Janke (Institut Curie, Francia) y la
construccion de los vectores, asi como la secuencia codificante para las distintas formas
recortadas de las TTLLs con actividad glutamilasa testadas, se detallan en la publicacion
[221]. Para la co-transfeccion de varias TTLL glutamilasas en un mismo cultivo celular,
mantuvimos invariable la cantidad de 1,4 ug de ADN total a transfectar. De forma analoga,
establecimos cultivos de células HEK293 T sin transfectar como control de los niveles de
poliglutamilacién presentes en las células sin modificar. Las transfecciones y co-

transfecciones de los constructos se realizaron como minimo por duplicado.

Tras 48 h. de expresion, los extractos celulares fueron analizados como se describe en
el apartado 2.8. Asi pues, realizamos la lisis, la clarificacion de los extractos, la
cuantificacién de la fraccidn soluble proteica y analisis de 30 ug de proteina total mediante
electroforesis SDS-PAGE seguido de western blot. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: anti-poli-E (1:5000, cedido por el Dr. M.A. Gorovsky) producido en conejo y anti-
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (1:5000, GAPDH, Ambion) producido en raton. Los
anticuerpos secundarios empleados fueron los siguientes: anti-lgG de ratén producido en
cabra conjugado a la HRP (1:5000, Bio-Rad) y anti-lgG de conejo producido en asno
conjugado a HRP (1:5000, GE Healthcare).

2.11 Poliglutamilacion de la tubulina enddégena de células HEK293 F

Para la modificacion in vitro de los niveles de poliglutamilacién presentes en la subunidad
a y B de la tubulina endégena de células HEK293 F, 1 I. de cultivo de células HEK293 F
crecidas en suspension a una densidad celular de 1-10° cels/ml fue transfectado con el

constructo que contiene el cADN codificante para la mTTLL6_N705 fusionada en su extremo
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N-t la proteina YFP. La transfeccién se realizé siguiendo el mismo protocolo descrito en el

apartado 2.8.

Tras 60 h de expresion, centrifugamos los cultivos a 294 xg durante 20 min a
temperatura ambiente y descartamos el medio sobrenadante. Las células recogidas en el
pelet fueron lavadas dos veces con PBS, pH 7,4, y resuspendidas en tampdn de lisis (50
mM acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES, Sigma-Aldrich), pH 6,8, 200 mM NacCl
(Sigma-Aldrich), 2 mM de acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N'N'-tetraacético (EGTA,
Sigma-Aldrich), 1 mM de cloruro de magnesio (MgCl,, Sigma-Aldrich), 1 mM ditiotreitol (DTT,
Fluka), 0,1 mM de guanosin trifosfato (GTP, Sigma-Aldrich), 0,2% (v/v) NP-40 y el coctel de
inhibidores de proteasas Set Ill sin EDTA), a razén de 1 ml de tampdn por cada gramo de
pelet humedo. A continuacion, incubamos las células durante 15 min en hielo y las
sonicamos con la ayuda del sonicador Branson S-450 (Biogen), empleando una amplitud del
40% y 2 ciclos de 60 s de duracion con intervalos de ON/OFF de 5 s. Finalmente, los
extractos celulares fueron ultracentrifugados a 120.000 xg durante 1 h. a 4°C para la
clarificacion de los extractos celulares. La fraccién insoluble se descartd, y la fraccion

soluble se reservo para la posterior purificacion de la tubulina (ver apartado 2.12).

2.12 Purificacion de la tubulina poliglutamilada enddgena de células HEK293 F

La tubulina enddgena de células HEK293 F altamente poliglutamilada en sus
subunidades a y B por la accién de la mTTLL6_N705, se semipurificdé mediante
cromatografia de afinidad de intercambio aniénico empleando una columna (volumen de
columna (CV) = 15 ml) con la resina de dietilaminoetil-sefarosa (DEAE-Sepharose Fast
Flow, GE Healthcare), conectada al sistema de FPLC AKTA™ Purifier 100 (GE Healthcare).

En primer lugar, equilibramos la columna con 3 CV del tampén 50 mM MES, pH 6,8, 200
mM NaCl, 2 mM EGTA y 1 mM MgCl,. A continuacion, inyectamos la fraccion soluble que
contiene la tubulina modificada, previamente filtrada a través de una membrana de
nitrocelulosa con un tamano de poro de 0,45 um (EMD Millipore). Seguidamente, lavamos la
columna con 2 CV del tampodn de equilibrado y eluimos las proteinas unidas a la resina en
fracciones de 3 ml estableciendo un gradiente lineal creciente (desde a 0 a 40%) de NaCl
con el tampon 50 mM MES-NaOH, pH 6,8, 1 M NaCl, 2 mM EGTA y 1 mM MgCl,. Para
determinar el grado de pureza, analizamos 15 pl de cada fraccién eluida mediante
electroforesis SDS-PAGE en geles de alta resolucion para los mondémeros de la tubulina,
siguiendo la metodologia descrita en el punto 2.8. Tras la electroforesis SDS-PAGE, tefiimos
los geles con azul de Coomassie G-250 para la visualizacion de las bandas proteicas y
agrupamos las fracciones mas puras. A continuacién, desalamos la muestra en una columna
de gel filtracion HiTrap (GE Healthcare) empleando el tampdn Brinkley 1980 (BRB80) (80
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mM PIPES, pH 6,8, 1 mM MgCI2 y 1 mM EGTA) y cuantificamos la concentracion de
proteina de la muestra desalada midiendo la absorbancia a 280 nm con la ayuda del

espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

2.13 Ensayo de la cinética de deglutamilacién de la tubulina poliglutamilada

Para estudiar la actividad de la hCCP6 sobre la tubulina altamente poliglutamilada en
ambas subunidades del heterodimero purificada en el apartado anterior, preparamos
reacciones que contienen 0,2 ug de tubulina purificada de cerebro porcino (Cytoskeleton,
Inc.) y 0,1 ug de la hCCP6 recombinante. En paralelo, incubamos 0,2 ug del sustrato con 0,1
Mg de hCCP1 recombinante, como control positivo de actividad deglutamilasa asociada a
ambas subunidades del heterodimero de tubulina [134]. Ademas, como control de la
especificidad enzimatica, establecimos reacciones de incubaciéon de ambas enzimas con el
sustrato en presencia de 10 mM del inhibidor de MCPs 1,10-fenantrolina (OP) y del mutante
hCCP6 E401Q con el sustrato. Todas las reacciones fueron ensayadas por duplicado en un
volumen final de 50 pl en tampén 80 mM PIPES, pH 6,8, e incubadas a 37°C a distintos
tiempos (15, 30, 45, 60 y 120 min). La hCCP6 y hCCP1 recombinantes empleadas en los
ensayos contienen en su extremo N-t las etiquetas Strep-tag® Il y HA. Ambas enzimas
fueron producidas en células de mamifero HEK293 F y semipurificadas mediante
cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® II. La construcciéon del vector recombinante que

codifica para la hCCP1 se detalla en la publicacion [174].

Después de la incubacion, detuvimos las reacciones de digestién con 10 pl del tampdn
de muestra (5X) y las hervimos a 95°C durante 5 min. A continuacion, analizamos 20 pl de
cada muestra mediante electroforesis SDS-PAGE siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 2.8, para la resolucion eficiente de los mondémeros de la tubulina. Tras la
electroforesis SDS-PAGE, procedimos a la inmunodetecciéon de las proteinas de interés
mediante western blot, siguiendo también las instrucciones detalladas en apartado 2.8. En
este caso, los anticuerpos primarios usados fueron: anti-poli-E (1:5000, obsequio del Dr.
Gorovsky) producido en conejo, anti-Strep-tag® Il (1:1000, IBA Technologies) producido en
raton y anti-Tyr-tubulina (1:2000, Millipore EMD) producido en rata. Los anticuerpos
secundarios empleados fueron los siguientes: anti-lgG de ratdon producido en cabra
conjugado a la HRP (1:5000, Bio-Rad), anti-IgG de conejo producido en asno conjugado a
HRP (1:5000, GE Healthcare) y anti-lgG de rata producido en cabra conjugado a HRP
(1:5000, GE Healthcare).
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2.14 Actividad de la CCP6 humana frente a teloquinas recombinantes con

diferentes residuos C-terminales

Co-transfectamos individualmente los vectores recombinantes que codifican para 6
versiones artificiales de la proteina teloquina junto al vector recombinante pTriEx-6
codificante para la hCCPG6, en cultivos de 2 ml de células HEK293 T crecidas en adherencia
al 50% de confluencia en medio DMEM, segun el protocolo descrito en el apartado 2.8. De
forma analoga, co-expresamos individualmente las mismas teloquinas modificadas junto a
las enzimas hCCP1 o mCCP3 _Z1670 (forma truncada de la mCCP3 enzimaticamente
activa), como controles positivos de actividad deglutamilasa y deaspartilasa,
respectivamente. Las proteinas recombinantes se sobreexpresaron intracelularmente
durante 48 h. La hCCP6 y hCCP1 recombinantes contienen en su extremo N-t las etiquetas
Strep-tag® Il y HA, mientras que la mCCP3_Z1670 presenta la proteina YFP. Las teloquinas
modificadas contienen en su extremo N-t la proteina de fusion YFP y extensiones variables
de residuos acidicos C-t (teloquina-GED vy teloquina-GE[E],, donde n=1-5). La construccion
del vector recombinante que codifica para la hCCP1 se detalla en [27], y la generacion de
los vectores codificantes para la mCCP3_Z1670 recombinante y las distintas versiones

artificiales de las teloquinas se describe en [125].

Tras 48h de expresién, seguimos las instrucciones detalladas en el apartado 2.8 para la
lisis celular, el fraccionamiento, cuantificacion de la proteina soluble y analisis de 30 ug de
proteina total mediante electroforesis SDS-PAGE de alta resolucion para los mondmeros de

la tubulina, seguido de western blot.

En este caso, los anticuerpos primarios usados fueron: anti-poli-E (1:5000, obsequio del
Dr. M.A. Gorovsky) producido en conejo, anti-HA (1:5000, Sigma-Aldrich) producido en
raton, anti-proteina fluorescente verde (GFP, 1:5000, Torrey Pines Biolabs) producido en
conejo, anti-A2-tubulina (1:1000, Millipore EMD) producido en conejo y anti-poli-E (1:5000,
cedido por el Dr. M.A. Gorovsky) producido en conejo. Los anticuerpos secundarios
empleados fueron los siguientes: anti-IgG de ratén producido en cabra conjugado a la HRP
(1:5000, Bio-Rad) y anti-lgG de conejo producido en asno conjugado a HRP (1:5000, GE

Healthcare).

2.15 Ensayos de inhibicién de la CCP6 humana

Para el estudio in vitro del efecto de diferentes compuestos quimicos e inhibidores
proteicos sobre la actividad de hCCP6, pre-incubamos durante 15 min y a 25°C, 0,1 pg de la
hCCP6 activa producida en células de mamifero HEK293 F y semipurificada mediante

cromatografia anti-Strep-tag® Il, con cada uno de los siguientes inhibidores (a las
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concentraciones indicadas): PCI (0,4 y 0,1 mM), NvClI (0,1 y 0,01 mM), N-(4-Aminobenzoil)-
L-Glu (1 y 0,1 mM), acido félico (1 y 0,1 mM) o 10 mM EDTA. A continuacion, afadimos a
las reacciones 0,625 ug de tubulina purificada de cerebro porcino como sustrato, y las
incubamos a 37°C durante 5 h. En paralelo, preparamos reacciones de la hCCP6 con el
sustrato en ausencia de inhibidores para determinar los niveles iniciales de tubulina poli-E
en éste. Todas las reacciones se prepararon minimo por triplicado en un volumen final de 25
I final en tampdn de actividad 80 mM PIPES, pH 6,8, suplementado con 1/500 del céctel de
inhibidores de proteasas Set Ill sin EDTA (EMD Millipore).

Tras 5 h de incubacion, detuvimos las reacciones de digestion con 5 pl de tampén de
muestra (5X) y hervimos las muestras a 95°C durante 5 minutos. Seguidamente, analizamos
20 ul de cada muestra mediante electroforesis SDS-PAGE, siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 2.8 para la resolucion eficiente de los mondmeros de la tubulina. Finalizada la
electroforesis SDS-PAGE, procedimos a la inmunodeteccién de las proteinas de interés
mediante western blot, siguiendo también las instrucciones detalladas en el apartado 2.8. En
este caso, los anticuerpos primarios usados fueron: anti-poli-E (1:5000, cedido por el Dr.
M.A. Gorovsky) producido en conejo y anti-B-tubulina (1:3000, Sigma-Aldrich) producido en
ratdbn. Los anticuerpos secundarios usados fueron los siguientes: anti-IlgG de ratén
producido en cabra conjugado a la HRP (1:5000, Bio-Rad) y el anti-lgG de conejo producido
en asno conjugado a HRP (1:5000, GE Healthcare).

La bandas se visualizaron mediante quimioluminiscencia usando el sustrato ,Luminata
Forte Western HRP substrate® (EMD Millipore) con la ayuda del sistema de deteccién
VersaDoc™ (Bio-Rad). Para calcular el porcentaje de inhibicibn de la actividad
deglutamilasa de la hCCP6 para cada una de las moléculas testadas, cuantificamos las
bandas proteicas de interés por densitometria con la ayuda del programa de analisis
Quantity One® (Bio-Rad). A continuacién, normalizamos los valores de poliglutamilacion
obtenidos para la subunidad a de la tubulina respecto al correspondiente valor de la B-
tubulina. Finalmente, los valores normalizados de poliglutamilacién para cada concentracion
de inhibidor fueron relativizados al valor normalizado de poliglutamilacién calculado para el

sustrato aislado, que representa el 100% de poliglutamilacién.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Produccion y purificacion de la CCP6 humana

La sintesis de proteinas recombinantes ha facilitado el estudio bioquimico, estructural y
funcional de muchas proteinas poco abundantes en sus fuentes naturales. Sin embargo, no
existe un unico sistema de expresion idoneo para la produccion de cualquier proteina
recombinante, y la elecciéon del sistema apropiado debe ser evaluado individualmente
dependiendo de las propiedades bioquimicas y biolégicas de la proteina de interés, de la
naturaleza de los experimentos planificados y de la cantidad de proteina recombinante
requerida. Los sistemas de expresidon mas empleados hoy en dia estan basados en células
bacterianas y levaduras. No obstante, en los ultimos afios se ha extendido el uso de células
de insecto infectadas por baculovirus (BVS) recombinantes y células de mamifero, como

sistemas de produccién para proteinas recombinantes estructuralmente complejas.

En la actualidad, no se ha conseguido determinar la estructura 3D para ninguna CCP de
mamifero debido a la gran dificultad en producir estas enzimas. La obtencién de grandes
cantidades (>5 mg/ml) de la proteina de interés en su conformacién soluble, estable, pura y
homogénea son prerrequisitos imprescindibles para llevar a cabos ensayos de cristalizacion
y resolucién de la estructura 3D de la proteina mediante cristalografia de rayos X. Ademas,
siempre que sea posible, es determinante verificar que la proteina se obtiene en su
conformacion nativa biolégicamente activa, ya que un plegamiento proteico correcto se
asocia a la presencia de actividad enzimatica. A continuacién, evaluamos 3 sistemas de
expresion en términos de solubilidad, rendimiento y actividad enzimatica con el objetivo de
identificar el sistema mas adecuado para la obtencién de la hCCP6 recombinante, como
punto de partida para llevar a cabo estudios de caracterizacién estructural y funcional de la

proteina.

3.1.1 Sistema de expresién basado en células de mamifero

Los sistemas de expresion basados en células de mamifero han sido hasta hace unos
afos la opcidon menos popular para la produccion de proteinas recombinantes debido a su
baja productividad, especialmente de proteinas intracelulares. Sin embargo, las células de
mamifero proporcionan el contexto de expresién adecuado para la obtencion de proteinas
recombinantes eucariotas que no pueden ser producidas de forma eficiente en ningun otro
sistema de expresion, facilitando las chaperonas, cofactores, proteinas de unién y enzimas
catalizadoras de MPTs, necesarias para el correcto plegamiento, estabilidad y funcionalidad

de la proteina de interés [274].
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En nuestro grupo de investigacion obtenemos desde hace algunos anos varias hCCPs
biolégicamente activas empleando células de mamifero HEK293, por lo que disponemos de
protocolos optimizados para su produccion. En nuestro caso, para la obtencién de hCCP6,
transfectamos un constructo con el cADN de la hCCP6 insertado en el vector de expresion
pTriEx-6 en cultivos de células de mamifero HEK293 F crecidas en suspension, y
sobreexpresamos la proteina durante 60 h. Al mismo tiempo, transfectamos cultivos con un
segundo constructo que codifica para la hCCP6 E401Q, y que es cataliticamente inactivo.
En ambos casos (hCCP6 y hCCP6 E401Q), para facilitar la inmunodeteccion y purificacion
de la proteina recombinante, se incorporaron a la secuencia de las proteinas las etiquetas
Strep-tag® |l y el epitopo de la hemaglutinina del virus de la gripe (HA) en su extremo N-t.
Ademas de estos constructos, como control negativo también transfectamos el vector
pTriEx-6 vacio.

Para estudiar la expresion intracelular de la hCCPG6, la fraccidn soluble proteica y la
fraccion insoluble de los extractos celulares fue analizada mediante 1) electroforesis SDS-
PAGE seguido de la tincién de los geles con azul de Coomassie G-250 para la visualizaciéon
del contenido proteico total en cada muestra analizada (figura 24-A), y 2) western blot para

la inmunodeteccién especifica de la proteina interés con el anticuerpo anti-HA (figura 24-B).
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Figura 24. Analisis de la expresion de la CCP6 humana en células de mamifero HEK293 F.
Electroforesis SDS-PAGE (A) y western blot (B) para la evaluacion cualitativa del rendimiento y la
calidad de la hCCP6 recombinante salvaje y el mutante cataliticamente inactivo hCCP6 E401Q
producidas en células HEK293 F tras 60 h de expresion post-transfeccion. En cada carril cargamos
30 g de proteina total para las fracciones solubles de la hCCP6 salvaje (S) y del mutante hCCP6
E401Q (M) y volumenes equivalentes de la fraccion insoluble (I) de la hCCP6 salvaje. El gel de SDS-
PAGE esté tefido con azul de Coomassie G-250 y la inmunodeteccion de la hCCP6 recombinante se
realizé con el anticuerpo anti-HA. El control negativo de la expresion proteica corresponde a células
HEK293 F transformadas con el vector vacio pTriEx-6 (9).
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Los resultados obtenidos revelaron la presencia de una unica banda proteica con el
tamafo esperado (58 kDa) en la fraccién soluble correspondiente a la hCCP6 (S) y hCCP6
E401Q (M) recombinantes, y la presencia de una parte de la proteina en la fraccion insoluble

(I) en el caso de los extractos transfectados con la hCCP6 salvaje (figura 24-B).

A continuacion, realizamos una purificacion de la hCCP6 presente en la fraccion soluble
mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® 1l. Como se muestra en el gel de la
figura 25-A, la hCCP6 eluida se obtuvo parcialmente pura. Aunque probamos distintos
pasos de purificacion adicionales (cromatografia de exclusion molecular, intercambio idnico,
etc.), no fuimos capaces de incrementar la pureza de la proteina debido a la baja cantidad
obtenida y a la inestabilidad de ésta una vez enriquecida. Para confirmar que nuestra
proteina es activa, una vez purificada, investigamos la actividad enzimatica de la hCCP6
mediante ensayos in vitro de deglutamilacion empleando tubulina purificada altamente
poliglutamilada (poli-E) de cerebro porcino como sustrato. Como controles de este ensayo,
preparamos dos reacciones adicionales: 1) el sustrato con la hCCP6 E401Q semipurificada
para corroborar que la deglutamilacion observada es especifica de la hCCP6, y 2) el
sustrato sin enzima para determinar los niveles iniciales de poli-E en el sustrato. A
continuacion, la deglutamilacidén de las cadenas laterales de poli-E en la tubulina catalizada
por la hCCP6 fue evaluada mediante western blot empleando el anticuerpo anti-poli-E, que
reconoce extensiones de =3 Glu codificados genéticamente en el extremo C-t de sus
sustratos y las largas cadenas laterales de poli-E generadas post-traduccionalmente en la

region C-terminal de la tubulina y otras proteinas [124].

Los resultados obtenidos muestran una clara disminucién de la sefal del anticuerpo anti-
poli-E en las reacciones en presencia de la hCCP6 salvaje con el sustrato (hCCP6-S)
respecto a los controles, lo que indica que la hCCP6 producida en células de mamifero
HEK293F es activa. Debido a que esta disminucién no se observd en el caso de la hCCP6
mutante (hCCP6-M) ni en el control negativo (C-) sin enzima, podemos asegurar que la
hidrdlisis de las cadenas de poli-E de la tubulina es debida especificamente a la actividad
proteolitica de la hCCP6 (figura 25-B).

En conclusion, en el presente estudio hemos demostrado que el sistema de expresion
basado en células de mamifero HEK293 F es apropiado para la produccion de pequefias
cantidades de hCCP6 recombinante, utiles para realizar ensayos bioquimicos y funcionales.
En este caso, la proteina recombinante pudo ser purificada de la fraccién soluble mediante
un unico paso de purificacion y la proteina semipurificada resultante fue util para realizar
ensayos de actividad enzimatica. A pesar de que la proteina se produce en su forma soluble
y es relativamente estable y activa, el bajo rendimiento del sistema es insuficiente para llevar

a cabo estudios estructurales.
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Figura 25. Determinacién de la actividad deglutamilasa de la CCP6 humana purificada
producida en células de mamifero HEK293 F. (A) Gel de SDS-PAGE tefido con azul de
Coomassie G-250 mostrando la pureza de la hCCP6 y hCCP6 E401Q solubles producidas en células
HEK293 F y semipurificadas mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il. Se muestran la
fraccion soluble inicial (1), la fraccidon proteica no-retenida en la columna (FW) y la fraccion eluida con
la hCCP6 salvaje (S) y el mutante hCCP6 E401Q cataliticamente inactivo (M) semipurificadas. (B)
Andlisis mediante western blot de volumenes equivalentes de las reacciones de incubacion de la
hCCP6 y hCCP6 E401Q semipurificadas de HEK293 F con tubulina poli-E de cerebro porcino a 37°C
durante 5 h. El control negativo (C-) corresponde a la tubulina poli-E sin enzima y permite determinar
los niveles iniciales de poliglutamilacion en el sustrato sin modificar. Todas las reacciones se
prepararon por duplicado. El estado de glutamilacién del sustrato se examind con el anticuerpo anti-
poli-E, que reconoce largas cadenas de poli-E (= 3 Glu) en la region C-t del heterodimero de tubulina.
La deteccion de la hCCP6 recombinante se realizd con el anticuerpo anti-HA. La a-tubulina se ha
empleado como control de carga del gel.

3.1.2 Sistema de expresion bacteriano

Los sistemas de expresion procariotas basados en la bacteria Escherichia coli (E. coli)
constituyen la estrategia mas popular para la produccion rapida y econdmica de proteinas
recombinantes debido a su facilidad de manipulacién y transformacion, la disponibilidad de
un gran numero de vectores de expresion y cepas huésped mutantes, su crecimiento a alta
densidad y el elevado rendimiento (~30% de la biomasa) en la sintesis intracelular de
proteinas. Sin embargo, también presenta algunos inconvenientes importantes como, por
ejemplo, es habitual la acumulacién en cuerpos de inclusion de proteinas desplegadas o mal
plegadas (especialmente de aquellas que requieren de tiempos mas largos y/o chaperonas
moleculares para plegarse correctamente) debido a la elevada tasa de sintesis proteica y a
la incapacidad de E. coli para realizar la mayoria de las MPTs presentes en las proteinas
eucariotas [275]. Ademas, la sintesis de proteinas heterélogas de membrana, de secrecion o

con un tamano superior a 60 kDa son muy dificiles de expresar con éxito en E. coli.
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Ensayos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio sugirieron la dificultad en
producir la hCCP6 en la bacteria E. coli. En concreto, se evaluaron distintas condiciones de
expresion, como son la concentracién de IPTG, la temperatura y los tiempos de expresion
post-induccién en busqueda de las condiciones 6ptimas de expresion para nuestra proteina
de interés en la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS. Sin embargo, en todas las condiciones
ensayadas, el rendimiento obtenido en la produccién de la proteina soluble fue bajo, debido
a que gran parte de la proteina formaba agregados insolubles en cuerpos de inclusion y la
proteina obtenida en su forma soluble estaba significativamente degradada y/o truncada

(datos no mostrados).

Teniendo en cuenta esta experiencia previa, en el presente trabajo hemos intentado
maximizar el rendimiento en la obtencion soluble de la hCCP6 en su forma soluble mediante
el uso de dos nuevas cepas de E. coli Rosetta (DE3) y BL21 (DE3) cc5. La sintesis de
proteinas recombinantes en E. coli Rosetta (DE3) se recomienda para aquellas proteinas
eucariotas que contienen codones infrecuentes o ausentes en E. coli, ya que reduce la
formacion de versiones truncadas de la proteina por la terminacion prematura de la
traduccién gracias a la co-expresion de genes codificantes para varios ARNs de
transferencia (tARNs) [276]. La cepa de E. coli BL21 (DE3) cc5 co-expresa las principales
chaperonas citosodlicas implicadas en la sintesis de novo de proteinas (ClpB y los complejos
DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-GroES) en esta bacteria, contribuyendo asi al correcto

plegamiento de las proteinas heterdlogas [277].

Para la expresién de la hCCP6, establecimos cultivos liquidos de E. coli Rosetta (DE3) y
E. coli BL21 (DE3) cc5 que contienen el plasmido pTriEx-6 recombinante codificante para la
proteina de interés fusionada a las etiquetas Strep-tag® Il y HA en su extremo N-t. Los
cultivos transformantes fueron incubados a 37°C y 250 rpm en medio LB suplementado con
antibidtico, hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. En ese momento, indujimos la
expresion intracelular de la hCCP6 recombinante con IPTG 1 mM y permitimos la
sobreexpresion intracelular de la enzima durante 2,5 h a distintas temperaturas (18°C y
37°C) post-induccion. Paralelamente, preparamos para cada una de las cepas cultivos
liquidos no inducidos de células transformadas con el vector recombinante para determinar
la actividad basal transcripcional de la hCCP6 recombinante a ambas temperaturas post-
induccidn, y cultivos transformados con el vector vacio pTriEx-6, como control negativo de la

sintesis de la proteina recombinante de interés.

Tras la expresion, la presencia de hCCP6 fue evaluada tanto en la fraccién soluble como
en la fraccion insoluble de los extractos celulares mediante 1) electroforesis SDS-PAGE
seguido de la tincion de los geles con azul de Coomassie G-250 para la visualizaciéon del

contenido proteico total en cada muestra analizada, y 2) western blot para la
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inmunodeteccién especifica de la proteina interés con el anticuerpo anti-HA. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 26.

A 37°C 18°C 37°C 18°C
+ = + PTG + + IPTG
kDa _@ b .8 b8 4 S-.0..§ kDa: ;9o b 28 b o S b o8 b S
1704 w —- — — — 170 -
1354 _ : 135 -
100 B — - —_— — 100 -
B =N = =~
72 o - . - g 72 4
> -_— - < »hCCP
55 - -— . & - 55 “3’ - CCP6
= 4§ —
el = , i T —
: ? " s = B
B E E = . 1 =
. - b . B Ee -
-
=
anti-HA
B 3r°c 18°C 37°C 18°C
+ - + 5 IPTG + - + . IPTG
kpa 2 | S I S I S | S kpa @& ! S \ S I S I 'S
1709 _ 170 4
135 4 2 135 4
1004 b = 100
n{E W= = =Y =7 72
- — — — - 1
J -— — — p— - - . L - > hCCP6
5 B_B |
40 3 — i
F - — — 40 - =
33 4 Q — - - - 33 4
>- p— 1 =
) =3 -' -
-

anti-HA

Figura 26. Analisis de la expresion de la CCP6 humana producida en E. coli. Electroforesis SDS-
PAGE y western blot para la evaluacion cualitativa del rendimiento y la calidad de la proteina
recombinante obtenida en las cepas de E. coli BL21 (DE3) cc5 (A) y E. coli (DE3) Rosetta (B), tras 2 h
y 30 min de expresién post-induccién a 37°C y 18°C. Resolvimos 30 pg de proteina total de la fraccion
soluble (S) y volumenes equivalentes de cada fraccién insoluble (I), para cada una de las muestras
analizadas. Los geles de SDS-PAGE estdn tefiidos con azul de Coomassie G-250 y la
inmunodeteccion de la hCCP6 se realizd con el anticuerpo anti-HA. Para ambas cepas, los controles
de la expresion basal de hCCP6 a 37°C y 18°C corresponden a cultivos no inducidos transformados
con el vector recombinante (IPTG -) y los controles negativos de la expresion proteica corresponden a
cultivos transformados con el vector vacio pTriEx-6 (Q).

La inmunodeteccion de la hCCP6 recombinante confirmé la presencia de la proteina en
la fraccién soluble (S) tras la induccion de la expresién con IPTG en ambas cepas y para las
dos temperaturas de expresién ensayadas (18°C y 37°C). En todos los casos se observd
una banda correspondiente con el tamafio esperado para la hCCP6 (~60 kDa), junto con un
nuamero variable de bandas de menor tamafo (figura 26). Ademas, el incremento en los
niveles de la hCCP6 soluble en los cultivos inducidos (+) es practicamente insignificante en
comparacion con los niveles observados en los cultivos sin inducir (-) en las condiciones

testadas.
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Esto sugiere un nivel elevado de expresion basal de la proteina en ausencia del agente

inductor.

En general, el patron de bandas proteicas visualizado en E. coli BL21 (DE3) cc5 (figura
26-A) es similar al de E. coli Rosetta (DE3) (figura 26-B), lo que indica que las multiples
bandas observadas son debidas, principalmente, a la degradacion proteolitica de la proteina
y no a la sintesis de versiones truncadas de la misma por la traduccion ineficiente del
MARN. Por consiguiente, el bajo rendimiento obtenido en la sintesis de la hCCP6 soluble
con el tamano esperado es atribuible, basicamente, a la inestabilidad y susceptibilidad
proteolitica de la proteina recombinante en el ambiente de expresion de E. coli. En la
fraccidon insoluble (I) también observamos la presencia de la hCCP6 con un patrén de
bandas que muestra una gran degradacién y la presencia de una gran cantidad de proteina
mal plegada y/o desplegada formando agregados insolubles. Este hecho también puede

contribuir notablemente al bajo rendimiento obtenido en la produccién de la proteina soluble

de interés.
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Figura 27. Determinaciéon de la actividad deglutamilasa de la CCP6 humana purificada
producida en E. coli. (A) Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie G-250 mostrando la
pureza de la hCCP6 soluble producida en E. coli Rosetta (DE3) a 18°C tras 2,5 h de expresién post-
induccion y semipurificada mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il. Se muestran la
fraccion soluble inicial (1), la fraccidon proteica no-retenida en la columna (FW) y la fraccion eluida con
la hCCP6 semipurificada (S). (B) Analisis mediante western blot de volumenes equivalentes de las
reacciones de incubaciéon de la hCCP6 semipurificada de E. coli con tubulina poli-E de cerebro
porcino a 37°C durante 5 h. El control positivo (C+) corresponde a la incubacion de la hCCP6
producida en células HEK293 F enzimaticamente activa con el sustrato. El control negativo (C-)
corresponde a la tubulina poli-E y permite determinar los niveles iniciales de poliglutamilacion en el
sustrato sin modificar. Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado en presencia y ausencia
del inhibidor de MCPs 1,10-fenantrolina (OP). El estado de glutamilacién del sustrato se examino con
el anticuerpo anti-poli-E, que reconoce largas cadenas de poli-E (= 3 Glu) en la region C-t del
heterodimero de tubulina. La deteccion de la hCCP6 recombinante se realizé con el anticuerpo anti-
HA. La a-tubulina se ha empleado como control de carga del gel.
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Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos llevar a cabo una purificacién de la
hCCP6 mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il, usando uno de los dos
sistemas de expresion. Para ello, repetimos la expresion de hCCP6 en la cepa de Rosetta a
18°C, condiciones en las que obtuvimos una mayor cantidad de proteina soluble (ver figura
26-A). Una vez purificada la proteina (figura 27-A), determinamos la presencia de actividad
enzimatica en la hCCP6 semipurificada mediante ensayos in vitro de deglutamilacién de la
misma forma cémo se realizd en anteriormente (ver apartado 3.1.1). En este caso, todas las
reacciones se ensayaron en presencia o ausencia del inhibidor de MCPs OP. Cémo control
adicional se realizaron reacciones en las mismas condiciones, en presencia de hCCP6
purificada de células de mamifero (C+). Finalmente, el estado de glutamilacion de la tubulina
se examiné en todas las muestras mediante western blot analizando volumenes
equivalentes de cada reaccidn y empleando el anticuerpo anti-poli-E. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 27-B.

Los resultados obtenidos muestran una clara disminucion en la sefal de las bandas
obtenidas con el anticuerpo anti-poli-E en las reacciones con la hCCP6 producida en células
de mamifero con el sustrato (C+) y en ausencia de inhibidor, en comparacién con el control
en presencia de OP y el control de la tubulina sin enzima (C-). Este resultado demuestra que
las condiciones del ensayo son ¢ptimas para la actividad enzimatica de la hCCP6. Sin
embargo, en el caso de la reaccién en presencia de la hCCP6 producida en E. coli con el
sustrato (hCCP6), no se observa una disminucién en la intensidad de la banda
correspondiente al anti-poli-E, en comparacion con los diferentes controles. Este hecho
indica que la enzima es cataliticamente inactiva en las concentraciones ensayadas.
Ademas, la deteccion de la proteina recombinante con anti-HA demuestra que la hCCP6
producida en E. coli no es activa, incluso empleando cantidades de enzima muy superiores

(>20 veces) a las usadas con la hCCP6 producida en células de mamifero (figura 27-B).

En conclusion, determinamos que la produccién de hCCP6 en las cepas de E. coli
Rosetta (DE3) y BL21 (DE3) cc5 es inviable en las condiciones ensayadas. El rendimiento
en la obtencion de hCCP6 soluble con el tamafio molecular esperado es muy bajo debido a
que gran parte de la proteina se agrega formando cuerpos de inclusion y la proteina
obtenida en su forma soluble es muy inestable, sufriendo una intensa degradacion
proteolitica. Ademas, la hCCP6 soluble semipurificada no presenta actividad enzimatica, por
lo que no es apta para llevar a cabo estudios de caracterizacion estructural ni funcional de la
hCCP6.
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La dificultad para producir proteinas recombinantes solubles, aun en presencia de
chaperonas moleculares y de tARNs infrecuentes o ausentes en E. coli, esta relacionada
principalmente con la capacidad limitada de esta bacteria para catalizar la mayoria de MPTs

presentes en las proteinas eucariotas.

Las MPTs tienen un papel crucial en el plegamiento proteico, la estabilidad, actividad
biolégica, localizacion e inmunogenicidad de las proteinas [278], de manera que la falta de
eéstas en la hCCP6 recombinante podria justificar la intensa degradacion proteolitica,
inestabilidad, insolubilidad y ausencia de actividad enzimatica observada. Sin embargo, no
podemos descartar la necesidad de algun cofactor, chaperonas especificas u otras
proteinas de unién ausentes en E. coli imprescindibles para el correcto plegamiento,
estabilidad y actividad biolégica de la proteina. Hasta la fecha, no se ha conseguido obtener
ninguna CCP de mamifero activa (algunas de hasta 120 kDa) empleando sistemas de
expresion basados en bacterias [131], lo que corrobora la dificultad de obtener estas

enzimas de forma soluble y activa en E. coli.

3.1.3 Sistema de expresion basado en células de insecto infectadas por baculovirus

Los sistemas de expresion basados en células de insecto infectadas por BVS
recombinantes constituyen un método alternativo para la produccion de proteinas
heterélogas que no pueden ser sintetizadas de forma eficiente en los organismos
procariotas, especialmente de proteinas intracelulares. Estos sistemas ofrecen niveles de
produccion relativamente altos y, ademas, son capaces de realizar MPTs de forma similar a
las células eucariotas. Este sistema es compatible también con la expresion de proteinas de

gran tamarfo y permite la expresion simultanea de varias proteinas.

La produccion de hCCP6 en células de insecto Sf9 se llevd a cabo empleando el sistema
Bac-to-Bac® para la generacion de BVS recombinantes. En primer lugar, realizamos la
transposicion dirigida del cassette de expresion que contiene la secuencia codificante para
la hCCP6 fusionada a las etiquetas Strep-tag® Il, desde el vector pFastBac1 al genoma
modificado (bacmido) del ACMNPV. A continuacion, transfectamos el bacmido recombinante
en células Sf9 para el ensamblaje de los BVS recombinantes vy, tras varias rondas de
infeccién para la amplificacién del virus, alcanzamos un titulo viral del orden de 10 pfu/ml
adecuado para realizar las primeras pruebas de expresion. Para ello, infectamos cultivos de
células Sf9 a distintas multiplicidades de infeccion (MOI) (1, 2, 5 y 10 pfu/ml) y permitimos la
sobreexpresion intracelular de la proteina a varios tiempos de expresién post-infeccion (24,
48 y 72 h), con el objetivo de averiguar las condiciones Optimas para la produccién de
nuestra proteina de interés. Ademas, preparamos cultivos de células Sf9 infectados por BVS

no recombinantes, como control negativo de expresion (J).
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La expresion de hCCP6 se examind en la fraccion soluble e insoluble de los extractos
celulares, y en el medio extracelular, empleando las técnicas de electroforesis SDS-PAGE y

western blot usadas en los sistemas anteriores.

Como podemos observar en la figura 28, la hCCP6 recombinante se observa en todas
las fracciones analizadas a las 24 h post-infeccién, como una banda mayoritaria detectada
con el anticuerpo anti-poli-E con un tamafio alrededor de 60 kDa. Ademas, observamos una
clara acumulacién de esta proteina en la fraccion soluble a lo largo de los diferentes tiempos
analizados (24, 48 y 72 h). Sin embargo, a partir de las 48 h de expresion se aprecia una
notable degradacion proteolitica de la proteina en las fracciones solubles (figura 28-A). Por
otro lado, la elevada tasa de sintesis proteica conduce también a la formacién de agregados
insolubles, y su consecuente degradacién parcial (figura 28-B). Finalmente, observamos
que una fraccién de la hCCP6 recombinante se acumula en el medio extracelular a lo largo
de los tiempos analizados, asociada a una intensa degradacion proteolitica de la proteina
extracelular a partir de las 48 h (figura 28-C). Esto podria ser debido al ciclo litico del
AcMNPV, que promueve la lisis celular masiva entre las 48-72 h post-infeccién, y a la
presencia de proteasas en el medio extracelular que conducen a una protedlisis parcial de
nuestra proteina. Por ultimo, los niveles de la hCCP6 recombinante obtenidos para cada
tiempo de expresidbn post-infeccion en la fraccion soluble son equivalentes
independientemente del valor de la MOI usada. Por tanto, determinamos que las mejores
condiciones testadas para la produccion de hCCP6 empleando este sistema corresponden a
tiempos de expresion post-infeccidon de maximo 48 h y una MOI de 1 pfu/ml, ya que nos
permitira obtener niveles de expresion aceptables consumiendo una menor cantidad del

stock viral para la infeccion de los cultivos.

Sin embargo, a partir de las 48 h de expresion observamos una apreciable degradacion
proteolitica de la proteina sintetizada intracelularmente, como consecuencia de la disrupcion
de los procesos celulares por la elevada carga virica soportada por las células infectadas
(figura 28-A). Por otro lado, la elevada tasa de sintesis proteica conduce también a la
formacion de agregados insolubles, y su consecuente degradacién parcial (figura 28-B).
Ademas, observamos la acumulaciéon de la hCCP6 recombinante en el medio extracelular a
lo largo de los tiempos analizados, y una intensa degradacion proteolitica de la proteina
extracelular a partir de las 48 h. Esto es debido a que el AcCMNPV presenta un ciclo de
replicacion litico que promueve la lisis celular masiva entre las 48-72 h post-infeccién. Por
consiguiente, el contenido intracelular se va liberando progresivamente al medio de
expresion, donde las proteasas extracelulares degradan la proteina recombinante liberada al
medio (figura 28-C).
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Finalmente, los niveles de la hCCP6 recombinante obtenidos para cada tiempo de
expresion post-infeccion en la fraccion soluble son equivalentes independientemente del

valor de la MOI usada.

A
24h 48h 72h 24h 48h 72h
kba © 1 2 5101 2 510 1 2 5 10 MOI kba © 1 2 5101 2 510 1 2 5 10 MOI
170 4 170 4
135 - 135 -
100 4 100 -
72 4 72 -
55 - B = 55 - = E!‘!E-.QQ sngore
40 4 40
334 -y - g - | 33 - "
anti-Strep-tag® II
B
24h 48h 72h 24h 48h 72h
kba © 1 2 5 101 2 5 1 2 S5 10MOI kwa © 12 5 101 2 5 1 2 5 10 MOI
170 170 4
135 4 ; 1354
100 4 100
72 4 72 -
55 1 55 - - =g=— == == == PhCCP6
SRR ammes
40 - . 40 1 - o o =
33 - . . 33 4
anti-Strep-tag® I
C
24h 48h 72h 24h 48h 72h
kba @ 1 2 5101 2 5101 2 510 MOl ke @ 1 2 5101 2 5 10 1 2 5 10 MOl
170 170 4
135 4 B -4 135 4
100 - &= S B E & == = =3 100
72 4 + | 72 4
55|50 o BN B e o ew w8 55 ] “ae o= geemeses spgpEmER *hCCPE
40 - 11ttt LL 40 4 g -
33 4 - - - . 1 33 4
.

anti-Strep-tag® Il

Figura 28. Estudio de la expresiéon de la CCP6 humana en células de insecto Sf9 infectadas por
AcMNPV recombinantes. Electroforesis SDS-PAGE y western blot para la evaluacion cualitativa del
rendimiento y la calidad de la proteina de interés obtenida en células de insectos Sf9 infectadas por
BVS recombinantes a distintas MOI y tiempos de expresion post-infeccion. En los geles cargamos 30
Mg. de proteina total en cada carril para las muestras de la fraccion soluble (A), volumenes
equivalentes de la fraccién insoluble (B) y el mismo volumen del medio extracelular (C), para cada
una de las muestras analizadas. Los geles de SDS-PAGE estan tenidos con azul de Coomassie G-
250 y la inmunodeteccién de la proteina se realizé con el anticuerpo anti-Strep-tag® Il. Los controles
negativos de la expresién corresponden a cultivos de células de insecto transformados con el vector
vacio pTriEx-6 ().
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Por tanto, determinamos que las mejores condiciones testadas para la produccion de
hCCP6 empleando este sistema corresponden a tiempos de expresiéon post-infecciéon de
maximo 48 h y una MOI de 1 pfu/ml, ya que nos permitira consumir un menor stock viral

para la infeccion de los cultivos con idénticos niveles de expresion

En base a estos resultados, decidimos realizar una purificacion mediante cromatografia
de afinidad anti-Strep-tag® Il de la hCCP6 soluble obtenida en células Sf9 infectadas a una
MOI de 1 pfu/ml tras 48 h de expresion (figura 29-A). A continuaciéon, determinamos la
presencia de actividad enzimatica en la hCCP6 semipurificada mediante ensayos in vitro de
deglutamilacion empleando tubulina purificada altamente poliglutamilada (poli-E) de cerebro
porcino como sustrato. Ademas, preparamos reacciones de incubacion del sustrato con la
hCCP6 activa producida en células de mamifero como control positivo (C+) de actividad
deglutamilasa, y del sustrato sin enzima (C-) para determinar los niveles iniciales de poli-E
en el sustrato. Todas las reacciones se ensayaron en presencia y ausencia del inhibidor de
MCPs OP. Finalmente, el estado de glutamilaciéon de la tubulina se examiné mediante
western blot analizando voliumenes equivalentes de cada reacciéon y empleando el

anticuerpo anti-poli-E (figura 29-B).

Los resultados obtenidos muestran una clara disminucién de la sefial del anticuerpo en la
banda correspondiente a la tubulina poli-E en las reacciones de incubacién con la hCCP6
activa producida en células de mamifero (C+). De forma similar, la hCCP6 producida en
células de insecto produjo también una disminucion de la sefial anti-poli-E. En ningun caso
observamos esta disminucion de la sefal del anticuerpo en sus respectivos controles en
presencia del inhibidor, ni en el control de la tubulina en ausencia de las enzimas (C-). Por
tanto, este experimento demuestra que la hCCP6 producida en células Sf9 infectadas por
AcMNPV recombinantes es activa, corroborando la capacidad demostrada previamente por
este sistema de expresion para producir CCPs funcionales, en su conformacion nativa
enzimaticamente activa [122], [134],[137],[139] (figura 29-B).

En conclusion, determinamos que el sistema de expresion basado en células de insecto
Sf9 infectadas por ACMNPV recombinantes es apropiado para la produccién de pequefas
cantidades de hCCP6, utiles para realizar ensayos bioquimicos y funcionales. La proteina se
produce en su forma soluble y activa, pero la acumulacién de la proteina en su forma
insoluble, la degradacion parcial de la proteina soluble y la intensa degradacion extracelular
de la proteina liberada tras la lisis celular, determinan que el rendimiento en la produccion de
la hCCP6 soluble continle siendo bajo e insuficiente para llevar a cabo estudios

estructurales.
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Figura 29. Determinacion de la actividad deglutamilasa de la CCP6 humana purificada
producida en células de insecto Sf9 infectadas por AcCMNPV recombinantes. A) Gel de SDS-
PAGE tenido con azul de Coomassie G-250 mostrando la pureza de la hCCP6 soluble producida en
células Sf9 infectadas a una MOI de 1 pfu/ml tras 48 h de expresién post-infeccién y semipurificada
mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il. Se muestran la fraccidon soluble inicial (l), la
fraccion proteica no-retenida en la columna (FW) y la fraccion eluida con la hCCP6 semipurificada (S).
(B) Analisis mediante western blot de volumenes equivalentes de las reacciones de incubacion de la
hCCP6 semipurificada con tubulina poli-E de cerebro porcino a 37°C durante 5 h. El control positivo
(C+) corresponde a la incubacion de la hCCP6 producida en células HEK293 F enzimaticamente
activa con el sustrato. El control negativo (C-) corresponde a la tubulina poli-E y permite determinar
los niveles iniciales de poliglutamilacion en el sustrato sin modificar. Todas las reacciones se llevaron
a cabo por duplicado en presencia y ausencia del inhibidor de MCPs 1,10-fenantrolina (OP). El estado
de glutamilacion del sustrato se examiné con el anticuerpo anti-poli-E, que reconoce largas cadenas
de poli-E (= 3 Glu) en la regién C-t del heterodimero de tubulina. La inmunodeteccién de la hCCP6
recombinante se realizé con el anticuerpo anti-HA. La a-tubulina se ha empleado como control de
carga del gel.

3.2 Modelo estructural de la CCP6 humana

Hasta la fecha, las unicas CCPs para las que se ha resuelto su estructura 3D son las
CCPs bacterianas de los microorganismos Pseudomonas aeruginosa (PDB: 4A37; PaCCP),
Burkholderia cenocepacia (PDB: 4B6Z; BcCCP), Burkholderia mallei (PDB: 3K2K; BmCCP)
y Shewanella denitrificans (PDB: 3L2N; SACCP). La PaCCP presenta una gran homologia
estructural con las CCPs de eucariotas para el pro-dominio N-t y el dominio catalitico CP,
segun los modelos obtenidos previamente para las 6 hCCPs [125],[151]. Debido a la
dificultad de obtener grandes cantidades de la enzima soluble y activa para su cristalizacion,
en este trabajo hemos realizado un modelado molecular por homologia para obtener nuestro
propio modelo estructural de la hCCP6 y poder analizar los elementos estructurales

importantes para su funcion.
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Para ello, modelamos la secuencia proteica de la hCCP6 con la ayuda del servidor I-
TASSER [268], empleando como referencia las coordenadas de la estructura 3D de la
PaCCP. El alineamiento secuencial de la hCCP6 y la PaCCP con la herramienta BLAST

[269] demostrd una identidad secuencial del 27% para un total de 264 residuos alineados.

La evaluacion de la calidad del modelo con el programa ProSA-web [270] determiné un
z-score de -5,78, dentro del rango de puntuaciones encontradas en estructuras proteicas
nativas de una tamafo similar. Sin embargo, aunque en conjunto el modelo tiene una
conformacion 3D aceptable, el analisis de Ramachandran indica que la calidad
estereoquimica del modelo es relativamente baja (84% de los residuos en posiciones
favorables, un 8,8% en posiciones permitidas y un 7,2% en posiciones desfavorables). Por
tanto, debemos tener ciertas precauciones al analizar el modelo, especialmente en regiones
flexibles y no conservadas de la molécula, y por ello, nos vamos a centrar basicamente en el

estudio de los rasgos generales de la estructura.

Dominio catalitico
(Peptidasa_M14)

Figura 30. Modelo estructural de la CCP6 humana. Representacion en cintas del modelo obtenido
para la hCCP6 empleando el servidor web I-TASSER, en el que se muestra el pro-dominio N-t (N¢-
Pro, en naranja) y el dominio catalitico CP (Peptidasa_M14, en azul). El pro-dominio N-t presenta el
plegamiento B-sandwich caracteristico en las CCPs y el dominio catalitico CP el plegamiento a/
hidrolasa tipico de las peptidasas M14. Los elementos de estructura secundaria estan numerados en
ambos dominios. Los extremos N-t y C-t de la cadena polipeptidica son indicados. Imagen generada
con PyMOL [148].
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El modelo obtenido para la hCCP6 muestra el pro-dominio N-t con el plegamiento (-
sandwich caracteristico de las CCPs y el dominio catalitico CP con el plegamiento o/
hidrolasa tipico de los miembros de la familia M14, con la topologia de los elementos de
estructura secundaria esencialmente conservada y una morfologia globular mas compacta

en comparacion con el dominio catalitico de las MCPs clasicas (figura 30).

El alineamiento secuencial de los dominios cataliticos de las 6 hCCPs permitio identificar
los residuos del centro activo claves para la coordinacion al ion de zinc, la catalisis y la union
a sustrato. Estos residuos estan altamente conservados en las MCPs de la familia M14,
incluida la hCCP6. En la tabla 9 se muestra un resumen de dichos residuos, incluyendo
ademas los aminoacidos que integran el bolsillo de especificidad S1" en las CCPs. Los
aminoacidos estan coloreados acorde a las propiedades de los aminoacidos establecidas en
el cédigo RasMol [279], y en el caso de la bCPA y la hCCP6 se indica la numeracion de los
residuos segun la posicidon que ocupan en la secuencia aminoacidica de la forma activa de

ambas proteinas.

Curiosamente, las hCCPs contienen una Phe en la posicidon equivalente a la posicion
Tyr248 de la bCPA activa, que no esta presente en otros miembros de la familia M14
[162],[280] (tabla 9, figura 31-A). La Tyr248 es un residuo estrictamente conservado en las
peptidasas M14, aunque su funcion concreta durante la catalisis sigue siendo objeto de
debate. Algunos estudios de mutagénesis dirigida de la Tyr248 por Phe o Ala en la bCPA
muestran que estas sustituciones no afectan a la actividad catalitica [160],[161], mientras
que en otros se sugiere que la Tyr es esencial para la catalisis [281] al proporcionar una
activacion adicional de la molécula de agua coordinada al ion de zinc responsable de la
escision del enlace peptidico C-t del sustrato, ademas de participar en el anclaje del residuo
C-t en posicién P1" en el centro activo de la enzima [280]. Las CCPs son cataliticamente
activas, por lo que la relevancia de la sustitucion Tyr248Phe se desconoce y sera necesario
la resolucién de la estructura 3D de alguna de estas enzimas en complejo con un ligando
para determinar las interacciones entre la Phe y el residuo C-t del ligando, asi como su

posible funcion durante la catalisis.

Por otro lado, las 6 hCCPs contienen en el bolsillo de especificidad S1* una Arg
conservada en la posicidon equivalente a la 1le255 de la bCPA activa, que corresponde al
residuo determinante de la especificidad de sustrato en las MCPs de la subfamilia M14A y
M14D. El caracter basico de este residuo podria explicar la preferencia de sustrato acidica
tipo-O para las CCPs. Ademas, la presencia de una Lys o Arg equivalente a la posicién 250
en la bCPA activa también contribuiria a promover un entorno basico que facilite la

preferencia por residuos acidicos (tabla 9, figura 31-A).
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Finalmente, el resto de residuos que forman parte del bolsillo de especificidad S1* se
encuentran generalmente muy conservados entre las distintas hCCPs, generando un
contexto catalitico equivalente que justifica la capacidad de estas enzimas de compartir

determinado sustratos (tabla 9).

Tabla 9. Residuos conservados en las hCCPs importantes para la actividad enzimatica.

bCPA hCCP1 hCCP2 hCCP3 hCCP4 hCCP5 hCCP6

Coordinacién
azinc
127
Catalisis s
Asni44 Asn Asn Asn Asn Asn Asn289
Unién a
sustrato  [HEREEEE Arg Arg Arg Arg Arg Arg290
Ser194
Leu203 Val lle lle Val Cys Gly336
Gly207 Gly Gly Gly Gy Gy Gly340
Bolsilode | 1263 | vet [FPRSNIIRNPRETT]  vet  |REPREN VS8
especificidad lle247 Ser Asn Lys Ser Asn Ser372
st Ala250 Lys Lys Lys Arg Lys Lys379
Gly253 Thr Thr Thr Thr Ser Thr382
le255 Arg Arg Arg Arg Arg Arg384
Thr268 Thr Thr Thr Thr Thr Thr399

La representacion del potencial electrostatico en superficie del dominio catalitico de la
hCCP6 muestra una extensa area electropositiva rodeando la entrada al centro activo de la
enzima, que esta integrada por residuos conservados en las distintas hCCPs. Estos
residuos que dan forma a la hendidura catalitica, conforman los subsitios de especificidad
del centro activo de la enzima para la union del sustrato. Asi pues, la Arg384 y Lys379
forman parte del subsitio S1° la Asn289 y Arg 290 del subsitio S2, la Ser331 y Met333 del
subsitio S1 vy, finalmente, la Arg228 se encuentra orientada hacia la superficie de la molécula
formando parte, posiblemente, del subsitio S3. La presencia de esta area de caracter basico
explica la preferencia de la hCCP®6, y de las CCPs de eucariotas en general, por sustratos
con una gran carga negativa C-t, como por ejemplo la poliglutamilacion lateral presente en el

heterodimero de tubulina (figura 31-B).

152



Capitulo |

B

R290 No2g9
R384

Figura 31. Andlisis de los residuos importantes del centro activo de la CCP6 humana. (A)
Representacion en cintas del dominio catalitico CP de la hCCP6, mostrando el conjunto de
aminoacidos idénticos en las MCPs de la familia M14 (HXXE+R+NR+H+Y(F)+E), numerados acorde
a su posicion en la secuencia aminoacidica de la hCCP6. Se muestran los residuos R384 (1255 en la
bCPA activa) y K379 (A250 en la bCPA activa) localizados en el bolsillo de especificidad S1°, que son
los principales residuos determinantes de la especificidad de sustrato en las CCPs, y otros residuos
que participan en la formacién de los subsitios de union al sustrato de la enzima (N289, R290, R228,
S331, M333). Ademas, se representan la F373 (Y248 en la bCPA activa) y el residuo catalitico E401
(E270 en la bCPA activa) esencial para la catalisis. Las hélices-a y las cadenas-f se muestran
coloreadas en magenta y amarillo, respectivamente. Los aminoacidos se representan en barras y los
atomos de carbono estan coloreados en verde, el nitrdgeno en azul, el oxigeno en rojo y el azufre en
amarillo. (B) Representacion del potencial electrostatico en superficie del dominio catalitico de la
hCCP6 mostrado como un gradiente de color, que incluye el color rojo (-60 KbT/ec), el blanco (0
KbT/ec) y el azul (+60 KbT/ec). En la ampliacién de la molécula se indican los residuos representados
en la figura 30-A que contribuyen al potencial electroestatico positivo en la superficie de la entrada al
centro activo, ademas de la F373 en su posicion “arriba” y el E401. Los residuos basicos se indican
en color azul y los acidos en rojo. Ambas figuras han sido generadas con PyMOL [148].

3.3 La CCP6 humana y modificaciones post-traduccionales de la tubulina

Las MPTs de la tubulina constituyen un poderoso mecanismo para la regulacion rapida y
generalmente reversible de la dinamica y funcionalidad de los MTs del citoesqueleto. La
mayoria de MPTs conocidas tienen lugar en la cola C-t de la tubulina, que corresponde a los
sitios de interaccion de las proteinas MAPs, +TIPs y motores moleculares que intervienen en

la estabilidad de los MTs, el trafico intracelular y la division celular, entre otras funciones.

Las principales MPTs asociadas a la regién C-t de la tubulina incluyen la
deglutamilacion/poliglutamilacion, tirosinacion/detirosinacion, deglicilacion/poliglicilacion y la
generacion de A2-tubulina y A3-tubulina [208],[209].
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Las enzimas que catalizan la poliglutamilacion, poliglicilacién y tirosinacién de la tubulina
pertenecen a la familia TTLL [220]-[223],[282],[283]. Las enzimas que catalizan la
deglutamilacion de las cadenas laterales de poli-E en la region C-t de la tubulina y la
generacion de A2-tubulina y A3-tubulina, forman parte de la familia M14 de las MCPs,
mientras que las enzimas que catalizan la deglicilacion y detirosinacion aun no han sido
identificadas. Hasta la fecha, solo se han descrito enzimas con actividad deglutamilasa en la
familia de las CCPs, por lo que es tentador sugerir que estas enzimas pendientes de

identificar pudieran pertenecer a la subfamilia M14D de las MCPs.

Para determinar las MPTs generadas en la regién C-t de la tubulina por la accién de la
hCCP6, transfectamos células HEK293 T crecidas en adherencia con el vector pTriEx-6, y
sobreexpresamos la proteina recombinante durante 60 h. En paralelo, transfectamos
cultivos con el vector pTriEx-6 recombinante codificante para la hCCP6 E401Q para
corroborar que la deglutamilaciéon observada es especifica de la hCCP6, y con el vector

pTriEx-6 vacio como control negativo.

Tras 60 h de expresién, analizamos la fraccion soluble proteica mediante western blot,
para poder estudiar las diferentes MPTs presentes en la tubulina enddégena de células de
mamifero HEK293 T con anticuerpos especificos. Estos anticuerpos han sido ampliamente
utilizados en numerosos estudiosos, y constituyen una de las herramientas principales para

analizar este tipo de modificaciones [284].

Los resultados obtenidos demuestran que la hCCP6 (hCCP6-S) no altera los niveles de
Tyr- y deTyr-tubulina en la a-tubulina ni la poliglicilacion de las cadenas laterales en las
subunidades a y B de la tubulina enddégena de células HEK293 T, ya que en todos los casos
la sefal de inmunodeteccion de estas MPTs se mantiene invariable respecto a los controles
(hCCP6-M y d). Sin embargo, si observamos un incremento significativo en los niveles de
A2-a-tubulina, demostrando la capacidad de la hCCP6 de hidrolizar el Glu C-t de la deTyr-
tubulina. Este efecto es dependiente de la actividad enzimatica de la hCCP6, ya que no se
observa variacion en los niveles de A2-a-tubulina en el mutante cataliticamente inactivo
(hCCP6-M).

El estado de glutamilacién en la region C-t de la a- y la B-tubulina fue analizado
empleando el anticuerpo GT335, que reconoce especificamente el primer Glu ramificado de
la cadena, y el anticuerpo anti-poli-E, que detecta extensiones largas de poli-E que
contengan =3 Glu. La inmunodeteccién con los 2 anticuerpos determina que la hCCP6 es
capaz de hidrolizar cadenas largas de poli-E en la region C-t de la tubulina, pero incapaz de

eliminar el primer Glu de la cadena en el punto de ramificacion.
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Estos resultados concuerdan con estudios previos en las que se demostré que la
capacidad de eliminar el primer Glu ramificado de la cadena de poli-E generada post-
traduccionalmente en la regién C-t de la subunidad a y B de la tubulina es competencia
exclusiva de la CCP5 [124],[139].

hCCP6
® s M
kDa
55 - aww= s b hCCPE | anti-HA
g5 | — s a |p a-tubulina [ anti-a-tubulina
C1 Ty [— — D B-tubulina I anti-B-tubuIina
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Figura 32. Modificaciones post-traduccionales generadas por la CCP6 humana en la regiéon C-
terminal de la tubulina. Analisis mediante western blot de 30 ug de proteina total de extractos de
células HEK293 T que sobreexpresaron durante 48 h la hCCP6 salvaje (S) o el mutante hCCP6
E401Q (M), para la inmunodeteccién especifica de los niveles de Tyr-tubulina (anti-Tyr-tubulina),
deTyr-tubulina (anti-deTyr-tubulina), poliglicilacion (anti-poli-G), A2-tubulina (anti-A2-tubulina),
monoglutamilacion (GT335) y poliglutamilacién (anti-poli-E) en la region C-t de las subunidades a y 3
de la tubulina. El contenido total de a- y B-tubulina en los extractos se determind con los anticuerpos
anti-a-tubulina y anti-B-tubulina, respectivamente y la sintesis de la hCCP6 recombinante (S y M) se
verificd con el anticuerpo anti-HA. EIl control negativo de la expresion proteica de la hCCP6
recombinante corresponde a cultivos de células HEK293 T transfectados con el vector pTriEx-6 vacio
(D). Los cultivos transfectados con el vector vacio nos permiten, a su vez, determinar los niveles
iniciales de cada MPT en la tubulina endégena sin modificar de las células HEK293 T.

Sorprendentemente, observamos que la deglutamilacién lateral de la cadena de poli-E
catalizada por la hCCP6 parece afectar especificamente a la subunidad a de la tubulina, ya
que los niveles de poli-E en la subunidad 8 se mantienen invariables respecto a los controles
(figura 32). Debido a que en la mayoria de tejidos ocurre una expresion solapante de varias

CCPs, es posible que la preferencia de sustrato de la hCCP6 respecto a una de las
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subunidades del heterodimero de tubulina constituya un mecanismo de especializacion
funcional respecto a otras CCPs con las que comparte sustratos proteicos en el mismo
contexto celular. Aunque durante afios se ha considerado que las distintas CCPs presentan
funciones redundantes, estudios recientes apoyan la creciente evidencia de que no todas las
CCPs presentan funciones equivalentes in vivo y que actuan de forma cooperativa o aditiva

para activar sefales en los MTs celulares [121]-[125],[139].

Tyr-tubulina

HEK293T

Tyr-tubulina |

HEK293T

Escala barra: 20pym

Figura 33. Estudio de la actividad deglutamilasa de la CCP6 humana mediante
inmunocitoquimica. Tras la fijacion de células de mamifero HEK293 T que sobreexpresaron la
hCCP6 salvaje o el mutante hCCP6 E401Q durante 48 h, inmunodetectamos los niveles de A2-
tubulina y poliglutamilacién en la tubulina endégena con los anticuerpos anti-A2-tubulina y anti-poli-E,
respectivamente. La sintesis de la hCCP6 recombinante (salvaje y mutante) se verifico con el
anticuerpo anti-HA, el entramado de MTs del citoesqueleto celular se visualizd gracias a la tincion de
los MTs con el anticuerpo anti-Tyr-tubulina y los nucleos celulares estan tefiidos con DAPI (azul). Las
imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal invertido (Leica TCS SP5) a temperatura
ambiente y usando un objetivo X63, y analizadas con el programa LAF AS Lite 1.8.1 (Leica). Escala
de la barra = 20 ym.
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Finalmente, la actividad deglutamilasa demostrada anteriormente para la hCCP6 a partir
de ensayos de inmunoblot de extractos proteicos de células HEK293 T que sobreexpresan
la enzima recombinante, fue corroborada posteriormente mediante técnicas de
inmunofluorescencia. Tal y como esperabamos, se observa un claro incremento en los
niveles de A2-tubulina y una disminucién de la senal del anticuerpo anti-poli-E en las células
HEK293 T que sobreexpresan la hCCP6 salvaje (hCCP6) en comparacién con las células

que sobreexpresan la hCCP6 inactiva (mutante) (figura 33).

En resumen, concluimos que la hCCP6 no corresponde a la enzima responsable de la
detirosinacion ni deglicilacion de la tubulina, como ya se habia demostrado previamente
para su ortdlogo murino [124]. La capacidad de la hCCP6 de generar A2-tubulina y
deglutamilar las cadenas de poli-E en la regién C-t del heterodimero de tubulina hasta el
penultimo Glu también habia sido demostrada anteriormente para los ortélogos de la CCP6
de ratén [124] y de C. elegans [131]. Sin embargo, es la primera vez que se advierte de la
preferencia de sustrato de una CCP respecto a una familia especifica de tubulinas. Por
ultimo, la actividad deglutamilasa de la tubulina determinada para la hCCP6 concuerda con
la especificidad de sustrato tipo-O y la capacidad para acomodar sustratos poli-E en el

centro activo de la enzima, predicha en nuestro modelo estructural de la hCCP6.

3.4 Preferencia de sustrato de la CCP6 humana por las subunidades de la
tubulina poliglutamiladas artificialmente con TTLLsS

Las glutamilasas de la familia TTLL difieren en sus especificidades de sustrato respecto
a las subunidades del heterodimero de tubulina y preferencias por la reaccién de iniciacion o
elongacién de la cadena de poli-E [221]. Aunque las CCPs catalizan esencialmente la
misma reaccion, se ha demostrado recientemente que presentan preferencias individuales
por la longitud de la cadena de Glu y propiedades cinéticas distintas [122]. Sin embargo,
hasta la fecha ningun estudio avala que las CCPs difieran en sus preferencias de sustrato
por las subunidades a y B de la tubulina, de forma andloga a sus enzimas antagoénicas
TTLLs glutamilasas. En base a nuestras observaciones previas de la actividad preferente de
la hCCP6 por la deglutamilacion de las cadenas de poli-E en la a-tubulina, hipotetizamos
que muy probablemente estariamos ante el descubrimiento de un nuevo mecanismo de
control de los niveles de glutamilaciéon en los MTs celulares, basado en las preferencias de
sustrato individuales de las CCPs por una de las subunidades del heterodimero de tubulina.
Este hecho, ademas implicaria un reconocimiento estructural especifico por dicha subunidad

no descrito hasta la fecha.
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La tubulina enddgena de las células interfasicas HEK293 T en cultivo presenta niveles
muy bajos de poliglutamilacion, confinados basicamente a los MTs de los centriolos y
axonemas de los cilios [134]. Ademas, los niveles de poliglutamilacion varian a lo largo del
ciclo y la diferenciacion celular [221], de manera que es dificil obtener patrones de
poliglutamilacién reproducibles y, en la mayoria de ocasiones, detectables. Por consiguiente,
para corroborar la capacidad de la hCCP6 de catalizar preferentemente la deglutamilacion
de las cadenas laterales de poli-E en la regién C-t de la a-tubulina, necesitamos obtener
tubulina altamente poli-E en ambas subunidades del heterodimero (ver apartado 3.3.1),
como sustrato para llevar a cabo ensayos cinéticos in vitro de deglutamilacién y examinar la
variacion en los niveles de glutamilacion de la tubulina a lo largo del tiempo debido a la

accion enzimatica de la hCCP6 (ver apartado 3.3.2).

3.4.1 Modificacion in vitro de los niveles de poliglutamilacion de la tubulina

La existencia de TTLLs glutamilasas especializadas en la iniciacion y elongacién de la
cadena lateral de Glu, sugieren que estas enzimas cooperan para la glutamilacion de los
heterodimeros de tubulina, como se ha demostrado que ocurre entre las distintas CCPs para
acortar las cadenas de Glu [124],[221]. La modificacion in vitro de los niveles de
glutamilacion empleando glutamilasas de la familia TTLL permite generar tubulinas con
diferentes patrones de glutamilaciéon, controlando especificamente la formacién de cadenas

cortas y largas de poli-E en las subunidades a y 3 de la tubulina en células en cultivo [285] .

Atendiendo a las propiedades enzimaticas de las diversas TTLLs con actividad
glutamilasa [221], decidimos testar la eficiencia de la TTLL4, TTLL5, TTLL6 y TTLL7 de
ratén, en su forma individual o combinada, en la generacion de cadenas largas de poli-E en
las subunidades a y B de la tubulina endégena de células HEK293 T. En realidad,
empleamos versiones truncadas de estas TTLLs (excepto para TTLL5) recortadas en sus
extremos N-t y C-t, que mantienen la misma preferencia de reaccibn que las
correspondientes proteinas salvajes, pero que se sintetizan a niveles mas elevados y, por

consiguiente, la actividad glutamilasa detectada en los extractos celulares es mayor [221].

Los vectores recombinantes codificantes para la TTLL4_C639, TTLL5, TTLL6_N705 y
TTLL7S fusionadas a la proteina YFP, fueron transfectados individualmente o co-
transfectados en diferentes combinaciones, en células de mamifero HEK293 T. Cultivos de
células HEK293 T sin transfectar fueron incluidos en el experimento como control de los
niveles de poli-E en la tubulina endégena. Tras 48 h de expresion, analizamos la fraccion
soluble de todos los extractos celulares mediante western blot, y usamos el anticuerpo anti-
poli-E para poder estudiar el nivel de poli-E presente en la region C-t de ambas subunidades

del heterodimero de la tubulina.
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Figura 34. Estudio de la actividad glutamilasa de versiones truncadas de TTLLs y su efecto
cooperador en la poliglutamilaciéon simultdnea de la subunidad a y B de la tubulina. Analisis
mediante western blot de 30 ug de proteina total de extractos de células de mamifero HEK293 T que
sobreexpresaron durante 48 h la TTLL4 (TTLL4_C639), TTLL5, TTLL6 (TTLL6_N705) y TTLL7
(TTLL7S), asi como diferentes combinaciones de éstas, para la determinacion de los niveles de
poliglutamilaciéon en la subunidad a y B de la tubulina empleando el anticuerpo anti-poli-E, que
reconoce largas cadenas de poli-E (= 3 Glu) en la region C-t del heterodimero de tubulina. Cultivos de
células HEK293 T sin transfectar permitieron determinar los niveles iniciales de poliglutamilacién en la
tubulina enddgena sin modificar de las células. La proteina GAPDH se ha empleado como control de
carga del gel.

Los resultados obtenidos muestran que la sobreexpresion de la TTLL4 C639y TTLL5 no
se traduce en un incremento en la sefal del anticuerpo anti-poli-E en ninguna de las
subunidades del heterodimero de tubulina en comparacion con las células control HEK293 T
sin transfectar. Este resultado es coherente con la habilidad de la TTLL4_C639 y TTLL5 de
catalizar la reaccion de iniciacién en las subunidades a y 3 de la tubulina, respectivamente,
indetectable con el anticuerpo anti-poli-E [221]. La sobreexpresion de TTLL7S, en cambio,
provoca un ligero incremento en la sefal del anticuerpo en la subunidad (3 respecto a las
células control, acorde a la capacidad de esta enzima de iniciar y elongar la cadena de poli-
E en la subunidad 8 de la tubulina [223]. Finalmente, la sobreexpresiéon de la TTLL6 _N705
incrementd significativamente la sefial de inmunodeteccion del anticuerpo anti-poli-E en
ambas subunidades del heterodimero de tubulina respecto a las células HEK293 T control
(figura 34). La TTLL6 cataliza in vivo la reaccion de iniciacion y elongacién de la cadena de
poli-E preferentemente en la subunidad a de la tubulina, pero se ha demostrado que su
correspondiente version truncada TTLL6_N705 es capaz de modificar in vitro ambas
subunidades del heterodimero de tubulina [221]. Gracias a la actividad de esta enzima
(TTLL6_N705), fuimos capaces de incrementar simultdneamente los niveles de
poliglutamilacion presentes en las subunidades a y B de la tubulina. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en estudios previos para la caracterizacion funcional de estas

enzimas en células Hela [221].
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Curiosamente, la co-expresion de la TTLL6_N705 con las otras glutamilasas examinadas
no ofrece ninguna ventaja, ya que no observamos un efecto cooperativo para incrementar
los niveles de poli-E en la region C-t de las subunidades a y B de la tubulina endégenas de
células HEK293 T (figura 34). Ademas, la coexpresién de varias TTLLs al mimos tiempo
parece tener algun tipo de efecto inhibitorio en la actividad glutamilasa de estas enzimas, ya
que el claro incremento en la sefial del anticuerpo anti-poli-E observado cuando se
transfecta la TTLL6_N705 sola, no se detecta cuando esta enzima es co-transfectada con
otras TTLLs. Estos resultados sugieren que este efecto cooperador entre glutamilasas esta
estrictamente regulado a nivel celular y que no todas las combinaciones de TTLLs
glutamilasas iniciadoras y elongadoras de la cadena lateral de Glu en la tubulina son

productivas.

En resumen, la TTLL6_N705 ha demostrado ser la unica glutamilasa util en incrementar
significativamente los niveles de poliglutamilacién en la regién C-t de las subunidades a y B
de la tubulina enddégena de células HEK293 T. Ademas, los resultados de este ensayo
sugieren que la cooperaciéon entre TTLLs glutamilasas no depende unicamente de la simple

complementacion entre sus especificidades enzimaticas.

3.4.2 Ensayo cinético de deglutamilacion de la tubulina modificada

Para investigar la actividad preferente de la hCCP6 por la subunidad a de la tubulina, el
siguiente paso fue realizar una sobreexpresién de TTLL6_N705 en células de mamifero
HEK293 F crecidas en suspension durante 48h, con el objetivo de purificar la tubulina
modificada. Finalizada la expresion, semipurificamos mediante cromatografia de intercambio
anionico DEAE-sefarosa (figura 35) esta tubulina, lo que nos permitié obtener un stock
suficiente de tubulina enddgena altamente poli-E en ambas subunidades del heterodimero

de tubulina para ser usado como sustrato para la hCCP6.

A continuacion, realizamos ensayos in vitro para determinar la cinética de
deglutamilacion de la tubulina modificada catalizada por la hCCP6. En paralelo, preparamos
varias reacciones de incubacion control, que incluyen 1) el sustrato con la hCCP6 E401Q,
para corroborar que la deglutamilacién observada es especifica de la hCCP6; 2) el sustrato
con la hCCP6 salvaje en presencia de OP como control negativo adicional de actividad
enzimatica; y 3) el sustrato sin enzima, para determinar los niveles iniciales de poli-E en el

sustrato.
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Figura 35. Purificacion de la tubulina poliglutamilada endégena de células HEK293 F. (A) Gel de
SDS-PAGE tefido con azul de Coomassie G-250 mostrando la pureza de la tubulina soluble
endogena de células HEK293 F modificada in vitro por la TTLL6_N705 y semipurificada mediante
cromatografia de intercambio aniénico DEAE-sefarosa. Se muestran la fraccion soluble inicial (1), la
fraccion proteica no-retenida en la columna (FW), la fraccion correspondiente al lavado (L) y la
fraccion eluida con la tubulina modificada semipurificada (Tub). (B) Inmunodeteccion de la tubulina
altamente poli-E en las subunidades a y B en las diferentes fracciones recogidas durante el proceso
de purificacion empleando el anticuerpo anti-poli-E, que reconoce largas cadenas de poli-E (= 3 Glu)
en la region C-t del heterodimero de tubulina. Las fracciones analizadas son las mismas que se
indican para el gel de SDS-PAGE. El recuadro de lineas discontinuas en el gel de SDS-PAGE
delimita la region del gel que corresponde al western blot de la parte inferior.

En las mismas condiciones establecidas para la hCCP6, determinamos la cinética de
deglutamilacion de la tubulina modificada catalizada por la hCCP1. Todas las enzimas
empleadas en este ensayo fueron producidas en células de mamifero HEK293 F y
semipurificadas mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il. Finalmente, el estado
de glutamilacion de la tubulina a los distintos tiempos de incubacion se evalué mediante
western blot analizando volumenes equivalentes de cada reaccion y empleando el

anticuerpo anti-poli-E.

Los resultados obtenidos muestran que la sefal del anticuerpo anti-poli-E se reduce
progresivamente de forma simultanea en las subunidades a y B de la tubulina a lo largo de
los tiempos analizados debido a la actividad de la hCCP6, siendo practicamente indetectable
la sefial en ambas subunidades a partir de los 60 min de incubacion (figura 36-A). Como
era de esperar, la sefial del anticuerpo anti-poli-E en las reacciones del mutante
cataliticamente inactivo (hCCP6-M) y de la hCCP6 tratada con OP (C-) no disminuye
respecto al control del sustrato sin enzima (Tub), por lo que la deglutamilacion observada en

el sustrato es especifica de la hCCP6.
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La misma interpretacion realizamos del patron de deglutamilaciéon observado en la
tubulina poli-E por la actividad de la hCCP1, cuya actividad deglutamilasa se ha demostrado
que afecta indistintamente a la subunidad a y B de la tubulina [134] (figura 36-B). Por tanto,
concluimos que la hCCP6 deglutamila in vitro ambas subunidades del heterodimero de

tubulina por igual, sin mostrar una preferencia distinguible.
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Figura 36. Ensayo in vitro de la cinética de deglutamilacién de la subunidad ay B de la tubulina
por la CCP6 y la CCP1 humanas. Andlisis mediante western blot de volumenes equivalentes de las
reacciones de incubacion a distintos tiempos de la hCCP6 (A) y la hCCP1 (B) con la tubulina poli-E de
células HEK293 T modificada in vitro por la TTLL6_N705. El estado de glutamilacién de la subunidad
a y B de la tubulina a lo largo de los tiempos analizados se determind con el anticuerpo anti-poli-E,
que reconoce largas cadenas de poli-E (= 3 Glu) en la regién C-t del heterodimero de tubulina. El
control negativo (C-) de actividad MCP corresponde a la incubacion de las hCCPs recombinantes con
el sustrato en presencia de 1,10-fenantrolina (OP). En el caso de la hCCP®6, se preparé un control
adicional incubando el sustrato con la hCCP6 E401Q, para corroborar que la deglutamilacién
observada es especifica de la hCCP6. Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado. La
hCCP6 y hCCP1 recombinantes se inmunodetectaron con el anticuerpo anti-Strep-tag Il. Cabe
mencionar que para la hCCP1 sobreexpresada se detectan, ademas de la banda principal de ~150
kDa, fragmentos de ~120-130 kDa y ~80-90 kDa. Patrones similares se han determinado para la
CCP1 nativa y recombinante, tanto para la hCCP1 como para la mCCP1 [27]. La a-tubulina se ha
empleado como control de carga del gel.
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De forma sorprendente, los resultados de este experimento no concuerdan con los
obtenidos en los ensayos de inmunoblot de extractos proteicos de células HEK293 T que
sobreexpresan la hCCP6 recombinante. En estos ultimos, observamos claramente una
inequivoca preferencia de esta MCP por la deglutamilacion de las cadenas largas de poli-E
presentes en la subunidad a de la tubulina. En nuestra opinion, seguimos creyendo
firmemente en la posibilidad de que la hCCP6 y, probablemente otras CCPs, actuen
preferentemente sobre una de las subunidades del heterodimero de la tubulina in vivo, como
se ha demostrado recientemente por la longitud de las cadenas de poli-E [122]. Sin
embargo, el disefio de experimentos irrefutables que nos permitan corroborar esta cuestion
es sumamente complejo debido al desconocimiento existente en la comunidad cientifica

acerca del cédigo de la tubulina, como desarrollaremos a continuacion.

La complejidad del codigo de la tubulina es infinita y, hasta la fecha, poco se conoce
acerca de la interrelacion entre las enzimas que actiuan in vivo como glutamilasas y
deglutamilasas en la tubulina, y de cdmo estas enzimas son capaces de regular de forma
fina y precisa las sefiales de glutamilacion que modulan la dinamica y funcionalidad de los
MTs. En este trabajo, sugerimos que la glutamilacion de la tubulina debe estar estrictamente
regulada a nivel celular y, aunque las glutamilasas con actividad iniciadora y elongadora de
la cadena de poli-E cooperan para modular los niveles de glutamilacion [221], no todas las
combinaciones serian cooperativas en base a nuestras observaciones. Probablemente,
debe existir cierta regulacion a nivel celular, capaz de influenciar la preferencia de sustrato y
la actividad de las CCPs. En esta linea, Rogowski y col. demostraron mediante ensayos in
vitro de deglutamilacién de la tubulina purificada de células HeLa modificada por la TTLL4 o
la TTLL6, que la mCCP1 era capaz de eliminar el primer Glu ramificado de la cadena

cuando la poliglutamilacién habia sido generada por la TTLL6 y no por la TTLL4 [124].

Por consiguiente, hipotetizamos que las CCPs podrian manifestar distintas preferencias
de sustrato respecto a la subunidades de la tubulina dependiendo de conjunto de
glutamilasas que actuen previamente en la generacion de la cadena de poli-E. En el caso de
la hCCP®6, una posibilidad seria que la enzima no mostrara preferencia por las subunidades
del heterodimero de tubulina cuando éstas han sido previamente modificadas por la TTLL6
(TTLL6_N705), pero podria ser capaz de actuar preferentemente sobre una de las
subunidades cuando colabora con otras TTLLs con capacidad elongadora de la cadena de
poli-E. Por tanto, creemos que seria interesante seguir profundizando en esta cuestion,
elucidando las pautas que gobiernan la cooperacion entre las CCPs y la TTLLs in vivo, asi
como investigar otros posibles mecanismos celulares que pudieran afectar a la preferencia

de sustrato de las CCPs.
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Las CCPs son enzimas multidominio [32]. Estudios recientes han demostrado que la
expresion de formas recombinantes recortadas de algunas CCPs incrementan tanto su
estabilidad cdmo su actividad enzimatica, demostrando asi la influencia de estos dominios
adicionales sobre su actividad deglutamilasa [125]. La CCP6 es la CCP de menor tamafio,
sin la presencia de dominios adicionales al pro-dominio N-t y el dominio catalitico CP
caracteristico de las MCPs M14. Los dominios adicionales presentes en el resto de CCPs
podrian estar relacionados con mecanismos de autorregulacion o en la interaccién con otras
proteinas reguladoras capaces de modificar su actividad y/o especificidad enzimatica. Sin
embargo, no podemos descartar que la hCCP6 forme parte de un macro-complejo o
establezca interacciones transitorias con proteinas de su entorno que modulen su actividad
enzimatica e incluso su preferencia de sustrato ante determinadas circunstancias celulares.

Esta suposicién no ha sido confirmada experimentalmente hasta la fecha.

A pesar de ello, la obtencién de CCPs en su conformacién activa Unicamente en
sistemas de produccién recombinantes basados en células de eucariotas superiores. Este
hecho, sumado a la dificultad de purificarlas hasta la homogeneidad manteniendo su
actividad enzimatica [134],[137],[162], sugieren que la hCCP6 podria requerir de otras
proteinas o cofactores para mantener su actividad. Al respecto, se ha demostrado que la
mTTLL1 es una enzima que cataliza la elongacioén de la subunidad a formando un complejo
con otras proteinas necesario para su actividad [219]. En cambio, las glutamilasas mTTLL2
y mTTLL9 se han demostrado como enzimas inactivas, cuya activacion podria estar
mediada por la formacion de un complejo, de forma analoga a la mTTLL1 [219].
Considerando estos antecedentes, seria posible que en el contexto celular ocurran
asociaciones especificas que regulen la actividad preferencial de la hCCP6 frente a la
subunidad a de la tubulina, mientras que en el contexto aislado de los ensayos in vitro de
deglutamilacion de la tubulina modificada en presencia de la enzima semipurificada se

pierda esta selectividad por la a o la B tubulina.

Por este motivo, sera necesario llevar a cabo nuevos estudios para profundizar en el
conocimiento acerca de la regulacion de la actividad enzimatica de las CCPs y determinar si
existen mecanismos de control desconocidos hasta la fecha que regulen la preferencia de
sustrato en la hCCP6. La confirmacién de nuestras sospechas expandiria significativamente
el rango de posibles sefiales generadas por la glutamilacion en los MTs celulares y la

complejidad biologica del cédigo de la tubulina.
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3.5 Especificidad de sustrato de la CCP6 humana por residuos acidicos

El analisis del centro activo en el modelo estructural de la hCCP6 predice una
preferencia de sustrato acidica basandose en la existencia de una Arg conservada en el
bolsillo de especificidad S1°. Ademas, el entorno basico en los residuos que rodean la
entrada el centro activo es compatible con el procesamiento de sustratos con extensiones
variables de Glu C-t, como ya se ha demostrado para las proteinas tubulina, MLCK1,
teloquina [124], cGAS [140] y DNAJC7 [286]. Sin embargo, aunque las CCPs son
reconocidas como enzimas con actividad deglutamilasa, algunas CCPs han demostrado ser
capaces de hidrolizar sustratos con Asp C-t [125],[27]. Esta actividad deaspartilasa nunca ha
sido estudiada en la hCCP®6.

Para evaluar la procesividad de la hCCP6 y la capacidad de escindir Asp C-t, disefiamos
un experimento en el que co-expresamos individualmente distintas versiones artificiales de
teloquinas junto a la hCCP6, en células HEK293 T durante 48 h. Las teloquinas
recombinantes estan fusionadas en su extremo N-t a la proteina YFP y modificadas en su
extremo C-t con extensiones variables de Glu (teloquina-EGE[E],, donde n=5) y Asp C-t
(teloquina-GED). Ademas, realizamos el mismo ensayo co-expresando cada una de las
teloquinas con la hCCP1 o la mCCP3 Z1670 (forma ftruncada de la mCCP3
enzimaticamente activa [125]), como controles positivos de actividad deglutamilasa y
deaspartilasa, respectivamente. Tras 48 h de expresion, las fracciones solubles de los
extractos celulares fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE y western blot,
usando los anticuerpos anti-poli-E y anti-A2-tubulina. El anticuerpo anti-poli-E reconoce
teloquinas con extensiones =3 Glu consecutivos, mientras que el anti-A2-tubulina es capaz
de detectar el producto final de la deglutamilacién de las teloquinas con un unico Glu C-t (-

GE). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 37.

Como esperabamos, los resultados de este ensayo muestran que el mutante hCCP6
E401Q es cataliticamente inactivo, detectandose la sefial del anticuerpo anti-poli-E en las
teloquinas con =3 Glu y la del anticuerpo anti-A2-tubulina en la teloquina-GE, que
corresponde al epitopo de reconocimiento de este anticuerpo (figura 37-A). La disminucién
de la sefal del anticuerpo anti-poli-E y el incremento de la sefial del anticuerpo anti-A2-
tubulina respecto al control hCCP6 E401Q, indica que la hCCP6 es capaz de eliminar
extensiones de hasta 6 Glu C-t consecutivos hasta el penultimo Glu (-GE). Esto es posible
gracias a la electropositividad existente en el centro activo de la enzima compatible con el

reconocimiento de cadenas largas cadenas de poli-E C-t.
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Figura 37. Estudio de la procesividad de la CCP6 humana por glutdmicos C-terminales, y de su
capacidad de hidrolizar aspérticos en el extremo C-t. Resultados representativos de western blot
de extractos de células HEK293 T que co-expresaron durante 48 h distintas versiones de teloquinas
modificadas en su extremo C-t (teloquina-GE[D,E], y las siguientes CCPs: (A) hCCP6 E401Q, (B)
hCCP6 salvaje, (C) hCCP1 salvaje y (D) mCCP3_Z1670. La actividad deglutamilasa y deaspartilasa
de las distintas CCPs se examind empleando los anticuerpos anti-poli-E y anti-A2-tubulina, que
reconocen teloquinas con extensiones de =3 Glu C-t consecutivos y con la secuencia -GE C-t,
respectivamente. La sintesis de las enzimas recombinantes hCCP6 salvaje, hCCP6 E401Q y hCCP1
se verifico con el anticuerpo anti-HA, mientras que la CCP3_Z1670 se inmunodetecté con el
anticuerpo anti-GFP. Para la CCP1 sobreexpresada, ademas de la banda principal de 150 kDa, se
observan fragmentos de ~120-130 kDa. Las teloquinas estan fusionadas a la proteina YFP, por lo su
sintesis recombinante se corroboré empleando el anticuerpo anti-GFP.

Ademas, también observamos una leve actividad deaspartilasa, aunque la débil sefal de
A2-tubulina detectada en la teloquina-GED podria estar relacionada con la elevada
sobreexpresion de la proteina recombinante o representar niveles endégenos de A2-tubulina
en las células HEK293 T (figura 37-B). En el caso de la hCCP1, que hidroliza cadenas
largas y cortas de poli-E [122],[124], la interpretacion de los resultados obtenidos es idéntica
a los obtenidos en el ensayo de la hCCP6 (figura 37-C). Por ultimo, la mCCP3_Z1670
cataliza con la misma preferencia la hidrodlisis de Glu y Asp C-t hasta el penultimo residuo C-
t, acorde a la especificidad enzimatica demostrada previamente en nuestro grupo para esta

enzima [125].
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En este ensayo, observamos la desaparicion de la senal del anticuerpo anti-poli-E y un
incremento de la sefial del anticuerpo anti-A2-tubulina en todas las versiones de teloquinas

analizadas, corroborando la actividad deaspartilasa descrita para la CCP3 (figura 37-D).

La teloquina es una proteina con una secuencia aminoacidica idéntica a la regién C-
terminal de la MLCK1, que es uno de los pocos sustratos enddégenos conocidos para la
hCCP1 [29]. Ambas contienen 8 Glu C-t consecutivos que son directamente procesados
hasta el penultimo Glu por las CCP1, CCP4 y CCP6 de ratéon [6]. En base a nuestros
resultados, es tentador hipotetizar que la hCCP6 podria procesar extensiones de hasta 8
Glu C-t consecutivos en la teloquina salvaje como se ha descrito para su ortélogo murino [6].
La longitud de la cadena lateral de Glu en la region C-t de la tubulina puede variar entre 1y
20 residuos, asi que es probable que la hCCP6 y el resto de CCPs (excepto la CCP5) sean

capaces de deglutamilar extensiones de Glu superiores a las ensayadas en este estudio.

La capacidad de las CCPs de hidrolizar Asp C-t ha sido recientemente explorada, y
varios estudios demuestran la presencia de actividad enzimatica deaspartilasa para algunas
de estas enzimas. En nuestro grupo de investigacién, Tort y col. demostraron una cierta
actividad deaspartilasa en la mCCP1 y mCCP2 mediante estudios de co-expresion de
distintas versiones de teloquinas modificadas en su extremo C-t, en un experimento similar
al realizado en nuestro trabajo [125]. Ademas, describieron por primera vez la habilidad de
una CCP, la mCCP3, de catalizar la eliminaciéon de Glu y Asp C-t con la misma eficiencia.
Posteriormente, en nuestro grupo identificamos por Cromatografia Dlagonal FRAccional
Combinada (COFRADIC) cinco nuevos potenciales sustratos procesados directamente por
la hCCP1 en células HEK293 T, que incluyen proteinas ribosomales, proteinas HMIGB vy
factores de transcripcion y de traduccion, con extensiones de longitud variable de residuos
acidicos consecutivos en su region C-terminal. Dos de estos sustratos, HMGB3 y la proteina
1 contenedora del dominio de dedo de zinc tipo TRAF (TRAD1), fueron validados,
confirmando la capacidad de la CCP1 de hidrolizar Asp C-t, aunque de forma menos
eficiente que Glu. Ademas, el procesamiento C-t de la proteina HMGB3 incluye la hidrdlisis
de una extension de >10 Glu consecutivos en la region C-t de la proteina [27], lo que

corrobora la elevada procesividad de la hCCP1.

En nuestro caso, el leve incremento de la sefial del anticuerpo anti-A2-tubulina en los
extractos celulares de HEK293 T que sobreexpresan la teloquina-GED y hCCP6, podria
corresponder al producto de la deaspartilacion de la teloquina-GED por la actividad
especifica de la hCCP6 (figura 37-B). Sin embargo, futuros estudios seran necesarios para

corroborar esta posible actividad deaspartilasa de la hCCP6.
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En esta linea, en nuestro laboratorio estamos realizando actualmente estudios de
interactémica empleando la técnica de identificacion por biotina dependiente de proximidad
(BiolD) para descubrir nuevas proteinas interactoras de la hCCP6 en condiciones
fisiologicas [287]. En cualquier caso, este experimento demuestra que la hCCP6 presenta
una clara preferencia por la hidrdlisis de Glu sobre Asp C-t, ya que la variacion en la senal

del anticuerpo anti-A2-tubulina fue menor que el efecto sobre la sefial de poli-E.

La posibilidad de eliminar extensiones de Glu y Asp C-t por diferentes CCPs expande
significativamente el numero de potenciales sustratos para estas enzimas, y tendria un gran
impacto en la funcionalidad de muchas proteinas [125]. Por ejemplo, las proteinas HMGB
son proteinas no histdnicas pertenecientes a la superfamilia HMG que intervienen en
multiples procesos asociados a la remodelacién de la cromatina como la transcripcion,
replicacion, recombinacion, reparacion del ADN vy la estabilidad gendmica [288]. La MPT de
la proteina HMGB3, asi como de la HMGB1 y HMGB2, a través del acortamiento de su cola
acidica C-t por la accién de la hCCP1, regula la interaccion de estas proteinas con el ADN vy,
por tanto, su funcionalidad [27]. Del mismo modo, la deglutamilacién de la proteina citosdlica
cGAS por la accion de la CCP5 y la CCP86, regula la actividad de esta proteina promoviendo
su union al ADN de doble cadena virico (dsADN). La poliglutamilacion de cGAS inhibe esta
interaccion, afectando a los mecanismos de la inmunidad innata frente a las infecciones
viricas [140].

En resumen, en este trabajo hemos demostrado que la hCCP6 procesa extensiones de 2
a 6 Glu consecutivos, hasta el penultimo Glu C-t de las teloquinas. Ademas, hemos
identificado por primera vez una probable actividad deaspartilasa para esta enzima, que
debera ser corroborada en un futuro mediante estudios de interactémica con el fin de

identificar nuevos sustratos in vivo para la hCCP®6.

3.6 Estudios de inhibicién de la CCP6 humana

La actividad proteolitica de las MCPs es inhibida in vitro por agentes quelantes de
cationes metalicos como el EDTA y la OP [19]. Ademas, una gran variedad de inhibidores
sintéticos de bajo peso molecular, metabolitos secundarios producidos por microorganismos,
algas y plantas, e inhibidores de naturaleza proteica estan disponibles para la inhibicién de
las MCPs de la familia M14. Nuestro grupo de investigacion se ha especializado durante
anos en la identificacion, aislamiento y caracterizacién de estos inhibidores, con un especial

interés en el estudio de nuevos inhibidores exdégenos de naturaleza proteica [159]

En estudios previos se evalud la capacidad inhibitoria de varios inhibidores exégenos
proteicos de MCPs frente a la hCCP6 (resultados no publicados). Estos inhibidores fueron
los siguientes: latexina [289], PCI [186], ACI [175], LCI [179], TCI [180] y NvCI [182].
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Los resultados obtenidos sugirieron que el PCI y el NvCl ejercen una inhibicion parcial de
la actividad de la hCCP6, mientras que el resto de inhibidores no tenian ningun tipo de
efecto inhibidor sobre la enzima [264]. Para corroborar estos resultados, repetimos los
ensayos de inhibicion en las mismas condiciones para el PCI y el NvCl, y, ademas,
evaluamos la capacidad inhibitoria de dos nuevas moléculas quimicas pequefas: el N-(4-
Aminobenzoil)-L-Glu (Bz-L-Glu) y el acido folico (AF).

Para realizar los ensayos, preparamos reacciones de incubacién con la hCCP6 activa
producida en células de mamifero y tubulina purificada de cerebro porcino, en presencia de
distintas concentraciones de PCI (0,4 y 0,1 mM), NvCI (0,1 y 0,01 mM), Bz-L-Glu (1 y 0,1
mM) y AF (1 y 0,1 mM). Ademas, preparamos otras reacciones idénticas a las anteriores
pero sin inhibidor (C+) y con EDTA, como control positivo y negativo de actividad
deglutamilasa, respectivamente. Después de la incubacion, las diferentes muestras fueron
analizadas mediante western blot, usando el anticuerpo anti-poli-E (figura 38-A). Para
analizar los resultados de forma cuantitativa, densitometramos las bandas obtenidas en
cada caso y calculamos el efecto de cada concentracién de inhibidor en la actividad de la

hCCP6 en comparacion con la reaccion control (figura 38-B).

Los resultados obtenidos muestran que la hCCP6 usada en los ensayos de inhibicién es
cataliticamente activa, ya que se observa una clara disminucion de la sefal del anticuerpo
anti-poli-E en la reaccién de incubacion de la hCCP6 con la tubulina (C+), en comparacion
con el control de la tubulina sin enzima (Tub). Como era de esperar, la hCCP6 es totalmente
inhibida por el EDTA, con niveles de deteccion de poli-E en la a-tubulina equivalentes a los
obtenidos en el control de la tubulina aislada (Tub) (figura 38-A y 38-B). Esta inhibicion de
MCPs por agentes quelantes como el EDTA ha sido demostrada extensamente en otros
estudios [32],[124],[290].

Los inhibidores proteicos exdgenos NvCI y PCI ejercieron un efecto inhibitorio parcial de
la hCCP®6, siendo el PCI mas efectivo al eliminar el 270% de la actividad enzimatica de la
hCCP6 a las dos concentraciones ensayadas. (0,1 y 0,4 mM). Tanto el PCI como el NvCl
son inhibidores competitivos muy potentes para un gran niumero de MCPs de la subfamilia
M14A, con Ki del orden de nM o inferior [30],[182]. Por tanto, el NvCl y el PCI no son buenos
inhibidores para las CCPs, ya que es necesario concentraciones elevadas (del orden de
mM) para conseguir una elevada inhibicién de la actividad enzimatica de la hCCP6. Este
hecho se podria explicar por la presencia del pro-dominio N-t en la CCPs cerca del centro

activo, que posiblemente dificulte la unién de estos sustratos de naturaleza proteica.

Los resultados con los inhibidores quimicos demostraron que el compuesto Bz-L-Glu es
un inhibidor poco potente de la hCCP6, eliminando tan solo un ~50% de la actividad

enzimatica de la hCCP6 a concentraciones relativamente elevadas (1 mM).
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Sin embargo, el AF resultd ser el inhibidor mas potente de todos los estudiados para la
hCCP6, con un efecto similar o superior al EDTA a concentraciones hasta 1000 veces
inferiores (10 pM). Este resultado es especialmente relevante, ya que el folato es un
compuesto esencial para las células y la sintesis de ADN. El mecanismo por el que el AF
ejerce tal efecto inhibitorio es un misterio, ya que podria actuar como un verdadero inhibidor
de la hCCP6 o como un sustrato para esta enzima, compitiendo con la tubulina

poliglutamilada presente en la reaccioén.
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Figura 38. Estudio de la inhibicion de la CCP6 humana. (A) Resultados representativos de los
western blot realizado para estudiar la inhibicion de la hCCP6. En cada carril se analizaron volumenes
equivalentes de las reacciones de incubacion a 37°C durante 5 h de la hCCP6 semipurificada con la
tubulina poli-E de cerebro porcino, en presencia de distintas concentraciones de EDTA (10 mM), NvCl
(0,17 y 0,01 mM), PCI (0,4 y 0,1 mM), Bz-L-Glu (1 y 0,1 mM) o AF (0,1 y 0,01 mM). El nivel de
glutamilacién del sustrato se examind con el anticuerpo anti-poli-E, que reconoce largas cadenas de
poli-E (= 3 Glu) en la region C-t del heterodimero de tubulina. El control positivo (C+) y negativo de
actividad deglutamilasa corresponden a las reacciones de incubacién de la tubulina poli-E de cerebro
porcino con la hCCP6 en ausencia de inhibidores o en presencia de EDTA, respectivamente.
Reacciones del sustrato aislado determinan los niveles iniciales de poliglutamilacién en la tubulina de
cerebro porcino. Todas las reacciones se ensayaron por triplicado. La B-tubulina se ha empleado
como control de carga del gel. (B) Inhibicién relativa de los diferentes inhibidores testados frente a la
hCCP6. Los niveles de poliglutamilacion para cada una de las concentraciones de inhibidor
ensayadas fueron cuantificados por densitometria, normalizados respecto a la B-tubulina y
relativizados respecto al control del sustrato aislado (Tub). Las barras de error corresponden a la
media de los valores obtenidos + desviacion estandar (n=3).
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Curiosamente, la forma mayoritaria del AF en las células corresponde a la forma
poliglutamilada, es decir, con largas cadenas de Glu unidos mediante enlaces gamma [291].
Es evidente la homologia entre estas moléculas y los sustratos descritos para la hCCPG6,
aunque sera necesario realizar futuros estudios para revelar la capacidad de esta enzima

para hidrolizar este tipo de moléculas.

La identificacién del AF como un prometedor inhibidor potente de CCPs podria ser util
para llevar a cabo ensayos bioquimicos y funcionales de MCPs de la subfamilia M14D.
Ademas, al ser un inhibidor quimico relativamente pequefio podria emplearse como cofactor
para la formacion de complejos estables que faciliten la cristalizacion de la proteina y
determinacion de su estructura 3D, cuando seamos capaces de producir y purificar estas
enzimas en cantidades suficientes para llevar a cabo estudios estructurales. Si esto
ocurriera, la obtencion de la estructura cristalina de la hCCP6 con una molécula unida de
forma estable en el centro activo nos permitiria, a su vez, la caracterizacion de los
determinantes estructurales de la union del sustrato y evaluar, por ejemplo, el rol de la Phe

equivalente a la Tyr248 en la bCPA en la fijacion del sustrato.

En este apartado hemos testado la capacidad inhibitoria de la actividad deglutamilasa de
la hCCP6 de inhibidores proteicos exdgenos de las MCPs de la subfamilia M14A y de
moléculas con acidos carboxilicos en su estructura, y concluimos que unicamente el AF
constituye un potencial inhibidor de la hCCP6 in vitro. EI AF representa el primer inhibidor
endogeno de MCPs de la subfamilia M14D identificado hasta la fecha. Sin embargo, futuros
estudios seran necesarios para investigar la posible conexion de esta enzima con el

metabolismo del AF, asi como su rol como inhibidor de MCPs.
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1 INTRODUCCION

Las MCPs son exopeptidasas de gran relevancia fisiolégica que contienen un atomo de
zinc esencial en el centro activo y catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos C-t de
péptidos y proteinas [154]. Segun la base de datos MEROPS, el grupo mas estudiado de
MCPs corresponde a las proteasas de la familia M14 [22], que se agrupan a su vez en las
subfamilias M14A, M14B, M14C, M14D [295] en base a la conservacion secuencial de los
motivos que contienen los ligandos de unién a zinc y a su homologia estructural. La bCPA
fue la primera peptidasa M14 identificada y se aislé hace mas de 80 afios a partir de
extractos de pancreas. Desde entonces, el niumero de MCPs pancreaticas y extra-
pancreaticas pertenecientes a esta familia ha ido incrementandose considerablemente, en

paralelo al numero de estructuras 3D resueltas [30].

La subfamilia M14A de las MCPs es la mas representada y mejor caracterizada de las
peptidasas M14, e incluye las enzimas pancreaticas digestivas hCPA1, hCPA2 y hCPB.
Estas 3 enzimas corresponden a proteinas no glicosiladas con un tamafo de ~35 kDa, que
son sintetizadas con un péptido senal y secretadas como pro-carboxipeptidasas (PCPs) o
zimogenos inactivos por el pancreas exocrino. La presencia de un pro-segmento o pro-
dominio de ~100 residuos en el extremo N-t de las PCPs bloguea o reduce
significativamente la actividad catalitica de estas enzimas, manteniéndolas en latencia hasta
su activacion en el lugar y momento adecuados [292],[293]. Tras la secrecion en el duodeno
intestinal, la protedlisis limitada del pro-segmento mediada por tripsina y otras serin-
proteasas pancreaticas, genera enzimas activas de ~300 residuos [47],[294],[295], que
participan activamente en las digestion luminal de las proteinas y péptidos procedentes de la
dieta y otras fuentes endégenas, mediante la hidrdlisis de los enlaces peptidicos C-t de los
productos de hidrodlisis de endopeptidasas digestivas presentes en el estbmago y en el
intestino delgado [241],[242] .

Las formas activas de las MCPs digestivas hCPA1, hCPA2 y hCPB presentan distintas
especificidades de sustrato que se complementan funcionalmente durante el proceso
digestivo. La hCPA1 y la hCPA2 hidrolizan preferentemente péptidos con residuos alifaticos
y residuos aromaticos voluminosos en sus extremos C-t, respectivamente, mientras que la
hCPB actua especificamente sobre aminoacidos basicos [41],[59],[145]. Aunque su accion
combinada permite obtener un amplio rango de aminoacidos libres, estas MCPs
pancreaticas son incapaces de hidrolizar aminoacidos acidicos C-t [242],[243], como el Asp
o Glu, aun siendo 2 de los aminoacidos mas abundantes en las proteinas de los alimentos
[296]. Recientemente, se ha caracterizado la hCPO como una nueva enzima digestiva de la
subfamilia M14A de las MCPs.
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A diferencia de las MCPs digestivas pancreaticas, la hCPO carece del pro-segmento N-t
caracteristico de las peptidasas M14A y se produce como una enzima constitutivamente
activa. En su lugar, presenta una pequena secuencia conservada N-t de 20-28 residuos que
no es escindido de la proteina madura cataliticamente activa y cuya funcion se desconoce
[83],[90]. La hCPO es una proteina altamente N-glicosilada sintetizada por los enterocitos
del epitelio intestinal, que contiene un péptido sefial para su secrecidon al espacio
extracelular y su posterior anclaje a través de una molécula de GPI a la superficie externa de

la membrana plasmatica apical.

La hCPO se localiza en las microvellosidades o borde en cepillo (BC) de las células
epiteliales del intestino delgado, donde participa a través de su especificidad de sustrato
acidica en la ultima etapa de la digestidén de los productos de degradacion procedentes de la
fase luminal de la digestiéon proteica en el intestino delgado, para la generacion de
aminoacidos acidicos libres, dipéptidos y tripéptidos facilmente absorbibles por estas células

especializadas del epitelio intestinal [90].

La accion biologica de las MCPs de la subfamilia M14A puede ser regulada
especificamente mediante inhibidores exdgenos de naturaleza proteica aislados vy
caracterizados a partir de diferentes organismos evolutivamente distantes como la patata
(PCI [171],[186] e imaPCl [172]), el tomate (MCPI [173],[174]), los parasitos intestinales
Ascaris suum y Ascaris lumbricoides (ACI [175],[176],[178]), las garrapatas Rhipicephalus
bursa y Haemaphysalis longicornis (TCl [180] y HITCI [181]), la sanguijuela Hirudo
medicinalis (LCI [179]) e invertebrados marinos (SmCI [183] y NvCI [182]). Todos ellos se
tratan de proteinas globulares pequefias (39-75 residuos) con una estructura terciaria muy
estable mantenida por varios puentes disulfuro y un mecanismo de inhibicion que mimetiza
la unién del sustrato, basado en la interaccion de los 2-4 residuos del extremo C-t con el
centro activo de la enzima. Hasta la fecha, el NvCI constituye el inhibidor mas potente
descrito para los miembros de la subfamilia M14A, con una constante de equilibrio de
disociacién (Ki) del orden de pM [182].

En este estudio, presentamos la estructura cristalina de una forma soluble de la hCPO
(hCPOAC), en su forma aislada y en complejo con el inhibidor NvClI, obtenida mediante
cristalografia de rayos X a una resolucion de 1,85 A. La caracterizacién estructural de la
hCPO permitié estudiar los determinantes estructurales subyacentes en la preferencia de
sustrato acidica C-t de la CPO, completando asi el analisis del rango de especificidades de
sustrato presentes en las MCPs digestivas. Ademas, investigamos los cambios estructurales
inducidos en el centro activo de la enzima por la uniéon del NvCl y detallamos las

interacciones establecidas entre la proteasa y el inhibidor.
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Por ultimo, mediante ensayos in vitro de cinética enzimatica y analisis de los productos
de digestion mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, demostramos la preferencia
de la hCPO por la hidrdlisis de Glu frente a Asp, asi como la habilidad de la enzima de
procesar el extremo C-t de proteinas enddégenas bioactivas como el Factor de Crecimiento
Epidérmico humano (hEGF).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Produccién recombinante de la CPOAC humana

A partir de un clon codificante para la hCPO (clon ID 8327546; GenBankTM numero de
acceso BC112078) generamos mediante PCR un constructo que codifica para el mutante
soluble de la hCPO, denominado hCPOAC (Tyr21-Trp349), que carece del péptido sefial de
secrecion endogeno de la proteina y de los 25 aminoacidos C-t correspondientes a la senal
de reconocimiento para su modificacién post-traduccional por una molécula de GPI. Para la
PCR, empleamos la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England Biolabs) y los
oligonucleodtidos cebadores sentido 5~CGGGATCCGAAGCTTTATGATAGATCCTTAGCCC
AACAC-3" y antisentido 5~ TTTAGCGGCCGCTTACCAGTGTTTCGCATACACATCATCC-3",
que contienen las dianas de restriccion BamHI y Notl, respectivamente. El producto de PCR
obtenido se clond en el vector de expresion pTriEx-7 (Novagen) entre las dianas de
restriccion BamHI y Notl, y verificamos mediante analisis de restriccion y secuenciacion que
el clonaje habia funcionado correctamente. El vector recombinante pTriEx-7 permite
expresar la hCPOAC fusionada en su extremo N-t a la secuencia sefial de exportacion IgM
para la secrecién extracelular de la proteina recombinante, y a la etiqueta Strep-tag® Il para

su inmunodeteccion y purificacion.

Para la produccion transitoria de la hCPOAC recombinante, mezclamos el vector
recombinante pTriex-7 codificante para la hCPOAC con PEI (Polysciences) en una
proporcion ADN:PEI de 1:3 (p/p) en presencia de medio FreeStyle 293 (Life Techonologies).
A continuacion, incubamos la mezcla durante 20 min a temperatura ambiente para favorecer
la formacion de los complejos de transfeccion ADN-PEl y afadimos la mezcla de
transfeccion a razén de 1 yg de ADN por ml de cultivo, a 500 ml de cultivos de células de
mamifero HEK293 F (Life Technologies) crecidas en suspension a una densidad celular de
1-10° células/ml en medio FreeStyle 293. Seguidamente, incubamos los cultivos durante 9
dias para la sobreexpresion extracelular de la proteina recombinante en un agitador rotatorio
a 120 rpm, 37°C, 8% de CO, y 80% de humedad. Tras 9 dias de expresion extracelular,
centrifugamos el cultivo a 294 xg durante 30 min a temperatura ambiente y recuperamos el
medio de expresion. Finalmente, filiramos el medio a través de una membrana de
nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0,8 um (PALL Life Sciences) y lo reservamos a 4°C

para la posterior purificacion de la proteina recombinante.
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2.2 Purificacion de la CPOAC humana

Purificamos la proteina recombinante hCPOAC a partir del medio de expresion
empleando una combinacién de 3 métodos cromatograficos, que incluye un primer paso de
semipurificacién mediante cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC), seguido de un
segundo paso de cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il (AC) y, finalmente, un tercer
paso de cromatografia de exclusion molecular. Para ello, saturamos el medio de expresion
con 30% de sulfato de amonio (Sigma-Aldrich) y lo inyectamos a una columna (CV = 15 ml)
empaquetada con la resina hidrofébica ,TOYOPEARL Butyl-650 M" (Tosoh Bioscience)
conectada al sistema de FPLC AKTA™ Purifier 100 (GE Healthcare), previamente
equilibrada con 5 CV del tampon 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 30% sulfato de amonio.
Seguidamente, lavamos la columna con 2 CV del tampdén de equilibrado y eluimos las
proteinas unidas a la resina en fracciones de 10 ml con un gradiente lineal decreciente
(desde 30 a 0%) de sulfato de amonio. Las fracciones eluidas de la cromatografia de
interaccion hidrofébica (HIC) que contienen la hCPOAC semipurificada fueron agrupadas y
aplicadas en una columna (CV = 5 ml) empaquetada con resina Strep-Tactin® MacroPrep®
(IBA Technologies), previamente equilibrada con tampén 100 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich),
pH 7,5, 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich) (tampon W). A continuacion, lavamos la columna con
2 CV de tampdén W y eluimos la proteina de la resina en fracciones de 2 ml con 6 CV del
tampén W suplementado con 2,5 mM D-destibiotina (IBA Technologies). Por ultimo, las
fracciones eluidas de la cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il que contenian la
proteina de interés fueron agrupadas y, seguidamente, purificamos hasta la homogeneidad
la hCPOAC recombinante mediante cromatografia de exclusién molecular, empleando una
columna Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare). La columna fue equilibrada con el tampén
25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl vy, tras aplicar la muestra, eluimos la proteina con el

tampodn de equilibrado en fracciones de 5 ml.

Por ultimo, aquellas fracciones que contenian la enzima pura fueron agrupadas vy
concentradas empleando un dispositivo de ultrafiltracién por centrifugacion Amicon Ultra-15
(10 kDa, EMD Millipore). Durante el proceso de concentracion, aprovechamos para
intercambiar el tampdn en el que se habia eluido la proteina en la gel filtracion por el tampdn
de cristalizacion 5 mM Tris-HCI, pH 7,3, 100 mM NaCl y 1 mM B-mercaptoetanol.
Finalmente, determinamos la concentracion de proteina midiendo la absorbancia a 280 nm
(Absyg), asumiendo una Absyg (0,1%) (1 g/l) = 2,2, y congelamos a -80°C la hCPOAC

purificada a una concentracion de 0,2 mg/ml.
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2.3 Andlisis del grado de pureza de la CPOAC humana purificada

La pureza de la proteina y la homogeneidad alcanzada tras cada paso de purificacion se
verificd mediante electroforesis SDS-PAGE. Para ello, mezclamos 15 ul de cada fraccion
eluida con tampdn de muestra 5X (250 mM Tris-HCI, pH 8, 25% glicerol (Sigma-Aldrich),
7,5% (p/v) SDS (Sigma-Aldrich), 0,25 mg/ml azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) y 12,5%
(v/iv) B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)) y hervimos las muestras a 95°C durante 5 minutos.
Seguidamente, resolvimos las muestras en un minigel de SDS-PAGE empleando un médulo
de electroforesis vertical mini-Protean® (Bio-Rad) y un voltaje continuo de 120 V durante 60
min. Los geles empleados contienen un gel separador al 12% de poliacrilamida en tampdn
125 mM Tris-HCI, pH 8,8, y 0.1% (p/v) SDS, y un gel apilador al 4% de poliacrilamida en
tampon 375 mM Tris-HCI, pH 6,8, y 0.1% (p/v) SDS. El tampdn de migracion en el que se
realizé la electroforesis corresponde al tampon Tris-glicina (Tris-Gly) (25 mM Tris-HCI, pH
8,3, 192 mM glicina (Sigma-Aldrich) y 0,1% (p/v) SDS) y el marcador de proteinas usado es
el [EZ-Run™ Prestained Rec Protein Ladder" (Fisher Scientific). Finalizada la electroforesis,

teAimos los geles con BlueSafe (Nzytech) para la visualizacion de las bandas proteicas.

2.4 Produccion y purificacion del NvCl

El NvCl fue producido por el Dr. Covaleda en la levadura metilotréfica Pichia pastoris,
segun se describe en [182]. Posteriormente, purificamos el inhibidor a partir del
sobrenadante de la fermentacion como se describe en esa misma publicacién, pero con
pequefas modificaciones. Para ello, empleamos una combinacién de dos métodos
cromatograficos, que incluye un primer paso de semipurificacién mediante cromatografia de

intercambio catidnico seguido de un segundo paso de cromatografia de exclusién molecular.

Para la cromatografia de intercambio catidonico empleamos una columna (CV = 15 ml)
Streamline Direct HST (GE Healthcare) conectada al sistema de FPLC AKTA™ Purifier 100
(GE Healthcare), previamente equilibrada con 2 CV del tampdén 100 mM citrato, pH 3,2. A
continuacion, ajustamos el sobrenadante a una concentracion de 100 mM de citrato, pH 3,2,
centrifugamos el medio a 10.000 xg a 4°C durante 20 min y filtramos el sobrenadante a
través de una membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0,45 ym (EMD
Millipore). Seguidamente, inyectamos la muestra en la columna y lavamos con 5 CV del
mismo tampoén de equilibrado. Por ultimo, eluimos las proteinas de la resina en fracciones
de 5 ml estableciendo un gradiente lineal creciente (desde 0 a 100%) con tampdon 100 mM
fosfato, pH 8,0.
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Tras la elucion, las fracciones que contenian el NvCl semipurificado fueron agrupadas,
tamponadas con 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, para incrementar la solubilidad de la proteina y
concentradas empleando un dispositivo de ultrafiltracion por centrifugacion Amicon Ultra-15
(3 kDa, EMD Millipore). Finalmente, inyectamos la muestra concentrada en una columna de
exclusion molecular HiLoad 16/60 empaquetada con resina Superdex 30 prep grade (GE
Healthcare), previamente equilibrada con el tampoén PBS, pH 7,4. Las proteinas fueron
eluidas de la columna empleando el mismo tampoén de equilibrado en fracciones de 5 ml y,
aquellas fracciones que contenian la enzima pura, fueron agrupadas, tamponadas de nuevo
con 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, y concentradas empleando un dispositivo de ultrafiltracién por
centrifugacién Amicon Ultra-15 (3 kDa, EMD Millipore). La pureza del NvCl se determiné por
espectrometria de masas MALDI-TOF MS, siguiendo las instrucciones detalladas en el

apartado 2.5.

2.5 Determinacion de los parametros cinéticos de la CPOAC humana

Analizamos la actividad carboxipeptidasa de la hCPOAC purificada empleando el
sustrato colorimétrico 3-(2-furil)acriloil-Glu-Glu-OH (FA-EE, €30 = 1671,1 M' - cm™)
(Bachem), segun se describe en [90]. La hidrolisis enzimatica del sustrato se evalu6 a 25°C,
monitorizando de forma continua durante 10 min la disminucién de la absorbancia a 340 nm,
con la ayuda del espectrofotometro Victor3 (Perkin Elmer). Para determinar los parametros
cinéticos Ky y Vmax de la enzima frente al FA-EE, calculamos las velocidades iniciales de
reaccion (vp) para distintas concentraciones de sustrato (entre 0 y 1 M), empleando una
concentracién fija de enzima de 14 nM. Las reacciones se prepararon por triplicado en
tampén de actividad 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, y en un volumen final de 200
Ml en placas de 96 pocillos de fondo plano. Finalmente, ajustamos los valores vq vs [S] a la
ecuaciéon de Michaelis-Menten (Ec. 1) y analizamos los datos mediante regresién no lineal
con el programa GraphPad Prism 5.0. Los parametros cinéticos Kga (Kea=Vmax/[E]) ¥ Kca/Km

se derivaron a partir de los valores obtenidos para Ky ¥ Viax-

V, . XS]

(Ec. 1) 0 =m

Donde [S] corresponde a la concentracion de sustrato, V. @ la velocidad enzimatica

maxima, Ky es la constante de Michaelis-Menten y [E] la concentracién de enzima activa.
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2.6 Determinacion de la estructura cuaternaria de la CPOAC humana en

solucioén

El estado de oligomerizacion y el peso molecular aparente de la hCPOAC purificada se
determiné por cromatografia analitica de exclusién molecular. Para ello, inyectamos 50 ug
de la enzima pura en una columna Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare) conectada al
sistema de FPLC AKTA Purifier 100 (GE Healthcare), previamente equilibrada con el
tampon 25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl y calibrada con 50 ug de los siguientes
marcadores de peso molecular: azul de dextrano, BSA, anhidrasa carbodnica, citocromo C y
aprotinina (Sigma-Aldrich). Las proteinas analizadas se eluyeron en fracciones de 5 ml con
el mismo tampdn de equilibrado. Preparamos una curva de calibracion representando V./V,
(Ve = volumen de elucion para cada proteina y V, = volumen vacio, determinado por el azul

de dextrano) respecto al logaritmo del Mw de los marcadores.

Posteriormente, confirmamos de una forma mas precisa el Mw del mutante soluble de la
hCPO mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Para la preparacién de la muestra,
aplicamos 2 pl de la enzima concentrada y purificada sobre una membrana de nitrocelulosa
con un tamano de poro de 0,025 um (Millipore EMD) para su dialisis frente a una solucién de
50 mM de bicarbonato amoénico (Sigma-Aldrich). A continuacion, mezclamos volumenes
equivalentes de la proteina desalada y la matriz 2',6'-dihidroxiacetofenona (DHAP, Sigma-
Aldrich), aplicamos 1 ul de la mezcla sobre la placa para MALDI ‘MTP 384 polished steel’

(Bruker Daltonics) y dejamos evaporar el solvente a temperatura ambiente.

El espectro de masas fue adquirido con la ayuda de un espectrometro de masas
JUltrafleXtreme MALDI-TOF’ (Bruker Daltonics), en modo lineal positivo y a un voltaje de
aceleracion de 25 kV. La calibracién del aparato se realiz6é con el calibrante externo Protein

calibration Standard I’ (Bruker Daltonics).

2.7 Cristalizacion y adquisicion de datos

La exploracion de las condiciones iniciales de cristalizacion se llevaron a cabo
empleando una matriz comercial en formato de placa de 96 pocillos (PACT Premier HT-96,
Molecular Dimensions), que permite explorar una gran diversidad de condiciones de
cristalizacion (tampones, pH, concentracion salina y precipitante). Para ello, empleamos el
método de difusion de vapor por gota colgante, mezclando en las placas volumenes
equivalentes de la solucién reservorio presente en cada condicion con la solucion de la
proteina pura (~5 mg/ml hCPOAC en 5 mM Tris-HCI, pH 7,3, 100 mM NaCl, 1 mM (-

mercaptoetanol), utilizando un robot dispensador Phoenix (Art Robbins Instruments).
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A continuacién, incubamos las placas a 18°C varios dias para permitir la formacion de los
cristales e identificar las condiciones 6ptimas para su formacién. Finalmente, identificamos
los primeros cristales en la condicién correspondiente a 100 mM HEPES, pH 7,0, 200 mM
cloruro de amonio (NH,Cl) y 20% (p/v) polietilenglicol (PEG) 6000), de manera que
replicamos esta condicién en placas de 24 pocillos, mezclando manualmente volimenes
equivalentes de la solucion de proteina y del reservorio, y adicionando a las gotas distintas
ratios del inhibidor NvCl purificado y PNGasa F (Sigma-Aldrich). De nuevo, incubamos las
placas a 18°C para permitir la formacion de cristales con una morfologia y tamafio

adecuados para su difraccion.

Tras varias semanas de incubacion, aparecieron cristales individuales en la condicion
100 mM HEPES, pH 7,0, 200 mM cloruro de amonio (NH4Cl), 20% (p/v) polietilenglicol
(PEG) 6000) y NvCI, a una a una relacién molar de 1:0,5 de hCPOAC:NvCI. Para su
criopreservacion, los cristales fueron pescados y congelados rapidamente en nitrégeno
liquido antes del analisis de difraccion, en una solucién crioprotectora que contiene el
tampon del reservorio con un 15% de glicerol (v/v). La difraccion de los cristales congelados
(100 K) se realizo en el sincrotrén ALBA en Barcelona (linea de luz BL13-XALOC [297]). Los
datos fueron integrados usando el programa XDS [298], y para el escalado, reducciéon y

posterior analisis de la informacion se utilizé el programa CCP4 [299].

2.8 Determinacién de la estructura tridimensional y refinamiento

La estructura 3D de la hCPOAC se obtuvo a partir de los datos del analisis de difraccion
por rayos X, empleando el método de reemplazo molecular y la estructura de la hCPA4 en
complejo con un hexapéptido (PDB: 2PCU) como modelo de referencia. Los mapas de
densidad electronica obtenidos de forma automatica con el programa CCP4, fueron
corregidos manualmente con la ayuda del programa COOT [300] para construir el modelo
completo de la hCPOAC. El refinamiento del modelo se realizé con los programas Refmac
[301] y Phenix [302]. Finalmente, todas las representacion graficas de la estructura 3D de la

hCPOAC se realizaron con el programa PyMOL [148].

2.9 Cdadigo de acceso

Las coordenadas atomicas para la estructura 3D de la carboxipeptidasa O humana
(hCPO) en complejo con el inhibidor NvCI han sido depositadas en el Banco de Datos de
Proteinas (RCSB PDB) (www.pdb.org), con el cdédigo de acceso 5MRV.
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2.10 Alineamiento de las metalo-carboxipeptidasas digestivas M14A

Realizamos un alineamiento secuencial basado en la estructura 3D de los dominios
cataliticos de las MCPs digestivas de la subfamilia M14A: hCPA1 (cddigo Uniprot: P15085;
cédigo PDB: 3FJU), hCPA2 (Uniprot: P48052; PDB: 1DTD), hCPB (Uniprot: P15086; PDB:
1ZLI) y hCPO (Uniprot: Q8IVL8; PDB: 5SMRV), empleando el programa PROMALS3D [303].
Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos UniprotKB/SWISS-PROT
(www.uniprot.org) y las estructuras 3D del Banco de Datos de Proteinas (www.pdb.org). La

representacion grafica del alineamiento estructural de las 4 MCPs digestivas se realiz6é con
el programa PyMOL [148].

2.11 Célculo de la K; para inhibidores de union fuerte

Empleamos el método de Morrison [304] para determinar las constantes de inhibicion (K;)
de la hCPOAC de varios inhibidores proteicos reversibles de union fuerte de MCPs de la
subfamilia M14A: PCI, LCIl, TCl y ACI. Estos inhibidores fueron producidos de forma
recombinante y purificados en nuestro grupo, segun se describe en [172],[175],[179],[193].
Los ensayos de inhibicion se llevaron a cabo en condiciones de equilibrio ([Eo)/ Ki < 10), pre-
incubando a 25°C durante 15 min concentraciones crecientes de cada inhibidor (de 0 a 500
nM) con una concentracion fija de enzima de 30 nM. Tras la pre-incubacién, afnadimos 500
MM del sustrato FA-EE a todas las reacciones y monitorizamos de forma continua durante 10
min la disminucion de la absorbancia a 340 nm con la ayuda del espectrofotometro Victor3.
En paralelo, establecimos reacciones control de incubacion del sustrato con la enzima, para
determinar las velocidades iniciales de reaccion (vo) en ausencia de inhibidor. Las
reacciones se prepararon por triplicado en tampoén de actividad 100 mM Tris-HCI, pH 7,5,
150 mM NaCl, y en un volumen final de 200 ul en placas de 96 pocillos de fondo plano. Para
cada concentracion de inhibidor, calculamos la actividad enzimatica residual (vi/vy) Yy
ajustamos los valores vi/vy vs [l] a la ecuacién cuadratica de Morrison (Ec. 2) mediante
regresion no-lineal, empleando una modalidad de inhibicion competitiva. Finalmente,
analizamos los datos cinéticos mediante regresion no-lineal con la ayuda del programa
GraphPad Prism 5.0. para determinar la K; aparente (K"), y calculamos las K; reales para
cada inhibidor aplicando la ecuacién 3 (Ec. 3) para inhibidores competitivos, reemplazando

los valores de K{*" obtenidos anteriormente (Ec. 2) y la [S] empleada.

(st k) <ty %)’ ety

(Ec. 2) Vi

Vo 2El
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(Ee-2) o1/ K )+ 1

Donde vi/v, corresponde a la actividad enzimatica residual, [E]r es la concentracién total
de enzima activa, [l]r es la concentracion total de inhibidor, [Sg] equivale a la concentracion
de sustrato ensayada y K" y Ki son las constantes de inhibicion aparente y real,

respectivamente.

2.12 Calculo de la K;para el NvCl

Para determinar la modalidad de inhibicion del NvClI y calcular el valor de K; para el
complejo del inhibidor y la hCPOAC, empleamos el método de Lineweaver-Burk [305]. Para
ello, ensayamos diferentes concentraciones de sustrato (50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000
MM) para cada concentracion de NvCl (0,5, 1, 5y 10 uM), empleando una concentracion fija
de 30 nM de enzima. La enzima fue pre-incubada con cada concentracién de inhibidor
durante 15 min a 25°C, previamente a la adicion de 500 yM del sustrato FA-EE. A
continuacion, monitorizamos de forma continua durante 10 min la disminucién de la
absorbancia a 340 nm con la ayuda del espectrofotémetro Victor3. En paralelo, establecimos
reacciones control de incubacion del sustrato con la enzima, para determinar la actividad
carboxipeptidasa inicial de la hCPOAC en ausencia del inhibidor. Las reacciones se
prepararon por triplicado en tampon de actividad 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, y

en un volumen final de 200 pl en placas de 96 pocillos de fondo plano.

Para cada concentracion de inhibidor, determinamos las velocidades iniciales de
reaccion (vo) a las distintas concentraciones de sustrato ensayadas. A continuacion,
calculamos los dobles reciprocos de vq (1/vo) y [S] (1/[S]) y representamos graficamente 1/vq
respecto a 1/[S] para la interpretacion visual del tipo de inhibicion. Por ultimo, estimamos el
valor de K; para el NvCl ajustando los valores vy vs [S] a la ecuacién 4 (Ec. 4) para
inhibidores competitivos y analizamos los datos cinéticos obtenidos mediante regresion no

lineal empleando el programa GraphPad Prism 5.0.

Vinax X [S]

(i) o)

Donde v, corresponde a la velocidad inicial de reaccion, V. €s la velocidad enzimatica

maxima, [S] equivalente a la concentracién de sustrato ensayada, Ky es la constante de
Michaelis-Menten, [I] corresponde a la concentracion total del inhibidor y K; es la constante

de inhibicion.
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2.13 Especificidad de sustrato de la CPOAC humana

Preparamos reacciones que contienen 80 nM de la enzima y 1,6 uM de cada uno de los
péptidos sintéticos ARLSQKFPKAE y ARLSQKFPKAD (GenScript), que difieren unicamente
en su residuo C-t. Ademas, incluimos reacciones en las que incubamos la enzima

simultaneamente con la misma concentracion de ambos péptidos.

En paralelo, preparamos reacciones de la enzima con 1,6 yM de Met-encefalinas que
contienen una Arg, Lys o Phe (Phoenix Pharmaceuticals, Inc) en su extremo C-t. Por ultimo,
como control de la especificidad enzimatica, establecimos reacciones de incubacién de la
enzima desnaturalizada a 95°C durante 10 min con los distintos oligopéptidos. Todas las
reacciones se ensayaron por duplicado en un volumen final de 20 ul en tampén de actividad
100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, y fueron incubadas a 37°C durante 1, 5, 15y 30
min. Tras la incubacion, detuvimos las reacciones de digestién afiadiendo 4 volumenes de

0,1% acido trifluoroacético (TFA).

Las reacciones de digestién fueron analizadas por espectrometria de masas MALDI-
TOF, mezclando volimenes equivalentes de las reacciones y la matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA, Sigma-Aldrich). Seguidamente, aplicamos 1 pl de la mezcla en la
placa para MALDI ‘MTP 384 polished steel’ (Bruker Daltonics) y dejamos evaporar el
solvente a temperatura ambiente. Los espectros de masas se adquirieron en un
espectrometro de masas ,UltrafleXtreme MALDI-TOF’ (Bruker Daltonics), en modo reflectrén
positivo y a un voltaje de aceleracién de 25 kV. La calibraciéon del aparato se realizé con el

calibrante externo ‘Peptide Calibration Standard’ (Bruker Daltonics).

2.14 Protedlisis C-terminal del EGF por la CPOAC humana

Preparamos reacciones que contienen 1,5 ug de hEGF,_s3 recombinante (R&D Systems)
y 30 nM de la enzima bCPA (Sigma-Aldrich), 50 nM de la CPB porcina (pCPB, Sigma-
Aldrich) y 30 nM de la hCPOAC. En paralelo, establecimos reacciones del sustrato aislado
para determinar la masa monoisotépica del hEGF .53, y reacciones de digestion del sustrato
unicamente con la bCPA y la pCPB. Todas las reacciones se ensayaron por duplicado en un
volumen final de 20 pl en tampdn de actividad 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 250 mM NacCl, y
fueron incubadas a 37°C durante 5, 15 y 30 min. Finalizamos los tiempos de incubacion
establecidos, detuvimos las reacciones de digestion afiadiendo un volumen equivalente de
0,1% TFA. Por ultimo, las reacciones de digestién fueron analizadas por espectrometria de
masas MALDI-TOF, mezclando volumenes equivalentes de las reacciones y la matriz acido
a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA, Sigma-Aldrich). Seguidamente, aplicamos 1 pl de la
mezcla sobre la placa para MALDI ‘MTP 384 polished steel’ (Bruker Daltonics) y dejamos

evaporar el solvente a temperatura ambiente.
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Los espectros de masas se adquirieron en un espectrémetro de masas ,UltrafleXtreme
MALDI-TOF’ (Bruker Daltonics), en modo lineal positivo y a un voltaje de aceleracion de 25
kV. La calibracion del aparato se realizé con el calibrante externo ‘Protein calibration
Standard I’ (Bruker Daltonics).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Produccion y purificacién de la CPOAC en células de mamifero

La hCPO es una proteina asociada a membrana a través de una molécula de GPI
localizada en su extremo C-t, con puentes disulfuro y altamente N-glicosilada [90]. Tal
complejidad estructural representa un gran desafio para la expresion y purificacion de la
enzima en gran cantidad y en su conformacion nativa soluble enzimaticamente activa, que

nos permita llevar a cabo estudios estructurales.

Para superar las dificultades asociadas a su produccion, clonamos en el vector de
expresion pTriEx-7 una forma truncada de la hCPO denominada hCPOAC (residuos Tyr21-
Trp329, acorde a la numeracion en la hCPO activa), que carece de la secuencia sefial de
reconocimiento C-t para su escision post-traduccional y reemplazo por una molécula de GPI,
y del PS endégeno. En su lugar, presenta una secuencia sefial de exportacion IgM N-t que
permite la secrecion eficiente de la proteina recombinante y, ademas, contiene una etiqueta
Strep-tag® Il N-t para la purificacion e inmunodeteccion de la hCPOAC. Asi pues, la
expresion recombinante de esta forma truncada de la hCPO permite la sintesis de la
proteina en su forma soluble, maximizando el rendimiento en su produccion y facilitando su

purificacién (figura 39).

Doxr}inio N¢

hCPO N-t Peptidasa_M14 - C-t

Dominio N,

hCPOAC  N-t M'T Peptidasa_M14 ] C-t
]
Strep-Tagli

Figura 39. Construccion del mutante soluble CPOAC humana. La hCPO salvaje contiene el PS de
secrecion (en negro), seguido del dominio N, (en amarillo), el dominio catalitico CP (Peptidasa_M14,
en gris) y la secuencia C-t (en azul), escindida post-traduccionalmente para la unidon covalente de una
molécula de GPI. El mutante de la hCPO, denominado hCPOAC, carece de esta secuencia C-t para
su expresion recombinante soluble, y contiene en su extremo N-t la secuencia de exportacién IgM (en
negro) en sustitucion del PS enddégeno de secrecion, seguido de la etiqueta Strep-tag® Il, para el
reconocimiento y la purificacion de la proteina recombinante. Los extremos N-t y C-t de la cadena
polipeptidica son indicados.

Para la produccion de la hCPOAC, transfectamos el vector recombinante en cultivos

células de mamifero HEK293 F crecidas en suspension para la expresion transitoria de la

proteina recombinante durante 9 dias.
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Los sistemas de expresion basados en células de mamifero proporcionan el contexto de
expresion adecuado para la obtencion de proteinas recombinantes humanas altamente
glicosiladas y constituyen el sistema predilecto para la produccién de proteinas de secrecion
y de membrana [311]. Por consiguiente, la expresion de la hCPOAC en células de mamifero
HEK293 F constituye el sistema Optimo para la secrecién eficiente de la proteina
recombinante y con un patrén de glicosilacion que nos permita preservar la estabilidad y

funcionalidad de la proteina.

Tras 9 dias de expresion post-transfeccion, purificamos la hCPOAC acumulada en el
medio de cultivo siguiendo una estrategia de purificacion basada en 3 pasos
cromatograficos distintos. En primer lugar, realizamos un paso de captura mediante
cromatografia de interaccion hidrofébica, seguido de un segundo paso de purificacion
intermedio mediante cromatografia de afinidad anti-Strep-tag® Il y un ultimo paso de pulido
mediante cromatografia de exclusidon molecular, para purificacion hasta la homogeneidad de
la hCPOAC recombinante (figura 40-A).

A . B

| hcPOAC HEK293F
) _tans-_,
Se? Tfeccion

‘ PR

N

b G

e S 3)
Recuperacién del L] J 2 3
medio de expresion m kDa
tras 9 dias
e 170_
7 -
Cromatografia 135 -| g
de Interaccion @
Hi Sh 100 -
L idrofébica :
/ g 72
Cromatografia
de Afinidad @ 55 =
- 4
hCPOAC
f 20| TR . .
Cromatografia de @
Gel Filtracion 33
& ) -

hCPOAC pura J

Figura 40. Expresion y purificacion de la CPOAC humana. (A) Esquema de la estrategia
purificacion seguida para la expresion y purificacion de la hCPOAC. La proteina recombinante se
expreso extracelularmente durante 9 dias en células de mamifero HEK293 F crecidas en suspension.
Seguidamente, recolectamos el medio de expresion y purificamos la hCPOAC mediante 3 pasos
cromatograficos: (1) cromatografia de interaccion hidrofébica, (2) cromatografia de afinidad anti-
Strep-tag® 1l y (3) cromatografia de gel filtraciéon. (B) Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de
Coomassie mostrando la pureza de la hCPOAC eluida tras cada paso de purificacion. Los numeros
sobre los carriles del gel coinciden con el paso cromatografico del que proceden. La fraccion inicial
correspondiente al medio de expresion con la hCPOAC sin purificar se indica como |.
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El analisis mediante electroforesis SDS-PAGE de las fracciones eluidas en cada paso
cromatografico, confirma la obtencion de la hCPOAC pura tras el ultimo paso de purificacion,
observandose una unica banda difusa de ~50 kDa (Mw tedérico hCPOAC = 40,8 kDa). Este
patrén es tipico en las proteinas glicosiladas y obedece, principalmente, a la heterogeneidad
de esta MPT y a la migracién anédmala de las proteinas glicosiladas en los geles de SDS-
PAGE debido a su carga negativa intrinseca (figura 40-B). Por ultimo, la cuantificacion de la
proteina purificada y concentrada hasta el limite de su solubilidad determiné una
concentracién de hCPOAC de ~5 mg/ml, suficiente para llevar a cabo los primeros ensayos

de cristalizacion.

En resumen, aunque hemos sido capaces de producir y purificar la hCPOAC en su forma
soluble y cantidad suficiente, la elevada heterogeneidad estructural de la poblacién proteica
podria suponer una dificultad afiadida para la formacién de cristales regulares de la

hCPOAC que difracten a una elevada resolucion.

3.2 Estudio de la actividad enzimatica de la CPOAC humana

Para averiguar si la hCPOAC recombinante producida en células de mamifero es
enzimaticamente activa, analizamos la actividad carboxipeptidasa de la hCPOAC purificada
empleando el sustrato cromogénico 3-(2-furil)acriloil-Glu-Glu-OH (FA-EE). Los ensayos
enzimaticos con el sustrato FA-EE se basan en la modificacién de la absorcion en el
ultravioleta (UV) cercano del péptido cuando se hidroliza el enlace peptidico entre el primer y
el segundo Glu. La disminucion de absorbancia resultante se puede medir a longitudes de
onda entre 322-345 nm y detectar facilmente con la ayuda de un espectrofotdmetro (figura
41).

Detecciéon UV-cercano

A =340 nm
0 ‘ OH
‘ | hCPOAC L0
Hzo 0 : OH
H | OH
3-(2-FURIL)ACRILOIL- w \\ 3-(2-FURIL)ACRILOIL-
GLU-GLU-OH i GLU-OH

Figura 41. Reaccién de hidrdlisis del péptido FA-EE. El sustrato cromogénico 3-(2-furil)acriloil-Glu-
Glu (FA-EE) absorbe la radiacion electromagnética en el UV-cercano, a una longitud de onda entre
322-345 nm. La hidrdlisis del enlace peptidico entre el primer y el segundo Glu C-t por la accion
enzimatica de la hCPOAC, se detecta midiendo la disminuciéon de la absorbancia a la longitud de
onda indicada.
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Determinamos los parametros cinéticos Ky y Vimax de la hCPOAC frente al sustrato FA-
EE, siguiendo las instrucciones del apartado 2.5. Los valores obtenidos para los distintos
parametros cinéticos se muestran en la tabla 10, y son comparables a los calculados en otro
estudio para la hCPO salvaje producida en células de insecto y purificada en presencia de
detergentes [90]. Estos resultados demuestran que la hCPOAC es enzimaticamente activa,
aunque presenta una eficiencia catalitica muy baja para el sustrato FA-EE. Sin embargo,
este péptido es el sustrato de referencia para realizar ensayos cinéticos en presencia de la
hCPO, ya que no hay disponible por el momento ningun otro sustrato sintético comercial

para esta MCP.

Tabla 10. Constantes cinéticas para la hidrolisis del FA-EE por la CPOAC humana

K Vinax Keat Koot/ Ku
UM uM/s 51 PM-1 - 5

hCPO 352 + 49 - 8605 0,026
hCPOAC 1645+ 187 0,099 +0.003 7,1+02 0,043

Los datos se muestran como la media + desviacion estandar (SD) (n=3). Los
parametros cinéticos para la hCPO salvaje se extrajeron de la publicacion [90]. La
Vmax para la hCPO no fue determinada en ese estudio.

3.3 Determinacion de la estructura cuaternaria de la CPOAC humana

La posibilidad de que la hCPOAC homodimerice en soluciéon fue investigada mediante
cromatografia de exclusidén molecular, calibrando previamente la columna de gel filtracién

con varias moléculas patrones de tamafo conocido.

Los resultados obtenidos indican que la hCPOAC presenta un Mw aparente de 56,2 kDa,
lo que sugiere que la hCPOAC (Mw tedrico = 40,8 kDa) se comporta como un monémero en

solucion altamente N-glicosilado (figura 42-A) hasta una concentracién de ~1 mg/ml.

Sin embargo, las proteinas glicosiladas pueden presentar un comportamiento anémalo
durante la cromatografia de gel filtracion [306], de manera que determinamos de una forma
mas precisa el Mw de la proteina mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. El
espectro de masas reveld un Mw promedio para la hCPOAC de 48,7 kDa, un ~20% superior
al Mw tedrico de la proteina recombinante (figura 42-B). Por consiguiente, corroboramos
que la hCPOAC se trata de una proteina monomeérica en solucién altamente N-glicosilada,

con un 20% de su peso correspondiente a la unidon de azucares en su estructura.
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Ambas técnicas confirmaron la elevada pureza de la proteina recombinante analizada,
observandose un unico pico de elucion en el cromatograma obtenido de la cromatografia de
gel filtracion, y un unico pico de intensidad en el espectro de masas MALDI-TOF, ambos

correspondientes a la hCPOAC.
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Figura 42. Determinacidn de la estructura cuaternaria de la CPOAC humana. (A) Cromatograma
representativo de la cromatografia analitica de gel filtracion llevada a cabo para la hCPOAC
purificada. La proteina eluida presenta un Mw aparente de 56,2 kDa, determinado a partir de una
curva de calibracion con patrones de Mw conocido. (B) Espectro de masas MALDI-TOF para la
hCPOAC purificada, mostrando un Mw promedio de 48,7 kDa.

La mayoria de enzimas proteoliticas del BC, incluida la CPO, corresponden a
glicoproteinas. Se ha sugerido que la presencia de N-glicanos en su estructura podria
desempenar un rol protector frente a la protedlisis por proteasas intestinales. Por otro lado,
la APA, APN y DPPIV son algunos ejemplos de enzimas proteoliticas del BC que se

localizan en la membrana plasmatica apical de los enterocitos formando homodimeros [307].

En general, las MCPs de la subfamilia M14A corresponden a proteinas monomeéricas,
aunque la CPA1, CPA2 y CPAS3 se han identificado también formando parte de estructuras
cuaternarias con otras enzimas. La CPO es una peptidasa M14A asociada a la membrana
de los enterocitos a través de una molécula de GPI. Aunque el mutante soluble se comporta
como un monoémero a bajas concentraciones de la enzima, no podemos descartar que en su
localizacion intestinal la concentracion local de hCPO salvaje sea suficientemente elevada
como para inducir la formacion de homodimeros funcionales por concentracion y/o por la

interaccion con la membrana celular.
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3.4 Estructura tridimensional de la CPOAC humana en complejo con el NvCI

Tras explorar una gran variedad de combinaciones proteicas y condiciones de
cristalizacion, unicamente obtuvimos cristales de la hCPOAC en presencia de NvCl, tras la
incubacion a 18°C durante varias semanas de las proteinas en la solucién reservorio 100
mM HEPES, pH 7,0, 200 mM NH,Cl y 20% (p/v) PEG 6000. El complejo de la hCPOAC con
el inhibidor fue obtenido en la gota de cristalizacion, al mezclar la enzima con el NvCl en una
relacion 1:0.5 (hCPOAC:NvCI).

Tabla 11. Estadistica de la adquisicién de datos y del refinamiento

Datos de difraccién

Longitud de onda 0,9792
Grupo espacial C2(C121)
Dimensiones de la celda
a, b, c(A) 150,11, 72,14, 90,19
o, B v, () 90,00, 94,66 , 90,00
Resolucion (A) 1,85
Rmerge 0,069
Reym’ 0,084
1/¢ (1) 13,9
Totalidad (%) 98
Redundancia 3,5
Refinamiento
Resolucion (A) 1,85
N° reflexiones 79,833
Ruork /Rires’ 18,6/20,8
N° total de atomos 5995
N° aminoacidos proteina
hCPOAC 307
NvCl 53
Moléculas de agua 518
rmsd®
Longitudes de enlace (A) 0,011
Angulos de enlace (°) 0,96
Estadistica Ramachandran (%)
Favorables 97,6
Permitidos 24
Desfavorables 0

aRmerge= Yl — (/¥ 1, donde I es la i" medida de la intensidad de una reflexion individual o sus

reflexiones equivalentes generadas por simetria e (I} es la intensidad promedia de esa reflexién y sus
reflexiones equivalentes simétricas.

"Reym= ShkI¥i [li = ()/ShKISi I

. d
CRwork= T|IE| - |Fl|/TIF,| para todas las reflexiones y ~ Rfree = YlIF| = IF|/ZIF,|, calculado en base a
la exclusién del 5% de los datos del refinamiento.

°rmsd = raiz cuadrada de la varianza.
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Los cristales correspondientes al complejo hCPOAC-NvCI pertenecen al grupo espacial
monoclinico C2 y difractaron a una resolucion de 1,85 A. La estructura 3D del complejo fue
resuelta empleando el método de reemplazo molecular usando la hCPA4 (PDB: 2PCU)
como modelo, y se refind hasta alcanzar un R-factor y R-free de 18,6 y 20,8,
respectivamente. El andlisis de Ramachandran mostré un 97,6% de los residuos localizados
en regiones favorables, un 2,4% en regiones permitidas y un 0% de los residuos en regiones
desfavorables. En la tabla 11 se muestran los parametros determinados en el analisis de

difraccién de rayos X y el refinamiento del modelo.

La unidad asimétrica del cristal contiene 2 moléculas de hCPOAC, aunque solo una de
ellas esta formando un complejo con el NvClI (figura 43). El analisis de la interficie entre las
2 moléculas de enzima utilizando el programa PDBePISA [308] y los resultados obtenidos
anteriormente mediante cromatografia de gel filtracion (ver apartado 3.3), indican que la
unidad bioldgica real de la CPO corresponde a un mondémero. Sin embargo, no podemos
descartar que a concentraciones elevadas de la enzima como las que podrian estar
presentes en el microvilli intestinal, la CPO homodimerice como ocurre en el cristal de la
proteina obtenido en condiciones sobresaturantes. Otra posibiidad es que la
homodimerizacién de la proteina observada en el cristal corresponda a un artefacto formado

durante el proceso de cristalizacion, algo habitual en este tipo de ensayos [151],[182],[309].

CadenaC /"

NvCI ( g

Cadena B

hCPOAC hCPOAC

Figura 43. Estructura tridimensional de la CPOAC humana en complejo con el NvCl. Los dos
monomeros de hCPOAC en la unidad asimétrica del cristal (cadenas A y B mostradas en azul y
magenta, respectivamente) estan apilados formando wuna estructura cristalina cuaternaria
homodimérica. A diferencia de la cadena B, la cadena A presenta una molécula de NvCl (cadena C,
en naranja) interaccionando en el centro activo de la enzima. En la cadena A, se muestran tres N-
acetilglucosaminas (NAG) representadas en barras de color verde, con los atomos de nitr6geno en
azul y los de oxigeno en rojo, y enlazadas a los sitios de N-glicosilacion consenso Asn154, Asn167 y
Asn231. No obstante, la densidad electronica correspondiente a la NAG unida a la Asn154 en la
cadena A, no se define nitidamente en esta misma posicion en la cadena B, y se pierde. Los
extremos N-t y C-t de la hCPOAC son indicados. Figura preparada con PyMOL [148].
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Las cadenas polipeptidicas de la hCPOAC (cadena A unida a NvCl y cadena B no unida)
pueden trazarse perfectamente en los mapas de densidad electronica desde el Glu23 hasta
el Trp329 (acorde a la numeracion de la hCPO activa, sin el PS). Todos estos residuos
forman parte del dominio catalitico CP de la proteina, que incluye los residuos Ser21-Trp349

(acorde a la numeracion de la hCPO activa, sin el PS).

Aunque previamente a los ensayos de cristalizacion, corroboramos que la hCPOAC
contenia la secuencia N-t de 20 residuos de longitud (Tyr21-Trp40, en la hCPO activa), la
cadena polipeptidica que incluye esta region no se puede trazar en los mapas la densidad
electrénica, probablemente debido a que constituya una regidn flexible de la molécula o
incluso a que se haya proteolizado durante el proceso de cristalizacion. Por ultimo, la
cadena polipeptidica del NvCl (cadena C) pudo trazarse inequivocamente desde la Phe1 a
la Ala53.

3.5 Andlisis de la estructura tridimensional de la CPOAC humana

El dominio catalitico carboxipeptidasa CP de la hCPOAC presenta una extension de 307
residuos con el clasico plegamiento globular compacto a/f hidrolasa de la familia M14 de las
MCPs.

Figura 44. Estructura tridimensional de la CPOAC humana. Representacion en cintas de la
estructura 3D de la hCPOAC recombinante, mostrada desde 2 &ngulos de visidon distintos. La
hCPOAC presenta el plegamiento globular tipico o/ hidrolasa de las MCPs de la familia M14,
compuesto una hoja-f central compuesta de 8 cadenas-f3 paralelas y antiparalelas, rodeada de 8
hélices-a. Las hélices-a (a1-a8) y las cadenas-B (B1-f8) se muestran en azul y magenta,
respectivamente. La cadena-a6" caracteristica de las MCPs de la subfamilia M14A también se
muestra coloreada en naranja. Los tres residuos N-glicosilados (Asn154, Asn167 y Asn231) se
representan como barras de color verde, y se numeran las Asn segun la numeraciéon que ocupan en
la secuencia de la hCPO activa. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera amarilla. Los 3
puentes disulfuro entre las Cys65-Cys78, Cys137-159 y Cys151-Cys167 se representan en barras de
color amarillo. Los extremos N-t y C-t de la hCPOAC son indicados. Figura preparada con PyMOL
[148].
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Concretamente, consiste en una hoja-f3 central formada por un mix de 8 cadenas-f3 (B1-
B8) paralelas y antiparalelas con una conectividad +1, +2, -1X, -2X, -2, +1X, -2, sobre las
que se distribuyen 8 hélices-a. El nucleo de la hoja-f esta formado por 4 cadenas-f co-
planares paralelas (3-B5 y B8), flanqueadas por 2 cadenas-3 paralelas por la parte superior
(B6-B7) y una horquilla-B (81-B2) por la parte inferior, responsable del giro de 120° entre la
primera y la ultima cadena-B. Ademas, a continuacién de la cadena-7, contiene una hélice-
a muy corta denominada hélice-a6", caracteristica en los miembros de la subfamilia M14A
(figura 44).

Los mapas de densidad electronica definen claramente 3 sitios de N-glicosilacion
distintos en la estructura 3D de hCPOAC, que corresponden a la Asn154 (N154), Asn167
(N167) y Asn231 (N231) en la cadena A, y Asn167 y Asn231 en la cadena B. En todos los
casos, Unicamente el primer monosacarido del N-glicano correspondiente a la N-
acetilglucosamina (NAG), se resolvié claramente (Figura 44). Curiosamente, la NAG
enlazada a la Asn154 solo se observa en la cadena A, probablemente debido a la flexibilidad
interna del N-glicano o a su degradacion en la cadena B, y presenta el menor B-factor en
comparacion con las otras NAGs resueltas en la estructura. Cabe destacar que el predictor
bioinformatico GlycoEP [310] identificdé un total de 3 potenciales Asn N-glicosiladas en la
secuencia de la CPO salvaje, que corresponden precisamente a las Asn que hemos
confirmado experimentalmente en este trabajo. Por consiguiente, es probable que no existan
otras Asn modificadas post-traduccionalmente mediante N-glicosilacién en la estructura de
la CPO. Finalmente, la hCPOAC contiene 3 puentes disulfuro en su estructura, formados
entre las Cys65-Cys78, Cys137-159 y Cys151-Cys167 (figura 44).

3.6 Andlisis del centro activo de la CPOAC humana

El centro activo de la hCPOAC contiene todos los residuos necesarios para la actividad
enzimatica, localizados en los bucles LB8a8, LB5B6, LB7a7, LB3a2 y La4a5 que conforman
la entrada del centro activo. Evidentemente, encontramos aquellos residuos idénticos en las
MCPs de la familia M14, que corresponden a la His88, Glu91 e His216 (His69, Glu72 e
His196, respectivamente, segun la nomenclatura “candnica” de la bCPA activa)
responsables de la coordinacion del ion de zinc esencial para la catélisis; los residuos
cataliticos Glu290 (Glu270 en la bCPA activa) y Arg146 (Arg127 en la bCPA activa) que
acttan como acido/base general y en la estabilizaciéon del intermediario cargado
negativamente durante la catalisis, respectivamente; y los residuos de unidén a sustrato
Asn163, Arg164 y Tyr268 (Asn144, Arg145 y Tyr248 en la bCPA activa), que neutralizan el
grupo carboxilo C-t del residuo P1" del sustrato. Ademas, el bolsillo de especificidad S1" de

la hCPOAC que acomoda la cadena lateral del residuo C-t a escindir, esta formado por las
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cadenas laterales de los residuos Thr214, Leu223, Gly227, Ser263, Leu267, Ser270,
Ser273, Arg275 y Thr 288 (figura 45 y 46).

R275
L267 ~ S270
S263 R S273
Arg146..__ L223 G227
> T288 | T214
///c\\\,//pti\ |
Sustrato NH co,

H,0

Glu290  Zn*

His | His
Glu

216 88

91

Figura 45. Representacion esquematica de los residuos del centro activo de la CPOAC
humana. Se muestran los residuos importantes para la actividad enzimatica conservados en las
MCPs de la familia M14, que incluyen los residuos que coordinan el ion de zinc (Zn*?) (en azul), los
residuos cataliticos que participan en la polarizacion del grupo carbonilo del enlace peptidico y en la
activacion de la molécula de agua coordinada al ion de zinc (en verde), los residuos que fijan el grupo
carboxilo del aminoacido C-t (en naranja) y, por ultimo, los residuos que acomodan la cadena lateral
del aminoacido C-t a escindir, formando el bolsillo de especificidad S1° (en lila). Los residuos estan
numerados acorde a la posicion que ocupan en la secuencia de la hCPO activa.

Figura 46. Organizacion espacial de los residuos del centro activo en la CPOAC humana. Vista
de la cavidad del centro activo de la hCPOAC en su conformacién “cerrada” con NvClI unido (A) y en
la conformacion “abierta” libre de ligando (B). Se muestra la organizacion espacial de las cadenas
laterales de los residuos importantes para la coordinacion del ion de zinc, la catalisis y la unién al
sustrato descritos en la figura 45. La Arg275 determinante de la especificidad de sustrato tipo acidico
en la hCPOAC, se localiza en el fondo del bolsillo de especificidad S1°. Los residuos se representan
en barras coloreadas de color azul en la conformacion “cerrada” y de color magenta en la
conformacioén “abierta”, sobre la superficie semitransparente de color gris de la cavidad del centro
activo. En ambas figuras, los residuos se numeran acorde a la posicidon que ocupan en la secuencia
de la hCPO activa. Figura preparada con PyMOL [148].
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3.7 Comparacion del centro activo de la CPOAC humana con o sin NvCl unido

La obtencién en una misma estructura cristalina de la hCPOAC sola (conformacion
“abierta”) y formando un complejo con el NvCI (conformacién “cerrada”) (figura 47), nos
permitid investigar los cambios estructurales promovidos por la unidon del ligando en los

residuos que forman parte del centro activo de la enzima.

Figura 47. Conformacién “abierta” y “cerrada” de la CPOAC humana. Representacion en
superficie de la cadena A (en azul) unida al NvClI (representacion en cintas, color naranja) y de la
cadena B (en magenta) sin inhibidor unido. Para ambas estructuras se muestra una ampliacion de la
cavidad del centro activo, visiblemente mas dilatada en la cadena B (conformacién abierta) que en la
cadena A. Tras la unién de la cola C-t del NvCl al centro activo de la cadena A (conformacion
cerrada), la cavidad se estrecha parcialmente gracias al movimiento de la Tyr268 para fijar el
carboxilato C-t del inhibidor. El ion de zinc se muestra como una esfera amarilla, ubicado en el fondo
de la cavidad. Los extremos N-t y C-t del NvCl son indicados. Figura preparada con PyMOL [148]

La desviacién rmsd promedio para la cadena principal entre la conformacién “abierta”
(sin inhibidor unido, cadena B) y “cerrada” (con el inhibidor unido en el centro activo imitando
la unién al sustrato, cadena A) es de tan solo 0,33 A, aunque se incrementa hasta 1,85 A en
el bucle entre la cadena 37 y la hélice a7 que contiene el residuo Tyr268 (Tyr248 en la
nomenclatura “canénica” de la bCPA). El movimiento de casi 180° (de la posicion “arriba” a
“abajo”) que tiene lugar en la Tyr268 tras la union del ligando constituye el cambio
estructural mas importante en las cadenas laterales de los residuos del centro activo en la
cadena A, y ha sido extensamente estudiado en las multiples estructuras de MCPs en
complejo con sustratos o inhibidores. No obstante, otros pequefios movimientos ocurren
también en las cadenas laterales de residuos del centro activo importantes en la catalisis y
la union al sustrato, para acomodar la cola C-t del inhibidor y establecer interacciones
inhibitorias, que incluyen la Arg146 (R146), Arg164, Leu223, Ser270, Arg275 y Thr288,
acorde a la numeracion en la hCPO activa (figura 48). Por ultimo, mencionar que esta
misma reorganizacion en los residuos del centro activo de la enzima también se describid

previamente en la estructura cristalina del complejo de la hCPA4 activa con el NvCl [182].
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Figura 48. Comparacion de los residuos del centro activo en la conformacién “abierta” y
“cerrada” de la CPOAC humana. Representacion de los residuos del centro activo importantes para
la actividad enzimdtica en la hCPO, mostrados en barras de color magenta para la hCPOAC sin
inhibidor unido (magenta) o en azul para la hCPOAC con la cola C-t del NvCl insertada en el centro
activo. Para simplificar la imagen, s6lo se muestran los dos ultimos residuos C-t de NvCI (Y52 y A53)
empleando el modelo en barras de color naranja, y con la densidad electronica final superpuesta,
correspondiente a un mapa de Fourier Fo-F; de 1,85 A de resolucion contorneado a 1. El cambio
mas evidente en la comparacion entre ambas estructuras corresponde al movimiento de la cadena
lateral de la Tyr268 promovido por la union de la cola C-t del NvClI en el centro activo de la enzima,
que rota alrededor de su angulo X1 y desplaza el grupo hidroxilo 10,8 A para ocluir parcialmente la
cavidad del centro activo. También se observan reordenamientos mas discretos en las cadenas
laterales de otros residuos del centro activo, como son la R146, R164, L223, S270, R275 y T288, que
interaccionan con residuos de la cola C-t del NvClI. Los residuos estan numerados acorde a la
posicion que ocupan en la secuencia de la hCPO activa. El ion de zinc catalitico corresponde a la
esfera amarilla. Imagen generada con PyMOL [148].

3.8 Especificidad de sustrato de las MCPs digestivas de la subfamilia M14A

El alineamiento estructural del dominio catalitico de la hCPO y de las MCPs pancreaticas
hCPA1, hCPA2 y hCPB, corrobora la elevada homologia existente entre las MCPs
digestivas de la subfamilia M14A. La desviacion rmsd entre sus cadenas principales
corresponde a 0,85 A para 299 residuos alineados en la hCPA1 (40% de identidad
secuencial), de 0,83 A para 297 residuos alineados en la hCPA2 (39% de identidad
secuencial) y 0,83 A para 300 residuos alineados en la hCPB (47% de identidad secuencial)
(Figura 49).
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Figura 49. Alineamiento estructural de las MCPs digestivas de la subfamilia M14A.
Superposicion de las estructuras 3D de los dominios cataliticos de la hCPO (en azul) con las MCPs
pancreaticas hCPA1 (en verde), hCPA2 (en rojo) y hCPB (en gris), representadas en cintas. Las
coordenadas atémicas para la hCPA1 (PDB: 3FJU), hCPA2 (PDB: 1DTD) y hCPB (PDB: 1ZLI) se
obtuvieron de la base de datos PDB (www.rcsb.org). El ion de zinc catalitico se muestra como una
esfera amarilla. Los extremos N-t y C-t de las MCPs son indicados. Figura preparada con PyMOL
[148].

El alineamiento secuencial de los dominios cataliticos CP de las 4 MCPs digestivas
permitié identificar los residuos del centro activo importantes para la actividad enzimatica
idénticos en todas las MCPs de la familia M14, ademas de los residuos que integran el
bolsillo de especificidad S1" para cada una de las enzimas (figura 50). El dominio catalitico
de la hCPO presenta un 40% de identidad secuencial con el de la hCPA1 para 299 residuos
alineados, un 39% con el de la hCPA2 para 297 residuos alineados y un 47% con el de la
hCPB para 300 residuos alineados, siendo necesario la introduccién de 1 espacio, 3
espacios y 0 espacios, respectivamente, para su alineamiento con el dominio catalitico de la
hCPO.

El bolsillo de especificidad S1* en las MCPs digestivas de la subfamilia M14A esta
formado por las cadenas laterales de los residuos equivalentes a las posiciones 194, 203,
207, 243, 247, 250, 253, 255 y 268 en la bCPA activa [153]. Estos residuos se encuentran
generalmente conservados en la hCPA1, hCPA2, hCPB y hCPO, con pequefias variaciones
acorde a su especificidad de sustrato (figura 50 y 51), y corresponden generalmente a
residuos con cadenas laterales cortas que permiten formar una cavidad con suficiente
espacio para acomodar todo tipo de cadenas laterales de los residuos C-t de sus sustratos.
Sin embargo, la diferencia mas notable entre las 4 MCPs digestivas se observa en el residuo
equivalente a la 1255 en la bCPA activa localizado en el fondo del bolsillo de especificidad,
que corresponde, precisamente, al principal residuo determinante de la especificidad de
sustrato en las MCPs de la subfamilia M14A (figura 50 y 51).
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Figura 50. Alineamiento secuencial de las MCPs digestivas de la subfamilia M14A. Alineamiento
secuencial basado en la estructura cristalina de los dominios cataliticos de la hCPO (Uniprot: Q8IVLS8)
y las MCPs pancredticas hCPA1 (Uniprot: P15085), hCPA2 (Uniprot: P48052) y hCPB (Uniprot:
P15086). Las secuencias primarias se obtuvieron de la base de datos UniprotKB/SWISS-PROT
(www.uniprot.org). La numeraciéon mostrada encima de las secuencias corresponde a la posiciéon que
ocupa cada aminoacido en la hCPO activa, sin el PS. Los residuos indicados debajo de las
secuencias y coloreados en azul, corresponden a los residuos de coordinacién a zinc, cataliticos y de
union a sustrato idénticos en las MCPs de la familia M14. Estos residuos estdn numerados acorde a
la posicion que ocupan en la bCPA activa, que es el sistema de numeracion estandar para las MCPs
M14. Los residuos que integran el bolsillo de especificidad S1" en las diferentes MCPs digestivas
estan coloreados en magenta. El residuo equivalente a la 1255 en la bCPA determinante de la
preferencia del sustrato se destaca en naranja, con una flecha del mismo color debajo del
alineamiento y numerado. Los residuos de Asn N-glicosilados (Asn154, Asn167 y Asn231) en la
hCPO estan coloreados en verde y marcados con un circulo verde encima de la secuencia de la
hCPO. Los elementos de estructura secundaria se muestran etiquetados por encima del
alineamiento, representandose las hélices-a con rectangulos vacios de color gris y las cadenas-§ con
flechas rojas vacias. Los espacios que no alinean en la secuencia se indican con guiones (-).
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Figura 51. Comparacion de los residuos del centro activo en las MCPs digestivas de la
subfamilia M14A. Superposicion de los residuos del centro activo importantes para la actividad
enzimatica en la hCPO, hCPA1, hCPA2 y hCPB, representados en barras de color azul, verde, rojo y
gris, respectivamente. Los residuos concretos para cada posicion en las distintas MCPs, se detallan
en el alineamiento de la figura 50. La numeracion indicada corresponde a posicion que ocupa cada
residuo en la secuencia de la bCPA activa. Para mostrar con mayor claridad la cadena lateral del
residuo equivalente a la 1255 en la hCPA1, obviamos la cadena lateral del residuo equivalente a la
1le243 en la bCPA. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera amarilla. Figura preparada
con PyMOL [148].

La hCPA1 presenta un subsitio S1° de caracter hidrofébico, que permite la union de
pequefios residuos alifaticos como la Leu, Val o Ala (figura 52-A). La hCPA2 presenta
también un bolsillo de especificidad S1" de naturaleza hidrofébica, pero de mayor tamafio,
por lo que es capaz de acomodar la cadena lateral de residuos aromaticos voluminosos
como la Phe, Tyr o Trp (figura 52-B). Sin embargo, en ambos casos, la especificidad de
sustrato tipo-A con preferencia por la hidrélisis de residuos hidrofébicos esta determinada
por la presencia de una lle (1255 en la hCPA1 y hCPA2 activas) en la posicién 255 en la
bCPA activa (figura 52-E, 52-F). En cambio, la hCPB presenta un bolsillo de especificidad
electronegativo, que permite la unién de las cadenas laterales con carga positiva de
residuos como la Arg o la Lys (figura 52-C). Ademas, la sustitucion de la lle243 en la hCPA1
y la hCPA2 por una Gly en la hCPB contribuye a generar un ambiente mas polar, que
favorece la union de residuos basicos. En este caso, la especificidad de sustrato tipo-B con
preferencia por sustratos con residuos basicos C-t, esta determinada por la presencia de un
residuo Asp cargado negativamente (D253 en la hCPB activa) en la posicién equivalente a
la 1255 en la bCPA activa (Figura 52-G). Por ultimo, la hCPO contiene un bolsillo de
especificidad S1* que muestra una clara electropositividad evidente en la base del mismo,
optima para la interaccion con los grupos carboxilo de las cadenas laterales de aminoacidos

cargados negativamente, como son el Glu o el Asp (figura 52-D).
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hCPA1 hCPA2 hCPB hCPO

Figura 52. Caracteristicas de los bolsillos de especificidad S1’ en las MCPs digestivas de la
subfamilia M14A. (A-D) Representacion en superficie de los bolsillos de especificidad S1° de (A)
hCPA1, (B) hCPA2, (C) hCPB y (D) hCPO. El potencial electrostatico en la superficie del bolsillo de
union al sustrato se representa con un gradiente de color, que incluye el color rojo (-60 KbT/ec), el
blanco (0 KbT/ec) y el azul (+60 KbT/ec). Las coordenadas atémicas de la hCPA1 (PDB: 3FJU),
hCPA2 (PDB: 1DTD) y hCPB (PDB: 1ZLI) se obtuvieron de la base de datos PDB (www.rcsb.org).
Figura preparada con PyMOL [148]. (E - H) Representacion esquematica de los bolsillos de
especificidad S1“ mostrados en (A - D), indicando los residuos determinantes de la especificidad de
sustrato en cada MCP. (E) En la hCPA1, la presencia del residuo hidrofébico 1255 permite la union de
las cadenas laterales de residuos alifaticos pequefios, como la Leu, Val o Ala. (F) En la hCPA2, la
existencia de un bolsillo hidrofébico de mayor tamafio que el de la hCPA1 y la presencia del residuo
1255 en la base de la cavidad, determina su preferencia por aminoacidos hidrofébicos mas
voluminosos, como la Phe, Tyr o Trp. (G) La preferencia de sustrato de la hCPB por residuos béasicos
se debe a la presencia de un Asp cargado negativamente (D253, acorde a la numeracién en la hCPB
activa) en el fondo del bolsillo S1% (H) En la hCPO, la cadena lateral de una Arg cargada
positivamente en la posicion 275 (R275, acorde a la numeracién de la hCPO activa) equivalente a la
1255 encontrada en la hCPA1, hCPA2, y al D253 de la hCPB, determina su preferencia de sustrato
por aminoacidos acidos C-t, como el Glu o el Asp.

La especificidad de sustrato tipo-O, con una preferencia de sustrato acidica depende de
la presencia de una Arg (R275 en la hCPO activa) en la posicion equivalente a la 11e255 en
la bCPA activa, localizada en la base del bolsillo S1° (figura 52-H). Ademas, del mismo
modo que ocurre en la hCPB, la sustitucion de la 1le243 en la hCPA1 y la hCPA2 por la
Ser263 en la hCPO favorece un ambiente mas polar.

La existencia de residuos con propiedades bioquimicas tan distintas en el fondo del
bolsillo de especificidad S1“ determina la preferencia de sustrato tipo-A, tipo-B y tipo-O de
las hCPAs, hCPB y hCPO, respectivamente. La accién combinada de estas MCPs a través
de sus respectivas especificidades de sustrato permiten hidrolizar el extremo C-t de la
mayoria de péptidos y proteinas procedentes de la dieta, previamente degradados por

endopeptidasas presentes en el estbmago y en la luz intestinal.
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Solo los residuos Pro C-t se resisten a la accién de estas proteasas (hCPA1, hCPAZ2,
hCPB y hCPO), que son probablemente hidrolizados por otras CPs intestinales como la ACE
y la CPP presentes en la membrana apical externa de los enterocitos [311], asi como

proteasas citosdlicas de los enterocitos como la iminopeptidasa [253].

3.9 Determinantes estructurales de la inhibicion de CPOAC humana por el
NvCl

Como mencionamos anteriormente, solo 1 de las 2 moléculas de hCPOAC presentes en
la unidad asimétrica del cristal forma un complejo con el NvCl, estando la segunda molécula
de hCPOAC libre (ver figura 43 y 47). Este singular fendmeno podria ser debido a los
contactos creados en el cristal en las condiciones de cristalizacién, y/o deberse a que el
NvCI es un inhibidor proteico débil para la hCPO. En cualquier caso, el NvCl interacciona
extensamente con la superficie de la hCPO, con una area de contacto total de 1734 A?

comparable a la calculada para la estructura del NvCIl en complejo con la hCPA4 [182].

B
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Figura 53. Interaccion del NvCl con la CPOAC humana. (A) Representacion en cintas del complejo
NvCI-hCPOAC (en azul y naranja, respectivamente), mostrando la ubicacién del sitio de interaccion
primario (PS) y secundario (SS) del inhibidor con la enzima. Los residuos de NvCl implicados en la
unién con la hCPOAC se sefialan en rojo en la estructura en cintas del inhibidor. Los residuos de la
cola C-t del NvCI (Cys51, Tyr52 y Ala53) que entran en el centro activo y contribuyen a la interaccion
primaria con la hCPOAC, son etiquetados. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera
amarilla. Los extremos N-t y C-t del inhibidor son indicados. Figura preparada con PyMOL [148]. (B)
Secuencia primaria del NvCl en la que se destacan los residuos que forman parte del PS (en naranja)
y del SS (en azul) del inhibidor.
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El NvCl esta formado basicamente por 2 cadenas-3 antiparalelas centrales estabilizadas
mediante 3 puentes disulfuro, y 2 colas cortas que se extienden hacia los extremos N-t y C-t
de la molécula (ver figura 43, figura 53-A). EI mecanismo de inhibicion primario del NvCl se
basa en la interaccion competitiva de su cola C-t con los subsitios S1 y S2 del centro activo
de la enzima, imitando la unidén del sustrato. La oclusion de estos subsitios mediante
interacciones especificas con residuos claves del centro activo es suficiente para inhibir la
actividad enzimatica de la hCPOAC. Ademas, otras interacciones entre el NvCl y regiones
distantes del centro activo de la enzima ocurren en el complejo hCPOAC-NVCI, vy

constituyen el sitio de interaccién secundario del inhibidor (Figura 53-A y 53-B).

La cola C-t del NvClI constituye el sitio de interaccion primario del inhibidor con la enzima
y esta formada por los residuos Cys51, Tyr52 y Ala53 (posiciones P3, P2 y P1,
respectivamente) (figura 53-A y 53-B). EI NvCI no contiene ningun residuo en posicion P1*
que interaccione con el subsitio S1*de la enzima, de manera que el grupo carboxilo C-t de la
Ala53 se coordina directamente con el ion de zinc de una forma bidentada. Ademas, la
Ala53 establece puentes de hidrégeno con residuos localizados en el subsitio S1 y S1°
importantes para catalisis y la unién al sustrato, como son los residuos Glu290, Arg146 y

Tyr268, en su conformacion “abajo” tras la unién del inhibidor en el centro activo (figura 54).

Figura 54. Sitio de interaccién primario del NvCl. Detalle del centro activo de la hCPOAC,
mostrando las interacciones formadas entre los residuos de la cola C-t del NvCl (Cys51, Tyr52 y
Ala53), mostrados en barras de color naranja y etiquetados, y residuos claves para la union del
sustrato y la catalisis en la hCPOAC, mostrados en barras de color azul y numerados acorde a la
posicion que ocupan en la secuencia de la hCPO activa. Las lineas discontinuas de color rojo indican
las interacciones, tanto electrostaticas como hidrofébicas, entre los residuos del inhibidor y de la
enzima. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera amarilla. Figura preparada con PyMOL
[148].
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Ofras interacciones relevantes de esta regién primaria consisten en los puentes de
hidrégeno formados entre la Tyr52 y las cadenas laterales de la Arg90 y la Arg146
localizadas en el subsitio S2 de la hCPOAC, y de la Cys51 con la Arg90 en posicién S3
(figura 54). En la tabla 12 se detallan las interacciones moleculares que tienen lugar entre
los residuos de la cola C-t del NvCl y residuos del centro activo de la enzima, los atomos

que participan y sus correspondientes distancias de enlace.
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Figura 55. Sitio de interaccion secundario del NvCI. (A) Detalle del sitio de interaccion secundario
del NvClI con residuos de la superficie de la hCPOAC, distantes del centro activo. La cadena lateral
de los residuos implicados se muestra en barras de color naranja y azul para el NvCl y la hCPOAC,
respectivamente, y numerados acorde a la posicién que ocupan en la secuencia del NvCl o de la
hCPOAC activa. (B) Igual que en A, pero con una rotacion del complejo NvCI-hCPOAC de 180°. En
ambos paneles, los tres puentes disulfuro del NvCl y el atomo de zinc catalitico se muestran como
barras amarillas o como una esfera amarilla, respectivamente. La molécula de NAG unida a la
Asn154 se muestra en barras de color verde, con los atomos de nitrégeno en azul y los de oxigeno en
rojo. Figura preparada con PyMOL [148].

El sitio de interacciéon secundario del NvCl se compone principalmente de contactos
entre residuos de las 2 cadenas-f3 y regiones distantes de la cavidad del centro activo de la
hCPOAC (ver figura 55-A). Como se ha sugerido para otros inhibidores proteicos exdgenos
de MCPs de la familia M14, el sitio de interaccidon secundario contribuye sustancialmente a
la estabilizacion del complejo y a la disminucién de la K; [179],[193].

El sitio de interaccion secundario del NvCl con la hCPOAC involucra a multiples
residuos, acorde a la gran superficie de contacto entre ambas moléculas en el complejo. De
especial interés son las multiples interacciones existentes entre la Asn154 y su respectiva
NAG enlazada presentes en la hCPOAC con los residuos Asn32, Asp33 y Phe34 del NvCl,
asi como los multiples puentes de hidrogeno formados entre la His40 del NvCl y la GIn180 y
GIn182 de la hCPOAC, y el puente salino establecido entre la Arg48 del NvCl y el Asp142
de la hCPOAC (figura 55-A y 55-B).
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En la tabla 12 se detallan también las interacciones moleculares que ocurren en el sitio
de interaccion secundario del NvCl con la enzima, los atomos involucrados y sus

correspondientes distancias de enlace.

Tabla 12. Interacciones entre

los sitios de

interacciéon

primario y secundario en el NvCly la CPOAC humana.

NvCI

hCPO

Distancia (A)

Sitio de interaccion primario

Ala-53 O Zn** 2,28
Ala-53 On zZn* 2,55
Ala-53 O Glu-290 O¢2 2,69
Ala-53 On Arg-146 Ne2 2,81
Ala-53 CB Glu-290 O¢g1 3,57
Ala-53 N Tyr-268 O¢ 2,83
Tyr-52 O Arg-90 Ne2 3,00
Tyr-52 O Arg-146 Ne2 3,36
Tyr-52 O Phe-299 Cd 3,24
Tyr-52 Cd1 Tyr-268 Co 3,53
Tyr-52 Cd2 Thr-183 Cy1 3,65
Cys-51 N Arg-90Ne2 3,72
Sitio de interaccion secundario
Pro-16 CpB Tyr-268 C62 3,58
Leu-17 Co1 Tyr-218 Ce1 3,85
Leu-17 Co1 Phe-299 Cd 3,70
Asn-32 Nd2 Gly-155 O 3,20
Asn-32 Cp Asn-154 O 3,74
Asp-33 081 Asn-154-NAG O7 3,69
Asp-33 082 Asn-154 N&2 3,00
Asp-33 0862 Asn-154-NAG O7 3,13
Phe-34 Ce2 Asn-154 Od1 3,90
Phe-34 Co Asn-154-NAG C8 3,62
Phe-34 Ce2 Asn-154 CB 3,62
Phe-34 Cd2 Asn-154 CB 3,82
Phe-34 C62 Thr-156 Cy2 3,89
Tyr-36 O Thr-156 Cy2 3,61
Tyr-36 O Thr-156 Ca 3,54
Glu-37 Ca Thr-156 O 3,40
Glu-37 C Thr-156 O 3,57
Cys-38 N Thr-156 O 2,81
Cys-38 O Thr-156 O 3,69
Cys-38 O Cys-157 CB 3,80
His-40 N GIn-180 O 3,52
His-40 O GIn-182 Ne2 3,20
His-40 N1 GIn-180 O 3,94
His-40 Ne2 GIn-180 O¢g1 3,34
Arg-48 O Leu-144 Cd1 3,46
Arg-48 Ne2 Asp-142 Od1 2,56
Arg-48 Ne2 Asp-142 052 3,60
Gly-50 Ca Arg-90 Ne1 3,51
Gly-50 Ca Phe-299 Ce2 3,85
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3.10 Célculo de la K;para inhibidores de union fuerte

La actividad proteolitica de las MCPs de la subfamilia M14A es totalmente bloqueada por
varios inhibidores proteicos reversibles de union fuerte (Ki < nM) aislados de distintos
organismos, como la patata (PCl e imaPCl) [214]-[216], el tomate (MCPI) [217],[218],
gusanos intestinales (ACI) [219]-[222], sanguijuela (LCIl) [223], garrapatas (TCI y HITCI)
[224],[225] e invertebrados marinos (NvVCI y SmCI) [226],[183]. A pesar de que estos
inhibidores proceden de organismos evolutivamente distantes, todos ellos constituyen
proteinas globulares pequefas (39-75 residuos), que contienen varios puentes disulfuro en
su estructura y con un mecanismo de inhibicion competitivo basado en la unién de su cola
C-t al centro activo de la enzima, de forma analoga al sustrato y afectando a residuos claves

para la actividad enzimatica [182].

La mayoria de estudios cinéticos con inhibidores clasicos reversibles se realizan en
condiciones de estado estacionario, en las que la inhibicidn ocurre a concentraciones del
inhibidor muy superiores a la concentracion de enzima. En estas condiciones, la
concentracién de inhibidor unido a la enzima es constante y practicamente despreciable, de
manera que la concentracion de inhibidor libre es equivalente a la concentracion de inhibidor
total usada en el ensayo [312]. Sin embargo, en los inhibidores reversibles de union fuerte,
existe una inhibicion significativa de la enzima a concentraciones equivalentes en el rango

nM, tanto de la enzima como del inhibidor.

En este caso, ocurre una deplecion importante de la concentracién del inhibidor libre
para la formacién del complejo enzima-inhibidor, de manera que la concentracion de
inhibidor libre ya no es equivalente a la concentracién de inhibidor total usada en el ensayo.
Por consiguiente, las ecuaciones empleadas en los estudios cinéticos de inhibidores
reversibles para el modelo de estado estacionario, no pueden aplicarse para los inhibidores
reversibles de union fuerte, siendo necesario emplear la estrategia de Morrison para

determinar de forma precisa las constantes de inhibicién para este tipo de inhibidores [304].

Asi pues, para complementar la caracterizacion enzimatica de los inhibidores de union
fuerte disponibles en nuestro laboratorio frente a MCPs de la subfamilia M14A, calculamos
la constante de disociacion para los complejos de la hCPOAC con los inhibidores
competitivos PCI, LCI, TCl y ACI, siguiendo la estrategia descrita por Morrison descrita en el

apartado 2.11. En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 13. Constantes de inhibicién para varios inhibidores
proteicos frente a la CPOAC humana.

Inhibidor K; (nM)
PCI 3,20 £ 0,58
LCI 12,79 £ 3,06
TCI 16,66 £ 3,10
ACI 43,57 £ 6,30

Los datos se muestran como la media = (SD) (n=3).

El PCI constituye el inhibidor mas potente de la hCPO con una K; de 3,2 + 0,58 nM,
seguido del LCI, el TCl y el ACI, con unas K;de 12,79 % 3,06, 16,66 + 3,10 y 43,57 £ 6,30
nM, respectivamente (tabla 13). En cualquier caso, todos ellos inhiben fuertemente la hCPO
con unas constantes de inhibicion del orden de nM, comparables a las determinadas para
otros miembros de la subfamilia M14A como la CPA1, CPA2 y CPB [172],[175],[180],[313],
Cuando la K; de un inhibidor se encuentra en el mismo rango de concentracion, o menor,
que la concentracién de enzima activa usada en el ensayo, corresponde a un inhibidor
reversible de union fuerte. Por tanto, corroboramos que el PCI, LCI, TCI y ACI se comportan

como inhibidores de union fuerte para la hCPO.

3.11 Calculo K; para el NvCl

El NvCI corresponde a un inhibidor reversible de unién fuerte que presenta una K; del
orden de picomolar (pM) para las MCPs de la subfamilia M14A (excepto para la CPA2, nM),

siendo el inhibidor mas potente identificado hasta la fecha para estas enzimas [226].

Para corroborar la modalidad de inhibicion competitiva del NvCl realizamos ensayos
cinéticos de inhibicion, en los que determinamos la velocidad inicial (vo) para cada
concentracion de sustrato ensayada (entre 0 y 1 M), en presencia de concentraciones
crecientes del inhibidor (entre 0 y 10 uM) (figura 56-A). A continuacion, obtuvimos el grafico
de los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk representando el inverso de la concentracion
de sustrato (1/[FA-EE]) respecto al inverso de la velocidad inicial de reaccién (1/v,) obtenida
para las distintas concentraciones de sustrato ensayadas, en presencia de concentraciones
crecientes del inhibidor [305]. Finalmente, el mecanismo de inhibicion competitivo del NvCI
se confirmd visualmente mediante la interseccién convergente de todas las rectas en el gje
vertical (1/Vmax) para todas las concentraciones de inhibidor ensayadas, caracteristica de los

inhibidores reversibles competitivos (figura 56-B).
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Figura 56. Tipo de inhibicion de la actividad enzimatica de la CPOAC humana por el NvCl.
Cinética de Michaelis-Menten (A) y grafico de Lineweaver-Burk (B) para la determinacién de la
modalidad de inhibicion de la hCPOAC por el NvCI. Concentraciones crecientes del sustrato FA-EE
(de 0 a 1 M) fueron ensayadas en ausencia o en presencia del inhibidor, a las concentraciones
indicadas. La transformacion lineal de la ecuacién de Michaelis-Menten corroboré que el NvCl es un
inhibidor reversible competitivo, al observarse la V.« (interseccion de las rectas en eje vertical,
1Vmax) de la enzima invariable para todas las concentraciones de inhibidor ensayadas. Las
reacciones se llevaron a cabo en 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, empleando una
concentraciéon de hCPOAC de 30 nM. Las barras de error representan la media = SD.

Curiosamente, ensayos previos de la cinética de inhibicién del NvCl frente a la hCPOAC
siguiendo la estrategia de Morrison, demostraron que la actividad proteolitica de la enzima
no era inhibida a concentraciones de inhibidor en el rango de nM (datos no mostrados). Por
consiguiente, concluimos que el NvCl no se comporta como un inhibidor reversible de unién
fuerte para la hCPO. En base a estos resultado, tuvimos que determinar la constante de
disociacion para el complejo NvCI-hCPOAC realizando nuevos ensayos de inhibicién a
concentraciones de NvCl muy superiores a la concentracion de enzima usada en el ensayo,
siguiendo la estrategia descrita para inhibidores clasicos reversibles competitivos en el
apartado 2.12.

El NvCI presenta una K; de 3,75 + 0,52 uM para el complejo de la hCPOAC-NvCI, una
constante de disociacion 6 6rdenes de magnitud superior a la calculada previamente para
otros complejos del NvCl con la CPA1, CPA2, CPB, CPA4 y CPU [182]. Estos inesperados
resultados nos condujeron a investigar las causas subyacentes en el espectacular
incremento de la K; del NvClI frente a la hCPOAC, en comparacién con otras MCPs de la
subfamilia M14A.
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3.12 Comparacion de los determinantes estructurales de la inhibicién del NvCI
en la CPOAC y CPA4 humanas

Para averiguar los motivos que influyen en la K; sorprendentemente elevada obtenida
para el NvCl frente a la hCPOAC, alineamos las estructuras 3D resueltas para los complejos
de la hCPA4 y de la hCPOAC con el NvCl, y comparamos las interacciones moleculares
existentes en los sitios de interaccion primario y secundario del NvCl con la enzima, en

ambas estructuras.

El alineamiento de las estructuras de la hCPA4 y la hCPOAC en complejo con el NvCl
muestra una superposicion casi idéntica, con un rmsd de 0,72 A (figura 57-A). Las
interacciones existentes entre la cola C-t del NvCl y la hCPOAC son muy similares a las
observadas en el complejo de la hCPA4 con el NvCl [182], encontrandose las principales
diferencias entre ambas estructuras en los contactos secundarios establecidos en la extensa

superficie de interaccion entre el inhibidor y las correspondientes enzimas (figura 57-B).
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Figura 57. Comparaciéon de las interacciones del NvCl con la CPA4 y la CPOAC humanas. (A)
Superposicion estructural de los complejos de la hCPA4-NvCl (PDB: 4A94) y de la hCPOAC-NvCI,
representados en cintas de color gris y azul, respectivamente. Las coordenadas atémicas para la
estructura de la hCPA4-NvCl se obtuvieron de la base de datos PDB (www.rcsb.org). Figura
preparada con PyMOL [148]. (B) Secuencia primaria del NvCl indicando los residuos del inhibidor
implicados en la unién con la hCPA4 (asteriscos grises) o la hCPOAC (asteriscos azules). Los
residuos del NvClI de la cola C-t se muestran en naranja. Los residuos del NvCI que interaccionan
exclusivamente con la hCPA4 o la hCPOAC se muestran en rojo o en negrita, respectivamente.
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El analisis del sitio de interaccién primario del NvCl con ambas enzimas revelé que la
cadena lateral del Glu163 (E163) de la hCPA4 establece 2 puentes de hidrogeno adicionales
con la Cys51 (C51) y de la Tyr52 (Y52) del inhibidor, que no estan presentes en el complejo
de la hCPOAC-NvCI. Este hecho es debido a la presencia de una GIn (Q182 en la hCPO
activa) en la posicion equivalente al Glu163, que esta orientada de tal manera que no se
favorece la formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos amino (Ne2) y carbonilo
(Oeg1) de la GIn y los grupos amino (N) de la Cys51 y la Tyr52 (figura 58). De hecho, la
GIn182 (N&2) en la hCPOAC se encuentra formando un puente de hidrogeno (3,20 A) con la
His40 (O) del NvClI (ver tabla 12).

Esta interaccion podria tener un rol clave en la estabilizacion de los complejos NvClI-
MCPs de la subfamilia M14A y en la perdida de la afinidad de este inhibidor por la hCPO en
comparacion con otras MCPs (con K; de 3 dérdenes de magnitud inferiores, en el rango de
pM). Muchas peptidasas de la familia M14A contienen un Glu en esta misma posicién
orientado a una distancia de enlace 6ptima para la formacién de puentes de hidrégeno, lo
que avala la importancia de la interaccion entre la Cys51 y la Tyr52 del inhibidor con el Glu
en posiciéon S3 para la estabilizacion del complejo y la reduccion del valor de la K; del
inhibidor para las MCPs de la subfamilia M14A [182].

Figura 58. Comparacion del sitio de interaccion primario del NvCl entre la CPA4 y la CPOAC
humanas. Detalle del centro activo de la hCPA4 y de la hCPOAC en complejo con el NvCl,
destacando los puentes de hidrégeno (lineas discontinuas rojas) formados entre la cadena lateral del
E163 de la hCPA4 y los residuos Y52 y C51 de la cola C-t NvCl. Las cadenas laterales de los
residuos mostrados se representan en barras coloreadas en gris y azul para la hCPA4 y la hCPOAC,
respectivamente, y en amarillo y naranja para los residuos del inhibidor en complejo con la hCPA4 y
la hCPOAC, respectivamente El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera amarilla. Figura
preparada con PyMOL [148].



Capitulo i

Por otro lado, en el analisis del sitio de interaccion secundario del NvCl con ambas
enzimas, identificamos la formacion de varias interacciones, tanto electrostaticas como
hidrofobicas, entre la Asn154 y la NAG-154 de la hCPOAC con la Asn32, Asp33 y la Phe34
del inhibidor (ver tabla 12), que no se observan en el complejo de la hCPA4-NvClI (figura
59-A). En cambio, en el complejo de la hCPA4-NvCl se observan varios puentes de
hidrégeno que involucran a atomos de los residuos lle10, Asn11, Lys28 y GIn39 del
inhibidor, que no ocurren en el complejo de la hCPOAC con el inhibidor (figura 59-A y 59-
B). Nuestra hipétesis es que la presencia de la NAG-154 (y probablemente el resto del N-
glicano) en la hCPOAC actuaria como un impedimento estérico para el correcto
posicionamiento del NvCl, que contribuiria significativamente a la desestabilizaciéon del
complejo. Este hecho explicaria, a su vez, la pérdida de las interacciones estabilizadoras
entre el sitio de interaccion secundario del inhibidor y la hCPA4, en la superficie del complejo
de la hCPOAC-NvCI.

N Q122 (A4)
T141 (0)

l\' 159 /\4

Figura 59. Comparacion del sitio de interaccién secundario del NvCl entre la CPA4 y la CPOAC
humanas. (A) Detalle del sitio de interaccion secundario del NvCl con la hCPA4 y la hCPOAC,
mostrando Unicamente aquellas interacciones exclusivas para cada uno de los complejos. Las lineas
discontinuas rojas corresponden a las interacciones, tanto electroestaticas como hidrofobicas,
establecidas entre los residuos del inhibidor y de las enzimas. Las cadenas laterales de los residuos
mostrados se representan en barras coloreadas en gris y azul para la hCPA4 y la hCPOAC,
respectivamente, y en amarillo y naranja para los residuos del inhibidor en complejo con la hCPA4 y
la hCPOAC, respectivamente. (B) Igual que en A, pero rotando los complejos para visualizar la cara
opuesta de las moléculas. El ion de zinc catalitico se muestra como una esfera amarilla. Figura
preparada con PyMOL [148].
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En resumen, la pérdida de interacciones moleculares estabilizadoras en el complejo de
la hCPOAC-NvCI, como consecuencia de la presencia de una GIn en la posicién equivalente
al Glu163 en la hCPA4 (GIn182 en hCPOAC) y del impedimento estérico ocasionado por la
NAG-154 para el correcto posicionamiento del inhibidor, podrian ser las principales causas
responsables del elevado valor de K; observado en nuestro estudio para el NvCl frente a la
hCPOAC, en comparacién con otras peptidasas de la subfamilia M14A para las que este

mismo inhibidor demostré K; mucho mas bajas [182].

3.13 Estudio de la preferencia de sustrato acidica de la CPOAC humana

Para investigar la preferencia de sustrato acidica de la hCPOAC, examinamos la
actividad de la enzima purificada frente a péptidos sintéticos con un Glu o Asp en su
posicion C-t (ARLSQKFPKAE o ARLSQKFPKAD, respectivamente).

Para ello, incubamos la hCPOAC con concentraciones equimolares de cada uno de
los péptidos, y con ambos péptidos simultaneamente. Como control de la especificidad
enzimatica, establecimos reacciones de incubacién de los oligopéptidos con la hCPOAC
desnaturalizada a 95°C durante 10 min, y reacciones de la hCPOAC con concentraciones
equimolares de Met-encefalinas con una Arg, Lys o Phe en su extremo C-t. Finalmente,
analizamos diferentes tiempos de incubacién de las reacciones de digestién mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF, para obtener informacién semicuantitativa de la

hidrdlisis de los péptidos testados.

Los resultados obtenidos muestran que a los 15 min de incubacion el péptido sintético
con un Glu C-t habia sido totalmente digerido por la hCPOAC (Figura 60-A). Ademas, la
enzima también fue capaz de digerir el péptido que contiene un Asp en su extremo C-t,
aunque fueron necesarios tiempos de incubacion superiores (>30 min) para observar la
completa desaparicion de la intensidad del pico correspondiente al sustrato peptidico
intacto (Figura 60-B). El ensayo de competicion correspondiente a la incubacion
simultanea de ambos péptidos con la hCPOAC, corrobordé que la enzima presenta una
clara preferencia por la hidrélisis de Glu frente a Asp C-t, observandose a los 30 min de
incubacion la desaparicion casi total del pico de intensidad correspondiente al péptido con
un Glu C-t, mientras que el péptido analogo con un Asp C-t permanece practicamente
invariable a los distintos tiempos de incubacion analizados (Figura 60-C). Por ultimo, la
hCPOAC no fue capaz de procesar las Met-encefalinas con un residuo hidrofébico (Phe)
o residuos basicos (Arg o Lys) C-t, incluso a tiempos de incubacién largos (60 min)

(Figura 61-A, 61-B y 61-C), acorde a su especificidad de sustrato acidica.
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Figura 60. Especificidad de sustrato tipo-O de la CPOAC humana. Espectro de masas MALDI-
TOF de los péptidos sintéticos (A) ARLSQKFPKAE, (B) ARLSQKFPKAD y (C) ARLSQKFPKAE +
ARLSQKFPKAD, tras la incubacion de 1,6 uM de éstos con 80 nM de la hCPOAC, a 37°C durante 1,
5, 15 y 30 min. Como control de la especificidad enzimatica, obtuvimos los espectros de masas de las
reacciones de los péptidos sin enzima y de los péptidos con la hCPOAC inactiva, tras 30 min de
incubacion a 37°C. Todas las reacciones se ensayaron por duplicado. Los numeros mostrados
encima de los picos principales indican la masa monoisotépica del ion MH* (m/z). Los picos con una
masa de 1274,48 Da y 1260,45 Da corresponden a los péptidos ARLSQKFPKAE (masa tedrica
monoisotopica = 1273,48 Da) y ARLSQKFPKAD (masa tedrica monoisotépica = 1259,45 Da),
respectivamente. El pico de 1145,43 Da formado en presencia de la hCPOAC, corresponde al péptido
ARLSQKFPKA (masa tedrica monoisotdpica= 1144,43 Da) producido por la escision de los residuos
de Glu o Asp del extremo C-terminal de los péptidos ARLSQKFPKAE y ARLSQKFPKAD,
respectivamente.
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Figura 61. Especificidad de sustrato tipo-A y tipo-B de la CPOAC humana. Espectro de masas
MALDI-TOF de las Met-encefalinas que contienen (A) Phe (IGGFMRF), (B) Arg (IGGFMKR) o (C) Lys
(IGGFMKK) en su extremo C-t, tras la incubacién de 1,6 yM de éstas con 80 nM de la hCPOAC
durante 60 min a 37°C. Como control, obtuvimos los espectros de masas de las reacciones de las
Met-encefalinas sin enzima, incubadas también durante 60 min a 37°C. Todas las reacciones se
ensayaron por duplicado. Los niumeros mostrados encima de los espectros corresponden a las masas
monoisotdpicas del ion MH+ (m/z) de los diferentes péptidos Met-encefalinas o de sus productos
formados por la accion proteolitica de hCPOAC. Las masas tedricas monoisotopicas para los
sustratos y los sustratos sin el residuo C-t son las siguientes: IGGFMKR = 858,26 Da; IGGFMRF =
877,29 Da; IGGFMKK = 830,26 Da; IGGFMK = 701,93 Da; IGGFR = 730,11 Da; YGGFMK = 701,96.
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En este experimento demostramos que la hCPO hidroliza residuos acidicos C-t, con
una clara preferencia por la hidrélisis de Glu sobre Asp. Para esclarecer las posibles
causas de esta preferencia de la hCPOAC por sustratos con Glu C-t, se llevé a cabo un
docking molecular de los péptidos ARLSQKFPKAE y ARLSQKFPKAD en el centro activo
de la estructura 3D de la hCPOAC, basado en el modelo estructural de la hCPA4 en

complejo con un hexapéptido escindido en el centro activo [314].

Los resultados de esta simulacion bioinformatica sugieren que la preferencia de
sustrato de la hCPO por Glu C-t es debida al posicionamiento favorable del Glu en
posicion P1" del péptido respecto a la Arg275 de la enzima. Mientras que los atomos O¢1
y O€2 del Glu C-t del péptido se mantienen a una distancia de enlace aceptable para la
formacion de 2 puentes de hidrégeno con los atomos Ne1 y Ne2 de la Arg275. Por el
contrario, los atomos 081 y 082 del Asp C-t se localizan a una distancia >4 A de los
atomos Ne1 y Ne2, lo que dificulta la interaccion entre estos dos residuos, y podria

explicar la menor afinidad de la enzima por este aminoacido (figura 62).

P1

Figura 62. Docking de los péptidos sintéticos con un glutamico o aspartico C-t en el centro
activo de la CPOAC humana. (A) Péptidos PFKAE (en rojo) y PFKAD (en verde), posicionados en el
bolsillo de especificidad S1“ del centro activo de la hCPOAC. Para simplificar la imagen, solo se
muestran los ultimos dos residuos de los péptidos (posiciones P1 y P1" C-t). La cadena lateral de los
residuos claves para la coordinacién del ion de zinc, la actividad catalitica y la union al sustrato en la
hCPO, se muestran en barras de color azul y numeradas acorde a la posicidon que ocupan en la
secuencia de la hCPO activa. Se representan las interacciones (lineas rojas discontinuas) entre la
cadena lateral del Glu y el Asp en posicion P17 de los péptidos y la cadena lateral de la Arg275 en el
bolsillo de especificidad S1° de la hCPOAC. Los numeros préximos a las lineas discontinuas
corresponden a la distancia expresada en Angstroms (A). El docking de ambos péptidos se realizd
empleando el protocolo estandar de precision para el docking de péptidos con el programa Glide
[315]. Este trabajo se realizé6 con la ayuda del grupo de Dr. Juan Fernandez-Recio (Barcelona
Supercomputing Center (BSC), Barcelona). Figura preparada con PyMOL [148].
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3.14 Protedlisis C-terminal del EGF por la CPOAC humana

El EGF humano (hEGF) es un péptido de 53 aminoacidos (EGF,.s3) que constituye un
importante factor tréfico para el desarrollo y la maduracién del epitelio intestinal. En el tracto
digestivo, el EGF es altamente resistente a la degradacion proteolitica en el pH acido del
estbmago y a las proteasas presentes en la luz intestinal. Sin embargo, aunque
generalmente se considera que el hEGF, .53 es la forma mayoritaria biolégicamente activa en
humanos, se han observado otras formas circulantes de hEGF truncadas en su extremo C-t
(hEGF4.5,, hEGF,.51, hEGF,.5, etc.) menos activas, como resultado de la protedlisis parcial
por proteasas desconocidas presentes en la luz gastrointestinal [316],[317],[318],[319].
Estas modificaciones relativamente pequefias en la region C-t de la molécula tienen un
efecto marcado en la unién del EGF al EGFR [320],[321], afectando asi su actividad
bioldgica [322].

Para investigar si el hEGF podria constituir un potencial sustrato endégeno para la
hCPO, incubamos el EGF (EGF.53) con la bCPA y la pCPB, en ausencia o en presencia de
la hCPOAC purificado. Ademas, preparamos reacciones del EGF5; en ausencia de
enzimas, como control de la estabilidad de la molécula a lo largo de los tiempos de
incubacién ensayados. Tras la incubacion, las reacciones de digestion fueron analizadas
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, y los espectros de masas obtenidos de la
cinética de degradacion proteolitica del hEGF por la accion enzimatica de las distintas MCPs

digestivas de la subfamilia M14A, se muestran en la figura 63.

La combinacion de la hCPA y la pCPB eliminé rapidamente la Argb3 y Leu52 C-t del
EGF,_s3, habiendo convertido a los 5 min de reaccion la totalidad del sustrato inicial
(espectro negro de la figura 63-A y figura 63-B) en la forma truncada EGF_s, (espectro rojo
de la figura 3-A y figura 63-B). La presencia de un Glu en la posiciéon 51 del hEGF, limit6 la
accion enzimatica de la CPA y la CPB para generar formas truncadas de menor tamafio de
esta molécula, debido a su especificidad enzimatica tipo-A y tipo-B, respectivamente. No
obstante, a los 15 y 30 min advertimos también una pequefa parte del EGF s, hidrolizado al
EGF .48, aunque el producto de digestion mayoritario corresponde a la forma truncada EGF.
51 con un Glu C-t (espectro rojo, figura 63-A). En cambio, la presencia de la hCPOAC en las
reacciones, favorecio la hidrdlisis del Glu C-t del EGF4_51 y permitié el avance de la reaccion
de protedlisis C-t de este factor de crecimiento para generar nuevas formas truncadas C-t
del EGF. Tras 30 min de digestion, observamos un pico mayoritario correspondiente al
pentapéptido C-t EGF,43 que fue generado por la accién combinada de las 3 MCPs.
Ademas, también se detecta un pico minoritario de menor intensidad correspondiente al

EGF 147 (espectro azul de la figura 63-A y figura 63-B),
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En este caso, la protedlisis del hEGF no progreso hacia la generacion de nuevas formas

truncadas en su extremo C-t, debido, probablemente, a la presencia de un puente disulfuro

varios residuos antes y a su elevada resistencia proteolitica (figura 63-B).
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Figura 63. Protedlisis del extremo C-terminal del péptido EGF por la CPOAC humana. (A)
Espectro de masas MALDI-TOF de la proteina EGF humana (EGF.s3), tras la incubacion de 1,5 ug de
hEGF con 30 nM de bCPA y 50 nM de pCPB, en presencia (espectro rojo) o ausencia (espectro azul)
de 30 nM de hCPOAC, durante 5, 15 y 30 min y a 37°C. Como control, obtuvimos el espectro de
masas de reacciones de la proteina sin enzima, tras 30 min de incubacién a 37°C. Todas las
reacciones se prepararon por duplicado. (B) Representaciéon en cintas de la estructura 3D del hEGF.
Los enlaces peptidicos del extremo C-t escindidos mediante la accion proteolitica de la bCPA, pCPB
y hCPOAC se indican debajo de la secuencia aminoacidica del hEGF. El enlace peptidico escindido
por la hCPOAC se indica sobre la secuencia con unas tijeras. Cabe mencionar que el hEGF
recombinante usado en este ensayo contiene la secuencia EGF4_53 mas una Met en su extremo N-t.
En consecuencia, de manera que las masas isotopicas de los picos son: EGF,_s3 = 6348,77 Da;
EGF,.5, = 6078,85 Da; EGF_45 = 5577,32 Da; EGF_47 = 5449,15 Da. Las coordenadas atomicas del
hEGF (PDB: 11VO) se obtuvieron de la base de datos PDB (www.rcsb.org).

Los factores de crecimiento constituyen PBs que juegan un papel importante en el
desarrollo del tracto gastrointestinal y en la regeneracion del dafio tisular, mediando la
proliferacién, la migracion, la diferenciacion y la supervivencia celular. Tanto en el ambiente
fetal como post-natal, el intestino en desarrollo se expone a varios factores de crecimiento
como el EGF, el factor de crecimiento similar al EFG de unién a heparina (HB-EGF), la
hormona del crecimiento (GH), el factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1) o el
péptido similar al glucagén-2 (GLP-2), entre muchos otros [323]. Los PBs tienen en comun
que son muy resistentes a la hidrélisis acida en el ambiente gastrico y a la protedlisis
mediada por proteasas intestinales, de manera que son biolégicamente activos en el
ambiente gastrointestinal y ejercen su funcion a nivel local o bien traspasan la mucosa
intestinal para entrar en la circulacién portal hepatica y ser distribuidos a nivel sistémico
[258].

En concreto, la sefalizacién celular promovida por la unién del EGF al EGFR es crucial
para la proliferacion de las células epiteliales intestinales y su supervivencia. De hecho, la
delecion del gen codificante para el EGFR en ratones es letal durante el desarrollo
embrionario y, los pocos que sobreviven, mueren en el periodo neonatal [323],[324],[325].
En etapas tempranas del desarrollo, el hEGF se encuentra habitualmente en liquidos que
banan el intestino, como por ejemplo el liquido amnidtico, la leche materna o la saliva. A
medida que éste avanza, la estimulacibn de mucosa gastrointestinal mediada por EGF
endégeno depende principalmente de la secrecion de este factor de crecimiento por las

glandulas salivales y las glandulas de Brunner del duodeno intestinal [323].

Los enterocitos del intestino delgado son células columnares polarizadas que presentan
una LBM y una membrana apical en BC, morfolégica y funcionalmente distintas. La
membrana LBM tiene acceso al hEGF circulante en sangre y la membrana apical en BC al
hEGF secretado por las glandulas salivales y las glandulas de Brunner del duodeno. Ambas

presentan numerosos EGFR, aunque son mucho mas abundantes en la membrana LBM.
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La hCPO es una glicoproteina que se localiza también en el BC de los enterocitos,
hidrolizando oligopéptidos con residuos acidicos C-t procedentes de la dieta degradados
parcialmente por proteasas presentes en el estdbmago y el duodeno intestinal. Sin embargo,
Lyons y col. también observaron la presencia de la CPO en la LBM de células MDCK
confluentes, por lo que no se descarta otras funciones en esta localizacion como podria ser

el procesamiento del hEGF en la LBM.

Nuestros resultados confirman la habilidad de la hCPO para digerir no solo péptidos
pequefos, sino también residuos C-t de sustratos de mayor tamafo presentes de forma
habitual en el intestino. Este hecho sugiere un rol potencial para esta enzima en la
modificacion de factores de crecimiento y otras moléculas bioactivas que circulan por el
tracto intestinal, como podria ser el EGF. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos,
hipotetizamos que la accion enzimatica de la hCPO podria tener un papel clave en la
inactivacion/modulaciéon de la sefial celular mediada por EGF en los enterocitos y otras
células del microvilli del intestino delgado, al cooperar con otras proteasas intestinales para
generar formas truncadas C-t del EGF inactivas (EGF4.4s). Se ha demostrado que las formas
truncadas EGF,5, y EGF1.5; son tan biolégicamente activas como el EGF intacto, pero el
pentapéptido EGF 445 C-t pierde una gran parte de su capacidad de activar el EGFR y, como

consecuencia, de su actividad biologica [316],[317].

En esta linea, Lyons y colaboradores demostraron que la CPO es capaz de hidrolizar
proteinas globulares mas grandes que simples péptidas de pequeino tamafo, empleando la
tubulina como modelo. Ensayos de actividad enzimatica in vitro de la CPO humana
purificada en presencia de tubulina purificada de cerebro porcino y la inmunodeteccion de
las modificaciones C-terminales por western blot mostraron que la CPO era capaz de
deglutamilar las cadenas de glutamatos generada post-traduccionalmente en la region C-
terminal de la tubulina, asi como los glutamatos codificados genéticamente en la secuencia

primaria de la a-tubulina detirosinada, generando A2- y A3-tubulina

Del mismo modo que el hEGF podria constituir un potencial sustrato para la hCPO in
vivo, otros PBs, hormonas peptidicas y factores neuroendocrinos secretados por células
presentes en el epitelio intestinal, como las células de Paneth, las células enterocromafines
o las células calciformes, u hormonas secretadas por el pancreas endocrino, podrian
corresponder a sustratos naturales para esta enzima, aunque sera necesario realizar en un
futuro nuevos estudios para averiguar el rol funcional de la hCPO en la regulacion de

procesos neuroendocrinos y/o en la respuesta inmunoldgica en el intestino delgado.
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Las MCPs son exopeptidasas dependientes de zinc que participan en la protedlisis C-t
de péptidos y proteinas. La familia mas numerosa y estudiada de MCPs es la M14, que
contiene mas de 25 miembros en humanos. Segun el sistema de clasificacion MEROPS, las
peptidasas M14 se agrupan en las subfamilias M14A, M14B, M14C, M14D, en base a su
homologia estructural y de secuencia, asi como a la presencia de motivos caracteristicos
esenciales para la union del ion de zinc y la catalisis [262]. En general, las MCPs presentan
una marcada preferencia por el residuo P1" del sustrato y son altamente selectivas para
residuos hidrofobicos, basicos o acidos presentes en el extremo C-t. En mamiferos, estas
enzimas estan relacionadas con un amplio rango de procesos biolégicos, como la digestion
de proteinas, la regulacion de la fibrindlisis en la sangre, la maduracion de neuropéptidos, o

el procesamiento especifico de la tubulina, entre otras funciones [30],[124],[159],[163].

Durante afos, nuestro grupo de investigacién ha participado activamente en el
descubrimiento y la caracterizacion de numerosas MCPs de la familia M14. Hasta la fecha,
varias estructuras cristalinas de MCPs pancreaticas y extra-pancreaticas han sido obtenidas
en complejo con inhibidores proteicos [60],[175],[179],[182],[193],[289],[326]. Estas
estructuras han contribuido a elucidar los mecanismos funcionales de las MCPs, asi como
las bases estructurales para su inhibicién. Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, la
informacién disponible para algunos de sus miembros sigue siendo actualmente muy
limitada. En particular, las MCPs con especificidad de sustrato tipo acidico han sido muy
poco estudiadas debido a su descubrimiento reciente, y en parte, a la dificultad para su
produccién recombinante. Este hecho hace que exista un vacio de conocimiento acerca de
los determinantes estructurales que definen la especificidad de sustrato por residuos

acidicos C-t en las MCPs de la familia M14.

En esta tesis, presentamos la caracterizacion bioquimica, funcional y/o estructural de dos
MCPs de la familia M14 con una especificidad de sustrato tipo acidico: la CCP6 y la CPO
humanas. En concreto, nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de las caracteristicas
estructurales que determinan la preferencia de sustrato tipo-O en la hCCP6 y la hCPO.
Ademas, hemos estudiado otros aspectos relacionados con su funcion especifica e

inhibicién.

En el capitulo | se muestra los resultados mas relevantes del trabajo realizado para la
caracterizacion bioquimica y funcional de la hCCP6. Esta MCP es la CCP de menor tamano
en eucariotas, ya que esta formada basicamente por el pro-dominio N-t adyacente al

dominio catalitico CP caracteristico de las peptidasas M14.
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La caracterizacion estructural de las CCPs eucariotas es una tarea compleja debido a la
dificultad de obtener grandes cantidades de estas enzimas en su forma soluble y activa
[125],[134],[137]. Por ello, hasta el momento, solo se ha logrado resolver la estructura 3D de
cuatro CCPs, todas ellas bacterianas [151],[152]. Gracias a su simplicidad estructural
respecto a otras hCCPs con una heterogeneidad de dominios y un tamafio mucho mayor, la
hCCP6 se postul6 como la candidata ideal para intentar obtener la primera estructura

cristalina de una CCP eucariota.

El primer reto para alcanzar nuestro primer objetivo de este trabajo consistié en intentar
obtener la hCCP6 recombinante en grandes cantidades y en su conformacion soluble,
estable, activa, pura y homogénea, como paso fundamental previo a los ensayos de
cristalizacion y a la resolucién de la estructura 3D mediante cristalografia de rayos X. Para
ello, evaluamos sistematicamente tres sistemas de expresion distintos basados en bacterias,
células de insecto infectadas por BVS y células de mamifero, con el objetivo de identificar el
sistema mas adecuado para la produccion de la hCCP6 recombinante con fines
estructurales. Nuestros resultados evidenciaron la dificultad en la produccion de esta
proteina, y Unicamente los sistemas de expresion basados en las células de mamifero
HEK293 F y células de insecto Sf9 infectadas por AcCMNPV recombinantes nos permitieron
producir pequefias cantidades de la hCCP6 en su forma soluble, estable y activa. En ambos
casos, el rendimiento obtenido fue relativamente bajo, aunque la hCCP6 recombinante
obtenida en células de mamifero HEK293 F era mas estable. Dado que la expresion en
células de insecto no ofrecia ninguna ventaja notable respecto a la expresion en células de
mamifero, elegimos el sistema basado en células de mamifero como el mejor sistema para

la produccion recombinante de hCCP6.

A pesar de nuestros esfuerzos y de los multiples intentos de expresion y purificaciéon
realizados, no fuimos capaces de obtener la hCCP6 en cantidades suficientes para llevar a
cabo estudios de caracterizacion estructural. Para incrementar el rendimiento en la
obtencion soluble de la hCCP6 a escala laboratorio, serd necesario seguir trabajando en la
optimizacion de los sistemas testados, o bien explorar otros sistemas de expresion menos
habituales para la produccién de proteinas recombinantes. El disefio de una estrategia de
optimizacidon que garantice el éxito en la obtencion de grandes cantidades de la hCCP6
soluble y activa, es una cuestion verdaderamente compleja. Existen multiples variables que
afectan a los procesos de produccion de proteinas recombinantes, por lo que explorar las
numerosas combinaciones posibles requerira de bastante tiempo y esfuerzo. En esta linea,
en un futuro se podria explorar la expresion de ortdlogos de la hCCP6 de otras especies
evolutivamente distantes de los seres humanos y que podrian presentar una mayor
estabilidad.
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Este es el caso, por ejemplo, de las proteinas Whnt, para las que después de varios afos
de intentos, unicamente la expresién de un ortélogo de rana resultd en la obtencién de
proteina suficiente para su cristalizacion [327]. Hasta la fecha, ningun grupo de investigacién
ha sido capaz de obtener CCPs de mamifero empleando otros sistemas de expresion
distintos a las células de mamifero o células de insecto. Este hecho corrobora la dificultad en
producir estas enzimas y sugiere que la sintesis recombinante de las hCCPs es totalmente
dependiente de un contexto de expresién eucariota (chaperonas, cofactores, proteinas de
union y enzimas catalizadoras de MPTs) para su correcto plegamiento, estabilidad y
funcionalidad, proporcionado unicamente por las células de eucariotas superiores. Por ello,
otra opcién que podria dar buenos resultados es la co-expresion de la hCCP6 en presencia

de alguna otra proteina estabilizadora y/o ligando.

Debido a la imposibilidad de obtener proteina funcional en grandes cantidades, como
alternativa a la estructura cristalina de la hCCP6, generamos un modelo estructural que nos
permitiese estudiar la disposicion de los residuos importantes para la actividad enzimatica
en el centro activo. El analisis del modelo confirmé que la hCCP6 contiene todos los
residuos conservados en las MCPs de la familia M14 necesarios para la coordinacion al ion
de zinc, la unidn al sustrato y la catalisis, en posiciones similares a otras CCPs. Cémo
observaciones mas relevantes, en este estudio hemos identificado la Arg384 de la hCCP6
ubicada en el bolsillo de especificidad S1% en una posicién equivalente a la 1255 en la bCPA.
El caracter basico de este residuo es compatible con la preferencia de sustrato acidica
demostrada para los miembros de la subfamilia M14D, y podria ser el residuo determinante
de la especificidad de sustrato tipo-O en las CCPs. Por otro lado, en el analisis del potencial
electroestatico en superficie del dominio catalitico CP de la hCCP6, identificamos un area
cargada positivamente rodeando la entrada al centro activo de la enzima. En homologia con
otras CCPs, esta regidn permitiria la unidon de extensiones de varios residuos C-t cargados
negativamente, como es el caso de las cadenas laterales de poli-E presentes en la region C-

t de la tubulina.

Por otro lado, la proteina que obtuvimos usando el sistema de células de mamifero nos
sirvié para realizar un gran numero de estudios funcionales. En primer lugar analizamos las
MPTs en la region C-t de la tubulina de células de mamifero que sobreexpresan la hCCP6.
Los resultados obtenidos en este experimento confirmaron que la hCCP6 es una enzima con
actividad deglutamilasa, capaz de generar A2-tubulina en la subunidad a de la tubulina
detirosinada y de deglutamilar las cadenas laterales de poli-E generadas post-
traduccionalmente en la region C-t de las subunidades a y B de la tubulina. Esta actividad
enzimatica de la hCCP6 es coherente con el bolsillo de especificidad observado en el
modelo de la hCCP®6.
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A pesar de que las enzimas con actividad detirosinasa y deglicilasa de la tubulina aun no
han sido identificadas, en este estudio también hemos demostrado experimentalmente que
la hCCP6 no es la enzima responsable de llevar a cabo estas modificaciones en la tubulina,
ya que no se observd modificacion alguna en los niveles endégenos de deTyr-tubulina ni de

poliglicilacion presentes en la tubulina de células HEK293 T que sobreexpresan la hCCP6.

Curiosamente, en este mismo estudio observamos que la deglutamilacion que lleva a
cabo la hCCP®6 en las células parece ser especifica de la subunidad a de la tubulina. Para
intentar confirmar estos resultados, realizamos un ensayo in vitro de actividad enzimatica en
presencia de tubulina altamente poliglutamilada en ambas subunidades por la accion de la
TTLL6_N705. Sin embargo, los resultados del experimento no evidenciaron ningun tipo de
preferencia de la hCCP6 respecto a la subunidad a del heterodimero de la tubulina.
Teniendo en cuenta que las TTLLs con actividad glutamilasa de la tubulina presentan una
elevada especializacion en términos de preferencia de sustrato (a o B tubulina) y de reaccion
(iniciacion o elongacion de la cadena de Glu) [221], es altamente probable que las CCPs
también se hayan diversificado funcionalmente durante la evolucion para originar enzimas
con distintas preferencias de sustrato y capaces de reconocer motivos estructurales mas
alla de los residuos C-t. Recientemente, se ha demostrado que las CCPs muestran
preferencias por la longitud de la cadena lateral de Glu, o bien una especificidad particular
por el Glu en el punto de ramificacion [122]. En cambio, la preferencia de las CCPs por una

de las dos subunidades del heterodimero de tubulina todavia no ha sido estudiada.

En el presente trabajo, por primera vez, hemos aportado evidencias experimentales que
indican que la hCCP6 tiene actividad preferente por una subunidad concreta del
heterodimero de tubulina. Este nuevo mecanismo de control permitiria regular de una forma
muy precisa la longitud de las cadenas de poli-E de forma especifica en cada una las
subunidades a y B de la tubulina. A pesar de estos interesantes resultados, los ensayos de
deglutamilacion in vitro empleando sustratos y enzimas purificadas para validar la actividad
preferente de la hCCP6 respecto a la subunidad a de la tubulina, no reprodujeron los
resultados obtenidos en los experimentos a nivel celular. En esta ocasion, la hCCP6 no
mostré especificidad por ninguna de las subunidades la tubulina. Es muy posible que el
contexto celular que acompana a la hCCP6 en sus diferentes funciones celulares tenga un
rol muy importante en la regulacién de su especificidad enzimatica. Por lo tanto, sera
necesario llevar a cabo nuevos estudios que nos permitan profundizar en el conocimiento
acerca de los mecanismos de regulacion in vivo de las CCPs, su rol bioldgico y la
coordinacion existente entre las CCPs y las glutamilasas para generar los distintos patrones

de glutamilacion en la tubulina.
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Los resultados presentados en el presente capitulo establecen las bases para disefar
nuevos ensayos funcionales que nos permitan determinar en un futuro préximo de forma
inequivoca la especificidad enzimatica de la hCCP6, asi como su funcién y relevancia a nivel

biologico.

Por otro lado, mediante ensayos de actividad in vitro con la hCCP6 purificada y en
presencia de teloquinas modificadas con extensiones variables de residuos acidicos C-t,
identificamos una potencial actividad deaspartilasa para la hCCP6. La deaspartilacion de
sustratos con residuos acidos C-t ha sido recientemente demostrada para la hCCP1 vy la
mCCP3. No obstante, aunque todas las CCPs de mamifero son enzimas deglutamilasas, no
es extrapolable que estas enzimas presenten también actividad deaspartilasa. Es probable
que parte de la diversificacién funcional de las CCPs implique capacidades distintas de
estas enzimas para degradar Glu o Asp C-t. En el caso de la hCCP6, estamos pendientes
de confirmar la actividad deaspartilasa detectada en este trabajo mediante estudios de
interactémica que nos permitan identificar nuevos sustratos enddgenos para la hCCP6. La
posibilidad de eliminar extensiones de Glu y Asp C-t por la hCCP6 expandiria
significativamente el nimero de potenciales sustratos para esta enzima y abriria nuevas
lineas de investigacion para el estudio de otras funciones de la hCCP6, distintas a la funcién

que tiene esta proteasa sobre la tubulina.

Finalmente, realizamos experimentos de inhibicion con la hCCP6 purificada. Los
resultados demostraron que la enzima es inhibida por compuestos quimicos como el clasico
EDTA, o bien por inhibidores proteicos como el PCl y el NvCIl. Ademas en este estudio
hemos identificado el acido félico como un eficaz inhibidor de la actividad de la hCCP6 in
vitro. Teniendo en cuenta la gran homologia de este sustrato y sus compuestos derivados
cémo los folatos poliglutamilados con la poliglutamilaciéon que tiene lugar en la tubulina, se
podria plantear un posible rol de la hCCP6 en el metabolismo y/o regulacion de esta
importante molécula. Hasta la fecha, no existe evidencia alguna de la vinculacién funcional
entre las CCPs y/o la hCCP6 vy los folatos, ni de que la hCCP6 sea capaz de degradar Glu
enlazados en gamma. De esta manera, este resultado abre las puertas a nuevos estudios
que seran imprescindibles para desvelar estas cuestiones y el papel de estas enzimas en el

metabolismo del acido félico.

En el capitulo Il de esta tesis mostramos por primera vez la estructura cristalina de la
hCPO, una nueva MCP digestiva de la familia M14 con una especificidad de sustrato
acidica. Ademas, en este trabajo se realizé una completa caracterizacién bioquimica con el
fin de estudiar la especificidad de sustrato de la enzima y analizar los determinantes

estructurales esenciales para su inhibicion.
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Con el objetivo de determinar la estructura 3D de la hCPO, en el presente trabajo
expresamos una variante recombinante soluble de la enzima que carece de la secuencia de
reconocimiento C-t modificada por GPIl (denominada hCPOAC), perdiendo su punto de
anclaje a la membrana. De esta manera, fuimos capaces de obtener grandes cantidades de
la hCPOAC en su forma soluble y activa. Una vez optimizada su expresion en células de
mamifero, conseguimos purificar totalmente la proteina recombinante desde el medio
extracelular mediante un protocolo de purificacion en tres pasos. Con la enzima purificada
realizamos ensayos de cinética enzimatica empleando el sustrato FA-EE, con lo que

pudimos demostrar que la enzima purificada era cataliticamente activa.

Para estudiar la capacidad de diferentes inhibidores proteicos de inhibir la hCPO,
realizamos ensayos de inhibicién con cinco inhibidores exégenos conocidos de MCPs de la
subfamilia M14A. Estos inhibidores fueron el PCI, LCI, TCI, ACl y el NvCl, y para todos ellos
determinamos las constantes de inhibiciéon (K;) frente a la hCPOAC. Excepto en el NvCl, en
los demas casos obtuvimos constantes del orden de nM. Estos resultados confirman que
estos inhibidores se comportan con la hCPO cémo tipicos inhibidores de union fuerte, en la
linea de lo documentado para otras peptidasas digestivas de la subfamilia M14A.
Sorprendentemente, la K; obtenida para el NvCl fue excepcionalmente elevada (K; de 3,75 +
0,5 yM), en comparacién con las constantes de inhibicién calculadas en anteriores estudios
para los complejos del NvCl con otras MCPs de la subfamilia M14A. Cabe destacar que en
estos Ultimos casos, el NvCl se comportd como el inhibidor mas potente conocido con

constantes en el rango de pM para la mayoria de éstas [182].

A partir de nuestra hCPOAC purificada, exploramos una gran variedad de condiciones de
cristalizacion. Aunque realizamos multitud de intentos en presencia de distintos ligandos y
usando diferentes tampones de cristalizacién, los Uunicos cristales de esta proteina
aparecieron en complejo con el NvCl. Estos cristales fueron analizados mediante difraccién
de rayos X, lo que permitié resolver la estructura tridimensional de la hCPOAC en complejo

con el NvCl a una resolucién de 1,85 A.

El andlisis de la estructura cristalina revel6 la presencia inesperada de dos moléculas de
hCPOAC en la unidad asimétrica del cristal, pero con solo una de las cadenas polipeptidicas
unida al inhibidor NvCI. Al analizar en detalle la estructura de la enzima pudimos observar
que la hCPOAC presenta el clasico plegamiento a/B hidrolasa descrito para los miembros de
la familia M14 de las MCPs, formado por una hoja-f central de 8 cadenas-§ paralelas y
antiparalelas, rodeada por 8 hélices-a. Gracias a la excepcional resolucion del complejo, en
el centro activo de la enzima pudimos identificar todos los residuos conservados en las
peptidasas M14, importantes para la coordinacion al ion de zinc, la catélisis y la unién al

sustrato.
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Ademas, observamos la presencia de la Arg275 en el fondo del bolsillo de especificidad
S1% en una posicion equivalente al residuo lle255 en la bCPA que determina la especificidad
de sustrato en las MCPs de la subfamilia M14A. Por tanto, podemos considerar esta Arg275
como el residuo responsable de la especificidad de sustrato tipo-O en esta enzima. La
presencia de este aminoacido en el bolsillo catalitico genera un entorno basico que encaja
bien con la capacidad de la hCPO de hidrolizar sustratos con residuos acidos C-t. Ademas,
en la estructura 3D de la hCPO pudimos observar varios residuos Asn modificados post-
traduccionalmente mediante N-glicosilacion, que corresponden a la Asn154, Asn167 y
Asn231. En nuestro caso, solo pudimos asignar con certeza el primer residuo del N-glicano
en el mapa de densidad (en los tres casos consiste en un residuo de NAG), ya que en
general las N-glicosilaciones en las proteinas humanas suelen ser altamente flexibles y

heterogéneas.

Por otro lado, la presencia de un complejo asimétrico con un monémero de hCPO no
unido y otro unido al NvCI, nos permitié estudiar la reorganizacion que sufren los residuos
del centro activo de la enzima tras la uniéon de la cola C-t del inhibidor. En general los
inhibidores proteicos de MCPs se comportan como un sustrato, por lo que la comparacién
de la conformaciéon “abierta” (-NvCl) y “cerrada” (+NvCl) de la hCPOAC revelé que el
principal movimiento promovido por la union del NvCl en el centro activo de la enzima
corresponde al movimiento de casi 180° de la cadena lateral de la Tyr268. Ademas de este
desplazamiento, otros movimientos mucho mas discretos en otros residuos del centro activo

también se producen para acomodar la cola C-t del inhibidor.

Para determinar si nuestra hCPO recombinante se comporta como un dimero en
solucion, realizamos una cromatografia de exclusion molecular y analizamos la proteina por
espectrometria de masas MALDI-TOF. Los resultados demostraron que la hCPOAC se
comporta como un monoémero a pH fisiolégico (pH ~7,4) y hasta concentraciones
relativamente altas (~1 mg/ml). Sin embargo, estos estudios se llevaron a cabo con el
mutante soluble de la proteina, y no con la proteina que contiene el punto de anclaje a la
membrana. Por ello, es posible que la proteina salvaje unida a membrana en el entorno del
microvilli del intestino sea capaz de formar complejos de mayor tamafo. Estudios recientes
han demostrado que muchas de las proteinas que se encuentran en la membrana de los
enterocitos y que participan en la digestion, estan formando dimeros [243]. Este es el caso
de la dipeptidasa |, que se encuentra anclada a la membrana mediante GPI en las células
del intestino y otros tejidos como rifidon, y donde participa activamente en la degradacion

terminal de dipéptidos y de algunos antibioticos [328].
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La obtencion de la estructura 3D de la hCPO en complejo con el NvCl nos permitié
estudiar también los determinantes estructurales de la inhibicion de la hCPOAC. Decidimos
analizar las interacciones existentes entre los sitios de interaccion primario y secundario del
NvCl y la hCPOAC, y comparar nuestros resultados con la Unica estructura publicada para
este mismo inhibidor con la hCPA4 [226], con el objetivo de identificar los cambios
estructurales que influyen en el incremento de la K; del NvCl frente a la hCPOAC. El analisis
estructural de ambos complejos concluyd que las principales causas subyacentes en que el
NvCl sea un inhibidor poco potente para la hCPO se corresponden con la pérdida de
interacciones estabilizadoras en el sitio de interaccion primario y al choque estérico que se
da entre un residuo de NAG de la enzima y el inhibidor. De esta manera, el mecanismo de
inhibicion primario del NvCIl se da, en gran parte, por la interacciéon de su cola C-t con

residuos del centro activo localizados en los subsitios S1y S2 de la enzima.

También se pudieron observar también otra serie de interacciones secundarias entre la
hCPOAC y el NvCl que tienen lugar en regiones alejadas del centro activo, pero que son
igualmente importantes para la estabilidad del complejo. En general, la union del inhibidor
esta mediada por multitud de interacciones electroestaticas e hidrofobicas. Algunas de ellas
se dan entre la NAG enlazada a la Asn154 de la enzima y los residuos Asn32 y Asp33 del
inhibidor. Este hecho es de especial importancia, ya que el resto de MCPs pancreaticas
(hCPA1, hCPA2 y hCPAB) no estan glicosiladas. Este contacto entre la NAG y el inhibidor,
impide el acercamiento de este ultimo al centro activo, lo que explicaria en parte las
diferencias en las K; observadas con la hCPO (en el rango de uM) y otras MCPs digestivas
(con constantes en el rango de pM-nM). Otra diferencia importante en el sitio de interaccién
primario del NvCI con la hCPOAC corresponde a la GIn182 del subsitio S3 de la enzima,
equivalente al Glu163 de la hCPA4, que se encuentra demasiado alejada de los residuos del
inhibidor para establecer contacto. Esta interaccion del Glu163 de la hCPA4 con el NvCl se
ha demostrado que es fundamental para la reduccion de la K; en los distintos complejos del

inhibidor con peptidasas M14A.

Ademas de estudiar los determinantes estructurales de la especificidad de sustrato de la
hCPO y de la inhibicién por el NvCl, quisimos estudiar en detalle la especificidad de sustrato
de la hCPO vy su posible rol en el procesamiento de moléculas bioactivas. En primer lugar,
incubamos la hCPOAC en presencia de péptidos sintéticos con un Glu o Asp C-t y
analizamos los productos de digestion generados a distintos tiempos de incubacion
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. El analisis de las muestras revelé que la
hCPO es capaz de escindir ambos residuos, con una clara preferencia por Glu C-t. Aunque
era de esperar debido a la naturaleza de su centro activo, hasta la fecha nunca se habia

podido demostrar la capacidad de esta enzima para escindir Asp C-t.
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Experimentos de docking molecular con ambos péptidos (con Glu o Asp en el extremo C-
t) en el centro activo de la hCPO demostraron que la cadena lateral del Glu se acomoda
mucho mejor en el bolsillo de especificidad S1" de la hCPO que la cadena lateral del Asp,

resultado que podria explicar la preferencia por Glu observada.

En segundo lugar, y como prueba de concepto, incubamos la hCPO con el EGF humano
en presencia o ausencia de CPA y CPB, y analizamos las muestras a diferentes tiempos de
incubacion por espectrometria de masas MALDI-TOF. En este experimento observamos que
la hCPO es capaz de cortar un residuo de Glu de la region C-t del EGF, acelerando asi de
forma considerable la protedlisis de la cola C-t de este factor de crecimiento. Aunque
desconocemos la relevancia de este hecho, se ha visto que la eliminacién de estos residuos
podria tener un importante efecto sobre la actividad de esta molécula que se encuentra de
forma natural en la luz intestinal. Por tanto, la combinacion de la actividad de las MCPs
digestivas (hCPA1, hCPA2, hCPB y hCPO) a través de la complementacién de sus
especificidades enzimaticas, podrian generar formas truncadas bioldgicamente inactivas del
EGF. Si entrar a valorar su significancia biolégica, con este sencillo experimento quisimos
demostrar la importancia de la hCPO para una eficiente degradacién C-t de péptidos y

proteinas, y para la liberacién especifica de residuos de Glu.

La degradacion especifica de factores de crecimiento y neuropéptidos ha sido
ampliamente documentada para otros miembros de la familia M14, cdmo pueden ser la
CPA4 [59], la CPM [107], la CPD [116] y la CPE [329]. Por su presencia en otros tejidos y su
acceso a multitud de moléculas bioactivas como el EGF, se ha sugerido que la hCPO podria
estar implicada en otras funciones reguladoras, mas alla de su funcion principal relacionada
con la degradacion de péptidos procedentes de la dieta y otras fuentes enddgenas en el
borde en cepillo de los enterocitos. En el epitelio intestinal y el pancreas existen numerosas
poblaciones de células enteroendocrinas diseminadas. Estas células secretan mas de 30
pro-hormonas peptidicas que codifican para mas de 100 péptidos bioactivos, entre las que
se incluyen las pro-hormonas de la familia de la gastrina, de la secretina, de la
somatostatina, de la colecistoquinina, de la graninas y de la familia del EGF, entre otras
[330],[331],[332]. Muchos péptidos bioactivos son obtenidos también del procesamiento de
los alimentos. Independientemente de su origen, los péptidos bioactivos actuan como
moléculas de sefializacion que influyen en la fisiologia gastrointestinal, regulando la
secrecion, la motilidad, la respuesta inmunitaria, inflamacion, la regulaciéon del apetito, el
crecimiento y la diferenciacion celular, la absorcion, y otros muchos procesos. Algunas de
estas pro-hormonas, como la pro-colecistoquinina y la cromogranina A, presentan
secuencias ricas en residuos acidicos, de manera que su procesamiento proteolitico podria

generar péptidos bioactivos con Glu o Asp C-t que actuarian como sustratos de la hCPO.
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Discusion general

A pesar de que las cuatro enzimas digestivas (hCPA1, hCPA2, hCPB y hCPO) presentan
actividades complementarias en cuanto a especificidad de sustrato se refiere, existe una
separacion fisica en la localizacion de las MCPs pancreaticas (hCPA1, hCPA2 y hCPB) y de
la hCPO, y por consiguiente, de la liberacién de los aminoacidos libres que se generan tras
su corte. Una posible explicacién para esta segregacion espacial es la necesidad de los
enterocitos por consumir grandes cantidades de Glu, ya que estas células usan este
aminoacido como fuente de energia principal para producir ATP [256]. El epitelio intestinal
estd en continua y rapida renovacién y la absorcion de nutrientes mediante transportadores
especificos tiene un elevado coste energético, por lo que los enterocitos son un tipo de
celular que presentan una gran demanda energética [256],[333]. Esta elevada dependencia
de los enterocitos por el Glu para la produccién de grandes cantidades de ATP podria ser la
causa de que evolutivamente se haya optimizado la localizacién de la hCPO, como principal
enzima productora de Glu y Asp libres utilizables por el enterocito en el tracto intestinal, de
forma proxima a la principal demandante de esta fuente de combustible. De esta manera,
los Glu (y en menor medida Asp) generados por la accion enzimatica de la hCPO en la
membrana del enterocito pueden ser rapida y eficientemente transportados mediante
transportadores especializados presentes también en la membrana, evitandose la difusion

por la luz intestinal de tan preciado aminoacido.

En esta tesis, hemos presentado un extenso trabajo con dos MCPs de la familia M14 con
especificidad de sustrato tipo acidico. En particular, hemos investigado con especial interés
los determinantes estructurales que subyacen en la preferencia de estas enzimas por la
hidrélisis de enlaces peptidicos de residuos acidos C-t. Aunque no conseguimos determinar
la estructura tridimensional de la hCCP6, afortunadamente la estructura del dominio
catalitico de la hCPO nos ha servido como modelo para el estudio de la especificidad
enzimatica acidica de este tipo de peptidasas M14. Nuestros estudios demuestran que la
hCCP6 y la hCPO son capaces de degradar sustratos con Glu o Asp C-t gracias a la
presencia de una Arg ubicada en el fondo del bolsillo de especificidad S1" del centro activo.
Este residuo corresponde al residuo clave para determinar la especificidad de sustrato en
las MCPs de la subfamilia M14A y M14D, y dependiendo de las propiedades bioquimicas de
este aminoacido, las MCPs definen sus distintas especificidades de sustrato.
Sorprendentemente, en ambas MCPs la preferencia por la hidrélisis de Glu C-t en sus
sustratos es mucho mayor que por Asp. Este hecho podria explicarse por su especializacién
funcional en la degradacion de sustratos poliglutamilados como la tubulina en el caso de la
hCCP6, y a la dependencia de los enterocitos intestinales por el Glu hidrolizado por la CPO.
A pesar de nuestros descubrimientos, estudios futuros seran necesarios para elucidar las

implicaciones biologicas de estas dos enzimas.
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Capitulo |

e De los tres sistemas evaluados, el mejor sistema de expresion para la obtencidon de
hCCP6 recombinante corresponde a las células de mamifero HEK293 F. La utilizacién de
este sistema nos ha permitido producir cantidades suficientes de hCCP6 activa para

poder llevar a cabo estudios bioquimicos y de caracterizacion funcional.

o A pesar de los esfuerzos realizados, no ha sido posible llevar a cabo estudios de
cristalizacion y difraccion de rayos X para determinar la estructura 3D de la hCCP6,
debido a la limitacién en la produccion de cantidad suficiente de la proteina en su forma

soluble y activa, y en la dificultad de purificar la enzima hasta homogeneidad.

¢ El modelo de la estructura de la hCCP6 nos ha permitido estudiar la estructura general de
la proteasa, asi como los residuos del centro activo relacionados con la actividad
proteolitica. Analizando el modelo, hemos podido observar que la mayor parte de estos
residuos, como son los residuos de coordinacion al ion de zinc, cataliticos y de union al
carboxilo del residuo C-t del sustrato, estan conservados en la hCCP6 en posiciones

equivalentes a otros miembros de la familia M14.

e ElI analisis del modelo de la hCCP6 también ha permitido identificar el residuo
determinante de la especificidad de sustrato tipo acidico en la hCCP6. Este residuo en
particular se corresponde con la Arg384, ubicada en el bolsillo de especificidad S1" de la
enzima. El caracter basico de este residuo permite la interaccidbn y correcto

posicionamiento de residuos acidos especificos C-t del sustrato.

e Por otro lado, la preferencia de la hCCP6 por sustratos poliglutamilados como la tubulina
es consistente con la presencia en la enzima de un area con carga positiva rodeando la
entrada al centro activo, que permite acomodar largas extensiones de residuos acidos C-t

con carga negativa.

e La hCCP6 es una MCP con actividad deglutamilasa que es capaz de modificar los MTs
de las células generando A2-tubulina en su subunidad a y eliminando las cadenas largas

de poli-E presentes en las subunidades a y B de la tubulina.

e La hCCP6 no es capaz de eliminar la Tyr C-t de la a-tubulina tirosinada presente en los
MTs celulares, ni las cadenas largas de poli-G generadas post-traduccionalmente en la

region C-t de las subunidades a y 3 de la tubulina.
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La hCCP6 podria deglutamilar de forma especifica las cadenas largas de poli-E
generados post-traduccionalmente en la region C-t de la subunidad a de la tubulina en
células en cultivo. A pesar de la importancia de este descubrimiento, desconocemos el
posible significado biolégico de esta probable especializacion y su impacto en la

funcionalidad de los MTs.

La obtencién in vitro de tubulina altamente poliglutamilada en sus subunidades a y
como sustrato para la hCCP6 se llevé a cabo sobreexpresando una forma truncada de la
enzima TTLL6 (TTLL6 N705) en cultivos de células de mamifero HEK293 F. Esta

tubulina modificada fue purificada para ser usada como sustrato.

La hCCP6 deglutamila las cadenas largas laterales de poli-E presentes en la subunidad a
y B de la tubulina modificada por la TTLL6_N705. Sin embargo, la enzima no mostré
ninguna preferencia por una de las dos subunidades de la tubulina, como se habia

observado en los experimentos celulares de sobreexpresion de la hCCP6.

Utilizando una bateria de teloquinas con diferentes residuos C-t hemos podido demostrar

que la hCCP6 presenta una clara preferencia por la hidrdlisis de Glu C-t sobre Asp.

Mediante estudios de inhibicién hemos visto que el acido félico se comporta como un
inhibidor de la hCCP6. Ademas de este compuesto, hemos visto que otros inhibidores

clasicos como el PCI, el NvCl o el EDTA son capaces de inhibir a la enzima.

Capitulo Il

La produccion recombinante de grandes cantidades de la hCPO, y en su forma soluble y
activa, ha sido posible expresando en células de mamifero HEK293 F una variante de la
hCPO (hCPOAC) sin su region C-t y, por tanto, sin el anclaje GPI que media la unién con

la membrana,

La hCPOAC fue purificada mediante un protocolo de tres pasos de purificacion.
Experimentos de gel filtracion y MALDI-TOF demostraron que nuestra proteina
recombinante altamente glicosilada se comporta como un mondémero en solucion, hasta

concentraciones de hasta ~1 mg/ml.
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La actividad proteolitica de la hCPOAC es inhibida por varios inhibidores exdgenos
proteicos de MCPs de la subfamilia M14A, que corresponden a: PCI, LCI, TCI, ACl y
NvCl. Los cuatro primeros se comportan como inhibidores de uniéon fuerte para la
hCPOAC, con K; del orden de nM. Sorprendentemente, el NvCl mostré una inhibicién

mucho peor, con una K; en el rango de pM.

La estructura 3D de la hCPOAC en complejo con el inhibidor NvCl fue resuelta mediante

cristalografia de rayos X con una resolucion de 1,85 A.

El dominio catalitico carboxipeptidasa de la hCPOAC presenta el plegamiento a/p
hidrolasa clasico de las MCPs de la familia M14, y el centro activo contiene todos los
residuos importantes para la actividad enzimatica conservados en las peptidasas de la
familia M14.

La Arg275 de la hCPOAC que determina la preferencia de sustrato tipo acidico de esta

enzima fue localizada en el fondo del bolsillo de especificidad S1°

El estudio del complejo hCPO-NvCI permitié estudiar el mecanismo de inhibicién a nivel
molecular. En el complejo se pudo observar una interaccidon primaria entre la cola C-t del
NvCI con residuos claves para la actividad enzimatica presentes en el centro activo de la
hCPOAC. Esta interaccion mimetiza la unidon de un sustrato. Ademas, se observaron otra
serie de contactos secundarios entre la enzima y el inhibidor que tienen lugar en la

interficie entre ambas moléculas y que contribuyen a estabilizacion del complejo.

La hCPOAC hidroliza oligopéptidos con residuos Glu o Asp C-t, pero tiene una mayor

preferencia por la hidrodlisis de Glu C-t.

La hCPOAC es capaz de degradar el extremo C-t péptidos bioactivos como el EGF, en
combinacion con las proteasas digestivas CPA1 y CPB. Este hecho sugiere un potencial
rol de la hCPO en la regulacion de otras moléculas de sefnalizacion presentes en la luz
intestinal in vivo, y demuestra la importancia de esta enzima para una eficiente protedlisis

de sustratos peptidicos.
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