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RESUMEN

RESUMEN

Los microARNs (miARNs) son moléculas de ARN pequefias de 21
nucledtidos de longitud que se sintetizan en el nucleo por la ARN polimerasa Il. En
plantas, estan involucrados en la regulacién de procesos como el desarrollo,
resistencia a estrés y respuestas a hormonas. La biogénesis de miARNs comienza
con la transcripcidn de precursores mas largos, con extensa estructura secundaria
de tallo y burbuja dentro de los cuales esta contenida la secuencia que
corresponde al mensaje de 21 nucledtidos. Estos precursores son procesados por
un complejo proteico formado por la ARNasa Il DICER-LIKE 1 (DCL1) y las
proteinas accesorias HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) y SERRATE (SE). Los
precursores de plantas son sumamente heterogéneos. Sin embargo, Ia
magquinaria de procesamiento, es capaz de liberar con precision el miARN que
posteriormente efectuara su accion regulando negativamente ARN mensajeros
por complementariedad de bases de Watson y Crick. Durante los ultimos afos, se
han dedicado muchos esfuerzos en descubrir nuevos miARNs, asi como también
se han logrado numerosos avances respecto a las formas de procesamiento de los
precursores de plantas. Sin embargo, el mecanismo por el cual las proteinas de
procesamiento llevan a cabo el reconocimiento es hasta el momento poco
conocido. En este trabajo realizamos una caracterizacion biofisica de los dominios
de unién a ARN doble hebra. En primer lugar se calculé la estructura en solucion
del segundo dsRBD de DCL1, a partir de la cual se observd que si bien tiene un
plegamiento de dsRBD candnico, presenta diferencias con respecto a dominios
homodlogos. También se demostré que este dominio es capaz de unir tanto ARNdh
como ADN, en contraste con lo que ocurre con la mayoria de los dsRBDs. La
caracterizacién funcional de este dominio demostré que posiblemente actue
como una sefal de localizacién atipica para direccionar a DCL1 al nucleo. Por otro

lado, se analizaron los distintos determinantes de unién a sustrato del primer

Vii



RESUMEN

dsRBD de la proteina accesoria HYL1. Para esto, se generaron formas mutantes de
la proteina, las cuales mantienen su estructura global, pero afectan las
propiedades de unidon al sustrato. Sorprendentemente, se demostré que una
mutacidén y hasta una delecion completa en la regién que se propone como
principal determinante de union al ARN no causa mayores efectos. Finalmente, se
analizé la funcidon de cada mutante in vivo, estableciendo una correlaciéon directa

entre la afinidad por los precursores y la actividad de la proteina.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 SILENCIAMIENTO GENICO
1.1.1 DESCUBRIMIENTO DEL ARN DE INTERFERENCIA

El ARN de interferencia (ARNi), es un proceso natural utilizado por las
células para "apagar” o silenciar la actividad de genes especificos. Los primeros
pasos en el descubrimiento del fendmeno del ARNi, fueron dados en 1990 por
Napoli y Jorgensen !, durante la realizacién de un trabajo que estaba dedicado a
investigar la ruta de pigmentos de flores de petunia. Con el objetivo de obtener
una coloracién violeta mas intensa, estos investigadores sobreexpresaron en
petunias silvestres la chalcona sintasa (CHS), una enzima clave en la sintesis de
flavonoides. Sorpresivamente, luego de realizar dichos experimentos, hallaron
gue algunas de las flores obtenidas eran blancas y que los niveles de CHS en
éstas eran 50 veces menores que en petunias salvajes. En 1992, Romano vy
Marcino reportaron un fenémeno similar en Neurospora crassa *. Notaron que la
introduccion de secuencias de ARN homologas a un gen enddgeno, causaban la
represion del mismo. Los primeros reportes de silenciamiento génico en
animales, se obtuvieron en el afo 1995 en un trabajo realizado en

. En el mismo, Guo y Kemphues observaron que la

Caernorhabditis elegans
introduccion de ARN antisentido al ARN mensajero (ARNm) del gen par-1,
resultaba en la degradacién del transcripto correspondiente. De manera
inesperada, cuando se realizaron experimentos control usando sélo el ARN
sentido de par-1, que es incapaz de hibridar con el transcripto de par-1
enddgeno, observaron que el mensajero de este gen seguia siendo blanco para la
degradacion. En 1998, Fire y Mello publicaron un trabajo en el que demostraron

gue la inyeccion de ARN doble hebra (ARNdh), una mezcla de ARN sentido y ARN

antisentido en C. elegans, era mucho mas eficiente en el silenciamiento del gen,
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gue la inyeccion de ARN simple hebra (ARNsh). En el mismo trabajo, también
demostraron que la inyeccidon de unas pocas moléculas de ARNdh por célula era
suficiente para silenciar la expresion del gen, y mds interesante aun, fue el
descubrimiento de que la inyeccion de ARNdh en el intestino del gusano,
provocaba que el silenciamiento se dispare en todo organismo e incluso, se
transmita a la primera generaciéon de descendientes. Este trabajo, publicado en
1998 en la revista Nature, dio el puntapié inicial en el estudio y comprension de
la regulacion de la expresion génica mediante ARN pequefios. En el afio 2006 los
autores del trabajo fueron reconocidos por la Academia Real Sueca de Ciencias,

al recibir el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2006.

Al hallar que la inyeccién de ARNdh en un gusano o planta, causaba un
silenciamiento sistémico y que ademas, era transmitido a la siguiente generacion,
los investigadores sospecharon que este mecanismo estaba mediado por alguna
molécula efectora estable del silenciamiento. Los primeros estudios en busqueda
de estos intermediarios fueron realizados en 1999 por Hamilton y Baulcombe,
mientras estudiaban el fendmeno de silenciamiento génico post-transcripcional
inducido por virus en plantas *. Si bien en ese momento existia la idea general de
gue el ARNdh tenia que separarse para que la hebra antisentido se una al ARNm,
la hebra antisentido de longitud completa nunca fue detectada. Este hecho, llevd
a Hamilton y Baulcombe a buscar formas mas cortas del ARN antisentido
derivado del ARNdh. La hipétesis de estos investigadores, consistia en que el ARN
antisentido podria servir como una guia, uniéndose al ARNm complementario y
causando su degradacion. Al descubrir que el ARN antisentido tenia una longitud
estimada de 25 nucledtidos (nt), sugirieron que esta cantidad de nt era la
necesaria para la especificidad del ARNi. Al afio siguiente, dos grupos
independientes, identificaron que ARNs de 21-23 nucledtidos co-purificaban con

el ARNi, sugiriendo que el ARNdh era convertido en intermediarios mas cortos a
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los que llamaron ARN pequeiios de interferencia (siARN por sus siglas en inglés) y
gue eran capaces de unirse a ARNm complementarios llevando a la degradacién

del transcripto blanco *°.

El descubrimiento de las moléculas de ARN pequefias, con capacidad de
regular genes e incluso genomas, ha sido uno de los avances mas significativos en
biologia en la ultima década. Estas moléculas son ARN no codificantes de
aproximadamente 20-30 nucledtidos de longitud que actian como guias para la
regulacién de multiples procesos bioldgicos. Los efectos de estos ARN pequefios
sobre el control de genes es generalmente, inhibitorio y el mecanismo
regulatorio correspondiente se incluye dentro de los mecanismos de

silenciamiento génico.
1.1.2 SILENCIAMIENTO GENICO POR ARN PEQUENOS EN PLANTAS

Si bien existen muchas clases de ARN pequeios, varios aspectos de sus
origenes, estructuras, proteinas efectoras asociadas y funciones bioldgicas, han
llevado a un reconocimiento de 3 categorias principales: los ARN pequeiios de
interferencia (siARNs), los micro ARNs (miARNs) y los ARN que interaccionan con
piwi (piARNs). Los siARN y miARN estan ampliamente distribuidos en términos
filogenéticos vy fisioldgicos, en contraste, los piARN se encuentran principalmente
en animales, y tienen funciones fundamentalmente en la linea germinal. En
todos los casos, la identidad de los genes que van a ser silenciados esta
especificada por la secuencia del ARN pequefio, que es capaz de reconocer a su

blanco por complementariedad de bases de Watson y Crick.

En plantas existen distintos tipos de ARN pequefios. Si bien cada grupo
posee caracteristicas particulares en cuanto a su origen, tamafio y mecanismo de
acciéon, el proceso de silenciamiento génico mediado por ARN pequenos

comparte cuatro pasos conservados y necesarios: (i) la presencia de una
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molécula de ARNdh, (ii) el procesamiento del ARNdh para liberar un ARN
pequeiio de un tamafio de 18-25 nt de longitud, (iii) la metilacién del extremo 3’
del ARN pequefio y (iv) por ultimo, la incorporacién del ARN pequeno simple
hebra al complejo efector que contiene una proteina de la familia ARGONAUTA

(AGO) .

El origen de la molécula de ARNdh que va a ser procesada es diverso. La
misma, puede derivar de la replicacion de un virus, de la transcripcion de
secuencias invertidas, de estructuras de tallo y bucle intramoleculares de un
transcripto o de la sintesis de un ARNdh por accion de ARN polimerasas
dependientes de ARN (RDR, del inglés, RNA-dependent RNA polymerase). El
procesamiento del ARNdh involucra la participacion de ribonucleasas de tipo Il
denominadas DICER. Las proteinas DICER se encuentran altamente conservadas
en las células eucariotas y estan presentes tanto en organismos unicelulares
como en plantas superiores y vertebrados. En Arabidopsis existen cuatro
proteinas homologas a DICER denominadas DICER-LIKE (DCL). DCL1 produce ARN
pequenos entre 18-21 nt, mientras que DCL2, DCL3 y DCL4 producen ARN
pequefios de un tamafio de 22 nt, 24 nt y 21 nt de longitud, respectivamente 2.
Luego de que DCL produce la liberacion del duplex miARN/miARN* o
SiARN/siARN* esta molécula sufre una metilacion por la proteina HEN1 e
inmediatamente la hebra molde es incorporada al complejo de silenciamiento
RISC (por sus siglas en inglés, RNA induced silencing complex) y lleva a cabo la
busqueda de acidos nucleicos complementarios para ejecutar su funcidn

inhibitoria.

Una vez que el fragmento de ARN pequefio es incorporado en el complejo
RISC, pueden tener lugar los siguientes eventos: (i) corte endonucleotidico sobre
ARN mensajeros blancos, (ii) represion de la traduccién de los mismos

(silenciamiento post-transcripcional) o (iii) metilacién de citosinas del ADN o de

4
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histonas (silenciamiento transcripcional) °. El tipo de funcidn efectora que se lleve
a cabo, va estar definida por la identidad de la proteina AGO que forme parte del

complejo RISC.

En plantas, existe redundancia en los componentes de la maquinaria de
ARNi. A. thaliana ademads de las cuatro DCLs, tiene diez proteinas AGO vy seis
polimerasas dependientes de ARN (RDRs). Todas ellas estdn altamente
conservadas y colaboran en varias etapas dentro de las diferentes rutas de
silenciamiento. El modo en que cada clase de siARN es dirigido hacia una Unica

via es hasta el momento poco conocido.

1.1.3 ARN PEQUENOS DE PLANTAS

Los ARN pequenos regulatorios de plantas pueden ser agrupados en
cuatro grupos en funcion de las diferencias en su biogénesis y su modo de
accion. La clase mas abundante esta integrada por los siARNs, mientras que el
segundo lugar en abundancia estd ocupado por los miARNSs. Los otros dos grupos
de ARN pequefios que han sido descubiertos posteriormente, estan conformados
por los ta-siARN (del inglés, trans-acting siARNs), y por los nat-siARNs y nat-

miARNs (del inglés, natural antisense siRNAs y miRNAs) "%
1.1.3.1 siARNs, ta-siARNs y nat-ARNs

Los siARNs representan a los inductores de ARNi candnicos. Sus
precursores son moléculas de ARNdh extensas, con complementariedad de bases
perfecta y de estructura lineal (Figura 1). Dichos precursores, pueden ser
introducidos directamente desde el medio ambiente o pueden ser producidos
enddégenamente por la célula. Los primeros siARNs identificados, se observaron
durante el silenciamiento génico inducido por transposones y virus en plantas “.
Una vez que estas moléculas de ARNdh son detectadas en el citoplasma de la

célula, se induce la respuesta de defensa, donde el sustrato es procesado por
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DCL2 o DCL4, generando siARNs de 21-22 nt que serdn los efectores del
silenciamiento post-transcripcional *. En los afios 2002 y 2003 se descubridé que
existia otro tipo de siARNs enddgenos. Sus precursores son generados a partir de
ciertas regiones gendmicas como centromeros, regiones de insercion de
transposones u otras secuencias repetitivas que se transcriben por la ARN
polimerasa IVa. Una vez transcriptas, el ARNsh es procesado por una RDR,
formando ARNdh que a continuacidn es procesado por DCL3 para liberar
finalmente siARNs de 24 nt de longitud que llevan a cabo el silenciamiento a nivel

transcripcional.

duplex Tallo Loop
Tallo inferior miARM/mMIARN®  superior terminal

Figura 1: Esquema de los precursores de a) siARNs y b) miARNs

Los siARN trans-acting (ta-siARNs) se descubrieron a partir de estudios
funcionales en plantas. La biogénesis de estas moléculas de ARN pequefias es
especialmente compleja (Figura 2). Los genes que dan lugar a los ta-siRNAs son
transcriptos por la ARN polimerasa Il dando lugar a un ARN no codificante
denominado TAS. Este ARN es reconocido por un miARN complementario, lo que
provocara que AGOL1 realice un corte de manera tal que el miARN pueda actuar
como cebador para la transcripciéon de ARNdh por parte de una RDR especifica.
Finalmente el ARNdh generado es procesado por DCL4, que realiza cortes
sucesivos secuenciales, liberando siARNs de 21 nts cuya secuencia esta
especificada por la fase generada a partir del corte del miARN inicial. Algunos de
los ARN pequefios formados, son incorporados al complejo RISC y guian la

degradacion de ARNm complementarios ™ .
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Figura 2: Vias de ARN pequeiios de A. thaliana a) miARNs; b) ta-siARNs y c) nat-
SIARNs

El dltimo grupo de moléculas de ARN pequeiias de plantas son los siARN
naturales antisentido (nat-siARN), que se originan a partir de ARNdh formados

por la transcripcidon bidireccional convergente de dos genes parcialmente
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1819 En los casos reportados hasta el momento siempre uno de los

solapados
genes solapados presenta una expresion constitutiva. La induccién de la
expresion del gen complementario activa la formacién del ARNdh el cual es
procesado por DCL1 o DCL2 liberando siARN primarios (Figura 2). Estos siARN
primarios son capaces de inducir el corte sobre el ARNm expresado
constitutivamente. A continuacién, una RDR sintetiza la hebra complementaria
del ARNm cortado. Este corte, genera una molécula de ARNdh que es procesada
de manera procesiva por DCL1 para producir una sucesion de siARNs
denominados nat-siARN secundarios y que estan ubicados en fase de 21 nt cada

uno 18,19.

1.1.3.2 miARNs

Los miARN son moléculas de ARN de aproximadamente 21 nt de longitud
gue regulan negativamente la expresiéon de ARN mensajeros especificos a nivel
post-transcripcional. Se procesan a partir de precursores mas largos (pri-miARNSs)
gue son transcriptos en el nucleo por la ARN polimerasa Il. A diferencia de los
precursores de siARNSs, los pri-miARN forman estructuras en forma de hebilla,
con un tallo doble hebra y un bucle terminal que posteriormente debe ser

procesado para obtener la molécula efectora de 21 nt de longitud (Figura 1).

En la actualidad, se considera que aproximadamente un tercio de los
genes de animales estdn regulados por miARNs *°. Durante este Ultimo tiempo, se
han identificado cientos de miARNs en diversos animales y plantas, al principio
mediante clonado, y mas tarde a través de analisis computacionales de genomas
completos. Al presente hay anotados ca. 21264 miARNs (miRBase, agosto de
2012). A pesar de estos avances en investigaciones relacionadas a miARNs, de los
miles de miARNs identificados, sdlo se conocen las funciones biolégicas de unos

pocos. En el caso de los miARN de plantas, se ha observado que generalmente
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presentan un alto grado de complementariedad con el ARNm blanco y que su

2

principal funcion es llevar a cabo la digestién del mismo !. Sin embargo, en

algunos casos, se ha reportado que estas moléculas cumplen funciones

2223 Una caracteristica particular de los

inhibiendo la sintesis de proteinas
blancos de miARNs de plantas conocidos hasta el momento es que la mayoria
son factores de transcripcion, y que estan principalmente involucrados en la
regulacién del desarrollo o de la diferenciacién celular. En contraste, los ARNms
blanco de los miARNs de animales, generalmente estdn relacionados con
funciones mucho mas diversas. Una caracteristica destacable de estas moléculas
es que tanto en animales como en plantas, una sola especie de miARN puede
unirse a diferentes ARNms blanco y por el contrario, muchos miARNs distintos,
pueden cooperar en el control de un mismo ARNm. Esta posibilidad, genera una

red compleja de regulacion que asegura el funcionamiento correcto de los

distintos procesos bioldgicos *.

1.2 PROCESAMIENTO DE miARNSs
Como se menciond previamente, los miARNs son codificados por el propio
genoma. El genoma de Arabidopsis contiene cientos de regiones que codifican
para miARNs denominadas genes MIR. Los loci de los genes MIR de animales
tienden a estar en “clusters” de miARNs que luego son transcriptos como

> Por el contrario, los genes MIR de plantas

precursores policistronicos
generalmente no estan agrupados y cada gen se transcribe a un precursor que da
lugar a una Unica especie de miARN. Al igual que los genes codificantes de
proteinas, los genes MIR se transcriben por la ARN polimerasa Il y los transcriptos
primarios sufren un agregado de cap en el extremo 5” y una poliadenilacién en el
extremo 3” *°. El miARN estad contenido dentro de la estructura de hebilla del

precursor, que debe ser procesado para liberar el producto final. A pesar de que

los mecanismos de generacién de miARNs comparten caracteristicas comunes en
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animales y plantas, es importante destacar que existen diferencias respecto a las
propiedades de sus precursores y al mecanismo de procesamiento de los
mismos, lo que podria estar relacionado con los distintos roles que cumplen

estas moléculas en cada una de las especies.
1.2.1 BIOGENESIS DE miARNs EN ANIMALES

La biogénesis de miARN en animales ha sido extensamente caracterizada.
La misma, se lleva a cabo en dos pasos separados en tiempo y espacio. La primer
etapa del procesamiento se realiza en el nucleo, donde el complejo
microprocesador formado principalmente por la ARNasa Ill DROSHA y la proteina
de unién a ARNdh DGCR8/PASHA (por sus siglas en inglés, DiGeorge sindrome
critical region gene 8), realiza el primer corte del pri-miARN liberando un
precursor mas corto, el pre-miARN. El complejo microprocesador también
contiene una variedad de cofactores que incluyen la helicasa de ARN p68 (DDX5)
y la p72 (DDX17), asi como ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
(hnRNPs) *’. Estas proteinas auxiliares, pueden tener funciones en la fidelidad,
especificidad y/o en la actividad del corte que realiza DROSHA. DGCR8/PASHA
funciona al menos en parte uniéndose a la regién del pri-miARN que contiene la
juntura entre ARNsh y ARNdh en la base de la hebilla del precursor. Esta
interaccidn, permite que DROSHA realice el corte a una distancia de 11 pares de

bases desde la base *®

. El corte realizado por DROSHA se da de manera
cotranscripcional y genera un producto con dos nucledétidos sobresalientes en el
extremo 3°de la molécula. Este corte caracteristico de este tipo de ARNasas,
permite que el pre-miARN sea reconocido por Exportin 5, que transporta el
sustrato hacia el citoplasma mediante un mecanismo dependiente de Ran-GTP %.
Una vez en el citoplasma, DICER corta los primeros 22 nucleétidos del pre-miARN

con la participacion de las proteinas de union a ARNdh, llamadas Loquacious

(LOQS) y R2D2 en D. melanogaster; y la proteina de unién a ARN TAR (TRBP)

10
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junto con la proteina activadora de PKR (PACT) en mamiferos 2%,

Posteriormente, las dos hebras del miARN son separadas y una de ellas se asocia
con la proteina AGO que forma parte del complejo de RISC. Una vez en el
complejo de silenciamiento, el mIiARN sirve como guia hacia sitios
complementarios dentro de ARNms blanco para mediar la represion de los

mismos (Figura 3).
1.2.2 BIOGENSIS DE miARNs EN PLANTAS

La biogénesis de miARN en plantas difiere sustancialmente con la de
animales. En plantas, ambos cortes del precursor se llevan a cabo en el nucleo,
por la ARNasa Ill, DCL1 *. El primer corte que realiza DCL1 sobre el pri-miARN
genera un precursor plegado mas corto con dos nucledtidos sobresalientes en el
extremo 3° denominado pre-miARN. Este, a continuacién es cortado
nuevamente por la misma enzima para dar un intermediario de miARN doble
hebra *’ (Figura 3). Para que el proceso de biogénesis se lleve a cabo de manera
correcta, DCL1 debe interaccionar con la proteina de uniéon a ARN doble hebra,
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1). Otras proteinas accesorias que contribuyen con la
biogénesis de miARNs son SERRATE (SE) y componentes del complejo de unién a
CAP (CBC) que también son requeridos para la maduracién de transcriptos *™*.
La fosfatasa CPL1, que colocaliza con las proteinas DCL1 y HYL1, participa en en
esta via de una manera indirecta activando a HYL1 por desfosforilaciéon de
residuos especificos **. Por otra parte, mutaciones DAWDLE *, TOUGH *, SICKLE
>y MOS2 *® también afectan la biogénesis de miARNs. Inmediatamente luego de
la maduracién, los duplex miARN-miARN* son protegidos por la accion de la
enzima ARN metil transferasa HEN1, que introduce un metilo en el grupo 2°OH
de la ubicado en el extremo 3" de la ribosa ¥’. A continuacidn, esta molécula es
transportada al citoplasma por el transportador HASTY (HST), que es un

homdlogo del transportador de miARN de animales Exportin 5 *. Una vez en el

11
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Figura 3: Biogénesis de miARNSs en (a) animales y (b) plantas
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citoplasma, una hebra del duplex se asocia con AGO vy sirve como guia para el
complejo RISC, que corta ARNms complementarios al miARN en el centro de la

regidn apareada 2.
1.2.2.1 PROTEINAS DE PROCESAMIENTO DE PLANTAS

El reconocimiento de ARN por las proteinas encargadas de su

procesamiento juega un rol esencial en la biogénesis de miARN. En plantas, la

12
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proteina ARNasa lll que cumple la funcidn principal en la sintesis de miARN es la
proteina tipo DICER, DCL1, que realiza cortes en el ARNdh para liberar el
producto final. La precision del corte, se ve fuertemente mejorada ante la

presencia de las proteinas accesorias HYL1 y SE.
1.2.2.1.1 DICER

Las proteinas DICER son endorribonucleasas multidominio de gran tamafio
gue juegan una funcion central en las vias de miARNs y de ARNi. Las proteinas
DICER se encuentran presentes en la mayoria de los eucariotas, con un niumero
de copias y estructura de dominios que varia entre los distintos organismos. En
Arabidopsis thaliana, existen cuatro enzimas de tipo DICER, dos en Drosophila
melanogaster y una en mamiferos, Caenorhabditis elegans, Schizosaccharomyces

#. Las proteinas DICER de eucariotas

pombe y en otras especies de levaduras
inferiores, generalmente tienen una organizacion de dominios poco compleja,
con un dominio PAZ, seguido de dos dominios ARNasa Il *°. En contraste, las
DICER tipicas de eucariotas contienen un dominio DEAD helicasa en el extremo
N-terminal, seguido de un dominio de funcién desconocida (DUF283 o dsRBF en
plantas), un dominio PAZ, dos dominios ARNasa IIl y al menos un dominio de
unién a ARNdh (dsRBD) (Figura 4). Las funciones de algunos de los dominios de
DICER no estan completamente establecidas. Los dominios PAZ y ARNasa Il de
DICER humana han sido extensamente estudiados y se ha determinado que estan
involucrados en la unidn a ARN y/o en el clivaje del sustrato, actuando como una

| %3, El dominio

regla molecular determinando la longitud del producto fina
helicasa, participa en la seleccién de sustrato, debido a que es capaz de distinguir
entre los duplex perfectos de ARN y aquellos que tienen estructura de hebilla, ya
gue tiene una mayor afinidad por estos ultimos. Ademads, juega un rol muy
54-56

importante en la catalisis, manteniendo a DICER en un estado semi-inhibido

Este dominio también es mediador en la interaccién entre DICER y su par, TRBP

13



INTRODUCCION

de Homo sapiens. Se ha observado que esta interaccion, estimula la actividad de
la proteina, lo que sugiere que las proteinas accesorias podrian modular la
inhibicion ejercida por la helicasa *****”°%, Por ultimo, los roles de los dominios

DUF/dsRBF y dsRBDs son menos conocidos hasta el momento ***%%,

4 . | . |
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Figura 4: Distribucion de dominios de las proteinas involucradas en la biogénesis de
miARN en plantas. Los dominios tipo dsRBD se muestran como rectdngulos de color violeta

En plantas, existen cuatro enzimas de tipo DICER llamadas DCL1-4. Cada
una de ellas tiene funciones especificas en las distintas vias de generacién de las
moléculas efectoras del ARNi, sin embrago, existe redundancia funcional entre
los miembros de esta familia. De estas cuatro enzimas, DCL1 es la principal y
Unica responsable de la generacion de miARNs. La pérdida de funcién de la
proteina en plantas, resulta letal para el embrion de A. thaliana, lo que sugiere
gue no existe otra DCL que sea capaz de procesar eficientemente a los
precursores de miARNs con estructuras de hebilla o de localizarse en el tejido

adecuado al momento de cumplir su funcidn esencial *+,

DCL1 es una proteina de 1906 aminoacidos, su estructura de dominios es
similar a la de las proteinas DICER candnicas, con la diferencia que presenta un
dsRBD extra en el extremo C-terminal (DCL1-B). A diferencia de las proteinas
DICER de mamiferos, que ejecutan un Unico ciclo catalitico para liberar el
miARN/miARN* de los precursores, DCL1 debe ejecutar al menos dos cortes para
producir los duplex de ARN pequefios. En este sentido, DCL1 realiza

simultaneamente las funciones que en animales llevan a cabo los complejos
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proteicos formados por DROSHA y DICER. DCL1 corta pri-miARNs de manera
procesiva, y de este modo, es capaz de generar ARN pequefos a partir de los
precursores aun en ausencia de HYL y SE. Sin embrago, se ha demostrado que
tanto la velocidad de reaccién como la precisiéon en el corte se ve altamente
mejorada con la presencia de las proteinas auxilares ®. A partir de estudios
realizados con microscopia de fluorescencia, se observd que tanto DCL1 como
HYL1 colocalizan en sitios bien definidos dentro del nucleo de las células
vegetales llamados cuerpos D (D-bodies, en inglés), mientras que la localizacion
de SE no esta restringida a estos sitios puntuales, sino que es mas heterogénea.
Esta diferencia en la localizacion de SE respecto a las otras dos proteinas, sugiere
gue podria estar involucrada en otras funciones ademas del procesamiento de

precursores de miARNs ®, mientras que HYL1 si seria especifica de esta via.

Los sustratos de DCL1, pre- y pri-miARN son oligonucledtidos de ARN cuya
caracteristica comun es su estructura secundaria en forma de hebilla. Estos
precursores no poseen una secuencia comun que pueda ser reconocida "%, A su
vez, sus tamanos y estructuras son mucho mas heterogéneos que los de los

precursores de animales °*¢’

. A pesar de esto, DCL1 junto con las proteinas
accesorias de procesamiento, son capaces de liberar con precision la secuencia

especifica del miARN a partir del pri-miARN *’.
1.2.2.1.2 HYL1

HYL1 es una proteina que pertenece a la familia de proteinas de unién a
ARN. Tanto HYL1 como SE son capaces de interaccionar con DCL1 en los cuerpos
D, donde regulan positivamente la eficiencia y precisiéon de procesamiento de los
mIiARN %870 |35 plantas con mutaciones en HYL1 presentan un fenotipo
pleiotropico, con disminucion en el crecimiento radicular, hojas hiponasticas

(curvatura hacia arriba), retardo en el crecimiento, mayor cantidad de brotes
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laterales, menor fertilidad y alteracion en la respuesta a hormonas (Figura 5) .
Las plantas con fenotipo hyl/1, presentan acumulacidn de precursores de miARN y
niveles bajos de miARN, lo que indica que la ausencia de una proteina HYL1

funcional afecta el sistema a nivel del procesamiento 7>,

SEIVEIE

Figura 5: Comparacion fenotipica de plantas de Arabidopsis
thaliana. (A) Forma silvestre de la planta ecotipo Columbia-0. (B)
Arabidopsis thaliana con genotipo hyl1.

Estructuralmente, HYL1 contiene dos dominios de union a ARN doble
hebra en el extremo N-terminal (residuos 1-170), seguido por una sefal de
localizacién nuclear (NLS) y una regidon desestructurada hacia el extremo C-
terminal que contiene una secuencia de seis repeticiones de 28 aminoacidos
(resiudos 171-419). Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro que los dos
dominios dsRBD de HYL1 son necesarios y suficientes para el funcionamiento

7>y que el primero seria el principal responsable del

correcto de la proteina
reconocimiento de sustrato ’®”’. Estudios bioquimicos y estructurales revelaron
qgue el primer dsRBD de HYL1 confiere la capacidad para unirse al ARNdh,
mientras que el segundo participaria en interacciones proteina-proteina. Si bien
HYL1 es una proteina especifica de plantas, se ha sugerido que podria participar

en la selecciéon de hebra del duplex de miARN y la carga de la misma en el

complejo RISC de manera andloga a TRBP de animales "8, con la que comparte
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parcialmente la arquitectura de dominios.
1.2.2.1.3 SERRATE

SE es un componente esencial para el procesamiento eficiente y preciso
de miARNs en plantas. Los alelos nulos de se son letales para el embridn,
mientras que alelos mas débiles son pleiotrépicos y exhiben hojas aserradas,
hiponasticas y plantas con fertilidad reducida. En Arabidopsis, SE controla el
desarrollo de hojas, la actividad meristematica y la arquitectura de las

74,79,80

inflorescencias . Al igual de lo que ocurre con plantas deficientes en HYL1,

los niveles de miARN en plantas mutadas en el gen se son bajos respecto a los de

plantas silvestres, mientras que los niveles de pri-miARNs estan aumentados *®’°.

La arquitectura de dominios de la proteina SE consiste en multiples
sefiales de localizacion nuclear en el extremo N-terminal, un dominio Mid, un
dominio dedos de zinc de tipo C2H2 y un tallo desestructurado hacia el extremo
C-terminal. En animales, plantas y hongos, existen genes homélogos a se, sin
embargo, la similitud entre ellos no es demasiado grande . Una mutacién en el
gen se de pez cebra tiene un fenotipo letal para el embridn, indicando que SE

tiene una funcién crucial durante el desarrollo en animales .

SE es capaz de unir ARN doble hebra a través del dominio dedos de zincy
el extremo C-terminal desestructurado, pero también cumple una funcién
guiando al sustrato hacia la maquinaria de procesamiento, ya que interacciona
con la proteina del complejo macromolecular, HYL1 #. SE se expresa en el nicleo,
al igual que DCL1 y HYL1, sin embargo, a diferencia de estas proteinas, su
expresion no es constitutiva, sino que esta limitada a tejidos y a etapas del

8, Posiblemente SE funcione como una plataforma de

desarrollo especificas
reclutamiento de sustrato y de proteinas de procesamiento, y su expresion

diferencial sea responsable de algun tipo de regulacién de los miARN.
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1.2.2.1.4 CBC

El complejo nuclear de unién a cap (CBC), es un heterodimero formado
por dos subunidades, la proteina de unién a cap 80 (CBP80) y CBP20 ®. En
Arabidopsis, CPB80/ABA HYPERSENSITIVE1 (ABH1) fueron identificadas a partir
de una busqueda de mutantes con respuesta alterada a acido abscisico (ABA) 2.
Cpb80/abh1 confiere hipersensibilidad al ABA e incrementa la resistencia a
sequia ®. Los alelos nulos de cbp80/abhl y cbp20 presentan un fenotipo con

74808485 indicando que el

hojas aserradas, que es similar a los alelos débiles de se
complejo CBC y SE podrian tener funciones solapadas. En efecto, cbo80/abh1 y
cbp20 causan defectos en los cortes de los pre-miARNs, reducen los niveles de
miARNs y aumentan los niveles de pri-miARNs, demostrando que al igual que SE,
el complejo CBC esta involucrado tanto en los cortes del pre-miARN como de la
biogénesis de miARNs **%¢, Estos resultados, también sugieren una funcién de la
estructura del cap, facilitando el procesamiento del pri-miARN ademas de su

funcidn relacionada al control de la estabilidad del precursor 2*%’.

1.3 REGULACION DE LA ViA DE miARNs

Por tratarse de moléculas reguladoras esenciales, los niveles de miARNs
deben ser estrictamente regulados para mantener la homeostasis celular. La
desregulacion del proceso de biogénesis de miARNs, altera la cantidad de
moléculas efectoras, lo que modifica los niveles de sus blancos y en ultima
instancia, afecta severamente el metabolismo celular. A pesar de su relevancia
en el desarrollo celular, hasta el momento no se ha demostrado la existencia de
algun tipo de regulacidon especifico sobre el procesamiento de precursores de
miARNs de plantas. Sin embargo, algunos estudios, han aportado informacion
valiosa sobre algunas formas de regulacidn transcripcional y post-transcripcional

de las proteinas de procesamiento. Por un lado, se han encontrado en los
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promotores de muchos genes de miARNs de plantas, motivos de unién tejido
especificos y para factores de transcripcion regulados por estrés ®. Por otro lado,
las proteinas DCL1, AGO-1 y AGO-2 de A. thaliana son reguladas por un
mecanismo de retroalimentaciéon negativa. Los genes que codifican para estas
proteinas, poseen sitios blancos de miARNs. Por ejemplo, el miR162 y el miR414
inhiben la expresidn del gen dcl1 ¥°°. La presencia de estos sitios blanco, provoca
gue cambios temporales o espaciales en la expresion de estos miARNs, efecten
los niveles de DCL1 y por lo tanto los niveles globales de los miARNs. Los mismos
principios se pueden aplicar en la regulacién de AGO1 2 y AGO2 ¢, que son
regulados por el miR168 y el miR403, respectivamente. En particular la
homeostasis de AGO1 es alcanzada por varios ciclos regulatorios que permiten
qgue las rutas de los miARN y siARN funcionen correctamente. Estos ciclos
incluyen el corte de ARNm de AGO1 mediado por miR168 %%, el aumento en la
acumulacion de los niveles de miR168 cuando se incrementan los niveles de

AGO1 °vy la represidn traduccional de AGO1 mediada por AGO10 *.

Se ha demostrado que la velocidad de degradacion de los miARNs es una
forma importante de regulacién de su actividad. Por ejemplo, en A. thaliana el
“apagamiento” de genes que codifican para nucleasas SDN (del inglés, small RNA
dependent nucleases), encargadas de cortar miARNs, llevan a la acumulacién de
estas moléculas pequefias y a la presencia de numerosos defectos en el

% Nucleasas similares en nemdtodos cortan ARN

desarrollo de las plantas
pequeios, incluyendo miARNSs, en la direccidn 5°a 3", mientras que en plantas las
nucleasas SDN actuan en la direccion opuesta . La presencia de la cola poli(U)
en el extremos del miARN, inhibe su degradacion por parte de las nucleasas SDN
% Otro ejemplo de regulacién del procesamiento general fue descripto en un

trabajo en el que se demostrd que la sobreexpresion en Arabidopsis de un

elemento de ARN denominado SINE (del inglés, short interspaced elements)
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genera fenotipos que se asemejan a mutantes en el procesamiento. Se demostro
qgue las estructuras de tallo y burbuja de SINE imitan estructuras de precursores
de miARNs y se unen a HYL1 *. Estos resultados sugieren que la expresion
especifica del ARN SINE en un determinado tejido o estadio del desarrollo podria

modular la produccién de miARNs por competencia con HYL1.

1.4 RECONOCIMIENTO DE SUSTRATO EN LA BIOGENESIS DE miARNs
1.4.1 DETERMINANTES ESTRUCTURALES DE LOS PRECURSORES DE miARN

Una caracteristica distintiva de las enzimas tipo DICER es que son capaces
de digerir de manera procesiva moléculas de ARN doble hebra, liberando
fragmentos de 22 pb que corresponden al par miARN/miARN* o siARN/siARN* °*,
Por esta razon, la secuencia del miARN maduro va a estar definida por la posicion
en que se realice el primer corte en el precursor, dado que el segundo corte es
realizado por DICER a una distancia de 22 pb del extremo. En el procesamiento
de miARN, el posicionamiento adecuado del primer corte define el registro de
procesamiento que determina la secuencia del producto final. El miARN es un
mensaje de solo 22 letras, por lo que un desplazamiento en la digestion del
precursor altera sustancialmente su secuencia y por consiguiente el efecto que

tiene el producto en la regulacion post-transcripcional.

La estructura de los precursores de miARN juega un papel muy importante

en el mecanismo de procesamiento °°

Los precursores de animales se
caracterizan por presentar una estructura con un tallo imperfecto de una
longitud de ~65 nt, seguido por segmentos inestables de ARN en sus extremos.
Estos segmentos son: un bucle terminal hacia un extremo y ARNsh hacia el otro.
De esta manera, el miARN animal puede ser dividido en cinco partes: un bucle

terminal, un duplex, miARN/miARN*, un tallo inferior y secuencias flanqueantes

simple hebra (segmentos basales). El miARN/miARN* posee una longitud de ~22
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pb (dos vueltas de hélice). En animales, la mayor parte de la especificidad en la
seleccion de la secuencia del miARN dentro del precursor esta dada por el primer
corte realizado por DROSHA-DGCR8, que actua como una regla molecular,
cortando a aproximadamente 11 nucleétidos desde el comienzo de la estructura
de hebilla %, Esta distancia es constante en los precursores caracterizados hasta
el momento, y determina la posicion del miARN en el pri-miARN vy, por lo tanto,
su secuencia. Los precursores de miARNs de plantas constituyen un amplio rango
de estructuras, son muy heterogéneos y sus tamafios varian entre 50 a 900 nt
66190 Sin embargo, ha sido posible identificar distintas familias de precursores que
comparten caracteristicas estructurales comunes y que, en ultima instancia, se
asocian a distintos mecanismos de procesamiento. El primer mecanismo de
procesamiento se denomind mecanismo corto desde la base al bucle. Ocurre en
precursores que contienen una regidén con una protuberancia, seguida de un tallo
menor de aproximadamente 15-16 bases parcialmente desapareadas ubicado
debajo de la secuencia del miARN/miARN*. En esta regidn de reconocimiento, las

bases consecutivas desapareadas nunca son mdas de 3 9%

En un trabajo
realizado recientemente, se demostrd que existe otro tipo de procesamiento
similar que involucra a la familia de MIR169. Los precursores de estos miARNs,
tienen un sitio de corte ubicado a 21 nt desde la base proximal del
miARN/miARN*, por lo que necesitan un corte adicional para que se libere la
molécula efectora. Este tipo de procesamiento se denomindé mecanismo largo
desde la base a bucle . La diferencia principal con el mecanismo de base a
bucle candnico radica en que estos precursores necesitan tres eventos de corte
donde el miARN es liberado por el segundo y tercer corte. Durante este tipo de
procesamiento, ademas de producir el miARN, se generan ARN pequefios

adicionales que generalmente se acumulan en bajos niveles. En ambos casos el

determinante estructural reconocido es un tallo menor con bases parcialmente
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apareadas. Sin embargo, esta estructura no estd presente en todos los
precursores de plantas . Otra familia de precursores que incluye a los MIR319 y
MIR159 no presentan ninguna region estructurada en la parte inferior del
miARN, pero se caracterizan por tener un un tallo superior conservado extenso
gue se procesa desde el bucle a la base. En este mecanismo, DCL1 realiza cuatro

6619 generando otros ARN pequefios %', Recientemente, se

cortes secuenciales
ha identificado un grupo de precursores que tiene una regidon terminal de
longitud conservada (~42 nt) y un pequeiio bucle que. Este grupo de precursores
se procesa por un mecanismo corto desde el bucle a la base, donde lIa
maquinaria de procesamiento es guiada por un segmento del tallo superior y a

partir de dos cortes, se libera el miARN %,
1.5 DOMINIOS dsRBDs

Durante el procesamiento de miARNs participan distintas proteinas. Una
caracteristica distintiva de las mismas es la capacidad de unir ARNdh. En este
sentido, los dominios de unidn a ARN doble hebra cobran un rol sumamente
importante tanto para el reclutamiento del sustrato como para el
posicionamiento correcto de los sitios activos. En conjunto las proteinas que
forman el complejo de procesamiento de plantas poseen siete dominios con
capacidad de unir ARN '®%. Cuatro de ellos pertenecen a la familia de dominios
dsRBD, de los cuales se ha demostrado que reconocen especificamente variantes
de motivos de ARN doble hebra '®. Un quinto dominio, el dominio DICER-dsRBF,
posee un plegamiento de tipo dsRBD, aunque aparentemente no une ARN y
estaria involucrado en la unién a otras proteinas '*°. Los restantes son un dominio
PAZ en DCL1, cuyos homodlogos han sido extensamente caracterizados en

diferentes proteinas, y un dominio tipo dedo de Zn(ll) en SERRATE (Figura 4).

Los dominios dsRBD tienen la particularidad de reconocer variantes de
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19 Estos dominios adoptan un plegamiento

segmentos de ARN doble hebra
comun afBpa, donde las dos hélices a se apoyan sobre una misma cara de la
lamina B. La interaccion con ARN doble hebra ha sido caracterizada a partir de la
resolucidn de estructuras de complejos dsRBD-ARNdh ' En dichas
estructuras, se pudo observar que durante la interaccién, la proteina se apoya
sobre una cara de la hélice del ARNdh y se extiende 16 pb del sustrato, lo que
constituye una vuelta y media de hélice. El patron de interaccion de los dsRBDs
esta definido por tres regiones. La region 1, ubicada en la primer hélice , donde
hace contacto con el surco menor del ARN; la regidon 3 definida por el bucle 4 y
parte de la hélice 2, que hace contactos con el surco mayor; y la regiéon 2,

formada por el bucle 2 que interacciona con el surco menor de la misma cara de

la hélice que la region 1 (Figura 6).

Si bien estd establecido que
la principal funcion de los dsRBDs
es el reclutamiento de moléculas
de ARN hacia una proteina
multidominio, se ha observado
gue los mismos, son capaces de

interaccionar con distintas clases

Surco menor Surco mayor Surco menor

de macromoléculas. Por ejemplo,
. Figura 6: Vista global de la superficie
los dsRBDs de STAUFEN tienen . L )

de unioén al ARN candnica del complejo ARN y
funciones de unién a proteina y el dsRBD1 de ADAR2 (pdb 2L3C). La regidn 1
. , hélice a 1) y la region 2 (bucle 2) se insertan
ARN y las mismas estan { )y g { ) J N

en dos surcos menores sucesivos. La regién 3
claramente separadas en los (bucle 4) contacta el esqueleto fosfodiester

del surco mayor del ARN ?*2,

distintos dsRBDs. Los dsRBD 1, 3 y

4  muestran capacidad de

interaccionar con el ARN mientras que dsRBD 5 y dsRBD 2 actian como motivos
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de interaccién con proteinas. Sin embargo, la unién al ARN y proteina no son
mutuamente excluyentes. Ademas de la unién al ARNdh, los dsRBDs de PKR
aislados son capaces de formar heterodimeros con PKR completa a partir de la
interaccidon entre sus dsRBDs '*°. Otras interacciones proteina-proteina han sido
observadas en proteinas PACT y TRBP, cuyos dsRBDs son capaces de formar
heterodimeros independientes de ARN con los dsRBDs de PKR y de esta manera

modulan su actividad **"**®

. Los dsRBDs no sdlo son capaces de interaccionar con
otros dsRBDs, sino que lo hacen con dominios de otro tipo en forma inter o
intramolecular. Se ha demostrado que el dsRBD2 de PKR es capaz de
interaccionar con el dominio quinasa de la misma proteina. Esta interaccién
bloquea la accesibilidad de la proteina hacia el sustrato y de esta manera se
produce su autoinhibicién '°. Una interaccién similar se ha observado entre el
dsRBD y el dominio catalitico de la ARNasa Ill de Aquifex aeolicus . También
existen interacciones entre dsRBDs y dominios no cataliticos. El dsRBD5 de
STAUFEN de D. melanogaster interacciona con la proteina MIRANDA, que media
la localizacidn de proteinas y ARN en el sistema nervioso durante el desarrollo **°.
A pesar de ser una caracteristica comun a varios dsRBD, hasta el momento no se
ha caracterizado estructuralmente ningin complejo dsRBD:proteina, ni se conoce
si existen regiones o residuos que participen preferencialmente en este tipo de
interacciones. Ademas de unir ARNdh y proteina, algunos de estos dominios
tienen la capacidad de unir también moléculas de ADN. Los primeros 250
aminoacidos de RHA contienen dos dsRBDs y en esa misma region se ha
reportado una acitividad de unién a ADNdh ***. Hasta el momento, no estd muy
claro la forma en que RHA puede unir tanto la hélice A de ARN como la hélice B
de ADN, aunque un estudio de mutagénesis, sugiere que la unién puede
involucrar dos grupos de residuos distintos pero solapados, que incluyen a el

primer dsRBD y una extensién del extremo C-terminal. Otro dsRBD capaz de unir
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tanto ARNdh como ADNdh es el dominio no candénico de S. pombe. Si bien hasta
el momento no estd establecido el mecanismo de reconocimiento se sospecha
qgue las caracteristicas estructurales particulares de este dominio (extension C-
terminal, localizacién inusual de la hélice al e insercidn en el bucle B1-f2) serian

los responsables de esta capacidad de unidn dual.

Ademds de interaccionar con &cidos nucleicos y proteinas, se ha
demostrado que este pequeiio dominio es capaz de cumplir con otras funciones.
XLRBPA y su dsRBD aislado, asi como el primer dsRBD de PKR, poseen actividad
de anillado de hebras de ARN ***'*, Esto es consistente con el descubrimiento de
que los dsRBDs de PKR son capaces de estirar el ARN que contiene bases
desapareadas o protuberancias '**, y también puede ayudar a explicar algunos
efectos de cooperatividad en la union de ARNdh por parte de los dsRBDs
ubicados en tandem. Quizas la actividad tipo chaperona de estos dsRBDs que son
deficientes en la unién al ARN y proteinas puede facilitar el anillado de las hebras
y el replegamiento de sustratos de ARN para un correcto reconocimiento por

dsRBDs vecinos.

Otras funciones de los dsRBDs se relacionan con la regulacidon de la
actividad catalitica de la proteina que los contiene. PKR es un componente vital
para el mecanismo celular antiviral y la unién a ARNdh, que se sintetiza en
grandes cantidades durante una infeccidn viral, puede resultar en la dimerizacién
de la proteina y la subsecuente autofosforilacién y activacién de la misma '*. La
actividad quinasa de PKR es inhibida por un ARN codificado por el virus y por
inhibidores proteicos tales como el ARN VA del adenovirus y la proteina

119,126

portadora de un dsRBD, E3L del virus de la vacuna . Dicha funcién es

también fuertemente regulada por factores celulares tales como el activador
117,118

proteico, PACT y el inhibidor, TRBP que contienen tres dsRBDs cada uno

Esta red de interacciones esta basada en algunos contactos entre dsRBDs;
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dsRBDs-quinasa y dsRBD-ARNdh, y su nucleo estd formado por una unidad
regulatoria formada por los dsRBDs de PKR en tandem. De manera similar, estas
interacciones complejas ocurren en los tres dsRBDs de la enzima de edicidn de

ARN (ADAR1) 177,

Otra funciéon que desempefian los dsRBDs estd relacionada a la
localizacién, ya que son capaces de actuar como sefales de localizaciéon nuclear
atipicas. Un ejemplo de esto es el tercer dsRBD de ADAR1, y el dsRBD no
candnico de DICER de S. pombe ****°, Recientemente se ha reportado que el
dsRBD de DICER humana actia como una NLS no clasica cuando se expresa el
dsRBD fusionado a un gen reportero, sin embargo, esta funcion es inhibida
cuando el dominio se encuentra en el contexto de la proteina completa. En este
mismo trabajo, se demostré también que no todos los dsRBDs son capaces de
actuar como NLSs, lo que indica que el direccionamiento nuclear no es una

propiedad general de este tipo de dominios .

1.5.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOS dsRBDs

El dsRBD es un dominio de ~65-70 aminodcidos que estd presente en
eucariotas, procariotas y en proteinas virales. Este dominio, que interacciona
principalmente con el ARNdh fue inicialmente reconocido en 1992 como un
dominio funcional conservado. Esto se logré por homologia de secuencia entre
tres proteinas diferentes: STAUFEN, una proteina responsable de la localizacion
del ARNm en Drosophila; TRBP, una proteina multifuncional que fue inicialmente
caracterizada como un activador de la expresion del gen HIV-1; y la proteina A de
Xenopus laevis (XLRBPA), que es un homdlogo de TRBP **2. En el mismo estudio,
la busqueda en bases de datos permitio la identificacién de otras proteinas que
contenian una copia del dominio. Al mismo tiempo, diferentes dominios fueron

caracterizados como dominios de unién a ARNdh en proteinas como PKR, una
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h ¥ En la figura 7 se muestra un

protein quinasa dependiente de ARNd
alineamiento de secuencias de dsRBDs de distintos organismos con la secuencia
consenso debajo. Como puede observarse, la regién C-terminal es la mas
conservada. Los dos primeros tercios son mas divergentes, y en algunos casos,
donde la variacién en esta regién es demasiado elevada, los dsRBD se clasifican

como dsRBD tipo B. Se ha demostrado que los dsRBD de este tipo, presentan una

menor actividad para unir el ARNdh que los dsRBD con secuencias mas

. 132,136
conservadas en el extremo N-terminal “>**°.
N T N Yoo A
Dm-Staufen-ds1/1-68 TP»-MCLVNILARYN-KI »THQIRLTEERG--PAICKTFTVTLML-G ------ DEEYSADGFK I KKAQHLAASKAIEETMY -
Dm-Staufen-ds3/1-68 SP - -l SQVHEIG | KR-NM-TVHFKVLREEG - -PAHMKNE ITACIV-G---- - - KRAAEKMLVELQK -

Dm-Staufen-ds4/1-71 NP - - I TKL | QLQQTRKEK - EP I FEL | AKNGNETARRREFVMEVSASG - - - - - -
Hs-PKR-ds1/1-69  FF - -MEELNTNMRQKQGYV - »VLKIQEL PNSG- -PPEDRRETFQVIIDG- - - - - -

RNAAQALFELLEA -
NAAAKLAVE | LNK -

Hs-PKR-ds2/1-68 NY - -1IGLINRIAQKKRL - -TVN¥EQCASGV - - -HGPEGFHYKCKMGQ- - - - - - KEYSIGTGS QLAAKLA.LQILS-
Hs-PACT-ds1/1-68 TP - -1QVLHE¥GMKT -KN- IPV¥ECERSDV - -QIHVPTETFRVTV-G- - - - - - HRAAEAAINILKA -
Hs-PACT-ds2/1-69 NP - - 1GSLQELA I HHGWR -LPE¥TL SQEGG - - PA KRE.TTICRLESF ------- RNAAEKFLAKFESN -

XI-RBPA-ds1/1-68 TP--IQLLH.FGTKT-GN-HPV.TLEKAEG--QA.NPSFTFRLVIGDI ------- QKAA.FALNILRG-
XI-RBPA-ds2/1-69 NP--VGSLQ.LAVQKGWR-LPEITVAQESG--PP.KREFTITCRVETF ------- RVAA.KLLTKFKT-
Hs-TRBP-ds1/1-68 TP--ISLLQ-GTRI -GK-TPV.DLLKAEG--QA.QPNFTFRVTV-G ------ HKAA.VALKHLKG-
Hs-TRBP-ds2/1-69 NP - -VGALQEVVQKGWR»LPE TVTQESG - -PAHRKEFTMTCRVERF - - - - - - - RNAAAKMLLRVHT -
Hs-DGCR8-ds1/1-68 SE - -VCILH MQRVLKV -RPV¥NFFECEN- -PS--EPFGASVTIDGV- - - - - - TYGSGTAS NKAARATLEILIP -
Hs-DGCR8-ds2/1-69 SP--lQILH.CLKRNHGMGDTSIKFEVVPG--KNQKSE.VMAC --------- QLASKQILQLLHP -
Hs-ADAR1-ds1/1-69 NP--ISGLL-AQFASQ--TCEFNMIEQSG--PPIEPRFKFQVVING ------ QDAAMKAMT ILLE -
Hs-ADAR1-ds2/1-69 SP--VTTLL.CMHKLGN--SCEFRLLSKEG--PA EPKFQYCVAVGA- - - - - - QMAA.EAMKALHG-

Hs-ADAR2-ds1/1-64 NA - -LMQLNE I KPG - - - - - - LQ¥TLLSQTG- -PVHAPLFEVMSVEVNG - - - - - - LHAAEKALRSFVAQ -
Hs-ADAR2-ds2/1-64 NP - -VM | LNELRPG - - - - - - LKNDFLSESG- -ESHAKSFVMSVVVDG - - - - - - ARAAQSALAAIIFN -
Dm-ADAR-ds1/1-64 NT - -VAMLNELRHG - - - - - - LIIKLESQTG--PV.APLFTISVEVDG ------ QKY -LGQGR | EAAATALRSF 1 Q-
Dm-ADAR-ds2/1-64 GP - -VMLLYELFND- - - - - - VNFECINIDG- - AQNNCREKMTVTINE - - - - - - NAAAKAALASLCN -
Hs-Dicer/1-63 SP--VRELL.MEPETA ----- KESPA - - - - - ERT.DGKVR\/TVEVVG ------ SAAARRALRSLKA -
Sc-Rnt1/1-69 NA - - RQLYSLIGYASL RLHIVTVKKPT---AVDPNSIVECRVGDG »»»»» IAG | RAAENALRDKKM -
Ec-ARNasalll/1-71 DP - - TRLQ LQGRHLP-LPT LVVQVRG--EA.DQEFTIHCQVSGL ----- KAEQAAAEQALKKLEL -

Aa-ARNasalll/1-69 DY - - TILQ | TQKRWKE -RPENRL | SVEG - -PHHKKKE | VEAKIIKEY - - - - - - EAEQRAAEEL IKLLEE -
At-HYL1-ds1/1-70 VF - - SRLQ AQKYKLP -TPV¥EIVK-EG- -PSHKSLFQSTVILDGV - - - - - RYNSLPGFFNRKAAEQSAAEVALRELAK -
At-HYL1-ds2/1-70 LC-- NLLQ-AQKMNYA-IPLlQCQKVET--LGRVTQFTCTVEIGGI ----- K-YTGAATR DAE | SAGRTALLAIQS -

At-DCL1-ds1/1-64 VRELQ RCQQQ-AE-GLE¥KASRSGN--TATVEVF I DGVQVGVA - - - - - - - - - - - MAQKLAARNALAALKE -
At-DCL1-ds2/1-78 QPFTRQTLN.ICLRKNWP»MPSIRCVKEGG--PA.AKRFTFGVRVNTSDRGWTDECIGEPMP.\/ KA.DSAAVLLLELLNK-

Sec consenso (>40%) P - - - - - L-lL --------- P-l ------ G--F’-l"'F"'V'V'G """""" G'G'-‘Al"AAl-AL--L---
AA conservados plegam p - - - - - L--L--------- P-l --------------- F---M-VM-G----------~- G'G'l"'A"'AA--AL”L“>
AA conservados unién - - - - - - - - l ------------ l ------ G--P -l- B I -. .l ..............
AA de unién alternavos - - |- - - -f------------ ------ B--F-BH--B------------------------ BR-----------------
Estructura secundaria Alfa 1 Beta 1 Beta 2 Beta 3 Alfa 2

Regiones de interaccién Region 1 Regi6n 2 Regién 3

Figura 7: Alineamiento de secuencias de dsRBDs de Homo sapiens (Hs), D. melanogaster
(Ds), S. cerevisiae (Sc), X. laevis (XI), A. thaliana (Ath) y E. coli (Ec). El alineamiento estd
coloreado por conservacion (>40%) y propiedades de los aminodcidos (AA). Debajo del
alineamiento se muestran los AA conservados para el plegamiento y/o para la unién a ARNdh y
los elementos de estructura secundaria. También se indican las tres regiones candnicas de
interaccion.
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Las primeras estructuras tridimensionales de dsRBDs, fueron resueltas por
RMN en solucién, y correspondian al dsRBD de la ARNasa Ill de E. coli y al tercer
dsRBD de STAUFEN de Drosophila. A partir de las mismas, se pudo distinguir un
plegamiento mixto a/B con una topologia conservada aBBpa donde las dos
hélices a estdn empacadas contra las tres ldminas B antiparalelas **"**, Hasta el
momento, se han determinado alrededor de 30 estructuras de dsRBDs ya sea por
RMN como por cristalografia de rayos X. Estas estructuras confirmaron dicha
topologia y las propiedades caracteristicas del plegamiento de dsRBDs, aunque
también, se han descubierto algunas variaciones y algunas extensiones respecto

al plegamiento candnico de los mismos.

La estructura del segundo dsRBD de XLRBPA constituye el arqueotipo de
un dominio dsRBD candnico '*'. Este dsRBD esta representado en la figura 8. Los
residuos conservados que coinciden con la secuencia consenso (>40 %) del
alineamiento de la figura 7 estan resaltados y se muestran como palos en la

estructura. Estos residuos parecen ser conservados y la posible explicacidon a esto

Figura 8: Estructura tridimensional del dsRBD candnico XIRBPA-ds" (pdb 1DI2). En azul
estdn representadas las hélices a y en amarillo las Idminas 8. Los residuos conservados estdn
indicados como palos **,
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seria que por un lado, mantienen estable el nucleo hidrofébico con las dos
hélices o empaquetadas sobre las laminas B y por otro lado, mantienen las
capacidades de unién en forma éptima. Mediante andlisis mutacionales llevados
a cabo en diferentes dsRBDs, se ha demostrado que existen tres regiones que
resultan importantes para la union a ARNdh como se menciond previamente en
el apartado 1.5 > En cada una de estas regiones, existen residuos o
motivos conservados: la cadena lateral de E8 en la hélice al, el motivo
conservado GPxH en el bucle B1-B2 y los residuos cargados positivamente en el
motivo KKxAK al comienzo de la hélice a2. En estas tres regiones, la conservacion
de residuos puede explicarse debido a su importancia en la unién al sustrato

(Figura 9).

bits

I1§CAM

1o

53
54
55

Figura 9: Logo de secuencia de prosite (http://prosite.expasy.orq/PDOC50137). El tamafio de la

letra que representa al residuo indica la probabilidad de encontrar al mismo en una posicion
dada dentro de la secuencia primaria en la familia. En rojo se resaltan las regiones de union al
ARNdh.

1.5.2 VARIACIONES RESPECTO A LOS dsRBDs CANONICOS

Aunque las estructuras de los dsRBDs estan generalmente conservadas, se

han encontrado algunas variaciones, especialmente en dos regiones del dominio.
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La primer regién de variabilidad consiste en el bucle entre la hélice al vy la lamina
B1. Ademas, la longitud de la hélice al a veces puede ser menor como en el caso
de la ARNasa lll de levaduras, la ADAR2 de mamiferos y ADAR de Drosophila.
Hasta el momento no se han encontrado propiedades particulares en términos
de unidn al sustrato en estos dsRBDs con hélice al mas cortas '*>'*. La segunda
region variable respecto a los dsRBDs candnicos incluye el bucle que conecta a la
lamina B1 con la B2. Este bucle que generalmente tiene seis aminoacidos de
longitud puede incorporar una insercién como es el caso de DCR1 de S. pombe y
de HEN1 de A. thaliana ******. En el caso de DCR1 de S. pombe, este bucle mas
extenso es heteogéneo en la forma libre, y se ha demostrado que una mutante

h . En la estructura cristalografica de

por delecidén es incapaz de unir ARNd
HEN1 de A. thaliana, se ha encontrado que los residuos conservados en este
segundo bucle mas extenso, interaccionan con otros residuos conservados del

1> Esto sugiere que los bucles B1-B2 mas

dominio catalitico metil transferasa
extensos podrian tener un papel dual en la unién a ARNdh y en unién a proteinas
orientando los dominios cataliticos con respecto al sustrato. Ademas de todas
estas variaciones, también se han observado algunas extensiones notables. Hasta
el momento, todas se dan en el extremo C-terminal. Tal es el caso de la ARNasa
RNT1P de levaduras que presenta una tercera hélice en esta posicidon. Se ha
propuesto que esta extension participaria indirectamente en la unién al ARN
ayudando a posicionar la hélice 1, principal determinante de la unién, en el sitio

1418 Una variacion similar ocurre con DCR1 de K. polysporus, que

correcto
presenta una tercer hélice mas corta que la de RNT1P. Hasta el momento, no se
le ha adjudicado ninguna funcién. El caso mds notable de extensiones C-
terminales de dsRBDs es el de DCR1 de Schizosaccharomyces pombe. Esta
proteina presenta un pequeiio giro de hélice a seguido por un sitio de

coordinacion a zinc. Se ha determinado que esta extensién C-terminal es critica
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para la localizacién nuclear de DCR1 “*%'**, Como se menciond en el apartado 1.5,
existen otros reportes donde se ha propuesto que algunos dsRBDs median el
trafico nucleocitoplasmatico, promoviendo tanto, la importacion como Ia

129,146-149

exportacion al nucleo , Sin embargo, los mecanismos que controlan la

difusion nucleo-citoplasmatica son poco conocidos.
1.5.3 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL SUSTRATO DE dsRBDs

La capacidad mds sobresaliente de los dsRBDs es su capacidad para
discriminar entre la variedad quimica y estructural de polimeros de dacidos
nucleicos para unir preferencialmente ARNdh. Los primeros estudios realizados
en sustratos de la ARNasa Il de levadura, mostraron que la secuencia del ARNdh
no era un factor crucial para el reconocimiento. Sin embargo, algunas variaciones
en la secuencia del mismo, podian afectar la afinidad de la unién. Los dsRBDs
presentan una preferencia absoluta por sustratos con conformacion de hélice A.
Estudios bioquimicos han demostrado que la longitud de la hélice requerida para
gue se lleve a cabo la unién es heterogénea y oscila entre los 12 a 16 pares de
bases. El efecto de interrumpir esta hélice, varia enormemente dependiendo de

la naturaleza de dicha modificacion

. En algunos casos se puede llegar a
impedir la unién completamente **°, mientras que en otros, sélo se produce una

leve disminucién de la afinidad ***.

La conformacion que el ARNdh adopta en solucidén es la conocida como
forma A de la doble hélice y se diferencia de la hélice B del ADNdh en varios
aspectos. Por un lado, la hélice A del ARN tiene un diametro de 23 nm, mientras
gue la de ADN tiene aproximadamente 20 nm. Una vuelta de hélice de ARNdh se

completa con 11 pb, mientras que una de ADN sélo necesita 10 pb (Figura 10).
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Conformacion A de la hélice de ARN Conformacion B de la hélice de ADN

Surco menor
Surco menor

Surco mayor Surco mayor

Surco menor Surco menor

Figura 10: Diferencias en la topologia de la hélice A del ARNdh y
la hélice B del ADNdh. Notar especialmente las diferencias entre la
dimension y accesibilidad del surco menor y surco mayor de ambas
hélices **.

Por otro lado, en la conformacién A que adopta el ARNdh en solucién, los
planos de los pares de bases estan inclinados con respecto al eje de la hélice, de
modo que no se ubican de manera perpendicular. El surco mayor es angosto y
profundo, lo que obstaculiza el acceso a las bases, mientras que el surco menor
es ancho y superficial. Debido a la diferencia en la accesibilidad de los surcos, los
contactos entre las bases del ARN y los dsRBDs ocurren principalmente en el
surco menor. Sin embargo, en esta regién el reconocimiento de secuencias
especificas no es posible debido a la conformacién de las bases en la hélice A del
ARN. Por otra parte, la conformacion de los azucares en las hélices A de acidos
nucleicos, es C3’-endo, mientras que en las conformaciones de hélice B es C2'-

endo. La razén por la que las hélices de ARNdh se encuentran en conformacion A,
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se debe a que existe un impedimento estérico por la presencia de los grupos 2
‘OH, que no les permite adoptar la conformacidon B. Es decir que el ARNdh,
presenta caracteristicas quimicas (presencia o ausencia de 2'-OH) vy
caracteristicas estructurales (ancho del surco mayor y menor) que permiten

discriminar al ARNdh del ADNdh.

Un punto clave en la comprensién molecular del reconocimiento por parte
de los dsRBDs es la manera en que se obtiene la especificidad estructural para la
doble hélice de ARN que corresponde a un blanco celular especifico. En algunos
casos, la especificidad puede ser lograda a partir de la interaccion coordinada de
multiples copias de dsRBDs en tandem dentro de una proteina multidominio.
Dicha interaccidn, puede explicar la unién cooperativa al ARNdh por PKR y otras
proteinas multidominio. Sin embargo, estudios realizados en una gran cantidad

de proteinas que contienen dsRBDs 771

mostraron que un sélo dsRBD es
suficiente para brindarle a la proteina la especificidad para la seleccion del
sustrato blanco. Por el contrario el reconocimiento de secuencias o elementos de
estructura secundaria que flanquean la hélice podrian ser las claves de la

especificidad.
1.5.4 DESCRIPCION DE LA INTEFASE DE UNION dsRBD-ARN

A partir de la obtencién de estructuras de alta resolucion de dsRBDs
formando complejo con ARNdh, se ha podido obtener una descripcion precisa de
la superficie de unién del ARN y se ha revelado la forma en que las diferentes
regiones del dominio reconocen especificamente la hélice A que adopta el

ARNdh.

1.5.4.1 RECONOCIMIENTO DEL SURCO MAYOR POR LA REGION 3

La secuencia de aminoacidos que corresponde a la region 3 de un dsRBD,

consiste en una secuencia de aminoacidos bien conservados del motivo KKxAK,
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que forma parte de la secuencia consenso de estos dominios **. En un dsRBD
canodnico, las cadenas laterales de los aminodcidos ubicados en esta regién
contactan el esqueleto fosfodiéster de ambas hebras de ARN a través del surco
mayor de la doble hélice. Las cadenas laterales de la primera y tercer lisina del
motivo apuntan hacia una de las hebras de ARN, mientras que la segunda lisina
apunta hacia la otra hebra, formando un arco que se extiende sobre el ancho del
surco mayor. A nivel atdmico, el grupo amino de las lisinas hace contacto con los
atomos de oxigeno del esqueleto del ARN. Este conjunto de interacciones resulta
de una orientacion particular de las cadenas laterales de las tres lisinas que estan
estabilizadas por (i) la rigidez del esqueleto peptidico, que esta incrustado en la
estructura secundaria de a-hélice y (ii) un conjunto importante de interacciones
de van der Waals entre las cadenas laterales de la primera y la tercera lisina (K55
y K59) con otras cadenas laterales del nucleo hidrofébico del dominio. A pesar de
ser el responsable de todas estas interacciones, este motivo no es absolutamente
conservado. Las variaciones mas frecuentes son sustituciones de una lisina por
un residuo de arginina o glutamina donde se mantiene la densidad de carga
positiva. Sin embargo, existen dominios donde la tercer lisina es reemplazada por
un residuo cargado negativamente o una glicina. En estos casos, la pérdida de la

densidad de carga positiva se compensa con una lisina en la hélice al (Figura 11).
1.5.4.2 RECONOCIMIENTO DEL SURCO MENOR DEL ARNdh

El reconocimiento del surco menor del ARNdh por parte de los dsRBDs se
lleva a cabo por la regidn 1 (hélice al) y la region 2 (el bucle 2 que une la primera

y segunda lamina B del dominio).

La hélice al, es una hélice anfipatica, con una regién hidrofébica que esta
involucrada en la formaciéon del nucleo hidrofébico del dsRBD, y una region

hidrofilica expuesta al solvente que hace contacto con las bases y las ribosas en
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Surco menor Surco mayor Surco menor Surco menor Surco mayor Surco menor
Figura 11: a) Vista global de la superficie de reconocimiento de ARN candnica del
complejo ARN y el dsRBD1 de ADAR2 (pdb 2L3C) y b) del motivo de reconocimiento bipartito
del surco mayor del complejo ARNasa IlI-ARN (pdb 2NUE) 2.

el surco menor del ARNdh. Andlisis de las estructuras de complejos de dsRBDs
con ARNdh, muestran que la superficie de interaccién de la hélice al con el ARN
esta constituida por cuatro a cinco aminoacidos que siempre se encuentran en
las posiciones 3, 4, 7, 8 y 11 segun el alineamiento de la figura 7. Es importante
notar que, entre estos residuos, sélo algunos son parte de la secuencia consenso
del dsRBD (posicién 8). La falta de conservacidon de estas cadenas laterales
podrian ser uno de los factores que modulan las propiedades de unién al sustrato

de los diferentes dsRBDs **.

La segunda region del dsRBD que conforma la superficie de interaccidn
con el surco menor del ARN es la que conecta las laminas B1 y B2. En el modelo
de unién candnico, este bucle se inserta en el surco menor del ARN una vuelta de
hélice mas lejos de la hebra del surco menor que contacta la hélice 1. Este bucle
tiene una longitud bien definida de 6 residuos, ubicados en las posiciones 28-33
en el alineamiento de la figura 7 y una composicién de aminodcidos que sigue el
patron GPxHxx. El modo en que el bucle 2 se une al sustrato es por un enlace de

hidrogeno entre el grupo cabonilo del esqueleto peptidico de la His 31 consevada
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con el grupo 2'0OH de una hebra, mientras que el grupo imidazol de este residuo
se apila sobre una ribosa y forma un puente de hidrégeno con el 2'0OH de la
ribosa anterior de la otra hebra Figura 12. La conservacién del modo de unién
por el bucle 2 resulta de la conformacién que adopta el esqueleto peptidico,
donde la cadena lateral de la His 31 hace contactos de van der Waals con la
cadena lateral de la Pro conservada (posicidon 29) y con el residuo ubicado en la
posicidn 32, que generalmente es un grupo alifatico. La cadena lateral del residuo
33, que generalmente es una
lisina o una arginina, se

pliega del lado del bucle que

se apoya sobre el surco Bucle 2

menor del ARN. En conjunto,
estas interacciones forman
un pequeiio bolsillo
hidroféobico que tiene un \ﬁ,

efecto estabilizador para la

Figura 12: Reconocimiento del surco menor
del ARNdh por el bucle 2 del dsRBD2 de XLRBPA (pdb
funcion central de |Ia 1DI2). Las cadenas laterales de los aminodcidos
importantes para la union al ARN estdn representados

conformacion del bucle 2. La

histidina 31 para la unién al
como palos

ARN ha sido demostrada por

estudios mutacionales ***
1.6 FUNCIONES DE LOS dsRBDs EN LA BIOGENESIS DE miARNs

Los dsRBD son en principio capaces de unirse a cualquier elemento doble
hebra en una molécula de ARN. Sin embargo, la presencia de imperfecciones en
el ARNdh o la interaccién con otras proteinas u otros dominios, le permiten tener

109

especificidad sobre las regiones que reconocen “°. Esta caracteristica resulta

especialmente apropiada para el reconocimiento de precursores de miARN,
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debido a que estos no comparten similitudes en su secuencia y presentan un alto
nivel de heterogeneidad. Si bien hasta el momento no se ha establecido una
funcidon clara de estos dominios durante la biogénesis de miARN, se ha
demostrado que algunos dominios dsRBD presentan actividad chaperona de
ARN, facilitando el apareamiento correcto de segmentos de ARN o promoviendo
la formacidn de estructuras doble hebra en fragmentos que contienen

protuberancias '2**

. Por esta razén, una funcidn posible para algunos de los
dsRBDs involucrados en el procesamiento de miARNs en plantas, podria ser la de
estabilizar elementos de estructura secundaria para permitir el posicionamiento
correcto de los sitios activos de DCL1 en el complejo de procesamiento. Esta
interaccion daria lugar a la formaciéon de posibles determinantes de la
especificidad en la estructura de los precursores que no es aparente en las

predicciones de estructura secundaria realizadas por programas estandar, y

permitiria definir sin ambigliedades el registro de procesamiento.
1.6.1 dsRBDs DE DCL1

La presencia de los dominios dsRBD en las enzimas ARNasa lll es esencial,
sin embargo, sus funciones son variables. El Unico dominio dsRBD que tiene la
ARNasa de Aquifex aelicus juega un rol principal en el reconocimiento de sustrato
> En las proteinas, la unidn a sustrato es compartida entre sus dsRBDs y otros
dominios con capacidad de unir ARN *°. En DICER de humanos, el dsRBD estd
localizado al lado de la hendidura del sitio activo, sugiriendo su participacion en
la unién al ARNdh . Recientemente, Ma y colaboradores mostraron que el
dsRBD de DICER humana participa en el reconocimiento de sustrato junto con el
dominio PAZ, pero que éste no es esencial para su actividad o para la
determinacién de la longitud del producto final *. EIl dsRBD de DICER de
Schizosaccharomyces pombe no es necesario para la actividad ARNasa, pero se

ha demostrado que participa en la localizaciéon subcelular de la proteina. Este
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dominio, tiene una estructura no candnica, mostrando un bucle B1-f2 de mayor
tamano y un sitio de unién a zinc(ll). Por otro lado, este dominio es capaz de unir

tanto ARNdh como ADN.

Una caracteristica distintiva de las DCL de plantas es que DCL1, 3y 4
presentan un segundo dsRBD en el extremo C-terminal (DCL1-B). Este dominio
difiere en secuencia respecto al primero, que estd mas relacionado con el dsRBD
de proteinas DICER de animales, y se sugiere que es un buen candidato para
regular la especificidad de sustrato y/o la interaccion con proteinas accesorias del
complejo de procesamiento. Hay evidencia experimental que apoya ambas
funciones. Se ha demostrado que DCL1-B participa en la determinaciéon de la
precision de procesamiento in vivo *’. Esto sugiere que DCL1-B puede reconocer
especificamente la estructura de los precursores asegurando el posicionamiento
del complejo de procesamiento para liberar el miARN. Por otro lado, DCL1-B seria
esencial para la localizacién de DCL1 en el sitio correcto de procesamiento de
miARN en el nucleo, los cuerpo D. Sin embargo, no existe hasta el momento una
caracterizacion detallada de este dominio. Las proteinas DCL2 son distintas de los
otros tipos de DICER debido a que carecen del segundo dominio de unién a ARN
doble hebra y con excepcidn de las diferencias que existen entre los dsRBD-A de
DCL1 y DCL3, la variacién neta que existe entre las combinaciones de pares de los
tipos de DICER 1, 3 y 4 es mucho mayor en el dsRBD-B *, lo que se podria
relacionar con las funciones diferenciales que llevan a cabo cada una de estas

proteinas.

Respecto a su funcion in vivo, se ha observado que mutaciones en DCL1-B,
producen mutantes con pérdida de funcién, mientras que mutaciones que
afectan al primer dsRBD de DCL1 son letales para el desarrollo del embridn. Las
proteinas DICER en general realizan cortes de una distancia de 22 nucledtidos del

extremo de ARN doble hebra, probablemente usando la distancia entre el
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extremo del dominio PAZ y el centro catalitico de los dominios ARNasa lll. En el
procesamiento de miARN en humanos, la localizacién del miARN en el precursor
esta definida por el primer corte realizado en el nucleo por Drosha/DGCRS. En
cambio en plantas DCL1 tiene que realizar el primer corte en el procesamiento y
su segundo dsRBD podria ser critico para definir la posicion de este primer corte.
Se ha probado que mutantes dcl/1-9 (presentan un T-DNA insertado en DCL1-B)

dan cortes aberrantes del pri-miRNA163 ©.

La informacion actualmente disponible sobre el sistema se reduce a
estudios bioquimicos sobre formas truncadas de DICER de otros organismos y a
estudios genéticos sobre mutantes y es claramente insuficiente para explicar su

mecanismo de accion.
1.6.2 dsRBDs DE HYL1

HYL1 es una proteina accesoria de DCL1. La participacién de proteinas de
union a ARN doble hebra accesorias en la reaccion es comun a todas las
maquinarias de procesamiento de ARNi caracterizadas hasta el momento. En
animales, DROSHA es ayudada por la proteina de unién a ARNdh, DGCRS,
mientras que el procesamiento de pre-miARNSs por parte de DICER de mamiferos,

requiere la presencia de la proteina TRBP ***’

. En D. melanogaster, DCR-2
requiere la presencia R2D2 para llevar a cabo el silenciamiento de genes mediado
por siARNs ™%, Todas estas proteinas accesorias presentan una arquitectura de
dominios similar, que consiste en dos o tres dsRBDs organizados en tandem. Sin
embargo, la funcion molecular exacta de estas proteinas que contienen

solamente dsRBDs sin dominios cataliticos asociados al procesamiento es hasta el

momento desconocida.

En Drosophila melanogaster |la biogénesis de miARNs y siARNs requiere de
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maquinarias diferentes *°. Los precursores de miARNs se procesan por los
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complejos DROSHA/PASHA y DCR-1/LOQS, mientras que los ARNdh exdgenos,
son procesados por DCR-2/LOQS-R2D2 para generar siARNs. R2D2 y LOQS tienen
funciones bioquimicas diferentes en el procesamiento mediado por las proteinas
DICER. LOQS es requerida para el procesamiento de precursores de miARN, pero
no es necesaria para cargar los miARN maduros en el complejo RISC 3%, Por el
contrario, R2D2 es necesaria para cargar los siARNs en el complejo RISC, pero no

para el procesamiento de ARNdh exdgenos ™%*°'.

El gen logs genera cuatro
isoformas de ARNm por madracidn alternativa: logs-RA, logs-RB, logs-RC, y logs-
RD. Los cuatro ARNm producen cuatro proteinas distintas LOQS-PA, LOQS-PB,
LOQS-PC, y LOQS-PD. Las distintas isoformas de estas proteinas, se asocian
preferencialmente a DCR-1 o DCR-2 y de esta forma definen el procesamiento
hacia la via de miARNs o de siARNs 3%3%1271%4 pqor otro lado, durante la carga del
complejo RISC, R2D2 orienta termodinamicamente los pares de siARN respecto a
AGO2, permitiendo que se cargue la hebra correcta en el complejo efector y se
degrade la otra **'®>. Ademas de participar en el ensamblado del complejo RISC,
R2D2 dirige la actividad de DCR-2 incrementando la afinidad de la enzima para
ARNdh largos con respecto a los pre-miARNs . En un trabajo realizado por
Marques y colaboradores, se ha propuesto un mecanismo donde LOQS y R2D2
actuan secuencialmente durante la biogénesis de siARN donde LOQS promueve
la actividad de DCR-2 sobre DCR-1 y R2D2 carga del complejo RISC de forma

correcta .

Recientemente, Fukunaga y colaboradores demostraron que LOQS-
PB determina la localizacion de los sitios activos de DCR-1 sobre el pre-miR307a
por un mecanismo hasta el momento desconocido. Los mismos efectos fueron

observados para TRBP humana con el pre-miR-132 %,

Las propiedades de unidon al ARN de estas proteinas accesorias son
variables, por ejemplo, R2D2, contiene dos dsRBDs, sin embargo, no une

precursores de siARN por si sola, sino que necesita la presencia de DCR-2 1°%16169,
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En TRBP, los primeros dos dominios interaccionan con el precursor de ARN,
mientras que el tercero, es necesario para interaccionar con DICER **'2 En
HYL1, el primer dominio es el determinante en la unién al ARN, mientras que el

segundo lo hace con menos afinidad "’

. Aunque se supone que la unién al
sustrato es parte de la funcidn accesoria de estas proteinas, hasta el momento no
ha sido establecido si es un requerimiento absoluto para la participacion de las
mismas en la biogénesis de miARNSs, ni cudles serian las consecuencias de alterar

la afinidad de unidn al sustrato en el mecanismo de procesamiento.

1.6.3 RECONOCIMIENTO DEL SITIO DE CORTE DE LOS PRECURSORES POR
dsRBDs

La comprensidon del mecanismo de reconocimiento de sustrato por parte
de las proteinas de procesamiento de plantas, resulta de gran relevancia debido
al papel que juega estd via en el control y regulacion de numerosos procesos
esenciales. Si bien en los Ultimos tiempos ha existido un avance significativo en la
caracterizacion de diversas proteinas encargadas del procesamiento de
precursores de miARN de plantas, el actual grado de conocimiento sobre los
detalles mecanisticos y estructurales de estas proteinas es escaso. De hecho,
hasta el momento no se ha podido esclarecer de manera clara que funcién
desempeiian los dsRBDs localizados en el extremo C-terminal de DCL1, ni se han
identificado cuales son los dominios que posicionan al sustrato en el sitio activo
de DCL1. De este modo, la informacidn disponible hasta el momento no permite
definir correctamente un modelo que permita explicar el mecanismo de
reconocimiento especifico de sustrato. Una caracterizaciéon exhaustiva de los
dominios que interaccionan con el ARNdh sustrato, brindaria informacién valiosa
respecto a la seleccidn de sustrato y de esta forma daria un indicio de los motivos
responsables de ensamblar la maquinaria de procesamiento de una manera

coordinada y precisa en tiempo y espacio. Los resultados obtenidos no sélo
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aportarian informacidon respecto al mecanismo de silenciamiento génico en
plantas, sino que también podrian aportar informacién valiosa respecto a la
biofisica del reconocimiento molecular por parte de los dominios de unién a

ARNdh.
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2 OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general de este proyecto es la generacidn y validacién de un
modelo que permita explicar el reconocimiento de los sustratos por las proteinas
DCL1 y HYL1 en el proceso de biogénesis de miARN. Con este fin estudiamos
dominios de unién a ARN de la proteinas, por separado y en combinacioén, y su

interaccidn con distintos precursores y variantes de los mismos.
2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Durante el desarrollo del presente proyecto estudiamos los mecanismos
de reconocimiento de los precursores de miARN por la enzima DCL1 y HYL1 e
intentamos avanzar hacia la comprensién de las reacciones de procesamiento

propiamente dichas.

Nuestra hipotesis es que DCL1 y HYL1 son capaces de reconocer la
estructura terciaria de sus sustratos y situar los sitios cataliticos en una posicién
particular de esta estructura gracias a la especificidad de los dominios dsRBD.
Para demostrar esta hipdtesis nos propusimos cumplir los siguientes objetivos

especificos.

* Caracterizacion estructural de los dominios dsRBD de las proteinas DCL1 y

HYL1.

¢ Determinacion de las afinidades de interaccion con el sustrato ARNdh

¢ Estudio de los determinantes estructurales de la unién a sustrato de los

dsRBDs de DCL1 y HYL1

* Andlisis funcionales in vivo de estos dominios y variantes de los mismos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 CEPAS, PLASMIDOS Y MEDIOS DE CULTIVO

3.1.1 CEPAS BACTERIANAS

Escherichia coli BL21 (DE3): genotipo F ompT gal dcm lon hsdSs(rs mg)
A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]). El profago A (DE3) incluye el gen
que codifica para la ARN polimerasa del fago T7 bajo control del promotor
lacUVS5, y el gen lacl, que codifica para el represor de la transcripcion Lacl. Esta

cepa se utilizé para la expresidon de proteinas recombinantes.

Escherichia coli DH5a '”*: Esta cepa se usd para guardar los pldsmidos
obtenidos en un cepario. Su genotipo es: fhuA2 A (argF-lacZ) U169 phoA ginV44
@80 A(laczZ)M15 gyrA96 recAl relAl endA1 thi-1 hsdR17.

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen): Esta cepa se utilizd para realizar
subclonados. Su genotipo es: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15

AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str®) endA1 A",

Agrobacterium tumefasciens ASE: Se utilizé para transformar Arabidopsis

thaliana. Esta cepa es resistente a los antibidticos cloramfenicol y kanamicina.

3.1.2 VECTORES PLASMIDICOS

Plasmido pET-TEV: Se utilizd como vector de expresion de proteinas
recombinantes. Es un pldsmido derivado del pET28-a al cual se le elimind el sitio
de corte de trombina y se reemplazé por el sitio de corte de la proteasa viral TEV.
Presenta un sitio de iniciaciéon de la transcipciéon para la T7 ARN Polimerasa,
resistencia a kanamicina como marcador de seleccién y una secuencia

codificante para una etiqueta de histidina.
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Plasmido pUC-18: Se utilizd para subclonar proteinas recombinantes. Es
un plasmido de alto nimero de copias. Tiene un gen de resistencia al antibidtico
ampicilina y el fragmento N-terminal del gen de la B-galactosidasa de E. coli (lacZ)
interrumpido por el sitio de multiple clonado, lo que permite seleccionar las
colonias que incorporan insertos en cepas que contienen la regidon C-terminal de

la B-galactosidasa.

Plasmido pCHF3-CS052: El pCHF3 es un vector binario que permite la
transformacion de A. thaliana mediada por A. tumefasciens. Posee origenes de
replicacién para E. coli y A. tumefasciens. También posee el gen de resistencia a
espectinomicina para la seleccidon bacteriana. El T-ADN esta definido por los
bordes derecho e izquierdo y es la porcion de ADN transferida al genoma de la
planta durante la transformacién. Esta region contiene el gen NPTII, que confiere
resistencia a kanamicina en plantas, bajo el promotor 35S del virus del mosaico
del coliflor. Ademds presenta un sitio de multiple clonado flanqueado por el
promotor constitutivo 35S del virus del mosaico del coliflor y el terminador de la

transcripcion de la subunidad pequefia de Rubisco de arveja.

El vector pCHF3-CS052 es un pCHF3 clasico que tiene incorporada la
secuencia correspondiente la proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea
victoria, lo que permite llevar a cabo la expresidon de una proteina fusionada a

esta proteina reportera.

Plasmido pCHF5: Vector binario que permite la transformacion de A.
thaliana mediada por A. tumefasciens. Posee origenes de replicacién para E. coli
y A. tumefasciens. También posee el gen de resistencia a espectinomicina para la
seleccion bacteriana. El T-ADN esta definido por los bordes derecho e izquierdo y
es la porcibn de ADN transferida al genoma de la planta durante la

transformacion. Esta regidon contiene el gen BAR que confiere resistencia al
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herbicida glufosinato de amonio, bajo el promotor 35S del virus del mosaico del
coliflor. Ademds presenta un sitio de multiple clonado flanqueado por el
promotor 35S del virus del mosaico del coliflor y el terminador de la transcripcion

de la subunidad pequefia de Rubisco de arveja.
3.1.3 MEDIOS DE CULTIVO

Para las purificaciones de proteinas se utilizaron dos medios de cultivo

diferentes en funcién del tipo de experimento a realizar:

Expresion de proteina sin marca isotopica, clonados y pre-cultivos de
expresion: Medio de cultivo rico Luria-Bertani (en adelante, LB) (Sigma): peptona
de caseina 1% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 0,5% p/v y kanamicina 50

ug/ml. En su version sélida, este medio incluye agar-agar de 1 a 2,5% p/v.

Expresion de proteina marcada: Medio minimo M9 (en adelante, M9):
KH,PO, 25 mM, Na,HPO, 50 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 0,2 mM,
Glucosa 0,4%, Solucion de sales 1 ml/l (HCI concentrado 51,3 ml/I, MgCl, 10,75
g/l, CaCOs 2 g/l, FeS0,.7H,0 4,5 g/I, MnS0,.4H,0 1,12 g/I, CoSO,.7H,0 280 mg/I,
H;B0;.H,0 60 mg/l, ZnSO,.7H,0 1,44 g/I) y 1 g/l NH,CIl. Para la obtencion de
muestras con marcacidn isotdpica se utilizé 1 g/l de *NH,Cl o0 1 g/l de ®NH.,Cly 2

g/l de [U-3C] glucosa (Cambridge Isotope Laboratories).

3.2 TRANSFORMACION BACTERIANA
3.2.1 PRODUCCION DE CELULAS COMPETENTES

Se generaron bacterias competentes de las cepas de E. coli descriptas en
el apartado 3.1.1. Para esto, se crecieron las células en 500 ml de LB hasta
alcanzar una DOgy de ~0,5. Las células fueron enfriadas en hielo y cosechadas
por centrifugacion a 2600 g durante 10 min a 42C. El sedimento celular se

resuspendidé en 100 ml de una solucidn fria de MgS0O, 100 mM estéril y se incubd
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por 30 minutos en hielo. Posteriormente, las células fueron recuperadas por
centrifugacién a 2600 g, a 4°C durante 10 min y el sedimento obtenido se
resuspendid en 10 ml de una solucién fria y estéril de CaCl, 100 mM, glicerol
15%. Por ultimo, se fracciond el volumen total en muestras de 300 ul que fueron

congeladas y conservadas a -80°C hasta el momento de la transformacion.
3.2.2 TRANSFORMACION DE E.coli

La transformacion se realizd utilizado bacterias competentes generadas
como se menciond en el apartado anterior. Se tomaron alicuotas de 100 pul de
bacterias competentes; se adiciond 1 pl de plasmido 6 5 ul de mezcla de ligacién
segun corresponda, en el caso de los controles negativos se agregaron 1 6 5 pl de
agua como reemplazo del plasmido. Esta mezcla se incubé en hielo durante una
hora, luego 90 segundos a 422C y finalmente 2 min en hielo. A continuacion se
adicionaron 900 pl de medio LB y las células se incubaron durante una hora a
3729C. Transcurrida la incubacidn el cultivo celular se centrifugd 2 min a 2600 g a
T2 ambiente, el sedimento de células se resuspendié en 100 ul de medio LB y
finalmente se sembrd en placas de medio LB-agar preparadas con el antibidtico

correspondiente. Las placas se incubaron toda la noche a 37°C.
3.2.3 TRANSFORMACION DE A. tumefasciens.

Un cultivo de A. tumefasciens (cepa ASE), crecido toda la noche a 28-302C
en medio LB, fue diluido 1:100 en el mismo medio y cultivado hasta una DO
entre 0,5 y 1. La suspension de células se fracciond en alicuotas de 1,5 ml, cada
una de las cuales sirve para realizar una transformacién. Se centrifugd a 10.000 g
por 1 min a 429C, y se resuspendid el sedimento de células en 0,5 ml de agua
destilada estéril a 49C. Los lavados se repitieron 3 veces. A continuacion, se
resuspendieron las células en 0,5 ml de 10 % (v/v) glicerol estéril a 42C. Se

centrifugd nuevamente a 10.000 g por 1 min a 42C y las células se
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resuspendieron en 20 pl de 10 % (v/v) glicerol estéril. La suspension celular se
transfirié a una cubeta de electroporacién (Biorad) y se aplicé un pulso de 2,5 kV
con capacitancia de 25 p2F y una resistencia de 400 Q. A continuacion se
adiciond 1ml de medio LB y se incubd durante dos horas a 282C. Transcurrida la
incubacién se realizd una centrifugacién de 2 min a 2600 g a T2 ambiente, el
sedimento de células fue resuspendido en 100 ul de medio LB y finalmente se
sembrd en placas de medio LB que contenian el antibiético correspondiente. Las

placas se incubaron toda la noche a 282C.
3.2.4 SELECCION Y ANALISIS DE TRANSFORMANTES.

La seleccion de las colonias E. coli transformadas se realizd
suplementando las placas con medio LB con el antibidtico adecuado segun el
vector usado. Cuando el vector fue pUC-18, las placas se suplementaron 100
ug/ml de ampicilina, para el vector pET-TEV se suplementaron con 50 pg/ml de
kanamicina y cuando los vectores fueron pCHF3 o pCHF5 con 80 pg/ml de

espectinomicina.

Ademads, en la seleccidn de colonias transformadas con el vector pUC-18
se adiciono a las placas 100 uM IPTG y 20 pg/ml X-Gal. Esto permitid identificar
potenciales colonias que contenian el vector con el inserto clonado por su

ausencia de coloracién azul.

Para la seleccion de las colonias ASE transformadas con los vectores
binarios pCHF3-CS052 o pCHF5 las placas con medio LB se suplementaron con 50

ug/ml de espectinomicina, 50 pg de kanamicina y 25 pg de cloramfenicol.

33 SUBCLONADO DE FRAGMENTOS DE ADN

3.3.1 MINIPREPARACIONES DE ADN PLASMIDICO

Los plasmidos se purificaron utilizando “kit™ de purificacion de ADN
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Wizard® SV Gel (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante.
3.3.2 ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE ADN

La concentracién de 4cidos nucleicos fue determinada a partir de
espectros de absorcion entre 340 y 240 nm en un espectrofotémetro Jasco 530
con cubetas de paso Optico de 1 cm. Los espectros fueron procesados con el
programa Jasco Spectra Manager. La concentracion se estimé asumiendo que 1

unidad de absorbacia a 260 nm de ADN corresponde a una concentracion de 40

ug/ml.

3.3.3 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La amplificacion de las secuencias de los dsRBDs de DCL1 se realizd a
partir de un vector de expresién pET-TEV construido por el Dr. Nicolds Bologna
en el laboratorio del Dr. Javier Palatnik. Este vector contiene la secuencia
correspondiente a ambos dsRBDs de DCL1 (DCL1-AB). Para amplificar las
secuencias que corresponden a los dsRBDs de DCL1 (DCL1-A y DCL1-B), se
disenaron oligonucledtidos que hibridan con las secuencia de interés e incluyen
los sitios de restriccion BamHI y Sall (indicados en letras minusculas) necesarios

para el clonado en el vector pCHF3-CS052.
DCL1-A Fw: GCGCggatccATGCATCCGGTGCGAGAGCTACA
DCL1-A Rv: GCGCgtcgacATTACCGTTGTTGATATGCTTCTC
DCL1-B Fw: GCGCggatccAATGGGCATCAGCCGTTTACGAG
DCL1-B Rv: GCGCgtcgacAGTTTTATTTAAAAGCTCAAGTAG

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de

50 pl. Se utilizaron 5 pl de tampdéon Pfu ADN polimerasa con MgSO, 10x
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(Promega), 0,4 uM de cada oligonucledtido, 0,1 ug de ADN plasmidicoy 1 U de
Pfu ADN polimerasa. Se utilizd6 una concentracion 0,2 mM de cada uno de los
dNTPs (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) y se completd el a volumen final con agua Milli-Q

estéril.

Para la reaccion de amplificacion se utilizé el termociclador Perkin Elmer

Gene Amp Pcr System 2400 con el siguiente programa:

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95 5 min
2 30 95 30 seg
55 30 seg
68 1 min
3 1 68 4 min

3.3.4 ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

La separacion de moléculas de ADN por electroforesis en geles de agarosa

174 en cubas de acrilico. Se

se realizd mediante el sistema tipo submarino
utilizaron concentraciones de agarosa de 1 a 2,5% (p/v) segun el tamafio de las
moléculas de ADN a resolver. Los geles se prepararon con solucidn
amortiguadora TAE 1X (Tris-HCl 40 mM, Acido acético glacial 20 mM y EDTA 1

mM) y se agrego el colorante de ADN SYBR® Safe (Invitrogen). Las muestras de ADN,
previo a la siembra, se mezclaron con 1/6 volimenes de solucion de siembra (glicerol
30%, Xilene cyanol 0,25% azul de bromo fenol 0,25%). Las corridas electroforéticas se
llevaron a cabo en solucién amortiguadora TAE 1X, empleando voltaje constante. Se

utilizaron marcadores de tamafio molecular adecuados.

3.3.5 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA

Luego de la separacion electroforética, el fragmento de ADN deseado se
identific6 mediante la visualizacién del gel con un transiluminador UV y se

escindié la banda correspondiente con bisturi. La purificacién de los fragmentos
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de ADN del gel se llevd a cabo utilizando el “kit™ de purificacion AxyPrep DNA Gel

Extraction Kit (Axygen).
3.3.6 DIGESTION DE ADN CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccion se realizd
utilizando enzimas y tampones comerciales. Las condiciones de reaccion fueron

las especificadas por el fabricante.
3.3.7 LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

La ligacion de fragmentos de ADN generados por corte con enzimas de
restriccion en los vectores plasmidicos correspondientes se llevd a cabo con la
enzima T4 ADN ligasa (Fermentas). Las condiciones de la reaccion fueron las
especificadas por el fabricante. En todos los casos el volumen de reaccion de
ligacion fue de 10 ul y se utilizaron 5 pl de la misma para transformar E. coli

TOP10.

3.3.8 CHEQUEO DE TRANSFORMANTES
3.3.8.1 PCR DE COLONIAS

Se realizé con el fin de verificar la presencia del vector con el inserto en las
colonias blancas seleccionadas al azar. Se resuspendid una porcion de una
colonia blanca en 50 pl de agua desionizada. Se calenté 5 min a 952C, se colocd
en hielo y luego se centrifugd a 6.000 g por 2 minutos. Se descarté el pellet y se
utilizaron 5 pl de sobrenadante como fuente de molde para una reaccién de PCR
con las mismas caracteristicas descriptas en el apartado 3.3.3 excepto que se
utilizé la enzima Taq polimerasa (Fermentas) con su solucion amortiguadora y

gue la etapa de elongacidn se realizo 722C.
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3.3.8.2 ANALISIS DE RESTRICCION

Para chequear la presencia de inserto de tamafio esperado, se realizo el
corte con BamHI y Sall. Los cortes fueron realizados de acuerdo al protocolo
descripto por el proveedor de la enzima y se analizaron mediante electroforesis
en geles de agarosa 1% (p/v) Los tamanos de los fragmentos de ADN se
estimaron utilizando como marcador ADN el marcador de peso molecular 100 pb

Ladder (Promega).
3.3.8.3 SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacion de los insertos realizd en el servicio de secuenciacion de
la Universidad de Maine (USA). Una vez obtenida la secuencia, se verificd la
identidad de la misma utilizando el programa de acceso libre Ape (A Plasmid

Editor) (http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/ ).

3.4 EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS
3.4.1 EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Las secuencias correspondientes a las proteinas recombinantes fueron
clonadas en un vector de expresion pET-TEV ', Los plasmidos de expresion para
DCL1 fueron construidos por el Dr. Nicolas Bologna en el marco de una
colaboracién con el grupo del Dr. Javier Palatink y los de HYL1 fueron
subclonados en pET-TEV por el Lic. Fernando Milia como parte de su trabajo de
tesina. En todos los casos, los dominios fueron definidos a partir de la

herramienta PROSITE (http://prosite.expasy.org/). En el caso de DCL1-B, la

construccion incluye los residuos N1826-5S1909 de la proteina DCL1 con cinco
residuos adicionales en el extremo N-terminal. El doble dominio DCL1-AB incluye
los residuos H1733-S1909 con cinco residuos adicionales en el extremo N-

terminal. En el caso de HYL1-A, la construccién incluye los residuos M1-K103,
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mientras que HYL1-B estd conformada por los residuos L101-S170 de la secuencia
de HYL1, ambas construcciones incluyen 3 residuos extra en el extremo N-
terminal. El doble dominio de HYL1 estd disenado desde M1-S170 con tres

residuos adicionales en el extremo N-terminal.

A partir de una placa fresca de transformaciéon de células de E. coli BL21
(DE3), se inoculé una colonia aislada en 2 ml de medio LB y se incubé durante 6
horas a 372C con agitacién constante a 220 rpm. Del pre-cultivo anterior se
inocularon 500 pl en 50 ml de medio M9 (para proteinas con marca isotdpica) y
LB (para proteinas sin marca) y se incubd por 12 horas a 37°C con agitacion
constante. Finalmente, los 50 ml de este cultivo se trasvasaron a 1 | de medio M9
suplementado con 1 g/l de ®NH,Cl o 1 g/l de *NH,Cl y 2 g/I de [U-**C] glucosa
(Cambridge Isotope Laboratories) o LB, seglin corresponda. Las células fueron
mantenidas a 372C hasta alcanzar una una ODgy de ~ 0,6. En este punto, se
indujo la expresion de las proteinas recombinantes con IPTG 1 mM y se dejo

crecer el cultivo durante 4 horas a 379C.

3.4.2 PURIFICACION DE PROTEINAS EN CONDICIONES NATIVAS

La purificaciéon los dsRBDs de DCL1 se llevd a cabo en condiciones nativas

utilizando las siguientes soluciones:
A: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM, Imidazol 5 mM y B-mercaptoetanol 1 mM
B: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM, Imidazol 25 mM y B-mercaptoetanol 1 mM
C: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM, Imidazol 350 mM y B-mercaptoetanol 1 mM
D: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM y B-mercaptoetanol 1 mM
E: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 50 mM vy B-mercaptoetanol 1 mM

Las células inducidas se cosecharon mediante centrifugacion a 6000 g por 10
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minutos. El sedimento celular se resuspendié en 20 ml de la solucién A y la lisis de las
células se realizé utilizando un sonicador. Se aplicaron 6 pulsos de 30 segundos con un
intervalo de 1 minuto entre cada pulso. Con el objetivo de recuperar las proteinas en
solucion, el extracto de lisis se centrifugd a 2000 rpm en rotor ss-34 (Sorvall) 1 hora. El
sobrenadante obtenido se sembré en una columna que contenia 2 ml de resina de
“Sepharosa Ni-NTA superflow” (QUIAGEN), previamente equilibrada con 5 volumenes de
resina de solucidn A. Los lavados de la resina se realizaron con 20 ml de solucién B para
eliminar las proteinas unidas inespecificamente. Por ultimo la proteina de interés se
eluyd con soluciéon C. Las fracciones eluidas que contenian proteina fueron dializadas
contra solucion D para eliminar el imidazol y simultdneamente digeridas con proteasa
TEV con etiqueta de Histidina *’°. La proteasa fue eliminada en una columna de afinidad
de Ni(ll) y luego de dializarla con solucidn E, la proteina fue separada de los acidos
nucleicos por una cromatografia de intercambio iénico con una columna de “Sephadex
CM" (GE). La columna se equilibrd con solucién E y se eluyé utilizando un gradiente de

50 mM a1 M NaCl.

En algunos casos, las muestras fueron liofilizadas. Para esto, se realizd una
dialisis a 42C durante toda la noche contra una solucién de Acetato de amonio 20 mM
pH 6,5 y a continuacidn se colocaron en un liofilizador hasta la completa eliminacion del

agua.
3.4.3 PURIFICACION DE PROTEINAS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES

Para las proteinas HYL1, se realiz6 una purificacion en condiciones

desnaturalizantes para lo cual se utilizaron las siguientes soluciones:
I: PO,2 100mM, Tris-HCI 10 mM, urea 8 M, pH 8,0
Il: PO, 100mM, Tris-HCl 10 mM, urea 8 M, pH 6,3
Il: PO, 100mM, Tris-HCl 1 OmM, urea 8 M, pH 4,5

La cosecha de células y la lisis celular se realizd en las mismas condiciones
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gue en el apartado anterior, a excepcién que en este caso, el sedimento celular
se resuspendid en 20 ml de la solucién |I. El sobrenadante obtenido por la
centrifugacién a 20000 rpm en rotor ss-34 (Sorvall) fue purificado utilizando una
columna de afinidad de Ni(ll) previamente equilibrada con 5 volimenes de
columna de solucidn I. Con el objetivo de eliminar proteinas unidas de manera
inespecifica a la columna, se realizd un lavado con 20 ml de solucién Il. Por

ultimo la proteina de interés se eluyé con solucion lll, en fracciones de 1 ml.
3.4.4 REPLEGADO DE PROTEINAS

Para el plegado de las proteinas se optd por el método de replegado por
dialisis. Para ello se dializaron las fracciones que contenian proteina contra 100
volumenes de solucion de replegado (PO,* 100 mM (pH=7.0), NaCl 50 mM, B-
mercaptoetanol 1 mM, Arg 50 mM, Glu 50 mM) por 12 horas. Todos los pasos de
dialisis se realizaron utilizando membranas de dialisis de corte 10 kDa pre-
tratadas por ebullicion durante una hora en agua destilada y EDTA para remover

las trazas de metales pesados.

Luego de dializar las proteinas se las concentrd utilizando concentradores

Amicon Ultra de corte 3 kDa, centrifugando a 6000 g a 42C.
3.4.5 PURIFICACION DE LA PROTEASA TEV

Para la purificacion de la proteasa TEV se utilizaron als siguientes

soluciones:

O: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM, Glicerol 10 %, Imidazol 20 mM y B-

mercaptoetanol 1 mM

P: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 1,5 M, Glicerol 10 %, Imidazol 100 mM y -

mercaptoetanol 1 mM
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Q: Tris 50 mM (pH 8), NaCl 200 mM, Glicerol 10 %, EDTA 2 mM vy B-

mercaptoetanol 1 mM.

Las células inducidas se cosecharon mediante centrifugacidon a 6000 g por
10 minutos. El sedimento celular se resuspendié en 25 ml de la soluciéon O y a
continuaciéon se sonicaron las células de la misma forma que en el apartado
3.4.2. El sobrenadante se sembrd en una resina de afinidad de Ni (1) y se realizé
un lavado con la soluciéon P. La elucion se llevd a cabo con un gradiente de
Imidazol de 100 a 500 mM. A continuacién, se juntaron las fracciones que
contenian proteina y se agregd DTT y EDTA 1mM cada uno y se dializd contra la
solucidon Q durante toda la noche a 42C. Finalmente, se adiciond Glicerol 10 % y

DTT 10 mM, se fracciond y se almacend en un freezer -802C.

La evaluacién de la actividad de la proteasa se realizé utilizando proteina
HYL1-1 fusionada a una etiqueta de histidina con sitio de corte de TEV. Se
realizaron cortes de distinta relacién proteasa:proteina de fusién, desde 1:300
hasta 1:12. La digestion se realizé a 42C durante toda la noche y la evaluacion de

la actividad se observé a partir de geles de poliacrilamida 15%.

3.4.6 ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracidon de proteinas fue estimada con espectros de absorcidon
entre 340 y 240 nm en un espectrofotdmetro Jasco v-530 con cuPs de paso
Optico 1 cm. Los espectros se procesaron en el programa Jasco Spectra Manager.
En cada caso, se utilizdé un coeficiente de absorcién a 280 nm obtenido a partir
del programa “protparam” (http://www.expasy.org/tools/protparam.html),

utilizando la secuencia primaria de cada proteina.
3.4.7 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida se realizé en
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condiciones desnaturalizantes y reductoras. Se utilizé un sistema discontinuo que
consiste en un gel de concentracion (poliacrilamida 4,5% en Tris-HCl 0,126 M, pH
6,8, SDS 0,26% p/v) seguido por un gel de separacidn (poliacrilamida 15% en Tris-
HCl 0,36 M, pH 8,8, SDS 0,26% p/v). A las muestras se les adiciond la solucion de
siembra (glicerol 5%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 0,1%, azul de bromofenol 0,1
mg/ml) y posteriormente se calentaron durante 5 minutos a 100°C. Para la
corrida se utilizé una solucién amortiguadora de Tris 0,3% p/v, glicina 1,44% p/v y
SDS 0,1% p/v y se aplicd una corriente constante de 30 mA por gel. En todos los
casos se empled el sistema Miniprotean 4 (Bio-Rad Laboratories). Luego de la
corrida, las proteinas se fijaron tratando el gel durante 5 minutos en una solucién
decolorante [etanol: acido acético: agua (30:10:60)] con agitacién y se tifieron
con una solucién de Azul Brillante de Coomasie R250 1 % p/v en etanol: acido
acético: agua (50:10:40). La decoloracién de los geles se consiguié manteniendo

el gel en solucion decolorante con agitacion constante.

3.5 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
3.5.1 FUNDAMENTOS TEORICOS
3.5.1.1 EL ESPECTRO H*N-HSQC

El experimento "H”N-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) es
la base de gran parte de los estudios de RMN multidimensional en proteinas. En
este experimento se correlaciona el desplazamiento quimico de un nucleo de 'H
con el de un nucleo de N al que se encuentra directamente unido, con una
constante de acoplamiento escalar (J) de 90-94 Hz. Asi, en el espectro 'H"N-
HSQC de una proteina se espera observar un nimero total de sefiales igual al
numero de residuos de la proteina, sin contar los residuos de prolina, que no
poseen 'H amidico y, por ende, no generan sefial en este espectro. A las sefiales

correspondientes a los grupos amida del esqueleto de la proteina se suman las
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sefiales correspondientes a los grupos amida de las cadenas laterales de GIn y
Asn y las sefiales de los pares NH de los anillos indélicos de los residuos de Trp.
Teniendo en cuenta la informacién que aporta el espectro 'H”N-HSQC, el
potencial de dicho experimento para los estudios biofisicos de proteinas
depende de que se disponga de la asignacion de sus sefiales. Es decir, para poder
interpretar los cambios observados en los espectros adquiridos en estados
diferentes de la proteina, es necesario determinar a qué residuo corresponde

cada senal.

La posiciéon de cada senal en el espectro depende fuertemente del
microentorno quimico del par 'H*”N amida correspondiente. Esta dependencia
convierte al espectro 'H”N-HSQC en la huella dactilar de una proteina bajo las
condiciones de estudio. Por este motivo, el *H”N-HSQC es el experimento ideal,
en la gran mayoria de los casos, para estudiar la interaccidén de una proteina con
ligandos, asi como también el efecto del pH, la temperatura o la fuerza idnica,
entre muchas otras aplicaciones. Otro experimento equivalente al *H”N-HSQC
que permite correlacionar los desplazamientos quimicos de 'H con los de un
heterontcleo es el "HN-HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence).
Este experimento brinda una mayor relacién sefial:ruido que el 'H"”N-HSQC y

puede ser utilizado en los casos en que la resolucidn no sea un punto critico.
3.5.1.2 ASIGNACION DE RESONANCIAS 'H, ®N Y 3C

Para llevar a cabo la asignacidon de las sefiales de un 'H®N-HMQC, la
estrategia mas utilizada consiste en la adquisicion de experimentos de triple
resonancia. En estos experimentos, cada par 'H"N es correlacionado con el valor
de desplazamiento quimico de distintos nucleos de *C del mismo residuo y/o de
su residuo anterior en la secuencia proteica, segun el caso. El éxito de esta

estrategia se basa en que los desplazamientos quimicos de *C de los carbonos Ca
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y CB de un dado aminoacido son mas dependientes de la identidad quimica del

mismo que de su entorno.

Para resolver la estructura tridimensional de una proteina en solucidn, es
necesario asignar a todos los protones de la misma, principalmente, aquellos de
las cadenas laterales. Al igual que en el caso de los espectros de asignacion del
esqueleto peptidico, la estrategia para asignar cadenas laterales se basa en la
adquisicion de experimentos que permitan correlacionar los distintos nicleos de
un residuo a través de constantes de acoplamiento escalares (a través de
enlaces). Los espectros utilizados con tal fin generalmente son el H(CC)(CO)NH y
(H)CCH-TOCSY. Este tipo de experimentos, permiten correlacionar los
desplazamientos quimicos “C y 'H, respectivamente, de un sistema de espin

completo.

Algunos de los experimentos utilizados para la asignacion de las
resonancias del esqueleto peptidico y de las cadenas laterales de proteinas se

muestran en la figura 13.

3.5.1.3 CALCULO DE LA ESTRUCTURA EN SOLUCION

Para la determinaciéon de la estructura tridimensional de una proteina en
solucién es necesario que una vez asignadas las resonancias correspondientes a
todos los protones de la proteina (que fuera posible asignar), se obtengan las
restricciones estructurales de distancias, las constantes de acoplamiento escalar
de tercer orden (*Jun.ia) Y l0s dngulos que permitirdn ubicar los distintos *H en el
espacio de la proteina. Para obtener las restricciones de distancia se utilizan
espectros 3D NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) editados Ny *C.
En este tipo de espectros las sefiales observadas corresponden a un par de 'H
cercanos en el espacio, acoplados dipolarmente entre si. Dado que la intensidad

de tales senales depende de la reciproca de la sexta potencia de la distancia
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entre los dos 'H, la integracién de todas las sefiales la integraciéon de todas las
sefales en un espectro NOESY deriva en una lista de restricciones de distancias

lH_lH

x

(H)CCH-TOCSY HBHA(CO)NH

Figura 13: Esquemas de los experimentos de triple resonancia utilizados
generalmente para asignar el esqueleto peptidico (HNCO, HN(CA)CO, HN(CO)CA, HNCA,
HN(CO)CACB y HNCACB) y para los protones de las cadenas laterales ((H)/CCH-TOCSY y
HBHA(CO)NH). En rojo se indican los nucleos que son detectados y en gris se indican
aquellos a través de los cuales se filtra la magnetizacion. Las lineas rojas indican los
caminos de transferencia de la magnetizacion.

Las restricciones de angulos diedros pueden obtenerse por medio de
diversas estrategias. Las que se utilizan generalmente incluyen el calculo de los
angulos diedros ¢ y W para cada residuo a partir de la evaluacion de los valores
de desplazamiento quimico de los nucleos HN, N, CO, Ca, Ha y CB vy la
determinacién de los valores de constante de acoplamiento de tercer orden
entre los protones amida y alfa (*Junua). Las constantes de acoplamiento escalar

*Juna pueden determinarse a partir de un experimento HNHA midiendo la
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relacion de intensidades entre un una sefial y el pico diagonal correspondiente
segun la ecuacién '”’:
Iserial 2
———— _——tan’(2n JHN — HAE)
Idiagonal
donde Isefial e Idiagonal son las intensidades mencionadas y € es el
tiempo de evolucion del acoplamiento que se configura en el experimento (d23

en la secuencia hnhagp3d de Bruker).

Una vez determinado el valor de *Jin.ua €s posible obtener el valor del

angulo diedro phi (¢ ) a partir de la siguiente ecuacién:
JHN — HA= A cos’*(¢p—60)+Bcos(p—60)+C

donde A, B y C son parametros adimensionales optimizados

empiricamente con valores A=6,51; B=-1,76 y C=1,60.

Las restricciones angulares y de distancias maximas obtenidas son
utilizadas como entrada en un programa que las aplica sobre una familia de
estructuras generadas al azar a partir de la secuencia de la proteina. El programa
ajusta los angulos de todos los enlaces de la macromolécula mediante un
algoritmo de dindmica molecular que incluye un término de energia artificial que
describe cuan bien se satisfacen las restricciones suministradas como datos de
entrada. Las estructuras que mejor satisfacen las restricciones impuestas
componen la salida del programa, junto con la lista de restricciones que resulten
violadas en cada estructura de la familia. Finalmente el programa realiza un
proceso de refinamiento en el que se revisan las restricciones violadas, se
corrigen o se remueven de la lista de restricciones original, y se ejecuta

nuevamente el programa hasta que las violaciones son minimas.

Durante la determinacion de estructuras tridimensionales, un paso que
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consume mucho tiempo es la asignacion e integracion de las sefales en los
espectros NOESY. Por este motivo, se han desarrollado algoritmos que
automatizan total o parcialmente los procesos de asignacion inicial, asignacién e
integracion de las sefiales de estos espectros. Uno de los programas que incluyen
estos algorimos es UNIO’10, que combina los programas ATNOS/CANDID, para
realizar la asignacion e integracion de los espectros NOESY, y CYANA, que realiza
el calculo de estructura propiamente dicho mediante la aplicacion de un
algoritmo de simulated annealing con dindmica de angulos diedros ®'°. En
particular, UNIO’10 realiza siete ciclos iterativos de ATNOS/CANDID + CYANA, en
cada uno de los cuales se obtiene una familia de estructuras compatibles en su
mayor parte con las sefiales halladas y utiliza la informacién estructural derivada
de ciclos anteriores para evaluar las sefiales con asignacién ambigua.
Especificamente, en cada ciclo el programa calcula 80 estructuras posibles y, de
ellas, selecciona las 20 estructuras de menor energia (en relacién al nimero y
tipo de violaciones presentes en cada una) para ser usadas como molde de la
iteracidn siguiente. La familia de estructuras finalmente obtenida incluye las 20
estructuras que mejor satisfacen las restricciones estructurales derivadas del
analisis de los espectros de RMN. Otro programa que permite calcular
estructuras de proteinas incorporando ademads restricciones de RDC (ver seccién
3.5.1.4) es ARIA 2.3.1/CNS 1.1. Este programa realiza el calculo de estructura de
una forma similar a UNIO'10, pero ademds, en el ultimo paso del calculo
incorpora un refinamiento final por dinamica molecular en el solvente

seleccionado.
3.5.1.4 ACOPLAMIENTOS RESIDUALES DIPOLARES

Los pardmetros de RMN que se utilizan generalmente para obtener
informacién estructural en proteinas son los desplazamientos quimicos (8), las

constantes de acoplamiento de tercer orden entre los protones amida y alfa (*Ju..

62



MATERIALES Y METODOS

1a) Y el NOE. Las medidas de acoplamientos dipolares residuales (RCDs) son un
complemento mas y en algunos casos pueden resultar cruciales para la
determinacién de estructuras de biomoléculas '*°. Esto se debe a que los RDC
aportan informaciéon de largo alcance debido a que permiten conocer la
orientacidn relativa entre diferentes pares de nucleos de la proteina. Si bien las
restricciones de distancia que se obtienen a partir de la asignacion de cadenas
laterales y los NOE son de suma importancia en el calculo estructuras de
proteinas, se ha demostrado que también es posible obtener estructuras de
proteinas de un tamafo hasta 200 residuos a partir de valores de desplazamiento
quimico y de RDCs ' . Los datos de RDC pueden ser incorporados a el programa
CS-Rosetta que calcula estructuras de macromoléculas bioldgicas a partir de los
valores de desplazamientos quimicos de *Ca, *CB, *CO, N, 'Ha y 'HN vy los
datos de RDC. El programa realiza el calulo utilizando valores de desplazamiento

guimico de fragmentos de proteinas seleccionados del Protein Data Bank.

3.5.1.5 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DINAMICOS EN
SOLUCION

3.5.1.5.1 PARAMETROS DE RELAJACION

Numerosas funciones de las proteinas estan ligadas a la movilidad interna
de las mismas. Sin embrago la resolucién de la estructura tridimensional de las
proteinas por técnicas como cristalografia de rayos X y espectroscopia de RMN,
nos da una imagen estdatica de ellas. Es igual de importante poder determinar
como y cuanto se mueven las diferentes partes de ésta maquinaria, en la escala
de tiempo apropiada para que realice su funcién, dado que nos permitiria lograr
un mayor conocimiento y un mejor entendimiento de los distintos procesos en

los que esta involucrada.

Para analizar procesos dindmicos, que ocurren a escalas de tiempo
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diferentes, se pueden utilizar distintas técnicas, pero RMN es la Unica técnica que
nos permite hacer un seguimiento de los mismos con resolucién atémica (Figura

14).

En espectroscopia, la relajacion es el camino por el cual una particula que
se encuentra en un estado excitado vuelve a su estado basal. En RMN el retorno
al equilibrio de los espines excitados se produce por la fluctuacién de campos
magnéticos locales causados por los movimientos moleculares. Estas
fluctuaciones inducen transiciones de energia de espines y pérdida de coherencia
de fase, llevando al sistema de regreso al equilibrio. Como la relajacidon se ve
afectada por los movimientos moleculares, la velocidad de relajacion medida por

RMN contiene informacion dindmica de la molécula.

Union de ligando

o Catalisis
Libracion .
Plegamiento
I
Vibraciones Requlacion alostérica
—— gueacion aloster

Rotacion de cadenas laterales
I

102 10° 10° 103 10° 102

R1, R2, NOE Rilp

Anélisis de forma de linea

Intercambio ZZ

Figura 14: Escalas de tiempo de la dindmica de las
proteinas y distintas técnica de RMN que se pueden usar para
estudiarlas.

Para poder entender el concepto de relajacion de los espines nucleares es
importante definir el estado de los mismos estando totalmente relajados en un

campo magnético estatico externo. En ésta condicidon la poblacién de cada
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estado de espin (a y b para 1=1/2) sigue una distribucion de Boltzman y no existe
coherencia en la precesidn de los espines. La aplicacidon de un pulso de radiacién
electromagnética a una frecuencia resonante, produce una distorsion de éste
equilibrio: por ejemplo un pulso de 180° intercambia las poblaciones de espin
rompiendo el primer equilibrio; un pulso de 90° produce coherencia de la

magnetizacion transversal rompiendo la segunda caracteristica del equilibrio **.

La vuelta al equilibrio en RMN se produce en forma diferente
dependiendo de la orientacién de la magnetizacién en estudio respecto del
campo magnético (Figura 15). En primer lugar, la relajacidon longitudinal, que
permite la restauracion de la distribucidon de Boltzman de los espines, es la vuelta
al equilibrio de la componente de la magnetizacidn paralela al campo. Esta tiene
su origen en el acoplamiento de los espines excitados con sus alrededores y se da
mediante transferencia de energia, en forma de calor, al entorno del ntcleo. Este
proceso esta caracterizado por el tiempo de relajacién longitudinal T1 o Ia

frecuencia R1 (1/T1).

Por otro lado, la relajacion espin-espin o transversal, que corresponde a
las componentes del vector de magnetizacion en orientaciéon perpendicular al
campo magnético, se define por el tiempo de relajacion transversal T2 o la
frecuencia R2 (1/T2). Este tipo de relajaciéon es la causante del defasaje de la
magnetizacion transversal mientras ésta precesa alrededor del campo estatico
externo (pérdida de coherencia). El T2 surge de variaciones locales de campo
magnético. Son tres mecanismos principales los que producen éste efecto: la
inhomogeneidad del campo magnético, los acoplamientos dipolares y la

anisotropia del desplazamiento quimico.

65



MATERIALES Y METODOS
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Figura 15: Relajacion de la magnetizacion longitudinal
(izquierda) y transversal (derecha). Se muestran la distribucion de
espines (arriba), el momento magneético resultante (centro) y la evolucion
de la magnetizacion relevante en el tiempo (abajo)(Rule & Hitchens
2006).

Otro pardmetro de RMN que contiene informacion sobre la dindmica de
proteinas es el NOE heteronuclear entre el N y el 'H unido. El valor del NOE
heteronuclear refleja la relajacion cruzada entre éstos nucleos, que a su vez

depende de la frecuencia de movimiento molecular de la proteina.

Los parametros R1 y R2 se obtienen a partir de un ajuste de las
intensidades de las sefales en funcion del tiempo de evolucidn correspondiente
a cada espectro. Las curvas de relajacion responden a una funcién exponencial
simple. Los datos se ajustaron utilizando tres parametros segun la siguiente

ecuacion:

I(t):IOe(—z/Tllz)_'_Ioo

siendo | la intensidad en altura o volumen de la sefial y t el tiempo de
retardo utilizado en el espectro. Los parametros que se obtienen del ajuste son I,

gue es la intensidad de la sefial a tiempo de retardo 0, Ty, que es el tiempo de

66



MATERIALES Y METODOS

relajacion longitudinal o transversal e l..que es la intensidad de la sefial a tiempo

infinito.

Para completar el conjunto de datos necesarios para el analisis, se deben
obtener los valores de NOE 'H-"N. Los experimentos de NOE consisten en dos
espectros, uno en que se saturan los 'H (saturado) y otro en que no se hace
(referencia). El programa, extrae los valores de intensidad correspondientes a

cada sefial y se estima el NOEhn de la siguiente manera:

Isat
NOEhn=
" Iref

donde Isat es la intensidad de la sefial del espectro saturado e Iref es la

intensidad correspondiente al espectro de referencia.

El procesamiento de los datos de relajacion, T;, T, y NOEy\.n se realizd

utilizando las rutinas implementadas en el programa CCPNMR
3.5.1.5.2 DETERMINACION DEL TENSOR DE DIFUSION ROTACIONAL

Dado que la velocidad de relajacién depende del tiempo de correlacidon
rotacional de cada N amida, y este se ve afectado principalmente por el
movimiento global de la molécula, el primer paso en el analisis de relajacion es
determinar el valor de los tensores de difusidn rotacional de la molécula. En el
caso de una molécula esférica la movilidad es isotropica y la funcidon de
correlacidon rotacional es una simple exponencial, pero en el caso de que la
molécula sea asimétrica, la rotacion también lo sera y la funcion de correlacidn
rotacional resulta multiexponencial. El ajuste de los datos asumiendo difusidon
isotropia sera inexacto si la molécula en realidad presenta cierto grado de
anisotropia. Por eso es importante la estimacidn del tensor de difusién rotacional
de la molécula previo al andlisis de la movilidad interna de la proteina. La

difusion rotacional puede ser estimada utilizando la relacién R2/R1, debido a que
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esta relacion es independiente de la dinamica interna pero no del movimiento de
la proteina como un todo. El programa TENSOR?2, define si la movilidad de la
proteina responde a un modelo isotropico, axialmente simétrico o totalmente
anisotrépico a partir de los valores de R1 y R2 ingresados. La eleccion del modelo
se realiza mediante un analisis x* de los datos a través de simulaciones Monte
Carlo, definiendo el grado de confianza para el modelo que se analiza. El
programa comienza evaluando el ajuste al modelo mas simple, modelo
isotrépico, y luego aumenta en complejidad hasta el modelo totalmente
anisotrépico. Para evaluar si el aumento en la complejidad del modelo es valido,
se realiza un analisis estadistico F que evalla si la mejora del ajuste es
significativa como para rechazar el modelo mas simple. Para disminuir la
probabilidad de que la movilidad interna afecte el calculo, el programa selecciona
los valores de R1 y R2 de residuos que forman parte de estructuras secundarias
definidas o comparando el resultado de la relacion de cada N amidico respecto
a la media. Los valores propios del tensor de difusion reflejan la forma global de

la proteina, si es esférica, prolato u oblato #2772,

3.5.1.5.3  ANALISIS MODEL FREE

Una vez determinado el tiempo de correlacidn rotacional y el tensor de
difusion el programa tiene el punto de partida para continuar con el analisis

dinamico del esqueleto proteico.

Los parametros de relajaciéon R1, R2 y NOE son funciones de la densidad

espectral J(w) segun se muestra en las siguientes ecuaciones:
R1=d[J(on — on) + 3J(on) + 6J(on + ©n)] + cJ(®s)

R2= (d/2) [4](0) + J((DH — (DN) + 3J((DN) + 6](0)}1 + (DN) + 6]((01{)] +
(c/6) [4(0) + 3](®n)] + Rex

GNOE= 1 + d (yu/yn) [6J(0n + ox) — J(on — on)]/R1
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Donde d= (Woyiynh/8T2) <rui> y c= [wy (6" — 67)]/V3, h es la constante de
Planck, yu v yn son las constantes giromagnéticas de 'H y N respectivamente, ¢"
y o son las componentes paralelas y perpendiculares al tensor de
desplazamiento quimico de Ny ry es la distancia entre el Hy el N amidico. Rex
es la contribucién de intercambio que se da cuando el N se mueve entre
distintos ambientes magnéticos en la escala de micro a milisegundos. La técnica
de mapeo reducido de la densidad espectral nos permite convertir estos valores
de R1, R2 y NOE en tres valores de densidad espectral J(0), J(wn) Yy J(wh),
considerando que como wy= 10wy los valores de densidad espectral J(wy — wy),
J(wy + wy) ¥ J(wy) son todos aproximadamente iguales y se representan por J(wy).
Esta aproximacion reduce el problema a un ajuste simple de tres ecuaciones y

tres incognitas.

El andlisis model free consiste en un andlisis de minimizacién de x> de los
parametros de relajacion. El analisis se hace cinco veces, una vez por cada uno de
los modelos que se explican a continuacién, aumentando en complejidad, hasta
seleccionar a cual de ellos se ajustan mejor los datos ingresados con un limite de

confianza de 95%.
Los distintos modelos son:

1. Se sigue un ajuste simple model free, Asumiendo que ti es muy rapido
( Ti < 20ps) la ecuacion de densidad espectral puede expresarse de esta manera

para el ajuste:

(S*te)

_2
J((D)_S (1+0’tc)

En este modelo el Unico pardmetro ajustado es S* que indica la amplitud

de movimiento del par HN amidico.

2. Sigue el modelo simple model free pero en este caso se considera que la
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movilidad interna afecta a la funcidén de correlacion rotacional y la ecuacion de

densidad espectral queda expresada:

J(oo):s_[S T(—l+wzrc) +(1-8 >t(—1+mzre)

1

En este modelo se ajustan S*y Ti, dado que te '= ¢+ Ti™

3. lgual que modelo 1 con contribucién de intercambio quimico.

2 (8%te)

J(w)== +R
() 5(l+o°tc) “

Se ajustan S’ y Rex.

4. lgual que modelo dos con contribucidon de intercambio quimico. Se

ajustan T, S’y Rex.

5. Si el modelo simple no es suficiente para obtener un buen ajuste, se
incluye un tiempo de correlacién intermedio dentro de la funcién de densidad
espectral, por lo que se usa lo que se llama sistema model free extendido. La
ecuacién es parametrizada por un tiempo de correlacién rapido t; y un tiempo de
correlacién lento T, asi como también por dos parametros de orden S¢ 2y S, 2

correspondientes a esos tiempos. Siendo T << T, <<T,, $°= ;> S, *:

(x's)

(1+w’t’s’)

(' f)
(1+w’t’ f7)

J(w)=2 5?2

o
5S

(1+w’tc’)

+(1-577) 5157

Los pardmetros t's '=t. '+t y T "=t T + . . Como T; es muy rapido la

ecuacién se aproxima a:

(52 n(Ts)
5f S)(1+oozr'sz)
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Los ajustes de los datos de relajacién en este modelo dan como resultado

S¢% Sy T..

Por ultimo para obtener el error de los ajustes se realiza un analisis de
simulaciones Monte Carlo que evalua las posibles variaciones de los parametros
calculados dentro del error experimental de los datos informados. En los casos en
gue ninguno de los modelos pueda reproducir los datos satisfactoriamente se lo
considera modelo 6 y el programa proporciona los pardmetros dindmicos
obtenidos con el modelo de mejor ajuste. A través de este andlisis el programa,
teniendo en cuenta el tiempo de correlacién rotacional de la molécula tc y los
valores de los tensores de difusion de la molécula, nos permite obtener la
movilidad interna de los mismos dada por el S* y un tiempo de correlacidn
interno ti asociado al mismo, para los distintos pares HN amidico de los cuales se
estiman los parametros de relajacion. En el caso de que los residuos que
presentan intercambio rdpido (us a ms) entre dos ambientes quimicos distintos,

también se obtiene la constante de intercambio quimico R ***7%°.

3.5.1.6 INTERCAMBIO QUIMICO

Cuando un nucleo de una muestra puede encontrarse en dos entornos
diferentes que resultan en distintos desplazamientos quimicos, el espectro de
RMN resultante dependera de la relacién entre la velocidad de intercambio entre
los entornos y la diferencia de frecuencias de resonancia del nucleo en cada
entorno. El fendmeno de intercambio puede darse en un sistema simple en el
gue ocurren cambios conformacionales, o durante una titulacion de dos especies
en donde las formas libre y unida de cada especie dan lugar a una frecuencia de

resonancia diferente para el mismo nucleo.

Debido a las magnitudes de las diferencias de frecuencia que se

encuentran entre sefales de RMN, se pueden presentar tres casos de régimen de
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intercambio (Figura 16):

1- Cuando el proceso de intercambio (asumido A = B) ocurre en un
régimen mas lento que la diferencia de los desplazamientos quimicos entre las
dos formas, cada nucleo afectado podra asociarse a dos resonancias en el
espectro en cuestion, correspondientes al mismo en dos entornos quimicos

diferentes.

2- Cuando el proceso de

intercambio ocurre en un régimen
rdpido en la escala de tiempo de los

desplazamientos quimicos no se ve

INTERCAMBIO
afectada la intensidad de la seial Ve B
ki

resultante pero si su posiciéon en el JL

espectro, la cual resultard ser un B
__/\___ . [NTERCAMBIO

Ta
promedio de los valores de 'N'_EkafifDD

desplazamiento quimico esperados en

cada entorno quimico, promediado M INTERCAMBIO
LY vy

LENTO

segun la poblacidn relativa de cada uno. B

3- En un régimen de intercambio

guimico intermedio en la escala de los

Figura  16: Representacion

desplazamientos quimicos, se observara » 9
esquemdtica de la evolucion de una

la coalescencia de ambas sefiales dando sefial de RMN asociada a un nicleo
. . . susceptible a intercambio quimico

una sefal promedio demasiado ancha . )
rdpido, intermedio o lento en la escala

como para ser detectada en el espectro de tiempo de los  desplazamientos
) . . quimicos entre los estados Ay B. k es la
de RMN; es decir, que tal intercambio se ] ] )
constante de velocidad del intercambio

evidenciard por la ausencia de las y Au es la diferencia de frecuencias

entre los estados A y B.

resonancias esperadas O por un
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ensanchamiento de las mismas.

3.5.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se adquirieron a
298 K. Las muestras se suplementaron con agua deuterada (D,0) 10%
(Cambridge Isotope Laboratories). Los desplazamientos quimicos secundarios se
referenciaron con respecto a la sefial del H,0 a 4,77 ppm (pH 6,8; 252C) relativo a

DSS, utilizando las relaciones de frecuencia 1H:X del punto cero de acuerdo a **’.

3.5.2.1 ASIGNACION DE RESONANCIAS DE DCL1-B

Los desplazamientos quimicos de 'H, *C y N del esqueleto peptidico de
DCL1-B se asignaron utilizando los espectros de triple resonancia [BEST-
HNCA/HN(CO)CA, BEST-HNCACB/HN(CO)CACB, BEST-HN(CA)CO/HNCO vy
HN(CA)HA] **8 que se adquirieron en un espectrémetro Bruker Avance Il 600, que
opera a 600,13 MHz, empleando una sonda TXI de triple resonancia (*H, *Cy *N)
con deteccidén inversa. La asignacion de resonancias de los Ha y HB, se realizé a
partir de un espectro HBHA(CO)NH adquirido en un espectrémetro VARIAN 600

MHz equipado con una sonda criogénica.

Las resonancias de las cadenas laterales se asignaron a partir de espectros
H(CC)(CO)NH y (H)CCH-TOCSY. La asignacién se completé usando los espectros
'H-'H-NOESY y 'H'H-TOCSY en *H,0. Las restricciones de distancia derivadas de
espectros de tres dimensiones >N y *C-NOESY y 'H-'H-NOESY (tm= 120 ms), y de
dos dimensiones (2D) fueron adquiridos en un espectrémetro VARIAN VNMRS
800 MHz equipado con una criosonda de triple resonancia. Las resonancias
correspondientes a los protones aromaticos se asignaron utilizando un espectro
TOCSY *H-'H en 2H,0. Para obtener la muestra en agua deuterada, se realizd una
liofilizacion de la misma, y posteriormente se resuspendid en una solucidn

amortiguadora preparada con ’H,0.La asighacién completa fue depositada en
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BioMagResBank (entrada 18393).
3.5.2.2 DETERMINACION DE RDCs DE DCL1-B

Para la adquisicion de los parametros de acoplamientos dipolares
residuales (RDC), la muestra se alined en una fase liquida cristalina formada por
C12E5 y hexanol. Este medio preparado al 5% con una relacién molar
C12E5:hexanol de 0.96 crea una fase nemadtica en presencia del campo
magnético del espectrédmetro que induce un alineamiento preferencial de la

189 Los valores de RDC fueron

proteina en la direccion del campo magnético
medidos en tres pares de atomos de cada plano del péptido (Dy.xn, Doty Y Do) @
partir de espectros ’N-IPAP-HSQC acoplados en CO y desacoplados en Ca en
medio isotropico y anisotropico. En estos espectros para cada seial
correspondiente a un par HN-N se obtienen cuatro picos que permiten medir

simultdaneamente las constantes de acoplamiento HN-N, N-CO(i-1) y HN-CO(i-1).

El valor de RDC para cada residuo, se calculé a partir de la siguiente férmula:

RDC =Aisotropico— A anisotropico
donde Aisotrdpico es igual a al acoplamiento en el medio isotrdpico (J) y

Aanisotrépico representa es el acoplamiento en el medio isotrépico mas el

acoplamiento dipolar residual (J+D) (Figura 17).
3.5.23 CALCULO DE ESTRUCTURA EN SOLUCION POR RMN

La estructura de DCL1-B se calculd en base a las restricciones de distancia
obtenidas de los espectros NOESY, y de los RDC. La sefales de los espectros
NOESY editados en N y *C fueron seleccionadas automdticamente usando el
algoritmo ATNOS-CANDID ' implementado en UNIO"10. La regién aromética
del espectro 'H-"H-NOESY se seleccioné manualmente al igual que las sefiales del
N-NOESY que no se pudieron asignar automaticamente. Las constantes de

acoplamiento escalar *Jyn.ia se determinaron a partir de un experimento HNHA. El
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Figura 17: Zoom del espectro 'H”N-HSQC de la muestra
proteica en medio a) isotrépico y b) anisotrdpico usados para la
determinacion de RDC. Los componentes de desacoplamiento hacia
arriba y hacia abajo se muestran en azul y negro, respectivamente.

analisis completo se llevé a cabo utilizando CCPNMR. Los angulos de torsion ¢ y
W se calcularon a partir de los valores de los desplazamientos quimicos de H, N,

11y se utilizaron como

Ca, CB, Ha y CO usando la versidon online de TALOS+
restricciones adicionales. Las estructuras se calcularon con ARIA 2.3.1/CNS 1.1,
19219 nhermitiendo una reasignacion de la lista de picos inicialmente cargada en
UNIO'10. Los componentes axiales y rombicos del tensor de alineamiento se
determinaron con Pales *** por ajuste de los RDC experimentales al conférmero

de menor energia del calculo de estructura previo.

Se calcularon mil estructuras en el ultimo ciclo iterativo de ARIA, de las
cuales a los 20 conformeros de menor energia total se les realizé refinamiento

con agua.

3.5.2.4 INTERACCION PROTEINA-PROTEINA Y PROTEINA-ACIDOS
NUCLEICOS

Los experimentos de interaccion ARN/ADN-proteina y proteina-proteina se

realizaron en un espectrémetro Bruker 600 MHz equipado con una consola

75



MATERIALES Y METODOS

Avance Il y una sonda TXI. Las titulaciones se realizaron en Hepes 50 mM (pH7),
DTT 10 mM, Azida sddica 0,05 %, Complete 1 X y D,0 10 %. El sustrato de ARN o
ADN se calentd a 1002C y se enfrié inmediatamente en un bafio de hielo y agua.
Las titulaciones se realizaron agregando el acido nucleico a una muestra de

proteina 100 uM. En cada paso, se adquirié un espectro *H->"N-SOFAST-HMQC ***.

La interaccion de DCL1-B y DCL1-AB con HYL1-AB se evalud por adicion de
1 equivalente de HYL1-AB sin marca a una muestra de DCL1-B en PO,> 100 mM,
NaCl 50 mM y 1 mM B-mercaptoetanol (pH 7). Se adquirié un espectro *N-HSQC
para DCL1-B libre y otro para una mezcla 1:1 de DCL1-B y HYL1-AB. la

concentracion final de ambas proteinas fue de 110 puM.
3.5.25 DINAMICA DE DCL1-B

Los parametros de relajacién de los N amidicos R1, R2 y NOEs se
obtuvieron utilizando las secuencias de pulsos hsqctl3gpsi, hsqct2f3gpsi,

hsqcnoe3f3gpsi, respectivamente para obtener los espectros 2D.

Los tiempos de retardo o evolucién usados en los espectros 2D fueron 10
(x2); 90; 200 (x2); 330; 450; 620; 830 y 1100 ms para los experimentos de T1y,
16,16; 32,32 (x2); 48,48; 64,6; 80,8; 96,9; 113,12 (x2) y 129,29 ms para los
experimentos T2. Los espectros 'H N HSQC se adquirieron con en 2048 (*H) y
128 (*°N) puntos complejos, el *H N NOE se adquirieron con 2048 (*H) y 256

(**N) puntos complejos.

Una vez obtenidos los parametros T1, T2 y NOE 'H-"N, se calcularon los
pardmetros de movilidad de la proteina utilizando el programa TENSOR2 ¥ y

realizando un analisis de "model free".
3.6 SINTESIS DE ARN

Las muestras de ARN se sintetizaron por transcripcion in vitro por la ARN
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polimerasa T7, usando oligonucleétidos hibridados. La mezcla se prepard con un
tampdn de transcripcion 1X [Tris 40 mM (pH 8), DTT 5 mM, espermidina 1 mM,
Tritdn X-100 0,01 % y PEG 8000 80 mg/ml], cada rNTP a una concentracién de 4
mM (rA, rC, rG y rU), MgCl, 20 mM, BSA 40 pg/ml y 1 U de pirofosfatasa. La
reaccion se inicié con el agregado de la enzima T7 polimerasa y continud por 3
horas a 379C. Luego, se agregaron 50 U de ADNasa y la mezcla se incubd por 30
minutos a 372C. La mezcla de reaccion se diluyé 8 veces en Tris 20 mM (pH 8),
EDTA 10 mM y urea 8M vy se cargd en una columna "Q-Sepharose” equilibrada
con la solucién amortiguadora mencionada previamente. La columna se eluyd
con un gradiente de 0 a 1 M NaCl en el tampdn. Las fracciones que contenian
ARN se determinaron por Ay, Yy se chequearon por electroforesis en gel de
poliacrilamida 5 % con Urea. Las fracciones que contenian el transcripto deseado

se dializaron contra 200 volumenes de H,0.
3.7 ESPECTRO DE EMISION DE FLUORESCENCIA

El espectro de emisidon de fluorescencia de DCL1-B se realizd sobre una
muestra de concentracion 5 pM contenida en una solucidn amortiguadora de
PO,* 100 mM (pH7) y NaCl 50 mM. Para la adquisicién de los espectros, se utilizd
un espectrofluorometro Varian Cary Eclipse fijando previamente los valores de A
maxima de emision excitando a 280 nm y de A maxima de excitacion. Este ultimo,
arrojo un valor de 282 nm y fue utilizado para obtener el espectro de emision de

fluorescencia en un rango de 300 a 500 nm.
3.8 TITULACIONES POR ANISOTROPIA DE LA FLUORESCENCIA

Para las titulaciones por anisotropia de fluorescencia, los fragmentos de
ARN se marcaron con fluoresceina usando el sistema EndTag Nucleic Acid End
Labeling y la marca reactiva fluoresceina maleimida de Vector Laboratories. Los

fragmentos marcados se purificaron con una extraccién con fenol, se precipitaron
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con etanol y se resuspendieron con una solucién amortiguadora de PO,> 10 mM
pH7. El ADN marcado con fluoresceina se obtuvo de Sigma. La anisotropia de
fluorescencia se midid en un espectrofluorémetro Varian Cary Eclipse excitando
las muestras a 492 nm y midiendo la emisién de fluorescencia a 520 nm. Los
valores de anisotropia se obtuvieron por un promedio de 3 medidas con un
tiempo de integracién de 20 segundos. La apertura de excitacion y emisidon
usadas fueron de 10 nm. EI ARN fue calentando a 1002C por 5 minutos y enfriado
inmediatamente en un bafo con hielo y agua para asegurar la hibridizacidon
molecular correcta. Los oligdmeros de ADN se hibridaron mezclando ambas
hebras y calentando a 1002C dejando enfriar lentamente a T2 ambiente. La
solucion amortiguadora de cada muestrd se cambié por PO, 10 mM pH7
inmediatamente antes de realizar las mediciones. El cambio se realizé utilizando
columnas Bio-Spin 6 (Bio-Rad) de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Las
curvas de union se realizaron a 202C titulando una solucién de acido nucleico 50
nM marcado, con cantidades crecientes de proteina. Los datos experimentales (r)
se ajustaron a una funcién hiperbdlica (ecuacién 1) asumiendo un modelo de

unién simple con una estequiometria 1:1 o a la ecuacidn de Hill (ecuacidn 2):

(a[ P])

r=r0+(b+[P]) [1]

(a[P])

r=rl+
donde [P] corresponde a la concentraion de proteina libre, r, es la
anisotropia del ARN o ADN libre, a es la amplitud del cambio de anisotropia tras
la unidn, b es la constante de disociacién y n es el coheficiente de Hill que da una
medida de la cooperatividad de unidn para sistemas con estequiometria mayor

que 1:1. Las curvas de titulacion se normalizaron restando el valor de ry y

dividiendo por la amplitud a de cada punto .
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3.9 DICROISMO CIRCULAR

La elipticidad de las muestras de proteinas se evalud utilizando un
espectropolarimetro Jasco 810 calibrado con (+) acido 10-canforsulfénico. Para el
espectro de dicroismo circular (CD) en el UV cercano se utilizd una concentracion
de proteina de 80 uM vy el espectro se realizé en un rango de 250 a 350 nm,
mientras que para la adquisicion del espectro en el UV lejano, la concentracién
de la muestra proteica utilizada fue de 10 uM y se adquirieron lecturas en un
rango entre 190 y 250 nm. Ambas muestras proteicas se encontraban disueltas

en una solucién amortiguadora de PO, 100 mM (pH7) y NaCl 50 mM.

Para los experimentos de estabilidad por CD, las proteinas replegadas se
desalaron en columnas de desalado PD-10 (GE Healtcare) usando una solucién
amortiguadora de PO,> 10 mM (pH7). Las concentraciones de proteinas se
determinaron por espectroscopia UV. Se prepararon solciones de proteina a
distintas concentraciones de urea y se incubaron a T2 ambiente durante tres
horas para asegurar condiciones de equilibrio y minimizar las modificaciones
guimicas. Los espectros de CD en el UV lejano se registraron en un rango entre
190y 250 nm, el desplegamiento inducido por urea se monitored por cambios de
la elipticidad a 220 nm. La concentracidon de proteinas fue de 10 uM, y el paso
Optico de la celda utilizada fue de 0,1 cm. En todos los casos los puntos se
adquirieron a una velocidad de 20 nm min® y se promediaron al menos 3
medidas para cada muestra. La seial a 250 nm se utilizd como control interno
para corregir pequenas fluctuaciones en la linea de base. Todas las medidas se

realizaron a 20°C.
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3.10 OBTENCION DE PLANTAS DE A. thaliana TRANSFORMADAS
3.10.1 ECOTIPO UTILIZADO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Las plantas de A. thaliana utilizadas en esta tesis corresponden al ecotipo
Columbia-0 (Col-0). Las plantas fueron cultivadas en una cdmara de crecimiento
con un régimen de 16 horas de luz (100 pE.m™.s™") y 8 horas de oscuridad. La
temperatura de crecimiento fue de 239C durante el ciclo luz/oscuridad, mientras
que la humedad fue mantenida en 65 % de humedad relativa. Las plantas fueron
regadas 2 veces por semana con agua. Para el crecimiento directo en tierra, las
semillas fueron estratificadas a 4°C por 2 dias en tubos de microcentrifuga con 1
ml de agar 0,1% (p/v), y luego sembradas en tierra. Las semillas de las lineas
mutantes hyl1-2 (SALK_064863), fueron obtenidas a través del “Arabidopsis

Biological Resource Center” (ABRC).

3.10.2 TRANSFORMACION DE A.thaliana

La transformacidon de plantas de A. thaliana fue realizada mediante Ia

técnica de “floral-dip~ *°

. Se cultivaron las cepas de A. tumefasciens ASE
transformadas con los distintos plasmidos binarios en 5 ml de LB conteniendo 80
ug/ml de espectinomicina, 50 pug de kanamicina y 25 pg de cloramfenicol a 282C
hasta llegar a una DOgy, cercana a 2. Se concentraron las células por
centrifugaciéon a 5.000 g durante 10 min a temperatura ambiente y se
resuspendieron en un medio con sacarosa 5 % (p/v) y 200 pl/I de Silwet L-77. Las
inflorescencias de plantas de A. thaliana regadas el dia anterior fueron
sumergidas en la suspensién de células durante 15 segundos. Luego de escurrir el
exceso de medio de cultivo, se colocaron las plantas en posicién horizontal
dentro de bandejas cubiertas con film para conservar la humedad. Luego de 48

horas se quito el film, se colocaron en posicion vertical y se prosiguié con el

cultivo en la cdmara de crecimiento hasta la maduracion de las semillas.
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3.10.3 RECOLECCION DE SEMILLAS

La recoleccion de semillas se realizd a partir de plantas que finalizaron su
ciclo de vida y que presentaban semillas maduras. Se retiraron las plantas del
pote de tierra y frotando las mismas con las manos se dejo caer las semillas sobre
una hoja de papel. Se eliminaron los restos de silicua y hojas por tamizado. Las

semillas se almacenaron en micotubos de 1,5 ml hasta su posterior utilizacion.
3.10.4 ESTERILIZACION DE SEMILLAS

Para la esterilizacion de las semillas, las mismas fueron incubadas con una
solucion de etanol 70 % (v/v) x, tritdnX-100 0,1 % (v/v), durante 15 minutos.
Luego se realizd un enjuague con etanol 96 % (v/v) y finalmente se las dejé secar
en el flujo laminar. La manipulacién del material vegetal en condiciones de

esterilidad se realizd en una cabina de flujo laminar.
3.10.5 SELECCION DE TRANSFORMANTES

Para la seleccion de plantas transformadas con el vector binario pCHF3-
CS052, semillas esterilizadas fueron sembradas en placas de Petri con medio MS-

%7 suplementado con 50 pg/ml de kanamicina. Las placas fueron

agar
mantenidas en oscuridad a 4°C por 48 horas. Transcurrido este periodo las placas
fueron transferidas a la cdmara de cultivo y en estas condiciones las plantas se
dejaron crecer 10 dias. Luego las placas fueron analizadas y aquellas plantas que
presentaban un fenotipo resistente al agente de seleccion, evidenciado por el
desarrollo de una raiz de tamafo considerable y del primer par de hojas
verdaderas, fueron transferidas a potes con tierra. Los potes fueron ubicados en
bandejas con agua las cuales se cubrieron con film de nylon transparente, de
modo de evitar la pérdida de humedad. En estas condiciones se cultivaron en la

camara durante 2 dias, momento en el que se retird el nylon y se continud con su

cultivo. Aquellas plantas transformadas con el vector binario pCHF5 fueron
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incubadas en tubos de microcentrifuga en una solucién de agar 0,1% (p/v) a 4°C
en oscuridad durante 48h. Luego fueron sembradas directamente en potes con
tierra. Los potes fueron ubicados en bandejas con agua las cuales se cubrieron
con film de de nylon transparente, de modo de evitar la pérdida de humedad. En
estas condiciones se cultivaron en la cdmara durante 2 dias, momento en el que
se retird el nylon y se continud con su cultivo. A partir de ese momento fueron
regadas 2 veces por semana con una solucion acuosa de herbicida glufosinato de

amonio 200 mg/I.

3.11 MUESTRAS VEGETALES
3.11.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

Se extrajeron inflorescencias cerradas de plantas de aproximadamente 2
meses de vida y manteniendo los tubos de almacenamiento sumergidos en N,
liguido. Una vez recolectadas, las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su
utilizacion.

3.11.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE INFLORESCENCIAS

Las inflorescencias se homogeneizaron sumergiendo microtubos de 1,5 ml
en N, liquido y rompiendo el tejido con un pilén. A continuacién se adicionaron 5
ul de solucion amortiguadora cada 1 mg de tejido. El tampdn de extraccion esta
compuesto por Tris-Hcl 50 mM (pH 7,8), MgCI2 1 mM, EDTA 2 mM, PMSF 1 mM,
Ascorbato 2 mg/ml y Glutatidon reducido 0,3 mg/ml. Los homogenados se
centrifugaron a maxima velocidad por 30 min a 42C. El sobrenadante se trasvaso

a un tubo limpio.
3.11.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS
La concentracidn de proteinas de los extractos vegetales se determind por

el método de Bradford '*. El ensayo consistid en agregar 0,5 ml de solucién de
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azul de Coomasie G-250 a 0,5 ml de solucidn proteica, mezclar rdpidamente y
determinar la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro. Como testigo se

utilizé albumina sérica bovina de concentracion conocida en el rango de 0 a 8

ug/ml.
3.12 WESTERN BLOT

Las proteinas separadas por geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Amersham) utilizando el sistema Mini-Trans-Blot transfer (Bio-Rad). La
transferencia se realizd con agitacion permanente en bafo de agua y hielo
durante 1 hora a 350 mA o, alternativamente, durante toda la noche a 14 V y
49C. La solucion de transferencia empleada consiste en Tris-HCl pH 8 25mM,
glicina 192 mM y metanol 20% (v/v). Concluida la transferencia, se bloqued la
membrana incubandola con una solucién amortiguadora PBS-T leche (NaCl 137
mM, Fosfato 10 mM, KCl 2.7 mM, Tween 20 0.1 % v/v, leche descremada en
polvo de origen comercial 5% p/v) durante 1 hora con agitacién suave a
temperatura ambiente (o toda la noche a 42C). Posteriormente la membrana se
incubd toda la noche a 42C con agitacién suave (o 1 hora a temperatura
ambiente) con el anticuerpo primario comercial anti-HA de conejo (Sigma).
Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 10 minutos con PBS-T con agitacion
suave para eliminar los anticuerpos no unidos a la membrana y se incubd la
misma con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente (o
toda la noche a 42C) con agitacién suave. Luego, se efectuaron 4 lavados de 10
minutos con una solucidn de lavado que dependié del sistema utilizado para el
revelado. En los casos en los que se indica, se utilizd el revelado por fosfatasa
alcalina. En este, la membrana se lavé con solucion para revelado por fosfatasa
alcalina (Tris-HCI 100 mM (pH 9.5), NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM), y luego se

incubd con 10 ml de dicha solucién conteniendo 40 ul de NBT 50 mg/ul y 20 ul de
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BCIP 20 mg/ul, a oscuras, durante el tiempo necesario hasta que se evidencio la
sefial, generalmente entre 5 y 10 minutos. La reaccion se detuvo por sucesivos

lavados de la membrana con de H,O destilada.

Cuando fue requerida una mayor sensibilidad en la deteccidn de la seial,
se reveld empleando un sistema quimioluminiscente. Para esto se utilizd el
sistema ECL Western Blotting detection System de Amersham® siguiendo las

instrucciones del fabricante.
3.13 MICROSCOPIA CONFOCAL.

Para obtener las imagenes de las raices por microscopia confocal, se
utilizaron plantulas crecidas en medio MS. Luego de la germinacion, las plantulas
fueron crecidas colocando las placas de Petri en posicion vertical con el objetivo
de favorecer el crecimiento radicular y de causar el menor daifo posible al
utilizarlas. El tiempo de cultivo previo a la obtencidn de las imagenes fue de siete

dias.

Las raices de las plantulas fueron incubadas por 1 minuto en loduro de
Propidio (IP) 1 mg/ml. En estas condiciones, el IP se une a las paredes celulares,
emitiendo fluorescencia roja. A continuacion, fueron montadas en agua entre
porta- y cubreobjetos. Finalmente, las imagenes al microscopio confocal se
obtienen utilizando un objetivo 20X en un microscopio Nikon Eclipse TE-2000-E2.
Se utilizé un laser multilinea de i6n de argdn (488nm) para la excitacion, y filtros
de 515/30 para la fluorescencia de GFP y de 605/75 para la fluorescencia de IP. El
procesamiento de imagenes se realizd con el programa EZ-C1 Gold Version de

Nikon Corporation.
3.14 PROGRAMAS UTILIZADOS

Todos los espectros de RMN fueron adquiridos el programa TopSpin de
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Bruker en su versién 2.1 y procesados con el programa NMRPipe ** . El analisis
de los espectros de asignacion del esqueleto peptidico se realizé con CARA *®y
de las cadenas laterales con NMRView *°*. La asignacién de los NOE se realizd
utilizando el programa UNIO’10, version 2.0.1, que combina los programas
ATNOS/CANDID (version 2.0) 2. El calculo de las estructuras a partir de los
valores de RDC para DCL1-B se realizd6 mediante el programa CS-Rosetta 2°*%,
mientras que el modelado de las estructuras de las mutantes de HYL1-A en

funcidn de la secuencia se llevé a cabo con el programa Rosetta 2°*°%,

El anélisis de los espectros de "H*’N-HSQC utilizados para la determinacién
de la interaccidn proteina-ligando y los espectros utilizados para la determinacién

R 2%, Los datos de

de los parametros de relajacion se realizdé con CCPNM
relajacion (R1, R2, NOE heteronuclear) fueron analizados segun el formalismo
Model Free ** empleando el programa Tensor v2.0 '°. El anélisis de las
estructuras tridimensionales de las proteinas estudiadas se realizd con el
programa PyMOL versidn 0.96 °®. La determinacidon del potencial electrostatico
mapeado sobre las estructuras se realizdé con la herramienta APBS
209

implementada en pymol. Las correlaciones entre los RDC observados y

medidos se realizaron con el programa MODULE 1.0 **°.
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4 CAPITULO 1: dsRBD2 de DCL1

4.1 RESULTADOS 1
4.1.1 RESULTADOS PREVIOS

DCL1 es una enzima que pertenece a la familia de ARNasas Il y junto con
las proteinas accesorias HYL1 y SERRATE, lleva a cabo el procesamiento de
precursores de miARNs de manera coordinada y precisa en A. thaliana. Dentro
del complejo de procesamiento, DCL1 es responsable de realizar los cortes en los
precursores que dan lugar a los miARN, mientras que HYL1 y SE, son proteinas
auxiliares cuya funcion principal es aumentar la precisiéon de DICER. Debido a su
importancia durante el proceso de biogénesis de miARNs, la caracterizacidon de
DCL1 resulta de gran interés. Sin embargo, esta proteina tiene un tamaio de
1909 aminodcidos y una arquitectura de dominios compleja, lo que dificulta en
gran medida los estudios estructurales sobre DCL1 completa. Por este motivo, la
mayoria de los analisis estructurales se realizan utilizando fragmentos de la
proteina definidos por los motivos que contiene. DCL1, posee dos dominios de
union a ARNdh en el extremo C-terminal que podrian conferirle la capacidad de
unir los precursores de miARN. Con el objetivo de caracterizar estos dominios, se
obtuvieron en el laboratorio varias construcciones que corresponden a los

motivos individuales y a combinaciones de los mismos (Figura 18).

r Ny
DCL1 ——— HELICASA DUF PAZ —'cnm:]—Enm;]—nsﬁsn =d:RED

DCL1-A —gsran—
DCL1-B ~{dsRED
r

DCLI'AB ==dsRED-(dsREDN

4

Figura 18: Construcciones de los dominios dsRBDs de DCL1 de A.thaliana
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Luego de expresar cada proteina y realizar un espectro de RMN de
correlacién 'H™N, se pudo determinar que el segundo dsRBD de DCL1 (DCL1-B)
da espectros 'H°N-HSQC bien resueltos, mientras que el primero, DCL1-A, se
corresponde con el de una proteina desestructurada, lo que se evidencia por la
baja dispersion de las sefiales en la dimensién de 'H en el espectro. La expresion
de los dos dominios juntos no ayudaria al plegamiento del primer dsRBD, debido
a que todas las sefales del doble dominio se encuentran perfectamente

solapadas con las de los dominios individuales (Figura 19).
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Figura 19: Espectros de correlacién de RMN de *HN de las construcciones a) DCL1-
A; b) DCL1-B; c) DCL1-ABy d) superposicion de los espectros a, b y c.

A partir de estos resultados, nos propusimos enfocar nuestros estudios en
DCL1-B. Como se menciond en la seccion 1.2.2.1.1, la proteina DCL1 de plantas
se caracteriza por tener un dsRBD extra en el extremo C-terminal con respecto a
las proteinas DICER de animales. Este segundo dsRBD se encuentra altamente
conservado entre las distintas especies de plantas, lo que lo convierte en un buen
candidato para llevar a cabo funciones de reconocimiento especifico de
sustratos. Una caracteristica que diferencia a DCL1-B de otros dsRBDs candnicos
es la presencia de una insercion de seis aminoacidos en el bucle 2-B3 (Figura 20)

gue posiblemente pueda tener alguna razén funcional.
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La construccion de DCL1-B generada en el laboratorio tiene 85
aminodcidos, un peso molecular de 9,554 KDa y un punto isoélectrico de 9,45. En

la figura 21 se muestra la secuencia de aminoacidos de la misma.

all Bl X pl X Bl N all
DCL1_ds RBD2 --pftrqt JINDI CLRKNWP- MPSIRCVKEG AIA R FGVRVDECI GEPMPS
HYL1_ds RBDI - - HVFKSRMQBEYAQKYKLP- TRVMEI VKE- BPSHKSILEQSTVI LD~~~ -~ GVRYNs L P BF NRIKA
Aaeolicus_RNAse_II1 - kDYKI BB T- QKRWKERPEMRLI SVEGPHHKKKEI VEAK] K- - - - - - EYRTLG EGKSK
xIrbpa_dsRBD - - - APVGSHQHLAVQKGWR- LPEYTVAQESGPPHKREETI TCRVE- - - - - - TFVETG- S
TRBP_ds RBD1 - - SHEVGAMQHL VVQKGWR- L PEMTVTQES GPAHRKE ETMT CRVE- - - - - - RFIEIG S X
ADAR_ds RBDI - KNAYM QINE! - - ---- KPGLQYMLLSQ jVMSVEVN ffffff GQVFEG- iPT
ADAR_ds RBD2 - - KNF L------ RP GL KY DF L SE VMSVVVD- - - - - - GQF FEG- SGRNEK
Saccharomyces RNAselIII  LDN LY[SLI GYASLR- - LHYVTVKKP[TAVDPNSI VECRVGD- - - - - - GTVLGTGWMGR

Figura 20: Alineamiento de la secuencia de DCL1-B con secuencias de dsRBDs para los
cuales estd disponible la estructura en complejo con el ARN. Los elementos de estructura
secundaria se muestran en la parte superior del alineamiento. Los residuos resaltados en azul
son los que presentan cierto grado de conservacion. Los recuadros verdes resaltan los tres
motivos de interaccion con el sustrato. Los residuos de la hélice al que participan en la union
con el ARNdh estdn resaltados con recuadros negros. El cuadro rojo remarca la insercion de
DCL1-By el Trp 55 se muestra con fondo rojo.
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GHMNGHQPFT RQTLNDICLR KNWPMPSYRC VKEGGPAHAK RFTFGVRVNT
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SDRGWTDECI GEPMPSVKKA KDSAAVLLLE LLNKT

Figura 21: Secuencia de aminodcidos de la construccion de DCL1-B

4.1.2 OPTIMIZACION DE CONDICIONES PARA EL ESTUDIO DE LA PROTEINA
POR RMN

Con el objetivo de obtener muestras de una concentracion adecuada para
realizar experimentos de RMN se optimizaron las condiciones de los protocolos

de expresion y purificacion de la proteina marcada con Ny *N™C.
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4.1.2.1 EVALUACION DE PROTOCOLOS DE EXPRESION

Para evaluar la expresion de la proteina DCL1-B, se llevaron a cabo dos

procedimientos diferentes; el método de induccidn tradicional por IPTG y el

método de induccidon con IPTG de alta densidad *'. Los mismos se muestran

esquematizados en la figura 22.

Al evaluar ambos
protocolos de expresidn, se
pudo observar que en el caso
de la inducciéon tradicional, la
ODg¢y alcanzada transcurridas
las 4 horas desde la adicién de
IPTG es de aproximadamente
1,5-2,5 en medio M9, mientras
gue para el caso del protocolo
de alta densidad, la ODgy final
es de 10-15 en el mismo medio
de cultivo. A pesar de estas
diferencias en la densidad
Optica final, los rendimientos
de proteina recombinante
fueron similares en ambos
casos. Al analizar los espectros

'H de la proteina recombinante
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Figura 22: Meétodo de expresion tradicional
por induccion con IPTG y método de induccion por
IPTG de alta densidad.

expresada a partir del protocolo de alta densidad, se notd la presencia de

dobletes y singletes en los picos correspondientes a protones amida del

esqueleto peptidico. Este efecto, es indicativo de un bajo rendimiento en la

incorporacion de la marca isotdpica en la proteina. Luego de repetir el método
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de expresion de alta densidad en varias oportunidades se observé que el
porcentaje de marca que incorpora la proteina recombinante tras cada expresion
es aleatoria. Por este motivo, se utilizd el protocolo de induccién tradicional en

las sucesivas purificaciones de DCL1-B y de DCL1-AB.
4.1.2.2 EVALUACION DE PROTOCOLOS DE PURIFICACION

Uno de los problemas que se presentd durante la purificaciéon de la
proteina fue la elevada cantidad de acidos nucleicos presentes en la muestra. La
presencia de los mismos impidié la obtencién de sefiales de la proteina durante
la adquisicion de los espectros de RMN debido a la formacién de complejos
inespecificos muy grandes. Con el objetivo de eliminar los acidos nucleicos de las
muestras, por un lado, se llevd a cabo un protocolo de purificacidon de proteinas
desnaturalizadas como se describe en la seccién 3.4.3, y por otro se evalué el
efecto de distintos tipos de cromatografias. Al realizar la purificacion
desnaturalizante, definitivamente se obtuvieron muestras libres de d4cidos
nucleicos, sin embargo, el rendimiento de proteina fue muy bajo, sufriendo la
mayor pérdida durante la etapa de replegado. En el caso de las cromatografias,
se evaluaron tres tipos distintos: de exclusion molecular (columna Superdex long
10/30), de intercambio catidnico (columna Hiprep 16/10 CM) y de intercambio
aniénico (columna MonoQ). En todos los casos las columnas fueron equilibradas
con Tris-HCI 50 mM (pH 8), NaCl 50 mM y B-mercaptoetanol 1 mM. Luego de
realizar los cromatogramas, se observd que todas las muestras se obtuvieron
libres de acidos nucleicos. En el caso de la cromatografia de exclusion molecular,
se realizd una calibracidén con distintas proteinas de peso molecular conocido, y
se pudo observar que DCL1-B da una banda de elucion a un volumen esperado
de acuerdo con su peso molecular y que ademas, la proteina se obtiene en
estado monomérico, lo que se evidencia por la presencia de un solo pico

correspondiente a la fraccidon proteica. Al comprar los distintos cromatogramas,
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se evidencié que los mayores rendimientos se alcanzaron utilizando la columna

de intercambio catidnico (Hiprep 16/10 CM) (Figura 23).
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Figura 23: Cromatografia de intercambio idnico utilizando una columna Hiprep 16/10
CM. En azul se indica la absorbancia a 280 nm, en rojo, la absorbancia a 260 nm y en verde el
gradiente de NaCl (de cero a 100%) utilizado. Los picos correspondientes a las fracciones de

dcidos nucleicos y proteicas estdn indicados con flechas.

Por otro lado, se notd que durante las distintas etapas de la purificacion la
proteina precipitaba en grandes cantidades, lo que llevaba a una disminucién
significativa de la concentracidon final. Por este motivo, se decidid evaluar la
influencia del pH sobre la muestra. Los diferentes valores de pH utilizados fueron
5, 6y 7. La mayor estabilidad de la proteina se logré a pH 7, donde no se observd
precipitacion. También se evalud la influencia de la digestion de la etiqueta de
histidina de la proteina de fusion. Al evaluar el nivel de precipitado de DCL1-B sin
digerir y digerida, se observd que las proteinas digeridas presentaban mayor

solubilidad.
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A partir de estos resultados, se obtuvo un protocolo de purificacion
optimizado respecto a rendimiento y calidad de la muestra. De esta manera, se
logré obtener una cantidad suficiente de proteina (ca. 1,5 mg de proteina en un
litro de cultivo en medio M9) con altos niveles de pureza (Figura 24). Las

muestras obtenidas a partir de este protocolo fueron concentradas y se les

agrego azida 0,05%, 1 mM TCEP y 10% D,0 para utilizarlas en la adquisicién de

espectros de RMN.

- Marcador Peso Molecular

- Células sin indicir

- Células inducidas

- Lisis celular

- Fraccidn soluble

- Fraccion no unida a la columna
- Lavado solucién B

- Lavado solucién C

- Elucién sin digerir

10- DCL1-B digerida

s 11- DCL1-B eluida de columna CM
Py 4

O o0 NOOULD WN R

14 KDa

Figura 24: Gel de poliacrilamida 15% en condiciones desnaturalizantes para el
seguimiento de la purificacion de la proteina doble marca. A la derecha se indica lo sembrado en
cada calle. A la izquierda se indica el tamafio correspondiente a la banda de marcador de peso
molecular. La composicion de las soluciones B y C se encuentra en la seccion 3.4.3 de materiales
y métodos.

4.1.3 ESPECTROS DE FLUORESCENCIA Y DICROISMO CIRCULAR

DCL1-B tiene en su secuencia cuatro residuos de fenilalanina, dos
triptofanos y una tirosina. La espectroscopia electronica de los residuos
aromaticos de las proteinas contiene informacién estructural atil, por lo que se
realizd una caracterizaciéon espectroscopica de este dominio utilizando las

técnicas de fluorescencia y dicroismo circular. En primer lugar, se realizd un
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espectro de emisidon de fluorescencia utilizando una A de excitacion de 282 nm
(Figura 25). El espectro muestra una banda de emisién a 345 nm lo que indica
gue al menos uno de los dos residuos de triptofano esta expuesto al solvente.
Con el objetivo de obtener informacidn estructural adicional de la proteina, se
realizaron  espectros de

dicroismo circular (CD). En el

160

espectro adquirido en el UV

140
120

lejano, se observd la

100
80
estructura de bandas 6

40

caracteristica de proteinas 2

Intensidad de fluorescencia

con estructura secundaria 250 300 350 400 450 500

b Longitud de onda (nm)

o+B, correspondiente a lo

-2000
esperado para un dsRBD. En ZZZZ
el espectro de CD en el UV o

-10000
-12000

Elipticidad molar (deg/cm2dmol)

cercano, se observo la

-14000
195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245

presencia de wuna banda c Longitud de onda (nm)

50000

relativamente intensa con .

estructura fina en la regién

- 50000

-100000

Elipticidad (mdeg)

de 250-300 nm que indica

-150000

gue al menos alguno de los

-200000

res'd uos a roma’ticos de 220 240 260 280 300 320 340 360

Longitud de onda (nm)

DCL1-B estan localizados en Figura 25: Figura 8: a) Espectro de emision de

regiones estructuradas de la fluorescencia de DCL1-B excitando a 346 nm. b)
, . Espectro de dicroismo circular en el UV lejano que
proteina, en un ambiente muestra la estructura secundaria de tipo a+6. c)
rigido y asimétrico (Figura Espetro de dicroismo circular en el UV cercano. Se
observan las bandas caracteristicas de aromdticos

25). entre 250-300 nm.
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4.1.4 ASIGNACION DE LAS RESONANCIAS DE DCL1-B Y CSI

Tras obtener una muestra adecuada para realizar estudios por RMN, se
llevé a cabo la asignacion del espectro *H”N-HMQC mediante la adquisicion de
experimentos de triple resonancia. Luego de la adquisicidon de los espectros, la
muestra mostrd cierto grado de degradacion, lo que pudo evidenciarse con el
aumento del nimero de sefiales en la regidon central de los 'H”N-HMQC
adquiridos luego de cada uno de los experimentos. No todas las senales del
espectro 'H”N-HMQC, pudieron ser asignadas a grupos amida del esqueleto

proteico. En la figura Figura 36, se pueden observar las sefiales correspondientes

66Ser

54Gly
V.o

110 —

15N (ppm)

120 — 42Phe yﬂ?

64Met

55Trp 4Asn

o \33Glu
55Trp T @
39Al
130 ?g 49Asn % a

35Gly

10 9 8 7
1HN (ppm)

Figura 26: Espectro SOFAST “N-HMQC de DCL1-B asignado. Las sefiales azules
corresponden a sefiales positivas y en rosa las negativas. Recuadradas en rosa se encuentran las
sefiales correspondientes a cadenas laterales de Asn y Gin, en verde, sefiales del grupo indol de
los dos Trp y resaltadas en circulos las sefiales que no se pudieron asignar. La muestra utilizada
tenia una concentracion de 600 uM. La asignacion se llevo a cabo utilizando el programa CARA
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a los pares NH del esqueleto peptidico asignadas, y ademas, las sefales
correspondientes a grupos NH de cadenas laterales de asparagina y glutamina
(rosa), y dos sefiales que corresponden al grupo indol de los dos triptofanos

(verde).

Entre los 85 aminoacidos de la proteina las seis prolinas y el residuo N-
terminal no dan sefial en el '"H®N-HMQC, por lo que se esperan 78 sefiales
correspondientes a los grupos amida del esqueleto. Se pudieron asignar 68
sefales, quedando 6 sin asignar. Entre ellas 2 no corresponden al esqueleto
peptidico de la proteina ya que no se observa el pico equivalente en el plano HN-
N del HNCO (Figura 27), tratdndose posiblemente de cadenas laterales de Lys o
Arg. Las cuatro sefiales restantes corresponderian a HN amidicos del esqueleto
peptidico pero no se pudieron asignar debido a que no se encontraron las
correlaciones correspondientes en carbono. Quedan entonces seis residuos que
no dan seifal en el espectro. La ausencia de sefales para estos grupos HN del
esqueleto peptidico podria deberse a que los residuos estan alojados en una

region de movilidad intermedia de

la proteina. Cuatro de estos
residuos se localizan en el extremo 1o ce e L
@ .0 60} f‘
N-terminal de  DCL1-B, que T .8' t.g;.'
. . > 0 *%e &y .
concentra la casi totalidad de los g 1 DL SN o
PY é
e @
residuos sin asignar. La ausencia de Coqee G
resonancias para la regién N- Bo1Y ‘ ‘ ‘
10 9 8 7
. , .. 1HN ( )
terminal es comun a los dominios i
dsRBD1 'y 2 de HYLL, vy Figura 27: *N-HMQC y plano HN-N

del HNCO de DCL1-B. Resaltadas en circulos

probablemente refleje un motivo de se destacan las posibles sefiales de Arg y Lys

movilidad intermedia comun a

todos estos dominios.
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Una vez obtenidas las resonancias de los atomos del esqueleto peptidico,
se realizd el calculo del Chemical Shift Index (CSI) para establecer la estructura
secundaria de la proteina. Como se puede observar en la figura 28, las
estructuras secundarias obtenidas a partir de los desplazamientos quimicos
secundarios son las esperadas para un dominio de unién a ARN doble hebra, con

la topologia apBBa.

1HN GHMNGHQPFTRQTLNDICLRKNWPMPSYRCVKEGGPAHAKRFTFGVRVNT 50HN

v Lo o [ Lo Lo [[ITTRIPTTTT Lo LITTLLLT I ToLeLLLLTLLLTT =

o [ TR [T [L TITTPITITLe e Lo Tel Ll TeLLLLLLLLLLL =
o L[t o LTeTee oo (Lo Tel [T oo L] [[[f] =
o [Tl Le et Ter T LU L TLLLLLLATTe LT LLLLLALL e =

NN

5.HN SDRGWTDECI GEPMPSVKKAKDSAAVLLLELLNKT 100.HN

wn o[ TLeTLLLTLLLLLTTe o PITPITTLITTTLLY o
s Po ool T oo [o[TLTTTTIITTTITITIT e

s ool [LLeLLL Lol LLeeLLo#TT I} e
we TooTTe Lo [LLLTT oo TTTTETTTITTTITT o e

NN Z NN

Figura 28: "Chemical shift index” (CSI) obtenido a partir del programa NMR View,
utilizando la base de datos Wishart y los desplazamientos quimicos de HA, CA, CB, y CO. En
rojo se resaltan los residuos asignados

Luego de asignar las resonancias del esqueleto peptidico de la proteina. se
realizd la asignacién de las cadenas laterales a partir de espectros H(CC)(CO)NH y
(H)CCH-TOCSY. La asignacién se completé y confirmé utilizando los espectros 3D
NOESY editados en N y *C. La asignacion completa de las cadenas laterales se
depositdé en BioMagResBank (entrada 18393) donde se incluyen 309

desplazamientos quimicos correspondientes a *C, 67 a ®N y 475 a 'H, lo que
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representa una asignacion de ~ 85 % del total. Las listas de los desplazamientos
guimicos obtenidos se utilizaron para asignar automaticamente los NOEs

mediante los programas ATNOS-CANDID y CYANA.
4.1.5 CALCULO DE ESTRUCTURA EN SOLUCION

A continuacidn se llevo a cabo el cdlculo de la estructura en solucion por
RMN de DCL1-B. Para esto, se utilizaron restricciones de distancia provenientes
de los NOEs, angulos de torsion derivados del programa TALOS+ y los
acoplamientos dipolares residuales de HN-N y HN-CO (ver seccion 3.5.2.2). La
estructura de la proteina incluye los residuos Asn 15 - Thr 85 de la construccién
debido a que fuera de este rango, en el extremo N-terminal, se han podido
identificar muy pocas resonancias. Las estadisticas de la estructura calculada se
muestran en la tabla 1. La estructura fue depositada en el PDB (entrada

2LRS.pdb) (Figura 29).

Figura 29: a) Representacion del conjunto de las 20 estructuras de menor energia
obtenidas del cdlculo de estructura en solucion. b) Estructura en solucion de DCL1-B. Las
regiones putativas de interaccion con el ARN segun el alineamiento de secuencias estd
coloreado en verde. La insercion entre 82 y 83 estd representada en rojo. La cadena lateral del
trp 55 se muestra como palos. c) Potencial electrostdtico del dominio. Se muestran isosuperficies
a 3,5 V (azul) y -3,5 V (rojo). La orientacion del dominio es la misma que en el panel b. Se
observa una gran region positiva en las regiones putativas de union a ARNdh.
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N2 de restricciones de distancia
Restricciones ambiguas
Intraresiduo
Secuenciales
Corto alcance
Largo alcance
Restricciones ambiguas
Restricciones de dngulos dihedros
RDCs
N2 de restricciones de RDC
Tensor Aa
Tensor Ar
X2
Factor Q
Violaciones
Distancia
Raiz cuadrada media (rmsd)
Mayores
Dihedros
rmsd
Mayores
Desviacion media de la geometria covalente ideal
Longitud de enlace
Angulo de enlace
Rmsd respecto a la estructura media (res 16-32, 42-83)
Esqueleto peptidico
Atomos pesados
Andlisis CING ROG (res 16-32, 42-83)
Rojo
Naranja
Verde
Andlisis de Ramachandran (res 16-32, 42-83)
Nucleo
Permitidos
Comunes y no permitidos

960

428

212

110

18

192

179

108 (52 ¢, 52 ¢)

112 (56HN-N, 56HN-CO)
834x 10*

2,64x 10*

560,7

0,22

0,032 A
0,45 A

0,87°
9,57¢

0,87°
0,572 ¢

0,29+0,07A
0,80+0,104

12(20%)
16(27%)
31 (53%)

91,40%
8,60%
0,00%

Tabla 1: Estadistica para las 20 estructuras finales calculadas para DCL1-

B con el programa ARIA/CNS

terminal de la hélice a2 (R3

) 212

Es sabido que la unién al ARNdh por estos dominios es mediada por 3
regiones: la hélice al (R1), el bucle entre las [dminas 1 y B2 (R2) y la regidon N-

. La estructura secundaria que conforman los
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residuos que pertenecen a las regiones de interaccion R2 y R3 parecen bien
conservados en la estructura. Sin embargo, el primer motivo de interaccidon con
el ARN (la hélice al) es mds corto que el de los dsRBDs candnicos. El hecho de
gue las resonancias del esqueleto peptidico del extremo N-terminal a partir de la
Asn 15 no aparezcan en el espectro, sugiere que esta regidon no adoptaria una
conformacidn estable. Esto se confirma con los bajos valores de 'H-">N NOEs para
las escasas sefiales que corresponden a los residuos Asn 4 — Asn 15 que estan
presentes en el espectro (Figura 30). La presencia de una hélice al mas corta en
DCL1-B podria tener una implicacion directa en la unién a ARNdh, ya que esta
region juega un papel esencial en el reconocimiento de la estructura del sustrato
10911L113,139213 (Eigyra 31). La flexibilidad de esta regidn, podria aportarle a DCL1-B
la posibilidad de reconocer moléculas de pre-miARNs con estructuras
secundarias y  terciarias

sumamente heterogéneas, asi @ ———— -

como también ADNdh. 1

Otra caracteristica
interesante en la estructura

de DCL1-B es la presencia de

15N1H NOE

una insercion de seis residuos

entre las laminas B2y PB3.

. .y , . -0.8
Esta insercion esta localizada

-1 | | | I | I I I |
10 19 28 37 46 55 64 73 82

en la cara opuesta a la de Nimero de residuo

interaccion con el ARN vy Figura 30: NOE Heteronuclear (*H-*N) para

. . . DCL1-B. lLos elementos de estructura secundaria
posiblemente, no interfiera o i )
estdn indicados en la parte superior. Las regiones

de manera directa en la recuadradas corresponden con la hélice al, el bucle
entre la Idmina 61 y 62 y la insercion entre las

especificidad y/o afinidad por
P v/ P Idminas 62 y 63.

los acidos nucleicos. Dentro
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de la insercion, los grupos metilos de las Thr 43 y Thr 50 son parte de un bolsillo
hidrofébico que aloja a la cadena lateral del Trp 23, localizado en el bucle entre la
hélice al y la lamina B2. Se ha demostrado que la presencia de un residuo
aromatico en esta posicidn confiere estabilidad al plegamiento de los dsRBDs "%
Por este motivo, la extensidn de este bucle con respecto a otros dsRBDs pordria

estabilizar a DCL1-B.

xIrbpa-dsRBD2 aaRNAselll-dsRED

atHYL1-dsRBD1 %
L

hsADAR-dsRBD1

hsTRBP-dsRBD2
N N

hsADAR-dsRBD2 5 i

Figura 31: Superposicion de estructuras de DCL1-B (rojo) con
estructuras de complejos de distintos dsRBDs con ARNdh (azul): Xlrbpa-dsRBD2
(pdb 1di2); aaRNAsellldsRBD (pdb 2nug); atHYL1-dsRBD1 (pdb 3adi); hsTRBP-
dsRBD2 (pdb 3adl);hsADAR2-dsRBD1 (pdb 213c); hsADAR2-dsRBD2 (pdb 212k).
Las regiones de union a ARN estdn coloreadas en verde.

—
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Otra particularidad de este dominio es el hecho de que la cadena lateral
del Trp 55, localizado dentro de la insercidn, sobresalga en la cara opuesta a la
superficie putativa de unidon al sustrato. Este residuo de Trp esta altamente
conservado entre los DCL1-B de diferentes plantas, pero no esta presente en las
secuencias de DCL3-B o DCL4-B (Figura 32). La presencia de un residuo aromatico

214 sugiere una superficie de

voluminoso en la superficie de la proteina
interaccidon proteina-proteina que podria resultar importante para la funcion de

DCL1 en el contexto del complejo de procesamiento de miARNSs.

TMESEKVQPSFSSVCSSP GSSQKATPQA.AFAST\TLH\PNAD IsLT
MFEFVKVEPKNISVCSSSBIDSSQKIVAPQGY-AFAST ITILHIPNGD| ISLT
TFDTSE-EKSRTPFEFIDBGIGEKRT ———S.SSFTST\TLR\PNRE VMY A
TFDSTE-YKDRSLFESCEBILQGSK- - --GQNCFVSKITILCIPNYG \.SK
SFDSTE-YKDRTLFESCK@ILEGSKI ---GLNCFVSKIT|ILGIPGYG

DCL3 Orisa - TSKGGPRIIAMY EL@KK LQ
DCL3_Sorbi - LSKGGP
DCL3_Arath -MKKGGP
DCL3_Glyma - MKKGGP
DCL3 _Medtr MNKKGGP

DCL3_Vitvi -MKKGGP SFESKE-QRSRFP I | FGEBISERRE----GEINSFISSISILHIPNCG RR
DCL3 _Poptr - KKKGGP TFEDTTE-TKSRTAIEFGEBPDOKRT- - - - GEINSYVSKIIMNIPSYG EKR
DCL3_Ricco -MKKGGP TYSSTE-NKSSTPILFDE@- -- I E----RYNSFVSTITILNIPFYG

DCL3 Goshi - TKKGGP
DCLL Selmo EKANAFT
DCLL_Phypa NGHTNFT
DCLL_Orysa NGAQMFT
DCLL_Bradi NGAHVFT
DCLL_Arath NGHQPFT

DCLI_Vitvi NGSQTFT TEND IGILRRNWEPM PRV Y RCV N
DCL1_Medtr NGNQTFT TEND IGILRRNWAPM BNFYRCV S- E- -
DCL1_Glyma NGNQTFT TEBND IGILRRNWEPM BRFYRCV N

SIKATE-HKSSAPMEIGEBIPERKK- - - - GBI SFVSKI I
QYRLLS-E--------- SEBPAHAKFDEGR AW PT AR KV K
QYRCVL-E--------- GBIPAHAKTEEGWK FTMEPS 3/ \R K/ K
QYRCVN-E--------- GBIPAHAKTDECIR AW PSYRK K

- - - - - - --GEPARAKIDEGIR AW YRI K
GBIPAHAKTDECIR FTMFFRG $/\R K/ K
.- GIPAHAKTDEC—IR PIMFRA 3R N

--GEPAHAKFDECW ANER SRK K

--GBIPAHAKFDECW FTMERA 3R K K

DCL1_Ricco FYRCVN --GBPAHAKTDECW FTMERA /R KV K

DCL4_Bradi - - - - - - - EFQLCI --EBPSHLR----RE-TYKVIVQ

DCL4 _Orysa - - - - - - - EFKLCK - - --EGPSHLR- ---K TYKVVVE

QCL4_Vitvi - - - o v SFECCK- 8- - ------- EBPSHLE- - - - L TVKLTMK CYBYPKSTK
DCL4_Arath - - -« - - - HFECCE- |E EGPGHLK - S VYKV ILEVEDAPNM CYBIEARATKKIG AA EH
DCL4_Glyma - - - - - - - SFECCK-K--------- EGPDHLK Q- TCKVTLE/IEEAQNL|I LIEIFVBIEP L SKKKID AA ES
DCL4 _Ricco - - - - - - - LFECCY- & - ------- EGIP SHLK - SE- SYKV IVE[IEAAPDM| LENCFBIAPREKKHKEAAAEH
DCL4 _Poptr - - - - - - - SEECCT-I& -------- EGIPS HIL K - S TYKVVVE[IEEAPEM FIEICIV BISPQM K KKIA ANA ED

Figura 32: Alineamiento de secuencias de DCL-B de plantas. Las secuencias de los
distintos tipos de DCLs estdn separadas con lineas verdes. Los residuos estdn coloreados en
distintos tonos de azul de acuerdo al grado de conservacion. La region recuadrada corresponde
a la insercion entre las laminas 2 y 3. Los Trp 55 (1877 dentro de la secuencia completa de
DCL1) esta resaltada con fondo negro.

Por otro lado, durante la asignacién de las resonancias del *H*N-HMQC, se
pudo observar la presencia de dos seiales por residuo en algunos casos (Figura
33). Estas dos sefiales fueron asignadas al mismo residuo debido a que las
resonancias del CA y CA-1 son idénticas. Este es el caso de los residuos Arg 47-Val
48 por un lado y los residuos Ala 74, Leu 77, Leu 79, Leu 81 y Leu 82, que estarian
formando parte de la segunda ldamina B y del extremo C-terminal de la hélice a2,

respectivamente, segun el calculo del “Chemical Shift Index” y del mapeo en la
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estructura tridimensional en solucién (Figura 28 y 33). La presencia de sefiales
dobles, sugiere la existencia de conformaciones alternativas en una region de la
proteina. La poblacidon de estas conformaciones seria variable con el tiempo, lo
gue pudo evidenciarse tras la desaparicion de una de las dos sefiales del HMQC
adquirido al comienzo vy al finalizar los experimentos de triple resonancia para la

asignacion (Figura 33).

a b
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110 4 = -l
- - & = -
- - & g
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& .'14-3-:] "-I .lsl‘-r‘]“{-.\I
= 120 = J_-rik,—‘;‘ _l Lﬁ, --:. &I 77
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& -
..,-n_..p ‘_.n
oL -
130 -®
T T T
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Figura 33: a) Superposicion de “N-HMQCs antes (celeste) y después (violeta) de la
adquisicion de los experimentos de triple resonancia. Resaltados en circulos se destacan los
residuos que dan sefiales dobles al comienzo de la adquisicion. En azul se resaltan los
aminodcidos que corresponden a la Idmina 2; en rosa los que corresponden al extremo
C _terminal de la hélice 2 y en verde el Asp 16. b) Mapeo de las sefiales dobles que aparecen
inicialmente en los espectros 'H”N-HMQC sobre la estructura de DCL1-B.

4.1.5.1 CALCULO DE ESTRUCTURA POR RDC

Tal como se menciond previamente, para la determinacién de la
estructura en solucidn, se utilizaron como restriccién adicional las medidas de
acoplamientos dipolares residuales. Las medidas de RDC, permiten calcular la
orientacion relativa de pares de dtomos respecto del marco proteico, por lo que

utilizando solamente los acoplamientos N-HN y CO-HN, es posible calcular el
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plegamiento de una proteina de forma rdpida y precisa, sin necesidad de pasar
por las etapas que mds tiempo consumen: la asignacion de cadenas laterales y de
los espectros NOESY ***. En la Figura 34 se pueden observar las 10 estructuras de

menor energia de DCL1-B obtenidas con el programa Rosetta a partir de los RDC.

Una forma de determinar la

calidad de la estructura obtenida por
RDC es analizar la correlacion entre
los valores de RDC medidos respecto

a los RDC calculados a partir de la

estructura. Dicho ajuste, arroja un

parametro de calidad denominado Figura 34: Representacién de las

factor Q. Este factor puede tener diez estructuras de menor energia
obtenidas usando Rosetta con pardmetros

valores de 0 a 1, siendo los valores
! de RDCs N-HN y CO-HN.

mas bajos los que manifiestan mejor

correlacién y por lo tanto, mayor calidad del calculo de la estructura. Los graficos
de correlacion entre los valores medidos y calculados para la estructura de
menor energia de DCL1-B muestran en general una buena correspondencia,
excepto en algunas regiones particulares. El valor del factor Q para los RDC N-HN
es de 0,193, mientras que para el par CO-NH es de 0,281. Respecto a los residuos
gue presentan baja correlacidon, se observd que existe una sola regién que
muestra baja correlacién en el ajuste para ambos pares (N-NH y CO-NH). Esta
region incluye a los aminoacidos comprendidos entre la Asn 49 y la Thr 56 y
corresponde al bucle B2-B3 que contiene la insercidn de seis aminoacidos que es
caracteristica de DCL1 (Figura 35). Probablemente esta baja correlacion se deba a
gue es una regidon dinamica de la proteina. Si bien esto no se refleja en el
experimento de NOE heteronuclear, si se puede evidenciar a partir de medidas

de relajacién (ver mas adelante, seccién 4.1.8.2). Existen otras regiones donde se
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encuentra una baja correlacién en los acoplamientos CO-NH. Estas corresponden
al primer bucle, donde la falta de correlacidon puede deberse a que es una region

de alta movilidad y a la regidon N-terminal de la segunda hélice.

- =——— Gl

RDC NH
l.!'\ o w
:
i N

. . .
15 25 35 45 55 65 75

Numero de residuo

Figura 35: Correlacion entre los RDC medidos y los
RDC calculados a partir de la estructura de la proteina
calculada con Rosetta. Arriba se muestra el RDC observado
(negro) 'y calculado (rojo) para el par N-NH
correspondientes a la estructura de menor energia. Abajo,
se presenta el mismo grdfico para el par CO-NH. La
numeracion corresponde al fragmento calculado (residuos
15-85).

Al comparar la estructura obtenida por medidas de RDC respecto a la
estructura obtenida por restricciones de distancia (NOEs), se pudo notar que si
bien ambas estructuras son similares, existe una diferencia importante en la
orientacién que adopta la primer hélice (Figura 36). Esta diferencia puede
deberse a la falta de restricciones aportadas por las cadenas laterales en el
calculo realizado en CS-Rosetta. Por otro lado, luego de realizar un analisis de
correlacién de los RDC medidos con respecto a los RDC calculados a partir de la

estructura obtenida de los NOEs, se observd que si bien mejora la correlacion
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respecto a la de la estructura calculada

por Rosetta, hay algunas regiones
donde existe un defasaje. En este caso,
los ajustes mas bajos se observan para
la regiéon que corresponde al bucle
ubicado entre la |[dmina B1 y B2. Esta
falta de correlacién se da tanto para los

pares N-NH como para CO-NH. Esto

podria deberse a que en esta region

pesa mas el valor de NOE que la

Figura 36: Comparacion de las

restricciéon del RDC para el cdlculo. La estructuras  obtenidas a partir de

presencia de movilidad puede afectar restricciones de RDC (gris) y de distancia a
partir de los NOE (violeta).

la correlacion entre los RDC observados
y calculados. Por este motivo, la baja
correlacion, podria deberse a la presencia de cierta flexibilidad en esa region, lo
gue se ve manifestado por los bajos valores de NOE heteronuclear (Figura 30). Al
igual de lo que ocurre con el ajuste de la estructura obtenida por RDC, la region
N-terminal de la hélice a2 presenta valores de RDC que no ajustan correctamente
(Figura 37). Sin embargo, a diferencia de lo que se observa para el ajuste con la
estructura obtenida por Rosetta, no existen problemas de correlacion en el bucle
B2- B3, lo que indicaria que las restricciones de cadenas laterales aportadas por
los NOEs en el calculo de estructura aumentarian la precision en el calculo de la

estructura en esta region.

A pesar de las diferencias observadas entre las estructuras obtenidas por
medidas de RDC y por NOEs, es importante destacar que el calculo a partir de CS-
Rosetta brinda de una manera rapida una estructura que puede resultar

sumamente util para realizar estudios que requieran conocer uUnicamente el
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plegamiento de la proteina y no detalles sobre la orientacion de cadenas

laterales.

RDC N-HN

10 20 30 40 50 60 70 80

RDC CO-HN

10 20 30 40 50 60 70 80
Ndmero de residuo

Figura 37: Correlacion entre los valores de RDC
medidos y los calculados para la estructura 2LRS.pdb. Arriba
se muestra el RDC observado (negro) y calculado (rojo) para el
par N-NH correspondientes a la estructura. Abajo, se presenta
el mismo grdfico para el par CO-NH. La numeracion
corresponde al fragmento calculado (residuos 15-85).

4.1.6 INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

Como se menciond en la seccién 1.5, los dsRBDs tienen otras funciones
ademas de la de reconocer acidos nucleicos. Una de ellas involucra la capacidad
de interaccionar con otras proteinas. En este sentido, se ha reportado que los
dsRBD del extremo C-terminal de DCL1 interaccionan con los dsRBDs de HYL1 **°.
Con el objetivo de evaluar esta posibilidad, se decidié investigar si DCL1-B

participa en esta interaccidn in vitro. Para esto, se realizé una titulacidon de DCL1-

B marcada con N con los dos dsRBDs de la proteina HYL1 (HYL1-AB) sin marca
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isotopica. Al analizar los espectros, se observd que el *H™N-HSQC

correspondiente a DCL1-B no

100 —|
muestra ningun cambio
significativo luego de la adicidn 110 CoL e
e ’, .
- ~ i
de los dsRBDs de HYL1, lo que z Toa%.s
S 120 — T P
s . . . — i - o
estaria indicando que no existe z RN
interaccion entre ambas 130 | -0
proteinas (Figura 38).
140 —|
I I I I I I
Para evaluar si la falta 1 10 9 8 7 6
HN (ppm)

de interaccion se debia a la
Figura 38: Espectro 'H-N HSQC de 15N-

ausencia del primer dsRBD de DCL1-B libre (azul) y en presencia de un
DCL1, decidimos realizar el equivalente de HYL1-AB sin marca (rosa). No se

observan cambios significativos en el espectro de
mismo experimento utilizando DCL1-B luego de la adicion de HYL1-AB.

una construccion de ambos
dsRBDs de DCL1 (DCL1-AB) con
marca isotdpica ©°N junto con HYL1-AB sin marca y por otro lado, de HYL1-AB N
con DCL1-AB sin marca. En ninguno de los dos casos se observaron cambios en el
espectro luego de la adicidon de la proteina sin marca, lo que estaria confirmando
gue ni DCL1-B ni DCL1-AB interaccionarian con HYL1-AB, al menos, de forma

directa (Figura 39).
4.1.7 UNION DE DCL1-B A ACIDOS NUCLEICOS

Con el objetivo de investigar el reconocimiento de ARN por DCL1-B, se
realizaron medidas de anisotropia de fluorescencia. Las determinaciones de las
afinidades se hicieron midiendo el cambio en la anisotropia de fluorescencia que

se produce al formarse el complejo ARN-proteina.

El estudio de la interaccion de DCL1-B con ARNdh se realizé utilizando dos
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100
HYL1-AB 15N o DCL1-AB 15N

110 —

120 —

15N (ppm)

HN (ppm) HN (ppm)

Figura 39: Espectros H*N HSQC de *N-HYL1-AB libre (verde) superpuesto con el
de N-HYL1-AB en presencia de un equivalente de DCL1-AB sin marca (negro) y de “N-
DCL1-AB libre (celeste) superpuesto con el de “N-DCL1-AB en presencia de un equivalente
de HYL1-AB sin marca (violeta). No se observan cambios significativos ninguno de los

espectros luego de la adicion de proteina.

fragmentos distintos del precursor miR172 (pri-miR172); uno que corresponde al
miARN/miARN* y otro correspondiente a la region del tallo inferior del miR172
(pre-miARNIs). Recientemente se ha demostrado que esta ultima regién es
esencial para el registro del primer corte en el procesamiento del pri-miARN en

plantas y es menos estructurada que la region del miARN/miARN* *°,

La determinacion de las constantes de afinidad se llevd a cabo segun se
describe en la seccién 3.8. Tras realizar los ajustes, observamos que la afinidad de
DCL1-B por ambas construcciones de ARNdh es similar, con Kp, pre-miARNIs =
350 £ 20 nM y Kp, pri-miR172 = 810 + 180 nM. Estos resultados indican que es
improbable que este dominio sea capaz de reconocer caracteristicas particulares
dentro de la estructura del precursor. Sin embargo, el hecho de que la afinidad
hacia el pre-miR172ls sea algo mayor que hacia el duplex miARN/miARN*,
sugiere que DCL1-B tendria alguna preferencia por el ARNdh que presenta

imperfecciones (Figura 40). El incremento de la fuerza idénica en la solucién
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amortiguadora disminuye la fuerza de la interaccidon, lo que evidencia que la
uniéon al ARN es mediada en gran parte por un componente electrostatico (Figura
40). El calculo del potencial electrostatico de DCL1-B apoya esta observacion,
debido que la regidon putativa de interaccién con el ARN, muestra un gran

potencial positivo (Figura 29).
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Figura 40: Interaccion de DCL1-B con ARNdh y ADN seguida por anisotropia de
fluorescencia. a) Titulacion de dcidos nucleicos marcados fluorescentemente con DCL1-B. Cada
punto corresponde a un promedio de tres (miR172-Is, circulos) o dos (miR172, triangulos; ADN
cuadrados) experimentos independientes. Los datos para el miR172-Is y ADNdh fueron
ajustados a la ecuacion de Hill (coeficiente de Hill igual a 1,8 en ambos casos). b) Dependencia
de la fuerza idnica en la union de DCL1-B con ARNdh en una solucién de 50 nM del miR172-Is
marcado fluorescentemente y 3,2 uM de DCL1-B. La reduccion de la anisotropia de
fluorescencia indica la disociacion del complejo a elevada fuerza idnica. Las abscisas estdn
graficadas en escala logaritmica. c) Construcciones de dcidos nucleicos utilizadas. Arriba, pri-
miR172, el miARN/miARN* estd coloreado en rojo. El constructo | corresponde a la regién del
tallo inferior, el Il a la region del miARN y el Il a la secuencia de ADNdh.
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A modo de control, se decidié evaluar la union de DCL1-B a ADNdh
utilizando el mismo tipo de ensayo. De manera inesperada, observamos que
DCL1-B une ADNdh con una afinidad similar a la que se une al ARNdh, con valor
de Kp = 600 £ 50 nM (Figura 40). En un experimento control realizado con el
primer dsRBD de HYL1 (HYL1-A), un dsRBD candnico, encontramos una gran
diferencia de afinidad entre la unién a ARNdh y ADNdh (Figura 41). Para este
caso, el valor de K, obtenido para el pre-miR172-Is es de 310 nM, mientras que el
de ADN no pudo ser estimado debido a que la K, presenta un valor mayor a 20
uM. El hecho de que DCL1-B se una al ADNdh con alta afinidad es una
caracteristica poco comun entre los dominios de unidén a ARNdh, debido a que
estos dominios se caracterizan por su capacidad de discriminar entre diferentes
tipos de acidos nucleicos (ARN y ADN simple hebra y ADNdh de ARNdh). Una
posible causa de la especificidad dual de este dominio, podria ser a la naturaleza
dindmica de los residuos localizados hacia el extremo N-terminal de la la hélice
al de DCL1-B, acompaiada de la

componente electrostatica de la

0.20
interaccion proteina-acido nucleico. 018
© ‘ .
S 0.16
Con el propdsito de conocer 7 014
g o
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de fluorescencia de miR172-Is (circulos) y
construccion del pre-miR172ls 'y ADNdh (trigngulos) con HYL1. Las lineas

ADNdh sobre muestras de proteina sdlidas muestran los ajustes de los valores

experimentales. La abscisa estd graficada en
15 . .
marcadas con “N siguiendo los escala logaritmica.
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cambios en espectros *H”N-HSQC. En primer lugar, se llevd a cabo la titulacion de
proteina sobre una muestra de ARN. Los espectros obtenidos a relaciones
ARN:proteina sub-estequiométricas muestran senales anchas pero no se observa
un conjunto de sefiales nuevas respecto al espectro de la proteina libre. Luego de
la adicién de exceso de proteina (relacion ARN:proteina 1:1,5), las sefiales
correspondientes a la proteina libre no reaparecen, indicando que la
estequiometria de unidn proteina:ARN en estas condiciones es mayor a 1:1
(Figura 42). Al no poder identificar las regiones de DCL1-B involucradas en la
interaccion con el ARN mediante el experimento anterior, se realizd una
titulacion de ARN sobre la proteina. En este caso, se observd que la mayoria de
las sefales decaian en intensidad, aun a muy baja relacion ARN:proteina (1:100),
sin cambios significativos en los desplazamientos quimicos. Al mismo tiempo, las
sefiales 'H los grupos imino del ARN eran claramente visibles, demostrando que
la disminucidn en la intensidad de las sefiales de |la proteina no se debia a la
formacion de complejos de gran tamafio o agregados ya que esto produciria un
ensanchamiento de las sefales del ARN. Este comportamiento, sugiere que la
proteina en el complejo con ARN se encuentra en un régimen de intercambio
intermedio, y que se estaria uniendo al ARN adoptando multiples
conformaciones. A pesar de que el espectro muestra una disminucidn
generalizada de la intensidad de las sefales, aln a baja relacion ARN:proteina, el
analisis de los perfiles de la intensidad de las sefiales muestran que el bucle B2-
B3 y la region C-terminal de la hélice a2 son menos afectadas que el resto de la
proteina (Figura 42 y Figura 43), lo que indica que no participan en la unién. Este
experimento demuestra que DCL1-B une ARN de una forma similar a la que lo

hacen otros dsRBD candnicos.
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Figura 42: Caracterizacion de la interaccion de DCL1-B con dcidos nucleicos por RMN.
a) Espectro de DCL1-B libre. El rectdngulo discontinuo muestra la region que estd ampliada en
los paneles ¢, d y e. b) Relacion de la intensidad de la sefial vs secuencia para los espectros de
DCL1-B en presencia de 0,05 equivalentes de pre-miR172ls. c) Titulacion de ARN con DCL1-B
seguida por RMN. Los espectros corresponden a (de izquierda a derecha) proteina libre, y a
relaciones de ARN:proteina de 2, 1 y 0,66, respectivamente. d) Titulacion de DCL1-B con ARN
seguida por RMN. Los espectros corresponden a (de izquierda a derecha) proteina libre, 0,01;
0,05; y 0,1 equivalentes de pre-miR172ls, respectivamente. e) Espectro de RMN de DCL1-B
libre y DCL1-B en presencia de 0,05 equivalentes de ADNdh.

Figura 43: Mapeo de la
interaccion de DCL1-B con el pre-
miR172Is sobre la estructura utilizando
los valores de 1/10 que se muestran en
la figura Figura 42. El gradiente de
colores de rojo a azul indican las
regiones menos afectadas a las mds

afectadas. Las regiones de interaccion

canonicas estdn coloreadas en verde.
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4.1.8 MEDIDAS DE DINAMICA POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
4.1.8.1 ANALISIS DE LOS DATOS DE RELAJACION

Se llevd a cabo un estudio de la dinamica del esqueleto peptidico de DCL1-
B en la escala ps — ns midiendo las velocidades de relajacion longitudinal y
transversal (R1 y R2) de los 4tomos de N y el NOE heteronuclear 'H-"N en
estado estacionario. Los fundamentos tedricos y los detalles técnicos de los
experimentos realizados se describen en las secciones 3.5.1.5 y 3.5.2.5,

respectivamente.

Los pardametros de ralajacion (R1, R2 y NOE), se obtienen a partir de una
serie de espectros *H*’N-HSQC relacionados, con diferentes tiempos de relajacion
o de evolucidén. La disminucion de la intensidad de las sefiales al incrementarse
los tiempos de retardo reflejan los decaimientos correspondientes a los procesos
de relajacion longitudinal (R1) y relajacién transversal (R2). En la Figura 44 se
muestran los perfiles de R1, R2 y NOE heteronuclear obtenidos para DCL1-B. Para
el analisis, no se tuvieron en cuenta aquellos residuos que presentan sefiales
total o parcialmente solapadas en los espectros 'HN-HSQC. Tampoco se
consideraron los valores de R1 y R2 de aquellos residuos para los cuales se
obtuvo un ajuste visualmente pobre de los datos experimentales. Los valores
promedio de R1y R2 son 1,87 + 0,16 s*y 14,32 + 2,34 s'; respectivamente,
mientras que el valor promedio de los NOEhn es de 0,69 + 0,04. Estos valores
promedio, se corresponden bien con los parametros calculados para otros
dsRBDs *.El analisis de los datos de NOEhn muestra que las regiones de mayor
movilidad de DCL1-B serian los extremos N y C-terminal y el bucle B1-f2. La
region correspondiente a el bucle f2-f3, donde esta localizada la insercién de
seis aminoacidos, presenta una disminucion leve de los valores de NOE, lo que

estaria indicando menor movilidad respecto a el otro bucle localizado entre dos
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Figura 44: Perfiles de a) R1, b) R2, c) NOE
heteronuclear y d) R2/R1, en funcidn de la secuencia proteica
de DCL1-B.
4.1.8.2 ANALISIS "MODEL FREE"

El analisis de los parametros de relajacion mediante el formalismo Model
Free, implementado en el programa Tensor v2.0 *”°, arrojé un valor de tiempo de
correlacion rotacional (tc) de 7,93 + 0,10 ns. Este valor se encuentra dentro del

217

rango de los tc calculados para otros dsRBDs *""**°, El modelo de movilidad que

mejor ajustd a los datos de R1 y R2 ingresados fue el modelo anisotrdpico, con
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los siguientes valores para el tensor de difusion:
Dx=0,0179 £ 0,001 ns™
Dy=0,0181 + 0,001 ns™
Dz=0,0261 + 0,001 ns™*

En la figura 45 se muestra el tensor de

difusion rotacional correspondiente a DCL1-B.
El calculo muestra una buena correspondencia )

Figura 45: Tensor de
entre el tensor de difusién rotacional calculado difusiéon  rotacional de DCL1-B
calculado mediante el programa

a partir de los datos de relajacién, el tensor de
TENSOR?2.

inercia y la geometria de la molécula.

Los perfiles de S? graficados en funciéon de la secuencia proteica se
muestran en la figura Figura 46. A primera vista, se observa que los valores de S?
son notablemente altos para la mayoria de los residuos de la proteina,
alcanzando un valor promedio de 0,82 + 0,09. Es importante destacar que
cuando los valores de S* son menores a 0,6 se puede asumir que la dindmica en
la escala de ps-ns es significativa. En el caso de DCL1-B, se destacan cuatro
regiones que presentan mayor movilidad, con valores de S* bajos. Tres de ellas
coinciden con las regiones donde el dominio interacciona con el ARNdh. La
primera regién corresponde a la hélice al, la segunda al bucle 2 y la tercera al

bucle 4 y parte de la hélice a2 (Figura 46).

El hecho de que se observe mayor movilidad para los residuos que
participan del reconocimiento del ARN coincide con lo reportado para otros
dsRBDs. La cuarta region flexible pertenece a la regidon de la insercidén de seis
aminodcidos localizada entre las laminas 2-3. Probablemente la flexibilidad de

esta regidon sea necesaria para poder llevar a cabo interacciones con otras
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proteinas mediadas por el Trp 55. Adicionalmente se observa que los NH
amidicos que ajustaron a un modelo que incluye una contribuciéon de
intercambio (movimientos en la escala de ms a ps) corresponden también a estos

residuos localizados en regiones de alta movilidad (Figura 47).
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Figura 46: Pardmetros dindmicos obtenidos en
TENSOR?2. En la figura superior se muestra el S* en funcién de la
secuencia proteica y en el grdfico inferior la K de intercambio
(Kex) para los residuos que corresponden. En rojo se destacan
las regiones de interaccion con el ARNdh y en azul la insercion
en el bucle 82-83.

4.1.9 LOCALIZACION DE DCL1-B IN VIVO

Numerosos trabajos han reportado que la proteina DCL1 de plantas tiene
localizacién nuclear, sin embargo, hasta el momento, no se ha evidenciado la
presencia de una sefial de localizacién nuclear (NLS) putativa en su secuencia.

Existen estudios que han demostrado que existen algunas NLS que difieren de las
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clasicas sefales mono o bipartitas,

indicando que las sefiales de
direccionamiento al nucleo tienen
naturaleza divergente. Un ejemplo de
estas senales atipicas lo constituyen los
dsRBDs de algunas proteinas como el
tercer dsRBD de ADAR1 '?®'% e| dsRBD %#
extendido de DICER de S. pombe * y el

., Figura 47: Mapeo de los
dsRBD de DICER humana **'. Esta funcion _ g pe _
residuos que presentan intercambio

de localizacién no es comun a todos los sobre la estructura de DCL1-B.

dsRBDs sino que es una caracteristica
particular de algunos de ellos, la cual no puede ser predicha a partir de la

secuencia .

Teniendo en cuenta que DCL1-B representa a un dsRBD no candnico y que
posiblemente su funcién no esté relacionada con el reconocimiento especifico
del sustrato, se decidié evaluar si este dominio era capaz de dirigirse al nucleo
utilizando una proteina reportera. Con este propdsito, se transformaron plantas
de Arabidopsis thaliana cv. Columbia con construcciones de los dsRBDs de DCL1
fusionados a la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria (GFP). Como
control negativo, se utilizd el vector vacio pCHF3_CS052. A primera vista se
puede evidenciar que tal como se esperaba por la presencia del promotor
CaMV35S, la expresion de los dominios fusionados a GFP es constitutiva en todas
las células de la raiz (Figura 48). Al analizar las imagenes obtenidas, se
encontraron diferencias en la localizacion de la proteina reportera fusionada a
ambos dominios. Mientras que DCL1-A se localiza de manera difusa en el en el
interior de las células radiculares, DCL1-B presenta localizacidon nuclear. Esto

sugiere que el segundo dsRBD de DCL1 podria actuar como una potencial senal
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de localizacion  nuclear
(NLS) para DCL1. Lla
diferencia de localizacion
entre los dos dsRBDs de
DCL1, podria indicar que
ambos dominios son
funcionalmente

divergentes, aunque sera
necesario realizar estudios
mas  exhaustivos para
confirmar esta funcién de

DCL1-B.

Vector vacio

DCL1-A

DCL1-B

Figura 48: Microscopia confocal de raices de
plantas de A. thaliana transformadas con los dominios
dsRBD de DCL1 fusionados a GFP (verde).a) Vector
pCHF3_(CS052. b) DCL1-A, c) DCL1-B. A la derecha de b y
¢ se muestra una ampliacion de la imagen. La pared de
las células vegetales se tifid con ioduro de propidio

(rojo)
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4.2 DISCUSION 1

El dominio DCL1-B es esencial para el funcionamiento correcto de DCL1.
Se ha demostrado que la interrupcién de la proteina en este dominio (mutante
dcl1-9) conduce a una disminucién general de los niveles de miARN de las
plantas, lo que se evidencia por anormalidades fenotipicas **°. Se ha sugerido que
el segundo dsRBD de DCL1 es necesario para el reconocimiento correcto de la
estructura de los precursores y para la localizacion correcta de los sitios activos

¥ En base a estos datos, trabajamos bajo la

ARNasa Ill sobre el precursor
hipdtesis de que DCL1-B podria unirse reconociendo algun motivos de estructura
de los precursores. Sin embargo, este trabajo observamos que si bien DCL1-B es
capaz de unirse al precursor de miARN, carece de especificidad hacia alguna
region especifica del precursor, lo que se demostré a partir de los espectros de
RMN y de la similitud en las afinidades de unién para los diferentes sustratos de
ARNdh e incluso para ADNdh. Por lo tanto, la hipdtesis mas fuerte que

elaboramos a partir de estos resultados es que este dominio debe cumplir con

otras funciones diferentes a la de la localizacidn del miARN dentro del precursor.

Una caracteristica distintiva de los dsRBDs en su capacidad para
discriminar entre ADNdh y ARNdh; hibridos ADN-ARN o acidos nucleicos simple
hebra "#1321°%221 Sin embargo, en este trabajo se demostré que DCL1-B se une
tanto al ARNdh como al ADNdh con afinidad similar. Las estructuras de los
complejos dsRBD-ARNdh determinadas hasta el momento, muestran que la
diferenciacion del ADNdh se puede explicar por interacciones especificas de la
proteina con los grupos fosfato del esqueleto del acido nucleico y con los grupos

76,111,113,139,213

2°0OH de los grupos ribosa En particular, los contactos mas
especificos incluyen a la hélice al [un motivo conservado L(Q/N)(E/D)] y el bucle
B1- B2 (un residuo de His conservado en el centro del bucle)]. La separacidn

entre estas regiones corresponde a las dimensiones de la forma A de la hélice de
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CAPITULO 1: DISCUSION

los acidos nucleicos, lo que también ayudaria a la discriminacién de sustrato '®.
Se ha reportado recientemente que el dsRBD no candnico de DICER de levaduras
une también ADNdh . En este caso, el dominio presenta una insercion en el
bucle localizado entre las [dminas B1ly B2 ala vez que, la hélice al adquiere una
posicion diferente, lo que podria explicar la capacidad de unién dual. En el
analisis estructural presentado en este trabajo de tesis, DCL1-B tiene una hélice
al mas corta que los dsRBDs candnicos y los residuos que la preceden se
encuentran en un régimen de intercambio conformacional intermedio. Estas
caracteristicas podrian relacionarse con la capacidad de unir tanto ADN como
ARNdh. La flexibilidad conformacional de la regidén precedente a la hélice al, que
podria estar involucrada con las interacciones con el ARNdh y con el ADNdh,

podria provocar la heterogeneidad en el reconocimiento observada para DCL1-B.

La dinamica del esqueleto peptidico juega una funcion vital en la unién a
sustratos blanco en una amplia variedad de proteinas relacionadas a contextos

185222223 " En el caso de DCL1-B, se comprobd que las

funcionales muy diferentes
regiones canodnicas de interaccidn con el sustrato, muestran un aumento en la
flexibilidad de del esqueleto peptidico. Esta movilidad le permitiria al dsRBD
adoptar multiples subestados conformacionales que fluctuan en la escala de ms a
us que le permitirian unirse a ARNdh en conformaciones ligeramente diferentes.
Este comportamiento, ha sido reportado para otros dominios de este tipo como
el dsRBD de PKR */, DROSHA, el de DGCR8 *** y el de DICER *° de humanos y el
de la ARNasa Ill de S. cerevisiae ***. Sin embargo, al igual de lo que ocurre con el
dsRBD de DICER de humanos, DCL1-B presenta una cuarta regidon adicional de
alta movilidad que incluye al bucle B2-B3. Esta regidn, no forma parte de los
motivos de interaccidn candnicos, sino que se encuentra en el lado opuesto de la

zona de interaccion con el ARNdh. Estos dos dominios, presentan la

particularidad de tener funciones de senales de localizacién nuclear, por lo que

120



CAPITULO 1: DISCUSION

probablemente, este comportamiento dindmico esté relacionado el

reconocimiento de otras proteinas.

Por otro lado, se ha demostrado que DCL1 truncada en el segundo
dominio de unién a ARN doble hebra de (dc/1-9) falla en la localizacién en los
cuerpos D del nucleo, revelando que este dominio estaria involucrado en la
localizacidn subcelular de DCL1 ®. De una manera similar, se ha demostrado que
el dsRBD no candnico de DICER de levadura es capaz de mediar la localizacién
nuclear de la proteina *** mientras que el dsRBD de DICER humana, actia como
una senal de localizacion nuclear (NLS) no cldsica en ausencia del dominio

B En este trabajo de tesis, se demostré que DCL1-B

helicasa de la proteina
presenta una localizacion nuclear, mientras que DCL1-A se ubica principalmente
en el citoplasma. Esto podria estar relacionado con la funcién que este dominio
lleva a cabo, direccionando a DCL1 hacia el sitio correcto. Un posible mecanismo
para llevar a cabo esta funcidn podria ser la interaccidén con proteinas especificas.
En un trabajo publicado en el afho 2005, se reporté por primera vez la interaccion
de los dsRBDs de HYL1 con el dsRBD C-terminal de DCL1 *, sin embargo dicha
interaccion no fue observada en los experimentos in vitro que se realizaron
durante este trabajo. Hasta el momento, se han identificado numerosas
proteinas que participan en el procesamiento de miARNs que podrian
interaccionar potencialmente con DCL1-B ® y que podrian estar relacionadas con
la funcién de localizacién. Otro mecanismo posible por el cual DCL1-B podria
llevar a cabo el direccionamiento al nucleo, involucra la interaccién con
importinas nucleares, como se reportd para el dsRBD de DICER humana ™. En
varios trabajos, se ha demostrado que la funcién de localizacidn nuclear es
independiente de la capacidad de unién al sustrato *%**!, en este sentido, DCL1-B

podria haber evolucionado de manera independiente de la funcidn de unién a

acidos nucleicos para determinar la localizacion nuclear de DCL1 a través de
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interacciones proteina-proteina especificas. Para lograr demostrar este
comportamiento, serdn necesarios mas estudios in vivo que permitan definir las
funciones de este dominio en el contexto de la proteina completa. La
observaciéon que la fusion DCL1-B:GFP presenta localizacién nuclear nos provee
de una herramienta excelente paraa evaluar los determinantes estructurales que

median esta funcioén in vivo.

En este trabajo se ha obtenido la estructura en solucidon de DCL1-B y se ha
demostrado que presenta un plegamiento candnico con variaciones que podrian
ser funcionalmente relevantes. Se ha demostrado que este dominio une ARNdh
sin preferencia por diferentes regiones del sustrato y que ademds une ADNdh.
Por otro lado se observé que presenta un comportamiento dinamico diferente en
el bucle B2-B3 que podria relacionarse con funciones distintas a la unién de
ARNdh por parte de la proteina. En funcion de la informacidon bioldgica
disponible hasta el momento, el presente estudio sugiere que este dominio
podria estar cumpliendo simultdneamente con la unidn a sustratos y con
funciones relacionadas al direccionamiento de DCL1 al ndcleo a partir de

interacciones proteina-proteina.
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5 CAPITULO 2: dsRBD1 de HYL1

5.1 RESULTADOS 2
5.1.1 RESULTADOS PREVIOS

La proteina HYL1, esta involucrada en el procesamiento preciso de los
precursores de miRNAs en plantas. Su arquitectura de dominios, incluye dos
dsRBDs en el extremos N-terminal, que posiblemente, participen en la seleccién
de sustrato para el procesamiento. En un trabajo previo que se llevd a cabo en
nuestro laboratorio, se calcularon las estructuras en solucion de ambos dominios
dsRBD utilizando restricciones orientacionales sobre la cadena principal, y se
determind la afinidad de los dominios mediante la técnica de retardo en geles
con el precursor completo de miR172. De esta forma se pudo observar que HYL1-
A posee mayor afinidad por el ARNdh que HYL1-B. El doble dominio mostré una
afinidad similar a la de HYL1-A, indicando que el primer dsRBD seria el principal

responsable de la interaccién ”’.

En forma paralela, se llevé a cabo una titulacion por RMN de cada dominio
con cantidades crecientes de sustrato. En este caso se utilizdé el par
miR172/miR172* anillado. Esta técnica, ademas de confirmar los resultados
obtenidos en los experimentos de retardo en gel, permitié mapear la superficie
de interaccién de la proteina con el ARNdh, mostrando que HYL1-A interacciona
in vitro con el ARN sustrato a través de las regiones candnicas descriptas en las
estructuras de complejos ARN:dsRBD ”’. Una vez identificados los residuos que
participan en la unién, se realizaron cuatro mutaciones puntuales y una delecion
sobre el dominio HYL1-A ubicadas en las regiones de interaccidon de los dsRBDs
con su sustrato (Figura 49). Dichas mutaciones se clonaron en el contexto de la
proteina completa en los plasmidos binarios pCHF5 y posteriormente fueron

subclonadas en plasmidos de expresion pET-TEV para llevar a cabo una
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caracterizacion biofisica.

HYL1-A  HYL1-B

H46K47 (R2)

R70K71 (R3) 043-49 (R2)

K20R22 (R1) & : K41 (R2)

Construccion/Planta Regién mutada Descripcion

HYL1 No corresponde Proteina silvestre

K20R22 Region 1 Mutacion puntual K20 y R22 por Ala
K41 Region 2 Mutacion puntual K41 por Ala
H46K47 Region 2 Mutacion puntual H46 y K47 por Ala
043-49 Region 2 Delecion

R70K71 Regién 3 Mutacion puntual R70 y K71 por Ala

Figura 49: Mapeo de las mutaciones realizadas en las distintas construcciones
sobre la estructura de HYL1-A. Abajo, la tabla describe las mutaciones realizadas en las
distintas regiones.

5.1.2 FUNCION IN VIVO DE LAS VARIANTES DE HYL1-A

Con el objetivo de evaluar si las mutaciones introducidas en el dominio
HYL1-A son capaces de afectar la funcién in vivo de la proteina completa, se
utilizaron ensayos de complementacion de plantas de Arabidopsis thaliana con
mutaciones nulas en hyll (hyl1-2) ®. Estas plantas, exhiben un fenotipo
pleiotrépico caracterizado por hojas hiponasticas, un tamaio de hojas reducidas,
disminucion del tamafio de la planta, retardo en la floracidn, fertilidad reducida y
multiples brotes laterales "*. En las plantas hyl1-2 el procesamiento de miARNs
estd obstaculizado, llevando a una disminuciéon del producto final, miARNs, y un

incremento de los niveles de precursores. Como punto de partida, se
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transformaron 20 plantas con cada construccién por el método de “floral dip".
Las construcciones incluian al el gen hyll completo con cada una de las cinco
mutaciones disefiadas previamente sobre el dsRBD1 (Figura 49). Como control
positivo se utilizd el gen hyl1 silvestre. Todas las secuencias fueron clonadas bajo
el control del promotor 35S del virus del mosaico del coliflor (CaMV-35S) y
contienen una etiqueta de hemaglutinina (HA). Como control negativo se utilizd
el vector pCHF5 vacio. Luego de seleccionar la primera generacidon (T1) con
BASTA, se obtuvieron entre 25 y 50 plantas transgénicas de cada linea. Las
mismas, mostraron un fenotipo variable que abarcaba desde un fenotipo hyl-1
fuerte hasta un fenotipo completamente rescatado, idéntico al de las plantas
silvestres. Las plantas se clasificaron a los 20 dias de la germinacion como:
completamente rescatadas (WT), parcialmente rescatadas (hyl-) y no rescatadas

(hyl), en funcién de las caracteristicas de las hojas de la roseta (Figura 50).

La clasificacion mostré que cada region tenia una tendencia del grado de
rescate fenotipico. Inesperadamente, la mayor deficiencia en la funciéon de HYL1
se observd para las mutantes en las regiones R1 y R3, mientras que las
mutaciones en la regién R2, que en la literatura se propone como una de las
principales determinantes de la unién, mostrd altos niveles de rescate fenotipico,
indicando que no seria de gran importancia para la funcion de HYL1 in vivo. Este
ultimo resultado fue llamativo, debido a que muchos estudios previos en
proteinas homadlogas sugieren que este bucle es esencial para el reconocimiento

de ARN por los dsRBDs.

La funcion in vivo de una proteina con una baja actividad en principio
puede ser rescatada por altos niveles de expresidon que podrian compensar la
actividad especifica ?*>. Al considerar que las proteinas fueron expresadas bajo el
control del promotor fuerte CaMV35S, se investigd si los fenotipos observados

podrian ser el resultado de las diferencias en los niveles de expresion de las

125



CAPITULO 2: RESULTADOS
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Figura 50: a) Clasificacion de fenotipos de las plantas complementadas. Dentro de cada
grupo de plantas transgénicas, las plantas se clasificaron como totalmente complementadas
(WT), parcialmente complementadas (hyl-) y no complementadas (hyl). b) Andlisis fenotipico de
las plantas complementadas. Las barras indican el porcentaje de plantas complementadas que
fueron clasificadas dentro de cada grupo en funcion del fenotipo. c) Andlisis funcional de las
plantas complementadas. Relacion de precursores con los miARNs en plantas complementadas
con proteinas mutantes para tres precursores diferentes: pri-miR164a, pri-miR172a, pri-
miR396a

proteinas. Con el propdsito de comprobar esta hipotesis, se determinaron de los
niveles de expresidon en plantas individuales de las distintas lineas mutantes
mediante un andlisis de western blot aprovechando la etiqueta de HA que tienen
las construcciones (Figura 51). La comparacion de los niveles de expresidn con el
rescate fenotipico de 36 plantas seleccionadas al azar, muestra que no existe
correlacion entre estas dos variables, lo que estaria demostrando por un lado,
qgue la funcién de HYL1 no seria dependiente de la cantidad de proteina
expresada y, por otro que las variaciones en la complementacién del fenotipo

observado para las distintas proteinas mutantes estaria reflejando la actividad de
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la proteina in vivo (Figura 52).

. Niveles de

Planta Fenotipo S,
expresion

hyl1:HYL1_36 wT ND

4 o o w2 N ,)y\’% 53 hyl1:H46A/KATA_12 Hyl ND

s s A : \_. -
LG IR Y SRR Rt
RSN SR NP Al hyl1:K41A_30 WT o
: . : . . RO :
& @@ Q@@ Q@@ hyl1:H46A/KATA_18 WT R
hyl1:A43-49_29 WT it
66 KDa

hyl1:R70A/K71A_31 Hyl +

hyl1:H46A/K47A_20 Hyl - +

hyl1:K20A/R22A_18 Hyl - ND

hyl1:H46A/KA7A_15 WT +

Figura 51: Cuantificacidn de los niveles de proteina en las distintas plantas transgénicas,
a la derecho se muestran los niveles de expresion y la clasificacion fenotipica de cada planta.

Actualmente, esta bien
establecido una de las las funciones

de HYL1 es asistir a DCL1 en el

63,70

procesamiento de miARNs . Con

Nivel de expresion

el objetivo de evaluar la funcién de - .
1

las proteinas mutantes en una forma

mas directa, se midieron los niveles 0 1 2 3 4
de miARNs maduros y de sus Fenotipo hyl
precursores en las plantas Figura 52: Correlacion entre los

niveles de expresion y el fenotipo de las

transgenicas. Para esto, >€ plantas complementadas. Al fenotipo

cuantificaron los pri-miR164, pri- silvestre se le asigné un valor de 1y a el
de hyl una valor de 4. Los valores 2 y 3

miR172 'y pri-miR396 y los

corresponden a fenotipos intermedios. Se

respectivos miARNs en plantas asignaron valores de 1 a 4 para los
niveles de expresion de proteina en

silvestres, hyl1-2 hyl1-2
y y y funcién de la intensidad de las bandas del
complementadas que expresaban western blot. EI diametro de los circulos

es proporcional a la cantidad de plantas.

cantidades similares de proteina
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(Figura 53). En todos los casos, la actividad de procesamiento se corresponde
bien con el rescate fenotipico (Figura 50). A partir de estos resultados, es posible
concluir que las mutaciones introducidas afectan la funciéon de HYL-1 al nivel de

el procesamiento de pri-miARNs.

Genotipo Fenotipo

@? o o i hyl1:R70A/K71A Hyl -

‘ @ov & v@“ ‘ @@V\ @y\ & e hyl1:A43-49 wT
& © & hyl1:K46A/K4TA wT
hyl1:K41A WT

hyl1:HYL1 wT

hyl1:CHFS Hyl

Figura 53: Niveles de expresion de plantas seleccionadas para realizar las
cuantificaciones de miARNs y de sus precursores.

5.1.3 ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS DOMINIOS MUTANTES

La introduccién de mutaciones puede llevar a cambios locales o globales
en las estructuras de las proteinas. Con el objetivo de descartar rearreglos
estructurales significativos que pudieran invalidar las conclusiones respecto de la
participacion de distintas regiones en la fncion de HYL1-A in vivo, se generaron
construcciones para la sobreexpresiéon en E. coli de las diferentes variantes de
HYL1-A y se marcaron las proteinas con N para obtener los espectros *H*N-
HSQC para cada una de las mutantes. Este tipo de espectros es muy sensible a
alteraciones en las estructuras de proteinas, y permite la localizacién de las
modificaciones con definiciéon al nivel de residuos. La superposicion de los
espectros del dominio silvestre con los de las distintas mutantes muestra que las
alteraciones estructurales estan limitadas a las regiones cercanas a la mutacién
introducida (Figura 54). Esto es asi, aun para la mutante que contiene la delecién,

donde se podrian esperar rearreglos importantes en la estructura global de la
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proteina.
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Figura 54: Espectros 'H”N-HSQC de las proteinas mutadas comparados con el

espectro de la proteina silvestre (negro). Las sefiales correspondientes a los residuos mutados

se destacan con flechas en los espectros de la proteina silvestre.

Con el objetivo de encontrar las bases estructurales de las alteraciones en

la funcion de HYL1 causadas por las mutaciones, se obtuvieron modelos

estructurales de las proteinas mutantes basados en la estructura cristalina de la

proteina silvestre (3ADG.pdb) usando el programa Rosetta. Como se esperaba,

las mutaciones puntuales no
llevaron a rearreglos estructurales
grandes, y la delecion del bucle B1-
B2 es bien tolerada para el
plegamiento de la proteina (Figura

55).

En las interacciones entre
proteinas y acidos nucleicos las
componentes electrostaticas tienen
en general una participacion
preponderante. Para evaluar las

alteraciones en el campo eléctrico

HYL1-A:A43-49

estructura de

Figura 55: Superposicion de
la mutante A43-49 (R2)
modelada con Rosetta con la estructura
cristalina de HYL1-A (3ADG.pdb).

la
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alrededor de la proteina introducidas por las mutaciones realizamos un calculo
del campo sobre los modelos de las mutantes utilizando el programa APBS. Al
analizar las superficies correspondientes a un potencial fijo en las distintas
mutantes, se observd que la diferencia mas importante en las variantes, en
general, reside en un parche con potencial electrostatico positivo formado por un
grupo de residuos basicos que se ubican alrededor de las regiones R1 y R3 tal
como se observd para el caso de DCL1-B. Estos residuos son los que contactan el
esqueleto de fosfatos del ARN a través de interacciones electrostaticas. La
eliminacion de estas cadenas laterales basicas en la region R1 y R3, llevan a una
gran reduccidn en el potencial positivo. En contraste con esto, las mutaciones en
la region R2 muestran un potencial electrostatico conservado respecto al de la
proteina silvestre (Figura 56). Es decir, que la atraccidén electrostatica hacia el
sustrato que llevan a cabo las cadenas laterales de los residuos de las regiones R1

y R3 de HYL1 son esenciales para la funcidn correcta de la proteina.

K20A/R22A K41A H46A/K4ATA A43-49 R70A/K71A Silvestre

194949

[ Actividad HvL-1 - -
Figura 56: Cdlculo del campo electrostdtico sobre las proteinas silvestre y mutantes.

El campo electrostdtico alrededor de cada proteina fue calculado utilizando APBS °*. Se
muestran las isosuperficies a 1,5V para el potencial positivo (azul) y -1,5 V para el negativo
(rojo).

5.1.4 ESTABILIDAD Y UNIION AL SUSTRATO

Una vez que se establecié que todas las mutantes presentaban un

plegamiento correcto, se investigo si las diferencias observadas en las actividades
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de HYL1 in vivo se debian a la desestabilizacion de la proteina por causa de las
mutaciones introducidas. Por este motivo, se determind la estabilidad (AG2 N-D)
del primer dsRBD de HYL1 y de las mutantes correspondientes utilizando la
técnica de dicroismo circular para monitorear la desnaturalizacidon inducida por
urea. La estabilidad de la proteina se encuentra levemente incrementada en las
mutaciones de las regiones R2 y R3 respecto a la proteina silvestre, mientras que
la estabilidad de la mutante en la regién R1 es comparable con la de la proteina
silvestre (Figura 57). A partir de estos resultados se puede afirmar que las

mutaciones no afectan negativamente la estabilidad de HYL1-A.

Posteriormente, se realizé un ensayo de polarizacion de fluorescencia para
evaluar los efectos de las mutaciones sobre la unién al sustrato. Con este
propdsito, se utilizaron las construcciones de HYL1-A y sus variantes, y como
sustrato, la regién correspondiente al tallo inferior del pre-miR172. Todas las
proteinas mutantes mostraron una disminucidn en la afinidad de unidn respecto
al dominio silvestre. Notablemente, la doble mutacion en la regiéon R1
(K20A/R22A) apenas se une al ARN, aun a las mayores concentraciones de
proteina utilizadas. La mutacidon doble localizada en la region R3 (R70A/K71A)
también presenta una afinidad mas reducida respecto a la proteina silvestre

(Figura 57).

Las constantes de unidn para estas dos mutantes no pudieron ser
estimadas de manera precisa por la falta de puntos correspondientes a valores
de anisotropia saturantes debido a que la interferencia de la dispersion de la luz
con las medidas de anisotropia obstaculiza la adquisicion de puntos a mayores
concentraciones de proteina. De manera sorprendente, considerando Ia
importancia adjudicada en trabajos previos a la regiéon R2 de los dsRBDs en la
union, las tres mutaciones en esta regidn arrojaron una disminucioén leve en las

afinidades de interaccion. Las constantes de disociacidon de estas mutantes son
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similares, y se encuentran en el rango de 2,5 a 5,4 uM, dando una visién de
conjunto coherente de la influencia de esta region en la afinidad de HYL-1 por el
ARN. Aun cuando se elimina el bucle completo, las proteinas conservan la

afinidad por el sustrato.
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Figura 57: Caracterizacion biofisica de los dominios dsRBD1 de HYL-1 mutantes. a)
Desnaturalizacion inducida por urea de las proteinas mutantes y del dominio silvestre sequido
por dicroismo circular medido a 220 nm. El recuadro de arriba a la izquierda muestra el AG®
H20 (Kcal M*) para cada una de las proteinas. b) Afinidad por unién al sustrato de los
dominios mutantes y silvestre. Se determind la anisotropia de fluorescencia de pre-miR172ls
marcado con fluoresceina con cantidades crecientes de proteina. En a y b los simbolos
corresponden a: hexdgonos grises, silvestre; triangulos negros, K20R22; rombos grises, K41;
cuadrados negros, H46K47; circulos grises, A43-49 y tridngulos grises, R70K71.
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5.2 DISCUSION 2

La funcién exacta de HYL1 dentro del complejo de procesamiento de
miARN de plantas es hasta el momento desconocida. Se ha demostrado tanto in
vitro como in vivo que la proteina es importante para que el corte del precursor
se lleve a cabo de una manera precisa **”°. Trabajos recientes han demostrado
gue la falta de HYL1 puede ser compensada por una forma mds activa de DCL1
223226 En estos casos es posible generar cantidades suficientes de miARNs
correctamente procesados, lo que limita los efectos de la imprecisidon en el corte.
Se ha propuesto que HYL1 también participa en la seleccién de hebra y
distribucién de los productos hacia AGO1 dentro del complejo RISC, al igual que
lo hace TRBP en humanos 2. A pesar de que en varios trabajos se han intentado
establecer las funciones de las proteinas auxiliares que contienen solamente

dominios dsRBDs en otros organismos, hasta el momento, no se ha llegado a un

consenso.

Aungue el mecanismo de acciéon de HYL1 en el procesamiento de miARNs
en plantas no esta completamente comprendido, la unién al ARN sustrato parece
ser la principal funcién de esta proteina. La unién a sustrato por parte de HYL1
estd dominada por el primer dsRBD (HYL1-A), con una contribucién marginal de
la afinidad de unién por HYL1-B y el resto de la proteina ’®”’. En este trabajo de
tesis se ha diseccionado la funcién de cada determinante de uniéon a ARNdh del

dominio HYL1-A.

La caracterizacion que se llevd a cabo en este trabajo mostré que las
regiones R1 y R3 del dominio son los determinantes estructurales mds
importantes en la unién al ARN. En la mayoria de los dsRBDs, la region R3
contiene un motivo KKxAK bien conservado que reconoce el esqueleto

fosfodiéster del surco mayor de ARNdh. Estos residuos, forman un parche
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electrostatico significativo sobre la superficie del dominio creado por las cadenas
de lisina cargadas positivamente (Figura 56). En HYL1-A, este motivo es bipartito
y se encuentra dividido entre la regién R1 y la regién R3, donde la tercer Lys del
motivo conservado se encuentra reemplazada por un Glu. Sin embargo, esta
sustitucion es compensada por la presencia de un residuo de Lys en la posicion
20 que provee la carga positiva necesaria para interaccionar con el esqueleto del
ARNdh, y fue mutado por Ala en el presente trabajo. En este caso, el grupo
amino terminal de la cadena lateral se ubica en una posicién equivalente a la de
la Lys de la region R3. Las mutaciones introducidas en las regiones R1 y R3 en el
presente trabajo de tesis han llevado a resultados similares respecto a las
caracteristicas estructurales que involucran la irrupcién del parche electrostatico.
En este sentido, se puede racionalizar el impacto similar de ambas mutaciones en
la funcion y en la afinidad de HYL1 por el ARNdh. La ausencia de alteraciones en
la estabilidad en las proteinas mutantes en R1 y R3 destaca que el
reconocimiento del esqueleto de los fosfatos es esencial para la union al ARN por

parte de estos dominios.

Un resultado inesperado en este trabajo fue que el bucle B1- f2 de HYL1-A
no es esencial para la actividad de HYL1 y tiene muy poca influencia en la
afinidad de union al ARN. Este resultado es dificil de interpretar desde un punto
de vista estructural ya que el bucle juega en principio un papel importante en la
unién al ARN insertandose en el surco menor. Dicha interaccion se da de manera
directa con grupos de la ribosa y con las bases, y contribuye al reconocimiento de
la forma A de la hélice de ARN doble hebra, localizdndose exactamente a dos
vueltas de hélice de la posicion de interaccion de la regidon R1. La importancia de
este bucle en otros dsRBDs ha sido demostrada a partir de andlisis mutacionales
3% De hecho, este bucle es la regidon que muestra las mayores diferencias de

desplazamientos quimicos ante la formaciéon del complejo con ARN 7. Sin

134



CAPITULO 2: DISCUSION

embargo, en HYL1, el residuo de histidina altamente conservado en la parte
superior del bucle puede ser mutado y aun se puede eliminar el bucle completo
sin cambios significativos en la afinidad por el ARN, estabilidad de la proteina o
funcion de la proteina. Esto muestra que la importancia del bucle en el
reconocimiento del ARN es diferente entre los dsRBDs. En este sentido, es
notable que los dsRBDs de las proteinas DICER tienen un bucle mas corto que en
principio no podria participar en la unidn al ARN, al menos en los casos en que la
unién sea candnica ***%. Se ha sugerido que la ausencia de este bucle podria
dificultar la unién a ARN por estos dominios *%, pero recientemente se observd
que el dsRBD de DICER es capaz de unir ARNdh y precursores de miARN *°, Esta
evidencia experimental va de la mano con los resultados obtenidos en esta tesis,
mostrando que el bucle B1- B2 no es necesario para la unién al ARNdh por HYL1.
Para comprender el modo en que estas proteinas llevan a cabo la unién con el
sustrato de manera diferencial respecto a los dsRBDs candnicos, sera necesario
realizar un estudio estructural del complejo formado por estos dominios con

bucle corto o por la mutante de HYL1 que incluye la delecién.

En un estudio realizado por Manavella y colaboradores, se demostré que

HYL1 es regulada por fosforilacion *

. Es notable que uno de los sitios de
fosforilacion es la serina 39, localizada dentro de este bucle. Cuando este residuo
de serina se muta por acido aspartico, imitando la fosforilacién, la funcion de la
proteina es inhibida, mientras que cuando se elimina este sitio de fosforilacion
por una mutacion de serina por alanina, la proteina resultante es completamente
funcional. Considerando estos resultados, se podria especular que las
mutaciones en la regién R2 podrian evitar una posible inhibicidn de la actividad

de HYL1 por fosforilacién, por lo que se estaria compensando la pérdida parcial

de afinidad introducida por la mutacidn.

En conclusion, en este trabajo se pudo demostrar que existe una
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correlacion directa entre la afinidad de unidén a sustrato por HYL1-A y su actividad
in vivo. Por otro lado, también se ha establecido que la unién de HYL1-A al
ARNdh es esencial para su funcién y que los determinantes estructurales de
uniéon que corresponden a las regiones R1 y R3, son necesarios para que la
proteina lleve a cabo su funcién in vivo de manera correcta. Finalmente, el
analisis de lineas que sobreexpresan las proteinas demuestra que su actividad no

puede ser compensada por exceso de proteina.
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6 CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de tesis se han estudiado y caracterizado biofisica y
funcionalmente los dsRBDs de las proteinas de procesamiento de miARNs de

plantas, DCL1 y HYL1.

En el caso de DCL1, se determiné la estructura en solucién de DCL1-B por
RMN, a partir de la cual se pudo observar que si bien este dominio presenta la
topologia candnica de dsRBD, presenta algunas variaciones en el plegamiento
gue lo distinguen del resto. DCL1-B presenta una hélice al mas corta, lo que
podria estar directamente relacionado con las capacidades de unién al sustrato y
ademas tiene una insercion en el bucle 2-B3, ubicado en el lado opuesto de la
superficie de interaccién con los acidos nucleicos. Se observé que dicha insercidon
presenta un residuo de Trp expuesto al solvente que podria llevar a cabo
funciones de interaccidon con otros dominios proteicos. Si bien esta reportado
gue este dominio es capaz de interaccionar con los dsRBDs de HYL1, no se
observé dicha interaccion de manera directa mediante experimentos in vitro.
También se establecié que DCL1-B es incapaz de llevar a cabo un reconocimiento
especifico de acidos nucleicos. En este trabajo se evalud la capacidad de union de
este dominio con diferentes sustratos de ARNdh y ADNdh. Se observé que DCL1-
B no muestra diferencias significativas en la afinidad de union entre ARNdh
perfectamente apareado, ARNdh con imperfecciones y ADNdh. Al caracterizar la
interaccion de DCL1-B con los sustratos ARN y ADN doble hebra por Resonancia
Magnética Nuclear, se observd que este dominio forma complejos heterogéneos
con los 4cidos nucleicos y que presenta un régimen de intercambio intermedio.
Las regiones de interaccidon mapeadas en la estructura se localizan en R1, R2 y R3
al igual que en los dsRBDs candnicos. Respecto a la dinamica de este dominio, se

observd que las regiones que presentan mayor movilidad son aquellas que
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participarian de la union a ARNdh pero que también existe una region flexible en
la cara opuesta de la zona de interaccién con acidos nucleicos localizada en el
bucle B2-B3. Respecto a la caracterizacion funcional de este dominio, se
establecié que a diferencia de DCL1-A, DCL1-B es capaz de mediar la localizacidon
nuclear de la proteina reportera GFP de Aequorea victoria en células radiculares

de Arabidopsis thaliana.

En el caso de HYL1 se lograron identificar los determinantes de unién a
ARNdh que son esenciales para que la proteina lleve a cabo una correcta funcién
in vivo. Se establecid que las regiones de interaccion R1 y R3 de HYL1-A son las
gue limitan la actividad de la proteina, afectando el reconocimiento del surco
mayor de la forma A del ARNdh. Mientras que el reconocimiento del surco menor
por parte de R2 no seria limitante de la actividad in vivo. Por otro lado se
determiné que la deficiencia en la actividad de las proteinas con mutaciones en
R1 y R3 de HYL1-A estarian afectando la sintesis de miARNs a nivel del
procesamiento, debido a que estas plantas presentan altas relaciones de
precursores:miARNs, cosa que no ocurre en plantas deficientes en la regién R2
de este dominio. A su vez se observd que la actividad de HYL1 deficiente no
puede ser suplantada por un aumento en los niveles de expresidon de proteina
recombinante, reflejando la importancia de la estructura en estas regiones del
dominio para que HYL1 pueda llevar a cabo su funcidon. También se observé que
la introduccién de mutaciones en las regiones candnicas de interaccion de HYL1-
A no introducen cambios en el plegamiento global del dominio, ni siquiera la
delecion del bucle B1-f2 completo. Tampoco se afecta de manera negativa la
estabilidad de las proteinas. Un punto importante que se pudo establecer
mediante este trabajo fue que la modificacién de las regiones R1 y R3 del primer
dsRBD de HYL1 afectan directamente la afinidad por el sustrato ARNdh, lo que

lleva a una disminucién del procesamiento y por lo tanto, esta vinculado
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directamente con la actividad de la proteina in vivo.
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