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Resumen

Desorden estructural en G0S2 y PLIN1, proteinas involucradas en el

metabolismo de lipidos

La lipdlisis es un proceso muy importante en el metabolismo celular, en su
regulacion participan distintas proteinas, una de ellas es Perilipin 1; esta proteina
es la encargada de estabilizar la gota de lipidos donde se almacenan los
triglicéridos y de esta manera protegerlos de la accion de las lipasas. Esta proteina
tiene un dominio C-terminal Unico, con el cual secuestra y estabiliza a la proteina
CGI-58 para que no interaccione y active a la lipasa ATGL e inicie la lipdlisis. Por
otra parte, cuando ya se esta llevando a cabo un proceso de lipdlisis y ésta
necesita ser inactivada, entra en juego la proteina G0S2, esta proteina aparte de
interaccionar e inhibir a ATGL, también esta involucrada en otros procesos como
la apoptosis, proliferacion celular y la fosforilacion oxidativa. Se carecen de
estudios estructurales de ambas proteinas por lo que en este trabajo, nos dimos a
la tarea de realizar una caracterizacion biofisica tanto del dominio C-terminal de
Perilipin 1 de raton (mPLIN1C), como de G0S2 humano (hG0S2) y raton (mG0S2).
Por andlisis bioinformatico se predice que tanto mPLIN1C como hG0S2 y mG0S2
tienden al desorden. La caracterizacidon experimental por cromatografia de
exclusién molecular y dispersién dinamica de luz, mostraron que el mPLIN1C y
hG0S2 tiene una conformacion elongada mientras que mG0S2 tiene propiedades
similares a las de una proteina globular. La caracterizacién estructural por
dicroismo circular en condiciones nativas mostr6 que estas proteinas se
encuentran principalmente desestructuradas, mostrando la presencia de
estructuras de tipo hebra beta. Sugerimos que el desorden intrinseco observado
en la proteina G0S2 puede facilitar su interaccion con multiples proteinas en la
regulacion del metabolismo celular, mientras que para mPLIN1C, el desorden
intrinseco le permite estar potencialmente disponible para interaccionar y

estabilizar a CGI-58 y estar expuesto a modificaciones adicionales.

PALABRAS CLAVE: G0S2, PLIN1, desorden intrinseco, pre-glébulo fundido
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Abstract

Structural disorder in G0S2 and PLIN1, proteins involved in lipid metabolism

Lipolysis is an important process in cell metabolism and is regulated by several
proteins, one of them is Perilipin 1, this protein is responsible for the stabilization of
lipid droplets, where triglycerides are stored and thus protecting them from the
action of lipases. Perilipin 1 has a unique C-terminal domain, this domain
sequesters and stabilizes CGI-58, so preventing the interaction with ATGL and the
activation of lipolysis. On the other hand, when lipolysis is taking place and
requires an inactivation process, G0S2 protein comes into play, this protein
interacts and inactivates ATGL, and is also involved in other processes such as
apoptosis, cell proliferation and oxidative phosphorylation. Structural
characterization of these proteins is limited. In this work, we perform a biophysical
characterization of the C-terminal domain of mouse Perilipin 1 (mPLIN1C), as well
as human (hG0S2) and mouse G0S2 (mGO0S2). Bioinformatic suggests that
mPLIN1C and G0S2 proteins tend toward disorder. Experimental characterization
by size-exclusion chromatography and dynamic light scattering showed that
mPLIN1C and human G0S2 have an elongated conformation while mG0S2 has
similar properties of a globular protein. Structural analysis by circular dichroism
revealed that in native conditions, these proteins are mainly unstructured, showing
the presence of beta sheet structures. We suggest that the intrinsic disorder
observed in the GOS2 protein may facilitate its interaction with multiple proteins in
the regulation of cellular metabolism, while for mPLIN1C, the intrinsic disorder
allows it to be potentially available to interact and stabilize CGI-58 and to be

accessible to additional modifications.

KEY WORDS: G0S2, PLIN1, intrinsic disorder, pre-molten globule
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Introducciodn

Metabolismo de lipidos

Gotas de lipidos

El tejido adiposo asegura un vasto depésito de energia. Los nutrientes que
proporcionan un exceso de calorias se convierten en triglicéridos para su
almacenamiento en las gotas de lipidos de los adipocitos. Durante el ayuno y el
ejercicio prolongado, estos triglicéridos se hidrolizan en el proceso de lipdlisis para
liberar acidos grasos en la circulacion. Los acidos grasos son absorbidos por el
musculo esquelético y otros tejidos para impulsar la produccion de energia. El
almacenamiento de triglicéridos y la lipdlisis estan controlados por un complejo
elenco de caracteres que se mantienen en un delicado equilibrio [1]. Estas gotas
de lipidos se encuentran en el citoplasma de casi todos los tipos de células en los
tejidos de los mamiferos, asi como en las células de otros cordados y muchos
organismos inferiores. En los mamiferos, las gotas de lipidos desempefian un
papel importante en la homeostasis de los lipidos celulares, almacenando
principalmente ésteres de colesterol que se utilizaran para la sintesis de hormonas
esteroides y de membrana, triglicéridos que sirven como fuente de sustratos
energéticos o precursores para la sefalizacion de lipidos o sintesis de fosfolipidos
de membrana. El nucleo de lipidos neutros de las gotas de lipidos esta cubierto
por una monocapa de fosfolipidos y colesterol en la que se incrustan las proteinas.
Los estudios de protedmica han revelado mas de 200 componentes proteicos de
las gotas de lipidos, algunos de los cuales se localizan unicamente en éstas,

mientras que otros también se encuentran en otros compartimentos subcelulares.



Algunas de las proteinas de gotas de lipidos mas abundantes incluyen las
perilipinas (PLINS); hasta la fecha, no se han identificado gotas de lipidos
citosélicos que carezcan de PLINs en células de mamiferos. Por tanto, donde
quiera que se almacenen lipidos neutros, se expresan dos o0 mas miembros de la

familia de proteinas PLINs y se unen a gotas de lipidos.

Perilipinas

Cinco genes de PLIN codifican cinco proteinas principales de esta familia (PLIN 1-
5) [2]. PLIN1 se expresa predominantemente en adipocitos, PLIN2 se expresa de
forma ubicua. Debido a que PLIN1 y PLIN2 se encuentran en la superficie de las
gotas de lipidos, se consideran proteinas marcadoras de éstas. Estudios recientes
sobre otras proteinas PLIN sugieren funciones en la formacién de gotas de lipidos,
y se han demostrado tanto la diversidad como la redundancia entre ellas [3].
Estructuralmente todas las PLINs contienen un dominio conservado llamado PAT,
un motivo repetido 11-mer y una estructura llamada (4-helix bundle) que parece
estar presente en la parte C-terminal de estas proteinas, con la excepcién de
PLIN4 que solo contiene un motivo de repeticion largo 11-mer como se observa en

la Fig. 1.



(logitud de aminoacidos)
Ratén  Humano

(Perilipina A) D 17 522
PNz [

(TIP47)

PLIN4 [ ] | 1403 1357
(83-12) ‘ l

PLINS :_:I 463 463
oilory

e e G
Fig 1. Estructuras de las proteinas perilipinas. La familia de la perilipinas incluye 5
miembros (PLIN1 a PLIN5S) con un motivo de repeticion de 11-mer, un dominio
PAT y una estructura 4-helix bundle presente en la parte C-terminal de todas las
PLIN, excepto PLIN4 que unicamente tiene un dominio largo de motivos repetidos
11-mer, las barras azul oscuro se utilizan para indicar que esta proteina tiene un

peso molecular de casi tres veces las otras PLINs. Se indican los numeros de

aminoacidos en PLIN humanos y murinos. (Tomado y modificado de [3])

PLIN1 o Perilipin A se descubri6 originalmente como la proteina mas fosforilada en
tejido adiposo blanco [4]. PLIN1 es expresada abundantemente en adipocitos
maduros, y ademas es fosforilada por la proteina quinasa A (PKA) de una manera
dependiente de cAMP vy localizada en la superficie de las gotas de lipidos.

También PLIN1 se expresa en baja concentracion en tejido adiposo café y



musculo cardiaco [3]. Por otra parte, PLIN2 es bien conocida como la principal
proteina en las gotas de lipidos en higado [5]. PLIN2 se denominé originalmente
proteina relacionada con la diferenciacién adiposa (ADRP), lo que refleja su
induccion durante la diferenciacion temprana de los adipocitos [6]. Sin embargo,
aunque PLIN2 esta presente en los adipocitos prematuros, se reemplaza por
PLIN1 durante la diferenciacién en adipocitos maduros [7]. Aunque PLIN3 y PLIN2
tienen secuencias de aminoacidos similares y ambos estan distribuidos
ubicuamente entre los tejidos, es PLIN3 la que se localiza tanto en citosol como en
gotas de lipidos [8]. Esta proteina se denominé inicialmente “tail-interacting protein
of 47 kDa” (TIP47) y estaba implicada en trafico intracelular de enzimas
lisosomales [9]. PLIN4 (S3-12) es unica entre las cinco proteinas de la familia
PLIN, con un peso molecular casi tres veces mayor que el de otras PLIN y carece
de un dominio PAT. PLIN4 tiene multiples similitudes de secuencia con PLIN1, se
expresa selectivamente en adipocitos y esta presente en gotas de lipidos y en el
citosol [10]. Aunque se sabe poco sobre las funciones biolégicas de PLIN4, su
presencia en adipocitos humanos se demostro tras la diferenciacion de las células
madre mesenquimales humanas (hMSC), donde PLIN4 se indujo junto con PLIN1
durante etapas tardias de la diferenciacion de adipocitos [11]. Poco después que
las tres proteinas asociadas a LD que contienen el dominio PAT fueran
reconocidos como pertenecientes a esta familia, otra proteina de dominio PAT con
patron de distribucion de tejido unico, inicialmente llamado proteina miocardica de
gotas de lipidos (MLDP), se descubrié en busquedas BLAST [12]. Esta proteina se

identificé al mismo tiempo como una proteina de gotas de lipidos en los tejidos



musculares y se le dio otros nombres (OXPAT, LSDP5), pero finalmente se llamé
PLINS5 [13].

Ya que hemos enfatizado la importancia de las perilipinas en la formacién y
metabolismo de las gotas de lipidos, pasaremos a hablar de como los lipidos
neutros presentes en el nucleo de las gotas de lipidos son hidrolizados por lipasas

intracelulares en un proceso llamado lipdlisis.

Lipolisis

Los tejidos almacenan triglicéridos en gotas de lipidos cuando los acidos grasos
endégenos son abundantes y estan disponibles para su importacién y
esterificacion. En un estado de alimentacion, aumenta la disponibilidad de acidos
grasos para la entrega a los adipocitos, mientras que la insulina promueve la
absorciéon de glucosa para apoyar la sintesis de triglicéridos. Por el contrario, el
almacenamiento de triglicéridos en otros tejidos, incluidos el higado, el pancreas y
el musculo esquelético y cardiaco, aumenta durante el ayuno, cuando los acidos
grasos se exportan del tejido adiposo para su transporte a estos otros tejidos.
Cuando los suministros de acidos grasos extracelulares disminuyen o se requiere
energia para apoyar el ejercicio, las hormonas inician cascadas de sefializacién
que aumentan la actividad de quinasas para activar las vias lipoliticas en los
adipocitos. La posterior fosforilacién de PLINs, lipasas y cofactores de las lipasas
inicia la translocacion de las lipasas del citoplasma a las gotas de lipidos y permite
que las interacciones proteina-proteina ensamblen el complejo lipolitico en el
andamio de PLINs que rodea las gotas de lipidos. Por tanto, las lipasas acceden a

los sustratos lipidicos y se produce la lipolisis de los triglicéridos almacenados [2].



Las lipasas adiposas incluyen la lipasa de triglicéridos del tejido adiposo (ATGL),
lipasa sensible a hormonas (HSL) y la lipasa de monoglicéridos (MGL). ATGL
escinde los triglicéridos, pero no los diglicéridos ni los monoglicéridos, por lo que
se cree que inicia la hidrolisis de lipidos almacenados [14,15]. Por tanto, los
diglicéridos liberados durante la etapa inicial de la lipdlisis son escindidos por HSL.
MGL cataliza el paso final de la lipdlisis y los acidos grasos y el glicerol se eliminan

del adipocito.

Basal: Estimulada:

Gota de
lipido

Fig 2. Regulacion de la lipdlisis en adipocitos. En condiciones basales, PLIN1 y
HSL estan desfosforiladas, y HSL se encuentra en el citoplasma. CGI-58 se
encuentra estabilizada y secuestrada por medio del dominio C-terminal de PLIN1.
Mientras de ATGL esta siendo inactivada por G0S2. La estimulacion de la lipdlisis
involucra la activacion de PKA, que fosforila a PLIN1 y HSL, se libera CGI-58 de
PLIN1, y ésta se une a ATGL, mientras que HSL se transloca a PLIN1 y comienza

la hidrolisis de los triglicéridos. (Tomado y modificado de [16])



Las lipasas, sin embargo, son solo una parte de la historia. La investigacion
realizada en la ultima década ha revelado que la proteina de gotas de lipidos
estructurales, la PLIN1, desempefia un papel fundamental en el control del acceso
de las lipasas a los triglicéridos almacenados [17]. Ademas, estudios posteriores
han identificado proteinas reguladoras que interactuan con ATGL para activar o
inhibir su actividad enzimatica. CGI-58 (comparative gene identification-58) sirve
como coactivador de ATGL, aumentando la hidrolisis de triglicéridos hasta 20
veces in vitro [18] y G0S2 (G0/G1 Switch 2) como su inhibidor [19]. Se sabe que
las senales B-adrenérgicas regulan positivamente la acciéon enzimatica de ATGL
en los adipocitos. Se ha sugerido que los mecanismos de activacion de ATGL
implican la disociaciéon de CGI-58 de PLIN1 fosforilada [20,21], asi como la
fosforilacién directa de ATGL por PKA [22]. Interesantemente, se observd que
G0S2 se transloca a las gotas de lipidos junto a ATGL en respuestas a agonistas
B-adrenérgicos, y esta translocacion se anulé cuando se suprimio la expresion de
ATGL. Por lo tanto, parece existir una relacién interdependiente entre G0S2 y
ATGL en su localizacion en gotas de lipidos, aunque la relevancia funcional de
este reclutamiento mutuo sigue sin estar claro.

Los estudios funcionales de G0S2 y ATGL han revelado la importancia del
mecanismo lipolitico y su regulacién. En la evolucion eucariota, la sintesis y el
catabolismo de triglicéridos surgieron como una de las vias preferidas para mitigar
las fluctuaciones en la demanda y disponibilidad de energia. A través del
refinamiento genético y las presiones ambientales, ATGL se convirti6 en la

hidrolasa de triglicéridos intracelular predominante en organismos superiores y



mas complejos. Para contrarrestar el papel de ATGL y establecer un mecanismo
regulador de la lipdlisis intracelular, GOS2 aparecié en la evolucién posterior ya
que solo se encuentra en vertebrados [23]. Estudios recientes han reforzado el
papel de G0S2 como el llamado regulador maestro de la lipdlisis basal y

estimulada [24].

ATGL

ATGL también conocida como “patatin-like phospholipase domain-containing
protein 2” (PNPLA2). Se demostré que cataliza el primer paso de la lipdlisis
intracelular, donde el triglicérido se hidroliza a diacilglicerol y acidos grasos libres.
La lipdlisis de triglicéridos es un mecanismo evolutivo bien establecido, que se
conserva funcionalmente desde mamiferos hasta levaduras.

Los ortdlogos existentes son muy divergentes en longitud y estructura primaria,
pero comparten una caracteristica estructural comun denominado dominio
"patatin”, que recibe su nombre de una proteina lipidica de actividad acil-hidrolasa
que se encuentra en los tubérculos de patata maduros [25]. Estructuralmente el
dominio patatin muestra un plegamiento tipo afa, en el cual se tiene una
estructura central de una lamina de 6 hebras beta rodeada de hélices alfas. En
contraste con el papel catalitico del dominio patatin del ATGL, el papel funcional
de los dominios C-terminales del ATGL humano se ha revelado solo parcialmente
[26]. El papel central de ATGL en el catabolismo de triglicéridos se hizo evidente a
partir del analisis de ratones deficientes en esta enzima y de pacientes humanos
con mutaciones en el gen (PNPLA2). Ratones deficientes en ATGL muestran una

lipdlisis reducida y un incremento en la acumulacién de grasa en practicamente



todos sus tejidos corporales [27]. Los pacientes con mutaciones en el gen
PNPLA2 desarrollan la enfermedad de almacenamiento de lipidos neutros con
miopatia (NLSDM; del inglés: Neutral Lipid Storage Disease) que se caracteriza

por la acumulacion de triglicéridos sistémica en multiples tejidos y cardiomiopatia

[28].
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Fig 3. Estructura de la proteina ATGL. Representacion grafica de la organizacion
de los dominios de ATGL. En amairillo el dominio patatin, incluido los residuos que
forman la diada catalitica (S47 y D166). En gris la region que comprende el
plegamiento (afa) que comprende los residuos 10 al 254. Y en café la region

hidrofobica putativa. (Tomado y modificado de [29])

CGI-58

CGI-58 también conocida como ABHDS5 ya que pertenece a la familia de enzimas
que contienen el dominio alfa-beta hidrolasa, de las cuales se conoce que algunas
de éstas contienen una triada catalitica de lipasa. Sin embargo, CGI-58 no posee

en su sitio activo el residuo de serina involucrado en la actividad de lipasa [30].



Estructura de CGI-58

1

349
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E260 -

[ ] Motivo hidrofobico (residuos S69-G87)
D Dominio con plegamiento alfa-beta hidrolasa (residuos V104-C345)

Fig 4. Estructura de la proteina CGI-58. La proteina se caracteriza por dos
dominios funcionales: un sitio de unidén a gotas de lipidos (dominio hidrofébico) y
un dominio a/B hidrolasa que incluye dos residuos involucrados en la interaccion

de ATGL y PLIN1 (Q130 y E260). (Tomado y modificado de [31])

En reportes previos se ha mostrado que CGI-58 puede estimular la actividad de
ATGL hasta 20 veces en ratones, también en humano se describe este fenomeno
pero en menor grado (aproximadamente 5 veces) [32]. Interesantemente,
pacientes con mutaciones en el gen que codifica para esta proteina, presentan
una rara enfermedad autosdémica denominada “sindrome de Chanarin-Dorfman
(CDS)”, también conocida como “enfermedad de almacenamiento de lipidos
neutros con ictiosis (NLSDI)”. Los individuos con esta enfermedad presentan piel
escamosa Yy la acumulacion intracelular de gotas de triglicéridos, lo que indica una
actividad adicional de CGI-58 a la de activacién de ATGL. Ademas, se informé que
CGlI-58 se unia a cinco de nueve miembros de la familia de proteinas de union a
acidos grasos (FABP). En presencia de A-FABP, CGI-58 es aun mas potente para
activar ATGL [33]. Las FABP se unen a los acidos grasos de cadena larga con alta

afinidad y son importantes para la captacién y transporte de éstos. La interaccion
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con CGI-58 puede facilitar la adsorcion de los acidos grasos generados y por lo
tanto removerlos de ATGL resultando en un aumento la hidrdlisis de triglicéridos

[33-35].

G0S2

G0S2 se encontrd originalmente que se expresaba durante el reingreso de las
células mononucleares de la fase GO a G1 del ciclo celular [36]. Ademas, G0S2 no
comparte similitudes de secuencia con alguna estructura 3D de proteinas
conocidas [37]. Por otra parte, se ha observado que la delecion de los residuos 27-
41, que corresponden a la regién hidrofébica, interrumpe la interaccion de G0S2
con ATGL [19]. Se ha descrito la expresién de GOS2 en diversos tejidos humanos
y muridos, encontrandose mayores niveles en tejidos adiposos e higado, seguido
por el musculo, ovario y rindn [19,38]. En adipocitos, su expresion es inducida por
insulina e inhibida por el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o isoproterenol,
ambos factores que estimulan la lipdlisis [19]. La capacidad inhibitoria de G0S2
sobre ATGL fue originalmente caracterizada por Yang y colaboradores [19],
quienes expresaron G0S2 en células HelLa y determinaron su localizacion
subcelular por inmunofluorescencia, después de tratar con acido oleico para
promover la formacion de gotas de lipidos. Se observd que las gotas de lipidos en
las células que expresaban G0S2 fueron significativamente mas grandes y
numerosas en comparacion con las células no transfectadas. Ademas, G0S2 se

localiz6 en la superficie de las gotas de lipidos. Debido a que ATGL juega un papel
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clave en la degradacion de gotas de lipidos en células Hela, se concluyé que
GO0S2 previene la degradacion de las gotas de lipidos mediada por ATGL. El
hecho de que la expresion de G0S2, un inhibidor lipolitico, puede alterarse, de
acuerdo con las condiciones de consumo y demanda de energia, implica un
mecanismo potencial para cambiar el equilibrio entre la movilizaciéon y almacenaje
de triglicéridos [19]. En los casos de exceso calorico, por ejemplo, un aumento en
la relacién entre los niveles de GO0S2 y ATGL inducido por insulina, puede conducir
a una menor capacidad lipolitica y por lo tanto servir para facilitar el flujo de acidos
grasos a triglicéridos en el tejido adiposo blanco. Durante una exposicion a
hambruna, las catecolaminas pueden apagar la expresion de G0S2 como una

manera de sostener la lipdlisis en los adipocitos [19].
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Justificacion

G0S2 y PLIN1 han demostrado ser interesantes e importantes reguladores del
metabolismo de lipidos y homeostasis de la energia. La dilucidacién de sus
funciones en el metabolismo celular se ha logrado gracias al esfuerzo de distintos
grupos de investigacion; sin embargo, se carece de estudios biofisicos y
estructurales de estas proteinas que nos permitan describir el espectro completo
de sus funciones en diferentes entornos celulares. Por lo que en el presente
trabajo nos dimos a la tarea de realizar su caracterizacion biofisica en el cual
encontramos una caracteristica peculiar, el desorden estructural. En el siguiente
par de capitulos hablaremos del trabajo realizado tanto para G0S2 como para

PLIN1, respectivamente.

Objetivos
General: La caracterizacion biofisica de la proteina G0S2 y del dominio C-terminal
de PLIN1.
Especificos:
1. Analisis bioinformaticos de las proteinas que nos permitan tener una percepcion de
su posible conformacién estructural.
2. Expresién y purificacion de las proteinas recombinantes.
3. Analisis hidrodinamicos que nos permitan dilucidar las dimensiones vy
conformaciones de las proteinas.

4. Analisis espectrofotométricos que nos permitan estimar la estructura secundaria de

las proteinas.
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Capitulo 1

Analisis bioinformatico y caracterizacion biofisica revelan desorden

estructural en la proteina G0S2

El gen GO0/G1 switch 2 (G0S2) se identificd originalmente en linfocitos después de
inducir la progresion del ciclo celular mediante farmacos [36]. GOS2 de humano y
ratdbn codifica para una proteina basica pequefia de 103 aminoacidos e
inicialmente se propuso que G0S2 mediaba el reingreso de las células de la fase
GO a G1 del ciclo celular, pero estudios recientes han empezado a revelar
aspectos funcionales de G0S2 en diversos entornos celulares. Se ha descrito la
expresion de GO0S2 en diversos tejidos humanos y murinos, encontrandose
mayores niveles en tejido adiposo, una expresion moderada en higado y baja
expresion en musculo esquelético y corazén [19]. GOS2 solo se ha identificado en
vertebrados, ortélogos en otros organismos incluyendo levadura o0 moscas no han
sido reportados [19,39]. La proteina G0S2 esta altamente conservada entre
especies, compartiendo un 77.7% de identidad entre la proteina de humano vy
ratén. La region mas conservada a lo largo de todas las especies se encuentra en
la regidn N-terminal, mientras que el C-terminal muestra diferencias mayores [40].

El mayor avance en entender la funcion de G0S2 fue el descubrimiento de su
capacidad de interactuar directamente con el dominio tipo patatin de ATGL y de
inhibir selectivamente su actividad de hidrolasa de una manera no competitiva,
incluso en la presencia del activador CGI-58[19]. Estudios recientes muestran

sorpresivamente que G0S2 tiene actividad enzimatica denominada actividad de
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aciltransferasa de acido lisofosfatidico y desempefa un papel critico en promover
la acumulacion de triglicéridos en el higado, ya que su gen codificador es diana
directa de un importante factor de transcripcion lipogénico, el receptor x hepatico
alfa (LXR)a [41]. Por lo cual GOS2 es capaz de promover directamente la sintesis
de TG al actuar como una enzima sintetizadora de lipidos [41]. GOS2 también esta
involucrado en otras funciones celulares importantes, incluida la apoptosis, la
fosforilacidon oxidativa y proliferacion celular [38,42,43]. En mitocondria, G0S2
cumple la funcion de promover la apoptosis, ya que interactua especificamente
con Bcl-2 para evitar su interaccion con Bax, inhibiendo la formacién del complejo
heterodimérico anti-apoptético Bcel-2/Bax [38]. También se ha reportado que G0S2
regula positivamente la producciéon de ATP mitocondrial al interactuar con la FoF1-
ATP sintasa. La sobreexpresion de G0S2 mitiga la disminucion de ATP en los
cardiomiocitos y aumenta fuertemente su tolerancia hipéxica durante la isquemia
[43]. Por otro lado, se descubri6 que G0S2 promueve la inhibicion de la
proliferacion celular de las células hematopoyéticas troncales, ya que ésta
interactua directamente con nucleolina y la retiene en el citosol evitando que lleve
a cabo su funcién [42,44]. Por otro lado, el gen G0S2 se ha reportado
hipermetilado en ciertos tipos de cancer, lo que indica un posible papel en el
desarrollo del mismo [38,45]. Sin embargo, la funcion de GOS2 en cancer aun se
desconoce.

Hasta la fecha, no hay estructura tridimensional experimental de GOS2 que haya
sido publicada y las predicciones de su estructura por modelado de homologia
fallan al carecer de homdlogos estructurales adecuados. Por otra parte, los

avances que se han hecho para dilucidar su estructura-funcién se han centrado en
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identificar los dominios minimos de interaccion de G0OS2 con otras proteinas, el
cual se ha propuesto que involucra el dominio hidrofébico, y actualmente no hay
reportes de estudios estructurales mas a fondo. En este trabajo, describimos los
resultados de un analisis bioinformatico y de la caracterizacién bioquimica vy
biofisica de las proteinas G0S2 de humano y ratdn. Nuestros resultados muestran
que ambas proteinas se comportan como proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs) del tipo pre-glébulo fundido (PMG-like). A diferencia de
G0S2 de raton, la proteina de humano presenta una conformacion mas extendida
debido a que su extremo carboxilo terminal (residuos 68-103) se encuentra

completamente desplegado en las condiciones experimentales evaluadas.

Materiales y métodos

Analisis in silico

Las predicciones de regiones desordenadas se realizaron utilizando el servidor
GeneSilico MetaDisorder [46] disponible en http://genesilico.pl/metadisorder/. Los
analisis de composicién de aminoacidos se realizaron con Composition Profiler
[47] disponible en http://www.cprofiler.org. Los calculos del grafico de Uversky [48]
se realizaron utilizando PONDR en http://www.pondr.com. Todos los analisis se

realizaron utilizando la configuracion predeterminada de los servidores.

Clonacion de G0S2
En breve, las secuencias de DNA que codifican para G0S2 de humano y ratén

(NP_056529.1 y NP_032085.1) optimizadas para su expresion en Escherichia coli
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y la secuencia para la proteina SUMO (residuos 1-97) de Saccharomyces
cerevisiae, con una etiqueta 6xHis en su amino terminal y un sitio de escision para
la proteasa 3C de rinovirus humano (HRV 3C) en su carboxilo terminal, fueron
adquiridos de Integrative DNA Technologies (IDT DNA) en forma de gblock. El
fragmento de DNA de SUMO fue clonado entre los sitios Ncol y Ndel del vector
pET28 para obtener la construccion pET28SUMO-HRV3C posteriormente fueron
clonados los fragmentos de G0S2 entre los sitios Ndel y Hindlll para obtener las

construcciones pET28SUMO-HRV3C/hG0S2 y pET28SUMO-HRV3C/mG0S2

Expresién y purificacion de G0S2

Células competentes de Escherichia coli BL21 (DE3) y BL21 (DE3) pLysS fueron
transformadas con las construcciones de humano y ratéon respectivamente. Las
células se cultivaron a 37 °C y cuando la densidad 6ptica a 600 nm (ODsoo)
alcanzé 0.5-0.8, se agregd isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una
concentracion final de 1 mM, y las células se cultivaron a 28 °C durante 16 horas
adicionales. Las células fueron cosechadas y resuspendidas en amortiguador de
lisis [50 mM Tris (pH 8.0), 300 mM NaCl y 10 mM imidazol] y sonicadas en hielo,
posteriormente se centrifugdé a 12,000 rpm a 4 °C por 15 minutos. El sobrenadante
de células lisadas se cargd en una columna con resina Ni-NTA (Qiagen)
equilibrada con amortiguador de lisis. La columna se lavé con amortiguador de
lisis (10 CV). Las proteinas de fusion se eluyeron en un solo paso con
amortiguador de elucién [50 mM Tris (pH 8.0), 300 mM NaCl y 500 mM imidazol].
A continuacion, la proteina SUMO se separé mediante la adicion de 1 mM de

acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 2 mM de ditiotreitol (DTT) y 0.1 mg de
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proteasa HRV 3C por 10 mg de proteina purificada. La escisién se realizé durante
16 horas (toda la noche) a 4 °C. Posteriormente las proteinas G0S2 escindidas
fueron desaladas de la siguiente manera: la proteina de humano en el
amortiguador A [50 mM Tris (pH 8.0), 0.5 mM EDTA y 1mM DTT] y la proteina de
ratén en el amortiguador B [50 mM HEPES (pH 8.2), 0.5 mM EDTAy 1 mM DTT]
para después ser inyectadas a las columnas Hitrap Q HP y Hitrap S HP (GE
Healthcare) equilibradas con el mismo amortiguador respectivamente. Las
proteinas fueron eluidas mediante un gradiente lineal de 0 a 500 mM de NaCl en
el amortiguador en el que fueron preparadas (20 CV). Las proteinas eluidas fueron
concentradas por ultrafiltracion en una unidad Amicon Ultra-15 (Merck Millipore)
con un limite de peso molecular nominal (NMWL) de 3 kDa, para posteriormente
llevar a cabo una cromatografia por exclusion por tamafio (SEC) en una columna
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) con el amortiguador [20 mM Tris (pH
8.0), 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA y 1.0 mM DTT]. La concentracion de las
proteinas se midi6 a 205 nm (A20s), como se describe por Scopes [49]. El
coeficiente de extincion de G0S2 de humano y ratén a una longitud de onda de
205 nm (E205%'*) se determind directamente utilizando el método descrito por
Anthis y Clore [50]. E205%'%= 29.70 y 30.23 para G0S2 de humano y ratén,

respectivamente.

Cromatografia de exclusién por tamaio analitico (SEC analitico)
Los experimentos SEC se realizaron con una columna Superdex 75 10/300 GL
(GE Healthcare) en un sistema AKTA Purifier (GE Healthcare), a un flujo de 0.5

ml/min a temperatura ambiente. Se inyectd independientemente 0.1 ml de G0S2
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de humano y de ratén previamente purificadas (1mg/mL). La deteccién se realizd
monitoreando la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con el
amortiguador [20 mM Tris-HCI pH 8.0 y 150 mM NaCl] y se calibré utilizando las
siguientes proteinas estandar: ovoalbumina (44 kDa, 28.42 A), mioglobina (17
kDa, 20.24 A), insulina (5.8 kDa, 13.78 A) y vitamina B12 (1.35 kDa, 8.19 A). Los
radios de Stokes (Rs) de las proteinas estandar se calcularon de acuerdo con la
Ec 1 [51].

log (R;) = —(0.204 £+ 0.023) + (0.357 + 0.005)log (MW) (1)
El volumen total de la columna (VT) fue de 24 ml, y el volumen vacio de la
columna (VO) de 8.2 ml se determiné usando tiroglobulina. El volumen de elucion
(VE) de cada proteina estandar se utilizo para calcular los coeficientes de
distribucion de la fase de gel (factores Kav) de acuerdo con la Ec 2 [52]. Los
valores de Kav se representaron en funcion de Rs calculada y se ajustaron a la
curva estandar. Finalmente, los Rs de G0S2 de humano y de raton fueron

calculados.

Ky = =% 2)

Dispersion dinamica de luz

Los experimentos de dispersion dinamica de luz se llevaron a cabo en un equipo
Zetasizer APS2000 (Malvern Instruments) a 25 °C. Se estimé el radio de G0S2 de
humano y ratén a una concentracion de 1 mg/mL en el amortiguador [20 mM Tris
(pH8.0) y 1 mM beta-mercaptoetanol (BME)]. La desnaturalizacion de ambas

proteinas se hizo mediante la incubacion de éstas con concentraciones crecientes
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de urea [0 a 8 M] durante toda la noche a temperatura ambiente. Para cada
concentracion de urea se realizo la medicion del radio hidrodinamico, hasta el
completo desplegamiento de las proteinas. Los experimentos se realizaron por

triplicado.

Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Las mediciones de CD se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-815
(Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un soporte de celda tipo Peltier PFD-425S
para control de temperatura. Los espectros de CD se registraron de 194 a 250 nm
utilizando celdas de paso de luz de 0.1 cm. Todas las muestras se prepararon a
una concentracion de proteina de 0.25 mg/mL (22 uM) en un amortiguador [20 mM
fosfato de potasio (pH 8.0) y 20 mM NaCl]. La elipticidad se reporta como

elipticidad media por residuo [0].

Resultados y discusion

Analisis in silico sugiere el caracter desordenado del extremo carboxilo
terminal de G0S2

El analisis in silico de las secuencias de G0S2 de humano y ratén incluyo la
prediccion de regiones desordenadas utilizando el servidor GeneSilico
MetaDisorder [46]. El analisis de las secuencias indica tendencias de desorden
que son similares, pero no idénticas. Ambas proteinas comparten el mismo

dominio hidrofébico el cual se predice que es la parte mas estructurada de la
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proteina (residuos 27—42, Fig. 1A), pero es notable que los extremos a partir de
esta region tienden inmediatamente hacia el desorden, siendo el domino carboxilo
de G0S2 de humano el que se predice esta totalmente desordenado, en
comparaciéon con el de la proteina de raton que también muestra flexibilidad (Fig.
1B). Se ha observado previamente que en eucariontes el 36% del proteoma
corresponde a proteinas que contienen >20% de desorden y que estos segmentos
corresponden a regiones de al menos 30 residuos [53]. Basandonos en estos
datos decidimos realizar analisis adicionales in silico con las secuencias C-
terminal de ambas proteinas, que corresponden a los ultimos 35 residuos (del 68
al 103) y que fueron denominados G0S2C (Fig. 1A). El software Composition
Profiler [47] se utilizé para evaluar la abundancia o escasez de los contenidos de
aminoacidos de G0S2C en relacidon con la base de datos SwissProt 51, la cual
contiene las distribuciones de aminoacidos en las proteinas encontradas en la
naturaleza [54]. Los resultados para GOS2C de ambas proteinas, se analizaron
junto con las distribuciones de aminoacidos en proteinas determinadas
experimentalmente como proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs por sus
siglas en inglés) y depositadas en la base de datos DisProt 3.4 [55]. En
comparacién con la base de datos SwissProt 51, la secuencia de G0S2C de
humano y ratdn son pobres en residuos no polares promotores de orden (W, F, Y,
I y N) y enriquecidas en el aminoacido promotor de desorden (Q) [56], con la
diferencia que el dominio de raton también se encuentra enriquecido con los
aminoacidos (C) y (A), ambos residuos son conocidos por ser formadores de alfas
hélices siendo el residuo de cisteina el mayor promotor de orden en comparacion

con la alanina [57] (Fig. 1C), también se encontré que el carboxilo de raton tiene
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una cantidad atipica de histidinas en comparacion con los IDPs, sin embargo este
aminoacido esta clasificado como neutral en términos de desorden [56] . Este
analisis muestra que, la composicion de aminoacidos de G0S2 de humano es mas
similar a las de las proteinas depositadas en la base de datos DisProt 3.4, lo que
sugiere que puede mostrar propiedades de IDPs. En tanto para GOS2C de raton,
el analisis muestra una composicién mas equilibrada de aminoacidos promotores y
no promotores de orden (Fig. 1C). Para probar esta hipdtesis, se generé un
diagrama de Uversky [48]. Este diagrama representa la carga neta media frente a
la hidrofobicidad media y distingue a los IDPs de las proteinas ordenadas. GOS2C
de humano ocupa una posicién bien definida en la cual se localizan las proteinas
desordenadas. Para GOS2C de ratdén, ésta ocupa una posicién cercana en la zona
ocupada tanto para proteinas ordenadas como desordenadas (Fig. 1D). Los
resultados de nuestros analisis in silico son consistentes y sugieren el caracter
desordenado del carboxilo terminal de GOS2 de humano, pero no nos permiten
definir las caracteristicas estructurales de GOS2 de ratén. Por lo tanto, decidimos
realizar un analisis in vitro para obtener informacién sobre la estructura de ambas

proteinas y corroborar nuestras predicciones.

Analisis hidrodinamicos de G0S2 de humano y ratén

Para obtener informacién de los parametros hidrodinamicos relacionados con la
forma de ambas proteinas se realizaron experimentos de SEC y DLS [58,59].
G0S2 de humano y G0S2 de raton fueron clonadas y purificadas como se describe

en la seccidén de Métodos. En la Figura 1E, se muestra el perfil electroforético de
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ambas proteinas después del ultimo paso de purificacidén (exclusion molecular) a 5
y 2 ug, humano y ratén, respectivamente.

En los experimentos de SEC, G0S2 de humano eluyé como un pico unico (Fig.
2A) con un volumen de elucidon correspondiente a un Rs de 18.8 A y fue
aproximadamente 1.1 veces mayor que el valor tedrico de 17.5 A calculado
suponiendo que GO0S2 tiene una estructura globular y un peso molecular de 11.3
kDa (Fig. 2B). Esta diferencia resulto significativa, calculada mediante una prueba
t de una muestra (P = 0.0003). Por otra parte, GOS2 de ratdn eluyé de igual forma
en un solo pico unico (Fig. 2A) con un volumen de elucién correspondiente a un Rs
de 17.5 A para el cual no hubo una diferencia significativa (P = 0.0625) al valor
tedrico de 17.4 A calculado con un peso molecular de 11.1 kDa (Fig. 2B). El
volumen determinado experimentalmente para G0S2 de humano fue de 28 A3 el
cual fue mayor que el volumen tedrico de 22.4 A3 mientras que la densidad
experimental de 0.40 kDa/A3 fue menor que la densidad teérica de 0.50 kDa/A?
(Tabla 1). Por otra parte, los valores experimentales de volumen (22.5 A3) y
densidad (0.5 kDa/A®) de G0S2 de ratén fueron muy similares a los tedricos que
fueron de 22 A3y 0.5 kDa/A3, respectivamente (Tabla 1). Los perfiles de elucion de
las proteinas GOS2 de humano y ratdén nos indican diferencias en forma y tamano
de éstas, a pesar de que ambas proteinas son de 103 aminoacidos. Esta
diferencia puede deberse a las caracteristicas estructurales de las regiones
carboxilo terminal de cada proteina, ya que se predice que el de humano se
encuentra mas desordenado que el de ratén (Fig. 1B). Estos datos nos permiten
concluir que G0S2 de humano tiene una estructura extendida en comparacion con

GO0S2 de ratdn, la cual tiene una conformacion mas compacta y globular.
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Tras observar la diferencia de forma (tamafo) entre GOS2 de humano y ratén, se
llevaron a cabo mediciones de DLS para calcular los radios hidrodinamicos (Rh) de
cada proteina y compararlos con los datos obtenidos de SEC. La distribucion de
tamano de las muestras de proteina mostré la presencia de una sola especie con
un Rn aparente de 1.4 £ 0.03 nm y 1.7 £ 0.02 nm para G0S2 de humano y ratén,
respectivamente (Fig. 3A). Para la proteina de ratén, el didametro calculado por
DLS nos confirma que se encuentra en una conformacién compacta y globular, ya
que su Rn concuerda bien con el Rs que también es de 1.7 nm (17.4 A, Table 1).
Por otro lado, el Rn obtenido de la proteina humana nos indica que la proteina
difunde como una proteina mas pequefia con un tamano aproximado de 8 kDa,
nosotros sugerimos que este comportamiento en el experimento de DLS se debe a
que la proteina de humano presenta una region globular que comprende los
residuos 1-68 (7.48 kDa) que corresponde con el valor observado por DLS,
mientras que su extremo C-terminal (residuos 69-103, 3.85 kDa) se encuentra
desplegado. Al observar estas diferencias de Rn en los estados nativos de ambas
proteinas, decidimos explorar el comportamiento en condiciones desnaturalizantes
ya que ambas proteinas tienen el mismo numero de aminoacidos y comparten una
identidad global del 77.7%, por lo que es de esperar que ambas proteinas
muestren el mismo Rh en condiciones desnaturalizantes.

Se realizaron curvas de desnaturalizacion de G0S2 de humano y de ratén, en
presencia de concentraciones crecientes de urea y se estimé el Rn por DLS para
cada concentracion de caotropico utilizada (Fig. 3B). Los datos exhiben un
comportamiento sigmoidal para la proteina de humano y un aumento en el radio

hidrodinamico aparente experimental. Se observa una sola transicion en el rango
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de 2 a 6 M de urea, con una transicién de punto medio Cw, de 4.4 M, la proteina
pierde su estructura a 6 M de urea y se despliega totalmente alcanzando un R de
3.5+ 0.06 nm que concuerda bien con el Rn esperado para el estado desplegado
de una proteina de 103 residuos que es de 2.96 nm [60]. El proceso de
desnaturalizacion de la proteina de raton inicia con un Rnde 1.7 £ 0.02 nm, y se
observa que de 0 a 2 M de urea, la proteina tiene un proceso de “swelling” en el
cual las cadenas laterales de los aminoacidos dejan de interaccionar entre si y
empiezan a interaccionar con la urea [61]. Cuando la proteina se encuentra en una
concentracion de 3 M de urea su Rn colapsa hasta un valor de 1.4 £ 0.01 nm, que
corresponde al mismo valor que presenta la proteina de humano es su estado
nativo (1.4 + 0.03 nm), mientras que, a concentraciones superiores de urea, G0S2
de raton sigue el mismo patréon observado para GOS2 de humano hasta alcanzar
un Rn de 3.4 £ 0.01 nm a 6 M de urea. Estos resultados sugieren que la proteina
de raton contiene un elemento estructural 1abil en la regién C-terminal, el cual se
desestabiliza y despliega a concentraciones bajas de urea (3 M).

Estudios previos han mostrado que las IDPs pueden presentar regiones con
propensiéon a estructurarse que muestran transiciones desorden-orden, cuya
funcién es dirigir la interaccion de la IDP con su proteina asociada [62,63].

Con el objetivo de identificar un posible elemento estructural en el carboxilo
terminal de G0S2, analizamos las secuencias de humano y ratén con el servidor
MoRFpred [64] para identificar regiones de reconocimiento molecular (MoRFs) con
propension a presentar transiciones desorden-orden. La prediccién identifica a los
residuos 95-102 (ALSLRQHA) de la proteina de ratén, como una posible regién

MoRF. Adicionalmente, el servidor Jpred4 [65] predice una estructura de tipo
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hélice alfa para los residuos 95-101. En el caso de la proteina de humano, la
region 95-102 (ALSNRQHA) también se predice como MoRF, pero con menor
probabilidad (6 de 8 residuos) y se predice una hélice alfa mas corta (3 residuos),
por lo que, de formarse una hélice alfa, ésta podria ser poco estable en solucion.
Estos datos sugieren que los residuos 95-102 forman parte del elemento
estructural que se despliega a bajas concentraciones de urea (3 M) en la proteina
de raton y que se observan desplegados en condiciones nativas en la proteina de

humano.

El analisis del contenido de la estructura secundaria por CD de UV lejano
revela que G0S2 esta en gran parte desestructurada

La espectroscopia de CD es una herramienta ampliamente utilizada para evaluar
el contenido de la estructura secundaria y las propiedades de plegamiento de las
proteinas [66]. Para investigar la estructura secundaria de G0S2, se registraron
espectros de CD de UV lejano. Los espectros de CD de G0S2 de humano y ratén
exhiben propiedades tipicas de IDPs. Estos muestran un minimo cercano a 200
nm (-11.67x10-3 deg-cm?-dmol') y (-12.05x10-3 deg-cm?-dmol') y un pequefio pico
negativo cercano a 222 nm (-2.55x10°% deg-cm?dmol') y (1.48x1073
deg-cm?-dmol'), GOS2 humano y ratén, respectivamente, lo que sugiere la
presencia de estructuras secundarias residuales, las cuales podrian estar
relacionadas con el dominio hidrofébico (residuos 27-42) que en el analisis
bioinformatico se predice estructurado y que ha sido identificado como parte del
dominio minimo de interaccion con ATGL (residuos 20-52) [29] (Fig. 4 A), asi

como también el elemento estructural en la regiéon C-terminal en el caso de la
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proteina de raton. De hecho, de acuerdo con Uversky, los IDPs pueden asignarse
a dos grupos estructuralmente diferentes: coil-like (tipo coil) y PMG-like (tipo pre-
glébulo fundido), dependiendo de la relacion de los valores de elipticidad a 200 y
222 nm, y cada grupo se caracteriza por valores especificos [67]. En referencia a
los datos obtenidos del espectro de CD, tanto GOS2 de humano como de ratén se
encuentran mas cercanos al area ocupada por IDPs similares a PMG-like (Fig.
4B). Estos resultados son interesantes puesto que los analisis in silico solo fueron
capaces de predecir el caracter desordenado del extremo C-terminal de G0S2 de
humano, mientras que la caracterizacion experimental demuestra que ambas

proteinas se comportan como IDPs en las condiciones experimentales exploradas.

Hemos observado que G0S2 de humano y ratén tienen compacidad, esto puede
deberse a las interacciones de su dominio hidrofébico que unen y compactan la
cadena de polipéptidos, sin embargo, nuestro analisis muestra que los extremos
de este dominio tienden al desorden. Es sabido que, en algunos casos se pueden
formar estados de glébulos fundidos compactos pero desordenados, o que las
regiones locales de la secuencia pueden tener una propension a adoptar
elementos aislados y fluctuantes de estructura secundaria, lo que es equivalente al
pre-glébulo fundido propuesto por Uversky [67]. Es poco probable, que las
proteinas se comporten como verdaderos coil-like, especialmente en medios no
desnaturalizantes, ya que incluso en sus estados mas altamente desplegados, las
proteinas muestran una propensién a formar elementos locales de estructura
secundaria o grupos hidrofébicos [68,69] En particular, las diferencias

estructurales que observamos en el extremo carboxilo de ambas proteinas,
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pueden sugerir que G0S2 de raton tiene una funcidén mas acotada que la proteina
de humano. Para explorar esta posibilidad, analizamos in silico la presencia sitios
de modificacion postraduccional (PTM) en G0S2C de humano y raton.
Encontramos que G0S2C de raton presenta un posible sitio de fosforilacién (Ser
97), mientras que G0S2C de humano presenta dos posibles sitios de fosforilacidon
(Ser 97 y Thr 89). La fosforilacién de regiones desordenadas ha sido descrita en
algunas proteinas por ejemplo, se ha demostrado que la fosforilacion de las
regiones desordenadas tanto del N- como del C- terminal regulan la actividad de
Ets1 [70], un factor de transcripcidbn que regula varias vias que desempefan
papeles clave en enfermedades, incluido el cancer y la autoinmunidad [71,72]. En
el caso de p53, la fosforilacién y acetilacion tienen un profundo efecto en las
preferencias conformacionales de su dominio regulador negativo (NRD)
intrinsecamente desordenado, regulando asi la actividad de esta proteina [73]. Por
lo tanto, futuros estudios permitiran discernir si el caracter desordenado del
dominio C-terminal de GOS2 de humano tiene o no una relevancia en su funcion

como proteina diana.

Pies de figura

Fig 1. Analisis in silico y purificacion de G0S2 de humano y raton. (A) Esquema
que representa la estructura de GOS2. En naranja se indica el dominio hidrofébico.
(B) Prediccion de regiones no ordenadas basadas en la secuencia de aminoacidos
de la proteina G0S2 de humano y raton. Los calculos se realizaron utilizando el
software MetaDisorder. Una puntuacion de mas de 0.5 indica una alta probabilidad

de desorden. (C) Composicion de aminoacidos. Composition Profiler fue utilizado
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para analizar la composicion de aminoacidos. Los resultados obtenidos para
G0S2C de humano (barras rojas) y ratén (barras azules) se combinaron con las
distribuciones de aminoacidos en proteinas identificadas experimentalmente como
IDPs (barras grises). Todos los resultados se refieren a la base de datos
SwissProt 51 y las distribuciones de aminoacidos en las proteinas encontradas en
la naturaleza. Los aminoacidos se organizan en orden creciente de capacidad de
promover el desorden. Los valores por encima de cero indican abundancia, y los
valores por debajo de cero indican un déficit de un residuo dado. (D) Grafico de
carga-hidropatia. El grafico de Uversky compara la carga neta media absoluta y la
hidropatia media de las proteinas desordenadas (circulos blancos) y ordenadas
(circulos grises). Se muestra el limite entre proteinas ordenadas y desordenadas.
Los circulos rojo y azul corresponden a GO0S2C de humano y ratoén,
respectivamente. (E) SDS-PAGE de G0S2 de humano y ratéon después de la
purificacion. Se cargd una alicuota de la proteina después de la purificacion (250 y
100 g, respectivamente). La pureza de la proteina, calculada con el software

ImageJ, fue =2 95%.

Fig 2. Determinacién de radios de Stokes para G0S2 de humano y ratéon por
filtracion en gel. (A) SEC analitica. Los experimentos se realizaron en una columna
Superdex75 10/300 GL. La curva roja y azul representan el volumen de elucion de
G0S2 de humano y raton, respectivamente. (B) Curva de calibracion preparada
trazando el valor de Kav de proteinas estandar (puntos negros) versus su

correspondiente valor de Rs. El circulo rojo y azul corresponden a G0S2 de
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humano y ratdén, respectivamente. Los parametros teodricos y experimentales

obtenidos fueron el radio de Stokes, volumen y densidad de cada proteina.

Fig 3. Radios hidrodinamicos de G0S2 de humano y ratéon en estado nativo y
desplegado. (A) Distribuciones de tamafio de muestras de GOS2 de humano (rojo)
y raton (azul) obtenidas con DLS bajo condiciones nativas. (B) Radios
hidrodinamicos de G0S2 de humano (rojo) y ratéon (azul) tras la desnaturalizacién
con urea monitoreada por DLS. La linea continua es el mejor ajuste usando un

modelo de despliegue de equilibrio de multiples estados.

Fig 4. Espectro de CD en el UV lejano de G0S2 de humano y ratén. (A) Se
registro el espectro de CD de G0S2 de humano (rojo) y ratéon (azul) en
amortiguador [20 mM fosfato de potasio (pH 8.0) y 20 mM NaCl] a una
concentracion de proteina de 22 uyM. (B) Una grafica de doble longitud de onda
que muestra [0]222 versus [0]200 para tipo coil (circulos blancos) y PMG-like
(circulos grises). La posicion de GOS2 de humano y raton se indica con un circulo

rojo y azul, respectivamente.
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Figuras y Tablas

Tabla 1. Caracterizacién de G0S2 de humano y ratén por SEC.

MM [kDa] Rs[A] Vs - 103 [AY p - 103 [kDa/A]
Teodrico Experimental Tedrico? ExpeP® Teodricod ExpeP

11.3h 17.5 18.8 £ 0.03 22.4 28.0 0.5 04

11.1M 17.4 17.5 £ 0.05 22.0 225 0.5 0.5

aCalculado usando el Rs tedrico. " Humano
bCalculado usando el Rs experimental.™ Ratén
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Fig 1. Andlisis in silico y purificacion de GOS2 de humano y raton.
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Capitulo 2

Desorden estructural en el dominio C- terminal de PLIN1

El adipocito es un tipo de célula muy peculiar en distintos aspectos, ya que
almacena el exceso de energia en forma de lipidos neutros y, por lo tanto, puede
cambiar drasticamente su tamafio de acuerdo con las necesidades metabdlicas
que se presenten [74]. Estos lipidos neutros pueden ser liberados como acidos
grasos libres para su uso por otros tejidos durante ayuno o ejercicio [75]. El
triacilglicerol (TG) y el éster de colesterol son los principales lipidos neutros en el
cuerpo humano. Debido a su naturaleza hidrofobica, estos lipidos son insolubles
en agua y forman espontaneamente agregados para minimizar las interfases
lipido-agua. En consecuencia, la estructura de una gota de lipido comprende un
nucleo de lipidos rodeado por una monocapa de fosfolipidos y proteinas de
superficie especializadas [3]. Algunas de estas proteinas que recubren las gotas
de lipidos coordinan la absorcién y liberacion de acidos grasos, [76]. En adipocitos
humanos, la proteina mas abundante y fosforilada asociada a gotas de lipidos es
la Perilipina 1 (PLIN1) [77]. En mamiferos, PLIN1 junto con otras 4 proteinas
forman la familia de proteinas Perilipinas (PLIN1-5), las PLIN2 y 3 se expresan de
forma ubicua, mientras que las PLIN1,4 y 5 tienen una expresion tisular mas
limitada. En gotas de lipidos se encuentran exclusivamente asociadas las PLIN1 y
2 [2]. Se encontré que esta proteinas poseian un dominio conservado llamada
dominio PAT [78], Ademas del dominio PAT, estas proteinas tienen un dominio de

repeticion 11-mer en comun. Aunque el dominio PAT esta involucrado en la
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asociacion de estas proteinas con las gotas de lipidos, también se han sugerido
otros segmentos que intervienen en su interaccion, como lo son las regiones N- y
C- terminales, asi como también regiones centrales de las proteinas PLIN1 vy
PLIN2 [79,80]. Es importante destacar que la subestructura helicoidal 11-mer se
encuentra presente en varias proteinas asociadas a la membrana, como la
sinucleinas y apolipoproteinas, y puede mediar la interaccion con los fosfolipidos
[81]. Entre los miembros de la familia PLIN, PLIN1 tiene una caracteristica
estructural unica, esta proteina posee un extremo C-terminal distinto al de otras
PLINs, que le permite regular la lipdlisis. En el estado basal o de alimentacion, el
extremo C-terminal de la PLIN1 secuestra a CGI-58, un coactivador esencial de
ATGL, evitando que active a la lipasa. Después de la fosforilacion mediada por la
proteina quinasa A (PKA) del extremo C-terminal de PLIN1, se libera CGI-58, lo
que le permite unirse y activar ATGL, que cataliza la hidrdlisis del TG [82]. Se ha
propuesto una region de interaccion con CGI-58 que comprende los residuos 361
al 419, esta region proviene de un segmento del exén C-terminal especifico de
PLIN1. Por tanto, es muy diferente de las secuencias corriente abajo de esa regién
en otras PLINs [82]. Esta region comienza en la posicion del aminoacido 404 en la
secuencia humana y exactamente en la posicion homologa en los ortélogos de
vertebrados [82].

La lipolisis es un proceso altamente regulado, en el cual PLIN1 tiene un importante
papel que desempeiar, ya que se ha visto que pacientes con mutaciones con
pérdida de funcibn de esta proteina, tienen una lipdlisis elevada cuyas
consecuencias metabolicas incluyen lipodistrofia parcial, severa resistencia a la

insulina, diabetes, dislipidemia y enfermedad del higado graso no alcohdlico [83].
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Estudios recientes han puesto de manifiesto que el extremo C-terminal de PLIN1
esta adaptado de forma unica para secuestrar a CGI58 y asi inhibir la lipdlisis
basal [82]. Hasta la fecha no ha resuelto la estructura tridimensional de esta
proteina, al igual que se carece de estudios biofisicos que nos permitan conocer
mas a fondo la regulacién de la lipdlisis mediada por esta proteina. Por lo que en
este trabajo describimos el resultado de un andlisis bioinformatico y la
caracterizacién bioquimica y biofisica del dominio C-terminal de PLIN1 de raton.
Nuestros resultados muestran que este dominio se comporta como una region
intrinsecamente desordenada (IDR) del tipo coil (coil-like) en solucién y del tipo

pre-globulo fundido (PMG-like) en un modelo de interaccién con lipidos.

Materiales y métodos

Analisis in silico

El perfil de desorden intrinseco se generd utilizando el algoritmo VSL2 de PONDR
[84], asi como también los analisis de carga-hidropatia, ambos disponibles en
(http://www.pondr.com/). La composicion de aminoacidos se realizd con
Composition Profiler [47] disponible en (http://www.cprofiler.org). Los andlisis de
HCA [85] (hydrophobic cluster analysis) se llevaron a cabo en
(https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::HCA).

La prediccion de estructura secundaria se gener6 con FELLS [86]
(http://old.protein.bio.unipd.it/fells/). Mientras que la busqueda de MoRFs se realiz6
con las plataformas MoRFpred [64] (http://biomine.cs.vcu.edu/servers/MoRFpred/)

y ANCHOR (https://iupred2a.elte.hu/) [87].
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Expresién y purificacion del dominio C-terminal de mPLIN1C

El cDNA que codifica para el dominio C-terminal de PLIN1 de ratén (mPLIN1C),
que consta de los residuos 406-517, se encuentra clonado entre los sitios de
restriccion Ndel y Sall del vector de expresiéon pET28, a esta construccién se le
denomino pET28mPLIN1C. Células competentes de Escherichia coli BL21 (DE3)
fueron transformadas con esta construccion. Las células se cultivaron a 37 °C
hasta que alcanzaron una densidad 6ptica ODeoo de 0.6, posteriormente se agregé
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentraciéon final de 1mM, y
las células se cultivaron a la misma temperatura por 4 horas mas. Las células
fueron cosechadas y resuspendidas en amortiguador de lisis [50 mM Tris pH 8.0,
300 mM NaCl, 2mM Beta-mercaptoetanol y 10 mM Imidazol] y sonicadas en hielo,
posteriormente se centrifugdé a 12,000 rpm a 4 °C por 15 minutos. El sobrenadante
de células lisadas se cargé en una columna con resina Ni-NTA (Qiagen)
equilibrada con amortiguador de lisis. La columna se lavé con amortiguador de
lisis (3 CV). Se aplicé una elucién creciente escalonada con imidazol (50, 250 y
500 mM) preparado en el amortiguador de lisis, para liberar la proteina unida. Las
fracciones que contienen a la proteina recombinante se recolectaron y se realizo
un intercambio al siguiente amortiguador A [50 mM HEPES pH 7.0, 300 mM NaCl,
2mM Beta-mercaptoetanol y 0.5 mM EDTA], para después ser inyectada a la
columna Hitrap S HP (GE Healthcare) equilibrada con el mismo amortiguador. La
proteina fue eluida mediante un gradiente lineal de 0.3 a 1 M de NaCl en el

amortiguador que fueron preparada (15 CV). La concentracion de proteina se
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midid a 205 nm (A2os) [49] utilizando el coeficiente de extincion molar E20s%1% =

30.79 calculado [50].

Cromatografia de exclusiéon por tamaio analitico (SEC analitico)

Se inyecté una muestra de 100 uL de mPLIN1C purificada a una concentracion de
1 mg/mL en una columna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) equilibrada en
el amortiguador SEC [20 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl y 1 mM Beta-
mercaptoetanol] a un flujo de 0.5 mL/min a temperatura ambiente. La columna se
calibré utilizando las siguientes proteinas estandar: ovoalbumina (44 kDa),
mioglobina (17 kDa), insulina (5.8 kDa) y vitamina B12 (1.35 kDa). Los radios de
Stokes (Rs) de las proteinas estandar se calcularon de acuerdo con la Ec 1 [51].
log (R;) = —(0.204 £+ 0.023) + (0.357 + 0.005)log (MW)

(1)

El volumen total de la columna (VT) fue de 24 mL, y el volumen vacio de la
columna (VO0) de 8.2 mL se determind usando tiroglobulina. El volumen de elucion
(VE) de cada proteina estandar se utilizé para calcular los coeficientes de

distribucién de la fase de gel (factores Kav) de acuerdo con la Ec 2 [52].

=YW
AV T

&
Vs
(2)

Dispersion dinamica de luz
Los experimentos de dispersion dinamica de luz se llevaron a cabo en un equipo
Zetasizer APS2000 (Malvern Instruments) a 25 °C. Se estimé el radio de mPLIN1C

a una concentracion de 1 mg/mL en el amortiguador CD [20 mM fosfato de sodio
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(pH 7.4) y 20 ml NaCl]. La desnaturalizacion de la proteina se hizo mediante la
incubacion de ésta con concentraciones crecientes de urea durante toda la noche
a temperatura ambiente. Para cada concentracion de urea se realizé la medicion
del radio hidrodinamico, hasta el completo desplegamiento de la proteina. Para
determinar la concentracién micelar critica (CMC) del detergente dodecilsulfato
sddico (SDS) en el amortiguador CD, se midié la intensidad de la luz dispersada
en kcps (in kilo counts per second) en funciéon de concentraciones crecientes de

SDS (0-5 mM). Los experimentos se realizaron por triplicado.

Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Las mediciones de CD se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-815
(Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un sistema de termorregulacion Peltier. Los
espectros de CD se registraron de 200 a 250 nm utilizando celdas de paso de luz
de 0.1 cm. Todas las muestras se prepararon a una concentracién de proteina de
6 UM en el amortiguador CD. Los espectros de CD también se registraron en
presencia de concentraciones crecientes de SDS (1 a 20 mM). La elipticidad se
reporta como elipticidad media por residuo [0]. También se realiz6 una curva de
desnaturalizacion (20 a 90 °C) monitoreada por la elipticidad a 222 nm. Para
estudiar el desplegamiento de la proteina, se realizaron mediciones a una longitud

de onda fija de 222 nm en el rango de temperatura de 20 a 90 °C.
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Resultados y discusién

Analisis in silico sugiere el caracter desordenado del extremo carboxilo
terminal de PLIN1

Hasta la fecha hay poca informacion estructural de la familia de proteinas PLIN, en
el contexto de desorden estructural, se tiene reportado la prediccion de desorden
intrinseco en PLIN2 (Adipophilin) y PLIN3 (TIP47), que pudiera explicar su
multifuncionalidad [88]. Nosotros realizamos la prediccién de desorden estructural
de proteina completa PLIN1 de ratén (mPLIN1), utilizando el algoritmo VSL2 de
PONDR, en el cual se muestran tres regiones a lo largo de la secuencia con alta
probabilidad de estar desestructuradas (Fig. 1B), estas regiones comprenden los
residuos (185-229), (272-330) y (410-517). Esta ultima region corresponde al
dominio C-terminal ausente en los otros miembros de la familia PLIN (Fig. 1A).
Como lo muestra el perfil de desorden, el dominio C-terminal de PLIN1 de ratén
(mPLIN1C) se predice altamente desestructurado (Fig. 1B). Esta region
comprende 107 residuos, y se sabe que sufre modificaciones postraduccionales
como la fosforilacion de las serinas (S497 y S522), estas fosforilaciones estan
relacionadas a un mecanismo de liberacién de CGI-58 en respuesta a estimulos
lipoliticos [21]. Nos dimos a la tarea de analizar la distribucién de aminoacidos de
esa region de PLIN1, este analisis se realizo6 con Composition Profiler. La
distribucion de aminoacidos se combind y se graficd junto con la distribucion de
aminoacidos de las proteinas encontradas en la naturaleza asi como también de
las proteinas clasificadas como IDPs (Fig. 1C), depositadas en SwissProt 51 y

DisProt 3.4, respectivamente [54] [55]. Los resultados indican que mPLIN1C
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carece de aminoacidos no polares promotores de orden (W, F, Y, | and N) en
comparacién con la base de datos SwissProt. En contraste, este dominio se
encuentra enriquecido en los residuos promotores de desorden (R,S y P) [56]. Por
lo tanto, la composicion de aminoacidos de mPLIN1C es muy similar a la de las
proteinas depositadas en la base de datos DisProt, lo cual sugiere que mPLIN1C
tiene propiedades de IDR. Para entender la posible conformacion de este dominio,
se realizd un analisis de las propiedades de la carga neta media y la hidrofobicidad
media, ya que estas propiedades se han utilizado para distinguir IDPs de las
proteinas ordenadas [48]. La figura 1D muestra que mPLIN1C se localiza en una
posicion bien definida que corresponde a los IDPs. Estos resultados sugieren el

caracter desordenado del dominio C terminal de Perilipin 1.

Expresién y purificacion de mPLIN1C

Para evaluar experimentalmente la naturaleza desordenada predicha de
mPLIN1C, expresamos la proteina en la cepa Escherichia coli BL21 (DE3) por los
buenos rendimientos que se obtienen. El primer paso de purificacion consistio en
una cromatografia de afinidad a niquel debido a que este dominio tiene en su
extremo N-terminal una etiqueta de histidinas. La elucién de la proteina se realiz6
con un gradiente escalonado de imidazol [10-500 mM], en el cual se observa que
la proteina eluye a partir de una concentracion de imidazol de 250 mM. Este
dominio tiene un punto isoeléctrico de 10.2, que nos indica que es una proteina
basica. Por tanto, para remover las proteinas contaminantes, se llevdé a cabo un
proceso adicional de purificacidon que consisti®6 en una cromatografia de

intercambio catidnico. Los primeros intentos de desalar la proteina resultaron en
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Su agregacion, por lo que la union de la proteina a la columna se realizé a una
concentracion de 300 mM de NaCl. La concentraciéon de sal con la que comienza
su elucion fue a partir de 350 mM. No fue necesario otro paso de purificacién ya
que la muestra de proteina obtenida hasta al momento mostraba la pureza
necesaria para los experimentos posteriores. Un primer indicio de la posible
naturaleza desordenada de la proteina es la movilidad andmala que se observa en
su perfil electroforético (Fig. 2C). Esta proteina con su etiqueta 6XHis tiene un
peso tedrico de 15.6 kDa y tiene una migracion anormal cercana a los 20 kDa.
Una caracteristica de las IDPs es que tienen una union menos eficiente de SDS en
comparacién con proteinas regulares de pesos moleculares similares, esto se

debe a su inusual composicion de aminoacidos.

Andlisis hidrodinamicos confirman el caracter desordenado del extremo
carboxilo terminal de PLIN1

Se realizaron experimentos de SEC y DLS para estudiar las propiedades
hidrodinamicas de mPLIN1C, ya que estos son parametros utiles para estimar el
tamano y forma de las proteinas [58,59]. En el ensayo de SEC analitico, la
proteina eluye como un solo pico (Fig. 2A) con un volumen de elucién
correspondiente a un Rs de 28.3 A. Si nosotros calculamos el Rs tedrico para este
dominio, asumiendo el peso molecular de 15.6 kDa y una conformacion globular,
obtenemos un valor de 19.6 A (Fig. 2B). El cociente de los radios resulta en una
diferencia de 1.4 veces mas grande del valor experimental con respecto al teorico.
Por lo tanto, los valores de volumen (95 A3) y densidad (0.16 kDa/A3)

experimentales difieren en gran medida con los tedricos calculados de 31.5 A%y
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0.50 kDa/A3, respectivamente (Tabla 1). El valor del Rs experimental se compard
con los valores Rs esperados en funcion del peso molecular para los siguientes
estados de plegamiento de proteinas que incluyen el nativo, glébulo fundido, pre-
glébulo fundido, nativo desplegado (coil-like) ademas del desplegado por cloruro
de guanidinio (GdnHCI unfolded) [67,89]. EI Rs experimental se ubica en una
posicion entre las proteinas del tipo pre-globulo fundido y coil (Fig. 2C). Estos
parametros hidrodinamicos calculados nos muestran que mPLIN1C tiene mayores
dimensiones en comparacioén que si este fuera un dominio globular. Estos datos
sugieren que la proteina tiene una estructura extendida o que también se pudiera
encontrar en una conformacion oligomérica. Para obtener mas informacién sobre
la forma molecular de este dominio, se llevaron a cabo mediciones de DLS para
calcular el Rn de este dominio. Los resultados sugieren que el dominio parece
asumir una estructura monomeérica del tipo coil [90] (coil-like) con un Rnde 3.25 %
1.15 nm (Fig. 3A), con lo cual se estima un peso molecular de 53.1 £ 10.4 kDa
(Tabla 2). Posteriormente se realizé una curva de desnaturalizacién por urea para
corroborar que la amplia distribucion de tamafio no esté reflejando oligomerizacién
del dominio (Fig. 3B), ya que el peso molecular tedrico de la proteina es de 15.6
kDa. Por lo tanto, si el dominio se encuentra formando oligébmeros, conforme se
aumenta la concentracion de urea deberiamos ver la disminucion de tamafio que
nos indique la disociacion de los mondmeros que deberian tener un Rn estimado
de 1.9 nm, hasta una completa desnaturalizacion de las proteinas y alcanzar un Rx
aproximado de 3.1 nm suponiendo para ambos radios una proteina de 112
residuos [60]. Procesos de disociacion oligomérica monitoreada por DLS ya se

han realizado, por ejemplo, con la proteina HbGp, la cual nos muestra que
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cambios de pH a valores mas alcalinos promueven su disociacion [91]. La curva
de desnaturalizacion nos muestra que conforme aumentamos la concentracion de
urea, el Rnno se modifica lo cual nos sugiere que no se esta llevando a cabo algun
proceso de desplegamiento, y tampoco de disociacién oligomérica. Por lo cual se
sugiere que el dominio mPLIN1C se encuentra altamente desordenado en
solucién, ya que tiene una conformacién extendida y no tiene propensiéon a

oligomerizacion.

El analisis del contenido de la estructura secundaria indica que mPLIN1C se
comporta como una proteina intrinsecamente desordenada

Para obtener mas informacion sobre el contenido estructural de mPLIN1C,
utilizamos espectroscopia de dicroismo circular en la region ultravioleta lejana [66].
mPLIN1C exhibe un espectro (Fig. 5A) caracteristico de un péptido desordenado,
con una elipticidad negativa cerca de los 200 nm (-15167.38 deg-cm?-dmol~"') y
poca elipticidad a 222 nm (-1325.619 deg-cm?-dmol-'). Estas caracteristicas se
han asociado con la presencia de estructuras residuales del orden del 10-20%
[92]. El analisis de los datos de CD utilizando el algoritmo BestSel [93], indica que
el mPLIN1C se encuentra principalmente desestructurado, mostrando un
contenido de ~54% de coil, ~26.3% de hebras 3, ~19.7% de giros B y ninguna
contribucion de hélices a (Tabla 3). El alto contenido de coils confirma las
predicciones de desorden obtenidas por el analisis bioinformatico, ademas
también concuerda con que el dominio tiene un alto porcentaje (~42%) de
regiones con baja complejidad en su secuencia [94]. Reportes previos predicen

que este dominio no forma ninguna estructura secundaria, lo que sugiere que se
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encuentra potencialmente disponible para interacciones y expuesto a
modificaciones adicionales [82]. Un analisis mas detallado utilizando FELLS (fast
estimator of latent local structure) [86] muestra que las hebras B deberian de
comprender los residuos 408 al 414, 452 al 460 y 478 al 482. Ademas, hay otros
tres segmentos con el potencial de generar una conformaciéon de hebra B, los
cuales comprenden los residuos 415 al 422, 467 al 476 y el 488 al 497. Los datos
de contenido de estructura secundaria obtenidos por CD corresponden al tipo de
conformacién que este dominio pudiera tener en solucién, por lo que nos dimos a
la tarea de investigar qué tipo de conformacién pudiera adquirir este dominio en
condiciones mas cercanas a las nativas. Con ese fin, utilizamos micelas de SDS
como modelo de membrana, ya que se considera un buen sustituto para imitar las
interacciones que ocurren entre proteinas y lipidos [95]. Para conocer que
concentracion de SDS se debe usar para obtener micelas en el amortiguador CD,
se realizd un experimento de DLS con el cual se calculd la concentracion micelar
critica (cmc) (Fig. 4). DLS es adecuado para el estudio de fendmenos de
micelizacion, ya que por debajo de la cmc la intensidad de la luz dispersa
detectada de cada concentracién es similar a la obtenida del agua, que en nuestro
caso es el amortiguado CD. Sin embargo, cuando se alcanza la cmc, la intensidad
de la luz dispersa aumenta debido a la presencia de micelas. La intensidad
comienza a mostrar un aumento lineal a partir de este punto, ya que el numero de
micelas aumenta en la solucidén [96]. La interseccidn de las lineas con el mejor
ajuste a través de los puntos de datos corresponde a un valor de cmc de 1.2 mM
(Fig. 4). Posteriormente, adquirimos el espectro de CD en presencia de micelas de

SDS para ver los cambios estructurales que pudiera provocar esta unidn.
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Podemos observar que con una concentracion de 1 mM hasta una de 20 mM de
SDS (Fig. 5A), la proteina conserva el mismo cambio en su espectro de CD. Con
un minimo cambio de la seial de la elipticidad negativa de 200 a 202 nm, y se
observé una ganancia significativa en la sefial de CD a 222 nm (Fig. 5C). Esto
muestra que en presencia de micelas de SDS, mPLIN1C pierde parte de su
conformacién B y gana a-helicidad, pero interesantemente hay un ligero aumento
en su estructura coil (Tabla 3), lo que sugiere que sigue teniendo una
conformacién extendida. Reportes previos muestran que una region que
comprende los residuos 93 al 192 de PLIN1, el cual incluye la region predicha de
11 mer, muestra que se encuentra desestructurado en solucion, pero en la
presencia de micelas de detergente se pliega en a-hélices [97]. Un andlisis mas
profundo hecho por FELLS con respecto a la posible posicion de estas a-hélices
formadas, nos indica 2 regiones que comprenden los residuos 423 al 432 y 507 al
514.

El contenido de estructuras secundarias se ha utilizado para clasificar los IDPs, en
glébulo fundido (MG), pre-glébulo fundido (PMG) y random coil (RC). Las
proteinas MG tienen conformaciones colapsadas con un contenido significativo de
estructuras secundarias; las proteinas PMG muestran regiones hidrofébicas
parcialmente colapsadas con estructuras secundarias residuales, mientras que las
proteinas RC tienen grandes dimensiones hidrodinamicas que carecen de
estructura secundarias [98]. Para conocer qué tipo de conformacién teniamos en
ausencia y presencia de micelas, nosotros analizamos los datos de CD utilizando
un grafico de doble longitud de onda de los valores de elipticidad a 200 y 222 nm

(Fig. 5B), ya que este enfoque se ha utilizado para diferenciar IDPs en PMG y en
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RC [67]. Los datos muestran que mPLIN1C tiene una conformacion tipo coil en
solucion, mientras que en presencia de micelas este dominio se comporta como
un MG.

Por otra parte, quisimos comparar cuanta elipticidad a 222 nm se podia ganar
mediante plegamiento inducido por calor, ya que esta es una caracteristica tipica
de los IDPs, ya que es probable que este efecto peculiar se deba al aumento de la
fuerza de las interacciones hidrofébicas que se producen a alta temperatura y que
actuan como fuerza impulsora de plegamiento hidrofébico [48,99]. En el caso de
mPLIN1C, aumentar la temperatura globalmente resulta en un aumento de la
elipticidad a 222nm (Fig. 5D), cuyo valor alcanzado fue de (-4390 deg-cm?-dmol-")
a una temperatura de 90°C, este valor es muy similar a los obtenidos con micelas,
lo que sugiere que la formacién de nueva estructura secundaria es comparable

para ambos tipos de plegamiento inducido.

Elementos de reconocimiento molecular (MoRFs) en mPLIN1C

Es bien sabido que la cadena principal de los IDPs no es rigida. En cambio, es
altamente dinamica y flexible y generalmente contiene elementos estructurales
residuales requeridos para un funcionamiento adecuado [98]. En muchos casos,
esta flexibilidad permite a los IDPs interactuar con multiples partners mediante
interaccion molecular directa. Cuando los IDP se unen a una proteina, ADN o ARN
diana e inhiben o activan las funciones de la diana, se denomina efector [98].
Estudios previos han demostrado que estas regiones muestran transiciones de
desorden-orden que facilitan la interaccion con multiples proteinas [62]. Ademas,

la exposicion y flexibilidad de los residuos en los IDPs es un factor clave que
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facilita las modificaciones postraduccionales (PTM) como la fosforilacion. En este
contexto, se ha demostrado que en condiciones basales CGI-58 es la proteina con
la cual interactua PLIN1, por medio de su dominio C-terminal; por otro lado, con la
estimulacion de la lipdlisis, este dominio sufre fosforilacién para la completa
liberacion de CGI-58. En este sentido nos dimos a la tarea de buscar MoRFs que
puedan indicarnos el posible sitio de interaccion con CGI-58. En reportes previos
han sugerido que la region involucrada en la interaccién de PLIN1 y CGI58 ,abarca
los residuos 382-429 del extremo C-terminal de PLIN1 de raton [100]. Otros
intentos de refinar la regién minima para estabilizar a CGI-58 sugieren que la
region entre los residuos 361 y 419 es suficiente para este efecto [82]. Sin
embargo, el analisis de la homologia entre los segmentos relevantes de las PLIN1-
3 sugiere fuertemente que los aminoacidos 185-404 estan suficientemente bien
conservados para sugerir una estructura muy similar en todas las perilipinas,
ademas deleciones del extremo C-terminal de PLIN1, al residuo 404 o 413
interrumpen la interaccion. Por lo que se sugiere que el extremo C-terminal de
PLIN1 esta adaptado de forma unica para secuestrar a CGI-58, ya que cuando se
fusiona este dominio a las PLIN2 y 3, éstas pueden estabilizar a CGI-58 y suprimir

la lipolisis [82].

Nosotros analizamos la secuencia de mPLIN1C con los servidores MoRFpred y
ANCHOR, para identificar MoRFs con propension a presentar transiciones
desorden-orden [64,87]. Ambos servidores identifican a los residuos 413-417
(EPESE) como una region MoRF (Fig. 6A). Adicionalmente el servidor FELLS

predice que ese segmento tiene potencial de formar una a-hélice. Anchor también
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fue capaz de identificar 3 regiones mas con potencial de tener eventos de unién,
cabe mencionar que MoRFpred también identifico tres regiones similares, pero
con menor probabilidad (Fig. 6A). Ademas, se realizé un analisis HCA
(hydrophobic cluster analysis). HCA proporciona una representacién helicoidal
bidimensional de secuencias de proteinas en las que se grafican grupos
hidrofébicos a lo largo de la secuencia. Este enfoque ha demostrado ser util para
identificar regiones coiled coil, regiones con composicién sesgada y regiones con
potencial de plegamiento inducido por transiciones de desorden-orden [85,98]. El
analisis de HCA de mPLIN1C distingue tres segmentos con grupos hidrofébicos, el
segmento tres tiene la mayor cantidad de grupos de dos o tres residuos, el
segmento 2 unicamente tiene un par de grupos de uno y tres residuos, mientras
que el segmento 1, en donde se sugiere que contiene la region de interaccidén con
CGlI-58 tiene grupos de uno a tres residuos de longitud. Esto esta de acuerdo con
el hecho de que las regiones largas desprovistas de grupos hidrofébicos
corresponden a regiones desordenadas y los grupos pequefios dentro de regiones
desordenadas corresponden a MoRF putativos [101]. Estos datos sugieren que
probablemente la regién que comprende el MoRF (EPESE) sea la encargada de la
estabilizaciéon de CGI-58 ya que esta cae en la zona delimitada por los residuos
361-419 y es exclusiva de la region C-terminal ausente en las otras PLINs. Esto
promueve la necesidad de mas trabajo para aclarar la posible funcién de los
supuestos MoRF, ya que éstos nos permiten identificar eventos de unidén con
distintos partners, ya que probablemente CGI-58 no sea la unica proteina diana en

el metabolismo celular.
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Pies de figura

Fig 1. Analisis in silico de mPLIN1C. (A) Esquema que representa la estructura de
PLIN1; donde se muestran los dominios estructurales pertenecientes a la familia
de PLINs (PAT, 11 mer y 4-helix bundle) y su dominio C-terminal unico (PLIN1C).
(B) Prediccion de desorden de PLIN1 de raton generado por el algoritmo VSL2 de
PONDR; valores por encima de 0.5 indica una alta probabilidad de desorden. (C)
Distribuciéon de aminoacidos de mPLIN1C (rojo) en relacion con la base de datos
SWISS-PROT; los datos se muestran combinados con la distribucion de
aminoacidos encontrados en los IDPs (negro); enriquecimiento (>0) o disminucion
(<0) en su composicién se generd con Composition Profiler. (D) Grafico de carga-
hidropatia. Los valores de carga neta media absoluta versus hidropatia media para
un conjunto de proteinas desordenadas (circulos abiertos) y ordenadas (circulos

grises) se representaron junto con mPLIN1C.

Fig 2. mPLIN1C recombinante tiene propiedades hidrodinamicas tipicas de las
proteinas intrinsecamente desordenadas. (A) Cromatograma de SEC analitica; la
curva roja representa el perfil de elucion de mPLIN1C. (B) Curva de calibracion
preparada trazando el valor de Kav de proteinas estandar (puntos negros) versus
su correspondiente valor de Rs. El circulo rojo corresponde a mPLIN1C. (C)
Graficos logaritmicos de peso molecular (MW) versus Rs para las conformaciones
de proteinas indicadas, con el valor de mPLIN1C mostrado (estrella negra); los
datos de las proteinas estandar, utilizados para trazar las dependencias Rs(MW)
fueron extraidos de [67,89]. (D) Perfil electroforético de mPLIN1C recombinante

finalmente purificada.
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Fig 3. Radio hidrodinamico de mPLIN1C en estado nativo y desplegado. (A)
Distribuciéon de tamano de muestra de mPLIN1C obtenido con DLS bajo
condiciones nativas en solucién. (B) Radios hidrodinamicos de mPLIN1C tras la

desnaturalizacién con urea monitoreada por DLS.

Fig 4. Determinacion de la concentracion micelar critica por DLS. Intensidad
dispersa (kcps) en funcién de la concentracion de SDS (mM). La interseccién de
las dos lineas en 1.2 mM en los datos de intensidad corresponde a la

concentracion micelar critica.

Fig 5. Analisis de mPLIN1C por dicroismo circular. (A) Se registro el espectro de
CD de mPLIN1C en amortiguador [20 mM fosfato de sodio (pH 7.4) y 20 mL NaCl]
a una concentracion de proteina de 6 uM en ausencia y presencia de SDS. (B)
Una grafica de doble longitud de onda que muestra [0]222 versus [0]200 para tipo
coil (circulos grises) y PMG-like (circulos negros); la posicion de mPLIN1C se
indica con un circulo rojo en ausencia de SDS y en circulos azul, verde, amarillo y
morado en presencia creciente de SDS, respectivamente. (C) Ganancia de
estructura secundaria en presencia de SDS. La cantidad relativa de a-helicidad se
determiné midiendo la elipticidad molar a 222 nm, y la concentracion de SDS se
vario entre 1 y 20 mM. (D) Elipticidad molar a 222 nm de mPLIN1C como funcién

de la temperatura. El rango de temperatura utilizado fue de 20-90 °C.
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Fig 6. Caracteristicas de reconocimiento molecular predichas en mPLIN1C. (A)
Los resultados de MoRFpred y ANCHOR se muestran en rojo y azul,
respectivamente; el valor de umbral corresponde a 0.5. El MoRF putativo con
mayor probabilidad corresponde a los residuos 413-417 (EPESE). (B) Grafico HCA
de mPLIN1C. La forma de los clusters esta asociada principalmente a cada tipo de
estructura secundaria. Por lo tanto, los grupos horizontales y verticales a menudo
corresponden a hélices a y hebras [3, respectivamente. Los aminoacidos
hidrofobos se muestran en verde. Los residuos basicos y acidos se muestran en
azul y rojo, respectivamente. Los simbolos se utilizan para designar aminoacidos
especificos: estrella para prolina, diamante para glicina, cuadrado para treonina y

cuadrado punteado para serina.
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Figuras y Tablas

Tabla 1. Caracterizacién de mPLIN1C por SEC.

MM [kDa] Rs[A] Vs - 103 [A9] p - 103 [kDa/A3]
Tedrico Experimental Teodricod ExpeP Teodrico® ExpeP

15.55 19.6 28.31 31.54 95.04 0.5 0.16

aCalculado usando el Rs tedrico.

bCalculado usando el Rs experimental.

Tabla 2. Caracterizacién de mPLIN1C por DLS.

Rh Rh + 8 M Urea Peso molecular (kDa)

[nm] [A] [nm] [A] Tebricod Experimental®

3.25 32.5 3.464 34.64 15.5 53.1+10.4

aCalculado basado en su composicion de aminoacidos PCalculado por DLS

Tabla 3. Resumen del contenido de estructura secundaria del dominio C-
terminal de Perilipin de ratén en ausencia y presencia de SDS

Type of structure 0 1 5 10 20
Helice 0 6.2 5.9 3.1 1.6
Antiparalela 26.3 16.8 17.8 14.7 18.4
Paralela 0 0 0 0 0
Giro 19.7 20.2 17.9 19.3 18.1
Otros (coil) 54 56.8 58.5 63 61.9
Total 100 100 100 100 100
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Conclusiones y aportaciones del trabajo

Nuestros resultados muestran que hemos encontrado desorden estructural en dos
miembros de la familia de proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos.
Una es Perilipin 1, la cual es la encargada de la formacion de las gotas de lipidos
en el adipocito, en comparacion con otras perilipinas, ésta tiene un exclusivo
dominio C-terminal que regula la lipdlisis, ya que es mediante este dominio que
secuestra y estabiliza a CGI-58, y como consecuencia esta proteina no activa a
ATGL. Nuestros resultados sugieren que este dominio se encuentra altamente
desestructurado, con una conformacion extendida y con estructura secundaria
residual en solucién, pero que en presencia de micelas tiene ganancia de
estructura secundaria en forma de a -hélices. Este fue un resultado interesante ya
que se sabe que una caracteristica peculiar de las IDPs es que éstas se
estructuran en presencia de micelas de detergentes, y su ganancia de estructura
suele ser significativa, ya que el analisis de sus espectros de dicroismo circular
indica que estructuran en gran medida hasta tener conformaciones similares a las
de las proteinas estructuradas. En nuestro caso no fue asi, mPLIN1C mantuvo su
conformacién extendida, lo que sugiere que esta debe ser su conformacion ideal
para que CGI-58 pueda interaccionar facilmente con ella, y que los sitios de
fosforilacion también estén facilmente accesibles cuando se lleve a cabo la
senalizacion de la lipdlisis. Por lo tanto, estariamos observando un ejemplo en el
cual el desorden estructural esta mas enfocado en el reconocimiento y facil acceso

a una proteina y no tanto en la multifuncionalidad de ésta mediante la interaccién
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con distintos partners. Sabemos que las regiones desestructuradas estan
involucradas en muchos eventos de union con distintas proteinas, hasta el
momento se conoce que CGI-58 es la unica proteina que interacciona con el
dominio C-terminal de Perilipin 1, es en este sentido que hace falta mas trabajo
que nos indique que otras proteinas pudiera estar regulando Perilipin 1 si ese
fuese el caso. Por otro lado, encontramos que G0S2 también es de naturaleza
desordenada, nosotros sugerimos que este desorden se encuentra también en su
dominio C-terminal, aunque cabe destacar que entre los dominios de humano y
ratén, es este ultimo el que sugerimos que tiene un elemento estructural que le
pudiera conferir distintas propiedades. El desorden estructural muy probablemente
le dé la facilidad de interaccionar y regular la actividad de distintas proteinas
involucradas en el metabolismo celular, siendo ATGL la que G0S2 inactiva para
suprimir la lipdlisis, interacciona con Bcl-2 y promueve la apoptosis, secuestra a
Nucleolina en el citosol de las células hematopoyéticas troncales promoviendo su
quiescencia, y se une a la ATP sintasa en cardiomiocitos para hacer mas eficiente
la fosforilacion oxidativa en condiciones de hipoxia. Se ha sugerido que G0S2
tiene un rol en la supresién de tumores [102], reportes recientes involucran a
G0S2 en la enfermedad miastenia gravis [103] e interesantemente se ha descrito
una conexion entre la metilaciéon de GOS2 vy el desorden de estrés postraumatico
[104], por lo tanto sugerimos que la participacion de GOS2 en estos procesos es
mediante la interaccion con otras proteinas funcionando como un efector, lo cual
ampliaria en gran medida la cantidad de partners con los cuales tiene asociacion,
lo cual hace necesario mas caracterizacién estructural que nos permita asignar

funciones.
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