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Abreviaciones

ABP: Proteina de unién a arabinosa. Del inglés Arabinose-Binding Protein.

CREB1: Proteina de union a elementos sensibles a AMP ciclico. Del inglés cAMP
Response Element-Binding Protein 1.

CIDER: Classification of Intrinsically Disordered Ensemble Regions.
DC: Dicroismo circular.

DxAm: Emisién del aceptor tras la excitacién del donador.

DxAm: Emisién del donador tras la excitacion del aceptor.

EPYC1: Proteina componente esencial del pirenoide 1. Del inglés Essential
Pyrenoid Component 1.

FRET: Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia. Del inglés
Fluorescence Resonance Energy Transfer.

FP: Proteinas fluorescentes. Del inglés Fluorescent Proteins.
HOG: Glicerol de alta osmolaridad. Del inglés High Osmolarity Glycerol.

IDPs: Proteinas intrinsecamente desordenadas. Del inglés Intrinsically Disordered
Proteins.

IDRs: Regiones intrinsecamente desordenadas. Del inglés Intrinsically Disordered
Regions.

LEA: Proteinas abundantes en la embriogénesis tardia. Del inglés Late
Embriogenesis Abundant.

LLPS: Separacién de fase liquido-liquido. Del inglés Liquid-liquid Phase
Separation.

MAPK: Proteina cinasa activada por mitégenos. Del inglés Mitogen Activated
Protein Kinase.

NFATS5: Factor de transcripcion de células T 5. Del inglés Nuclear Factor of
Activated T-cells 5.

NMR: Resonancia magnética nuclear.



ORF: Marco de lectura abierto. Del inglés Open Reading Frame.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. Del inglés Polymerase Chain
Reaction.

PEG: Polietilenglicol.

PM: Marcador de peso molecular.

PONDR: Del inglés Predictor Of Natural Disordered Regions.
rpm: Revoluciones por minuto.

SAXS: Dispersién de rayos X por angulo pequeno.

SED1: Del inglés Sensor Expressing Disordered protein 1.
FT: Factor de transcripcion.

U1TDCP: Proteina que contiene dominio tipo U1. Del inglés U1-type Domain-
Containing Protein.



Resumen

Las regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) son ubicuas en los
proteomas de todos los dominios de la vida y desempeian papeles esenciales en
la funcion celular. A diferencia de las proteinas globulares, las IDRs no presentan
una estructura tridimensional bien definida y se comportan como un ensamble de
conformaciones altamente dinamicas y cambiantes. Debido a estas caracteristicas
las IDRs se exponen ampliamente a la composicion del medio, siendo
susceptibles a presentar sensibilidad estructural a los cambios en el ambiente
fisicoquimico circundante.

En algunos casos, las IDRs pueden plegarse a conformaciones de tipo
hélice a en respuesta a los cambios en el ambiente fisicoquimico o bien a la
interaccion con otras proteinas. A pesar de que la sensibilidad estructural al
ambiente podria desempefar un papel relevante en las funciones de las IDRs,
solamente un numero limitado de ellas han sido estudiadas in vitro y en menor
medida caracterizadas en un contexto celular.

En este trabajo se realiz6 la caracterizacion de la sensibilidad estructural de
tres IDRs en respuesta a cambios en el ambiente osmoético de las células vivas de
la levadura Saccharomyces cerevisiae. Se estudid a la proteina de unién al
elemento sensible al AMP ciclico 1 (CREB1) de rata (Rattus norvegicus), la
proteina componente esencial del pirenoide 1 (EPYC1) de alga (Chlamydomonas
reinhardtii) y la proteina que contiene dominio tipo U1 (U1TDCP) de planta
(Arabidopsis thaliana). Las tres IDRs se predijeron como intrinsecamente
desordenadas, sin embargo, también mostraron niveles significativos de
prediccion de hélice a. Mediante el sistema de transferencia de energia de
resonancia de Forster (FRET) se estudio el efecto del incremento en la
osmolaridad del medio extracelular sobre la transicion a estados compactos de las
IDRs in vivo, a través de los tratamientos de choque hiperosmatico inducido por el
aumento en las concentraciones de cloruro de sodio (NaCl).

Las IDRs CREB1, EPYC1 y U1TDCP, clonadas en el sistema FRET vy
expresadas en las células de Saccharomyces cerevisiae mostraron un incremento
en la razén FRET in vivo en funcién de la osmolaridad inducida por el incremento
en la concentraciéon extracelular de NaCl. Los resultados indican que la estructura
de las tres IDRs estudiadas se compacta ante los efectos del incremento en la
osmolaridad inducida por NaCl, lo que proporciona nueva evidencia sobre la
sensibilidad estructural al ambiente fisicoquimico in vivo de las IDRs de diferentes
organismos.



Abstract

Intrinsically disordered regions (IDRs) are ubiquitous in all proteomes of life and
play essential roles in cell function. In contrast with globular proteins, IDRs do not
present a tridimensional structure and they behave like an ensemble of changing
highly dynamic conformations. Due to these features, IDRs are exposed to the
media composition and posibly susceptible to structural sensitivity to changes in
the chemical composition.

In some cases, the IDRs can fold in more ordered conformations like alpha
helix conformation in response to changes in the physicochemical environment or
by interactions with interaction partners. Despite the structural sensitivity to the
environment, a feature of IDRs that could play a crucial role in their function, only a
limited number of IDRs have been studied in vitro and a reduced number of them
have been characterized in a cellular context.

This work characterized the structural sensitivity of IDRs of cCAMP Response
Element-Binding Protein 1 (CREB1) of the rat Rattus norvergicus, IDR of Essential
Pyrenoid Component 1 (EPYC1) of algae Chlamydomonas reinhardtii, and IDR
U1-type Domain-Containing Protein (U1TDCP) of plant Arabidopsis Thaliana, in
response to changes in the osmotic environment of the yeast Saccharomyces
cerevisiae living cells.

All IDRs were predicted as disordered and at the same time, they show high
prediction for alpha-helix formation. Using a Foster Resonance Energy Transfer
(FRET) system we were able to analyze the extended to a compact state transition
of IDR in vivo following the increase of osmolarity caused by the increment of
sodium chloride concentrations. The three IDRs analyzed using the FRET system
displayed an increment of FRET ratio in vivo due to the treatments with sodium
chloride. These results indicate that the global dimensions of the IDR were reduced
in response to osmolarity increase due to NaCl. These results provide evidence of
structural sensitivity to the physicochemical environment in vivo of IDRs from
different organisms.



l. Introduccion

1.1 Proteinas y regiones intrinsecamente desordenadas

Las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs, del inglés Intrinsically
Disordered Proteins) evidencian que la adquisicion de una estructura
tridimensional marginalmente estable no es un prerrequisito para la funcionalidad
de una proteina. Las IDPs, a diferencia de las proteinas globulares, son capaces
de llevar a cabo una o mas funciones a pesar de carecer de una estructura
terciaria o secundaria estable en su estado nativo (van der Lee et al., 2014). Las
IDPs pueden ser completamente desordenadas o contener segmentos
desordenados denominados como regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs,
del inglés Intrinsically Disordered Regions). Las IDRs son segmentos de
polipéptidos 230 aminoacidos desprovistos total o parcialmente de una estructura
tridimensional unica y en su lugar presentan un rango de distintas conformaciones
en equilibrio dinamico.

La identificacién del desorden estructural presente en las IDRs permitié el
desarrollo de multiples algoritmos bioinformaticos con la capacidad de predecir el
desorden a partir de la secuencia de aminoacidos (Tompa 2012). Basados en
estos predictores, se estima que el desorden estructural es abundante en los
proteomas de todos los dominios de la vida. Se ha predicho que el 2.0% de las
proteinas de arqueas, el 4.2% de las proteinas de eubacterias contienen regiones
desordenadas. Y de forma considerablemente mayor, el 33.0% del total de las
proteinas presentes en el proteoma de los eucariotas es desordenado (Ward et al.,
2004). Particularmente en la levadura Saccharomyces cerevisiae, del 50 al 60%
de las proteinas contienen al menos una region desordenada (Tompa et al., 2006).
Y en el humano el desorden estructural representa aproximadamente del 30% al
43.6% del proteoma (Dyson y Wright 2015; Piovesan et al., 2021).

En los ultimos veinte afos y tras multiples esfuerzos por develar la funcién
del desorden estructural, se ha demostrado que las IDRs pueden mediar multiples
procesos celulares desde la regulacién de la transcripcion, la traduccion, las redes
de sefalizacion celular y la formacion de organelos sin membrana (Uversky 2017;
Soranno 2020). A diferencia de las proteinas plegadas, donde las interacciones
proteina-proteina se logran a través de interfaces estables y definidas, la
plasticidad estructural de las IDRs les permite interactuar con multiples ligandos a
las que se unen con baja afinidad, pero conservando una alta especificidad (Dyson
y Wright 2005; Oldfield y Dunker 2014). Durante esta interaccion las IDRs pueden



modificar su preferencia conformacional transitando al orden o también a una
conformacién mas extendida después de unirse a sus blancos (Tompa y Fuxreiter,
2008). Aunque esta respuesta es variada, la flexibilidad estructural de las IDRs
ante ciertos elementos de interaccion o el ambiente fisicoquimico subyace a la
secuencia de aminoacidos (Das et al., 2015).

Las secuencias de las IDRs presentan una alta proporcion en residuos
cargados o polares (Arg, Pro, Gin, Ser, Glu y Lys) y de aminoacidos pequefios
(Gly, Ala) que promueven el desorden estructural (Dyson y Wright, 2005). Y una
baja abundancia o ausencia de aminoacidos hidrofébicos (lle, Leu, Val) y
voluminosos (Trp, Tyr, Phe) promotores del orden estructural (Uversky, 2014).

Como se menciond con anterioridad, las IDRs pueden adquirir una
estructura mas ordenada. Este comportamiento es desencadenado generalmente
por dos componentes, la presencia de otros elementos de interaccion y el
ambiente (Uversky y Dunker, 2010). Algunas IDRs adquieren una forma mas
estable tras la uniébn a un ligando, el costo de la entropia necesaria para el
plegamiento lo paga la entalpia de union a su ligando (Dyson y Wright, 2005). Por
otro lado, las IDRs poseen un area superficial extensa que las pone en contacto
con el medio circundante siendo altamente expuestas a los cambios en las
condiciones del ambiente fisicoquimico como la osmolaridad, el pH y el
hacinamiento molecular, los cuales pueden inducir cambios conformacionales en
las regiones intrinsecamente desordenadas (Uversky 2009; Wicky et al., 2017;
Cuevas-Velazquez et al., 2021; Gutierrez et al., 2022).

1.2 La sensibilidad estructural de las regiones intrinsecamente
desordenadas al ambiente fisicoquimico

La sensibilidad estructural al ambiente fisicoquimico es una propiedad de
muchas IDRs (Holehouse y Sukenink 2020; Moses et al., 2020). Las alteraciones
en las propiedades de la solucibn que rodea a las IDRs pueden generar
alteraciones en su radio de giro y por ende en sus dimensiones (Wicky et al.,
2017). Estas transiciones conformacionales de las IDRs causadas por los cambios
en el ambiente fisicoquimico pueden explicarse, en parte, por la secuencia de
aminoacidos y la identidad del solvente. Las interacciones residuo-residuo vy
residuo-solvente que se establecen dependen del contenido de carga
electrostatica y su distribucion a lo largo de la IDR (Das y Pappu en 2013;
Holehouse et al., 2017). Adicionalmente, se ha observado que la baja
hidrofobicidad, y el contenido de prolina influyen en el estado conformacional de



las IDRs (Taneja y Holehouse 2021). Por ello, la sensibilidad estructural de las
IDRs, demostrada in vitro y estimada in silico es diversa (Moses et al., 2020).

La sensibilidad estructural de las IDRs a las fluctuaciones en el ambiente
fisicoquimico ha sido caracterizada mayormente in vitro. A través de estos
ensayos se ha demostrado que las IDRs pueden compactarse ante el cambio en
ciertas propiedades del ambiente fisicoquimico, por ejemplo, el incremento en la
osmolaridad del medio. Condicidén en la que experimentan cambios transitorios
hacia una estructura secundaria, como la formaciéon de hélices a (Cuevas-
Velazquez et al., 2016). No obstante, el contexto en el que se ha estudiado la
sensibilidad estructural de las IDRs esta alejado de representar a las condiciones
presentes dentro de las células. Debido a su flexibilidad inherente, las IDRs
también pueden presentar una sensibilidad estructural al entorno celular, donde
hasta el 40% del volumen total celular esta ocupado por otras macromoléculas. En
estas condiciones, los efectos del volumen excluido llevan a ciertas IDRs a
compactarse en presencia de altas concentraciones de agentes hacinantes (Fonin
et al., 2018). Una de las técnicas mas utilizadas para estimar el cambio estructural
de las IDRs en el entorno celular en respuesta a cambios en el ambiente
fisicoquimico es la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
(FRET) (Soranno et al., 2014; Basak et al., 2021).

1.3 Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)

El fendmeno de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
(FRET) entre una molécula donadora fluorescente de alta energia y una molécula
aceptora fluorescente de menor energia, se refiere a la transferencia de energia
no radiante y dependiente de la distancia (r) de 1 a 10 nm que ocurre tras la
excitaciéon del donador hacia el aceptor (Campbell 2009). La transferencia de
energia resulta en la disminucion del espectro de emision de fluorescencia que
corresponde al donador tras su excitacion (DxDm) al mismo tiempo que el
espectro de fluorescencia de aceptor aumenta (DxAm) resultado del acercamiento
entre ambas moléculas (Figura 1).
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Figura 1. Espectro de emision de fluorescencia tras la transferencia de energia tipo FRET. El
espectro de emision de fluorescencia del donador (linea gris continua) disminuye al mismo tiempo
que el espectro de emisién de fluorescencia del aceptor (linea negra continua) aumenta.

El sistema FRET ha sido utilizado para estudiar la sensibilidad estructural
de las IDRs (Moses et al., 2020). Estos disefios consisten en una proteina
fluorescente donadora y una proteina fluorescente aceptora unidas a cada
extremo de la IDR. En este caso, la reduccion de la distancia inicial entre las
proteinas fluorescentes ocasionada por el cambio estructural de la IDR genera
variaciones en la lectura de fluorescencia observable, que se cuantifica como el
cambio en la eficiencia de la transferencia de energia.

La eficiencia de FRET es inversamente proporcional a la sexta potencia de
la distancia entre dos fluoréforos (Lakowicz 2006). Una eficiencia FRET alta
significa que un mayor porcentaje de energia se transfiere desde el donador hacia
el aceptor, debido al acortamiento de la distancia entre ambos componentes.
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La ecuacion matematica que describe el cambio en la eficiencia FRET (AE)
en funcién de la distancia entre los fluoréforos en el estado inicial y final es:

1

E= ——r
R6
(1+ 7)

(1)

En la ecuacion 1, R es la distancia entre la proteina fluorescente donadora
y aceptora. Ro se refiere a la distancia en la cual ocurre el 50% de eficiencia
FRET, llamada en lo consiguiente como “distancia de Forster”, la cual esta
definida por:

1

Ro = 0.02108 (k2 ppn=*(J;” fo(A)ea ()A*d2))° (ennm) o)

Donde k? es el factor de orientacion inter-dipolo de un fluoréforo, el cual se
asume que vale 2/3 (del valor promedio de todas las orientaciones posibles de un
dipolo antes de la transferencia de energia). n es el indice de refraccion del medio
circundante del fluoréforo. ®p es la eficiencia cuantica del donador en ausencia del
aceptor. fo es la intensidad de fluorescencia corregida del donador en la longitud de
onda A. ea es el coeficiente de extincion molar del aceptor (M * cm™') en la longitud
de onda A.

En la ecuacion 2, la integral representa la superposicién entre el espectro de
emision del donador y el espectro de excitacion del aceptor. De los tres términos
restantes, el factor de orientacion difiere entre el estado inicial de una IDR y su
cambio estructural posterior, asi como el indice de refraccibn que puede variar
dependiendo del contexto. En consecuencia, podemos agrupar y definir la
constante C para los términos que no se modifican y sustituirla en la ecuacion para
eficiencia FRET inicial:

Einiciai

= T
1+— 5
CMiniciatKinicial (3)
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De tal forma que la eficiencia FRET final (E final) se puede expresar en
funcion de Rina (la distancia final entre el donador y aceptor), n* y k2
Reescribiendo la ecuacion a:

1

6 - 6
Rfinai 1+ Rinicial
=4 2 -4 2

Cnfinazxﬁnaa Cninicialxiniciai (4)

AE = (Efinai—Einicial) = ( )

1+

En la ecuacién 4, seis variables determinan la magnitud de la eficiencia
FRET total (AE) que son: Rinicial , Rfinal , Ninicia™ , Nfina™ , Kinicia® Y Kfinat® . De tal forma
que AE tendra un valor distinto a cero si la estructura de la IDR se modifica
reduciendo la distancia entre los fluoréforos. Tedricamente, cuanto mas se
reduzca la distancia entre el donador y aceptor asociado al cambio estructural del
estado inicial y final de la IDR, mas grande sera el rango de eficiencia FRET en el
que se opera. Es decir, a mayor AE mayor la sensibilidad estructural de la IDR.

Otro factor importante en el sistema FRET es el rango dinamico. El rango
dinamico es crucial para la deteccion de eventos celulares con alta sensibilidad y
se obtiene con la siguiente ecuacion:

(Emax - Emtn)
(E min) (5)

donde se divide la eficiencia FRET maxima (Emax) menos la eficiencia FRET
minima (Emin) entre Emin. La eficiencia FRET y el rango dinamico estan
relacionados por una curva sigmoide con la pendiente mayor en su punto medio
(E=0.5 y R=Ro). Motivo por el cual AE debe ser lo suficientemente grande para
proporcionar una buena sefal en el rango dinamico con un cambio de razéon FRET
mayor a la sefial proveniente del fondo (Campbell et al., 2009).

Experimentalmente, este cambio en las distancias del donador y el aceptor
se obtiene midiendo la intensidad de fluorescencia del donador en presencia y en
ausencia del aceptor obteniendo un cociente:

Otra forma de estimar la eficiencia de FRET es midiendo el tiempo de vida media
del donador en presencia del aceptor (tpa) y en ausencia del aceptor (zp).

E=1-22
to (7)
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1.4. Osmolaridad intracelular

Las fluctuaciones osmoticas intracelulares son una de las perturbaciones
fisicoquimicas mas frecuentes que experimentan las células (Li et al., 2020). En
ausencia de estresores externos, la actividad metabdlica de la célula induce
grandes cambios en la concentracion de diferentes metabolitos que alteran la
osmolaridad intracelular. Las perturbaciones osméticas intracelulares severas se
desencadenan facilmente por condiciones de estrés inducidas por el ambiente,
donde la osmolaridad fuera de las células cambia dramaticamente. Por un lado, un
efecto notorio de la baja osmolaridad es el aumento del volumen celular y por otro
lado, el de la alta osmolaridad es la disminucion del volumen celular asociado a
una fina regulacion de la funcion celular (Miermont et al., 2013).

La homeostasis de los liquidos en los organismos se conoce como
osmorregulacion y controla la presion osmatica intracelular para evitar la pérdida
de agua, ya que su disponibilidad es un requisito fundamental para una amplia
gama de funciones celulares. Los organismos han desarrollado diversas
estrategias para enfrentar el estrés hiperosmotico generado por las altas
concentraciones de solutos organicos e inorganicos (Hosseiniyan Khatibi et al.,
2019) y por la disminucion en el contenido de agua en el exterior de la célula. Una
de las adaptaciones que preservan el equilibrio osmaético celular es la sintesis y
acumulacién de osmolitos organicos, también denominados solutos compatibles.
Existen cuatro principales grupos de osmolitos: los carbohidratos, los polioles (por
ejemplo, sorbitol, inositoles, glicerol, etc.), los aminoacidos y las metilaminas (Lang
et al., 1998).

1.5 Estrés hiperosmaético

El choque hiperosmoético provoca la salida pasiva de agua fuera de la
célula. Esto da como resultado un colapso inmediato del volumen celular y un
aumento concomitante de la concentracidon de solutos. La reduccion del volumen
celular asociada al estrés hiperosmotico induce el incremento del hacinamiento
macromolecular y la viscosidad intracelular que a su vez alteran una gran variedad
de procesos celulares como, la estructura del citoesqueleto, la remodelacion de la
cromatina, la detencidén del ciclo celular y la apoptosis. La respuesta al estrés
osmotico ha sido estudiado principalmente a través del organismo modelo S.
cerevisiae (Stadmiller et al., 2017).
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1.6 Saccharomyces cerevisiae

1.6.1 Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

Las células de S. cerevisiae tienen una forma elipsoidal. El tamafio de las
células es variable, generalmente el ancho se encuentra entre 1-7 um, incluso las
células individuales de una cepa pura pueden mostrar heterogeneidad morfologica
(Figura 2). El genoma de S. cerevisiae es de aproximadamente 12 Mb,
organizado en 16 cromosomas y con mas de 6000 genes que codifican para
proteinas (Saccharomyces Genome Database, SGD). Los genes de la levadura
tienen pocos intrones y las regiones intergénicas son muy cortas. La redundancia
genética en el genoma de la levadura es baja. Las levaduras se cultivan en medio
liquido y se aislan como colonias de células individuales en medios sodlidos. El
tiempo de generacion es muy corto (alrededor de 90 minutos), por lo que grandes
poblaciones de individuos se pueden cultivar y analizar rapidamente. Como
organismo modelo, muchos de los genes de la levadura estan relacionados
evolutiva y funcionalmente con los genes de eucariotas superiores (Burgess et al.,
2017).

Figura 2. Caracteristicas generales de S. cerevisiae. BS, cicatriz de gemacion; BirS, cicatriz de
nacimiento; CM, membrana celular; CMI, invaginacidon de la membrana celular; CW, pared celular;
ER, Reticulo endoplasmico; M, mitocondria; Mb, microcuerpo; N, nucleo NP, poro nuclear; NE,
envoltura nuclear; V, vacuola; VM, membrana de la vacuola (Tomado de Osumi 2012).
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El ciclo de vida de la levadura se alterna entre células haploides y diploides.
Ambos tipos celulares se pueden reproducir de manera asexual por gemacion. Sin
embargo, la reproduccion sexual ocurre unicamente en células haploides de
apareamiento opuesto entre células de tipo sexual a y a. Cuando las células tipo a
y tipo a se aparean, fusionan sus nucleos generando una sola célula diploide. En
condiciones de inanicion, las células diploides ingresan al programa de
esporulacion que desencadena la meiosis con la reduccion concomitante del
genoma diploide para producir cuatro esporas haploides. Las cuatro esporas de
una meiosis unica se mantienen juntas como una tétrada, rodeadas por una pared
gruesa llamada ascus. Cuando las condiciones son favorables, las esporas
haploides germinan y se fusionan para generar nuevamente células diploides
(Burgess et al, 2017).

El estado vegetativo de la levadura ocurre por gemacion, a medida que
avanza el ciclo celular la morfologia celular cambia. Cuando la levadura aparece
como una celula redonda esta en la fase G1 del ciclo celular (Howell y Lew 2012).
Una pequeia yema emerge de un extremo cuando las células entran a la fase S,
Durante esta etapa, los cromosomas se duplican, produciendo pares de
cromatidas hermanas. En la fase G2, la yema crece y los pares de cromatidas
hermanas permanecen unidas entre si. Durante la mitosis, los cromosomas se
condensan y las cromatidas hermanas se segregan entre la célula madre y la
yema. Finalmente, la citocinesis deja nucleos genéticamente idénticos en dos
células G1, una célula madre y una célula hija (Figura 3).

D
D

>

~)

| G1 S

G2 |

Figura 3. El ciclo de vida vegetativo de Saccharomyces cerevisiae. Se distinguen en la fase G1, el
establecimiento de la polarizacion de la célula. En la fase S el brote de la yema y la duplicacién de
los cromosomas. En la fase G2 el crecimiento de la yema y el comienzo de la segregacién de los
cromosomas. Finalmente, en la fase M se observa la distribucién de las cromatidas entre la célula
madre y la célula hija seguido de separacion celular por citocinesis (Modificado de Howell y Lew
2012).
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1.6.2 Respuesta al estrés osmético en Saccharomyces cerevisiae

Para asegurar la adaptacién osmotica al ser sometida a un ambiente
hiperosmotico, S. cerevisiae produce una rapida acumulacion de glicerol a traves
de la via de sefalizacion de glicerol de alta osmolaridad (HOG, del inglés High
Osmolarity Glycerol Pathway). La via HOG involucra la cascada de proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK, del inglés Mitogen Activated Protein
Kinase). La cascada consiste en las MAPKKK Ssk2/Ssk22/Ste11, la MAPKK Pbs2
y la MAPK Hog1. En respuesta al choque hiperosmatico la cascada de MAPK
puede activarse a través de dos ramas de entrada (Hersen et al., 2008).

La primera rama consiste en un sistema de transferencia de grupos fosfato
integrado por la histidina cinasa SIn1 localizada en la membrana plasmatica, la
proteina de fosfotransferencia de histidina Ypd1, y la proteina reguladora de
respuesta Ssk1 (Figura 4). En ausencia de estrés hiperosmoético el sistema Sin1-
Ypd1-Ssk1 es activo resultando en el estado fosforilado de Ssk1. El estrés
hiperosmotico inactiva SIn1, lo que resulta en la acumulacién de Ssk1 no
fosforilado, que a su vez estimula cambios conformacionales en la cinasa
Ssk2/Ssk22 provocando su autofosforilacion. Una vez fosforilado, Ssk2/Ssk22
activa a Pbs2 que activa por fosforilacion a Hog1. Posteriormente Hog1 fosforilado
entra en el nucleo para activar la expresidbn de genes involucrados en la
produccion de glicerol (Hersen et al., 2008). Dos de los genes cuya expresion es
estimulada codifican para las enzimas Gpd1 y Gpp2, que catalizan la conversion
de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a través de glicerol-3-fosfato (G3P) en glicerol
(Yaakoub et al., 2021).

La segunda ruta para activar la sintesis de glicerol en respuesta al estrés
hiperosmoético involucra al osmosensor transmembranal Sho1 que activa a Pbs2 a
través de la cinasa Ste11 (Tatebayashi et al. 2015). Sho1 sufre cambios
estructurales que le permiten reclutar cinasas como Ste11, Ste20 y Pbs2, ademas
de varias proteinas mas como Ste50 (una proteina adaptadora para Ste11), Opy2
(un ancla transmembranal para Ste50), Cdc42 (una GTPasa citosdlica y activador
de Ste20) y la proteina Ahk1. La activacion de esta rama culmina con la
fosforilacion de Pbs2 por Ste11 y la consecuente fosforilacion de Hog1
(Tatebayashi et al. 2006; Nishimura et al. 2016; Takayama et al. 2019).

La activacién de Hog1 conduce a su localizacidon nuclear y la respuesta
transcripcional (Figura 4). La activacion de Hog1 y la estimulacion transcripcional
dependiente de Hog1 son procesos transitorios. Las proteinas fosfatasas
citosélicas y nucleares actuan como reguladores negativos de la via. La
acumulacion de glicerol también se controla mediante el cierre rapido de Fps1,
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que es un canal de glicerol regulado por osmolaridad, lo que aumenta la presion
osmotica interna (Klipp et al., 2005).

Sin1

Adaptador
desconocido

@€
Ahk1 ~ Hog1 RNA polimerasa Il
L Expresion génica

Figura 4. La via HOG en S. cerevisiae. La via HOG de S. cerevisiae implica la cascada de cinasas
que consta de Hog1 MAPK, Pbs2 MAPKK y Ssk2/Ssk22/Ste11 MAPKKK. Esta cascada tiene dos
ramas de activacion que convergen en Pbs2; la rama de SIn1 y la rama Sho1. La rama Sin1
consiste en la histidina cinasa SiIn1, la proteina de fosfotransferencia de histidina Ypd1, y la
proteina reguladora de respuesta Ssk1 y la MAPKKK Ssk2/Ssk22. La rama Sho1 consta de la
proteina transmembrana Sho1 junto con la MAPKKK Ste11, la quinada Ste20, Ste50 (proteina
adaptadora para Ste11), Opy2 (ancla transmembranal de Ste50), Cdc42 (GTPasa citosélica y
activadora de Ste20) y la proteina Ahk1 que asocia a Sho1, Ste11 y Pbs2. Se muestran también
representados los posibles osmosensores: Msb2 y Hkr1 (Modificada de Yaakoub et al., 2021).
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II. Antecedentes

El desorden estructural en las proteinas es una caracteristica presente en
todos los dominios de la vida, particularmente abundante en los eucariotas, donde
desempefia papeles clave en multiples vias celulares (Dyson y Wright, 2005; Peng
et al., 2015). Trabajos previos han demostrado la importancia del cambio
estructural de las regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs, del inglés
Intrinsically Disordered Regions) para realizar sus funciones (Robustelli et al.,
2020). Sin embargo, aun falta conocer cuales son los elementos que determinan el
cambio estructural desde un estado desordenado hacia estados compactos o mas
extendidos y si la regulacién en los grados de sensibilidad estructural tiene un
efecto en las funciones de las IDRs. Entre esos candidatos estan los cambios en
el ambiente fisicoquimico que son capaces de alterar las preferencias
conformacionales de las IDRs. Los enfoques utilizados para abordar este
cuestionamiento han sido estudiados principalmente de forma in vitro (Holehouse
y Sukenink, 2020; Moses et al., 2020), proporcionando valiosa informacién de la
sensibilidad estructural de las IDRs. Sin embargo, poco se sabe si las condiciones
controladas en las que se ha estudiado a las IDRs reflejan su comportamiento
dentro del contexto celular.

AtLEA4-5, es una proteina intrinsecamente desordenada del grupo cuatro de
las proteinas LEA (del inglés Late Embryogenesis Abundant) de la planta
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) cuya sensibilidad estructural a los cambios en
el ambiente fisicoquimico ha sido demostrada in vitro e in vivo. Inicialmente,
AtLEA4-5 fue caracterizada in vitro por ensayos de dicroismo circular (DC) donde
se sometid a la proteina a condiciones de alta osmolaridad y de alto hacinamiento
molecular con tratamientos de glicerol y polietilenglicol, respectivamente (Cuevas-
Velazquez et al., 2016). En estos experimentos, observaron que AtLEA4-5 era
capaz de transitar de un estado desordenado a una conformacion de hélice a en
funcién del incremento en la osmolaridad (Figura 5A) y el hacinamiento molecular
(Figura 5B). De esta forma, se evidencio la sensibilidad estructural in vitro de
AtLEA4-5 ante el cambio en la osmolaridad del medio, resultando en la adquisicion
de una conformacion de hélice a (Cuevas-Velazquez et al., 2016).
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Figura 5. Ensayos de dicroismo circular UV lejano de AtLEA4-5 en diferentes condiciones de
gliceroles y PEG. A. Espectros de DC UV lejano de AtLEA4-5 en condiciones de glicerol al 0%
(negro), 10% (azul), 20% (marrén), 30% (cian), 40% (verde), 50% (magenta), 60% (naranja), 70%
(purpura) y 80% (rojo). B. AtLEA4-5 en solucién (linea negra) y en una mezcla de PEG/agua de
45% PEG 5000 (linea azul) (Tomado de Cuevas-Velazquez et al., 2016).

Posteriormente, Cuevas-Velazquez y colaboradores (2021), implementaron un
sistema FRET con el cual se estudio la sensibilidad estructural de AtLEA4-5 ante
choques hiperosmoéticos in vivo en las células de multiples organismos. El sistema
fue integrado por un par de proteinas fluorescentes (FP). La proteina fluorescente
mCerulean3 como donante y la proteina fluorescente Citrina como aceptor
fusionadas a los extremos amino y carboxilo terminal de AtLEA4-5
respectivamente. De esta manera, se estudio la compactacion de AtLEA4-5 ante
los tratamientos de choque hiperosmaético inducido por las concentraciones
crecientes de NaCl, KCI y sorbitol. Asi como la sensibilidad estructural ante el
incremento en el hacinamiento macromolecular. Estos datos sugieren que la
conformacién de las IDRs con capacidad de plegarse en hélice a podria estar
modulada por la alta osmolaridad y el hacinamiento molecular in vivo.

Debido a que la sensibilidad a los cambios ambientales de las IDRs podria
estar conservada en los dominios de la vida, nos cuestionamos si otras IDRs con
el potencial de formar hélices a presentan sensibilidad estructural ante los cambios
en el ambiente osmotico intracelular. Para contestar a esta pregunta, en el
presente trabajo se estudio la sensibilidad estructural de tres IDRs mediante la
técnica de FRET en células vivas de Saccharomyces cerevisiae. Estudiar la
sensibilidad estructural de las IDRs nos permitira conocer si el ambiente osmatico
intracelular regula la conformacion de las IDRs, lo cual podria estar intimamente
ligado a su funcion molecular.
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Hipotesis

Las variaciones en el ambiente osmdtico intracelular inducen la

compactacion de regiones intrinsecamente desordenadas con el potencial de
formar hélices a en células vivas de Saccharomyces cerevisiae.

V.

Objetivo general

Caracterizar el cambio conformacional de regiones intrinsecamente desordenadas
con el potencial de formar hélices a en respuesta a choques hiperosméticos in vivo
en Saccharomyces cerevisiae.

V.

1.

Objetivos particulares
Seleccionar y caracterizar regiones intrinsecamente desordenadas con el

potencial de formar hélices a.

Clonar los genes que codifican para las regiones intrinsecamente
desordenadas del primer objetivo en el sistema FRET de Saccharomyces
cerevisiae.

Expresar las construcciones en Saccharomyces cerevisiae.

Caracterizar los cambios en los niveles de FRET en respuesta a choques

hiperosmoticos en células vivas de Saccharomyces cerevisiae.
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VI. Materiales y métodos

Se realizd6 una busqueda de las regiones intrinsecamente desordenadas
provenientes de diferentes organismos eucariotas. La busqueda se dirigié hacia
aquellas IDRs con la capacidad reportada en la literatura de adquirir una
estructura secundaria de hélice a, asi como desorden estructural. Se buscaron
secuencias de una longitud de 60 a 100 aminoacidos. Para ello se consultd la
literatura y la base de datos de proteinas intrinsecamente desordenadas de
MobiDB (https://mobidb.org/). La base de datos de MobiDB permitié buscar las
anotaciones de las IDRs curadas de la literatura, ademas de que incluye la
prediccion de desorden estructural, asi como los limites de las regiones
intrinsecamente desordenadas, lo que facilito la localizacion de la posicion inicial y
final de las IDRs. Las secuencias de aminoacidos de las IDRs candidatas se
extrajeron de la base de datos de Uniprot (www.uniprot.org).

6.1 Caracterizacion in silico de las secuencias desordenadas

De la busqueda de secuencias desordenadas se procedid a caracterizar el
porcentaje de desorden por residuo de aminoacido y el porcentaje de desorden
total de las secuencias de aminoacidos de las IDRs candidatas, a través del
predictor de regiones desordenadas naturales (PONDR, del inglés Prediction Of
Natural Disordered Regions) con el algoritmo VL-XT (http://www.pondr.com/). Este
predictor integra tres redes neuronales (Romero et al., 2000) y es capaz de
clasificar cada residuo dentro de una secuencia como ordenada o desordenada
utilizando un rango de puntaje. Un valor arriba o igual de 0.5 indica que el
aminoacido se encuentra en una region desordenada y por debajo de 0.5 en una
region ordenada.

La tendencia a la formacion de estructura secundaria tipo hélice a por residuo
de las IDRs candidatas se evalu6 con el predictor Agadir (agadir.crg.es). También
se determind la composicién de aminoacidos de las secuencias, asi como la masa
molecular, el punto isoeléctrico, el coeficiente de extincion molar, el indice de
inestabilidad, el indice alifatico y el promedio general de hidropatia con la
herramienta ProtParam del servidor ExPASYy.

A través de la herramienta computacional CIDER (del inglés Classification
of Intrinsically Disordered Ensemble Regions) (Holehouse et al., 2017) se realizo el
analisis de una gama de las propiedades fisicoquimicas codificadas en las
secuencias de las regiones intrinsecamente desordenadas candidatas. CIDER
cuenta con una versibn de servidor web de acceso libre a través de
http://pappulab.wustl.edu/CIDER, que toma las secuencias de IDRs en formato
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fasta como entradas para realizar el calculo de una serie de parametros y
diagramas especificos de las secuencias (Holehouse et al., 2017).

6.2 Sintesis de las IDRs

Se solicitdé la sintesis del marco de lectura abierto (ORF, del inglés Open
Reading Frame) de tres IDRs seleccionadas a la compania Integrated DNA
Technologies (IDT, USA). Los fragmentos de DNA solicitados contuvieron a las
regiones codificantes de las IDRs mas seis pares de bases pertenecientes al sitio
de restriccion de Sacl hacia el 5° y seis pares de bases hacia el 3" de Bglll, mas
nueve pares de bases homdlogas a las secuencias de las proteinas fluorescentes
del sistema FRET contenido en el plasmido pDR38 (Figura 4). Posteriormente la
compania IDT cloné los fragmentos de DNA de cada IDR en el plasmido
pIDTSMART-AMP con resistencia a ampicilina.

Las secuencias sintetizadas se clonaron individualmente por el método de
ensamblaje de Gibson. Para ello primero se amplificaron cada una de las
secuencias codificantes de las IDRs por PCR empleando la DNA Taqg polimerasa
de arranque en caliente Platinum Il de alta fidelidad, usando oligonucle6tidos
especificos para cada construccion (ver Tabla 2). Se realiz6 la purificacién de la
banda del tamafio esperado con el kit de extraccion y purificacion de banda
Zymoclean™ Gel DNA Recovery de la marca Zymo Research (USA).
Posteriormente se obtuvo al plasmido pDR38 libre de la region codificante de
AtLEA4-5 con una restricciéon doble con las enzimas Sacl y Bglll. La reaccion de
ensamblaje de Gibson procedié entonces en condiciones isotérmicas (ver
Anexos).

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en este proyecto

Numero Descripcion Secuencia (6°-->37)

CETO015 |Forward para amplificarIDR-CREB1  |GGA TGAACT GTATAAAGA GCT CCAAAT TTCTAC TATT

CETO016 |Reverso para amplificarIDR-CREB1  |CCT CAC CTTTTGACA CCATAGATCTAGTTTCTTCTT CAGA
CETO017 _|Forward para amplificar IDR-EPYC1  |GGA TGAACT GTATAAAGA GCT CGTTTC TCC AAC TAG G

CETO018 |Reverso para amplificarIDR-EPYC1  |CCT CAC CTTTTGACA CCATAGATC TAGCTTTTT TAGAAG C
CETO019 |Reverso para amplificarIDR-U1TDCP |GGA TGAACT GTATAAAGA GCT CAGAGC TTTGGG TAT G
CET020 |Reverso para amplificarIDR-UTTDCP |CCT CAC CTT TTGACA CCATAGATC TAGATTTTTTAGAAGAAC C

Las construcciones finales contaron con el marco de lectura abierto (ORF) de

cada una de las proteinas fluorescentes posicionados a cada lado de la region
codificante de la IDR seleccionada. En estas construcciones se utilizd como
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aceptor a la proteina fluorescente Citrina y como donador a mCerulean3, en el
plasmido pDR38 (Figura 4) para su expresion en la cepa de levadura BJ5465.

, URA3 promatf;r-

pDR38
8312 bp

(4393) BgIIT SacI (3917)

Figura 4. Plasmido pDR38 para expresion en levadura, contiene sistema FRET conformado de las
proteinas fluorescentes mCerulean3 y Citrina. Obtenido del trabajo de Cuevas-Velazquez et al.,
2021.

6.3 Expresion de las IDRs en la levadura

Las construcciones se transformaron en la cepa de S. cerevisiae BJ5465,
deficiente en las proteasas (Pep4 y Prb1), con el protocolo de choque térmico (ver
anexos). La seleccion de células transformadas se realizd6 por auxotrofia en el
medio de seleccidn carente de uracilo (SD-ura) (ver anexos), solo las colonias
transformadas con la construccion correspondiente crecieron. Posteriormente, se
verificé la transformacion mediante la emisién de la fluorescencia en placa. Para
ello, se incidié con luz azul de una longitud de onda de 465 nm sobre las colonias
de levadura crecidas en medio de seleccion usando un transiluminador E4000
SmartBlue™ (Accuris Instruments, USA) y se confirmé por PCR de colonia de
levadura con oligonucleétidos y condiciones de amplificacion especificos para
cada construccion (ver anexos).
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6.4 Ensayos FRET

Se cultivé durante la noche el indculo con la colonia de levadura que contuvo la
construccién correspondiente en 3 mL de medio de seleccién liquido a 200 rpm a
30°C hasta alcanzar un rango de densidad optica de 1 a 2 ODesoo. Se colectard 1
mL de cultivo por centrifugacion a 12,000 rpm respectivamente y se realizé un
proceso de lavado con buffer MES 50 mM, pH 6 dos veces. Posteriormente se
resuspendieron en 1 mL del mismo buffer y se colocaron en reservorios de 25 mL.
Posteriormente, se evalud la sensibilidad estructural de las tres construcciones de
IDRs expresadas de forma independiente en las células levadura a través de
tratamientos con soluciones hipertonicas.

Los ensayos FRET se montaron en placas de 96 pocillos negras con fondo
transparente, para ello, se mezclaron 50 yL de las levaduras con 150 yL de las
soluciones de NaCl, segun fue el caso. Las concentraciones finales de las
soluciones utilizadas en el ensayo de choque hiperosmotico fueron 0 mM, 200
mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1000 mM y 1500 mM de NaCl. Se realizaron 3
réplicas técnicas para cada uno de los tratamientos. Se utilizé NaCl para estos
ensayos debido a que es el osmolito que indujo un mayor cambio en el cociente
FRET de AtLEA4-5 (Cuevas-Velazquez et al., 2021).

Inmediatamente después de la aplicacion del tratamiento con NaCl, se midio el
espectro de emision de fluorescencia usando el lector de placas CLARIOStar
(BMG LABTECH). La longitud de onda de excitacion fue de 433 nm y la emisién
se registr6 de 460 a 550 nm. El ancho de banda utilizado en la excitacion y
emision fue de 10 nm, la ganancia se ajusté manualmente para cada construccion.
En las mediciones se incluy6 a la proteina AtLEA4-5 como referencia de una IDR 'y
la proteina de union a arabinosa (ABP) como referencia de una proteina globular.
Se realizaron 3 réplicas independientes de todas las mediciones.
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VII. Resultados

7.1 Construccion de la base de datos con las secuencias de IDRs
candidatas

Resultado de la busqueda intensiva de secuencias de IDRs, se obtuvieron
50 secuencias de IDRs candidatas (Tabla 1). Estas secuencias se recopilaron
para la construccion de una base de datos
(https://docs.google.com/spreadsheets/d/1yj0QPnwMA4zrCzZL97gRdbGcJoAfCFb
1dWIuOfM-s18/edit?usp=sharing) donde se anot6 el organismo al que pertenecia
cada IDR, la longitud de aminoacidos, asi como el identificador de Uniprot,
MobiDB, y las referencias de las publicaciones cientificas que las reportaron. La
construccidon de esta base de informacion permitié la posterior caracterizacion in

silico de las secuencias de IDRs candidatas.
Tabla 1. Lista de 50 IDRs candidatas

IDR 0 Nombre de la proteii UniProt MoBi__|Tamafio (aa)
IDR-001 | Schizosaccharomyces pombe 265 proteasome complex subunit rpn15 014140 014140 71
IDR-002 Homo sapiens Breast cancer type 1 susceptibility protein P38398 P38398 100
IDR-003 Homo sapiens Cellular tumor antigen p53 P04637 P04637 74
IDR-004 Homo sapiens Death domain-associated protein 6 QSUER7 Q9UER7 74
1DR-005 Mus musculus Bcl-2-binding component 3 Q99ML1 Q99ML1 54
IDR-006 Rattus norvegicus Sequestosome-1 008623 008623 100
1DR-007 Homo sapiens Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B P46527 P46527 81
1DR-008 Homo sapiens Splicing factor 3B subunit 1 075533 075533 100
IDR-009 Homo sapiens Polyglutamine-binding protein 1 060828 060828 50
IDR-010 Saccharomyces cerevisiae Pre-mRNA-splicing factor NTR2 P36118 P36118 100
IDR-011 Saccharomyces cerevisiae Nucleoporin NUP2 P324399 P32499 100
IDR-012 Mus musculus RWD domain-containing protein 1 Q9CaK7 Q9CaK7 100
IDR-013 Mus musculus Protein phosphatase inhibitor 2 Q9DCL8 QsDCL8 50
IDR-014 Mus musculus POU domain class 2-associating factor 1 Q64693 Q64693 65
IDR-015 Homo sapiens Achaete-scute homolog 1 P50553 P50553 90
IDR-016 Homo sapiens Achaete-scute homolog 1 P50553 P50553 58
IDR-017 Arabidopsis thaliana Transcription factor TCP8 Q9C518 Qgcs18 100
IDR-018 Arabidopsis thaliana Transcription factor TCP8 QsC518 QoC518 100
IDR-019 Arabidopsis thaliana Transcription factor HYS 024646 024646 77
IDR-020 Arabidopsis thaliana BRI1 kinase inhibitor 1 Q9FMZ0 Q9FMZ0 100
IDR-021 Rattus norvegicus Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1 P15337 P15337 60
IDR-022 Proteus hauseri Modification methylase Pvull P11409 P11409 58
IDR-023 Saccharomyces cerevisiae General control protein GCN4 P03069 P03069 50
IDR-024 Escherichia coli Protein GrpE P09372 P09372 50
IDR-025 Saccharomyces cerevisiae Acetolactate synthase catalytic subunit, mitochondrial P07342 P07342 50
IDR-026 Saccharomyces cerevisiae Acetyl-CoA carboxylase Q00955 Q00955 53
IDR-027 Homo sapiens Weel-like protein kinase P30291 P30291 50
1DR-028 Rattus norvegicus Vesicle-associated membrane protein 2 P63045 P63045 88
IDR-029 Drosophila melanogaster FACT complex subunit Ssrpl Q05344 Q05344 68
IDR-030 Drosophila melanogaster FACT complex subunit Ssrpl Q05344 Q05344 50
IDR-031 Drosophila melanogaster FACT complex subunit Ssrpl Q05344 Q05344 99
IDR-032 Bos taurus Cyclic nucleotide-gated cation channel beta-1 Q28181-4 Q28181 50
IDR-033 Streptococcus gordonii Amylase-binding protein AbpA ABAZZ3 ABAZZ3 80
IDR-034 Arabidopsis thaliana U1-type domain-containing protein AT3G05760 | AT3G05760 94
IDR-035 Homo sapiens Insulinoma-associated protein 1 Q01101 Q01101 50
IDR-036 Saccharomyces cerevisiae Transcriptional regulatory protein ASH1 P34233 P34233 84
IDR-037 Rattus norvegicus Glial cell line-derived neurotrophic factor Q07731 Q07731 50
IDR-038 Homo sapiens Alpha-synuclein P37840 P37840 50
IDR-039 Rattus norvegicus Bcl-2-like protein 1 P53563 P53563 50
IDR-040 Saccharomyces cerevisiae Actin-related protein 4 P80428 P80428 50
IDR-041 Homo sapiens Mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40 Q8N4Qa1 Q8N4Q1 50
IDR-042 Homo sapiens Regul of nonsense transcripts 2 Q9HAUS Q9HAUS 50
IDR-043 Homo sapiens Glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein-binding protein 1| Q8IV16 Q8IV16 50
IDR-044 Rattus norvegicus High mobility group protein B1 P63159 P63159 74
IDR-045 Agquifex aeolicus 505 ribosomal protein L20 067086 067086 59
IDR-046 Homo sapiens UDP-glucose 6-dehydrogenase 060701 060701 50
IDR-047 | Chlamydemanas reinhardti EPYC1 - - 63
IDR-048 Homo sapiens Nuclear receptor coactivator 3 Q9Y6Q9 QaYeQ9 71
IDR-049 Mus musculus Histone lysine acetyltransferase CREBBP P45481 P45481 96
IDR-050 Homo sapiens Tumor suppressor ARF Q8N726 Q8N726 73
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7.2 ldentificacion de regiones intrinsecamente desordenadas con el
potencial de formar hélice a

Se desarrolld un parametro para predecir la capacidad a experimentar
cambios conformacionales en respuesta a los efectos del cambio en la
osmolaridad de las IDRs candidatas. Para ello, se consideraron las caracteristicas
de la secuencia de AtLEA4-5.

AtLEA4-5 consta de 158 aminoacidos, con una alta prediccion de desorden
total del 89.87 % y un porcentaje de hélice a total de 2.11 %. La prediccion de
AtLEA4-5 contiene dos hélices a con un puntaje de mas del 10%. Los resultados
de prediccidén por residuo indican que ciertas regiones de la IDR cuentan con
residuos predichos como desordenados y a su vez con prediccion de formacion de
hélice a (Figura 5).

AtLEA4-5
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Figura 5. Prediccion de desorden y hélice a de AtLEA4-5. A. La proteina AtLEA4-5 presenta dos
picos con alta prediccion de desorden y con alta prediccién de hélice a. B, El primer pico
corresponde a dos aminoacidos con prediccién simultanea de desorden y de hélice a y el segundo
pico a seis aminoacidos con estas caracteristicas.

Como resultado de este analisis se observo la presencia de dos regiones
que presentaron un alto porcentaje de prediccion de desorden y moderado de
hélice a, la primera con dos aminoacidos y la segunda con seis aminoacidos. De
esta forma, se obtuvo sistematicamente la prediccidon de desorden y hélice a
caracteristicas en las secuencias de IDRs seleccionadas (ver métodos) y se
calcularon los valores de las predicciones tomando como referencia el caracter
dual observado en los residuos de AtLEA4-5, con el fin de predecir la capacidad
de las secuencias a experimentar cambios conformacionales en respuesta del
incremento en la osmolaridad. La obtencion de las predicciones antes
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mencionadas permiti6 desarrollar un nuevo parametro al que se le llamé
“parametro de dualidad”.

7.3 Establecimiento del parametro de dualidad y calibracién

La dualidad fue definida como el cociente del porcentaje de prediccion de
hélice a entre el porcentaje de prediccion de desorden por aminoacido:

_ Porcentajealfa hélice

Porcentajegesorden

El parametro dual considerd unicamente a los aminoacidos que cumplieran
con ambas predicciones de ser desordenados y de formar hélice a. Para calibrar la
dualidad se establecio el corte de porcentaje de hélice a de 210% como limite
minimo para el analisis, debido a que es el valor mas bajo de hélice a presente en
el primer pico dual de AtLEA4-5, por debajo de este valor umbral los valores
fueron descartados en la prediccién de la dualidad. Con respecto al desorden, el
limite minimo se establecio en seis residuos consecutivos predichos como
desordenados con el predictor PONDR (ver seccion 6.1 de métodos) tomando
como base el segundo pico dual de AtLEA4-5, los residuos por debajo de este
rango no fueron considerados para el calculo de la dualidad.

Para establecer el umbral de dualidad se tomaron ciertas consideraciones,
la primera fue la prediccion del comportamiento dual ideal, es decir, residuos que
sean desordenados y cuenten con 210% de hélice a determinarian el limite
superior particular de cada secuencia. La segunda consideracion fue que la
propiedad dual debia ser propia de IDRs altamente desordenadas, por ello el
limite de dualidad inferior se establecié en 0.1, buscando aquellas IDRs con un
porcentaje de desorden cercano o igual al 100% (Figura 6).
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Figura 6. Calibracion del parametro dual de acuerdo con el analisis de AtLEA4-5. A. Se muestra la

predicciéon de hélice a y desorden para el primer pico que cuenta con dos residuos duales. B.
Prediccién de hélice a y desorden para el primer pico que cuenta con seis residuos duales. C.
Representacion del parametro de dualidad a lo largo de la secuencia de AtLEA4-5. Se muestra el
limite inferior de dualidad, el cual esta establecido para residuos con niveles de 100% de desorden.

7.4 Seleccion de tres regiones intrinsecamente desordenadas con
dualidad

Se analizo el nivel de desorden y la tendencia a la formacién de hélice a de
las secuencias de cada una de las IDRs candidatas (Figura 7). Posterior a este
analisis se obtuvo el parametro de dualidad de todas las secuencias candidatas
para la seleccion final de tres secuencias de IDR con residuos con prediccidon dual
provenientes de tres organismos modelo distintos, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. IDRs seleccionadas de organismos diferentes

No. residuos

Organismo Nombre de la proteina UniProt Longitud de la duales
IDR (aa)

Rattus Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1
norvegicus (CREBH1) P15337 60 10
Chlamydomona
s reinhardti Essential Pyrenoid Component 1 (EPYC1) - 63 7
Arabidopsis AT3G057
thaliana U1-type domain-containing protein (U1TDCP) 60 94 28
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Figura 7. Prediccion de desorden (rojo) y hélice a (azul) de IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP. A.
IDR-CREB1 presenta un solo pico con alta prediccién de desorden y con prediccion de hélice a. B. IDR-
EPYC1 presenta un solo pico con ambas caracteristicas de desorden y hélice a. C. IDR-U1TDCP presenta
un pico con alta prediccién simultanea de desorden y de hélice a.
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7.4.1 La proteina de unién a elementos sensible a AMP ciclico 1
(CREB1)

La proteina CREB1 es una proteina intrinsecamente desordenada con la
capacidad de transitar a un estado ordenado de hélice a tras su fosforilacion y la
posterior uniéon con su compafero de interaccion. CREB1 contiene al dominio
inducible por cinasa (KID, del inglés kinase inducible domain) que en su estado no
fosforilado es desordenado en solucion (Radhakrishnan et al., 1998). Sin embargo,
tras la fosforilacion en el residuo de serina 133 (S133), se promueve la asociacion
con su compafero de interaccion, el dominio KIX (del inglés kinase-inducible
domain (KID) interacting domain) de la proteina de union a CREB1 (CBP, del
inglés CREB binding protein). Experimentando la transicion al estado ordenado
(Figura 8). ElI cambio de estado conformacional es necesario para llevar a cabo la
funcion de CREB1 como activador transcripcional inducible al unirse al elemento
de respuesta de cAMP (CRE, del inglés cAMP response element) del DNA, una
secuencia presente en muchos promotores virales y celulares (Liu et al., 2020).

1
RR
o _ (e
KIX Transmon
KID desorden-orden
Og

Estado desordenado Formacion de alfa
hélices

Figura 8. Mecanismo de transicién desorden a orden de CREB1 fosforilado en el dominio KID tras
la interaccion con el dominio KIX de la proteina CBP, con la consecuente formacién de dos hélices
a; aB y aA. Modificado de Eliezer y Palmer, 2007.

El dominio KID de Rattus norvegicus consta de 60 residuos de longitud
(residuos 101 al 160) y se selecciond para su analisis in vivo porque tiene dos
regiones con propension a la formacion de hélices a en solucion (residuos 120-
129; 134-144) que, al unirse a su companero de interaccién se estabiliza a una
conformacién de hélice-giro-hélice centrada alrededor del residuo S133 (Figura 9).
No se seleccionaron las regiones que flanquean a las hélices ya que, de acuerdo
con la literatura, estos residuos no aumentan la propension a la formaciéon de
hélice a del dominio de KID (Radhakrishnan et al., 1997; Radhakrishnan et al.,
1998).
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Figura 9. Secuencia de aminoécidos de la proteina CREB1 de Rattus norvegicus. En morado se
muestra al dominio KID (residuos 101 al 160) que es la region intrinsecamente desordenada
evaluada en el presente trabajo, en verde los residuos con prediccion dual.

7.4.2 La proteina componente esencial del pirenoide 1 (EPYC1)

EPYC1 es una proteina intrinsecamente desordenada de Chlamydomonas
reinhardtii, la cual permite el establecimiento y mantenimiento de una estructura
fundamental para la fijacion del diéxido de carbono en algas, el pirenoide. El
pirenoide es una estructura esférica que se encuentra en el estroma de los
cloroplastos y que utiliza a EPYC1 para formar una matriz proteica que concentra
a enzimas como Rubisco y a su chaperona la Rubisco activasa (Mackinder et al.,
2016).

La proteina EPYC1 consiste en cuatro repeticiones casi idénticas de 60
aminoacidos, flanqueadas por el amino terminal y carboxilo terminal. Estas
repeticiones cuentan con prediccién de desorden y un dominio con prediccion de
hélice a (Mackinder et al., 2016) (Figura 10). Ademas, EPYC1 facilita la formacién
y organizacion del pirenoide a través de la separacién de fase liquido-liquido
(LLPS) (Freeman Rosenzweig et al., 2017).

Se selecciond la primera repeticion (residuos 52-114) para su analisis in
vivo porque tiene prediccion de desorden y de hélice a. Ademas de estar
involucrada en el fendmeno de LLPS, el cual podria estar regulado por cambios en
el ambiente fisicoquimico (Mackinder et al., 2016).

IDR-EPYCA
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1] 30] 0] 90l

SSAPAPARSSSASWRDAAPASSAPARSSSSKKAVTPSRSALPSNWEKQELESLRSSSPAPASSAPAPARSSSASWRDAAPASSAPARSSSA
[ 1201 150] 1801

SKKAVTPSRSALPSNWKQELESLRSNSPAPASSAPAPARSSSASWRDAPASSSSSSADKA
[ 210] 240]

Figura 10. Secuencia de aminoacidos de la proteina EPYC1 de Chlamydomonas reinhardtii. En
morado se muestra la region intrinsecamente desordenada que se evalu6 en este trabajo, en verde
los residuos con prediccion dual.
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7.4.3 El factor de transcripciéon U1-type domain-containing
protein (U1TDCP)

Los analisis globales de la prediccion del desorden estructural en los
factores de transcripcion (FT) han revelado que cerca del 80% de los FT de los
eucariontes contienen una o mas IDRs (Liu et al., 2006). Para la planta modelo
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) este porcentaje asciende al 91% (Salladini et
al., 2020).

Se selecciond la IDR mas larga del factor de transcripcion U1-type domain-
containing protein (U1TDCP) de Arabidopsis porque ademas de su alta prediccion
de desorden pertenece a la familia de dedos de zinc C2H2, esta familia de FT
juega un papel importante en la resistencia al estrés abidtico en las plantas
(Figura 11) (Han et al., 2020).

MASSNTTTGVDNTFRKKFDYEEFKERAREREKKESDRSKSRSKGPPYQRAPLKHRDYHVDLESRLGKTQVY TPVAPLSQQAGYFCRVCDC
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[ 1201 150] \
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[ 202

Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la proteina U1TDCP de Arabidopsis. En morado se muestra
la region intrinsecamente desordenada que se evalud en este trabajo, en verde los residuos con
prediccién dual.
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7.5 Anadlisis de la dualidad de regiones intrinsecamente desordenadas
seleccionadas

IDR-U1TDCP del factor transcripcional de Arabidopsis conté con la
cobertura mas alta de dualidad, representado por el 29.7% de los residuos duales
del total de la secuencia, situada en la regién intermedia de la IDR (residuos 35 al
62) asi como los valores mas altos de prediccion dual 0.82 (Figura 14). IDR-
CREB1 cuenta con el 16.6% de la secuencia con residuos duales los cuales
alcanzaron un valor dual promedio de 0.29 en la region intermedia (residuos 21 al
30) (Figura 12). Finalmente, IDR-EPYC1 cont6 con una cobertura de dualidad del
11% con un valor promedio de 0.20 en los residuos 14 al 20 (Figura 13).
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Figura 12. Representacion del parametro de dualidad a lo largo de la secuencia de IDR-CREB1.
A. Se muestran los porcentajes de la prediccion de hélice a y desorden para los 10 residuos
duales. B. Se representa la dualidad presente en los residuos 21 al 30 de IDR-CREB1.

A

Residuo
1

~No g, WwN

%hélice %desorden Dualidad

1.1
1.5
12.4
13.2
12.5
12.3
1.2

50.1
52.6
55.9
59.6
62.4
67.9
74.9

0.22
0.22
0.22
0.22
0.20
0.18
0.15

B

0.25

o
o - o
N I3y )

%hélice/%desorden

o
o
o

IDR-EPYCA1

10 20 30 40 50 60
Numero de residuo

Figura 13. Representacion del parametro de dualidad a lo largo de la secuencia de IDR-EPYC1.
A. Se muestran los porcentajes de la prediccion de hélice a y desorden para los 7 residuos
duales. B. Se representa la dualidad presente en los residuos 14 al 20 de IDR-EPYCH1.
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Figura 14. Representacion del parametro de dualidad a lo largo de la secuencia de IDR-U1TDCP.
A. Se muestran los porcentajes de la prediccion de hélice a y desorden para los 28 residuos
duales. B. Se representa la dualidad presente en los residuos 35 al 62 de IDR-U1TDCP.

7.6 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las regiones
intrinsecamente desordenadas con CIDER

Con la finalidad de obtener una referencia cuantitativa de lo que se podria
esperar en el comportamiento de las IDRs seleccionadas tomando como
referencia a las caracteristicas de AtLEA4-5, se empled la herramienta CIDER
para analizar las secuencias de aminoacidos de las IDRs seleccionadas.

CIDER es una herramienta computacional disefiada para analizar de forma
rapida una amplia gama de propiedades fisicoquimicas codificadas en la
secuencia de las IDPs. En la Figura 15 se muestra el resumen de los parametros
calculados con CIDER tras el analisis de la secuencia de AtLEA4-5, incluyen la
longitud de la secuencia, el patrén de carga (cuantificado por k), la fraccién de
residuos cargados (FCR), la carga neta por residuo (NCPR), la hidropatia neta y la
fraccion de residuos que promueven el desorden.

ID ¢ Length ¢ K ¢ FCR ¢ NCPR ¢ Hydropathy ¢ Er'ifnrgf,:g ? ::slrjiton °

I | | L1 | | | | | | | |

AtLEA45 158 0.061 0.203 0.025 3.685 0.810 1

Figura 15. Parametros de secuencia calculados por CIDER. (ID) ID de secuencia como se define
la entrada. (Length) Numero de residuos de la secuencia. (K) El patrén de carga (cuantificado por
K). (FCR) Fraccion de residuos cargados. (NCPR) La carga neta por residuo. (Hydropathy) La
hidropatia neta. (Disorder promoting) La fraccion de residuos que promueven el desorden. (Plot
region) La posicion en el diagrama de estados.
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Basado en los parametros calculados, CIDER es capaz de obtener una
clasificacion de las diferentes clases conformacionales de las IDRs usandolos
valores de las fracciones de residuos cargados positiva y negativamente. El
diagrama de estados (Figura 16), posee una clasificacion de cinco clases
conformacionales donde es posible agrupar a las IDRs para generar las
predicciones de las propiedades conformacionales de una secuencia de dada.

Diagrama de estados

Polianfolitos y polielectrolitos débiles
R1 FCR<0.25, NCPR < 0.25

Region limite
R2 0.25 < FCR £0.35, NCPR <0.35
Polianfolitos fuertes
FCR > 0.35, NCPR < 0.35
Polielectrolitos fuertes cargados negativamente
FCR (negativamente) > 0.35, NCPR > 0.35
Polielectrolitos fuertes cargados positivamente
FCR (positivamente) > 0.35, NCPR > 0.35

Fraccidn de residuos cargados negativamente

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Fraccidon de residuos cargados positivamente

Figura 16. Diagrama de estados para la clasificacion de las secuencias de proteinas
intrinsecamente desordenadas. La secuencia representada, AtLEA4-5, se coloca en el diagrama
en funcion de la fraccion de residuos cargado positiva y negativamente. El diagrama de estado se
divide en cinco regiones (R1 a la R5) (Das y Pappu en 2013).

La region R1 corresponde a polianfolitos débiles o polielectrolitos débiles
que forman glébulos fundidos que tienden a compactarse. La regiéon R3
corresponde a polianfolitos fuertes que adquieren conformaciones no globulares
en forma de espiral o en forma de horquilla. Por otro lado, la region R2
corresponde a aquellas conformaciones que tienden a transitar entre los tipos de
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conformaciones adoptadas por las secuencias que se clasifican dentro de las
regiones 1 y 3. Se ha observado que las proteinas que caen dentro de la region 2
existen en dos 0 mas ensambles de estados conformacionales a las que se les ha
denominado proteinas tipo Janus (Madhurima et al., 2021). Y finalmente las
secuencias que son designadas a las regiones R4 y R5 son polielectrolitos fuertes
con FCR> 0.35 y NCPR> 0.3. Se espera que estas secuencias adquieran
conformaciones en forma de espiral.

El analisis de las IDRs con el servidor de CIDER proporciond las
distribuciones de las secuencias en el diagrama de estados. La IDR de EPYC1 al
igual que AtLEA4-5 cae dentro de la clasificacion de polianfolitos débiles, mientras
que las IDRs de CREB1 y U1TDCP se encuentran en la clasificacion de
polianfolitos fuertes (Figura 17). Cabe senalar que en el analisis de las secuencias
con CIDER también se deben tener ciertas reservas ya que esta clasificacién no
debe tomarse como una prueba directa del comportamiento que tendra la
proteina, es decir, los limites de las diferentes regiones del diagrama no deben
tomarse como umbrales estrictos que establecen comportamientos radicalmente
diferentes a cada lado de la linea divisoria.

Patrén de

Tamaio i6
IDR (aa) carga(x) FCR NCPR Hidropatia P"L'::::Z:n"e'

CREB1 60 0.214 0.4 -0.1 3.292 0.783
EPYC1 63 0.139 0.175  0.079 3.84 0.841
U1TDCP 94 0.288 0489 0.021 3.047 0.777
AtLEA4-5 158 0.061 0.025 3.685 0.81

o
0

o ©
NAN (0)]

o
N

Fraccién de residuos cargados negativamente

0O 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Fraccion de residuos cargados positivamente

Figura 17. Determinacion de la posicion de las IDRs seleccionadas en el diagrama de estados de
CIDER.
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7.7 Expresion de las regiones intrinsecamente desordenadas de
CREB1, EPYC1 y U1TDCP en levadura

Los plasmidos sintetizados por la compania IDT que contenian a las IDRs
de interés se analizaron por PCR con gradientes de temperatura de alineamiento
para determinar la mejor condicién de amplificacion con los oligonucleétidos
especificos para cada secuencia. Debido a que los resultados de PCR mostraron
una cantidad semejante de producto de amplificacion en todas las temperaturas
de alineamiento, se determin6 63°C como la temperatura de alineamiento (Figura
18). Posteriormente se realiz6 PCR con Taq polimerasa Platinum |l Hot-Start. El
producto de PCR (con el peso esperado para cada IDR) se separ6 en un gel de
agarosa 1% y se purifico utilizando el kit de extraccién y purificacion de banda de
Zymo para su posterior clonacién.

IDR-CREB1
A — B Temperaturas °C
207 i
Terore PM 55 57 59 61 63 65 OC-
CETO017
—
236 pb
‘(EFO‘\S
-
cETO1 300w — e e ———
329 b
4CE(HO
C IDR-EPYC1 D IDR-U1TDCP

Temperaturas °C Temperaturas °C

PM 55 57 59 61 63 65 C-
PMis= 55857 S9N 6IERE63 65 G-

00POR- G G G GEND G S 00pop- D GHED GHED GEED GEND GE

Figura 18. A) Esquema de los ORF sintetizados que codifican para las diferentes IDR. Se indican
los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion desde el plasmido pIDTSMART-AMP vy utilizados
para su posterior clonacion en pDR38. Gel de agarosa 1% de PCR con gradiente de temperatura
para CREB1 (B), EPYC1 (C) y UTTDCP (D). PM: marcador de peso molecular de 1 Kb; C-: control
negativo. La flecha negra indica la banda de un peso de 300 pb.

A continuacion, se realizé la doble restriccion del plasmido pDR38-AtLEA4-
5 (Figura 19) con las enzimas de restriccion Sacl y Bglll para obtener un plasmido
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linearizado que contiene el sistema FRET sin la region codificante de la proteina
AtLEA4-5. El resultado de la digestién se separd en un gel de agarosa 1% vy el
plasmido digerido se purificd. Consistentemente con lo esperado, observamos
durante la purificacion, la banda correspondiente a la AtLEA4-5.

Am,
bR pfofg-.h_\\ .
RN

SIS

m'c'nte_é

|| pDR38-AtLEA4-5
[ 8312 bp

(4393) BglII SacI (3917)

Figura 19. Mapa del plasmido pDR38-AtLEA4-5. Se indican los sitios de restriccion Bglll
y Sacl.

Obtenidos los fragmentos de las IDR y el plasmido pDRF38-AtLEA4-5 libre
de la regidén codificante para AtLEA4-5, se procedié a clonar cada IDR en el
sistema FRET utilizando el método de Gibson Assembly; el cual se basa en la
actividad de las exonucleasas 5, una polimerasa y una ligasa que ensamblan el
DNA de forma direccional. El producto de la reaccidn de ensamblaje de las IDRs
dentro del plasmido pDRF38 se transformé en células competentes de E. coli One
Shot® Mach1™. Cinco colonias candidatas por cada construccion se validaron por
PCR de colonia. Posteriormente se extrajo el DNA plasmidico de tres clonas
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transformadas con pDR38-IDR-CREB1, pDR38-IDR-EPYC1 e pDR38-IDR-
U1TDCP respectivamente. Asimismo, se realiz6 PCR sobre el DNA plasmidico
extraido, el tamano de los productos de PCR correspondié al tamafio esperado
para cada una de las construcciones (Figura 20). Posteriormente se secuencio el
DNA plasmidico extraido de las tres clonas de cada construccion, para confirmar
el correcto ensamblaje de las IDRs en el sistema FRET y la ausencia de
mutaciones. Para ello, se solicité la secuenciacion por el método de Sanger en la
unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM.
Finalmente se seleccion6 la clona que mostré la integridad de la secuencia
codificante de interés para cada una de las construcciones, para pDR38-IDR-
CREB1 clona 1, pDR38-IDR-EPYC1 clona 3, e pDR38-IDR-U1TDCP clona 1.

B

IDR-CREB1 IDR-U1TDCP IDR-EPYCA1

PM Col1 Col2 Col3 C- Coll Col2 Col3 C-
| PM Col1 Col2 Col3 C-

27000 EHEDED
- 236 pb

Figura 20. A) PCR sobre DNA plasmidico extraido de tres colonias independientes que portan las
construcciones IDR-CREB1, IDR-U1TDCP dentro del sistema FRET. Se observan los productos
correspondientes al tamafio esperado de 227 y 329 pb respectivamente. B) PCR sobre DNA
plasmidico de tres colonias independientes que portan la construccion IDR-EPYC1 dentro del
sistema FRET. Se observan los productos correspondientes al tamafo esperado de 236 pb. Gel
de agarosa 1%. PM: marcador de peso molecular de 1 Kb; C-: control negativo.

En el siguiente paso las células de levadura se transformaron con los
DNAs plasmidicos corroborados por secuenciacidon de cada construccion.
Posteriormente se realiz6 PCR sobre las colonias de levadura. El tamafio de los
productos de PCR correspondié al tamafio esperado de cada una de las
construcciones. En el caso de la construccion de pDR38-IDR-CREB1, se observo
amplificacion del producto esperado de 227 pb en las cinco colonias de levaduras
probadas. De igual manera para las colonias de levadura transformadas con

40



pDR38-IDR-EPYC1 e pDR38-IDR-U1TDCP se obtuvieron productos de 236 pb y
329 bp respectivamente (Figura 21).

Por ultimo, se seleccioné una sola colonia de levadura por construccién
para realizar los ensayos de sensibilidad estructural. Para pDR38-IDR-CREB1 se
selecciond la colonia cinco, para pDR38-IDR-EPYC1 la colonia dos y para
pDR38-IDR-U1TDCP se seleccioné la colonia dos.

IDR-EPYC1

PM  col1 Col2 Col3 Cold Col5 C-

A IDR-CREB1 B

PM  Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 C-

—

- 236pb - . ?
227 pb = s -
”.‘ - s 3 i

C IDRBS-U1TDCP

PM Col1 Col2 Col3 Col4 Col5 C-

 ———b

329 pom- g — e e o—
B Y]

Figura 21. PCR sobre colonias de S. cerevisiae cepa BJ5465 transformadas con las
construcciones IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP dentro del sistema FRET. A) Se
observan los productos correspondientes al tamafio esperado de 227 pb de IDR-CREB1 en las
cinco colonias. B) Se observa la amplificacion del producto esperado de 236 pb para las cinco
colonias transformadas con IDR-EPYC1. C) Se observa la amplificacion en las cinco colonias para
el producto del tamafio esperado de 329 pb. El control negativo no amplificé en ninguno de los
casos. Gel de agarosa 1%. PM: marcador de peso molecular de 1 Kb; C-: control negativo.

7.8 Determinacion de la sensibilidad estructural de las regiones
intrinsecamente desordenadas de CREB1, EPYC1 y U1TDCP

Con las construcciones pDR38-IDR-CREB1, pDR38-IDR-EPYC1 e pDR38-
IDR-U1TDCP confirmadas en clonas de levadura se procedid a determinar la
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sensibilidad estructural de las IDRs a cambios en el ambiente osmético in vivo. Se
realizaron mediciones del espectro de emision de fluorescencia de las células de
levadura que expresan las construcciones sometidas a tratamientos de estrés
hiperosmoético con NaCl. Las referencias utilizadas fueron la construccién pDR38-
AtLEA4-5, que tiene altos niveles de sensibilidad, y la construccion pDR38-ABP
que consistio en la proteina globular, llamada proteina de unién a arabinosa (ABP,
arabinose binding protein), la cual posee poca sensibilidad estructural (Cuevas-
Velazquez et al., 2021).

El espectro de emision de fluorescencia es normalizado dividiendo los
valores de emision de fluorescencia relativa obtenidos entre el valor a 515 nm. De
esta forma se observa en la construccion pDR38-AtLEA4-5, el pico de emision de
fluorescencia del donador (mCerulean3, 475 nm) disminuye al incrementar las
concentraciones de NaCl, con el concomitante incremento del pico de emision de
fluorescencia del aceptor (Citrina, 525 nm) (Figura 22A). Este tipo de
comportamiento se espera en un sistema de transferencia de energia tipo FRET
reportado previamente por Cuevas-Veldzquez y colaboradores (2021). En
contraste y de acuerdo con lo esperado, la ABP mostr6 cambios sutiles en
respuesta al choque hiperosmético (Figura 22B). Estas observaciones sugieren
que el cambio estructural de la IDR AtLEA4-5 induce el acercamiento espacial del
donador con respecto al aceptor, incrementando la transferencia de energia en
respuesta al choque hiperosmético inducido con NaCl in vivo, consistente con lo
reportado previamente (Cuevas-Velazquez et al., 2021).
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Figura 22. Espectros de emisién de fluorescencia normalizada a 515 nm de células de levadura
vivas que expresan la construccion AtLEA4-5 (izquierda) y la construccion ABP (derecha), tratadas
con 0 mM, 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1000 mM y 1500 mM de NaCl.
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Tras demostrar que los tratamientos probados indujeron una respuesta de
transferencia de energia en la construccion de referencia pDR38-AtLEA4-5, y no en
pDR38-ABP, se procedié a someter a las células de levadura que expresaron
pDR38-IDR-CREB1, pDR38-IDR-EPYC1 e pDR38-IDR-U1TDCP al choque
hiperosmoético inducido por el incremento en la concentracion de NaCl. Las tres
construcciones mostraron un comportamiento tipo FRET, al mostrar un aumento en
la intensidad de fluorescencia normalizada del aceptor tras la excitacion del
donador, con la concomitante disminucién en la intensidad de fluorescencia
normalizada del donador (Figura 23).
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Figura 23. Espectros de emision de fluorescencia normalizada a 515 nm de células de levadura
vivas tratadas con 0 mM, 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1000 mM y 1500 mM de NaCl, que
expresan la construccion (A) IDR-CREB1, (B) IDR-EPYCA1, (C) IDR-U1TDCP.
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Con la finalidad de cuantificar los niveles de sensibilidad estructural de las
tres IDRs estudiadas, se cuantificé el cambio en la razén de FRET, el cual se
obtuvo dividiendo la emisién del aceptor a 525 nm entre la emision del donador a
475 nm (DxAm/DxDm). Estas mediciones permitieron determinar que la
sensibilidad estructural al choque hiperosmético in vivo de las IDRs; CREB1,
EPYC1 y U1TDCP fue significativamente mayor (p < 0.001) a la sensibilidad
estructural de la referencia ABP (Figura 24), como se observé en los espectros de
emision de fluorescencia (Figura 22 y Figura 23). En conjunto, estos datos
muestran que variaciones en el ambiente osmatico intracelular de S. cerevisiae
inducen una compactacién en la estructura de las IDRs de CREB1, EPYC1 y

U1TDCP.
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Figura 24. Razén de FRET (DxAm/DxDm) de las células de levadura vivas que expresan a las
IDRs estudiadas. Las células se trataron con 0 mM, 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1000
mM y 1500 mM de NaCl. Cada condicidn se midid por triplicado y se realizaron cuatro mediciones
independientes para cada construccidon. Se muestran las medias + desviacién estandar de 3
experimentos independientes.
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VIII. Discusion

Las IDRs se presentan en un ensamble de conformaciones que pueden
transitar hacia una estructura secundaria mas ordenada en respuesta al ambiente
fisicoquimico. El trabajo experimental que sustenta esta aseveracion ha sido
realizado principalmente in vitro (Holehouse y Sukenink, 2020; Moses et al., 2020;
Cuevas-Velazquez et al., 2021), proporcionando valiosa informacién del
comportamiento estructural de las IDRs bajo condiciones controladas. Sin
embargo, poco se sabe sobre si el comportamiento descrito in vitro refleja el
comportamiento de las IDRs dentro del contexto celular. Para contribuir en la
respuesta de este cuestionamiento en este trabajo reportamos el desarrollo del
parametro de dualidad, capaz de predecir la sensibilidad estructural de las IDRs
ante los cambios en el ambiente osmotico intracelular. Asi como la caracterizacion
de la sensibilidad estructural de tres IDRs; CREB1, EPYC1 y U1TDCP con el
potencial de formar hélice a ante tratamientos por choque osmadtico en células
vivas de levadura utilizando el sistema FRET.

El desarrollo del parametro de dualidad nos permitié seleccionar tres IDRs
(IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP) para evaluar la sensibilidad estructural
in vivo ante los tratamientos de choque hiperosmaético en células de levadura.
Nuestros datos muestran que las IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP
presentan sensibilidad estructural a diferentes concentraciones de NaCl sugiriendo
que la prediccion dual, que considera a la formacion de estructuras tipo hélice a 'y
desorden, es capaz de predecir la transicion estructural de un estado extendido a
uno compacto de las regiones intrinsecamente desordenadas en respuesta al
cambio en el ambiente osmotico intracelular. Resulta interesante que la IDR-
U1TDCP cuya prediccion de dualidad es mayor, sin embargo, presenté un
comportamiento similar al de IDR-EPYC1 de menor dualidad, indicando que
nuestro parametro propuesto no es suficiente para predecir el rango de
sensibilidad estructural de las IDRs ante los efectos del aumento en la
osmolaridad in vivo. Estas observaciones sugieren que existen otras propiedades
ademas de la propension de formacion de hélice a y la alta prediccion al desorden
en las IDRs de CREB1, EPYC1 y U1TDCP que dirigen la compactacion de las
secuencias durante la alteracién en el ambiente osmotico intracelular.

Por otro lado, el analisis de las propiedades de las secuencias de IDRs
analizadas con CIDER reflejan la complejidad de predecir la compactacion de las
IDRs en respuesta al cambio en el ambiente fisicoquimico. EI comportamiento
conformacional de las IDR estudiadas de acuerdo con su clasificaciéon en el
diagrama de estados de CIDER no fue el esperado. En el caso de la IDR-EPYCA1
al ser un polianfolito débil se esperaba que tendiera a ser mas compacto con
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respecto a las IDR-CREB1 e IDR-U1TDCP que se clasificaron como polianfolitos
fuertes y de acuerdo con otros trabajos las secuencias que se clasifican dentro de
la R3 tienden a adquirir estructuras desplegadas (Ginell et al., 2020). Sin embargo,
nuestros datos in vivo indican que tanto IDR-EPYC1 como IDR-U1TDCP poseen
una compactacion similar en respuesta a los tratamientos de choque
hiperosmoético inducido por NaCl.

Los ensayos de sensibilidad estructural en las células vivas de levadura
mostraron cambios en el cociente de la sefal de FRET en respuesta a los
tratamientos por choque osmético en las células expresoras de las construcciones
de pDR38-IDR-CREB1, pDR38-IDR-EPYC1 e pDR38-IDR-U1TDCP en
comparacion con las células expresoras de la proteina de referencia ABP
(reportada previamente como poco sensible al tratamiento por choque osmotico in
vivo (Cuevas-Velazquez et al., 2021).

En primer lugar, nuestras observaciones indican que in vivo y en ausencia
de choque osmatico, las proteinas fluorescentes de las construcciones de pDR38-
IDR-CREB1, pDR38-IDR-EPYC1 e pDR38-IDR-U1TDCP estan lo suficientemente
cercanas para transferir la energia desde el donador hacia el aceptor, dando como
resultado una sefal de FRET basal en comparacion con los espectros de
fluorescencia de las células expresoras de la pDR38-AtLEA4-5 donde no se
observa este comportamiento. Es posible que las diferencias en las longitudes de
las IDRs: IDR-CREB1 (60 aa), IDR-EPYC1 (63 aa) e IDR-U1TDCP (94 aa)
comparado con los 158 residuos que conforman a la AtLEA4-5 podrian influir en la
sefal inicial de FRET basal en ausencia de tratamiento.

En segundo lugar, la magnitud del cambio en el cociente FRET difiere entre
las construcciones IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP debido posiblemente
a que las IDRs poseen diferentes estados desordenados iniciales, influidos por la
topologia y el acomodo de los aminoacidos, asi como la interaccion con moléculas
en el medio intracelular. Cabe mencionar que, de las IDRs estudiadas en el
presente trabajo, solo se ha demostrado el estado desordenado in vitro de la IDR-
CREB1 (Radhakrishnan et al., 1998), en contraste con la IDR-EPYC1 y la IDR-
U1TDCP cuyos antecedentes de desorden estructural se sustenta en predicciones
in silico (Freeman Rosenzweig et al., 2017). El nivel de cambio en el cociente de
FRET observado en la IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP podria estar
influido por otros efectos asociados a los tratamientos de choque osmatico. Uno
de los efectos resultantes del cambio en la osmolaridad intracelular es el
incremento del hacinamiento molecular dentro de la célula, lo que puede promover
la compactacion de las IDRs o incluso no alterar su estructura conformacional
(Fonin et al., 2018). Debido a que algunas IDR tienen preferencias estructurales
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que pueden ser susceptibles incluso a los cambios leves en el entorno intracelular,
mientras que otras IDR pueden mostrar una notable resistencia estructural (Moses
et al., 2021).

Un hallazgo importante de este trabajo es el rango de sensibilidad
estructural de las IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP ante los tratamientos
de choque hiperosmoético. Mientras que el cociente de FRET de la IDR-CREB1
aumenta de forma sutil ante las concentraciones crecientes de NaCl, la IDR-
EPYC1 y la IDR-U1TTDCP presentan un cambio significativo desde 0.5 M de NaCl
a 1 M de NaCl. Ante 1.5 M de NaCl la IDR-U1TDCP comienza a disminuir el
cociente FRET sugiriendo el acotamiento de su rango de sensibilidad estructural
comparado con la IDR-CREB1 y la IDR-EPYC1, las cuales de acuerdo con
nuestras observaciones podrian extender su sensibilidad estructural hacia
tratamientos con mayores concentraciones de NaCl.

Finalmente resulta interesante la posibilidad de explotar la diversidad de la
sensibilidad estructural observada en IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP
para el disefio de biosensores activados por el ambiente osmético que puedan ser
expresados de forma heteréloga en organismos eucariotas. El uso de biosensores
basados en IDRs nos permitiria contestar preguntas fundamentales de la biologia
celular, como por ejemplo ;como es que las perturbaciones en el ambiente
repercuten en los diferentes aspectos fisicoquimicos de la biologia intracelular?
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IX. Conclusiéon

Las IDRs CREB1, EPYC1 y U1TDCP presentan niveles de sensibilidad
estructural diferencial ante las variaciones en el ambiente osmatico intracelular de
la levadura por tratamientos de NaCl. El sistema FRET sugiere que la transicién
desde el estado inicial extendido de las IDRs a uno compacto aminora las
distancias entre los extremos de las construcciones, lo cual podria estar
influenciado por el tamaro de la IDR, el acomodo de los residuos y la topologia
que adoptan las construcciones ante los tratamientos. Ademas de otros factores,
como la interaccién con otras moléculas intracelulares y los efectos concomitantes
del choque hiperosmético como el hacinamiento molecular.

Por otro lado, la propension de formacion de hélice a y el desorden no es
suficiente para predecir la sensibilidad estructural de las IDRs ante los cambios en
el ambiente, sugiriendo que existen otras caracteristicas particulares en las
secuencias que determinan la respuesta al ambiente osmético intracelular.

Nuestro estudio apunta a que es necesario refinar el parametro tomando en
cuenta otras propiedades de las secuencias para predecir la compactacion de las
IDRs. Como ejemplo, tomar en cuenta el numero y extension de las regiones con
prediccion dual, asi como el posible acomodo de las hélices a y las topologias que
adoptan las IDRs en un contexto celular. Adicionalmente seria conveniente
analizar la composicion de aminoacidos de las regiones duales e integrar en el
parametro de dualidad el patrén de cargas, la fraccion de residuos cargados, la
carga neta por residuo y la hidropatia (resultados obtenidos con CIDER) para
hacer mas robusto el parametro de dualidad.
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IX. Perspectivas

Evaluar de forma experimental el desorden estructural de la IDR-EPYC1 vy
la IDR-U1TDCP, asi como la capacidad de adquisicion de estructura secundaria
de hélice a inducida por agentes como glicerol o polietilen glicol, a través de
ensayos in vitro.

Evaluar si el efecto en la compactacion de las IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e
IDR-U1TDCP es dependiente del tipo de osmolito utilizado en los ensayos de
choque osmotico.

Evaluar la transicion a estados conformacionales compactos, ya sean
hélices a u otras estructuras secundarias como hojas B que podrian conducir a
estados mas compactos de las IDRs.

Analizar la sensibilidad estructural de las IDRs en un contexto de proteina
nativa.

Explotar los diferentes rangos de sensibilidad estructural demostrada de las
IDR-CREB1, IDR-EPYC1 e IDR-U1TDCP para la generacién de biosensores
fluorescentes codificados genéticamente que nos permitan monitorear cambios el
ambiente intracelular en tiempo real y de forma no destructiva en multiples
organismos.
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X. Anexos metodologicos

10.1 Protocolo de transformacion por choque térmico de levadura BJ5465

Reactivos

e Buffer Lazy bones:

40% PEG 3350

Acetato de litio 0.1 M

Buffer Tris (pH 7.5) 10 mM

EDTA 1 mM

Pesar los componentes, agregar el agua e incubar a 60°C hasta que el
PEG se disuelva. Cuando se prepare este buffer no se agita. El PEG
debe permanecer intacto sino la levadura morira. Se esteriliza por
filtracion.

e DNA de esperma de Salmén (2 mg/mL)

e Buffer Tris (pH 7.5) 10 mM

Procedimiento

9.

10.
11.
12.

13.
14.

. Inocular 1 mL de medio YPD con la cepa BJ5465.

Crecer toda la noche a 30 °C con agitacion constante (200 rpm).
Colectar 1 mL del inéculo en tubo eppendorf y centrifugar a 12,000 rpm
por 1 minuto. Descartar el sobrenadante.

Resuspender las células en 1 mL de Buffer Tris 10 mM pH 7.5.
Centrifugar a 12,000 rpm por 1 min. Descartar el sobrenadante.
Resuspender las células en 500 uL de Buffer Lazy Bones.

Anadir 25 uL de DNA de esperma de Salmon (2 mg/mL). EI DNA de
esperma de salmén debe ser previamente hervido a 100°C por 5
minutos y posteriormente expuesto a hielo por 5 min.

Anadir 500 ng de DNA plasmidico de interés.

Vortexear por 1 minuto.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Someter a un choque térmico a 42°C por 12 minutos e inmediatamente
incubar en hielo por 12 minutos.

Centrifugar a 12,000 rpm por 1 min. Descartar el sobrenadante.
Resuspender las células en 1 mL de Tris 10 mM pH 7.5

Plaquear 200 uL en medio SD-ura (o cualquier medio de interés) con
perlas estériles. El crecimiento en cajas de SD-ura es de 2 a 3 dias a
30°C.
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10.2 Protocolo de ensamblaje Gibson Assembly Master Mix

Reactivos ~ Volumen (ulL)

Gibson........cccc...... 5
Plasmido abierto.......... 2
Inserto................... 1

Agua libre de nucleasas.....2
Volumen total de la reaccion..... 10
Incubar en el termociclador a 50°C por 15 min.

Transformar 2 uL del resultado del ensamblaje Gibson a una alicuota de E. coli
One Shot Mach 1. Plaquear 200 uL y el resto en cajas de medio LB + Amp vy
crecer O.N. 37 °C

10.3 Condiciones de PCR en levadura para amplificaciéon de construcciones
IDR-CREB1, IDR-EPYC1, IDR-U1TDCP.

94 °C 10 min

94 °C 30 segundos

63 °C 30 segundos

72 °C 45 segundos

72 °C 5 minutos
Por 30 ciclos.

10.4 Protocolo para determinacion de la sensibilidad estructural mediante
FRET in vivo

1) Preparacién de inoculos de levadura transformada con las construcciones IDR-
CREBH1, IDR-EPYC1, IDR-U1TDCP.

En un tubo afadir 2.7 mL de agua destilada estéril mas 0.3 mL de SD-ura 10X.
Inocular con parte de la colonia en placa que expresa a la construccion de interés.
Crecer durante toda la noche a 30°C y agitacion constante.

2) Preparacion de células de levadura para someter a tratamiento de choque
hiperosmoético con NaCl.

= Tomar 1 mL de indculo y depositar en tubo eppendorf.

- Centrifugar a 12 000 rpm por 1 min. Descartar el sobrenadante.
- Resuspender con 1 mL de MES 50 mM pH 6.

- Centrifugar a 12 000 rpm por 1 min. Descartar el sobrenadante.
- Resuspender con 1 mL de MES 50 mM pH 6.

- Centrifugar a 12000 rpm por 1 min. Descartar el sobrenadante.
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-> Resuspender con 1 mL de MES 50 mM pH 6. Usar las células para el

ensayo.

3) Establecimiento de las condiciones del lector de placas CLARIOStar

No. de puntos de escaneo de longitud de onda: 91
Longitud de onda de excitacién [nm]: 433

Ancho de banda de excitacion [nm]: 10

Longitud de onda de emision [nm]: 460.0 -> 550.0
Stepwidth [nm]: 1.0

Ancho de banda de emisién [nm]: 10

Ganancia: 2183

Ganancia obtenida por: Introducido manualmente
Altura focal obtenida por: enfoque automatico
Altura focal [mm]: 3.9

Longitud de onda utilizada para el ajuste de ganancia [nm]: 490

59



	Índice

