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1. INTRODUCCION

El ADN es una biomolécula que presenta de forma constante y dindmica distintos tipos de lesiones debido a
multitud de agentes. Las lesiones en el ADN pueden ser causa de multiples patologias como el cancer (Lindahl,
1993). Sin embargo, las células disponen de una maquinaria especializada para repararlas. La ruta de
reparacion de escision de bases (BER) es una de las principales rutas de reparacion del ADN y mantenimiento
de la integridad del genoma tanto en procariotas como en eucariotas (Krokan & Bjgras, 2013). En esta ruta
estan implicadas distintas enzimas que act(lan secuencialmente para reparar las lesiones en el ADN. Esta ruta
suele actuar cuando se dan pequefias modificaciones en las bases nitrogenadas de los nucle6tidos, pérdida de
bases o rupturas de hebra sencilla o nicks como consecuencia de dafio oxidativo, de alquilacién o hidrolitico
(Li & Wilson, 2014). La ruta comienza con el reconocimiento de la base dafiada y su escision por parte de una
N-glucosilasa generando un sitio abasico en el ADN. El sitio abasico es reconocido por la endonucleasa
apurinica/apirimidinica (APE1), que realiza una incision en la posicion 5’respecto al sitio abasico.
Posteriormente, una ADN polimerasa B elimina la desoxirribosa-fosfato del producto resultante y la sustituye
por el nucledtido correspondiente mediante uno de los dos procesos de reparacion alternativos Ilamados de
“parches cortos” o de “parches largos”. Finalmente, una ligasa restaura el enlace eliminado por APE1 (Krokan
& Bijaras, 2013). Recientemente, se han descrito nuevas lesiones en las que participa la maquinaria de la ruta
BER, como en la formacion de aductos o enlaces quimicos estables en el ADN, asi como enlaces

intercatenarios (Mullins, et al., 2019).

Muchas proteinas implicadas en reparacion del ADN se localizan normalmente en el nucleolo. El nucleolo,
ademas de su papel candénico en el metabolismo del ARN, presenta multitud de funciones esenciales para la
célula tales como el control del ciclo celular, la regulacién de rutas relacionadas con la deteccion del estrés o
la regulacion de proteinas que participan en rutas de reparacion del ADN (Antoniali, et al., 2014). Estas ultimas
proteinas se relocalizan en las distintas regiones subnucleares en funcién de modificaciones postraduccionales
y sefiales de proteinas sensores como ATM, p53, etc. en respuesta a lesiones en el ADN (Fantini, et al., 2010;
Antoniali, et al., 2014). Existe un gran dinamismo en el trafico de proteinas nucleolares. Se distinguen dos
tipos de proteinas que se localizan en el nucleolo: i) las proteinas residentes, que presentan sefiales de
localizacién nucleolar (NoLS) que les permiten interaccionar con componentes del nucleolo para permanecer
en él y ii) las proteinas visitantes, que forman complejos de anclaje con las proteinas residentes para
permanecer en el nucleolo un tiempo definido en funcién de su afinidad. Todas las proteinas del nucleoplasma
pueden ser visitantes nucleolares, pero solo son retenidas en el nucleolo las que presentan afinidad por alguna

proteina residente (Antoniali, et al., 2014).

La endonucleasa apurinica/apirimidinica 1 (APE1) es una proteina visitante nucleolar clave en la ruta BER de
mamiferos (Antoniali, et al., 2014). Ademas de su actividad endonucleasa, APE1 actia como coactivador
redox de distintos factores de transcripcion para la regulacion de expresion de genes en respuesta a dafio
oxidativo (Li & Wilson, 2014). Igualmente, esta involucrada en el metabolismo del ARN (Vascotto, C., et al.,
2009). APE1 consta de un dominio globular C-terminal que lleva a cabo la actividad endonucleasa del enzima.

Dicho dominio estd formado por una estructura de sdndwich-afp donde dos laminas-f3 formadas por 6 hebras



estan rodeadas de hélices-a. El sitio activo se encuentra en un bolsillo sobre el sdndwich-of rodeado de tres
lazos o loops que intervienen en el reconocimiento del sitio abasico (Gorman, et al., 1997). En su secuencia
alberga una sefial de exportacion nuclear (NES) y una sefial de localizacion mitocondrial (MTS) que le
permiten dirigirse a reparar el dafio del ADN mitocondrial (Li & Wilson, 2014). Ademés, APE1 presenta una
region N-terminal que, aparte de incluir una sefial de localizacion nuclear (NLS) (Antoniali, et al., 2014), se
encarga de las funciones de coactivacion redox (Xanthoudakis, et al., 1994) y union y procesamiento de ARN
ribosémico (ARNI) (Fig. 1A) (Li & Wilson, 2014). Estructuralmente, el dominio se divide en i) los residuos
43-62 que forman un largo lazo que interacciona mediante puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas
con algunas hebras-p del dominio catalitico y ii) una region intrinsecamente desordenada (IDR) en sus
primeros 43 residuos (Tsutakawa, et al., 2013) que se encarga de la regulacion de la actividad del dominio C-
terminal mediante distintas modificaciones postraduccionales, destacando las acetilaciones (Fantini, et al.,
2010), e interacciones con otras proteinas gracias a las altas accesibilidad y versatilidad que presenta la IDR
(Fig. 1B) (Li & Wilson, 2014). Este dominio no aparece en proteinas homologas bacterianas, reflejando que

podria ser una adaptacion evolutiva (Antoniali, et al., 2014).
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Figura 1. Representacion y estructura de APEL. A) Representacion topolégica de los elementos principales de APEL. El dominio
N-terminal, que incluye los residuos 1-64, presenta funcion de coactivacion redox. Esta regién alberga una secuencia de localizacion
nuclear (NLS) vy sitio de union a ARN ribosémico (ARNr). Los primeros 43 residuos del dominio componen una regién
intrinsecamente desordenada (IDR) susceptible de sufrir numerosas modificaciones postraduccionales. El dominio C-terminal
corresponde a los residuos 64-318 y presenta actividad endonucleasa. B) Estructura cristalografica de APE1 unida a ADN abasico. Se
representan la estructura resuelta de APE1 truncada (residuos 40-318) (PDB: 1DEW) vy los residuos 1-42 del dominio N-terminal
afiadidos de forma manual. Dicho dominio presenta una IDR y un largo lazo. El resto de la proteina adquiere una conformacion
ordenada con estructura secundaria mayoritariamente de Iamina-p que se pliega formando un sandwich-off. Imagen tomada de
Antoniali, et al. (2014).

Para llevar a cabo su actividad endonucleasa de sitios abasicos, APE1 escanea el ADN de forma progresiva
exhibiendo poca afinidad por los sitios no abasicos hasta encontrar su sitio de union abasico (Yu, et al., 2010).
En este momento, se une con gran afinidad a él ocasionando una distorsion en el ADN para permitir una mayor
accesibilidad del sitio catalitico al sitio abésico generando el complejo de preincision. Este complejo se
estabiliza por interacciones entre distintos residuos del centro activo con el sitio abésico, la base huérfana de
la hebra complementaria, moléculas de agua adaptadoras y un atomo de Mg?* (Freudenthal, et al., 2015). El
Mg?* actlia como cofactor del enzima y es esencial para su actividad catalitica (Tsutakawa, et al., 2013). Por
altimo, realiza una incision en el extremo 5” del sitio abasico formando el complejo de postincision, también
estabilizado por interacciones iguales o similares a las que se forman en el complejo de preincisién
(Freudenthal, et al., 2015). El complejo recluta la ADN polimerasa f para transferirle el producto, evitando
soltarlo al medio puesto que una molécula de ADN con una rotura de hebra sencilla resultaria mas mutagénico

y deletéreo que el propio sitio abasico (Yu, et al., 2010). No se conoce el mecanismo molecular de
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transferencia, pudiendo tratarse de una competitividad entre las dos proteinas por el ADN y/o la formacion de

un complejo ternario que facilite la transferencia del producto de incisién (Yu, et al., 2010; Liu, et al., 2007)

APE1 muestra una localizacién fundamentalmente nuclear (Tell, et al., 2005), encontrandose enriquecida en
nucleolo debido a su interaccion con la proteina residente del nucleolo nucleofosmina 1 (NPM1). NPM1 es
una proteina homopentamérica que se considera un eje en el nucleolo al interaccionar con maltiples ligandos
regulando su localizacion nucleolar (Antoniali, et al., 2014). La proteina presenta un dominio N-terminal o
nacleo de estructura barril-p formado por ocho hebras responsable de la oligomerizacion (Lee, et al., 2007).
Dicho dominio presenta una o dos secuencias NES que permiten su salida al citosol por mediacion de la
exportina CRM1 (Arregi, et al., 2015). Asimismo, NPML1 tiene un dominio central IDR rico en residuos &cidos
con una NLS y un dominio C-terminal rico en residuos basicos y aromaticos formado por tres hélices-o cortas
unidas por lazos (Grummitt, et al., 2008). Este Gltimo dominio es responsable de la unién a &cidos nucleicos,
de lo cual depende su anclaje al nucleolo (Fig. 2A) (Box, et al., 2016). NPM1 realiza multiples funciones:
biogénesis de ARN, actividad de chaperona nuclear, control de la duplicacion del centrosoma, mantenimiento
de la integridad del genoma, actividad endorribonucleasa, etc. (Lindstrom, 2011). Para llevar a cabo estas
funciones, NPM1 se transloca de forma dindmica y regulada entre nucleolo, nucleoplasma y citoplasma gracias
a los distintos péptidos sefial que presenta en su secuencia: NES, NLS y dominio de anclaje al nucleolo (Box,
et al.,, 2016). La localizacion subcelular de NPM1 estd regulada por multitud de sefiales, asi como
modificaciones postraduccionales. Entre sus modificaciones, destacan las fosforilaciones en maltiples residuos
gue regulan tanto su localizacion como funcién. La fosforilacién en Thr199 inhibe la interaccion con ARN
ocasionando su salida del nucleolo al nucleoplasma (Heath, et al., 2017).
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Figura 2. Representacion de NPM1 y estructura esquematica de su interaccion con APEL. A) Representacion topoldgica de los
elementos principales de NPM1. El dominio N-terminal o nuclear es el responsable de su oligomerizacion. Se cree que presenta dos
sefiales de exportacion nuclear (NES) para su salida al citosol. A continuacion, se encuentra el dominio central, rico en residuos acidos
que incluye una sefial de localizacion nuclear (NLS). Se trata de una region intrinsecamente desordenada (IDR) que conecta los dos
dominios de los extremos. Finalmente, el dominio C-terminal presenta una region rica en residuos basicos y otra rica en residuos
aromaticos. EI dominio adopta una estructura que le permite interaccionar con componentes del nucleolo dando a NPM1 su caracter
de proteina residente del nucleolo. B) Esquema de la interaccion APE1-NPML1. Las proteinas interaccionan por sus respectivos
dominios N-terminales. EI dominio N-terminal de APE1 (naranja) interacciona con el dominio nuclear de barril-p de NPM1 (azul). Se
representan en amarillo el dominio C-terminal de NPM1, estructurado por hélices-o y en verde, el dominio C-terminal de APEL.

La interaccién APE1-NPML1 se da fundamentalmente entre los dominios N-terminales de ambas proteinas
(Fig. 2B). La interaccion con NPM1, no solo regula la localizacion nucleolar de APE1, sino que también regula
su actividad. Se ha descrito que la actividad endonucleasa de APE1 sobre ADN de doble hebra incrementa en
presencia de NPM1, pero se inhibe sobre ARN de hebra sencilla (Vascotto, et al., 2009). Por otro lado, segin
la relacion molar NPM1/APEL, la actividad endonucleasa sobre G-cuadruplex teloméricos se inhibe o activa

(Burra, et al., 2019). La interaccion entre APE1 y NPM1 podria estar regulada por modificaciones
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postraduccionales en ambas proteinas. Son destacables las acetilaciones en varias lisinas de la IDR N-terminal
de APE1L, que impiden la interaccién al neutralizar las cargas positivas de dichos residuos (Fantini, et al.,
2010).

La interaccion APE1-NPML1 es de gran interés en el posible tratamiento de patologias como el cancer. Se han
estudiado inhibidores de la interaccién que podrian tener interés terapéutico antitumoral interfiriendo en la
reparacion del ADN, aunque su mecanismo de accion no ha sido resuelto (Poletto, et al., 2016). Asimismo,
mutaciones en NPM1 estan asociadas con leucemia mieloide aguda (AML) de tipo NPM1c*. Estos mutantes
presentan una mutacion en la que se insertan cuatro nucleotidos originando una alteracién en el marco de
lectura durante la traduccion del dominio C-terminal causando un plegamiento defectuoso. Ademas, se forma
una nueva NES que se hace accesible a exportinas por el desplegamiento del dominio originando una
localizacién citosélica aberrante (Heath, et al., 2017). En nuestro grupo se ha explorado la posibilidad de un
tratamiento para AML basado en chaperonas farmacoldgicas que favorezcan el plegamiento del dominio C-
terminal para revertir su translocacion (Urbaneja, et al., 2017). Se desconoce la causa por la cual este tipo de
mutante ocasiona AML, algunos autores lo atribuyen a una pérdida de funcién y otros a una ganancia de
funcion en citosol (Heath, et al., 2017). Una de las razones podria ser el transporte aberrante de sus ligandos,
como APEL, al citosol. En este caso, APE1 no seria capaz de actuar en el nucleo en la ruta BER, no pudiendo

reparar lesiones en el ADN que desembocarian en distintos tipos de cancer (Vascotto, et al., 2014).

Debido a su posible implicacion en el cancer, cualquier nueva informacion sobre la interaccién APE1-NPM1
puede ser de interés terapéutico dada la relevancia de la reparacién del ADN en este tipo de patologia. No
obstante, debido a los multiples factores que influyen, la regulacion de la actividad endonucleasa de APE1 por
su interaccién con NPM1 y por modificaciones postraduccionales es compleja y adn faltan muchos aspectos

por dilucidar.

2. OBJETIVO
El objetivo de este trabajo es el anlisis del efecto de NPML1 en la actividad endonucleasa de APE1 sobre ADN
abéasico de doble hebra, asi como dilucidar el mecanismo por el cual NPM1 ejerce su modulacion

caracterizando su interaccion con APE1.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Oligonucleétidos de ADN

Para los experimentos de actividad del ADN se empleé un oligonucleétido de secuencia 5'-
CTGGAGCTTGCTCCAGCGCXCGGTCGATCGTAAGATCGACCGTGCG-3' como ADN  sustrato
(ADNS) sintetizado por la empresa IDT. Para los ensayos de unién, dicho ADN contaba con la sonda
fluorescente fluoresceina en timina 28. Se empleé como modelo de sitio abasico una molécula de
tetrahidrofurano (THF) (representada como X en la secuencia), tal y como lo describié Freudenthal, et al.
(2015). El oligonucledtido se someti6 a ligacién (ver apartado 3.2) para obtener una molécula cerrada en forma
de mancuerna o doble horquilla que presentaba una regién central de doble hebra y en los extremos unas
horquillas. (Fig. 3).



Para los ensayos EMSA, se empled un oligonucledtido de secuencia 5'-XCGGTCGATCGTAAGATCGACCG
TGCGCTGGAGCTTGCTCCAGCGC-3' como ADN producto (ADNP). Para los ensayos de unién, dicho
ADN presentaba la sonda fluorescente fluoresceina en timina 9. También se empleé THF como modelo de
sitio abasico.

Figura 3. Representacion del ADN empleado en el trabajo. El ADNS es
una molécula cerrada que presenta forma de mancuerna donde el sitio abasico

C A ) o . .
T GAGGTCGCGTGCCAGCTAG p esta presente en una regién de doble hebra. EI modelo de sitio abasico se
dodeodk koo kokk ook okokokokokokok realiza con una molécula de tetrahidrofurano (THF), representada por X. En

T G CTCCAGCGCXCGGTCGATC G T el caso del ADN fluorescente, la fluoresceina (naranja) se encuentra en timina
28. EI ADNP consiste en la misma molécula no ligada por un enlace

fosfodiéster entre el tetrahidrofurano y la base en posicion 5”.

3.2. Ligaciony purificacion del ADN sustrato

Las moléculas de ADN sustrato se ligaron para generar una molécula cerrada mediante la ADN ligasa T4 (New
England BioLabs). Tras un proceso de anillado o annealing, donde se sometio el ADN durante 5 minutos a 95
°C y se dejé enfriar lentamente, se realizd el ensayo de ligacién de ADN con 4000 U/nmol ADN ligasa T4 en
buffer de ligacion (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;, ImM ATP, 10 mM DTT, pH 7.5) para ligar los extremos
del ADN siguiendo el protocolo de Freudenthal, et al. (2015). Con el objetivo de purificar el ADN ligado, se
llevé a cabo una electroforesis en 18% poliacrilamida'y 8 M urea en gel de 1 mm de grosor y en tampdn TBE
como fue descrito por Summer, et al. (2009). Antes de la carga de la muestra en el gel, este se sometio a 175V
durante 30 minutos para atemperarlo y limpiarlo del exceso de urea. La electroforesis se desarroll6 al mismo
voltaje durante 80 minutos. Las bandas se visualizaron mediante tincion con GelRed (Biotium) y el equipo
Gel Doc EZ (Bio-Rad). Aquella correspondiente al ADN ligado se cortd y se incub6 en tampén de purificacion
(0.5 M Acetato de amonio, 1 mM EDTA, pH 8.0) para separar el ADN de fragmentos de acrilamida y otros
contaminantes. Siguiendo el método de Maxam & Gilbert, (1977) y usando el kit “Nucleotide Removal Kit”
de (QIAGEN) se purifico el ADN sustrato, cuya concentracion se estimd mediante absorbancia a 260 nm en

el espectrofotdmetro de bajo volumen Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific).

3.3. Comprobacion de la ligacion del ADN sustrato

Para corroborar que la banda seleccionada era la correspondiente al ADN ligado se llevd a cabo un ensayo de
escision del ADN por parte de APEL. Se incub6 5 pM ADN ligado con 20 nM APE1 en tampdn 50 mM
HEPES, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH 7.5. Tras 15 minutos a 37 °C, el enzima se inactivo diluyendo la
muestra a la mitad con la disolucién de carga (96% formamida, 10 mM EDTA, 0.1% Azul bromofenol) y
calentandola a 95 °C durante 5 minutos. Para la visualizacion de la incision se llevo a cabo una electroforesis
y visualizacion de las bandas en las mismas condiciones anteriormente descritas para la ligacién y purificacion
del ADN.

3.4. Ensayos de actividad endonucleasa
Se estudi6 la actividad endonucleasa de APE1 a concentraciones crecientes del enzima (0-200 pM). El ensayo
se llevé a cabo en tampodn de actividad (20 mM K3PO4, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 2 mM DTT, pH 7.0).
APEL1 se preincubd 30 minutos con 5 uM NPML1 y posteriormente se mezcl6é con 5 uM ADNS durante 15
minutos a 37 °C. La reaccién se par6 con tampoén de carga tal y como se realiz6 en la ligacion y purificacion

del ADN. EI desarrollo electroforético, tincion y visualizacion del gel se llevaron a cabo en las mismas
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condiciones anteriormente descritas, a excepcion del tiempo de electroforesis, que fue de 140 minutos a 175

V. La cuantificacién de la intensidad de las bandas se realiz6 mediante densitometria con el software ImageJ.

3.5. Ensayos de union
Se analiz6 la union de APE1 al ADN a distintas concentraciones de la proteina (0-10 uM). Para ello, el ensayo
se realiz6 en tampdn de union (20 mM K3POs, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7.0) sobre 10
nM ADNS o ADNP fluorescentes, para determinar la afinidad de la union APE1-ADN dependiendo de la
presencia o ausencia de una incision en la secuencia de nucle6tidos, respectivamente. Para evitar la incision
en el ADNS y para poder ver asi el equilibrio de union que se establecia entre APE1-ADNS se us6 un tampon
sin Mg?*. Ademas, se analiz6 el efecto de 5 uM NPM1 en la unién APE1-ADNS (sin incision) y APE1-ADNP
(con incision). La unidn se monitoriz6 mediante anisotropia de fluorescencia a 520 nm en un fluorimetro SLM

8100 (Aminco). La curva de union se ajust6 a una funcién cuadratica para estimar Kp con el software Origin8.

3.6. Ensayos de variacion en la movilidad electroforética (EMSA)
Con el objetivo de ver el efecto de NPML1 en la formacion del complejo APE1-ADN., se preincub6 2 uM APE1
con 5 uM ADNP durante 15 minutos en tampon de actividad. Posteriormente, se afiadié 0-10 uM NPM1 y la
mezcla se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se procedié a realizar una
electroforesis en gel nativo 4-16% PAGE, Bis-Tris (Invitrogen). Los tampones de carga y de desarrollo
electroforético que se emplearon también eran de Invitrogen. La electroforesis se realizé a 4°C a 150 V durante
130 minutos. El gel se tifi6 con GelRed y Coomassie para detectar las bandas correspondientes a ADN vy
proteinas, respectivamente. El revelado se llevé a cabo con el equipo Gel Doc EZ (Bio-Rad). Las bandas se

cuantificaron densitométricamente con el software ImagelJ.

4. RESULTADOS

4.1. Obtencién de un modelo de ADN sustrato
El ADN, ademés de por su longitud, presenta distinta movilidad electroforética en funcion de si es una
molécula lineal o cerrada. La ligasa T4 liga el oligonucleétido de secuencia 5'-CTGGAGCTTGCTCCAGCGC
XCGGTCGATCGTAAGATCGACCGTGCG-3' transforméndolo en una molécula cerrada en forma de
mancuerna gracias a la complementariedad de bases centrales de esta estructura (Fig. 3). Tras la ligacion y
mediante una electroforesis, se consigui6 distinguir el ADN ligado del que no lo habia sido, puesto que el
cerrado presentaba una movilidad electroforética mayor que el lineal. Ademas, por la intensidad de las bandas,
se vio que la mayor parte del ADN habia sido ligada (Fig. 4A). De modo que la ligacion y purificacion de
dicho oligonucleétido permitié la preparacion del modelo de ADNS, tanto fluorescente como no fluorescente.
Este modelo de ADN en forma de mancuerna permite que, tras la incision por APE1, la molécula entera de
ADN permanezca unida formando el complejo de postincision APE1-ADN. Esto no ocurriria si el ADN tuviera
forma de horquilla simple sin los extremos ligados, ya que el reducido nimero de puentes de hidrdgeno

formados no permitiria que la molécula se mantuviera como una entidad.

Para confirmar que la banda seleccionada era realmente la correspondiente al ADN ligado, se llevo a cabo un

ensayo de actividad con APE1 donde se revertiria la formacion del ADN cerrado. Este ensayo parte de la



premisa que, a partir de un sustrato cerrado, si la endonucleasa realizaba una incision en la posicién 5 respecto
al THF, la molécula se linealizaria presentando una movilidad similar al ADN sin el tratamiento de ligacion.
Por el contrario, si el sustrato fuese lineal, este se escindiria en dos fragmentos formando dos bandas en el gel,
con una movilidad mayor que en el anterior caso debido a su menor longitud (Fig. 4B). En el gel se vio, que
el ADN tratado con T4 y APE1, formaba una Unica banda cuyo tamafio era similar al ADN control sin tratar
con la ligasa T4, demostrandose de esta manera que la banda escogida era la correspondiente al ADN sustrato
(Fig. 4C).
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Figura 4. Preparacion de la molécula de ADN sustrato. A) Electroforesis preparativa en gel de 18% poliacrilamida, 8M urea en
tampon TBE con preparaciones de 8.8 uM ADNS en presencia o ausencia de 4000 U/nmol ADN de ligasa T4. La ligasa T4 crea un
enlace fosfodiéster entre dos nucledtidos de una cadena sencilla. Tanto el ADN normal como el fluorescente, cuando son ligados por
T4, presentan mayor movilidad electroforética que cuando no lo estan. B) Esquema de las consecuencias de la incision de APE1 en un
ADN ligado (izquierda) y un ADN no ligado (derecha). Si APE1 corta un sustrato ligado en la posicion 5° al THF, la molécula se
linealiza presentando una movilidad similar al ADN sin el tratamiento de ligacion. Si corta un sustrato no ligado, se escinde en dos
fragmentos formando dos bandas en el gel. C) Electroforesis en gel de 18% poliacrilamida, 8M urea en buffer TBE. Se visualiza 5 uM
de ADN normal o ADN fluorescente no ligados, ligados y cada uno de ellos en presencia de 20 nM APE1. EI ADN ligado cortado por
APEL1 presenta una movilidad electroforética similar al ADN sin ligar. EI ADN sin ligar cortado muestra dos bandas en el gel.
4.2. Laactividad endonucleasa de APE1 es mas eficiente en presencia de NPM1
APEL reconoce un sitio abasico en el ADN Yy realiza una incision en el enlace en posicion 5respecto a ese
residuo mediante su actividad endonucleasa (Freudenthal, et al.,2015). En condiciones de estrés, y debido a
distintas sefiales, tanto NPM1 como APEL1 salen del nucleolo (Antoniali, et al., 2014), por lo que NPM1 podria
participar en la ruta BER regulando la actividad de APEL. Por ello, se quiso analizar el efecto de NPM1 en la
incision que APEL realiza sobre el ADN. En el sistema empleado, la incision de APE1 supone la apertura de
lamolécula de ADN debido a que se induce su linealizacion. En el gel de poliacrilamida se distingue el sustrato
del producto gracias a que el primero presenta mayor movilidad electroforética por formar un oligonucle6tido
cerrado, tal y como se vio en la Fig. 4C. A medida que la concentracion de APE1 incrementa, también lo hace
la densidad Optica de la banda que se corresponde con el ADNP, la cual estd en una posicidn superior a la
banda correspondiente a ADNS. Se muestra cdmo a mayor concentracion de APE1, mayor aparicion de
producto, y con ello mayor tasa de actividad (Fig. 5A). Este resultado refleja la elevada actividad de APE1 y
demuestra que la APE1 recombinante producida adquiere su conformacién nativa permitiéndole ser activa. En

el caso de la incision de APEL en el ADN en presencia de NPM1, la densidad éptica de las bandas



correspondientes al ADNP crece mucho mas rapido que en ausencia de NPM1 (Fig. 5B). Los datos demuestran

que la presencia de NPM1 influye en la actividad de APEL1 provocando un aumento en su actividad.

La cuantificacion densitométrica de cada una de las bandas correspondientes a sustrato y producto permite
conocer el porcentaje de ADN cortado a cada concentracion de APEL, pudiendo crear una curva de actividad
en funcion de la concentracion. A medida que aumenta la concentracion de APEL, la relacién ADN:APE1
decrece puesto que la concentracién de ADN se mantiene constante. En ausencia de NPM1, cuando se alcanza
una relacion ADN:APE1 25000:1 (mol:mol) se cuantifica una incision del 100% Unicamente por la actividad
intrinseca de APEL. Por su parte, la presencia de NPM1 provoca un 100% de incision por parte de APE1 a
concentraciones menores de la endonucleasa, con una concentracion de ADN 50000 veces superior (Fig. 5C).
Los resultados reflejan la gran eficiencia de la actividad de APEL in vitro, tal y como fue descrita por Vascotto,
etal. (2009). La actividad endonucleasa de APE1 es muy alta en presencia de un sitio abasico y NPM1 potencia

esta actividad haciendo la enzima mas eficiente.
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Figura 5. Actividad endonucleasa de APE1 y la influencia de NPM1. A) Electroforesis en gel de 18% poliacrilamida, 8M urea.
Se ve la cantidad de 5 uM ADN cortado en funcion de la concentracion de APEL. Las concentraciones de APE1 a las que se realiza
el ensayo se encuentran en un intervalo de 0-200 pM. Se distinguen sustrato (S) y producto (P) ya que el primero presenta mayor
movilidad electroforética. A medida que la concentracion de APE1 incrementa, también lo hace la densidad 6ptica de la banda que
se corresponde con el producto, la cual esta en una posicidn superior a la otra en el gel. Se refleja asi el aumento de la aparicion de
producto. B) Electroforesis en gel de 18% poliacrilamida, 8M urea. Se incuban las mismas concentraciones de ADN y APE1 en
presencia de 5 UM NPML1. En este caso, la densidad dptica de las bandas del producto incrementa mas en comparacion con la ausencia
de NPML1. C) Representacion de la actividad endonucleasa, en unidades de porcentaje de incision, frente a la concentracion de APE1L.
La cuantificacion densitométrica de cada una de las bandas correspondientes a sustrato y producto permite conocer el porcentaje de
ADN cortado a cada concentracion de APEL.

4.3. La unién de APEL1 a sitios abasicos se ve favorecida por NPM1
La mayor eficiencia en la actividad endonucleasa que presenta APE1 en presencia de NPM1 puede ser debida
a distintas causas, una de ellas puede ser un aumento de afinidad de la enzima por su sustrato. Para saber si
NPM1 favorece la union al ADN por parte de APE1, se procedié a cuantificar la unién al ADNS marcado con
fluoresceina mediante anisotropia de fluorescencia. EI Mg?* acta como cofactor de APE1 y, por tanto, su
ausencia en el medio imposibilita la actividad endonucleasa de la enzima cuando esta se une al ADN
(Freudenthal, et al., 2015). De este modo, es posible cuantificar en el equilibrio la unién entre APE1y el ADNS
sin que haya corte en la hebra de ADN y se genere el ADNP. Tal y como muestra la curva de unién (Fig. 6A),
a medida que la concentracion de APE1 aumenta, mayor cantidad de proteina se une al ADN sustrato, reflejado

en el aumento de la anisotropia. Mediante el ajuste de la curva de unién, se cuantific6 una constante de



equilibrio de disociacién (Kp) de 39 nM, de acuerdo con Hadi, et al. (2000). Sin embargo, otros autores han
descrito una mayor afinidad por el sustrato que la calculada en este trabajo, con una Kp de 0.4 nM (Freudenthal,
et al., 2015). Estas diferencias se pueden deber a que en el estudio presente se ha empleado un tampén de
mayor fuerza ionica, asi como una mayor concentracion de ADN. Debido a limitaciones del equipo de
anisotropia, la concentracion de ADN no se pudo disminuir por debajo de la Kp calculada por Freudenthal, et
al. (2015) lo que puede explicar el valor de Kp superior obtenida en este estudio. Por otro lado, la presencia de
NPM1 provoca una tendencia de la curva de unién APE1-ADNS a desplazarse hacia valores de concentracion
de APE1 menores, lo que se corresponde con una Kp de 25.3 nM, indicando, por tanto, un aumento en la
afinidad de APEL por el ADNS.
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Figura 6. Union de APEL al sitio abasico del ADN vy la influencia de NPM1. La unién se cuantifica mediante anisotropia de
fluorescencia empleando ADN marcado con fluoresceina. A medida que APE1 se une al ADN, este ve limitada su capacidad para rotar
aumentando asi su anisotropia. A) Incremento de anisotropia de 10 nM ADNS, traducido a porcentaje de unién, en funcion de la
concentracion de APE1, que oscila en un intervalo de 0-1 pM. La unién se compara en condiciones con y sin presencia de 5 uM
NPM1. B) Incremento de anisotropia del ADNP, traducido a porcentaje de union, en funcién de la concentracion de APEL. Las
concentraciones de cada componente se mantienen iguales.

Se habia descrito que APEL también se une al producto de su actividad endonucleasa para evitar la liberacion
al medio de un ADN que presentara un corte en una hebra o nick. Por ello, se repitid el proceso con el ADNP
marcado con fluoresceina para ver el efecto de NPML1 en la unién entre APE1 y el ADN tras la incision. La
curva de union (Fig. 6B) refleja que APE1 muestra aun gran afinidad por el ADNP, con una Kp de 11.4 nM,
superando la afinidad por el ADNS. Freudenthal, et al. (2015) describieron también una gran afinidad por el
producto, pero sin ser mayor que la presentada por el sustrato, calculando una Kp de 2.7 nM. EI proceso de
ligacion y purificacion a los que se ha sometido al ADNS pueden haber hecho que en nuestro caso la afinidad
de APE1 por este ligando descienda. Por su parte, la unién al producto es independiente de la presencia de
NPM1, siendo la Kp cuando esta presente de 14.6 nM, no suponiendo una diferencia significativa. NPM1
favorece la unién al ADNS, pero no presenta ningun efecto en la unién entre APE1 vy el sitio abasico del ADN

tras la incision.

APE1 reconoce el sitio abasico del ADN uniéndose a él para llevar a cabo su funcion endonucleasa. Sin
embargo, APE1 también es capaz de unirse con menor afinidad a otras regiones del ADN, incluidos sus
extremos (Yu, et al., 2010). No obstante, esta unién de menor afinidad no provoca la incision de la region
unida al no tener sitio abasico. Con el propdsito de analizar si NPM1 favorece mas una unidn u otra, se procedié

a evaluar la union tanto en ADNS como en ADNP mediante anisotropia de fluorescencia. Para estudiar la



union a otras regiones distintas al sitio abasico, la titulacién de APEL se llevd a cabo a concentraciones
superiores a las empleadas para ver unién al sitio abasico, puesto que esta segunda unién es de menor afinidad.
En ambos casos (ADNS y ADNP), la segunda unidn se hace visible a partir de una concentracién de APE1
superior a 1 uM. En la gréfica se hace notable la presencia de un segundo proceso de unién al aparecer un
cambio en la pendiente de la curva de unién a concentraciones de APEL superiores a 1 uM (Fig. 7). La
disminucion de anisotropia de fluorescencia en presencia de NPM1 en la segunda parte de la curva de unién
refleja el papel de NPM1 como competidor por APE1 en la unién a regiones del ADN sin sitio abasico. De
este modo, NPM1 impide parte de la unién de APE1 a sitios donde no actiia como endonucleasa y por lo que,
a priori, la union no tiene funcién o no es productiva. NPM1 permite a APEL unirse al sitio abasico de forma

mas eficiente y evita, al menos parcialmente, la union de la enzima a otras regiones.
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Figura 7. Union de APEL al sitio no abasico del ADN y la influencia de NPM1. La unién se cuantifica mediante anisotropia de
fluorescencia empleando fluoresceina unida al ADN fluorescente. A medida que APE1 se une al ADN, este ve limitada su capacidad
para rotar aumentando asi su anisotropia. Se registra una curva de union en base al incremento de anisotropia de 10 nM ADNS
(izquierda) y ADNP (derecha) en funcién de la concentracion de APE1, que oscila en un intervalo de 0-10 pM. La unidn se compara
en condiciones con y sin presencia de 5 uM NPM1.

4.4. APE1, NPM1y ADN no forman un complejo ternario
Se quiso discernir el mecanismo por el cual NPM1 aumenta la afinidad de APE1 por el sustrato e impide su
unién a regiones no abasico. Los ensayos de union no parecian reflejar la formacion de un complejo ternario
entre APE1, NPM1 y ADN puesto que la anisotropia no subia en presencia de NPM1, lo que habria indicado
la presencia de dicho complejo ternario. No obstante, se quiso analizar la interaccion entre los tres elementos
por otra técnica. Para ello, se hizo una titulacién de APEL a concentraciones constantes de NPM1 y ADNP.
La visualizacion de los complejos se realizd mediante un gel nativo por un ensayo EMSA. APE1 a pH 7.0
presenta una carga positiva, por lo que no entra en el gel nativo. Sin embargo, si se asocia con ADN o con
NPM1 (con carga negativa al pH empleado), los complejos entran y se resuelven en el gel. Las tinciones con
GelRed y Coomassie permitieron detectar la presencia de ADN y proteinas, respectivamente (Fig. 8A). En el
gel se observa una banda blanca (ADN) y azul (proteina) muy definida. Se atribuye esta banda a complejos
binarios de ADN con APE1. Se observa una mayor densidad éptica del complejo binario en presencia de
NPM1 en comparacion con su ausencia. Por otro lado, a concentraciones altas de APE1, ademés de dicho
complejo binario, se detecta una banda difusa ya que probablemente esta formada por distintas proporciones
molares APE1:ADN. Debido a que se une mas de una molécula de APE1 a cada oligonucleétido se deduce

gue estas bandas corresponden a los complejos formados por la unién de APE1 a regiones abéasicas y no
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abésicas del ADN. En este caso, se observa un comportamiento diferente respecto al control de ADN y APE1
en ausencia de NPM1. También destaca una banda azul difusa por encima de la otra que pone de manifiesto
la formacién de complejo binario entre las dos proteinas. Estos resultados indican, de acuerdo con los
resultados de anisotropia, que NPM1 es capaz de competir con el ADN por la uniéon de APEL1 a sitios no

abasicos.
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Figura 8. Efecto de NPML1 en la formacion de complejos binarios. La formacion de complejos APE1-ADN y APE1-NPML1 se
visualiza mediante un ensayo EMSA empleando un gel de 4-16% poliacrilamida en condiciones nativas. La visualizacion de ADN y
proteinas se realiza por tincion GelRed y Coomassie, respectivamente. Ambas imagenes aparecen solapadas. A) Formacion de los
complejos resultantes de la incubacion de 5 uM ADN producto, 1 uM NPM1 y concentraciones crecientes de APEL (0-20 pM), asi
como sus respectivos controles. Se ven complejos binarios formados por ADNP y APE1 unida a sitios abasicos, complejos binarios
formados por distintas relaciones molares de ADNP y APE1 unida a sitios abasicos y no abésicos y complejos binarios formados por
APE1 y NPM1. B) Formacion de los complejos resultantes de la incubacion de 5 uM ADN producto, 2 uM APE1 y concentraciones
crecientes de NPM1 (0-10 uM), asi como sus respectivos controles. Se ven complejos binarios formados por ADNP y APE1 unida a
sitios abasicos, NPM1 en exceso que no forma ningdn complejo y complejos binarios formados por APE1 y NPM1.

Sin embargo, la diferencia de comportamiento de la banda difusa respecto al control no descartaba la formacion
de un complejo ternario. Para saber si el efecto de NPML1 estd mediado por la formacion de un complejo
ternario, se hizo una titulacion de NPM1 a concentraciones constantes de APE1y ADNP para ver el efecto de
la proteina titulada en la formacién del complejo binario APE1-ADN (Fig. 8B). En estas condiciones, seguia
viéndose la banda perteneciente al complejo binario APE1-ADN. Por el contrario, la banda difusa desaparecio
debido a que la concentracion de APEL1 disponible era menor. También se vio la banda perteneciente al
complejo APE1-NPM1 sin ADN. Densitométricamente se cuantificd una mayor cantidad de complejo binario
APE1-ADNP a medida que la concentracion de NPM1 aumentaba. NPM1 seguia favoreciendo la unién de
APEL1 a sitios abasicos del ADN evitando la union a sitios no abasicos sin llegarse a formar un complejo
ternario.

5. DISCUSION

APEL1 es una endonucleasa implicada en maltiples procesos celulares como la ruta BER, coactivacion redox
de factores de transcripcion, etc. (Li & Wilson, 2014). En concreto, en la ruta BER, esta endonucleasa reconoce
un sitio abasico en el ADN y corta el enlace en posicion 5” para permitir su reparacion. La enzima, en ausencia
de dafio o estrés, se encuentra mayoritariamente en el nucleoplasma. Sin embargo, en funcion de ciertas sefiales
se transloca a citosol, asi como a mitocondrias para la reparacion del ADN mitocondrial (Tell, et al., 2005).
APE1 también puede encontrarse en nucleolo en funcién de su interaccion con NPM1 y modificaciones
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postraduccionales (Fantini, et al., 2010). NPM1 es una proteina que interacciona con muchas proteinas
nucleolares regulando su dindmica de localizacion, de forma que su salida del nucleolo conlleva también la
salida de las moléculas con las que interacciona (Antoniali, et al., 2014). La fosforilacion de NPM1 en T199
en respuesta a distintos dafios celulares, induce su salida del nucleolo (Heath, et al., 2017). En el caso de APE1,
su salida mediada por NPM1 permite dar respuesta a la sefial que desencadena la translocacion, como puede
ser dafio oxidativo en el ADN (Antoniali, et al., 2014). La colocalizacion de ambas proteinas podria reflejar
su interaccion in vivo y con ello, la modulacidn de APE1 por parte de NPM1 (Antoniali, et al., 2014; Vascotto,
et al., 2009). Pese a la gran importancia de las funciones de ambas proteinas, se conoce poco acerca de su
interaccion y la funcion de esta. En este trabajo se ha estudiado la regulacion que ejerce NPM1 sobre la

actividad endonucleasa de APE1 y un posible mecanismo por el cual podria darse dicha modulacion.

Como se ha comprobado en este estudio, APE1 presenta una alta afinidad por el sitio abasico del ADN, lo que
permite un rapido reconocimiento y con ello una elevada actividad. Su elevada eficiencia catalitica resulta atil
para responder con rapidez ante un dafio en el ADN, reduciendo la posibilidad de aparicién de mutaciones y
sus consecuencias. APE1 muestra una alta afinidad por el sitio abasico esté o no cortado su enlace 57, de ahi
su gran afinidad tanto por su sustrato como por su producto. Este factor es relevante puesto que, si el ADN se
disociara rapidamente tras la incision antes de que la siguiente enzima de la ruta lo captara, se estaria generando
un ADN con una rotura de hebra sencilla, lo cual facilitaria la aparicion de mutaciones en el intento de la célula

por reparar rapidamente la lesion.

Segln nuestros resultados, la interaccién con NPM1 provoca un aumento en la afinidad de APEL por su
sustrato, facilitando la unién de APEL1 al sitio abasico. El aumento en la afinidad favorece la capacidad de
reconocimiento de APE1 por el sitio abasico, lo que explicaria el aumento de la actividad endonucleasa. Sin
embargo, la afinidad de APEL por el producto también influye en la actividad puesto que el enzima requiere
la disociacién del producto para captar un nuevo sustrato. Nuestros datos indican que NPM1, una vez realizado
el corte, no hace aumentar la afinidad por el producto, puesto que esto se opondria a la disociacién entre APE1
y el producto y disminuiria la actividad de APE1. No obstante, NPM1 tampoco facilita la disociacion de APE1
del producto, aunque fuese favorable en la actividad de la endonucleasa. Por lo tanto, el aumento de actividad
de APEL por NPML1 estaria basado en favorecer la union al sustrato, pero no agilizar la disociacién del
producto, lo cual es interesante para la célula puesto que se evita riesgo de mutaciones y citotoxicidad por la

creacion de un ADN con una incision en una hebra.

NPM1 también tiene efecto sobre la unién de APEL sobre regiones no abasicas del ADN. Debido a que estas
interacciones son de menor afinidad, NPM1 es capaz de competir con ellas. NPM1 permite a APE1 reconocer
y unirse al sitio abasico de forma mas eficiente excluyendo su unién a otras regiones, lo que se traduce en una
mayor concentracion de APE1 disponible para su union a regiones productivas o donde cumpla una funcion.
Parece que NPM1 hace més selectiva APE1 para su union a su sustrato o sitios abasicos. Mediante este efecto,
la actividad de APE1 también se ve favorecida puesto que no se pierde parte de la enzima secuestrada por

interacciones, a priori, no funcionales.
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Segun los resultados obtenidos en nuestro grupo, la interaccién entre APE1 y NPM1 es menos afin que la que
establecen APE1 vy los sitios abasicos del ADN, con valores de Kp de 0.4 uM y 39 nM, respectivamente. La
discordancia ente las Kp entre APE1 y ADN calculadas por Freudenthal, et al. (2015) (0.4 nM) y las
presentadas en este trabajo se pueden deber a la utilizacion de un tampon con mayor fuerza idnica, asi como
la concentracion de ADN empleada. El estudio de los valores de afinidad entre APEL y los sitios abasicos del
ADN por anisotropia teniendo en cuenta los datos de Kp previamente publicados implicaba el uso de unas
concentraciones de ADN por debajo del limite de resolucion. Por ello, la concentracion de ADN empleada no
se pudo disminuir por debajo de la Kp calculada por Freudenthal, et al. (2015), lo que puede explicar el mayor
valor de la Kp obtenido en el presente trabajo. En base a nuestros resultados, la regulacion de NPM1 en la
actividad endonucleasa de APE1 podria basarse en dos efectos: por un lado, NPM1 compite con sitios no
abéasicos del ADN por su union a APE1, de modo que interacciona con la enzima impidiendo su union a estos
sitios resultando en una mayor concentracién de APEL habil; por otro lado, aunque la afinidad entre las dos
proteinas sea menor que la que presenta APE1 por sitios abasicos, la presencia de mucha mayor concentracion
de NPML1 en la célula (Box, et al., 2016) facilita la interaccion entre las dos proteinas, que a su vez hace

aumentar la afinidad por los sitios abasicos induciendo la unién de APE1 al ADN.

Aun con todo, se sigue sin conocer el mecanismo molecular por el cual NPM1 regula la actividad de APEL.
Se ha visto que APE1, NPM1 y ADN no forman un complejo ternario, es decir, NPM1 ejerce su funcion
interaccionando con APEL, pero no con el ADN. NPM1 interacciona con el extremo N-terminal de APE1
(Vascotto, et al., 2009), que es una region intrinsecamente desordenada (IDR) en la que se predicen multitud
de sitios de regulacién de APE1 por modificacion postraduccionales y de unién a ligandos (Antoniali, et al.,
2014). En este trabajo se ha visto que la interaccibn con NPM1 aumenta la actividad del enzima.
Modificaciones postraduccionales de esta region, tales como acetilaciones, también favorecen la actividad
(Roychoudhury, et al., 2019). Ademas, la acetilacion del dominio impide la interaccion con NPML1,
favoreciendo la salida del nucleolo de APE1 (Antoniali, et al., 2014; Fantini, et al., 2010). Todo ello parece
mostrar la importancia de este dominio en la regulacion de la actividad de APEL. No obstante, la dificultad de
resolver la estructura del dominio por su alta flexibilidad no permite conocer a nivel atdbmico su interaccién
con ADN. Este dominio podria actuar como un brazo que “abraza” el ADN dificultando la interaccion con el
sitio abasico y/o dificultando la disociacién. Modificaciones postraduccionales en él o interacciones con otras
proteinas podrian cambiar la conformacion del dominio y con ello modular su funcion. NPM1 podria abrir el
“brazo” haciendo mas accesible el centro activo de la proteina al ADN vy facilitar asi el reconocimiento e
interaccion de APE1 con el sitio abasico. Una vez que APEL interaccionara con el ADN, NPM1 se disociaria
permitiendo que el brazo rodease el ADN estabilizando el complejo. La falta de influencia de NPM1 sobre la
unién con el producto se podria deber a su incapacidad de competir por APE1 una vez el complejo APE1-

ADN estable se forme.

6. CONCLUSIONES
APE1 es una endonucleasa con gran afinidad por sitios abasicos en el ADN, lo que parece estar directamente

relacionado con su alta actividad. Nuestros resultados permiten concluir que NPM1, al interaccionar con APE1,
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aumenta atn mas la afinidad de APE1 por un sitio abasico en el ADN, no viéndose lo mismo con el producto.
Por otro lado, NPM1 contrarresta la tendencia de APEL por unirse a sitios no abasicos del ADN, lo que se
supone que genera una mayor concentracion habil de APE1 aumentado también su actividad sobre los sitios

abésicos. La combinacion de estas acciones de NPM1 explicaria que favorezca la actividad catalitica de APE1.

Queda por dilucidar el mecanismo exacto por el cual NPM1 ejerce su modulacién, descartandose la formacién
de un complejo ternario que module la unién de APEL al ADN. NPM1 podria ejercer su regulacién modulando
la conformacion de la region N-terminal de APEL. Se sugiere continuar la investigacion teniendo en cuenta la
conformacion que adopta dicha region en cada momento del ciclo de incision, tanto en el momento de

asociacion como tras la incision.
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