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Listado de abreviaturas

La siguiente lista describe el significado de diferentes abreviaturas y acrénimos
utilizados a lo largo del texto de estatesis.

ACD: “Ancient Conserved Domain” (Dominio ancestral conservado)

ACDP: “Ancient Conserved Domain Protein” (Proteina de dominio ancestral conservado)
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

ADPNP: Adenosina 5-(B, y-imido) trifosfato

AMP: Adenosin monofosfato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AP: “Adaptor protein” Proteina adaptadora de clatrina

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

A.U: “Asymmetric Unit” (Unidad Asimétrica)

BSA: “Bovine serum albumin” (Albimina de suero bovina)

CBS: Cistationina B-sintasa

CDK: “Cyclin-dependent kinase” (Proteina kinasa dependiente de ciclina)

CNBD: “Cyclic nucleotide binding domain” (Dominio de unién a nucleétidos ciclicos)
CNGC: “Cyclic Nucleotide Gated Channel” (Canal regulado por nucleétidos ciclicos)
cNMP: “Cyclic Nucleotide MonoPhosphate” (Nucleétido ciclico monofosfato)

CNNM: “Cyclin and CBS domain divalent metal cation transport mediators”

CNT: “Connecting tubule” (Tubulo de conexién)

CV: “Column Volume” (Volumen de columna)

DCT: “Distal Convoluted tubule” (Tubulo contorneado distal)

Dmax: Distancia méxima

DSP: Dual-specificity phosphatase (fosfatasa de especificidad dual)

DTT: Ditiotreitol
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DUF21: “Domain of Unknown Function 21” (Dominio de funcién desconocida 21)
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GST: Glutation-S-transferasa

HCN: “Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels” (Canales activados por
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inmovilizado)
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ITC: “Isothermal Titration Calorimetry” (Titulacién calorimétrica isoterma)
JS: “Jalili syndrome” Sindrome de Jalili
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MagT1: “Magnesium transporter subtype 1”
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MRS2: “Mitochondrial RNA splicing 2”
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Resumen

El magnesio (Mg#), segundo cation intracelular mas abundante después del potasio
(K*), es un i6n imprescindible en funciones vitales como la neurotransmision, la
proliferacion celular o la actividad enzimatica. Este papel biolégico trascendental exige
una homeostasis cuidadosamente regulada, en la que participan un ndmero aun
indeterminado de proteinas. De todas ellas, una de las familias menos estudiadas es la
de los factores homeostaticos CNNM (“Cyclin and CBS domain divalent metal cation
transport mediators”), inicialmente bautizados como Ancient Domain Proteins (ACDPs).
Los CNNMs incluyen cuatro miembros (CNNM1-CNNM4) que presentan un patron de
expresion ubicuo, exceptuando CNNM1 que es predominante en el cerebro. La relevancia
biolégica de estas proteinas se hizo visible al descubrir que una deficiencia en su
actividad, debida a la presencia de mutaciones, estaba ligada al desarrollo de diferentes
patologias hereditarias de escasa prevalencia y origen recesivo, como la
hipomagnesemia familiar dominante (CNNM2), o el sindrome de Jalili (CNNM4). Estudios
mas recientes han revelado suimplicacion en enfermedades de alta prevalencia, como el
Alzheimer, el céncer, la infertilidad, o deso6rdenes neuropsiquiatricos como la
esquizofrenia asociados a un desarrollo anémalo de las estructuras cerebrales. Entre los
hallazgos mas llamativos se encuentra la habilidad de los CNNMs de interaccionar con
tirosina fosfatasas de la familia PRL (Phosphatases of the regenerating liver), reconocidos
marcadores de oncogénesis y metastasis. La formacion de estos complejos induce un
aumento de la concentracion intracelular de Mg?*, que es aprovechada por las células
tumorales tumores para proliferar e invadir otros tejidos, aunque los mecanismos
moleculares implicados en este proceso se desconoci an hasta ahora.

Estructuralmente, los CNNMs son proteinas complejas e intrinsecamente dinamicas,
sujetas a drasticos cambios conformacionales inducidos por la unién de fosfonucle6tidos
e iones Mg?*. Su estructura multimodular incluye cuatro regiones independientes bien
diferenciadas, unidas por largos segmentos peptidicos desestructurados y
presumiblemente flexibles. Estas caracteristicas han convertido tradicionalmente su
cristalizacion y posterior andlisis estructural en un gran desafio. El extremo N-terminal de
los CNNMs es mayoritariamente extracelular, e incluye una unica hélice transmembrana
seguida de una region rica en laminas p. La region transmembranosa que se encuentra a
continuacion, denominada dominio DUF21 (Domain of unknown Function-21), contiene
tres o cuatro a-hélices, que algunos autores han considerado insuficientes para formarun
poro iénico a través de la membrana. El extremo C-terminal del dominio DUF21 conecta
através de una larga a-hélice (hélice HO) con el primer médulo intracelular, denominado

maodulo Bateman, que a su vez esta constituido por dos motivos Cistationina f#sintasa (o



Resumen

dominios CBS). A continuacién del mdédulo Bateman, se encuentra el dominio cNMP
(cyclic nucleotide monophosphate domain) cuya funcion sigue siendo una incégnita, a
pesar de que susecuencia de amino acidos muestre cierta similitud con dominios de union
a nucledtidos ciclicos monofosfato (CNBDs, cyclic nucleotide binding domains).
Finalmente, el extremo C-terminal incluye una amplia regién, probablemente
desestructurada, conocida como cola C (C-tail) , cuya longitud varia significativamente
entre los diferentes miembros de la familia CNNM.

La naturaleza intrinseca de los CNNMs, con regiones transmembranosas y
fragmentos flexibles intra e intermodulares a lo largo de su cadena polipeptidica, ha
impuesto enormes limitaciones para la realizacion de estudios cristalograficos desde su
descubrimiento en el afio 2003. Los primeros éxitos se obtuvieron aislando el médulo
Bateman de CNNM2 de ratén, cuya estructura cristalina fue elucidada en el afio 2014.
Esta estructura demostré la capacidad de este dominio de auto asociarse y formar
dimeros estables con forma de disco conocidos como maodulos CBS, que unen ATP de
manera Mg?*-dependiente. Los resultados obtenidos permitieron ademas, conocer el
efecto del ATP, que sin necesidad de hidrolizarse, induce un cambio conformacional en
el modulo CBS haciéndolo progresar desde una conformacion alabeada (“twisted”) a otra
aplanada (“flat”), al unir el nucledtido. Este cambio estructural, que afecta a la orientacion
de la hélice HO que une la region citoplasmatica con la region transmembranosa, permitio
postular por primera vez el posible mecanismo por el que el médulo Bateman actla de
sensor intracelular de la concentracion de Mg?*, y regula su transporte a través de la
membrana.

Esta tesis doctoral recoge una caracterizacion estructural y biofisica de la regién
intracelular de los factores homeostaticos del transporte de Mg?*, CNNM2 y CNNM4, asi
como de sus complejos con la fosfatasa PRL-1. Los resultados obtenidos no permiten
establecer todavia cudal es la funcién biolégica de los CNNMs, pero aportan la mayor
informacion estructural sobre esta familia de proteinas y el modelo tridimensional mas
detallado para llegar a disefiar drogas que modulen su actividad. Asimismo, permiten
responder a algunas de las preguntas surgidas en diferentes estudios por parte de
diferentes autores, como por ejemplo: 1) ¢por qué los CNNMs dependen del cation Mg?*
para unir ATP?; (2), ¢ Qué papel desempefia cada uno de los dominios intracelulares en
la funcion general de los CNNMs?; (3) Qué estructuratienen?; (4) ¢ Cuales son las bases
estructurales de la interaccién oncogénica que establecen con las fosfatasas de la familia
PRL?; (5) Qué estrategias podrian seguirse para modular la actividad de estos factores
homeostéticos farmacol6gicamente; (6) ¢, Podria hacerse de forma especifica?
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Introduccién

11. HOMEOSTASIS

La homeostasis (del griego 6uoiog hémoios, ‘igual’, ‘similar’, y otdoig stasis, ‘estado’,
‘estabilidad’), es la capacidad que posee un organismo, érgano, tejido o célula, de
mantener estables las condiciones de sumedio interno dentro de unos limites concretos,
compensando para ello los cambios que se producen en el entorno exterior en el que
vive y sedesarrollal. La homeostasis es posible gracias a la intervencién de maquinarias
moleculares complejas, en sumayoria proteinas, que regulan y permiten el intercambio
de materia y energia con dicho medio exterior. Entre los parametros sujetos a
homeostasis, se encuentran, por ejemplo, la presion arterial, la frecuencia respiratoria,
los niveles de glucosa en sangre, la temperatura, el pH, o la concentracion de iones.

Este Ultimo proceso se conoce como como homeostasis idnica.

1.2. TRANSPORTE DE IONES Y MOLECULAS A TRAVES DE LAS
MEMBRANAS CELULARES: Canalesy transportadores

Las membranas celulares tienen la mision de preservar la composicion interna de la
célula dentro de unos rangos estrictos que son compatibles con la vida. Una de las
principales propiedades que permite el control de estos parametros, reside en la
permeabilidad de dichas membranas, que actia de barrera e impide la libre difusion de
los solutos (moléculas e iones), y solo permite su transporte de forma selectiva, a modo
de filtro. Estetransporte de solutos se clasifica habitualmente en funcion de si el proceso
no necesita energia (transporte pasivo)?, o si por el contrario, requiere de un
consumo energético (transporte activo)?3.

En el transporte pasivo, los iones se mueven a favor de un gradiente que aporta la
fuerza de conduccion para el movimiento. Dicho gradiente puede ser quimico o
electroquimico. El gradiente quimico es debido, exclusivamente, a la diferencia de
concentracion de iones a ambos lados de la membrana. En cambio, el gradiente
electroquimico combina diferencias en concentracion (componente quimica) con
variaciones en la carga eléctrica (componente eléctrica)?El transporte pasivo se
subdivide, a su vez, en cuatro tipos diferentes:

(1) Difusion simple o difusion pasiva: representa el mecanismo de transporte mas
simple que permite a una molécula atravesar la membrana plasmatica. La molécula
simplemente se disuelve en la bicapa de fosfolipidos de la membrana, difunde a través
de ella, y posteriormente se disuelve en la soluciéon acuosa que esta situada al otro lado.

Este proceso no requiere la intervencién de ninguna proteina, y la direccion de
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transporte siempre viene determinada por las concentraciones relativas de la molécula
en el interior y en exterior de la célula. La difusion de la molécula transcurre hasta que
se alcanza un equilibrio de concentracion a ambos lados de la membrana. Una
caracteristica importante de este tipo de transporte, es que no es selectivo, y siempre
tiene lugar a favor de gradiente. Solo pueden realizarlo moléculas pequefias
hidrofébicas, gases como el oxigeno (O2) y el didéxido de carbono (CO2), y pequefias
moléculas polares pero sin carga, como el H20 o el etanol. No son susceptibles de este
tipo de transporte moléculas grandes polares, con carga o sin ella, como la glucosa, o
los aminoacidos, o iones (con carga) como H*, Na*, K*, y Cl. Estos solutos son
incapaces de disolverse en la bicapa lipidica y no pueden atravesar la membrana. Para
ello, requieren la ayuda de proteinas especificas que ofrecen otros mecanismos de
transporte?.

(2) Difusion facilitada: La difusién facilitada comparte con la difusion pasiva el hecho
de que las moléculas se mueven siguiendo la direccion determinada por su
concentracion relativa en el interior y en el exterior de la célula (de mayor a menor
concentracion). Este tipo de transporte no requiere energia, y a diferencia de la difusion
pasiva, permite el traslado de moléculas que no son capaces de disolverse en la
membrana lipidica. Ante esta incapacidad, el transporte es realizado por proteinas
embebidas en las membranas celulares. Estas proteinas se clasifican en dos tipos:
carriers y channels (canales).

Los carriers son proteinas que unen y transportan selectivamente pequefias
moléculas (azUcares, amino&cidos y nucledsidos) a través de las membranas. Los
canales son proteinas integrales de membrana que abren y cierran poros en la bicapa
lipidica, a través de los cuales es posible una translocacion fisica de iones o moléculas,
que difunden libremente si poseen el tamarfio y la carga adecuadas. El movimiento de
los iones a través de estos poros se produce siempre a favor del gradiente
electroquimico® (Fig 1.1.). Una caracteristica importante de los canales es que facilitan
una difusion mucho mas rapida que la de los carriers y son muy selectivos en el tipo de
molécula o i6n que transportan, delimitando el tamafio y las caracteristicas del poro que
forman. Los canales adoptan distintos estados conformacionales (abierto o cerrado),
gue son transitorios (no permanecen constantemente abiertos o cerrados).

Los canales i6nicos se clasifican en funcién de como se regula su apertura. Si
ésta estd modulada por cambios en el potencial de membrana (La distribucién desigual
de cargas a ambos lados de una membrana biol6gica, genera una diferencia de
potencial que se conoce con el nombre de potencial de membrana®*), se considera que
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el canal es dependiente de voltaje (voltaje-gated channels)**>. Si la apertura depende
de la unién a una pequefia molécula (como por ejemplo, neurotransmisores o segundos
mensajeros intracelulares), el canal se denomina dependiente de ligando (ligand-gated
channels)®®°. La capacidad de apertura-cierre de los canales, permite a la célula regular
los gradientes idnicos a través de sus membranas y alterar el potencial electroquimico
de las mismas’°. Generalmente, los canales se asocian formando entidades
oligoméricas en las que cada subunidad aporta un numero variable de hélices
transmembranosas, que en conjunto permiten la formaciébn de un poro en la
membrana®” 1!, Ejemplos de canales i6nicos, son los canales de Na* dependientes de
voltaje, que desempefian un papel fundamental en la fase de despolarizacion durante
el potencial de accion*? (Fig.1.1.). Cuando la neurona recibe un estimulo, los canales de
Na* se abren, permitiendo que los iones accedan a favor de gradiente al citoplasma
celular. Como consecuencia, el potencial de membrana varia y se hace positivo,
proceso que se denomina despolarizacién!?. Cuando la despolarizacion alcanza cierto
valor umbral, se produce lo que se denomina potencial de accién (cambios en el
potencial de membrana que se propagan a lo largo de la superficie de una célula)*2.

(3) Filtracién: La filtracién consiste en el movimiento de solutos a través de las
membranas debido a la presion hidrostatica que se genera en el medio, por ejemplo
generada por el sistema vascular. Este tipo de transporte esta delimitado tanto por el
tamario de los solutos, como por el de los poros de la membrana.

(4) Osmosis: es un tipo de difusion simple, que suele referirse exclusivamente al

movimiento de moléculas de agua a traves de una membrana permeable.

En el transporte activo, el movimiento de los solutos transcurre en contra de
gradiente de concentracion (es decir desde una zona de baja concentracion, a otra de
mayor concentracion) o de los gradientes electroquimicos, lo que exige consumo
energético® (Fig. 1.1.). EIl transporte activo es llevado a cabo por proteinas
especializadas denominadas transportadores i6nicos. La energia esencial para el

transporte activo puede provenir de dos fuentes: (i) la hidrélisis de ATP (transporte activo
primario) y (ii) de un gradiente electroquimico, (transporte activo secundario).

Los transportadores activos primarios, también denominados bombas, acoplan
directamente el transporte de un i6n a la hidrélisis de ATP313, Una de las bombas mejor
caracterizadas es la bomba Na*- K*-ATPasa, que transporta activamente 3 iones sodio
(Na*) al compartimento extracelular intercambiandolos con 2 iones potasio (K*) que se

15



Introduccién

desplazan hacia el interior del citosol***** (Fig.1.1.). Este bombeo continuo de iones
permite mantener el potencial de membrana en la célula®*4.

Los transportadores activos secundarios acoplan el movimiento de un ién en contra
de su gradiente electroquimico, al movimiento de otro ién a favor del gradiente3. Este
mecanismo es utilizado, por ejemplo, por el cotransportador Na*-K*-2ClI- ¢ (Fig 1.1.).

En funcion del nimero de iones y la direccion en que son transportados, las

proteinas encargadas del transporte activo de iones (tanto primario como secundario)
pueden subdividirse en:

(i) Cotransportadores, que desplazan ambos iones en la misma direccion (por
ejemplo el cotransportador Na*-K*-2Cl- 1¢);

(i) Intercambiadores, (exchangers) que desplazan los iones en direcciones
opuestas (por ejemplo, el intercambiador Na*/H* **) (Figl.1.).

Fgura.l.l. Transporte de iones en la célula. (A) Representaun canalde Na*donde elionse desplazaa
favor de gradiente (transporte pasivo). (B) Representacion de la bomba Na*-K*-ATPasa que intercambia
3Na*y 2K* mediante |a hidrolisis de ATP (intercambiador, transporte activo primario). (C) Representacion
del transportador Na*-K*-2CI- que transporta tres iones diferentes enla mismadireccion (cotrans portador,
transporte activo secundario).

1.3. EL MAGNESIO

El magnesio, elemento de nimero atdmico 12 en la tabla periddica, es un metal
alcalino-térreo del grupo 2, esencial para la vida de todos los organismos conocidos. La
alta densidad de carga de suforma i6nica (Mg?*) favorece que al ser disuelto en agua,
se rodee de varias esferas de solvatacion!®. El radio i6nico del Mg?* en su estado
hidratado es aproximadamente cuatrocientas veces mayor que cuando esta desprovisto
de su esfera de solvatacion. Esta caracteristica lo diferencia de otros cationes

abundantes en el cuerpo humano como el sodio (Na*) y el calcio (Ca?*), cuyo radio
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hidratado es veinticinco veces mayor que el deshidratado, o el potasio (K*) que es solo
cuatro veces mayor819, Esta caracteristica explica muchas particularidades del Mg?*,
como su comportamiento antagonista al del Ca?*, que presenta la misma carga®. Por
ejemplo, la incapacidad de perder facilmente su esfera de solvatacion hace que el Mg?*
seaincapaz de atravesar los poros de canales estrechos que son faciimente accesibles
para el Ca?* 81 Por ello, se ha postulado que las proteinas que transportan Mg®* deben
ser capaces de reconocer el cation hidratado, despojarle de su cubierta de hidratacion
y hacerlo atravesar la membrana'®®2122 | os mecanismos de transporte de Mg?* a
través de las membranas celulares no se han estudiado tan exhaustivamente como los
de otros cationes como el Na* o el K*. Una de las razones es el desconocimiento de la
identidad de los actores moleculares implicados. Enlos Ultimos afios se han conseguido
identificar algunas de estas proteinas, tanto en células procariotas*?*25, como en
células eucariotas?126-2°,

1.3.1. Homeostasis del Mg?* en células procariotas.

En los organismos procariotas, el Mg* juega un papel critico, actuando como
cofactor en gran variedad de reacciones enzimaticas, asi como en la replicacion del
ADN vy la sintesis de proteinas®. Representa también un componente esencial en la
pared celular de bacterias Gram positivas, ya que participa en la sintesis del
peptidoglicano®!. Es conocida la conexion entre la homeostasis del Mg?* y la virulencia
de patdgenos como Yersinia pestis (agente causante de la peste)®, Shigella flexneri
(causante de diarreas en humanos)?® Pseudomonas aeruginosa (patégeno oportunista
en individuos inmunodeprimidos que infecta principalmente las vias respiratorias y
urinarias)®*, Salmonella entérica (bacteria gram negativa causante de la epidemia de
cocoliztli de 1576 que mat6 al 80% de la poblacién azteca)35, o Erwinia carotovara (que
infecta numerosas hortalizas y verduras)?*.

1.3.1.1. Moléculas que median el transporte de Mg?* en células

procariotas.

Hasta la fecha, se han identificado cuatro familias de proteinas implicadas en el
transporte de Mg?* en organismos procariotas: (i) el sistema de transporte CorA, que
engloba las proteinas CorA, CorB, CorC y CorD?; (ii) el sistema MgtA y MgtB/C38; (iii)
el canal MgtE®®; y (iv) el factor de tolerancia al Mg?* SA06574°. Detodas estas moléculas,
las méas exhaustivamente estudiadas son los canales Mgt y CorA, que facilitan la
entrada de Mg?* en bacterias!. El conocimiento de la estructura cristalina de ambos
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canales ha permitido avanzar en el conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en el transporte de este cation.

CorA

El transporte de Mg?* mediado por la proteina CorA (bautizada a partir de su
descubrimiento en bacterias mutantes resistentes a Cobalto (Co?")** es el mas
exhaustivamente estudiado de entre todas las proteinas identificadas en el transporte
de Mgt CorA es el canal principal de Mg?* en células procariotas y se encuentra
codificado por aproximadamente la mitad de los genomas procariotas secuenciados,
tanto en eubacterias como en arqueobacterias**. CorA media la entrada de Mg?* en las
bacterias, aunque también se ha sugerido que mantiene la concentracion intracelular de
Co* en organismos termofilos**. De forma anéloga al canal MgtE (descrito mas
adelante), CorA utiliza el gradiente electroguimico a través de la membrana
citoplasmatica para transportar sus sustratos??. Ello ha hecho que se le considere mas
un canal que un transportador“6. Esta dependencia del potencial de membrana hace
gue el transporte de iones que promueve se vea influenciado por cambios externos en
el pH o por fluctuaciones en la concentracion de otros iones.

CorA es junto con MgtE el Unico transportador primario de Mg?* cuya estructura
cristalina se conoce en su totalidad en presencia*®*” y en ausencia de cationes
divalentes (Mg?* y Ca?*)*49, La proteina esta constituida por una gran region N-terminal,

conectada con una region C-terminal de menor tamafio a través de una larga o.-hélice.

La region C-terminal contiene dos hélices transmembranosas. Para ser funcionalmente
activo, CorA se asocia consigo misma formando homopentameros con forma de
embudo (Fig. 1.2), que en total contienen 10 segmentos transmembrana. La unidad
funcional forma un poro central que atraviesa la membrana y alcanza la region
intracelular*4” (Fig. 1.2). La estructura cristalina revel6 que los cationes se unen tanto
al poro central como a la region intracelular. Esta Ultima presenta regiones ricas en
residuos acidos que se sitlan entre las diferentes subunidades“®4’ (Fig. 1.2). La union
de Mg?* aregiones acidas modula la actividad del canal!. En cada subunidad hay cinco
sitios de union a Mg?*. Al unirse, los iones Mg?* aumentan el nimero de contactos entre
subunidades y estabilizan la conformacion cerrada del canal 2.
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Fgura 1.2. Estructura del canal procariota CorA. Dos vistas de la estructura full length del canal CorA
en su conformacion cerrada. La presencia de atomos de Mg?* (Esferas verdes) unidos en las interfaces
entre subunidades (cian, magenta, rosa,amarillo y verde respectivamente) incrementa los contactos entre
las mismas, reduciendo el tamafo del poro e impidiendo la entrada de Mg?. TM quiere decir
Transmembrana.

En presencia de Mg?*, el poro es demasiado estrecho para permitir la entrada de
iones*®59, Aunque el mecanismo exacto de apertura o cierre sigue siendo desconocido,
se ha descrito que la selectividad de CorA por Mg?* se debe a un motivo conservado
Gly-Met-Asn (GMN) localizado en la entrada del poro. Este motivo es capaz de

reconocer el ion Mg?* con seis capas de hidratacion*°,

CorB, CorCy CorD.

Los genes que codifican las proteinas CorB, CorCy CorD fueron identificados en un
cribado genético de mutantes que conferian resistenciaal Co?* enla bacteria Salmonella
typhimurium *. Aunque ha sido ampliamente demostrado que CorA media la entrada
de Mg?+6.4850  también se ha postulado que pueda mediar el eflujo de este ion®". Este
proceso requiere la expresion de al menos una de las proteinas CorB, CorC o CorD *.

CorB y CorC muestran una alta homologia de secuencia de aminoacidos entre si.
Ambas proteinas poseen un par de motivos CBS (cédigo PFAM 00571) seguidos de un
dominio conservado CorC_HIyC (codigo PFAM PF03471). CorB contiene, ademas, una
region transmembranosa denominada DUF21 (por sus siglas en inglés “Domain of
Unknown Function 217, cédigo PFAM: PF01595). Las estructuras cristalinas del médulo
Bateman (Cdédigos PDB 4HGO, 5YZ2, 3NQR, 3JTF) y del dominio CorC_HIlyC (Cédigos
PDB 2PLI, 2PLS, 2R8D) han sido resueltas de forma independiente, aunque no se han
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reportado las publicaciones correspondientes asociadas a dichas estructuras salvo en
el caso de la estructura con codigo PDB 5YZ2. Esta entrada describe el médulo
Bateman de CorC unido a AMP. El nucleétido muestra dos conformaciones alternativas
C2 y C3-endo®%2, Se ha propuesto que el dominio CorC-HIyC, presente en algunos
intercambiadores de Na*/H*, esta implicado en la regulacion de la actividad y en la
modulacién de la entrada de iones®3.

MgtA, MgtB y MgtC

La primera evidencia de la existencia de estos genes fue publicada en 197243, Se
identificaron como un sistema de entrada de Mg?* en Escherichia coli y en Salmonella
typhimurium. La bacteria S. tiphimurium ademas de CorA presenta otros dos loci
relacionados con el transporte de Mg?*: mgtAy mgtBC?2. El locus de MgtA codifica para
un Unico gen, mientras que el locus de mgtBC codifica para dos genes diferentes, MgtC
y MgtB?225, MgtA y MgtB son proteinas pertenecientes a la familia de P-ATPasas® que
utilizan ATP para transportar el Mg? en contra de gradiente. Son por tanto,
transportadores activos primarios. Curiosamente, estas ATPasas tiene menor
homologia con otras P-ATPasas procariotas (alrededor del 25%) que con las P-
ATPasas de mamiferos (alrededor del 50%) como la Ca-ATPasa presente en el reticulo
sarcoplasmico®°, Tanto el locus de MgtA como el locus de mgtBC estan regulados por
el sistema de transduccién de sefales de dos componentes PhoPQ, que es un
importante factor de virulencia en Salmonella sp.%%". PhoQ es un receptor de Mg?* unido
a la membrana®. Cuando la concentracion de Mg?* extracelular disminuye, el Mg?* que
se encuentra unido a PhoQ, se disocia activando a la proteina, que fosforila, y por tanto
activa, al factor de transcripcion PhoP que regula la transcripcion de mas de 40 genes
entre los que se encuentran MgtA y MgtB/C?225%8, Por tanto, es necesaria una
concentracion baja de Mg?* extracelular para que se sobreexpresen MgtA y MgtB2225,
Por otro lado, aunque se postul6 inicialmente que MgtC mediaba el transporte de Mg?*,
actualmente se sabe que es un factor de virulencia en Salmonella®:°.

MgtE

La proteina MgtE fue identificada a mediados de los afios 90 por Maguire y
colaboradores, buscando genes que restablecieran el transporte de Mg?* en la cepa de
Salmonella typhimurium MM281, la cual carece de los mecanismos de transporte CorA,
MgtA y MgtB®°. Posteriormente, ademas de en Salmonella sp, se identificé en un amplio
rango de bacterias Gram positivas y Gram negativas®-¢. MgtE es el segundo canal de

Mg?* mas abundante en procariotas después de CorA y su mecanismo de transporte,
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asi como su estructura cristalina, han sido descritos®-63. Estructuralmente, cada
subunidad de MgtE contiene una region N-terminal intracelular de funcion reguladora, y
una region C-terminal embebida en la membrana plasmatica que forma el poro de paso
de los iones. MgtE se asociaen homodimeros (Fig 1.3). Cada monémero aporta cinco
hélices transmembrana, que sumanun total de diez hélices, andlogamente a la proteina
CorA*47 (Fig 1.2). La region citosélica incluye dos dominios: el primero, denominado
dominio N, est& situado en el extremo N-terminal y forma una super hélice de diez
hélices a (Fig 1.3). Este dominio es estructuralmente homologo al dominio soluble de
FIiG, un componente del flagelo bacteriano®. A continuacion del dominio N hay dos
motivos CBS (también denominado médulo Bateman®®(Fig 1.3), que en linea con la
dimerizacion global de la proteina, forman una estructura dimérica con forma de disco
conocida como modulo CBS®¢ de disposicion paralela (los extremos N y C terminal de
maodulos Bateman complementarios apuntan hacia el mismo extremo)®”:¢8 (Fig 1.3.). La
estructura cristalina de la proteina completa (full length) de MgtE de Termus thermofilus
(TmMgtE) fue resuelta en 2007 por Hattori y colaboradores®®.

Espacio
extracelular
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helix

&
Bateman

Modulo Bateman Moédulo CBS

Figura 1.3. Estructura del canalde Mg?* procariota MgtE. Figura adaptada de Tomita et al.® (Izquierda)
Estructura full length del canal de Mg?* MgtE en presencia de ATP. Este canal forma dimeros (una
subunidad se muestra en colores y la otra en gris claro), donde cada monémero contiene un domino N
terminal (en verde), un moédulo Bateman (magenta, formado por los motivos CBS1 y CBS2
respectivamente), una hélice de conexion (connecting hélix, en color aguamarina) y 5 hélices
transmembrana (hélices TM, en azul). La moléculade ATP unida se representaen verde, y los iones Mg 2*
es esferas verdes. (Derecha) Estructura del médulo CBS (dimero de médulos Bateman) del canal MgtE. Un
ma&dulo Bateman se representa en magenta, yel complementarioen gris claro. Elmédulo CBS de MgtE es
paralelo, es decir,los motivos CBS1y CBS2 se enfrentan con sus respectivos com plementarios. El médulo
Bateman de MgtE une ATP en lacavidad S1 (un ATP se representaenverde y el complementario en gris

claro).

La region intracelular aislada fue elucidada en este mismotrabajo tanto en presencia

como en ausencia de Mg?*. Por cada mondmero de MgtE se observaron seis atomos

21

uewajeg



Introduccién

de Mg?* unidos (Fig 1.3). El estudio comparativo de las formas apo y holo, junto conun
estudio de dinamica molecular® reveld que la unién de este cation a la region citosdlica
de la proteina estabiliza una conformacion cerrada del canal. Los autores concluyeron
gue la region citosdlica formada por un modulo CBS actlia como un sensor que regula
la entrada de Mg?* en la bacteria. Estudios posteriores demostraron que la uniéon de
Mg?* ala region citosolica de MgtE conduce al cierre del canal®?.

En 2017, Tomita y colaboradores® demostraron que MgtE une ATP en el médulo
Bateman de forma analoga a otras proteinas que contienen este dominio®¢"70, Se
demostré que la union de ATP a MgtE es critica para aumentar su afinidad por Mg?* y
situarla en el rango fisiolégico del i6n. La unibn de ATP, por tanto, modula la
estabilizacion de la conformacion cerrada del canal, (Fig 1.4.) y le permite actuar como
un sensor de Mg?* en la célula a una concentracion intracelular definida de iones Mg?*.
Usando técnicas de electrofisiologia, los autores demostraron que concentraciones de
ATP > 3mM inhibian el transporte de Mg?* completamente, y que MgtE es un canal
dependiente de ligando (Fig.1.4.)
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Figura 1.4. Esquema del mecanismo de transporte a través de MgtE. Figura adaptada de % La unién
de ATP (amarillo) yMg?* (esferas verde claro) alaregién intracelular de MgtE (el ATP se une alos dominios
CBS) provoca un cambio conformacional el cual se transmite al poro y hace que se cierre el canal y por
tanto deje de entrar Mg?*. La region transmembrana (TM) se representa en azul, los dominios CBS en
magentay el dominio N en verde.

Factor de tolerancia al Mg2* SA0657

En el afio 2014 un estudio revel6 que la tolerancia a altas concentraciones de Mg?*
variaba en funcion del organismo procariota™. Asi por ejemplo, el crecimiento de

Salmonella typhimurium se inhibe a concentraciones de Mg?* en el medio de 285mM,
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mientras que el patbgeno oportunista Staphylococcus aureus tolera concentraciones de
Mg?* en el medio de hasta 770mM™. Mediante anotacién gendmica (atribuir funcion
biolégica a secuencias de ADN"?) se mostrd que S. aureus presenta un gen similar a
mgtE (SA0867), dos genes relacionados con corA (SA0657 y SA0780) y dos genes
homadlogos al gen identificado en Salmonella corB (SA0657 y SA0780), ninguno de los
cuales habia sido estudiado®. De estos genes el Unico estudiado ha sido el gen SA0657,
gue es el responsable de la alta tolerancia al Mg?* de S. Aureus, por lo que se ha
propuesto que media la extrusion de Mg?* de la célula*. La proteina SA06576 contiene
una region transmembrana DUF21 seguida de un mdédulo Bateman y un dominio CorC-
HIlyC* de la misma manera que sus homélogo en Salmonella CorB y CorC3"%3, Se
demostré, que el médulo Bateman es clave en la tolerancia a los iones Mg?* 4° como
ocurre en el canal MgtE®® o en los canales de cloruro (CI) de la familia CLC™. Estos
trabajos llevaron a postular que S. aureus mantiene la homeostasis del Mg?* a través de
la entrada de cationes mediada por CorA'y MgtE y una posible extrusion mediada por
SA06574.

1.3.2. Homeostasis del Mg2* en organismos eucariotas.

El transporte de Mg?* en células eucariotas ha sido mucho menos estudiado que el
de bacterias. El esfuerzo experimental realizado a lo largo de los ultimos veinte afos,
ha permitido identificar algunas de las proteinas implicadas en la homeostasis de este

cation en levaduras, plantas y mamfiferos:
1.3.2.1. El Mg?*en las plantas.

El Mg?* es un nutriente esencial para el crecimiento de las plantas. Es necesario en
el proceso de fotosintesis, en la activacion enzimética y en la sintesis de acidos
nucleicos y proteinas™ 7. Los tejidos vegetales necesitan mantener concentraciones
altas de Mg?*, (en el rango milimolar)”®, ya que los procesos de crecimientoy desarrollo
se inhiben cuando disminuye su concentracion’’. Ello se consigue gracias a sistemas
de transporte eficientes en el consumo, almacenaje y translocacion de este cation
esencial ’®. ElMg?* obtenido por las plantas depende principalmente de la concentracion
gue haya en el suelo’. En las células vegetales, excepto un 5-10% que se une a la
pectosa que forma parte de la pared celular, la mayoria del Mg?* se transporta al interior
celular, principalmente en forma de MgATP, o Mg-clorofila™®. En la célula, los
cloroplastos’®, las mitocondrias® y las vacuolas contienen concentraciones de Mg mas
altas que el citosol® (Fig.1.5.). Para intercambiar Mg entre los diferentes
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compartimentos subcelulares es necesaria la presencia de transportadores
especializados como los que describimos a continuacion’®:

MGT

MGT (también denominada MRS2) representa la familia mas estudiada de
transportadores de Mg?* en plantas’. Esta familia ha sido identificada en diferentes
especies y su actividad estarelacionada con el crecimiento de raices, la fotosintesis en
las hojas, el desarrollo del polen y la respuesta al estrés abiético®-% (Fig.1.5). La familia
MGT es homoéloga del canal de Mg?* bacteriano CorA, aunque también puede
transportar Ni?*, Co?*, Fe?*, Mn?* y Cu?* 76, Su afinidad por Mg?* es mucho mas alta que
por los otros cationes divalentes. La selectividad por el Mg?* se debe a la presencia de
un motivo conservado GMN también presente en CorA, que actla de filtro en la entrada
del poro®.

AtCNGC10

AtCNGC10 es un canal de Mg?* que fue identificado en las raices de Arabidopsis, y
pertenece a la familia de canales activados por nucleétidos ciclicos (CNGC por sus
siglas en inglés “Cyclic Nucleotide Gated Channel”)">88, Este canal media la entrada de
Mg?* en el meristemo®® (Fig.1.5). A diferencia de los MGTs, su especificidad por Mg?*
no es alta y también transporta otros iones como K*, Ca?*y H* 78,

AtMGT10
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Figura 1.5. Transporte de Mg?* en plantas. Figura adaptada de Zhi chang chen et al.”®. El Mg?* en las
plantas es necesario para diferentes funciones vitales y la mayoria se encuentra localizado en
compartimentos subcelulares. Los miembros de la familia AMGT1, 5, 6 y 9 median la entrada al interior
celular. AAMGT10 introduce Mg?* al cloroplasto donde es necesario que se una ala clorofila pararealizar la
fotosintesis. AtMGT5 introduce Mg?* en la mitocondriay los miembros AMGT2 y 3 lo hacen a la vacuola.
El intercambiador AtMHX parece que extruye Mg?* de la vacuola.
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MHX

MHX, identificado en el género Arabidopsis y considerado un intercambiador de
Mg?*/H* es otro gen implicado en el transporte de Mg?* 7. Este transportador se
encuentra altamente expresado en los epitelios vasculares de la planta, lo que sugiere
un papel en la carga y recuperacion del Mg?* en el xilema (tejido vegetal lignificado de
transporte en plantas vasculares)’ ¢ (Fig,1.5.).

1.3.2.2. Moléculas que median el transporte de Mg?* en levaduras.

ALR1 y ALR2 son proteinas homologas al canal bacteriano CorA®. Fueron
denominadas asi porque cuando se sobreexpresan confieren resistencia al aluminio®.
De los dos miembros, ARL1 es el mas estudiado, y aporta el principal mecanismo de
entrada de Mg?* en levaduras, aunque también media el eflujo de este cation. ARL1 se
sobreexpresa cuando la concentracion de Mg?* extracelular disminuye y por el contrario,
se degrada cuando las concentraciones de Mg?* son elevadas®!. La primera evidencia
de que ALR1 y ALR2 transportan Mg?* fue aportada en un estudio en el que se demostro
gue la sobreexpresion de ARL1 en oocitos de Xenopus laevis, permitia detectar
corrientes dependientes de Mg?* usando técnicas electrofisiologicas®?. ALR1 y ALR2
también contienen el motivo GMN que hace de filtro selectivo para el Mg? en CorA. De
hecho, la sustitucion de la metionina del motivo por una leucina, inhibe completamente
la capacidad de transporte de la proteina®®.

1.3.2.3. Homeostasis del Mg2* en mamiferos.

El Mg**es el segundo cation més abundante en nuestras células después del potasio
(K", y participa en funciones vitales como la neurotransmisién?!, la conductancia
cardiaca® y la regulacién de la presion arterial®®. El adenosin-trifosfato (ATP), principal
fuente de energia celular, requiere estar unido a Mg?* para llevar a cabo su funcién
biologica?!°¢%’. Mas de 600 enzimas dependen de la unién a Mg* o a MgATP para ser
biolégicamente activas®*°, incluyendo aquellas que utilizan o sintetizan ATP, o las que
interaccionan con otros nucle6tidos para sintetizar ADN o ARN®8, El Mg?* es también un
cation esencial para la funcion de las ADN y ARN-Polimerasas,!%1°! y es importante en
los principales mecanismos de reparacion del ADN®71%2. Otras enzimas que requieren
Mg?* son las topoisomerasas, helicasas, exonucleasas, kinasas, ciclasas, y diversos
grupos de ATPasas. Es decir, el Mg?* es un catién necesario en la replicacion del ADN,
la transcripcién del ARN, vy la traduccion de proteinas?'. También es un importante

cofactor de enzimas implicadas en la glicolisis, ya que el MgATP es necesario para la
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actividad de hexokinasas, fosfofructokinasas, aldolasas, y piruvato kinasas®31%4, Sin
embargo, el papel del este cation divalente va mas alla de la replicacion del ADN o de
la glicolisis. Debido a que la actividad de todas las kinasas, guanilil ciclasas y adenilil
ciclasas depende de MgATP, se ha postulado que el Mg?* desempefia un papel esencial
en cada proceso celular?’. Ademas de su papel como cofactor enzimatico, también es
necesario en otras funciones celulares como por ejemplo la estabilizacion de las
estructuras terciarias del ADN o del ARN!% o la regulacion de la contraccion muscular,
proceso en el que antagoniza con el ion calcio (Ca?")%. Como se ha mencionado en
apartados anteriores, el magnesio es un nutriente mineral esencial. En la poblacion
general sana, su concentracion en suero varia entre 0.7 y 1.1mM8106
Intracelularmente, la concentracion de Mg?* oscila entre 10 y 30mM dependiendo del
tipo celular®®. Sin embargo, su concentracion intracelular como ién libre es ligeramente
inferior (0.5-1.2 mM), debido a que se encuentra mayoritariamente unido a ribosomas,
polinucledtidos y ATP1821.27.93107  Se estima que la dieta diaria de un adulto debe incluir
entre 300 y 350 mg de Mg?* 1% y fuentes ricas en este nutriente mineral son las
almendras, el cacao, las legumbres, las hortalizas de hoja verde y el pescado?.-%.

En el ser humano, la homeostasis del Mg depende del papel coordinado del
intestino, (responsable de la absorcion gruesa del Mg?* ingerido en la dieta), del hueso,
(que almacena aproximadamente un 50-60% del Mg?* total presente en el cuerpo) y del
rifidn, (que regula su excrecion por la orina). Las fibras musculares también almacenan
Mg?*, aunque en menor proporciéni®, La absorcion intestinal de Mg?* y su posterior
reabsorcion renal, se produce a través de dos vias diferentes: La (re)absorcion
paracelular, que ocurre a través del espacio inter-celular del epitelio, y la (re)absorciéon
transcelular (a través del citoplasma de las células epiteliales)®®. Ambos procesos
requieren la intervencién de canales y transportadores iénicos especializados® y se
describen con mas detalle en la seccion 1.3.2.3.3 de esta memoria, dedicada a los
transportadores de Mg?* en humanos.

1.3.2.3.1. Absorcion de Mg2* en el intestino.

El intestino es capaz de absorber entre el 30 y el 50% de una ingesta diaria de Mg?*
de 350 mg, es decir, aproximadamente 100 mg?.. Sin embargo, el proceso de absorcion
se adapta al consumo realizado. Algunos estudios muestran que este 6rgano puede
llegar a absorber hasta el 80% del Mg?* total ingerido cuando su contenido en la dieta
es bajo?!, reduciéndose significativamente a solo un 20% cuando la ingesta esta muy
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enriguecida en el cation!'®1!2, En el intestino, la absorcion de Mg?* se realiza a través
de dos vias diferentes:

() la via paracelular, responsable de la absorcion de aproximadamente el 90% del
Mg?* procedente de la dieta, tiene lugar esencialmente en el intestino delgado, donde el
Mg?* difunde de forma pasiva entre los enterocitos. Este proceso depende de un
gradiente electroquimico transepitelial. Como la concentracién de Mg?* en el suero
sanguineo varia entre 0,7 y 1 mM aproximadamente, existe un gradiente quimico de
Mg?* desde el lumen intestinal (el interior del tubo) hacia el exterior celular en contacto

con la sangre?t:27.96.112113 (Fjg. 1.6.)

(i) La via transcelular, tiene lugar en el intestino grueso (principalmente en el ciego
y en el colon) y en ella, el Mg?* se desplaza desde el lumen intestinal hasta los vasos
sanguineos que rodean el intestino, atravesando el enterocito?!2*113, En este transporte,
el Mg?* que transcurre por el interior del intestino atraviesa en primer lugar la membrana
apical (en contacto con el lumen intestinal) de las células epiteliales, y posteriormente
atraviesa el citoplasma hasta alcanzar la membrana basolateral (en contacto con la
sangre) de dichas células. Este complejo proceso, aun no bien comprendido, requiere
de la actividad de canales apicales y de transportadores basolaterales de Mg?* (cuya
identidad, aunque ha sido postulada, no se conoce con certeza)®1'? (Fig 1.6.).

Intestino delgado

Intestino Grueso

Figura 1.6. Absorcién de Mg?* en el intestino. (Izquierda) En el intestinola absorcién de iones tiene lugar
tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso. (Derecha) El Mg?* proveniente de la dieta, es
absorbido en elintestino delgado de forma paracelular, a favor de gradiente electroquimico. En elintestino
grueso, principalmente en el ciegoy el colon, el Mg?* se absorbe de formatranscelular, lo que requiere de
la presencia de canales y transportadores de Mg?* (representados en azul y magenta, respectivamentg)
localizados en la membrana apical (en contacto con el lumen del intestino), como en la membrana
basolateral (en contacto con la sangre) del enterocito. Los cationes Mg?* se representan con esferas verdes.
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1.3.2.3.2. Reabsorcién de Mg?* en el rifién.

El rifidn es el 6rgano encargado de filtrar la sangre y recuperar nutrientes, antes
de que se produzca su excrecién a través de la orina. Su unidad funcional, la nefrona,
conecta a través de una estructura globular, el glomérulo, conlos capilares sanguineos
gue derivan de la arteria renal***. El glomérulo representa la puerta de entrada a la
nefrona vy filtra, aproximadamente, 2,400mg de Mg?* diarios. También reabsorbe
selectivamente agua, distintos iones, y pequefias moléculas?'%. La reabsorcién renal
de Mg?* tiene lugar en tres regiones diferentes de la nefrona: (1) el tibulo contorneado
proximal (PT); (2) la rama ascendente gruesa del asa de Henle (TAL); y (3) el tubulo
contorneado distal (DCT) (Fig. 1.7.). Los mecanismos de reabsorcion en el tdbulo
proximal no estan muy estudiados, aunque se estima que reabsorbe un 10-25% del

Mg?* filtrado por el glomérulo mediante transporte pasivo 2.

Glomérulo

> PT

a
92

10103[60 oqnyi

Figura 1.7. Reabsorcién renal de Mg?*. En el rifidn, la reabsorcion de iones tiene lugar en la nefrona
(Izquierda). El Mg?* se filtra a través del glomérulo, y entre un 10 y un 25% es reabsorbido en el tibulo
contorneado proximal (PT), entre un 50 y un 70% se reabsorbe enla rama ascendente gruesa del asade
Henle (TAL) y aproximadamente el 10% se reabsorbe en el tibulo contorneado distal (DCT). (Derecha) En
el PTyen el TAL lareabsorcion de Mg?* es mayoritariamente paracelularyocurre a favor de gradiente. En
el DCT la reabsorcion de Mg?* es transcelulary requiere de la presencia de proteinas especializadas
(canales enrojoy transportadores en azul). Los cationes Mg?*se representan en verde.
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La rama ascendente gruesa del asa de Henle (TAL) es el segmento donde tiene
lugar la reabsorcion principal de Mg?* en la nefrona (50-70%)%115, En esta region, la
reabsorcion es mayoritariamente paracelular y depende de un gradiente electroquimico
transepitelial y de la permeabilidad de las uniones estrechas (tight juntions)® (Fig.1.7.),
gue son complejos de proteinas que forman puntos de adhesion entre células epiteliales
adyacentes y evitan el libre paso de moléculas de un lado a otro!'%!’. Estas proteinas
ayudan a mantener la polaridad celular, ya que delimitan la region apical y la basolateral
en una célula epitelial**-117,

La region que sigue al TAL se denomina tubulo contorneado distal (DCT) y
determina la concentracion final de Mg?* en la orina. EI DCT es la Ultima porcion de la
nefrona en la que se reabsorbe Mg?* (un 10% del Mg?* que se filtré por el glomérulo). A
diferencia del TAL, la reabsorcion de Mg?* en el DCT es mayoritariamente transcelular,
y esta cuidadosamente regulado por de proteinas especializadas, algunas de las cuales
aun no han sido identificadas?* (Fig.1.7.).

1.3.2.3.3. Proteinas implicadas en el transporte de Mg?* en mamiferos

En mamfiferos se han identificado ocho familias de transportadores de Mg?* (tabla

1.1.). Sin embargo, los mecanismos moleculares implicados en el transporte del ion
Mg?* siguen sujetos a debate.

TRPM6/7

TRPM6 y TRPM7 (por sus siglas en inglés “Transient receptor potential
melastatin 6/7”) son canales i6nicos permeables a cationes divalentes como Mg?*, Zn?*
y Ca?*%, Son Unicos entre los canales idnicos ya que ademas actllan como proteinas
kinasas (lo que se denomina “Chanzyme”)'8-121  Estas proteinas se asocian en
homotetrdmeros, o heterotetrameros (si se asocia con TRPM6 para formar el complejo
TRPM6/7), en los que cada subunidad contiene 6 hélices transmembranas, de las
cuales, la 5 y la 6 contribuyen a la formacién del poro. La region C-terminal se sitia
intracelularmente y contiene el dominio a.-kinasa. Como chanzimas, su funcion también
implica la protedlisis del dominio a-kinasa que se desplaza al niacleo y, mediante la

fosforilacion de histonas, regula la expresion génical??-124, TRPM7 se expresa de forma
ubicua®®* mientras que TRPM6, cuya expresion depende de la disponibilidad de Mg?*
en la dieta, lo hace principalmente en el epitelio intestinal (colon) y en el DCT del
rifion?6125, Ambas estan relacionadas con la (re)absorcion de cationes divalentes en la
membrana apical del DCT y del intestino grueso?-%. En el intestino grueso se expresan

en el lado luminal del enterocito, insertados en la membrana apical de las células del
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epitelio, y median la absorcion transcelular de Mg?* 27 (Fig 1.6). Enel DCTrenal , TRPM6
media la entrada de Mg?* a través de la membrana apical de la célula®* (Fig 1.7, 1.8.).
Las mutaciones en TRPM6 causan hipomagnesemia con hipocalcemia secundaria
(Cédigo OMIM 602014). Los pacientes presentan malabsorciénintestinal y pérdida renal
de Mg?*1?6 (Tabla 1.1.).

La estructura tridimensional de TRPM7, resuelta recientemente por crio-
microscopia electronica'?’, muestra un tetraméro que forma un poro central encargado
del paso de iones. La selectividad de TRPM7 por cationes divalentes viene determinada
por la presencia de un filtro selectivo formado por los carbonilos de una fenilalanina y
una glicina y la cadena lateral de un glutamato (motivo FGE)*?’. En el homélogo TRPM4,
gue es un canal de cationes monovalentes como el Na*'?8, el motivo que selecciona los
cationes es FGQ'?’. Se ha demostrado que la mutacion del glutamato del filtro selectivo
por una glutamina en TRPM7, otorga a éste la capacidad de transportar cationes
monovalentes'?’.

Familia SLC41

SLC41A1 , SLC41A2 y SLCA41A3, de la familia de proteinas SLC41 (por sus siglas
en inglés “Solute carrier family 41”), son homoélogos lejanos del transportador de Mg?*
procariota MgtE*?° (Tabla 1.1.). Los tres miembros de la familia muestran un patron de
expresion ubicuo, aunque SLC41A3 es especialmente abundante en el DCT, lo que
sugiere que puede tener un papel en la reabsorcion renal de Mg?* *3° (Fig 1.7., tabla 1.1.)
La familia SLC41A1-3 fue identificada por primera vez en un estudio realizado con
oocitos de Xenopus laevis. SLC41A1 y SLC41A3 mostraron corrientes en condiciones
fisiologicas de Mg?*, que llevaron a postularlos como posibles canales de Mg?* 4. En
experimentos realizados con sondas fluorescentes se demostré que SLC41A1 extruia
Mg?* de forma dependiente de Na*, es decir, es un intercambiador Na*/Mg?* 31132, En
un trabajo reciente, De Baaij y colaboradores®® generaron un raton KO de SLC41A3
gue confirma la implicacion de esta proteina en la homeostasis del Mg?*. Estos ratones
presentaban hipomagnesemia y un aumento de los niveles de ARN mensajero de
TRPM6 y SLC41A1 en el intestino®°. En este trabajo se sugiri6 qgue SLC41A3 podria
tener un papel predominante en la reabsorcion de Mg?* en el DCT** (Fig 1.8.). Otro
estudio del mismo afio, sugiri6 que SLC41A3 podria facilitar la extrusion de Mg?* en la
membrana interna mitocondrial regulando asi la homeostasis energética®. Por tanto,
solo regularia la reabsorcion renal de Mg?* de forma indirecta, lo que podria explicar por
qué el ratébn SLC41A3 KO del articulo publicado por De baaij et al. no exhibié pérdida
de Mg?* por la orina?%:139,
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Transportador de Magnesio subtipo 1 (MagT1)

MagT1 (por sus siglas en inglés “Mg?* transporter subtype 1”) es otra proteina
gue se relacion6 con el transporte de Mg?* tras observar que si se inhibia su expresion
en células de mamifero los niveles de Mg?* intracelular disminuian'®. Algunos autores
han propuesto que MagT1 es un transportador que media la entrada de Mg?* de forma
rapida en la célula, aunque se desconoce el mecanismo por el que actiia?13® (Tabla
1.1). Una de las pocas cosas que se sabe es que MagT1 forma parte del complejo
transferasa de oligosacaridos, el cual actia en la ruta de N-glicosilacion en el reticulo
endoplasmatico®**. Estd ampliamente descrito que la glicosilacion participa en el trafico
y estabilizacién de proteinas transportadoras y canales a la membrana plasmatica®®.
Actualmente se piensa que MagT1 regula la entrada de Mg?* ya que regula la correcta
localizacion de los transportadores de Mg?* en la membrana plasmatica a través de la
glicosilacion de los mismos?® (Tabla 1.1.).

MRS2 (Mitochondrial RNA splicing 2)

MRS2 es un homologo del canal de Mg?* bacteriano CorA y del canal presente
en levaduras ARL1'26, MRS2 fue uno de los primeros transportadores de Mg?*
identificados molecularmente®® y ha sido estudiado principalmente en levaduras. MRS2

constituye un canal primario de Mg?* en la mitocondria, ya que suexpresion se relaciona
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directamente con la entrada de Mg* 2° (Fig 1.8, Tabla 1.1.). En células HEK293, la
eliminacion de MRS2 conduce a una disminucion del Mg?* presente en las mitocondrias,
y posteriormente, a la muerte celulart®’. Ello sugiere que MRS2 es esencial para el
metabolismo del Mg?* en las mitocondrias?.

Otros factores homeostaticos del Mg2* en mamiferos: NIPA, MMgT y
ATP13A4

Las proteinas mencionadas en este apartado son proteinas que en algun estudio

han sido relacionadas con el transporte de Mg?* en células de mamifero. Sin embargo,
su actividad como transportadores o canales no ha sido probada.

Las proteinas NIPA (por sus siglas eninglés “Nonimprinted in Prader-Willi/Angelman
sindrome”) es considerada una familia de transportadores de Mg?* directos3®13,
aungue no hay ningun estudio sobre la cinética o selectividad por iones de este posible
transportador®. Pacientes con mutaciones en NIPA2 presentan deficiencia de Mg?* en
neuronas!*® (Tabla 1.1.).

MMgT1y MMQT2 (por sus siglas en inglés “Membrane magnesium transporter 1y
2”) son dos proteinas que también se han relacionado con el transporte de Mg?*?4. Como
son proteinas que solo contienen un dominio transmembrana se piensa que participan
como subunidades de otros canales y no como transportadores por si mismos?¢ (Tabla
1.1).

ATP13A4 es un miembro de la subfamilia de las ATPasas tipo P5 que ha sido
asociado con la regulacion de Ca?* y de Mg?* en ratones#142(Tabla 1.1.). A dia de hoy
no es una proteina bien caracterizada y no hay evidencias sobre sus sustratos
especificos?.

Claudinas

Las claudinas son una familia de 24 proteinas?'9116.143.144 " que permiten que las
uniones estrechas actlen de barrera, o de canal. La funcion de barrera permite a las
uniones estrechas (Tight junctions) situadas entre las células epiteliales aumentar la
resistencia eléctrica transepitelial donde sea necesario®14. La funcion de canal es vital
para el transporte de iones como el Mg?* o el Ca?, o la absorciéon de agua y es
dependiente de la existencia de un gradiente electroquimico!'’. Aunque las uniones
estrechas no contienen proteinas que actien de bombas o transportadores directos, el

transporte a través de ellas puede ser regulado mediante variaciones en la composicion
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de proteinas#3. Por tanto, la expresion de diferentes claudinas en los diferentes epitelios
puede regular la reabsorcion de Mg?* 116,

En el TAL se expresan las claudinas 3, 10, 11, 14, 16 y 19. La 16 y la 19 se
consideran las claudinas principales en la permeabilidad al Mg?*, ya que mutaciones en
estas proteinas conllevan pérdida de Mg?* a través de la orina?'%142, Ambas, Claudina
16 y 19 necesitan interaccionar entre si para su correcta insercion en la uniéon estrecha
y ser funcionalmente activas?® (Fig 1.8.). La Claudina 14 reduce la especificidad de
barrera en las uniones estrechas cuando se coexpresa con la Claudina 16 o con el
complejo Claudina 16/19, y actia como un bloqueador inespecifico de cationes46:14
(Fig 1.8.). Finalmente, la Claudina 10 desarrolla un importante papel en la selectividad
de cationes en el TAL'*. Este hecho se demostr6 utilizando un modelo de ratén al que
se le habia eliminado la Claudina 10 de forma selectiva solo en el TAL de la nefrona“®.
Estos ratones presentaron hipermagnesemia, nefrocalcinosis y se observd menor
permeabilidad al Na*. En ausencia de la Claudina 10 las uniones estrechas presentan
mayor permeabilidad al Mg?* y al Ca?* 14,
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Tabla 1.1. Transportadores de Mg2* en mamiferos.

Proteina Proteinas Expresiénen Expresion Enfermedades Funcién Referencias
homdélogas tejido subcelular asociadas (OMIM) seleccionadas
TRPM -
TRPM6 Rifién/colon Membrana 602014 Entrada Mg?* 126,149,150
plasmética
TRPM7 Ubicuo Membrana 105500 Entrada Mg?* 151,152
plasmética
CorB/ CorC/
CNNMs SA0657/ 40,153,154
Mam3p
CNNM1 Cergbro, Membrqna Eflujo Mg? 153,155
testiculo plasmética
CNNM2 Rifion Membrana 613882/616418  CnUada/Eiuo 155-157
plasmética Mg
CNNM3 Rifion, cerebro, Membfqna Entrada Mg?* 155,158
pulmones plasmética
CNNM4 Colon Membrana 217080 Eflujo Mg? 155,159,160
plasmética
SLC41 MgtE/OtMgtE TeT
SLC41A1 Ubicuo Membrana Eflujo Mg? 152,162
plasmética
Memb
SLC41A2 Ubicuo embrana &? 169
plasmética
i 2+
SLC41A3 Ubicuo Mitocondria Eflujo Mg 26130
mitocondrial
CorA/ALR1- ) ) ) Influjo Mg** 11,29,137,164
MRS2 2IMGT Ubicuo Mitocondria mitocondrial
R.E/
MagT1L Ubicuo Membrana 300853 Glicolisis 134,165,166
plasmética
NIPA -
Membrana X 138,167
NIPA1 Cerebro L 600336 o? "
plasmética
NIPA2 Ubicuo Membrana 600131 e? 140
plasmética
NIPA3 Ubicuo Membrana &2 24
plasmética
NIPA4 Ubicuo Membrana 612281 e? 24
plasmética
MMgT -
MMgT1 Ubicua Golgi Anclaje a 24
membrana
MMgT2 Ubicua Golgi Anclaje a 24
membrana
ATP13A4 - Cerebro Memb'rgna e? 141,168
plasmética

EnTa columna de proteinas homalogas, 1as que pertenecen a bacterias se representan en color azul, las pertenecientes a levaduras en rojo, en rosa se
presentan proteinas pertenecientes a algas y en color verde proteinas de plantas. Mam3p es una proteina relacionada con la toxicidad al M en
levaduras perteneciente a la familia ACDP™*, OtMgtE es una proteina relacionada con el transporte de Mg** en el alga v erde unicelular Ostreococcus
tauri '**. CorA, CorB, CorC, MgtEy SA0657 se explican en detale en el apartado 1.3.1.1. MGT se explica en detalle en el apartado 1.3.2.1.
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1.4. FACTORESHOMEOSTATICOS CNNM.

Una de las familias menos estudiadas e intrigantes implicadas en la regulacion de la
homeostasis del Mg?* es la denominada “Cyclin and CBS domain divalent metal cation
transport mediators family” (CNNMs), descubierta en 2003 por Wang y colaboradores?s3,
En mamiferos, incluye cuatro miembros (CNNM1-CNNM4), que inicialmente se
consideraron localizados en el nicleo celular'®. El alineamiento de la secuencia de
nucledtidos de los genes que codifican las CNNMs muestra la presencia de una region
conservada, con una homologia de aproximadamente un 60%. A nivel de aminoacidos,
se observé que la similitud en esta region aumentaba hasta aproximadamente hasta un
90% entre algunos de sus miembros!®®. Esta regién altamente conservada fue
denominada “Ancient Conserved Domain” o ACD por los autores de este estudio®®?, lo
que llevd a nombrarlas originalmente como “Ancient Conserved Domain Proteins”
(ACDPs). La region conservada se situa entre los residuos 425-803, 442-718, 310-590
y 369-644 de las proteinas CNNM1-4, respectivamente (Fig.1.9). La presencia del
dominio ACD pudo identificarse adicionalmente en organismos filogenéticamente
distantes, como bacterias, levaduras, insectos y mamiferos®3. Ademas del ACD,
también se identifico otra regién conservada similar a la denominada “Cyclin box” de
otras proteinas®®. Este motivo permite a las proteinas con actividad ciclina unirse a sus
correspondientes proteinas kinasa dependientes de ciclina (CDKs)". La presencia de
la “cyclin box”, la atribucion de una localizacién nuclear, y la homologia de estas
proteinas con las ciclinas, condujo inicialmente a considerar a las ACDPs como
proteinas relacionadas con el ciclo celular'®. Sin embargo, esta funcién nunca se ha
confirmado®’. Un estudio posterior, de los mismos autores’? permitié localizar ACDP1
en la membrana plasmatica (y no en el nucleo). Ello llevé a sus descubridores a
proponer que los CNNMs podrian ser proteinas relacionadas con el transporte de iones

metalicos1’2.
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CNNM1 425 RTKVVEEVLTPLGDCFMLRSDAVLDFATVSEILRSGYTRIPVYEGDQRHN 474
CNNM2 442 RTKTVEDVMTPLRDCFMI TGEAILDFNTMSEIMESGYTRIPVFEGE -RSN 490
CNNM3 310 RCRTVEDVLTPLEDCFMLDASTVLDFGVLASIMQSGHTRIPVYEEE-RSN 358
CNNM4 369 RTKTVED IMTQLQDCFMIRSDAILDFNTMSEIMESGYTRIPVFEDE-QSN 417
CNNM1 475 | VD ILFVKDLAFVDPDDCTPLLTVTRFYNRPLHCVFNDTRLDTVLEEFKK 524
CNNM2 481 | VDLLFVKDLAFVDPDDCTPLKTITKFYNHPLHFVFNDTKLDAMLEEFKK 540
CNNM3 359 | VDMLYLKDLAFVDPEDCTPLSTITRFYNHPLHFVFNDTKLDAVLEEFKR 408
CNNM4 418 I VD ILYVKDLAFVDPDDCTPLKTITRFYNHPFPVHFVFHDTKLDAMLEEFKEK 467
CNNM1 525 GKSHLAIVQRVNNEGEGDPFYEVMGIVTLEDIIEEI|I IKSEILDETDLYTD 574
CNNM2 541 GKSHLAIVQRVNNEGEGDPFYEVLGIVTLEDVIEEI|I IKSEILDETDLYTD 590
CNNM3 409 GKSHLAIVQKVNNEGEGDPFYEVLGLVTLEDVIEEI IRSEILDESEDYRD 458
CNNM4 468 GKSHLAIVOQKVNNEGEGDPFYEVLGLVTLEDVIEEI IKSEILDESDMYTD 517
CNNM1 57 NEKKQRVP - - -QRERKRHDFSLFKLSDTEMRVKISPQLLLATHRFMATEV 621
CNNM2 591 NETKKKVA- - -HRERK-QDFSAFKQTDSEMKVKISPQLLLAMHRFLATEV 636
CNNM3 459 TVVKRKPASLMAPLKRKEEFSLFKVSDDEYKVTISPQLLLATQRFLSREV 508
CNNM4 518 NRSRKRVS - - -EK-NK-RDFSAFKDADNELKVKISPQLLLAAHRFLATEV 562
CNNM1 622 EPFKSLYLSEKILLRLLKHPNVIQELKFDEKNKKAPEHYLYQRNRFVDYF 671
CNNM2 637 EAFSPSQMSEKILLRLLKHPNVIQELKYDEKNKKAPEYYLYQRNKFPVDYF 686
CNNM3 509 DVFSPLRISEKVLLHLLKHPSVNQEVRFDESNRLATHHYLYQRSQFVDYF 558
CNNM4 563 SQFSPSLISEKILLRLLKYPDVIQELKFDEHNKYYARHYLYTRNKFPADYF 612
CNNM1 672 VLLLQGKVEVEVGKEGLRFENGAFTYYGVPAI 703

CNNM2 687 VL I LOGKVEVEAGKEGMKFEASAFSYYGVMAL 718

CNNM3 559 | LI LOGRVEVEIGKEGLKFENGAFTYYGVSAL 590

CNNM4 613 | LI LQGKVEVEAGCKENMKFETGCAFSYYGTMAL 644

0
=
=
o

Fig 1.9. Alineamiento de laregion conservada ACD de los cuatro CNNMs. El ACD (“Ancient Consened
Domain”) es unaregion altamente conservada entre los cuatro miembros de lafamiliay que comprende el
maddulo Bateman (rojo) y el dominio cNMP salvo los ultimos 100 residuos (azul).

La distribucién en tejidos y el patron de expresion de los CNNMs, es divergente
(https://www.proteinatlas.org/). CNNM1 se encuentra principalmente en testiculos y
cerebro, aunque también se han detectado niveles de expresiébn mas bajos en
estdmago, rifion, musculo esquelético, corazén, pulmones, higado, intestino delgado,
colony bazo'”*1"4(Tabla 1.2.). Enlos testiculos, su expresion se limita a células positivas
a c-KIT y OCT3/4, que son células espermatogénicas. Este hallazgo sugiere un posible
papel como regulador de la division y diferenciacion de células germinales’s. CNNM2,
el miembro mas estudiado de la familia, es ubicuo, aunque se expresa mayoritariamente
en el cerebro, rifion, higado y corazén?+153.171.175(Tabla 1.2.). También se han detectado
niveles bajos de expresion en odontoblastos, intestino delgado y colon'’®. Algunos
estudios han reportado niveles de expresion bajos de CNNM2 en la rama ascendente
gruesa del asa de Henle (TAL), y en el tibulo de conexién (CNT)*®, lo que sugiere un
papel en la reabsorcion renal paracelular de Mg?* ¢ CNNM3 también es ubicua, pero
se expresa mayoritariamente en los pulmones, el bazo y el coraz6n?*31"!, y débilmente,
en el musculo esquelético®® y los Odontoblastos (Tabla 1.2.). Por dltimo, CNNM4 es
muy abundante en el tracto intestinal 1> en ameloblastos maduros**®, odontoblastos
y en el espermal’’ (Tabla 1.2.).
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Tabla 1.2. Distribucién portejidos de las CNNMs. Niveles altos de expresién se muestran en negrita.

PROTEINA LOCALIZACION REFERENCIAS
Estdmago, rifibn, mlsculo esquelético, corazon,
CNNM1 pulmones, higado, colon, bazo, intestino delgado, cerebro 26,153.171,174,178,179
y testiculo
CNNM2 Odontoblastos, intestino delgado, colon, rifién, pulmones, 107,153,172,174,175,178-180

bazo, testiculo, cerebro, higado y corazon.

CNNM3 Odontoblastos, musculo esquelético, rifién, cerebro, 24,153,172,174,178-180
pulmones, bazo, corazén, higado.

CNNM4 Odontoblastos, colon, ameloblastos maduros, 158-160,172,174,179,180
esperma,tracto digestivo.

En consistencia con su distribucion ubicua pero diferencial en los mamiferos, la
disfuncién de los cuatro CNNMs esté relacionada con el desarrollo de diferentes
patologias relacionadas con el gasto de Mg?* en diferentes 6rganos y tejidos?e:,
Mutaciones en CNNM2 causan hipomagnesemia familiar con normocalciuria y
normocalcemia (Codigo OMIM 613882), una enfermedad hereditaria recesiva, cuyos
sintomas clinicos son debilidad en las extremidades, vértigo, dolores de cabeza,
convulsiones, y retraso psicomotor medio-moderado!®®1%6:182(Tabla 1.3.). La disfuncion
en la actividad de CNNM2 también ha sido relacionada con retraso mental y desérdenes
neuropsiquiatricos, como la esquizofrenial®-%, asi como con anormalidades en el
desarrollo del cerebro. De hecho, la delecion de CNNM2 es letal en embriones de
ratones'®. Ratones heterocigotos Cnnm2*- presentan también menor presion arterial'®e.

Estudios adicionales han relacionado CNNM2 con diabetes, obesidad e infertilidad5>187.

Mutaciones en CNNM4 causan una enfermedad hereditaria rara denominada
Sindrome de Jalili (JS), que se manifiesta clinicamente con amelogénesis imperfecta
(formacion anormal del esmalte dental que conlleva la decoloracion, debilidad y
disminucion del tamafio de los dientes, que ademas son quebradizos'8®) y distrofia de
conos y bastones (células fotosensibles y fotoreceptoras de la retinat®®1%), Desde el

descubrimiento de este sindrome en 19889 se han descrito dieciséis mutaciones en
CNNM4 en pacientes con esta enfermedad (Tabla 1.3.).
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Tabla 1.3. Mutaciones patoldgicas descritas en CNNMs identificadas en pacientes

PROTEINA MUTACION DOMINIO PATOLOGIA REFERENCIAS
R38Q, E122K Extracelular Hipomagnesemia 156,157
S269W, L330F, - ; 157
CNNM2 E357K DUF21 Hipomagnesemia
T568I Mdédulo Bateman Hipomagnesemia 24
D63E Extracelular Sindrome de Jalili 192
S196P, S200Y
1232P, R236Q, DUF21 Sindrome de Jalili 190,193,194
L324P
G364V, G492C,
CNNM4 L438P, T495l, Mddulo Bateman Sindrome de Jalili 193-196
V499M

R519X Conexion Bateman- Sindrome de Jalili 107

cNMP
NRSE? ; SS* (?%?341)’*( cNMP Sindrome de Jalili 190,196,199

La funcién biolégica de los CNNMs ha sido objeto de humerosos estudios desde su
descubrimiento y sigue siendo objeto de debate actualmente?4153:157.159,171,175,186,200,201
De los cuatro miembros de la familia, CNNM2 es el mas estudiado, y también es el que
mas debate suscita. Goytain and Quamme, en 200575, observaron que el contenido de
Mg?* en la dieta afectaba a la expresion de CNNM2. En concreto, una reduccion del
contenido de este cation en la dieta de ratones iba asociada a un incremento en la
expresion de CNNM2 en el rifion'’>. Ademas, la sobreexpresion de CNNM2 en oocitos
de Xenopus laevis, permitié observar corrientes de Mg?*, y de otros cationes divalentes
como Co?*, Mn?*, Sr?*, Ba?*, Cu?* y Fe?* >, Teniendo en cuenta que los niveles de
expresion de CNNM2 se ven afectados por la presencia de Mg?* en la dieta de las
ratones, y que la Km (la concentracion del ion a la cual se alcanza la conductancia
maxima’17®) solo se encuentra en el rango de concentracion fisiolégica en el caso del
Mg?*, los autores concluyeron que, a pesar de que la proteina puede mediar el
transporte de otros cationes, actlia principalmente como un transportador de Mg?*. Este
resultado fue apoyado posteriormente por Sponder y colaboradores?®!, tras observar
gue la sobreexpresion de CNNM2 humano en la cepa de Salmonella enterica MM281
compensaba parcialmente la carencia intrinseca de la maquinaria molecular de
transporte de Mg?* (CorA, MgtA y MgtB) que caracterizaba a esta cepa, y permitia el
crecimiento®? (apartado 1.3.1.1.). Otra evidencia de la implicaciéon de CNNM2 en el
transporte de Mg?*, proviene de la identificacion de dos mutaciones en CNNM2 que
causan hipomagnesemia familiar dominante (Cédigo OMIM 616418), una enfermedad
rara caracterizada por niveles bajos de Mg?* en sangre®®®. Esta deficiencia se atribuy6
a un fallo en la reabsorcion en las células del DCT del rifién**®, que son las encargadas

de regular la concentracion final de Mg?* en el suero sanguineo, y en las que CNNM2
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se expresa mayoritariamente!®®1’t | a caracterizacion electrofisiolégica de CNNM2,
sobreexpresada en células HEK293, produjo corrientes de Mg?* dependientes de Na*'°®
(Fig 1.8.). Este resultado fue reproducido en otro trabajo independiente?®. El aumento
de la concentracion intracelular de Mg?* al sobreexpresar CNNM2 en células HEK293
también fue observado en un trabajo llevado a cabo por Arjona et al*®’. Sin embargo,
estos autores observaron que el efecto se anulaba al aplicar un inhibidor del canal
TRPM7 denominado 2APB. Los autores concluyeron que CNNM2 ejercia
probablemente un papel regulador sobre la permeabilidad de TRPM7 al Mg?* 7. En
contraposicion, un trabajo llevado a cabo por Hirata y colaboradores®®, en el que se
empleaba un indicador de Mg?* (Magnesium Green) permiti6 observar una rapida
extrusion de Mg?* (en un ratio temporal de segundos) ligado a la sobreexpresion de
CNNM2 en células HEK293'%5, Este mismo grupo, liderado por Miki Hiroaki, investigo la
funcién de CNNM2 en un modelo animal. Ratones Cnnm2”- resultaron tener un fenotipo
letal en los embriones, mientras que el heterocigoto Cnnm2*- fue viable, y presentaba
dificultades en la reabsorcion de Mg?*, ademas de niveles bajos de Mg?* en suero*®. El
mismo fenotipo fue observado en ratones con una deleccion especifica de CNNM2 en
el rifién'®. Por Ultimo, Sponder y colaboradores utilizaron un marcador fluorescente,
Mag-fura-2, sensible al Mg?*, en un modelo in vitro, para investigar la actividad de
transporte de Mg?* de CNNM2 humano, en condiciones que favorecerian tanto la
intrusién comola extrusion de Mg?* 2%, Aunque se utiliz6 el mismosistemade expresion
gue en los estudios anteriores, (células HEK293), no detectaron transporte directo de
Mg?*. Los autores postularon que CNNM2 actia como un factor homeostatico de Mg?*
y no como un transportador directo en si mismo?%,

En conclusién, a pesar de conocer la inequivoca implicacion de CNNM2 en la
homeostasis del Mg?*, avalada por el efecto de mutaciones identificadas en pacientes
hipomagnesémicos, y por experimentos “knockdown” en ratones, la funcién exacta de
esta proteina sigue siendo una incognita.

La primera evidencia de la implicacion del cuarto miembro de la familia, CNNM4, en
la homeostasis de Mg?* en ratones, fue aportada por el grupo de Miki Hiroaki**°. CNNM4
se expresa mayoritariamente en el intestino, donde se localiza en la membrana
basolateral (Tabla 1.2.) y su expresion en el rifion es minoritarial’21%202  Miki et al
observaron que la sobreexpresion de CNNM4 en células HEK293, media una rapida
extrusion de Mg? que es dependiente de la presencia de Na* extracelular'®. Estos
datos llevo a los autores a postular que CNNM4 extruye Mg?* intercambiandolo con Na*
a través de la membrana basolateral de las células del epitelio intestinal. Ademas, actla
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de forma complementaria al mecanismo de absorcion llevado a cabo por los canales
TRPM6/7, situados en la membrana apical del enterocito®®1%°, Se observo que ratones
KO Cnnm4’ presentaban niveles de Mg?* en sangre significativamente inferiores a los
de ratones control, lo que apoya el papel de CNNM4 en la absorcién intestinal de
Mg?**°, Por otro lado, ratones machos con deficiencia en Cnnm4 son infértiles vy el
esperma presenta niveles mas altos de Mg?* intracelular. Ademas, la funcién del canal
de Ca? CatSper se encuentra inhibida?®®. Este resultado es el primero que sugiere una
relacién funcional entre la actividad de los CNNMs y la sefializaciéon por Ca?*17"204, De
acuerdo a estos resultados, en una publicacion reciente se reporté que ratones Cnnm4-
!~ presentaban un fenotipo similar a ratones deficientes en el canal TRPV12%, TRPV1 es
un canal de Ca?* 2%, y la entrada de Ca?* através de ese canal se encuentra inhibida en
ratones deficientes de CNNM42%, Este estudio establecié una relacion funcional entre
Mg?* y Ca?* en el epitelio intestinal?®.

CNNM1 y CNNM3 son los miembros menos estudiados de la familia, y el
conocimiento acerca de su funcién sigue siendo muy limitado, ya que no hay estudios
sobre su actividad. Un estudio sobre el pez globo Takifugu obscurus, demostré que
CNNM3 se encontraba sobreexpresado en el rifién cuando los animales se mantenian
en agua salada?’. Un andlisis inmunohistoquimico revel6 que CNNM3 se expresaba en
el tubulo proximal, y se encontraba localizado en la membrana lateral. La expresion de
CNNM3 en oocitos de Xenopus laevis se tradujo en una reduccion significativa de la
concentracion de Mg?* intracelular®’. El Unico estudio existente hasta la fecha en un
modelo de mamfifero fue realizado en el laboratorio de Miki**®, en el que se expresaron
los cuatro miembros de la familia CNNM en células HEK293, y utilizaron Magnesium
Green para la deteccion de Mg?* %5, Este trabajo solo permiti6 detectar una débil
extrusion de Mg?* en células tras sobreexpresar CNNM1. No se observé actividad en

células en las que se sobreexpresd6 CNNM31%°,

1.4.1. Estructura tridimensional de los factores homeostaticos
CNNMs.

Estructuralmente, los CNNMs son proteinas modulares complejas que contienen
cuatro dominios independientes conectados por regiones de diferente longitud!®. La
region N-terminal es extracelular y comparte la similitud de secuencia mas baja (~19%)
entre los cuatro miembros de la familia. Esta regiébn contiene una o-hélice
transmembrana seguida de una regién potencialmente rica en lAminas (8. También
incluye un péptido sefial largo (que en CNNM2 contiene 64 aminoacidos) que es

reconocido por el complejo de la peptidasa sefial (SPC, un complejo de proteinas
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expresado en el reticulo endoplasmico, que se encuentra relacionado con el corte de
péptidos sefiales?%®) que lo proteolizal™. La region N-terminal de los CNNMs también
presenta una asparagina conservada (N112, N73 y N85 en CNNM2, CNNM3 y CNNM4
respectivamente) que representa el sitio de glicosilacion necesario para la localizacién
final de la proteina en la membrana plasmatical’. A continuacion de la region
extracelular, se encuentra un dominio transmembrana, denominado DUF21 (Cddigo
PFAM PF01595), del cual no se conoce practicamente nada aparte de su composicion
de aminoéacidos y que esta presente también en las proteinas relacionadas con el
transporte de Mg?* CorB y SA06573"4° (apartados 1.3.1.1.). En CNNMs humanos, se
predice que el dominio DUF21 contiene cuatro hélices transmembrana, de las cuales
una es muy corta'’*. En 2012, de Baaij y colaboradores, realizaron un estudio!™
marcando la proteina CNNM2 con diferentes epitopos, con el objetivo de determinar si
la regién situada a continuacion del DUF21 se localizaba intra- o extracelularmentet’?,
En este estudio, los autores demostraron que el dominio situado en la regién N-terminal
se sitla extracelularmente, mientras que para detectar epitopos situados en la region
C-terminal, fue necesario permeabilizar la célula, lo cual demostraba que esaregion se
situaba en la regién intracelular'™. La similitud en secuencia de aminoacidos en el
DUF21 es cercana al 45% , siendo més alta entre CNNM2 y CNNM4 (79%). Si esas
diferencias confieren algun tipo de selectividad por iones o algun tipo de mecanismo de
transporte especifico para cada CNNM, todavia tiene que elucidarse®®,

El segmento polipeptidico que sigue al dominio DUF21 se corresponde con la region
citosdlica de los CNNMs e incluye dos dominios diferentes. El primero, denominado
modulo Bateman esta formado por dos motivos cistationina p-sintasa (CBS1, CBS2)
situados de manera consecutiva en la secuencia® (Fig.1.10 y 1.11.). EImo6dulo Bateman
representa la region méas conservada entre los CNNMs (=78% de media y un 90% entre
CNNM2 y CNNM4). Una hélice a (HO) larga precede al motivo CBS1y une el médulo
Bateman con el dominio DUF21, de tal manera que permite la comunicacion directa
entre la region citosdlicay la transmembrana.
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CNNM2 W Extracellular Domain DUF21 — cNMP

Figura 1.10. Distribucién por dominios de proteinas similares a los CNNMS relacionadas con el
transporte de Mg?*. CNNM2 comparte con CorB y con SA0657 la presencia de un dominio DUF21 yun
maédulo Bateman. CorC, a pesarde queno posee el domino DUF21, también presenta un dominioregulador
formado por motivos CBS y tiene homologia con los CNNMs %3, MgtE es uno de los canales de Mg?*
principales en bacterias que también se regula por un médulo Bateman y contiene una region
transmembrana (TMD). CorB, CorC y SA0657 contienen el dominio CorC-HIlyC mientras que las CNNMs
contienenun dominio cNMP. La region intracelular de MgtE contienen un dominio N-terminal denominado
dominioN.

La distribucién de dominios de los CNNMs, es muy similar a la de otras proteinas
relacionadas con el transporte de Mg?* en bacterias, como CorB, CorC y los
recientemente identificados como factores de tolerancia al Mg?* en Staphylococcus
aureus y Salmonella typhimurium SA0657, SA0780 y StCorB respectivamente®®172,

Ademas, también comparten con MgtE la presencia de dominios CBS (Fig1.10.).

La estructura del médulo Bateman de CNNM2 fue resuelta en el afio 2014 por Corral-
Rodriguez y colaboradores?®. La estructura tridimensional del médulo Bateman de
CNNM2, tiene una apariencia similar al de una alubia, donde cada extremo esta
ocupado por un motivo CBS*®! (Fig 1.11). Cada motivo CBS se encuentra a su vez
formado por tres laminas B, y dos hélices o, empaquetadas de acuerdo a la secuencia
B1-a1-B2-B3-a2 junto con una regidon de conexion flexible que precede a la primera
lamina (56770209 | a regi6on central del modulo Bateman presenta dos cavidades
situadas de forma simétrica a cada uno de sus lados, denominadas S1 y S2, cuyas
paredes laterales y traseras se encuentran formadas por las hojas B de los motivos
CBS'8..20 (Fig 1.11). Estas cavidades, suelen unir nucleétidos derivados de adenina en
otras proteinas que contienen dominios CBS, como MgtE (que une ATP en el S1)®° o la
proteina kinasa AMPK (que une nucleétidos en S1y S2)2%0,

Siguiendo el patron de asociacion mas comunmente observado en proteinas que

contienen dominios CBS, el médulo Bateman de las CNNMs se asocia consigo mismo
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formando un dimero simétrico en forma de disco. Esta asociacion dimérica es conocida
como “madulo CBS”® (Fig 1.11). En los CNNMs, el médulo CBS es paralelo (tiene los
extremos N y C-terminal de subunidades complementarias orientados hacia el mismo
lado)®>¢7.
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Fgura 1.11. Estructura del Médulo Bateman de CNNM2. (lzquierda). Dos vistas de los elementos
estructurales que conforman el médulo Bateman de CNNM2. Las cavidades principales simétricas S1y S2
se encuentran indicadas. (Derecha) El médulo CBS de CNNM2 es un médulo paralelo donde los motivos
CBS1 complementarios se encuentran enfrentados. Las cavidades complementarias S2 se localizan en
lados opuestos del disco. (Abajo) Secuencia de aminoacidos del médulo Bateman de CNNM2. Los
elementos de estructura secundaria se muestran encima de la secuencia.

La formacion del médulo CBS en los CNNMs sugiere que la unidad funcional de la
proteina es un dimero. En este dimero, los motivos CBS2 complementarios (y por tanto
las hélices HO que conectan con el dominio DUF21) se enfrentan uno respecto del otro,
cerca del lado citoplasmaético de la membrana celular, mientras que los motivos CBS1
se mantienen lejos de ella!®:2%°, Por su parte, las cavidades complementarias S2 de las
dos subunidades se sitian en lados opuestos del disco82%, Una consecuencia

importante de la asociacion paralela de los médulos Bateman es que este tipo de
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ensamblaje asegura una comunicacion simétrica y coordinada de las subunidades
complementarias con el dominio DUF21 y con el resto de dominios que conforman el
transportador completo!®2%°, Una caracteristica Unica que diferencia el maodulo
Bateman de los CNNMs de aquellos presentes en otras proteinas, es la presencia de

una regién elongada (“loop” largo) entre las Ultimas dos laminas  del motivo CBS22%°
(Fig .1.11).

La region C-terminal de los CNNMs incluye un dominio similar a un dominio de union
a nucledtidos ciclicos monofosfato (cNMP, por sus siglas en inglés “Cyclic nucleotide
monophosphate” o CNBD por sus siglas en inglés “Cyclic nucleotide binding domain”)
(Cédigo PFAM PF00027) (Fig 1.10.), que comparte una identidad de aminoéacidos de
aproximadamente el 50% entre los cuatro CNNMs. A este dominio, le sigue una region
larga potencialmente desestructurada denominada “Cola C” o “C-tail”, que constituye el
extremo C-terminal de la proteina (Fig 1.10.). Enlos CNBDs clasicos de otras proteinas,

esta region esta bien plegada e incluye una larga hélice a, normalmente denominada
GCG'ZJ‘]‘.

1.4.2. Ligandos y moléculas que interaccionan con los CNNMs.

La identificacion de moléculas que interaccionan con los CNNMs ha sido poco
explorada hasta el momento. Estas se pueden clasificar en dos grupos generales: (1)
Moléculas gue intervienen en la localizacion celular de los CNNMs y (2) moléculas que
modulan su actividad de transporte!®!, Este Ultimo grupo puede subdividirse a suvez en
dos categorias (i) Moléculas pequefias (nucleétidos e iones metdalicos) y (ii)

Macromoléculas (proteinas)?et.
1.4.2.1. Moléculas que intervienen en la localizacién celular.

Ante los resultados que mostraban la localizacién basolateral de los CNNMs en el
epitelio renal e intestinal*®*® Hirata y colaboradores examinaron el papel potencial de
las proteinas adaptadoras de clatrina (AP) en la localizacion de CNNM422, Las APs
estan relacionadas con el reconocimiento del cargo a través de la unién directa a
diferentes motivos sefial en sus correspondientes dianas?'®2. La proteina AP-1
contiene cuatro subunidades: vy, 1, o1,y y1. De ellas, y1A y y1B se complementan en
reconocer CNNM4 y dirigirlo a la membrana basolateral a través del reconocimiento de
tres motivos de dileucina (L575/576, L758/759 y L765/766), los cuales se localizan en
el dominio cNMP de CNNM4 y en la region C-terminal®*?2. Este estudio atribuy6é por
primera vez, un papel concreto al dominio cNMP en la funcién de los CNNMs 82,
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1.4.2.2. Moléculas pequeiias que modulan la actividad de los
CNNMs.

Los dominios cistationina  sintasa (CBS) que componen un modulo Bateman se
caracterizan por su capacidad para unir derivados de adenosina. La uniéon de estas
moléculas promueve cambios conformacionales en ellos que modulan la actividad de
las proteinas. Este mecanismo de regulacién ocurre por ejemplo en el transportador de
Mg?* bacteriano MgtE (Apartado 1.3.1.1) o en los canales de cloruro CICs, que unen
ATP en la cavidad S2 del médulo Bateman®26567.73.215 De [a misma manera, los CNBDs
presentes en canales i6nicos y en kinasas dependientes de nucleétidos ciclicos sufren
cambios estructurales inducidos por la interaccion con segundos mensajeros como
AMPc o GMPc?6-218, Teniendo en cuenta estos antecedentes, la identificacion de un
maodulo Bateman y un dominio cNMP en la region citoplasmatica de los CNNMs, sugirié
inmediatamente la posibilidad de que estuvieran regulados por moléculas pequefias'’.
La primera evidencia experimental aparece en el estudio llevado a cabo por Hirata et al,
que utilizaron la técnica de “Surface Plasmon Resonance” o SPR para detectar la unién
de ATP al modulo Bateman de CNNM2 (Kd = 160 uM), la cual es dependiente de la
presencia de Mg?* 1%, La mutacién encontrada en pacientes, T568l, que causante de
hipomagnesemia familiar dominante!*® impide la interaccion con el ATP, confirmando la
idea de que la unién de nucledtidos regula la actividad del transportador!®.
Practicamente en paralelo, y utilizando RMN, Corral-Rodriguez et al, confirmaron la
interaccion dependiente de Mg?* de CNNM2 con ATP2%°, Al contrario que en el estudio
llevado a cabo por Hirata et al, también se evidencié interaccion con AMP y ADP (Corral-
Rodriguez et al, 2014). En este estudio, la afinidad encontrada por el ATP era muy débil,
(Ko>102M), incluso en presencia de Mg?* 2%, Las sefiales del espectro afectadas por el
ATP diferian de aquellas afectadas solo por Mg?*, indicando que los cationes Mg?* y los
nucleétidos interaccionaban en diferentes sitios de la proteina®®®.

La resoluciéon estructural del modulo Bateman de CNNM2, en ausencia y en
presencia de Mg?* y ATP unidos (MgATP) en la cavidad S2 evidenci6 la presencia de
cambios conformacionales tras la union de ligandos?®®. En ausencia de nucleétidos
unidos, los dos motivos CBS se mantienen en una orientacion relativa que viene
determinada através de una red de interacciones hidrofébicas, de puentes de hidrégeno
y puentes salinos entre los residuos que forman las paredes de las dos cavidades, S1y
S22, Entre estas interacciones hay que resaltar el puente salino formado por la
arginina en la posicion 480 y el glutamato en la posicion 570, asi comola red de puentes
de hidrégeno centrada en la treonina 568'812%°, Esta serie de interacciones hace que el
modulo CBS se encuentre en una conformacién que los autores denominaron
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“Alabeada” (“Twisted”)?®® (Fig. 1.12). Al unirse al sitio S2, el MgATP rompe todas estas
interacciones preexistentes en esta cavidad y establece interacciones nuevas con los
residuos de los dos motivos CBS de paredes opuestas de la cavidad. Esta secuencia
de eventos, no solo interrumpe las interacciones que mantenian la orientacion original
entre motivos CBS, sino que ademas provoca el cambio de varios elementos de
estructura secundaria, entre los que se encuentra la hélice HO que conecta el modulo
Bateman con la regién transmembrana®®2%°, Hay que resaltar que la localizacién de la
cavidad S2 en sitios opuestos del modulo CBS permite la unién de ATP a los dos
maodulos Bateman complementarios en el dimero, y hace el proceso estructuralmente
simétrico. La consecuencia de esta serie de eventos es el aplanamiento del modulo
CBS, el cual adopta una conformacién de disco plano, o conformacion “Flat™® (Fig
1.12). En aparente contradiccion, la mutacion patogénica T568I, que impide la union de
ATP%6 mimetiza, en términos conformacionales, el efecto de la unién de MgATP al
modulo Bateman'®>2%°, La conformacion plana del médulo CBS en la proteina mutante
es irreversible, ya que la ruptura de la red de puentes de hidrégeno que se centra en el
residuo T568 es permanente 2%,
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Figura 1.12. El médulo Bateman de CNNM2 sufre un cambio conformacional al unir MgATP. (Arriba)
dos vistas de la estructura del médulo Bateman de CNNM2 en ausencia de ligandos unidos. La
conformacién adoptada es la que los autores denominaron “Twisted”. Un médulo Bateman se representa
en azul y el complementario en naranja. (Abajo) Dos vistas del médulo Bateman de CNNM2 al unir MgATP
en el sitio S2. La proteina sufre un cambio un conformacional y adopta lo que los autores denominaron
conformacion “Flat”, donde los motivos CBS1 seencuentranen el mismoplano. El Mg?* se representa como
dos esferas verdes ylas moléculas de ATP enazul y naranjarespectivamente.

1.4.3. Macromoléculas que interactuan conlos CNNMs: PRLs

En 2014, dos estudios llevados a cabo por los laboratorios de Michel Tremblay en la
McGill University, de Montreal'’® y de Miki Hiroaki, en la universidad de Osakal®°,
desvelaron un nuevo e inesperado mecanismo oncogénico que implicaba la
participacion de los CNNMs. De forma independiente, ambos grupos demostraron que
la interaccion entre miembros de la familia CNNM (CNNM3 y CNNM4) vy las fosfatasas
PRL, (Por sus siglas en inglés “Phosphatases of Regenerating Liver”), causaba un
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aumento de la concentracion intracelular de magnesio en células tumorales°81€, |as
PRLs son una subfamilia de las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs), que incluyen tres
miembros (PRL-1,-2 y -3) y se encuentran relacionadas con la proliferacion celular
tumoral, migracion, invasion y metastasis?'®. Las PRLs han sido relacionadas con el
proceso metastatico en diferentes tipos de cancer??°, y se encuentran sobreexpresadas
en las mayoria de tumores solidos y hematolégicos, especialmente en tumores
metastaticos??°. Por ello, son consideradas como las PTPs mas oncogénicas??°-?22, Las
PRLs presentan un sitio de prenilacion en la regién C-terminal que guia a las proteinas
a su localizacién en el compartimento endosomal de la membrana plasmatica®?. Los
tres miembros de la familia presentan una alta similitud, con mas de un 70% de
homologia en su secuencia de aminoacidos, sin embargo, sus patrones de expresion
varian en diferentes tejidos. De las tres, PRL-2 es la mas abundante y se expresa
ubicuamente en practicamente todas las células humanas??®2?4, Las PRLs han sido
relacionadas con diferentes rutas de sefalizacion celular entre las que se incluyen la
regulacion por integrinas, c-Src, Akt-PI3K y las GTPasas de la familia Rho??>-%°, Sin
embargo, su funcién bioldgica exacta sigue siendo desconocida. En 2014, con la
aparicion de los dos articulos mencionados anteriormente!®®1¢0, se demostré que las
PRLs interaccionan directamente con los transportadores CNNM formando complejos,
lo que aporté nuevas pistas sobre la funcion de estas proteinas 8160,

Utilizando constructos de diferente longitud, Hardy et al, demostraron que CNNM3
humano forma un complejo estable con la fosfatasa PRL-2. Se postulé que la interaccion
entre estas dos proteinas tiene lugar a través del médulo Bateman de CNNM3, y més

concretamente a través del “loop” largo que une las dos laminas 3 del motivo CBS21%8,

Este hallazgo se corroboré demostrando que una forma truncada del médulo Bateman
sin el “loop” largo era incapaz de formar el complejo con las PRLs. El “loop” largo que
presentan los CNNMs es una caracteristica anOmala que no se observa en otras
proteinas que contienen dominios CBS (Corral-Rodriguez, 2014). Mediante estudios
filogenéticos, los mismos autores revelaron que este elemento estructural peculiar de
los CNNMs solo esta presente cuando el organismo presenta un ortélogo de las
proteinas PRL. Este hecho les llevo a postular la co-evolucion de ambas familias de
proteinas, y que la formacion del complejo es importante para sus respectivas
funciones?®®, Utilizando diferentes lineas celulares, Hardy et al también observaron que,
en ausencia de Mg#, la fosfatasa PRL-2 se sobreexpresa, y aumentan los niveles de
formacion de complejo, los cuales también se correlacionan con un aumento de los
niveles de Mg?* intracelular®®. Ademas, la inhibicion de la expresion de PRL-2 mediante
shRNA conllevé una disminucién en la entrada de Mg?* en las células, lo que apoya que
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PRL-2 regula el transporte celular de este cation. Por otro lado, ratones KO de PRL-2
mostraban niveles significativamente mas altos de Mg?* en suero sanguineo que los
ratones control, mientras que no existian diferencias en otros electrolitos. Todos estos
resultados apoyaron la teoria de que PRL-2 tiene un papel importante en el transporte
de magnesio'’.

Resultados similares fueron obtenidos por Funato y colaboradores, quienes
demostraron la interaccién entre CNNM4 humanoy los tres miembros de la familia PRL
(Funato, 2014). En un estudio previo del mismo laboratorio, se mostré6 que CNNM4 es
un extrusor de Mg?*, que se intercambia con Na* (Mg?*/2Na*)**°. En este trabajo, los
autores evaluaron el efecto de las PRLs sobre la extrusién de Mg?* mediada por
CNNM4. De forma analoga al trabajo de Hardy et al, los autores observaron que la
sobreexpresion de las PRLsy por tanto la formaciondel complejo PRL-CNNM4 aumenta
los niveles intracelulares de Mg?*, aunque en este caso, este aumento fue atribuido a
una inhibicion de la extrusion de Mg? de CNNM4. La controversia sobre si la
sobreexpresion de las fosfatasas PRLs favorece la intrusion de Mg?* a través de las
CNNMs o si, por el contrario, inhibe la extrusion de Mg?* es un ejemplo mas del debate
existente sobre la funcion de la familia de transportadores de Mg?* CNNM. En cualquier
caso, ambos estudios concluyeron que la formacion del complejo aumenta los niveles
de Mg?* intracelular, bien sea por una inhibiciéon de la extrusién o por la activacion de la
intrusién de Mg?*, y que este aumento del Mg?* intracelular en células tumorales
contribuye al crecimientoy agresividad tumoral60:178.231,
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Objetivos

1. Estructurade laregionintracelular de la proteina CNNM4

1.1.

1.2

1.3
1.4.

Estructura del médulo Bateman de CNNV4

111
11.2
113
114

Identificacion de los sitios de union de ATP
Identificacion de los sitios de unién de iones Mg?*
Oligomerizaciony conformaciéon del médulo Bateman

Similitudes y diferencias con otras proteinas

Estructura del dominio cNMP de CNNM4.

121
122
123
124
125

Caracterizacion bioquimica y biofisica del dominio cNMP
Identificacion de potenciales sitios de union a nucleétidos ciclicos
Oligomerizaciony conformacion del dominio cNMP

Similitudes y diferencias con el dominio cNMP de otras proteinas

Funcién del dominio cNMP

Estructura de la region intracelular de CNNV4

Mecanismos de transporte de Mg?* mediados por CNNMA4.

2. Bases estructurales de la interaccion oncogénica entre CNNMsy PRLs
Estructura del complejo CNNM2gat-PRL-1.

Caracterizacion bioquimica y biofisica del complejo CNNM2gat-PRLS
Estructura del complejo CNNM2gat-PRL-1-ATP

Estructura del complejo CNNMsegat-cnmp-cail -PRLS.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.

Mecanismo de extrusion de Mg?* mediado por CNNM4 vy las PRLs
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3.1. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
3.1.1. Sobreexpresiony purificacion del constructo CNNM2gaT

El constructo CNNM2gaT, que comprende el médulo Bateman de CNNM2 de
Mus musculus (residuos 429-584) se cloné en el vector pET101/D-TOPO
(thermofisher), siguiendo el protocolo previamente descrito en 2%°. El vector con el
constructo se transformoé en células competentes de la cepa de E. coli BL21 star
(DE3) (Thermofisher) mediante la técnica de choque térmico?32, mezclando 10ng
de vector con 50uL de bacterias competentes. La mezcla se mantuvo en hielo
durante 20min. A continuacion las células se sometieron a un choque térmico a
42°C durante 42seg. Inmediatamente después se transfirieron las células a hielo
durante 2min y a continuacién se les afiadieron 500pL de medio Luria-Bertani (LB)
previamente atemperado a 37°C. Las células se dejaron en agitacion a 37°C en
un incubador Excella E24R (New Brunswick Scientific) durante 45min y
posteriormente se centrifugaron a 18000g durante 1min en una centrifuga de mesa
Microfuge 22R (Beckman Coulter) a 4°C. El sobrenadante fue descartado y las
bacterias se sembraron en una placa de LB agar que contenia 100 pg mL! de
ampicilina. Las placas se incubaron en estufa toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente, se pico una colonia crecida en la placa, y se dej6 crecer toda la noche
en 150mL de LB con 100 pg mL! de ampicilina, a 37°C en agitacion. Este cultivo

sirvio como preindéculo para un cultivo posterior a gran escala.

La sobreexpresion a gran escala de CNNM2gaT se realiz6 en matraces de 5L
que contenian 2L de medio LB, previamente autoclavado. Una vez atemperado a
37°C, se afiadieron ampicilina (a una concentracion final de 100 pg mLt) y 20mL
del preinéculo crecido previamente. El cultivo se dejo crecer a 37°C manteniendo
agitacion, hasta alcanzar una densidad 6ptica A600nm (ODeoo) ~ 0.8, medida en
un espectrofotdmetro WPA Biowave CO8000 cell Density Meter. La expresion de
CNNM2gAT se indujo mediante la adicion de Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracién final de 0.5 mM. El cultivo se dejo crecer durante 4h a
37°C, y a continuacion se centrifugé a 5053g en una centrifuga Avanti J-26 XP
(Beckman coulter) durante 20min. Se descartdé el sobrenadante y el pellet se

mantuvo a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
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La purificacion de la proteina se realiz6 de acuerdo a los siguientes pasos:
Primero se resuspendio el pellet de bacterias en tampdn de lisis (50mM de MES
pH6, 1mM Ditiotreitol (DTT), 1mM Benzamidina, 0.1lmM Fluoruro de
fenilmetilsulfonio (PMSF) y DNAsas). Las bacterias se lisaron mediante sonicacion
en un sonicador Sonics Vibracell VCX500, durante 10 ciclos de 15s y un 60% de
amplitud, manteniendo siempre el lisado refrigerado en hielo. Se dej6 un tiempo
de reposo de 59s entre cada ciclo de sonicacién. Inmediatamente después, se
ultracentrifugd el lisado a 186009g durante una 1h a 4°C utlizando una
ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman Coulter) y el rotor 45TI (Beckman Coulter).
La purificacién de la proteina se realizé en dos pasos cromatograficos. El primero
consistié en un intercambio iénico, aprovechando la carga negativa que adquiere
la proteina CNNM4gaT a pHs superiores a su punto isoeléctrico (4.41). Se cargo6 el
sobrenadante obtenido del lisado celular en una columna de intercambio aniGnico
HiTrap Q HP 5mL (GE healthcare) conectada a un sistema AKTA-FPLC a 4°C,
previamente equilibrada en un tampén que contenia 50mM MES pH6 y 1ImM DTT
(Tabla 3.1). La elucién de la proteina se realizd aplicando un gradiente de 20
volimenes de columna (CV) del tampon de elucidn, que contenia 50mM MES pH
6, 1M NaCl y 1mM DTT. La presencia de CNNM2BaT se confirmé mediante
electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE (apartado 3.2.1) y posterior analisis
por espectrometria de masas en colaboracién con la plataforma de Prote6mica de
CIC bioGUNE. Las fracciones con mayor grado de pureza, se concentraron
mediante centrifugacién a 3901 g en un Amicon Ultra-15 10K (Milipore) hasta un
volumen final aproximado de 2 mL. La solucion concentrada se inyecté en una
columna de filtracién en gel (o de exclusion por tamafio) Hi Load 16/60 Superdex-
75 (Ge Healthcare) previamente equilibrada en tampon 20mM HEPES pH 7.4;
200mM NaCl; 1mM DTT. La elucién de la proteina se realizé a un flujo de 0.3 mL
minl. La presencia de CNNM2sat se confirmé mediante SDS-PAGE vy
espectrometria de masas. Se seleccionaron las fracciones de mayor pureza y se
concentraron mediante centrifugacion a 3901g a 4°C utilizando un concentrador
Amicon Ultra-15 10K. La proteina se alicuotd y congelé mediante inmersion en

nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta el momento de uso.
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3.1.2. Sobreexpresiony purificacion del constructo CNNM2cnvp

El constructo CNNM2cnve, que incluye el dominio cNMP de Mus musculus
(residuos 593-875), una cola de seis histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal, y
una secuencia ENLYFQG de reconocimiento de la proteasa TEV (Tobacco Etch
Virus)?33, fue clonado en el laboratorio de nuestro colaborador, el Dr. Dominik
Muller (Le Charité, Berlin) en el vector pET11d (Novagen). Siguiendo el protocolo
descrito en el apartado anterior 3.1.1, se transformaron células
quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3) con el vector que contenia la proteina
de interés. A continuacion se prepard un preinoculo a partir de una colonia de
bacterias crecida en placa LB-Agar. Esta colonia se crecio a 37°C durante toda la
noche en 150mL de medio LB con 100ug mL' de ampicilina, manteniendo
agitacion. El preindculo se utilizd posteriormente para sobreexpresar la proteina a
gran escala. Para ello, se afiadieron 20mL de preindculo por cada 2L de medio LB
previamente autoclavado y atemperado, con una concentracion final de 100ug mL-
1 de ampicilina. El cultivo se dej6 crecer a 37°C hasta una ODsoo aproximada de
0.8, momento en el cual se indujeron los cultivos afadiendo IPTG a una
concentracion final 0.5mM. Se dejaron crecer las bacterias durante la noche (O/N)
a 20°C. Posteriormente, se centrifugaron los cultivos a 5053g durante 20min, se
retird el liquido sobrenadante y se almacenaron los pellets bacterianos a -20°C

hasta el momento de uso.

La purificacion de la proteina se realizé siguiendo los siguientes pasos: 1) Lisis
bacteriana: se resuspendio el pellet aislado en el proceso anterior en tampén de
lisis (50mM TRIS pH 8, 300mM NaCl, 1mM DTT; 1mM Benzamidina, 0.1mM
PMSF, DNAsas) y se sometié a sonicacion, manteniendo la muestra en hielo,
siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 3.1.1. Inmediatamente
después, se ultracentrifugé el lisado a 1860099 durante una 1h a 4°C utilizando
una ultracentrifuga Optima L-90K vy el rotor 45TI, (Beckman Coulter). 2) Primera
cromatografia de afinidad: a continuacion se sometio la muestra a una
cromatografia de afinidad por niquel (Ni?*) inmovilizado (IMAC), aprovechando la
presencia de una cola 6xHis en el constructo. Se aplico el lisado a una columna
His Trap HP 5mL (Ge Healthcare) conectada a un sistema AKTA-FPLC, y
previamente equilibrada con 10CV de buffer 50mM TRIS pH 8, 300mM NacCl,

50mM Imidazol, 1mM DTT, a 4°C. A continuacién se eluyo la proteina aplicando
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un gradiente de 20CV de tampdn de elucién, que contenia 50mM Tris pH8, 300mM
NaCl, 300mM Imidazol y 1mM DTT. La presencia de CNNM2cnve se confirmé
mediante SDS-PAGE y posterior analisis por espectrometria de masas (Apartado
3.2.1). La cola 6xHis localizada el extremo N-terminal de la proteina se elimind
aprovechando el epitopo de reconocimiento de la proteasa TEV insertado en el
vector. Paraello se utiliz6 1mg de proteasa TEV por cada 30mg de proteina diana,
dializando frente a un tampoén que contenia 50mM Tris pH 8, 150mM NacCl, 1 mM
DTT, a 4°C durante toda la noche. 3) Segunda cromatografia de afinidad: El
objetivo de este paso es eliminar la cola 6xHis proteolizada de la proteina diana,
asi como la proteasa TEV que también contiene una cola de histidinas. Se
centrifugé la solucion proteolizada el dia anterior durante 10min a 3901g. El
sobrenadante se aplic6 huevamente a una columna His Trap HP 5mL previamente
equilibrada en 50mM TRIS pH 8, 300mM NaCl, 50mM Imidazol, 1mM DTT. El
volumen de la solucidn que contiene la proteina y que no se habia pegado a la
columna, se redujo hasta aproximadamente 2 mL mediante centrifugacion a 3901
g con un Amicon Ultra-15 10K (Milipore). 4). La soluciéon obtenida en el paso
cromatografico anterior fue inyectada en una columna de exclusion molecular Hi
Load 16/60 Superdex-75 (Ge Healthcare) previamente equilibrada en el mismo
buffer. La elucién de la proteina se realiz6 a un flujo de 0.3mL min't en 1 CV. La
presencia de CNNM4cnve se confirmd mediante SDS-PAGE y espectrometria de
masas. Se seleccionaron las fracciones de mayor pureza y se concentraron en un
Amicon Ultra-15 10K hasta una concentraciéon aproximada de 10mg mL-1 La
proteina fue alicuotada en volimenes de entre 25y 50 uL, congelada mediante
inmersion en nitrégeno liquido, y almacenada a -80°C hasta el momento de su

utilizacion.
3.1.3. Sobreexpresiony purificacion de la fosfatasa PRL-1.

La fosfatasa PRL-1 de Mus musculus fue clonada en el laboratorio de nuestro
colaborador, el Profesor Michel L. Tremblay (McGill University, Montreal, Canada)
en el plasmido pDEST17. El plasmido pDEST17 pertenece a la familia de
plasmidos del sistema Gateway® (ThermoFisher)?3* y afiade una cola 6xHis en el
extremo N-terminal de la proteina diana. Este plasmido fue transformado en
células BL21 (DE3) siguiendo el mismo protocolo descrito para CNNM2BaT
(Apartado 3.1.1). La sobreexpresién se realizé siguiendo un protocolo similar al de
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CNNM2cnve (Apartado 3.1.2), con la diferencia que los matraces se dejaron crecer
en agitacion a 37°C sin necesidad de inducir con IPTG, en un incubador Excella
E24R (New Brunswick Scientific) durante toda la noche. Al dia siguiente se
centrifugaron los cultivos a 5053g durante 20min para recoger las bacterias. Los

pellets se guardaron a -20°C hasta el momento de su uso.

El pellet congelado se resuspendié en un tampon de lisis que contenia 50mM
Tris pH 8, 300mM NaCl, 1mM DTT, 50mM Imidazol, 1mM Benzamidina, 0.1mM
PMSF y DNAsas. Las bacterias se lisaron mediante sonicacion siguiendo el mismo
protocolo que para CNNM2gsaT (Apartado 3.1.1). A continuacion se ultracentrifugo
el lisado a 1860099 con el rotor 45Tl durante 1h a 4°C. El sobrenadante se cargo
en una columna de afinidad de Niquel HisTrap HP 5mL (GE healthcare),
conectada a un sistema AKTA-FPLC a 4°C, previamente equilibrada con 20mM
Tris pH 8, 300mM NaCl, 50mM Imidazol, 1mM DTT, aprovechando que el
constructo utilizado de PRL-1 contiene una cola 6xHis en el exremo N-terminal.
Una vez lavada la columna con 10CV se eluyd la proteina aplicando un gradiente
de 20CV de tampon de elucién (50mM Tris pH8, 300mM NacCl, 1M Imidazol y 1mM

DTT).

La presencia de PRL-1 se confirmdé mediante SDS-PAGE (apartado 3.2.1) y
espectrometria de masas. Se seleccionaron las fracciones que contenian PRL-1,
y se concentraron hasta un volumen de aproximadamente 2mL, utilizando un
concentrador Amicon Ultra-15 10K centrifugando a 4°C y 3901g. La solucién
concentrada se inyectd en una columna de exclusion molecular HiLoad 16/60
Superdex-75 previamente equilibrada en tampén 20mM HEPES pH 7,4; 200mM
NaCl; 1mM DTT. La elucién de la proteina se realiz6 a un flujp de 0.3mL minty
en 1 CV. La pureza de PRL-1 se confirmé mediante SDS-PAGE. Las fracciones
seleccionadas se concentraron hasta aproximadamente 20 mg mL-1. La proteina

se alicuotd (entre 25 y 50 ulL) y se congelé mediante inmersién en nitrdgeno

liquido. Se almacend a -80°C hasta el momento de su utilizacién.

3.1.4. Purificacion del complejo CNNM2gat-PRL-1

Para formar el complejo, se utiliz6 CNNM2gBaT y PRL-1 previamente purificadas

siguiendo los protocolos descritos en los apartados 3.1.1 y 3.1.3. respectivamente.
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Ambas proteinas de pusieron en contacto siguiendo una relacién estequiométrica
calculada para que hubiera un exceso de 1.5 de PRL-1 frente a CNNM2gaT con el

objetivo de consumir todo el CNNM2gaT presente en la solucién.

Para encontrar las condiciones de formacién del complejo se incub6 la mezcla
rangos de 20min, 1h, 2h, 4h y 12h a temperaturas de 4°C y 20°C. Al final las
condiciones Optimas se fijaron en una incubacién de la mezcla de ambas proteinas
en hielo durante 2h antes de ser inyectada en una columna de exclusion molecular
Superdex 200 10/300 gl (GE healthcare) previamente equilibrada con un tampén
de elucion que contenia 20mM Tris pH 8; 200mM NaCl; 1mM DTT. La elucién de
la proteina de la columna se realiz6 a un flujo de 0.5ml min en un volumen de
columna con el objetivo de separar el complejo formado de la proteina PRL-1
sobrante. Debidoal aumento de tamafio, el complejo formado eluye de la columna
antes que las dos proteinas por separado. Por tanto, también se inyectaron en la
misma columna y en las mismas condiciones las dos proteinas independientes a
modo de control. Se confirmd la formacién de complejo entre CNNM2saT-PRL-1
mediante SDS-PAGE (apartado 3.2.1) y espectrometria de masas. Las fracciones
gue contenian el complejo mas puro se seleccionaron y fueron concentradas,
alicuotadas y congeladas mediante inmersién en nitrégeno liquido para su

posterior almacenamiento a -80°C hasta el momento de su utilizacién.

3.1.5. Sobreexpresiony purificacion de CNNM4gaT

El constructo de CNNM4 que comprende el médulo Bateman (residuos 356-
511) fue clonado en el vector pET101/D-TOPO (thermofisher), siguiendo el
protocolo descrito en?3>. El plasmido que contenia el constructo se transformé en
la cepa Rosetta de células de E.coli competentes (Stratagene). La sobreexpresion
fue iniciada siguiendo un protocolo similar al de CNNM2gaT (Apartado 3.1.1). Sin
embargo, una vez alcanzada una ODsoode 0.6 los cultivos fueron equilibrados a
20°C durante media hora, para a continuacion afiadir IPTG a una concentracion
final de 0.5mM. Los cultivos se dejaron crecer durante la noche a 20°C en
agitacion. A continuacién se centrifugaron a 5053g durante 20min y el pellet se

mantuvo a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
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El pellet se resuspendié en un tampon de lisis que contenia 25 mM HEPES pH
7.4, 400 mM NaCl, 20 mM imidazol, 1 uM B-mercaptoetanol, 0.1 mM PMSF, 1 mM
benzamidina y DNAsas. A continuacion se lis6 mediante sonicacion y se
centrifugod, siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 3.1.1. Inmediatamente
después de centrifugar, el lisado bacteriano se cargd en una columna de afinidad
de 1mL HisTrap FF Crude (GE healthcare), previamente equilibrada en 25 mM
HEPES pH 7.4, 400 mM NaCl, 20 mM imidazol. La proteina se eluyé en un tampoén
que contenia 25 mM HEPES pH 7.4, 400mM NaCl, 500 mM imidazol. Las
fracciones que contenian la proteina (que fue confirmado mediante SDS-PAGE
(Apartado 3.2.1) se concentraron hasta un volumen de aproximadamente 2mL,
utilizando un concentrador Amicon Ultra-15 10K centrifugando a 4°C y 3901g. A
continuacion, la solucion concentrada se cargd en una columna de filtracién en gel
HiLoad 16/60 Superdex-75 (Ge healthcare) previamente equilibrada en 150 mM
HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol. La presencia de
CNNM4eaT en las fracciones obtenidas fue confirmada mediante SDS-PAGE
(apartado 3.2.1), y las que contenian un mayor porcentaje de pureza se
concentraron hasta aproximadamente 38mg mL™!, se alicuotaron y se congelaron
mediante inmersion en nitrégeno liquido. Las muestras fueron guardadas a -80°C

hasta su momento de uso.

3.1.6. Sobreexpresiony purificacion de CNNM4cnvp

El constructo que contiene el dominio cNMP de CNNM4 (CNNM4cnve) (Homo
sapiens) incluye los residuos 545-730 y descarta los ultimos 45 residuos de la
proteina que pertenecen a una regién potencialmente desestructurada. El
constructo fue clonado en el vector pHIS-Parallel2 que aporta una cola 6xHis en
el exremo N-terminal seguido de una secuencia de reconocimiento de la proteasa
TEV233 tilizando el mismo protocolo descrito en 2%, El vector que contenia la
proteina de interés se transformd en bacterias quimiocompetentes de la cepa de
E. coliBL21 (DE3). La sobreexpresion se realizd siguiendo un protocolo similar al

descrito en el apartado 3.1.1.

El protocolo de purificacion de CNNM4cwwe es similar al seguido con
CNNM2cnve, descrito con mas detalle en el apartado 3.1.2. Brevemente, tras la

lisis del pellet bacteriano, el lisado se sometié a una cromatografia de afinidad por
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niquel, seguida de corte de la cola 6xHis con TEV, una segunda cromatografia de
afinidad de niquel y una cromatografia de exclusibn molecular en una columna
HiLoad 16/60 superdex-75. La pureza de la proteina obtenida se comprobd
mediante SDS-PAGE (apartado 3.2.1) y espectrometria de masas. Las fracciones
seleccionadas se concentraron a 10mg mL-l, se alicuotaron (25uL) y se
congelaron mediante inmersién en nitrégeno liquido. La proteina se almacend a -

80°C hasta el momento de uso.

3.1.7. Produccién de CNNM4:nvp marcadacon Selenio-Metionina

Para producir CNNM4cnve con selenio-metionina, el constructo (el mismo que
se describe en el apartado 3.1.6 y que comprende los residuos 545-730) se
transformé en células quimiocompetentes B834 (DE3) (Merck Milipore), las cuales
son auxotrofas de metionina siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado
3.1.1.

El dia antes a la sobreexpresién a gran escala se picé una colonia de la placa
de agary se pudo a crecer en 150mL de medio LB con 100 pg mL-1 de ampicilina,
cultivo que fue utilizado como preindculo. Para la sobreexpresion a gran escala,
se inocularon 20mL del preinéculo en cada 2L de medio LB previamente
autoclavado con ampicilina a una concentracién de 100 pug mL-1. Los cultivos se
dejaron crecer a 37°C hasta llegar a la ODsoo de induccion (aproximadamente 0.7).
A continuacion se centrifugaron los cultivos a 5053g durante 20min y el
sobrenadante (medio LB) fue desechado. Los pellets bacterianos se
resuspendieron cuidadosamente en 1L de tampoén fosfato salino (PBS) con el
objetivo de eliminar los restos de medio LB que pudieran permanecer. EI PBS con
las bacterias se volvi6 a centrifugar a 5053g durante 20 min. Se descarto el
sobrenadante y las bacterias fueron resuspendidas en medio SelenoMet™ que
habia sido preparado siguiendo el protocolo proporcionado por la casa comercial
Molecular Dimensions. Por cada 2L de SelenoMet™ Medium Base previamente
autoclavado, se afiadieron 100mL de SelenoMet™ Nutrient Mix y 8mL de Selenio-
metionina a 10mg mll. Ademas se afiadié IPTG a una concentracion final de
0.5mM. Los cultivos se dejaron crecer 4h a 37°C. A continuacion se centrifugaron
durante 20min a 5053¢g y 4°C, se desechd el sobrenadante y el pellet bacteriano

se guardd a -20°C hasta el momento de utilizacion.
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3.1.8. Sobreexpresiony purificacion de la regién intracelular de CNNM4
(CNNM4BAT-cNMP-Ctail)

El constructo que comprende la region intracelular de CNNM4 de Homo
sapiens incluye los residuos 356-775 y presenta en la region N-terminal una cola
6xHis, una regién de reconocimiento de la proteasa TEV, la hélice que conecta el
mdédulo Bateman con la regién transmembrana (HO, residuos 356-372), seguida
del propio médulo Bateman y el dominio cNMP hasta el residuo C-terminal. Este
constructo se clond en el vector de expresion pHis-Parallel 2 siguiendo el protocolo
descrito en 235, La sobreexpresion de la proteina se realizdé siguiendo un protocolo
similar al de CNNM2cwwe (Apartado 3.1.2.). Una vez alcanzada una ODsoo
aproximada de 0.8 a 37°C, se indujo la expresion con 0.5mM de IPTG vy las
bacterias se dejaron crecer O/N a 20°C. Al dia siguiente se recogié el pellet
bacteriano centrifugando a 5053g durante 20 min y se almacend a -20°C hasta su

utilizacion.

El constructo CNNM4BaT-cNvp-ctail Se purificd siguiendo el mismo protocolo
descrito en el apartado 3.1.2, lisando el pellet bacteriano mediante sonicaciony
purificando la proteina mediante una cromatografia de afinidad por niquel, corte
de la cola 6xHis con proteasa TEV, seguido de otra cromatografia de afinidad por
niquel, y una cromatografia de exclusion molecular, utilizando una columna Hi
Load 16/60 Superdex-200 (GE Healthcare). La presenciay pureza de CNNM4BAT-
cNvP-ctail Se confirmd mediante SDS-PAGE (apartado 3.2.1) y espectrometria de
masas. La proteina se concentré hasta 10mg mL! utilizando un Amicon Ultra-15
10K centrifugando a 4°C y 3901g y a continuacién fue alicuotada y congelada
mediante inmersion en nitrégeno liquido. Se guardo a -80°C hasta el momento de

uso.

3.1.9. Produccion de mutantes CNNM4cnvpy CNNM4gaT-cnvp-ctail FE31A

Durante el desarrollo de este trabajo, fue necesario producir los mutantes
F631A en los constructos CNNM4cnve y CNNM4eaT-cnvp-cteil . Para ello se
encargaron a la casa comercial GeneScript, que ofrece servicio de clonaje. Estos
constructos se clonaron en el vector de expresion pET11d, el cual presenta un
promotor T7 y resistencia a ampicilina. Manualmente se afiadié una cola de seis

histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal, seguido de la secuencia de
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reconocimiento de TEV. La sobreexpresion y purificacion de estos mutantes fue
realizada siguiendo el mismo protocolo utilizado en CNNM4cnve y CNNM4BAT-cNVP-

cail respectivamente (Apartados 3.1.6 y 3.1.8).

3.1.10. Producciondel complejo CNNM4gaT-cnmp-ctail-PRL-1

Para la produccién del complejo formado por la regién intracelular de CNNM4
(CNNM4eaT-cnvwp-ctai)  con PRL-1, se sobreexpresaron ambas proteinas por
separado siguiendo los protocolos descritos en los apartados 3.1.3 y 3.1.8. Para
producir el complejo, se juntaron los pellets bacterianos correspondientes, se
resuspendieron en un tampon de lisis y se lisaron conjuntamente siguiendo un
protocolo similar al descrito en el apartado 3.1.1. EI protocolo de purificacion
empleado es similar al empleado para la region intracelular, e incluye una
cromatografia de afinidad de niquel, eliminacién de la cola 6xHis con la proteasa
TEV y una segunda cromatografia de afinidad de niquel. En este caso, el objetivo
de la segunda cromatografia es eliminar el exceso no acomplejado de CNNM4BaT-
cNVP-ctail, que pierde la cola 6xHis tras la dialisis en presencia de TEV, ya que el
complejo CNNM4gaT-chwp-ctai-PRL-1 se sigue uniendo a la columna por la cola de
6xHis que tiene PRL-1 (PRL-1 no tiene secuencia de reconocimiento de TEV).
También quedan retenidos en la columna el exceso no acomplejado de PRL-1y
la proteasa TEV que también presenta una cola 6xHis. La elucién del complejo
diana de la columna se realizé aplicando un 100% de tampén de elucion (50mM
TRIS pH 8, 300mM NaCl, 300mM Imidazol, 1mM DTT). Para eliminar la proteasa
TEV, y el exceso de PRL-1, se llevd a cabo una cromatografia de intercambio
i6nico, aprovechando las diferencias en punto isoeléctrico de los diferentes
componentes de la disolucion (Complejo CNNM4eaT-cNvp-ctail-PRL-1: 5.7; PRL-1:
9.2; y TEV: 9) (Tabla. 3.1). Realizando una cromatografia en una columna de
intercambio anionico Hi Trap Q (Ge Healthcare) a pH 7.4, el TEV y el exceso de
PRL-1 son eliminados, mientras que el complejo queda retenido en la columna.
Para ello se aplico la soluciébn que contenia las tres proteinas en la columna
previamente equilibrada con un tampon 50mM HEPES pH 7.4, 1mM DTT.
Previamente fue necesario diluir la mezcla hasta una concentracion final de NaCl
de 60mM, favoreciendo asi la union del complejo a la columna. El complejo se
eluyé mediante un gradiente de 30CV del tampdn de elucién, que contenia 50mM

HEPES pH 7.4, 1M NaCl, 1mM DTT. La presencia de complejo se confirmé
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mediante SDS PAGE (Apartado 3.2.1) y espectrometria de masas. Se
seleccionaron las fracciones de complejo con mayor porcentaje de pureza y se
redujo el volumen de la solucion hasta aproximadamente 2mL, utilizando un
concentrador Amicon Ultra-15 10K antes de inyectarse en una columna de
exclusion molecular Hi Load 16/60 superdex-200 (GE Healthcare), previamente
equilibrada en tampon 20mM HEPES pH 7.4, 200mM NaCl, 1mM DTT. El
complejo se eluyd en 1CV a un flujp de 0.3mL min! Su presencia y pureza se
confirmaron de nuevo mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas. Las
fracciones que presentaban mayor pureza se seleccionaron, concentraron y
alicuotaron. Posteriormente se congelaron mediante inmersion en nitrégeno

liquido y almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

3.2. TECNICAS COMPLEMENTARIAS EN LA PURIFICACION DE PROTEINA.
3.2.1. Electroforesis en gel de acrilamida

La presencia de la proteina de interés en los distintos pasos de purificacion se
confirmdé mediante electroforesis en gel de acrilamida en presencia de dodecil
sulfato sédico (SDS) (SDS-PAGE). Se tilizaron geles que variaban en el
contenido de poliacrilamida desde un 10 a un 15% (w/v) en funcién de la proteina
que se quisiera visualizar. Las muestras se mezclaron con tampén de carga (0
Tampdén Laemmli) 2X que contenia 126mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 4%
SDS, 0.02% azul de bromofenol (Bio-Rad). Las muestras se sometieron a un
choque térmico a 95°C durante 5 min y se centrifugaron a 18000g a temperatura
ambiente antes de ser cargadas en el gel. Como marcador de pesos moleculares
se utilizd el kit Precision Plus Protein™ Dual Color standards (Bio-Rad). La
electroforesis se llevdo a cabo a 200V utilizando un tampdén 25mM Tris, 190mM
glicina, 0.1% SDS. Una vez finalizada la electroforesis, se tifieron los geles
utilizando ProBlue Safe Stain™ (Biotto Biotech) y se lavaron posteriormente con
agua. Las imagenes de los geles fueron adquiridas con un equipo Image Quant
(Ge Healthcare).

3.2.2. Determinacion de la concentracion de proteina.

La concentracion de las proteinas diana purificadas se calculé utilizando un
Nanodrop, a partir de la absorbancia a 280nm, y teniendo en cuenta el coeficiente

de extincion molar tedrico en cada caso (calculado con la herramienta disponible
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online ExPASYy (apartado 3.2.3). El coeficiente de extincibn molar (Errot) en una

solucion acuosa se calcula a partir del contenido de aminoacidos de la proteina
(concretamente del nUmero de tirosinas (ntyr), nUmero de triptdfanos (ntrp), y del

nimero de cisteinas (ncst) que contiene), como se refleja en la ecuacion 1.

Eprot = (NTyr-ETyr)+ (NTrp-ETrp)+ (NCst-Ecst)
Donde €1yr=1490, e1rp=5500, ecst= 125 a 280nm.
La absorbancia de la proteina a 280nm se midié en un sistema Nanodrop, y su

concentraciéon (C) fue calculada mediante la ley de Lambert-Beer, reflejada en la
ecuacion 2.

Absprot= Errot-:C:1 Donde | es la longitud de onda.

3.2.3. Determinacion de parametros estandar de proteinas

El peso molecular tedrico, nimero de residuos, punto isoeléctrico y coeficiente

de extincion molar (€280) de las proteinas utilizadas en este estudio (resumidos en

la tabla 3.1) fueron calculados utilizando la herramienta disponible online ExPASy

Bioinformatics Resource Portal (https://web.expasy.org/protparam).

Tabla. 3.1.Parametros tedricos de las proteinas utilizadas en este estudio.

n Limites Punto
Proteina Dominios Mw (KDa) o €230
(N°Residuos) Isoeléctrico
HO+Bateman 429-584
CNNM2gar 17.8 441 4470
(156)
cNMP 593-875
CNNM2cnmp 317 8.29 13410
(283)
HO+Bateman 359-511
CNNM4gar 18.0 4.35 5960
(156)
cNMP 545-730
CNNM4cnmp 20.9 9.01 17880
(186)
HO+Bateman+cNMP 356-775
CNNM4 BAT-cNMP-Ctail ) 47.8 5.08 25330
+Ctail (420)
CNNM2gaT-PRL-1 Bateman+ PRL-1 (329) 37.6 5.35 24910
HO+Bateman+cNMP
CNNM4 gaT-cNmp-crail PRL-1 ] (593) 67.6 5.7 45270
+Ctail+ PRL-1
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3.3. CRISTALIZACION DE PROTEINAS
3.3.1. Cristalizacion del complejo CNNM2gat-PRL-1.

La concentracion apropiada de proteina para iniciar los experimentos de
cristalizacion se determin0 mediante un test comercial de Precristalizacion
(PCT™, Hampton Research). En el caso del complejo CNNM2gaT-PRL-1, la
concentracién que se estimé como adecuada para iniciar los primeros sets de
screens se establecié en 15 mg mL-L. El estudio preliminar de cristalizacién se
inicid mediante un cribado a gran escala automatizado, asistido por robots de
manejo de liquidos y nanodispensadores automaticos, que permitieron examinar
unas 2500 disoluciones distintas, procedentes de screens comerciales disponibles
en la plataforma de Rayos-X del CIC bioGUNE (tabla 3.2.). La técnica utilizada en
estos screens fue la de difusion de vapor en gota sentada (sitting drop) en placas
de cristalizacion de 96 pocillos MRC. La distribucién de disoluciones en los pocillos
correspondientes se realizé con la ayuda de un robot TECAN freedom EVO (Tecan
group Ltd.). Las gotas de cristalizacion se prepararon con la ayuda de un
nanodispensador MOSQUITO (ttplabtech), mezclando 200nL de la disolucién que
contenia el agente precipitante con otros 200nL de la disolucion que contenia el
complejo CNNM2gaT -PRL-1 purificado. El reservorio con la disolucion precipitante
contenia 50pl. Las placas se mantuvieron a 18°C durante el tiempo de formacién
de los cristales. La presencia o no de cristales fue comprobada con una lupa
MZ12.5 (Leica).

Una vez identificadas condiciones preliminares prometedoras, que rindieron
pequefios microcristales o en su defecto precipitados con aspecto cristalino, se
procedio a realizar un cribado mas especifico dirigido a optimizar las condiciones
de cristalizacién. En este segundo paso, se aumentd significativamente el tamafio
de las gotas, y se trabajo empleando la técnica de gota colgante (hanging drop)
en cajas limbro de 24 pocillos VDX. Las mejores condiciones preliminares para el
complejo CNNM2gaT -PRL-1 se encontraron del screen comercial SALT-RX
(Hampton Research). Las gotas colgantes contenian 1uL de complejo y 1 pL de
precipitante. La condicion que finalmente proporciond los cristales de mejor
calidad contenia 0.1M Acetato de sodio, pH 4,6 y 2M formiato de amonio y una
concentracién de proteina de 15mg mL1. EL volumen de disolucién precipitante

en el reservorio durante el proceso de optimizacién fue de 0.5mL. Las placas
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fueron incubadas a una temperatura constante de 18°C en la plataforma de

cristalizacion del centro. Los cristales crecieron en un tiempo aproximado de 24h.

Siguiendo un protocolo similar, se cristalizd el complejo CNNM2gaT -PRL-1 en
presencia de ATP y ZnClz. ElI ATP (SIGMA, A2383-1G) se afiadio
independientemente a la proteina a una concentracion final de 3.7mM, resultando
en una relacién estequiométrica de 10:1 de nucledtido respecto de la proteina. El
ZnCl2 fue afiadido como una fuente de cationes Zn?*, y se utiliz6 a una
concentracion final en la mezcla de 5mM. Los cristales en presencia de ATP-Zn
crecieron en condiciones muy similares a las del complejo en ausencia de ligandos
(0.1M Acetato de sodio, pH 4,6 y 2M formiato de amonio) El tiempo aproximado
de crecimiento cristalino fue de 24h. A continuacion se examinaron las mejores
condiciones de congelacion, sumergiendo los cristales en soluciones que
contenian diferentes crioprotectores (alcoholes, sucrosa, agarosa y aceite de
silicona entre otros). Los monocristales del complejo obtenidos en ausencia o en
presencia de ZnATP con mejor apariencia morfolégica, fueron sumergidos,
primero, en una solucién que contenia 0.1M Acetato de sodio, pH 4,6; 2M formiato
de amonio y 25% de glicerol (v/v), y posteriormente en nitrdgeno liquido. A
continuacion se almacenaron hasta la recoleccion de datos de difraccion de rayos
X en diferentes instalaciones sincrotron europeas (ESRF (Francia), DIAMOND
(UK) y ALBA (Espafia)).
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Tabla. 3.2. Screens de cristalizacion utilizados en este trabajo

Screende Cristalizacion Casa Comercial Referencia
PCT™ Pre-Crystallization test Hampton Research Corp HR2-140
PEGI/lon Hampton Research Corp HR2-126
PEG/lon 2 Hampton Research Corp HR2-098
PEGRx1 Hampton Research Corp HR2-082
PEGRX2 Hampton Research Corp HR2-144
Index Hampton Research Corp HR2-107
SaltRx 1 Hampton Research Corp HR2-107
SaltRx2 Hampton Research Corp HR2-109
Crystal Screen Cryo™ Hampton Research Corp HR2-122
Natrix Hampton Research Corp HR2-116
PACT premier Molecular Dimensions Ltd MD1-36
Morpheus ™ Molecular Dimensions Ltd MD1-46
JCSG-plus™ Molecular Dimensions Ltd MD1-37
JCSG Core | Suite QIAGEN 130724
JCSG Core Il Suite QIAGEN 130725
JCSG Core lll Suite QIAGEN 130726
JCSG Core VI Suite QIAGEN 130727

3.3.2. Cristalizacién de CNNM4gaT

La cristalizacion del médulo Bateman de CNNM4 fue realizada siguiendo el
protocolo descrito en 23, La proteina se cristalizd en un rango de 20 a 60mg mL1
en 0.1M HEPES pH 7.5, 3.5-4 M NaCl, en un ratio 1:1 con 1L de proteina sobre
1uL de precipitante. EI método utilizado fue el de gota colgante en placas limbro
de 24 pocillos VDX a 18°C en la plataforma de Rayos-X del centro. Los cristales
de CNNM4eaT se congelaron utilizando 20% sucrosa como crioprotector y se
midieron en las lineas ID14.1 e ID23.2 en el sincrotron ESRF (Grenoble, Francia).

El mejor conjunto de datos se recogi6 a una resolucién de 3.6A.

3.3.3. Cristalizacion de CNNM4c:nvp

La concentracion idonea para iniciar los experimentos de cristalizacion de
CNNM4cnve, se determindé mediante un ensayo de pre-cristalizacion (PCT™,
Hampton Research). La concentracion apropiada se situé entorno a los 10mg mL-
1. Siguiendo un protocolo similar al del complejo CNNM2gat -PRL-1, la busqueda
de condiciones iniciales de cristalizacion se inici6 mediante un cribado a gran
escala (Apartado 3.3.1.). Las condiciones mas prometedoras se obtuvieron en los

screens PEG ION 1y 2 (Tabla 3.2.). El siguiente paso de optimizacion se realizd
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variando diferentes parametros como la concentracion de proteina, la
concentracion y el tipo de precipitante, la temperatura, el volumen de la gota, la
adicion de detergentes y/o aditivos (sales, iones metalicos...) o utilizando técnica
de microsemillaje (o microseeding)?3®con cristales obtenidos de la misma proteina
en una placa de gota colgante de 24 pocillos VDX. Las gotas colgantes contenian
1uL de complejo y 1uL de solucién precipitante. Tras un laborioso proceso de
optimizacién, los cristales de mejor calidad crecieron en 0.5M de Formiato de
sodio, 5% de PEG 3350, 0.1M de Tris pH 7.2, a una concentracion de proteina de
8mg mL! en la placa de gota sentada, a una temperatura constante de 18°C, en
un tiempo aproximado de 72h. Los cristales se recogieron en lazos de nylon y se
congelaron en nitrégeno liquido tras sumergirlos previamente en una solucién que
contenia 0.5M de Formiato de sodio, 5% de PEG 3350, 0.1M de Tris pH 7.2 y 20%
(vWv) de glicerol como agente crioprotector. Se eligi6 glicerol al 20% como agente
crioprotector tras probar una serie de crioprotectores diferentes, como se indica
en el apartado anterior. Los cristales se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta

colecta de datos.

3.4. RESOLUCION ESTRUCTURAL POR TECNICAS
CRISTALOGRAFICAS DE RAYOS X.

3.4.1. Resolucion estructural del complejo CNNM2gat-PRL-1.

Las lineas de sincrotrén utilizadas en este estudio fueron la linea MX-XALOC-
BL13 del sincrotron ALBA (Barcelona, Espafia) y la linea ID 23-1 del sincrotron
ESRF (Grenoble, Francia) (Tabla 3.3)

Las imagenes de difraccion se tomaron en intervalos angulares de 0.1 a 0.25°
en funcién del cristal, situando el detector a una distancia que permitiera recoger
datos de difraccion hasta una resolucion de 2 A. El nimero de imagenes asi como
el angulo de inicio, necesarios para conseguir el 100% de completitud del espectro
fueron determinados mediante el programa EDNA?23’. Los parametros de colecta
utilizados con los cristales que proporcionaron las estructuras cristalinas en este
trabajo, se encuentran reflejados en la tabla 3.3. Los datos de difraccidén obtenidos
fueron indexados, integrados y escalados, con los programas XDS238 vy
autoPROC?23%9,
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Tabla. 3.3. Parametros de colecta de las estructuras cristalograficas de este

estudio
i ) Complejo
Parametrode Complejo
CNNM4gar CNNM4 cnmp CNNM2gaT.PRL-1
colecta CNNM2gar.PRL-1
Zn-ATP
N°Imagenes 360 3600 1440 1800
Ad (°fimagen) 1 0.1 0.25 0.2
Linea ID14-1 103 XALOC ID 23-1
MA) 0,9334 0.9794 0.9794 1.284
Tiempo exposicion
0.25 0.08 0.25 0.037
(seg)
CCD-ADSC
Detector Qu'glNJUM Pilatus 6M-Dectris  Pilatus 6M-Dectris Pilatus 6M-Dectris
Temperatura (°C) -173 -173 -173 -173

El complejo CNNM2BaT.PRL-1 se resolvi6 mediante reemplazamiento
molecular, empleando como modelos iniciales de busqueda de fases las
estructuras cristalinas independientes de CNNM2eaT y de PRL-1 (Cdodigos PDB
41Y0 y 1XM2 respectivamente), resueltas anteriormente por nuestro laboratorio.
Las fases fueron calculadas con el programa PHASER?% integrado en el paquete
Phenix. La estructura del complejo CNNM2gaT-PRL-1 unida a ATP-Zn, se resolvio
mediante reemplazamiento molecular utilizando como modelo inicial la estructura
del propio complejo. Posteriormente se calculé el mapa anémalo del Zn?* con el
programa Fast Fourier Transform (FFT)?*! integrado en CCP4 242, En ambos casos
el modelo estructural se construyd manualmente con el programa COOT?42 y fue
sometido a varios ciclos de refinamiento con el programa Phenix Refine?44, La
calidad geométrica de las estructuras finales fue validada con Molprobity?4°. Las
coordenadas atdmicas de cada uno de los modelos se depositaron en el Protein
Data Bank bajo los coédigos de acceso 5MMZ y 5LXQ para el complejo
CNNM2BaAT-PRL-1 y CNNM2BAT-PRL-1 con ATP-Zn, respectivamente.

Las figuras que muestran estructuras en tres dimensiones se prepararon con
el programa PyMOL (http/www.pymol.org/) y Chimera?*. Los parametros
cristalogréficos y las estadisticas del refinamiento se muestran en la Tabla 4.5

(Resultados).
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3.4.2. Resolucioén estructural de CNNM4gaT

Las lineas de sincrotréon utilizadas en las recogidas de datos de CNNM4BaT
fueron la ID23-2 yla ID14-1 del sincrotrén ESRF (Grenoble, Francia). La estrategia
de colecta de datos necesaria para conseguir la maxima completitud de los datos
se disefi6é con el programa EDNA23" y se encuentra reflejada en la tabla 3.3. Los
datos de difraccion obtenidos se indexaron, integraron y escalaron mediante los
programas XDS?238y autoPROC?239,

La estructura de CNNM4eaT se resolvio mediante reemplazamiento molecular,
empleando como modelo inicial de busqueda de fases la estructura cristalina de
CNNM2gaT (Cédigo PDB 4IY0), resuelta anteriormente en nuestro laboratorio?%9,
Las fases fueron calculadas con el programa PHASER?% integrado en el paquete
Phenix. ElI modelo estructural se construyd manualmente con el programa
COQOT243 y fue sometido a varios ciclos de refinamiento con el programa Phenix
Refine?*, La calidad geométrica de la estructura final fue validada con
Molprobity?*>. Las coordenadas atémicas del modelo se depositaron en el Protein
Data Bank bajo el cédigo de acceso 6RS2. Las figuras de modelos
tridimensionales se prepararon con PyMOL (http://www.pymol.org/) y Chimera246.
Los parametros cristalograficos y estadisticas del refinamiento se muestran en la
Tabla 4.2 (resultados).

3.4.3. Resolucion estructural de CNNM4cnvp

Las lineas de sincrotron utilizadas para recoger los datos del constructo
CNNM4cnwe, fueron la linea MX-XALOC-BL13 en el sincrotron ALBA (Barcelona,
Espafa), y las lineas 10-3, 10-4 e I-24 en el sincrotrén Diamond Light Source
(Didcot, UK). (Tabla 3.3). La estrategia de colecta de datos necesaria para
conseguir el 100% de completitud se disefi6 con el programa EDNA2%7 y se
encuentra reflejada en la tabla 3.3. Los datos de difraccion obtenidos se indexaron,
integraron y escalaron mediante los programas XDS238 y autoPROC?22°, Debido a
la falta de un modelo que presentara homologia estructural suficiente pararesolver
la estructura mediante reemplazamiento molecular, se decidi6 producir la proteina
marcada con selenio-metionina y utilizar la sefial andmala del selenio para calcular
las fases cristalograficas, empleando la técnica de difraccibn andmala simple

(SAD). Las posiciones de los atomos de selenio, determinadas con el programa
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SHELX?*"y con el programa AUTOSOL 244, permitieron obtener las fases iniciales
para resolver la estructura. ElI modelo inicial se construyd con la ayuda del
programa BUCANEER?*® y manualmente con el programa COOT2# vy fue
sometido a varios ciclos de refinamiento con el programa Phenix Refine?*. La
calidad geométrica de los modelos finales fue validada con Molprobity?*°. Las
coordenadas atomica del modelo final se depositd en el Protein Data Bank bajo el
codigo de acceso 6G52. Las figuras de modelos tridimensionales se prepararon
con PyMOL (http7Mmww.pymol.org/) y Chimera?#6, Los parametros cristalograficos

y estadisticas del refinamiento se muestran en la Tabla 4.2 (resultados).

3.5. DISPERSION DE RAYOS X A BAJO ANGULO (SAXS)

Complementariamente a la cristalografia de rayos X, se empleé la técnica de
dispersién de Rayos X a bajo angulo (SAXS) para elucidar la estructura
tridimensional en solucion de los constructos CNNM4cnve, CNNM4BAT-cNVP-Ctail Y €l
complejo CNNM4eaT-chnvp-ctail unido a PRL-1 (Las estructuras de CNNM4BAT-cNvP-
cail 'y complejo CNNM4BaT-cNvP-ctailt S€ analizaron tanto en presencia como en
ausencia de MgATP). SAXS es una técnica de baja resolucidon que permite
elucidar el tamafio y la forma de una proteina en soluciéon?4°. Los datos de SAXS
se recogieron en la linea bioSAXS B21 del sincrotron “Diamond Light Source”
(Didcot, UK). El estudio se realizd en colaboracién con el Prof. Dritan Siligi de la
Universidad de Bari (ltalia). Por cada medida se inyectaron 45ul de muestra en
una columna de exclusién molecular KW-403 (Shodex) previamente equilibrada
con un tampon que contenia 20mM HEPES pH 7.4, 200mM NaCl, 1mM DTT y
conectada a un sistema HPLC (Agilent) a 20°C. En el caso de las muestras
analizadas en presencia de MgATP, se anadi6 al tampon adenosina 5’ -(8, y-imido)
trifosfato (ADPnP) (Sigma-Aldrich, A2647-5MG) (una forma de ATP no
hidrolizable) y MgClz auna concentracién final de 5mM. Las muestras se incubaron
con ADPnP y MgClz2 durante 20min antes de ser inyectadas en la columna. El
eluido de la columna se trasvasé directamente del HPLC a un capilar de cuarzo
de 1.6mm de didmetro donde fue irradiado con Rayos X. La medida se realizd a
un flujo de 0.16 mL minl. Se recogieron 620 imagenes con una exposicion por
imagen de 3s, en un detector PILATUS 2M (Dectris, Suiza) a una distancia 4.014m
de la muestra. Elruido de las imagenes se eliminé manualmente con el programa

ScAtter (http:/Aww.bioisis.net/). Se utilizd la aproximacién de Guinier para calcular
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el radio de giro (Rg)?°. El tamafio maximo de la proteina (Dmax), se calculé a
partir de la funcién de distribucion de pares (Funcién P(r)). Todos los analisis
expuestos  anteriormente  se realizaron con el programa  ScAtter
(http:/Amww .bioisis.net/) y el paquete ATSAS 2%, Los modelos ab initio se
generaron utilizando los programas englobados en el paquete ATSAS. Se crearon
20 modelos ab initio independientes con los programas DAMMIF 252 y GASBOR
253,254 | os modelos obtenidos se compararon y se selecciond el mas probable con
el programa DAMSEL. Utilizando DAMSUP alineamos los modelos con el
asignado como mas probable y utilizando DAMAVER se mediaron los modelos
alineados y se calculd el mapa de probabilidad. En base a este protocolo, se
seleccionaron los modelos mas probables, que fueron utilizados para construir los
modelos finales utilizando las estructuras cristalograficas de CNNM2garT,
CNNM4eat, CNNM28AT con MgATP, Complejo CNNM2gaT-PRL-1 y CNNM4cNwvP
(Cédigos PDB 4IYS, 6RS2, 4P10, 5SMMZ y 6G52 respectivamente). El valor de
ajuste entre la curva tedrica del modelo creado frente a la curva experimental de

SAXS (X?) se calculdé con el programa FoxS2%°, integrado en Chimera?246,

Para afadir los segmentos polipeptidicos que conectan el moédulo Bateman
con el dominio cNMP, asi como los dltimos 45 residuos desestructurados de la
region C-terminal del dominio cNMP, (C-tail) presentes en el constructo
CNNM4saT-cNvp-crail,  Se Utilizd el programa CORAL?%4. El refinamiento de los
modelos, se llevd a cabo con el programa SASREF?2%. Tanto CORAL como
SASREF se encuentran integrados en el paquete ATSAS?%1, Los modelos finales
refinados se depositaron en la base de datos de SAXS “Small Angle Scattering
Biological Data Bank” (SASBDB) con los codigos de acceso SASDERS,
SASDEQ8, SASDESS8,SASDEP8y SASDENS8 para CNNM4cnve, CNNM4BAT-cNMP-
ctai, CNNM4BAT-cNvp-ctaiit con MgATP, Complejo  CNNM4BaAT-cNwP-ctai-PRL-1 Yy
Complejo CNNM4paT-cnvp-ctai-PRL-1 con  MgATP  respectivamente.  Los
parametros de colecta y estructurales de SAXS se exponen en las tablas 4.3y 4.6

(resultados).

3.6. DISPERSION DE LUZ MULTIANGULO (MALS)

La técnica conocida con el acronimo MALS (por sus siglas en inglés “MultiAngle

Light Scattering”) emplea la dispersion de luz por una macromolécula, y es una
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herramienta muy Util para determinar el peso y la presencia de diferentes estados
oligoméricos de una macromolécula, independientemente de su forma. Latécnica
consiste en hacer incidirluz procedente de laseres a diferentes angulos sobre una

solucién que contiene la macromolécula de interés.

En este estudio se analizd el peso molecular y el estado oligomérico de
CNNM4BaT-chvwp-ctailt Y CNNM4cnve asi como de los mutantes F631A en ambos
constructos. Los experimentos se realizaron acoplando una columna de exclusion
molecular Superdex 200 10/300 Increase (GE HealthCare) conectada a un
sistema HPLC (Agilent), al detector de dispersion de luz DAWN-HELEOS vy al
detector del indice de refraccion diferencial Optilab rEX (Wyatt Technology, Santa
Barbara, Ca, USA) (Sistema SEC-MALS). La columna se equilibré con un tampén
que contenia 20mM HEPES pH 7.4, 200mMNaCl y 1mM TCEP. El tamp6n habia
sido previamente filtrado a 0.1um. De cada muestra se inyectaron 100ul en
concentraciones de 1y 10 mg ml't. La concentraciéon de proteina se varié con el
objetivo de conocer su influencia en el estado oligomérico de la muestra. Se calibré
el sistema SEC-MALS con albumina de suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich, B4287-
1G) a una concentracion de 1 mg mL-! preparado en el mismo tampén. La eluciéon
de la proteina a través de la columna se realiz6 a un flujo constante de 0.5 mL min-
1. La adquisiciéony andlisis de los datos se realizé con el programa ASTRA (Wyatt

technology).
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4.1. DISENO DE CONSTRUCTOS DE LAS PROTEINAS CNNM

La familia humana de factores homeostaticos de transporte de Mg?* CNNM, esta
compuesta por cuatro miembros, CNNM1-4, cuya masa molecular y longitud de cadena
polipeptidica varian desde 75-105 KDa, y 700-900 aminoacidos, respectivamente (Tabla
4.1.) CNNM3 es la proteina de menor tamafo, y CNNML1 la mas grande. Los CNNMs son
proteinas multimodulares formadas por al menos cuatro dominios independientes bien
diferenciados interconectados entre si por regiones flexibles. La region N-terminal esta
localizada en su mayoria extracelularmente, y presenta una regiéon enriquecida en laminas
B, que viene precedida por una hélice a-transmembranosa. A continuacion, le sigue un
dominio denominado DUF21 (Domain of Unknown Function-21), compuesto por tres o
cuatro hélices transmembrana. La ultima de ellas, denominada hélice HO, es larga y
conecta el DUF21 con la region intracelular de la proteina, que incluye dos médulos
diferentes. El primero, conocido como modulo Bateman, estd formado por dos motivos
cistationina pB-sintasa (dominios CBS) consecutivos, y representa la regién mas
conservada entre todos los miembros de la familia CNNM. Aproximadamente cuarenta
aminoacidos después del modulo Bateman, se encuentra el segundo dominio intracelular,
conocido como dominio cNMP (por sus siglas en inglés “Cyclic Nucleotide
MonoPhosphate binding domain”), cuya funcion se desconoce, aunque presenta cierta
similitud con los dominios de unidon a nucledtidos ciclicos CNBDs (“Cyclic Nucleotide
Binding Domains”). Estos ejercen una funcion reguladora en otras proteinas, como los
canales de potasio activados por la unién de un nucledtido ciclico (CNGs) o en las
proteinas kinasas Ay G (PKAy PKG respectivamente) mediante la union a AMPc o GMPc
9257 Por Ultimo, la region C-terminal de los CNNMs esta constituida por una larga cola
peptidica, cuya longitud varia entre los cuatro CNNMs y que se encuentra poco
conservada a nivel de estructura primaria. La cola-, o C-tail, como es conocida, esta
probablemente desestructurada, y sufuncion tampoco es conocida.

La naturaleza transmembranosa, multimodular, flexible y dinamica de los CNNMs,
sujeta a cambios conformacionales drasticos (Corral-Rodriguez, 2014) ha convertido la
cristalizacion de esta familia de proteinas en un gran desafio desde su descubrimiento en
el afio 2003 (Wang et al, 2003). Los intentos fallidos de nuestro laboratorio y de otros
grupos por cristalizar las especies full-length correspondientes, nos invitd a buscar
alternativas experimentales que permitieran abordar suestudio estructural. Aprovechando
la identidad estructural independiente de cada uno de los modulos que constituyen estas
proteinas, avalada por el conocimiento anterior de nuestro laboratorio con alguno de estos

dominios (el médulo Bateman 2°°), nuestra primera aproximacién consistié en aplicar una
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estrategia de “Divide y Venceras”, basada en el disefio de una bateria de constructos, que
comprenden diferentes regiones y dominios de la proteina, con el objetivo de cristalizarlos
de manera independiente, para posteriormente ensamblar el “puzle” estructural completo
de cada una de las proteinas (Fig. 4.1.).

MmCNNM2 HsCNNM4
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Figura. 4.1. Los constructos disefiados en este trabajo se muestran en la figura. TM se refiere a la region
transmembrana. Elmédulo Bateman comprende los dos motivos CBS (Cistationina 3-sintasa). Los residuos
que comprenden laslaminas 8 presentes en laregion extracelular (rectangulos verdes ygranates en CNNM2
y CNNM4 respectivamente) ylas hélices transmembranosas (rectdngulos blancos) se muestran a la izquierda
de cada proteina. La proteina CNNM2 utilizada en este trabajo pertenece a la especie Mus musculus
(MmCNNM2) y CNNM4 pertenece a la especie Homo sapiens (HSCNNM4).

El disefio de los constructos se realizé empleando el conocimiento cristalografico
previo sobre otras proteinas que contienen dominios CBS, asi como las herramientas
bioinformaticas disponibles online hoy en dia, entre las que podemos mencionar Phyre2,
Smartdatabase, Protter, Psipred y Blast (Protein). El analisis comparativo de la secuencia
de aminoacidos de los CNNM humanos, y otras proteinas permitié establecer el grado de
homologia en distintas regiones de la cadena polipeptidica en regiones intra e
intermodulares, asi como residuos conservados, potencialmente implicados en el
reconocimiento de posibles ligandos (por ejemplo nucleétidos) en algunas de estas
regiones. Asimismo, permiti6 extraer conclusiones acerca de la homologia entre
miembros de la familia, y establecer qué proteinas comparten mayor homologia, y por
tanto una posible funcion similar. Por ejemplo, pudimos establecer que CNNM2 y CNNM4

son los homologos més cercanos (tabla 4.1). El analisis de dominios equivalentes mostro
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gue la mayor homologia corresponde a regiones intramodulares, y la menor a los
fragmentos intermodulares. EI médulo Bateman de los cuatro CNNM representa la region
mas conservada, aproximadamente un 78%, (un 90% entre CNNM2 y CNNM4) (tabla
4.1). Por su parte, el dominio cNMP presenta una homologia media de aproximadamente
el 50% aunque entre CNNM2 y CNNM4 comparten un 60% de identidad(tabla 4.1). La
alta similitud de secuencia de aminoacidos entre los miembros de la familia,
especialmente entre CNNM2 y CNNM4, resulté relevante en el posterior estudio
estructural, al permitir extrapolar muchas de las conclusiones obtenidas a diferentes
miembros de la familia para los que no fue posible obtener una estructura cristalina.

83



Tabla.4.1

Resultados

hCNNM

Nterm
(Media=19.4 %)

DUR21
(Media=45.1%)

Bateman
(Media=77.7 %)

Conexion Bat-cNMP
(Media =41.8%)

cNMP
(Media=51,3%)

Cola-C
(Media =25,8%)

hCNNM1
hCNNM2
hCNNM3
hCNNM4

100/20.2/26.7/14.0
20.2/100/19.3/25.8
26.7/19.3/100/10.4
14.0/25.8/10.4/100

100/45.3/42.8/38.6
45.3/100/33.1/79.0
42.8/33.1/100/31.9
38.6/79.0/31.9/100

100/81.8/70.8/79.1
81.8/100/71.0/89.5
70.8/71.0/100/74.5
79.1/89.5/74.5/100

100/29.1/28.3/52.78
29.1/100/37.8/61.11
28.3/37.84/100/41.7
52.78/61.1/41.7/100

100/56.7/45.9/52.3
56.7/100/47.5/60.2
45.9/47.5/100/45.1
52.3/60.2/45.1/100

100/29.1/28.3/35.3
29.1/100/15.1/27.5
28.3/15.1/100/19.6
35.3/27.5/19.6/100

La identidad de cada dominio con su region equivalente en el resto de los miembros de la familia CNNM, esté expresada en porcentaje y separada por barras. El primer
valor muestra el dominio que se esté comparando vs CNNM1, el segundo vs CNNM2 etc. La comparacion “consigo mismo” (100%) se muestra en negrita para facilitar
la interpretacion.

Los residuos incluidos en cada regién se indican a continuacion:

CNNMZ1_Nterm:1-223; CNNM1_pur21: 224-414; CNNM1_gar: 415-568; CNNM1_conexsat-chmp: 569-606; CNNML_cnmp: 607-794; CNNM1_colac: 795-950;

CNNM2_nterm:1-250 ; CNNM2_ purz1: 251-431; CNNM2_gar: 432-584; CNNM2_conexaT-chmp: 585-621; CNNM2_cnmp: 622-820; CNNM2_ colac: 821-875;
CNNM3_nterm:1-135 ; CNNM3_ pur21: 136-301; CNNM3_gar: 302-452; CNNM3_conexaT-chmp: 453-493; CNNM3_cnmp: 494-654; CNNM3_ colac: 655-707;
CNNM4_nterm:1-178 ; CNNM4_ pur21: 179-358; CNNM4_gar: 359-511; CNNM4_conexsat-cnmp: 512-547; CNNM4_cnmp: 548-724; CNNMA4_ colac: 725-775
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En humanos, la proteina CNNM4 (codigo UniProtKB / Swiss-Prot Q6P4Q7) presenta
dos isoformas de 775 y 262 aminoacidos respectivamente (la isoforma 1 carece de los
primeros 513 residuos,), distribuidos en cuatro dominios estructuralmente independientes.
La isoforma 1 (Mw= 86,6KDa, pl=5,75) contiene: (i) una region N-terminal (residuos 1-
178) que incluye una hélice transmembranosa (residuos 15-32) y una region
potencialmente enriquecida en laminas f, seguida de (i) un dominio DUF21 (residuos
184-358) que incluye un motivo de cremallera de leucina (residuos 188-209) y cuatro
hélices transmembrana (residuos 180-207; 243-263; 265-289 y 296-324), (ii) dos motivos
consecutivos cistationina B-sintasa (CBS) (residuos 371-435 y 436-505 respectivamente),
(iii) un motivo conservado “Cyclin box” (residuos 548-578)*>2 y (iv) un dominio de unién a
nucleétidos ciclicos (cNMP) (residuos 545-695

4.2. MODULO BATEMAN DE CNNM4 (CNNM4gar)

La disponibilidad de la estructura cristalina del dominio Bateman de CNNM2
(CNNM2saT)?%9, facilitd el disefio de un constructo cristalizable que permitiera resolver la
estructura de la region equivalente de CNNM4. La identidad a nivel de secuencia entre
las dos proteinas esta region es del 90 % (Tabla 4.1.). El constructo disefiado,
denominado CNNM4sat, contiene los dos dominios CBS (CBS1, CBS2)y la hélice HO que
los precede, y que les une al dominio transmembranoso DUF21. La razén de incluir la
hélice HO, fue comprobar si la union de ATP a CNNM4 afecta a su orientacion, como
ocurre en CNNM2?(apartado 1.4.2.2. Introduccién), ya que cualquier cambio
conformacional en esta hélice es potencialmente relevante en el mecanismode transporte
de Mg?* a través de la membrana celular. El constructo CNNM4gat contiene los residuos
359-511, de los cuales, los aminoacidos 359-369 pertenecen a la hélice HO. Los motivos
CBS1y CBS2, estan formados por los residuos 371-435 y 436-505, respectivamente.
CNNM4eatr presenta un peso molecular teérico de 18 KDa (calculado con el servidor
https://web.expasy.org/protparam/) (Tabla 3.1. Materiales y métodos).

CNNM4sat se clon6 en el vector pET101/D-TOPO con una cola de seis histidinas
(6xHis) en el extremo N-terminal siguiendo el protocolo descrito en?®. La cola de 6xHis
se afiadio con el objetivo de iniciar la purificacion de la proteina mediante cromatografia
de afinidad por Niquel, lo que permite obtener muestras de alta pureza desde el inicio de
la purificacion. El protocolo que se utilizé para purificar la proteina se detalla en el apartado
3.1.5. de Materiales y métodos.
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4.2.1. Estructura cristalina de CNNM4gaT.

La cristalizacion del constructo CNNM4ear fue realizada siguiendo el protocolo
previamente descrito por nuestro laboratorio en 23°. Brevemente, la proteina se cristalizd
en un rango de 20 a 60 mg mL*en 0.1M HEPES pH 7.5, 3.5-4 M NaCl, usando una
proporcion 1:1 entre la disolucion de proteina y la solucion del pocillo, con 1L de proteina
sobre 1uL de precipitante. Los cristales de CNNM4esar se congelaron utilizando 20%
sucrosa como crioprotector y se midieron en las lineas ID14.1 e ID23.2 en el sincrotron
ESRF (Grenoble, Francia). Finalmente, se recogié un set de datos a una resolucion de
3.6A.

Los datos se indexaron, integraron y escalaron con los programas XDS2#® y
autoPROC?®, Los parametros de celdilla (a=91,4 b=141,4 y ¢=87,9; a=B=y=90° son
compatibles con un sistema cristalino ortorrémbico. El estudio preliminar de la simetria
del cristal, se analizé a partir de la funcién de autorotacion (calculada con el programa
MOLREPS integrado en CCP42%°). El plot a Chi=180, muestra tres ejes binarios
ortogonales paralelos a los ejes a, b y c, respectivamente, consistentes con la clase de

Laue mmm (Fig. 4.2).

Chi=180

Fgura.4.2. Funcién de Autorotacion de CNNM4gar. La
funcion muestra tres ejes de simetria binaria en Chi=180
3" perpendiculares alos ejes a,by c respectivamente.

El Volumen de Matthews (Vwm) calculado a partir de los datos de difraccion?®®
(https://csb.wfu.edu/tools/vmcalc/vm.html) es de 3.97, 2.64 y 1.98 A3 Da?, para 2, 3 0 4
moléculas en la unidad asimétrica (a.u). Estos valores sugieren un contenido de solvente
del 69, 54 y 38%, respectivamente. Teniendo en cuenta la fragilidad de los cristalesy su

limitado poder de difraccion, estimamos que dos moléculas en la unidad asimétrica
(probablemente un dimero de CNNM4gat) son el contenido mas probable.
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La estructura cristalina de CNNM4gsar, se determin0 mediante la técnica de
Remplazamiento Molecular (MR), aprovechando la alta homologia a nivel de secuencia
de aminoacidos (94%) que existe entre CNNM4 y la regidn equivalente de CNNM2 (Tabla
4.1.), cuya estructura cristalina es conocida (Cadigo PDB 4IYS)?%, La técnica de MR
permite obtener fases iniciales de la proteina diana a partir de un andlisis comparativo del
mapa de Patterson experimental de la proteina que se pretende resolver, y el mapa de
Patterson tedrico del modelo estructural conocido?®t.

El analisis preliminar de los datos de difraccion indic6 la presencia de cuatro moléculas
independientes en la a.u, que se disponian formando dos dimeros. El programa utilizado
en el proceso de resolucion estructural fue PHASER-MR integrado en el paquete
PHENIX?4°, La obtencion de fases se realizé considerando como posibles cualquiera de
los grupos espaciales compatibles con la clase de Laue mmm: P222, P222:, P21212,
P212:121, C222, C2221, F222, 1222, 12:2121. El refinamiento del modelo final determin6 que
el grupo espacial correcto era C222. El modelado molecular se realizé con el programa
COOT vy el refinamiento de la estructura con el programa PHENIX REFINE?*. Los
parametros estadisticos de difraccion y del refinamiento se recogen en la tabla 4.2.

Como se esperaba, la estructura cristalina de CNNM4gar confirm6 un maddulo
Bateman formado por dos motivos cistationina B-sintasa consecutivos (CBS1, residuos
371-435; CBS2, residuos 436-505) que presentan el plegamiento caracteristico apafpa
observado en otras proteinas®¢’. Ambos motivos contactan entre si a través de las hojas
B formadas por las laminas 31-B3 en el motivo CBS1 y las laminas $4-$6 en el motivo
CBS2 (Figura 4.3 arriba, izquierda). Las laminas 8 del motivo CBS1 son mas cortas que
las del CBS2. La hélice N-terminal HAL es una hélice 310y la hélice H2 (que se sitla a
continuacion de la lamina 33) se divide en dos secciones, nombradas como H2A y H2B.
Por su parte, la hélice HO, que conecta el dominio CBS1 con la regién transmembrana, se
empagueta sobre las hélices H3 y H4 del motivo CBS2.(Figura 4.3). El mddulo Bateman
presenta una red de puentes de hidrégeno y puentes salinos entre cadenas laterales,
tanto en el interior de los motivos CBS (D393-T396 en la region N-terminal de la hélice
H1, S388-E412 entre las laminas 1y 2, y T495-D498 entre la lamina 5y la hélice H4),
comoentre los motivos CBS1y CBS2 (D426-Y445 entre las hélices H2 y HB y N360-E463
entre la hélice HO y la hélice H3).
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Tabla 4.2. Datos estadisticos y de refinamiento de rayos-X

Proteinas CNNM4gar CNNM4 nmp
Datos de colecta y procesamiento
Linea de sincrotron ESRF, ID14-1 DIAMOND, 103
Longitud de onda (A) 0.934 0.9794
Grupo espacial/Cédigo PDB C2/41Y3 P3221/6G52
a (A 91.39 116.74
b (A) 141.36 116.74
c(A) 87.89 243.46
Moléculas poru.a. 4 9
Resolucion (A) 43.94 - 3.69 243.46-3.69
(3.76-3.69) (3.99-3.69)
Reym @ 0.047 (0.437) 0.179 (1.661)
Rmeas ° 0.052(0.485) 0.184 (1.707)
Rpim © 0.023 (0.209) 0.042(0.387)
No. de reflexiones 62620 413463
No. de refexiones Unicas 11864 21343
l/ol 21 (3.4) 13.9 (2.8)
CC1/2 0.99 (0.91) 0.99 (0.87)
Completitud (%) 98.7 (90.7) 99.7 (98.5)
Redundancia 5.3(5.2) 19.4 (19.3)
Mosaicidad (°) 0.2 0.1
Estadisticas de refinamiento
Ruork 9/ Riree © 0.23/0.28 0.2844/0.3026
No. de atomos
Protein 4567 9252
Ligand - -
Water - -
Media de los factores B (A2)
Proteina 105,94 100
Ligandos - -
Moléculas de agua - -
Desviacion cuadratica media
Longitud de enlaces (A)/Angulos de 0.004/0.683 0.003/0.748
enlaces (°) ’ ’ ' '
Estadisticas de Ramachandran (%)
Residuos enregiones favorables 97.5 99
Residuos enregiones permitidas 25 1
adicionales ’
Residuos enregiones no permitidas 0 0

Cada setde datos se corresponde con un Unico cristal. La concha de mayor
resolucién se muestra entre paréntesis. Rsym® = 2w i |li (hkl) - <l(hkl)>|/ Zna i
li(hkl); Rmeas ® = Zra Zi |li (hkl)- <I(hkl)>1] Zra Z; li(hkl); °Roim= Roim = Zaki Zi [k (hkl) -

<I(hkI)>1 ] Zpa Zi i(hkl). Rwork = Z |Fo — Fe |/ £Fo. Riee ®= X |Fo — Fe | / £Fo, calculado
utilizando un 5% de reflexiones aleatorias que no se incluyeron en el refinamiento
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Fgura. 4.3. Estructura del modulo Bateman de CNNM4. (Arriba, izquierda) CNNM4gar esta constituido por
dos motivos CBS consecutivos (CBS1 y CBS2). La regién que conecta las laminas 5 y 6 forma un bucle
largo (“Longloop”) de ocho residuos. La hélice HO conecta el médulo Bateman con laregion transmembrana
DUF21 (La distribucién por dominios de la proteina se muestra encimade la estructura, E.R significa Region
extracelular, TM (DUF21) se corresponde con laregion transmembrana. Linker es el segmento de la cadena
polipeptidica que conecta el médulo Bateman con el dominio cNMP (Centro, derecha) La proteina se asocia
formando dimeros que se denominan moédulos CBS. Las subunidades complementarias se muestan
coloreadas yen gris, respectivamente. El médulo Bateman albergados cavidades denominadas S1y S2 que
se sithan simétricamente aun lado y a otro de lamolécula. (Centro, izquierda) Alineamiento de secuencia del
madulo Bateman en las proteinas CNNMs humanas. Los elementos de estructura secundaria se muestran
encima de la secuencia y han sido extraidos de la estructura cristalina del médulo Bateman de CNNM4.
(Abajo). Residuos que forman las cavidades S1y S2 en CNNM4gar. El residuo T495 en la cavidad S2 ocupa
una posicion equivalente a la treonina T568, que si se encuentra sustituida por una isoleucina, causa

hipomagnesemia familiar (Stuiveret al. 2011).
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De forma similar a lo que se observa en dominios CBS de otras proteinas®®¢’, el
modulo Bateman de CNNM4 presenta dos cavidades principales simétricas,
denominadas S1 (sitio 1) y S2 (sitio 2), que se localizan en la interfaz entre las hojas 3 de
los dos motivos CBS (Figura 4.3, abajo). Es conocido que cavidades equivalentes unen
derivados de adenina en otras proteinas. Por ejemplo, s-adenosilmetionina en la enzima
CBS?2 o AMP, ADP o ATP en la proteina kinasa dependiente de AMP, AMPK?%, En
CNNM4sat | la cavidad S1 se encuentra ocluida por cadenas laterales de residuos
voluminosos (Y423, L472, R407) que impiden la uniéon de una molécula en su interior. Sin
embargo, la cavidad S2 estd expuesta y no presenta dicho impedimento estérico. Al
contrario, presenta todas las caracteristicas necesarias para albergar un derivado
adenosilico: (i) un entorno hidrofébico para acomodar el anillo de adenina (F384, M385,
Y405, L493, V494, Fig.4.3.); (ii) un aspartato (D498) en la primera vuelta de la dltima o-

hélice del dominio CBS2y una treonina (T495) conservada en la Ultima lamina p de dicho

dominio para estabilizar la posicién del el anillo de ribosa del adenosilo mediante la
formacion de puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo del azucar (Fig.4.3.)%”. Una
caracteristica poco frecuente (comentada con més detalle mas abajo) de la cavidad S2,
es la presencia de un cluster acido localizado en el entorno del aspartato conservado, en
la region N-terminal de la hélice H4 (E497, D498, E501). En otras proteinas implicadas en
el transporte de iones, como MgtE, CorC o el canal de cloruro CLC-5516273.209 (Fig 4.4)
este cluster &cido esta sustituido por residuos hidrofilicos de carga positiva o0 neutra. En
CNNM4, el sitio S1, no presenta el cluster acidico, y su posicién esta ocupada por las
cadenas laterales de los R407, K425, H471, y T406) (Figura 4.3).

La estructura del médulo Bateman de CNNM2 unido a ATP fue resuelta en el afio
2014 mediante cristalografia de Rayos-X en nuestro laboratorio. Como se muestra en esa
estructura®®®, el ATP se une exclusivamente al sitio S2 de CNNM2, que como hemos
comentado presenta caracteristicas Unicas que la distinguen de los sitios de union a
nucleétidos de dominios CBS presentes en otras proteinas. A modo de resumen,
mencionaremos que las cavidades S1 o0 S2 de un modulo Bateman que une nucleotidos
estan generalmente compuestas por tres bloques estructurales: (1) la region flexible que
conecta la pequefia hélice oo HA2 que precede a la lamina B1 del motivo CBS1; (2) La
lamina B2 del motivo CBS1; y (3) La lamina 6 del motivo CBS2 junto con las primeras
dos vueltas de la hélice o siguiente (H4) (Fig. 4.4.). Los primeros dos bloques
proporcionan una region hidrofébica que acomoda y orienta el anillo de adenina, fijando

la orientacion de la ribosa en la cavidad. Entre los residuos involucrados se encuentran
una fenilalanina conservada, localizada en la region que precede a la lamina B1 (F440,
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F457, F325, and F384 en CNNM1-4, respectivamente) (Fig. 4.4.) y una tirosina, que se
sitla en la region que precede a la lamina B2 (Y461, Y478, e Y405 en CNNM1, 2,y 4,

respectivamente (en CNNM3 el residuo equivalente es H346) (Fig. 4.4.).

HA2 B2 B6 H4
hy yhP G h hT/5sX XD/N
CNNM1(S2) 432VLTPLGDCFM 49SGYTRIP s4aGIVTLEDIIEE
CNNM2(S2) 499VMTPLRDCFM 4%6SGYTRIP s5ssGIVTLEDVIEE
CNNM3(S2) 377 VLTPLEDCFM 344SGHTRIP 433GLVTLEDVIEE
CNNM4(S2)376 | MTQLQDCFM 403SGYTRIP 42GLVTLEDVIEE
CorC (S2) 2 IMIPRSQMIT 98SAHSRFP 177GLVTIEDILEL
MgtE (s1)201IMNPKVVYVR 25YDFTVLP 182GVLSLRDLIVA
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Figura 4.4. (A, B, C y D) muestran la cavidad de unién a nucleétidos en CNNM2, CNNM4, MgTE y CorC
respectivamente. Enlos CNNMs y CorC el nucleétido se une a la cavidad S2 mientras que en MgTE se une
en la cavidad S1. Los residuos principales involucrados en la interaccion con el nucleétido se muestran en
detalle. Arriba se muestra un alineamiento de los tres bloques que conforman las cavidades del sitioS2 (y S1
en MgTE). El motivo conservadohyy h’ P (donde h es hidrofébico, y es cualquiera,y P es prolina) estabiliza
el anillo de adeninay favorece la presencia de nucleétidos derivados de adenina. Los residuos conservados
T568 y D571 interaccionan con el hidroxilo del anillo de ribosay pertenecen al motivo conservado G h h’ T/S
X X D/N (donde h es hidrofébicoy X es cualquier residuo). La repulsién electroestatica ejercida por los
residuos E570, D571, y E572 se neutraliza por la presencia de Mg?*. En MgTE la treonina conservada del
motivo G h h’ T/S X X D/N se sustituye por una serina, y el glutamato conservado (E570 de CNNM2) esta
sustituido porunaarginina, la cual interacciona con la cadena polifosfato del ATP.

Por otro lado, la orientacion del anillo de ribosa del ATP se estabiliza principalmente
gracias a tres residuos: El primero es una treonina conservada que pertenece al primer
blogue estructural, y que precede a la hélice HA2 (T434, T451, T319y T378 en CNNML -
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4 respectivamente) (Fig.4.4.). El segundo es otra treonina conservada (T552,T568, T436
y T495 en CNNML1-4 respectivamente) localizada en la region final de la lamina 36 en el
tercer bloque (Fig.4.4.). Por ultimo el tercer residuo es un aspartato también conservado
(D555, D571,D439 y D498 en CNNM1-4 respectivamente), que se localiza en la primera
vuelta de la dltima hélice o (H4) del motivo CBS2 (tercer bloque estructural) (Fig.4.4.).
Estos tres aminoacidos forman una extensa red de puentes de hidrégeno con el hidroxilo
de la ribosa, que, junto con el bolsillo hidrofébico mencionado anteriormente, orientan el
motivo de adenosilo dentro de la cavidad. El tercer bloque estructural de la cavidad, es el
gue marca la diferencia en términos de seleccion de nucleétido y afinidad de union en las
proteinas homologas. Por ejemplo, tanto en los CNNMs como en CorC, este bloque
incluye una region rica en residuos acidos en las primeras dos vueltas de la hélice H4.
Esta region, formada por los residuos E497, D498, E501 en CNNM4 (En CNNM2 estos
residuos son E570, D571 y E574, los equivalentes en el resto de CNNMs y CorC se
muestran en la figura 4.4), ejerce una repulsion electroestatica que no favorece la
interaccién con grupos cargados negativamente como la cadena polifosfato del ATP
(Fig.4.4.). Una reduccion en la carga negativa del ligando, como por ejemplo un menor
namero de fosfatos, o alternativamente, la presencia de cationes divalentes unidos al
nucledtido (por ej. MgATP) neutraliza la repulsion y por tanto incrementa la afinidad de la
proteina por el nucleétido. Esto no solo explica la interaccién dependiente de Mg?*
observada en CNNM2%%5:2% " sino también la mayor afinidad observada por AMP que por
ATP2%, |a reduccion de la repulsion electroestatica podria también justificar el hecho de
gue solo se haya conseguido resolver la estructurade CorC unida a AMP y no el complejo
con ATP correspondiente (Cédigo PDB 5YZ2%%). Al contrario que las proteinas CNNMs y
CorC, en Mgtk y CLC-5, en la posicion del residuo E570 de CNNM2, hay una arginina o
una lisina (R187 y K726 respectivamente), que estabilizan la cadena de polifosfato y, por
tanto, favorece la interaccioén con ATP en estas proteinas (Fig.4.4.). Pese a que no se ha
resuelto la estructura de CNNM4ear en presencia de nucleétidos unidos, los residuos del
sito S2 implicados en la interaccion con MgATP en CNNM2 se encuentran
estructuralmente conservados en CNNM4, lo que sugiere que CNNM4eatr también puede
unir este ligando (Fig.4.4.). La union de ATP y Mg?* al mddulo Bateman de CNNM4 se
demostr6 en estudios previos del laboratorio, mediante Resonancia magnética nuclear
(RMN). Las titulaciones de RMN mostraron que CNNM4eat interacciona de forma muy
débil con iones Mg?*(Ko>102M) y con ATP, cuya constante de afinidad se encuentra en
el rango de 103-102M, lo que se sitla en el rango de concentracién del ATP intracelular
(1-10mM). Sin embargo, la adicién de Mg?* junto al ATP, reforz6 y estabilizé los efectos

observados en el espectro tras la adicion de ATP, lo que se interpretdé como que la union
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de Mg?* favorece la union del ATP. Basandonos en la estructura cristalina de CNNM2gaTt
en presencia de MgATP y la alta homologia de secuenciay estructura con CNNM4ear,
concluimos que los iones Mg?* también neutralizarian la repulsion electroestatica entre
los residuos acidos del sitio S2 de CNNM4eat, permitiendo asi la unién del ATP.

De forma similar a su homoélogo CNNM22%°, CNNM4eatr se asocia consigo mismo
formando un dimero con forma de disco denominado médulo CBS, que presenta una
disposicion paralela, es decir, los extremos N y C-terminal de mddulos Bateman
complementarios se encuentran orientados hacia el mismo lado del disco, y no en lados
opuestos como en el caso de un moédulo CBS antiparalelo®-¢’. Al formar el médulo CBS,
los motivos CBS1y CBS2 se empaqguetan con su subunidad equivalente en la proteina
complementaria (Fig. 4.3). En el modulo CBS de CNNM4 la interfaz entre subunidades en
la region del motivo CBS1 presenta una red de interacciones hidrofébicas (Fig. 4.5.).
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K425y 9 (503 L4627
P+ \ /R 19 emso7 Q\} ® \wl496
vig V424

1)

P43 \»‘
, K425 HB 1504
M401 H3

\J M361
1362
<R
S®a365
L368/ -~
M361 (" §
3 k% L368
e 1362 e
Ho

Figura 4.5. Interacciones que estabilizan el modulo CBS de CNNM4. A, B y C representan las
interacciones presentes en el médulo CBS de CNNM4. Se corresponden con las interacciones entre motivos
CBS1, CBS2 y HO respectivamente de subunidades complementarias (en verde y naranja claros).
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El bolsillo hidrofébico formado por las cadenas laterales de las hélices H1 (F394,
M397, M401) y H2 (V424, K425, L427, V430, P432) acomoda las cadenas laterales de
residuos presentes en la hélice H2 de la subunidad CBS1 complementaria (como por
ejemplo A428 y F429) (Fig.4.5.). Por otro lado, las interacciones entre los motivos CBS2
presentan contactos reciprocos entre las hélices H3 y H4 de la subunidad
complementaria, y H4 y H3 de la otra subunidad (H3-H4*/ H4-H3*). Estos contactos
implican al residuo L462 de la H3, y a los residuos L496, 1500, 1503, 1504 de la hélice H4
(Fig.4.5.). Tras la dimerizacion, las hélices HO de mdodulos Bateman complementarios se
cruzany participan en la interfaz entre motivos CBS2 a través de los residuos N360, M361,
1362, A365, y L368 (Fig.4.5.).

Inesperadamente, el médulo CBS de CNNM4 presenta una conformacion intermedia
(“semitwisted”) en ausencia de ATP. Esta conformacion semialabeada es intermedia entre
las dos conformaciones descritas para CNNM2: alabeada o “twisted” (con forma de “Y”)
en ausencia de fosfonucleétidos (AMP, ADP o ATP) y “plana” o “flat”, tras la uniéon de
MgATP?%°, Las diferencias se muestran en la figura 4.6.

La presencia de densidad electronica residual en los extremos de los dominios CBS1,
cercade un cluster &cido formado por los residuos D431, D433 y D434 (hélice H2B) (Fig.
4.3.), que nosotros atribuimos a la probable presencia de uno o varios cationes metalicos
(probablemente iones Na* presentes en la solucion de cristalizacion) puede explicar la
conformacion “semitwisted” que adopta el moédulo CBS de CNNM4gat en los cristales. Es
razonable pensar que la interaccion de iones Na* con dichos cluster acidos, contribuye a
neutralizar las cargas repulsivas que en su ausencia alejarian los dominios CBS1 de la
subunidades complementarias en el moédulo CBS (Fig. 4.7.), que conduciria a la
conformacion twisted que se observa en la estructura de CNNM22°,
Desafortunadamente, la resolucion de los datos de difraccion no permite confirmar de

forma inequivoca la presencia de iones Na* en la estructura.
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Figura.4.6. Cambios conformacionales observados en médulos CBS. Hastalafecha, se han descrito tres
conformaciones diferentes en el modulo CBS (Dimeros de mddulos Bateman, en verde y azul
respectivamente) en proteinas CNNMs. CNNM2 adopta dos conformaciones diferentes, (A) “Twisted” en
ausencia de ligandos y donde cada mdédulo Bateman rota respecto del complementario (el plano que
representa el eje entre laminas 3 de un médulo Bateman esta representado mediante unalinea roja) y “Flat”
(C) cuando une MgATP en el sitio S2 de cada subunidad,y donde los dos médulos Bateman se encuentran
alineados en el mismo plano. (B) CNNM4 adopta una conformacion “semi-twisted” la cual se corresponde con
un estadio intermedio entre las conformaciones (A) y (C).

En CNNM2, la carga negativa de los residuos D504, D506 y D507 en la hélice H2B
ejerce una repulsion electroestatica entre motivos CBS1 complementarios que provoca la
conformacion “twisted” (Fig.4.7.) que presenta CNNM2sat en ausencia de ligandos 2%. La
unién de cationes Mg?* a esa regiéon de CNNM2sat® neutraliza la repulsion
electroestatica y favorece el cambio conformacional que hace que CNNM2gat adquiera la
conformacion “flat”. Datos de RMN, obtenidos en colaboracion con el Dr. Tammo Diercks
de CIC bioGUNE, muestran que CNNM4eatr une ATP de forma Mg?* dependiente, de la

misma manera que el médulo Bateman de CNNM2 (Fig 4.4.).
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CNNM4 Semitwisted

Bateman

Bateman’

Fgura 4.7.. Se muestrala superficie electroestatica del médulo CBS de CNNM4 (arriba) yde CNNM2 (abajo),
este Ultimo tanto en ausencia (twisted) como en presencia (flat) de MgATP. Los extremos de los motivos
CBS1 complementarios (hélice H2B, asterisco amarillo) pres entan unaregion rica en cargas negativas (rojo)
que ejercen una repulsioén electroestatica. Esta repulsion de cargas en CNNM2 hace que el médulo CBS
adquiera una conformacién “twisted”. EI Mg? se une en esa region del motivo CBS1, neutralizando la
repulsion de cargas ypromoviendo la conformacion flatde CNNM2gat. En CNNM4gat, probablemente debido
a la presencia de iones Na* en la condicién de cristalizacién, se neutraliza la repulsion de cargas vy la
conformacion es “semitwisted”. Las cargas positivas se representan en azuly las neutras en blanco
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4.3. ESTRUCTURADEL DOMINIO CNMP.

La estructura tridimensional de los dominios cNMP de los CNNMs se desconocia al
inicio de esta tesis doctoral, si bien el analisis comparativo de sus secuencias de
aminoacidos habia llevado a clasificarlos como potenciales ortdlogos de dominios de
unién a nucleétidos ciclicos (CNBDs), similares a los que contienen otras proteinas de
funcién no relacionada. Entre ellas se encuentran las kinasas PKA'y PKG? y los canales
ibnicos activados por hiperpolarizacion y nucledtidos ciclicos HCN y CNG
respectivamente®2¢3, En el caso de los CNNM humanos, la estructura primaria dentro de
la familia esta conservada en un 50% de media (Tabla 4.1), alcanzando el valor mas alto
(60%) entre CNNM2 y CNNM4, y el mas bajo (45 %) entre CNNM3 y CNNM4 (Tabla 4.1).
La carencia de un modelo tridimensional adecuado impidi6 el uso de técnicas de
remplazamiento molecular en la elucidacion de la estructura cristalina y obligd a utilizar
técnicas alternativas no dependientes de modelo, como la dispersion anomala simple
(SAD) o multiple (MAD). En el caso particular de CNNM2 y CNNM4, la alta identidad entre
ambas proteinas ha permitido extrapolar muchas de las conclusiones estructurales y
funcionales obtenidas para uno de ellos (CNNM4). Como se describe mas adelante, la
informacion obtenida ha permitido reconstruir un modelo tridimensional que engloba la
region intracelular completa.

Como se menciona en el apartado 4.1., nuestro estudio cristalografico comenz6 con
el disefio de constructos estables, potencialmente cristalizables, que incluyeran el dominio
cNMP. La inclusion o deleccion de pequefios segmentos peptidicos a ambos lados del
modulo cNMP se decidié en base a la prediccion de estructura secundaria en dichas
regiones satélites, empleando las herramientas bioinforméticas disponibles online
(https://molbiol-tools.ca/Protein_secondary_structure.htm). El objetivo de este analisis
preliminar fue determinar con la mayor precision posible los limites del médulo cNMP en
cada una de las proteinas de interés, evitando asi una posible alteracion de sus elementos
secundarios (a-hélices, laminas B) y la desestabilizacion del plegamiento general de la
proteina. Los constructos que se disefiaron del dominio cNMP de CNNM2 y CNNM4
(Fig.4.1.) fueron los siguientes (los residuos correspondientes se indican entre paréntesis
en subindice): CNNM2(se3-826), CNNM2(593-867); CNNM2(s93-871); CNNM2(593-875); CNNMA(512-
730); CNNM4512-775); CNNM4(s45.730; CNNMA4Eas-775). LOs constructos disefiados en base a
este criterio, se sometieron posteriormente a un andlisis de cristalizabilidad usando el
servidor XtalPred (http://xtalpred.godziklab.org/XtalPred-cgi/xtal.pl). Este software emplea
estadisticas obtenidas de proteinas microbianas de tipo salvaje no secretadas y esta

optimizado para identificar los objetivos de cristalizacion mas prometedores de grandes

99



Resultados

familias de proteinas. XtalPred también es util en el disefio de constructos, aunque la
clasede cristalizacionen simismano suele ser un criterio suficiente para encontrar limites
precisos en la cadena de aminodcidos. La prediccién se realiza combinando las
probabilidades de cristalizacionindividuales calculadas en base a ocho parametros de las
proteinas diana en una Unica puntuacion (score) de cristalizacion. Basandose en esta
puntuacion, se asigna la proteina analizada a una, de entre cinco clases de cristalizacion.
Cada clase representa una tasa de éxito probable de cristalizacién frente a la base de
datos TargetDB. Los constructos disefiados del dominio cNMP de CNNM2 y CNNM2
obtuvieron en los ocho casos un score de cristalizacion de 5 que se corresponde con la
clase de cristalizacion menos prometedora. Aun asi, seleccionamos tres de los
constructos, CNNM4sas-730, CNNM4ias-77sy Y CNNM2sess75)  para sobreexpresarlos,
purificarlos y comprobar sialguno era susceptible de cristalizar experimentalmente.

4.3.1. Sobreexpresiény purificacion del dominio cNMP de CNNM2 y
CNNM4.

Los constructos seleccionados se clonaron en el vector pHis-Parallel2 que
proporciona una cola de seis histidinas en el extremo N-terminal. La adicién de una cola
6xHis se realizé con el objetivo de iniciar la purificacion de la proteina mediante
cromatografia de afinidad por niquel. A continuacion de la cola 6xHis se afiadié una
secuencia de reconocimiento de la proteasa TEV lo que nos permite eliminar la cola de
histidinas del constructo. El protocolo general de purificacion de estos constructos
consistia en, después de lisar las bacterias (Apartado 3.1. Materiales y métodos) se
realizaba una primera cromatografia de afinidad por niquel, seguida del corte de la cola
6xHis y a continuacion se realizaba una segunda cromatografia de afinidad por niquel. De
este modo, la cola 6xHis, la proteasa TEV (que también contiene una cola 6xHis) y las
proteinas presentes en el lisado bacteriano que se unen de forma inespecifica a la
columna de afinidad se vuelven a retener en la columna mientras que nuestro constructo
de interés no se une. Por tanto, obtenemos una muestra bastante pura solo con dos
cromatografias de afinidad, lo que reduce el tiempo de purificacion y aumenta el
rendimiento de la misma. A continuacion, realizamos una cromatografia de exclusion
molecular con el objetivo de separar diferentes poblaciones o posibles agregaciones de
la proteina y posibles proteinas contaminantes que hayan podido permanecer en la

solucion (Fig.4.8.).
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Figura. 4.8. (Izquierda), SDS-PAGE del ultimo paso de purificacién (Columna de exclusion molecular) de
CNNM4cnwme. El primer carril del gel muestralos marcadores de peso molecular,donde seresaltanelde 25y
20 KDa (Mw CNNM4:nmp=20.9 KDa). El segundo carril se corresponde con la solucién que se inyecta en la
columna de exclusién molecular y el resto de carriles muestran fracciones eluidas de la columna, donde se
observa la alta pureza obtenida en las muestras. (Derecha) Perfil de elucion de CNNM4wp de la

cromatografia de exclusién molecular Superdex200 10/300 Increase (GE Healthcare). A laizquierda del pico
semuestralacurva de calibracion de la columna de exclusion molecular.

4.3.2. Cristalizaciéon del dominio cNMP.

Los constructos seleccionados para llevar a cabo los ensayos de cristalizacion del
dominio cNMP de CNNM2 y CNNM4 fueron: CNNM2s93-875, CNNM4545-730 Y CNNM4545-
775).(Fig 4.1). De ellos, CNNM4sss.730) (de ahora en adelante denominado CNNM4cnwe) es
el Unico que no incluye la cola-C, y también el Unico que rindio cristales de calidad
suficiente para iniciar el estudio cristalografico. El fracaso en la cristalizacion de los otros
dos constructos se atribuyé a la flexibilidad y probable carencia de estructura definida de
la cola C. Debido a la carencia de un modelo tridimensional adecuado para la resolucién
estructural mediante MR, se decidi6 utilizar CNNM4cnve marcado con selenometionina,
con el objetivo de utilizar el método de dispersion anémala simple en el momento de la
resolucion estructural

Experimentalmente, los estudios de cristalizacion se iniciaron con un cribado a gran
escala (High throughput screening) empleando todas las soluciones comerciales
(screens) disponibles en la plataforma de Rayos-X, que incluye aproximadamente unas
2000 condiciones diferentes que exploran variaciones en el tipo de precipitante (sales,
polietilenglicoles, aminas y alcoholes), aditivos (sales inorganicas y organicas) y
detergentes, ademas de buferes tamponados a diferentes pHs (Apartado 3.3 Materiales
y métodos, Tabla 3.2.). Uno de los parametros clave controlado durante el estudio fue la
temperatura, limitada a 4°C o a 18°C en salas atemperadas del CIC bioGUNE. El elevado

nuamero de condiciones del cribado requirio la asistencia automatica de robots de manejo
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de liquidos (TECAN EVO) y nanodispensadores (Mosquito), que agilizasen el proceso.
Ambos robots forman parte de la plataforma de rayos X de CIC bioGUNE. Los primeros
hits de cristalizacion se obtuvieron en 20 de las 96 condiciones que ofrece el screen PEG
ION 1 y 2 de la empresa Hampton Research (https://www.hamptonresearch.com/)(Fig

4.9). La técnica empleada fue la de difusién de vapor por gota sentada, en placas de 96
pocillos MRC a una temperatura de 18°C.

Hgura. 4.9. A, B, Cy D muestran cristales crecidos con PEG 3350y cloruro de litio, acetato de sodio, citrato
de potasioyfluoruro de sodio respectivamente procedentes del screen comercial PEGION 1 y 2.

La optimizacién de las condiciones iniciales se realizd en placas de 24 pocillos por el
meétodo de gota colgante, variando la concentracion de la proteina y del precipitante, el
peso molecular del polietilenglicol (desde 400 a 20K g mol?), el pH, la fuerzaionica de las
soluciones salinas, y la adicion aditivos y detergentes (screens de Hampton Research).
Los cristales optimizados se congelaron utilizando diferentes tipos de crioprotectores
(alcoholes, sucrosa, agarosa y aceite de silicona entre otros, presentes en el screen
CryoPro de Hampton Research) (Apartado 3.3, Materiales y métodos) y se almacenaron
en nitrégeno liquido hasta la colecta de datos de difraccion de rayos X en instalaciones
sincrotron. En contraste con el alto nimero de condiciones de cristalizacion, la calidad de
difraccion de los cristales obtenidos no pudo mejorarse més alla de 5 o 6 A de resolucién.
La utilizacion de técnicas de microsemillaje (microseeding)?*¢ tampocomejoraron el poder
de difraccion de los cristales, que a pesar de una buena morfologia y tamafo (entre 0.5-
1 mm los méas grandes) siguieron difractando en un rango aproximado de 5A. La
realizacion de un nuevo cribado, mediante la técnica de gota sentada en placas de 96
pocillos, permitié obtener cristales en 0.5M Formiato de sodio, 5% de PEG 3350 y 0.1M
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Tris pH 7.2, a una concentracion de proteina de 8mg mL™. Los cristales se congelaron en
20% (v/v) de glicerol como agente crioprotector mediante inmersion rapida (flash freezing)
en nitrégeno liquido. Las dificultades encontradas para optimizar la morfologia y calidad
de los cristales, se reprodujo también en la obtencion de un set de datos de difraccion de
calidad que permitiese avanzar en el estudio estructural. A pesar del enorme esfuerzo
experimental (se testaron varios centenares de cristales) sélo pudimos obtener un Gnico
set de datos con resolucion suficiente (3.34 A) para abordar la determinacion estructural
(Fig 4.10).

4.3.3. Estudio cristalogréafico preliminar de CNNM4cnwvp.

Chi=180 Chi=120

FHgura. 4.10. (Izquierda) Imagen del cristal con el que resolvimos la estructura del dominio cNMP de CNNM4
(Flecha roja). (Derecha) Funcion de autorotacion del dominio cNMP, de donde se extrae la presenciade un
ejeternario (Chi=120)y de ejes binarios (Chi=180) cada 60°,lo que es indicativo de la clase de Laue -3m.
La recogida de datos se realiz6 en la linea 103 del sincrotrén Diamond light source
(DLS) (Didcot, UK), y aportd 3600 imagenes con una exposicion por imagen de 0.08
segundos y una oscilacion Q de 0.1° . La longitud de onda seleccionada para realizar la
recogida de datos (0.9794A) fue determinada experimentalmente calculando la curva
experimental de un scan de fluorescencia de selenio (Tabla 3.3. Materiales y métodos).
El factor de scattering de un atomo (expresado por la ecuacion f(6,A)=f0(8)+f'(A)+if"(A))
tiene tres componentes: el primer término depende del angulo de scattering o angulo de
Bragg, mientras que los dos restantes dependen de la longitud de onda (A). Los dos
altimos términos representan la difraccidbn andmala que tiene lugar cerca del borde de
absorcion del &tomo (en este caso los atomos de selenio), cuando la energia de la
radiacion es suficiente para promover un salto electronico desde una capa atémica
interna. El factor de dispersion [f'(A)] reduce el factor de scattering normal, mientras que
el término anémalo [if"(A)] sufre un desfase (avance) de 90°. Este desfase, rompe la ley
de Friedel, que establece que la intensidad de las reflexiones relacionadas por simetria

h,k,1 y -h, =k, =1, son equivalentes, dando lugar a diferencias anémalas que pueden
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emplearse mateméaticamente para localizar la posicion de los scatterers (selenios en el
caso de proteinas marcadas con selenio-metioninas) que han provocado este efecto. Es
importante destacar que el scattering anémalo es mayor para atomos con un elevado
niamero atémico, como el selenio (Se), y menor para atomos con menor numero de
electrones como el azufre (S) o el fésforo (P), siendo practicamente despreciable para
atomos como el carbono (C), el nitrogeno (N), o el oxigeno (O), principales componentes
de los aminoacidos de las proteinas. Un tipico experimento de dispersion anémala implica
la recogida de datos en el pico de absorcion del scatterer anémalo (mayor valor de

"), otro en el punto de inflexion de dicha curva (menor ), y otro en una longitud de onda
remota situada por encima del borde de absorcién, donde f es practicamenbte cero y "
muy grande. La técnica de dispersion andmala simple (SAD) se realiza colectando un
anico set de datos en el pico de absorcion, y actualmente, es normalmente suficiente para
obtener las fases de los scatterers anémalos, siempre que la proteina tenga un nimero
suficiente de dichos scatterers conrespecto al nUmero de residuos que contiene la cadena
polipeptidica. La estimacionaproximada es de un &tomo de selenio por cada 100 residuos
de proteina. La técnica de resolucion estructural seleccionada en nuestro caso fue SAD.
El nUmero de seleniometioninas en la cadena polipeptidica del constructoes 4y el numero
de aminoécidos, 186.

El analisis de los datos de difraccion datos mediante el servidor online “Diffraction
Anisotropy Server” de la universidad de Callifornia (UCLA)
(https://services.mbi.ucla.edu/anisoscale/)), evidencié una alta anisotropia en el espectro

de difraccion, que requirié una correccionde las intensidades acorde a sus caracteristicas.

La simetria mas probable del cristal fue analizada mediante el estudio de la funcién
de autorotacién (calculada con el programa MOLREPS5 del paquete CCP42%), a partir de
las reflexiones colectadas). El plot a Chi=120° indic6 la presencia de un eje ternario
paralelo al eje c. Por su parte, el plot a Chi=180 ° revel6 la presencia de ejes binarios
perpendiculares al eje c, y separados por una rotacién de 60° entre si con respecto a este
eje, compatibles con un sistema cristalino trigonal, perteneciente a la clase de Laue -3m,
(Fig. 4.10). El Volumen de Matthews (Vm)?®° resultd compatible con la presenciade 9 0 12
moléculas en la unidad asimétrica con coeficientes de Matthews de 2.54 y 1.91 A3 Dal,
y un contenido de solvente del 51 y 35% respectivamente. Teniendo en cuenta el limitado
poder de difraccion de los cristales, se estimdé que nueve moléculas en la unidad
asimétrica era la solucion méas probable. La obtencion de fases iniciales mediante la
localizacion de los atomos de selenio presentes en la selenio-metioninas, se realizo

iterativamente considerando como posibles cualquiera de los grupos espaciales
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compatibles con la clase de Laue -3m: P321, P312, P3:21, P3:112, P3:221 and P3:12. La
solucién con mejores estadisticas en el faseado y el mejor mapa de densidad electronica,
(los programas empleados fueron SHELX?*" y AutoSol*** del paquete Phenix) se obtuvo
en el grupo espacial P3:221, en el que se refind el modelo final (con el programa
Phenix.Refine)?*4. Los parametros de celdilla se recogen en la tabla 4.2.

4.3.4. Estructura cristalina de CNNM4cnvp.

La estructura cristalina del dominio cNMP de CNNM4 muestra plegamiento de tipo

a/B, constituido por una region central, que comprende 7 laminas B, flanqueadas por a-

hélices tanto en el extremo N (hélices aN1 y aA) como en el C-terminal (hélice aB) (Fig
4.11)

™ Médulo
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Hgura 4.11. (Arriba, izquierda) El dominio cNMP esta formado por dos hélices a en la regién N-terminal,
denominadas aN1 yoA (en rojo), seguidas de una region que sedispone centralmente yque recibe el nombre
de B-roll,el cual estaasuvez formado por7 laminas 3 (en azul). En la region C-terminal la proteina presenta
una hélice a denominada aB (en verde). El B-roll alberga una cavidad central (la base estaresaltada conun
asterisco) que contieneuna regién denominada “Phosphate Binding Casette” (PBC, en amarillo)que asu vez
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esta formada por una pequefia vuelta de hélice (aP) y un bucle (loop) extendido de aproximadamente 40
residuos, invisible en el cristal yque une las laminas B6 yB7. (Arriba, derecha) Alineamiento de secuencia de
los dominios cNMP de proteinas CNNM humanas. El “loop” que conecta las laminas 36 y 37 esta presente
en los cuatro miembros de la familia,aunque es maslargo en CNNM1y CNNM2, y més corto en CNNM3. La
regidon que sigue a continuacién de la hélice aB y que probablemente esté desestructurada, no se encuenta
presente en el constructo a partirdel cual resolvimos la estructura. (Abajo) estéreo-par que muestra en defalle
los residuos que ocupan la cavidad central del B-roll. Los residuos pertenecientes alas laminas fy a la region
del PBC estan representados en azul y amarillo respectivamente. En CNNM4, los residuos Y603, Y694 y
F698 (resaltados en rojo e indicados con un asterisco en el alineamiento de secuencia) ocupan la posicion
gue en otros CNBDs alojaria un nucleoétido ciclico (una molécula de AMPc se encuentra superpuesta en rojo
transparente en esa posicion). El efecto estérico que ejercen estos residuos voluminosos explica la
incapacidad de los CNNMs de unir (y estarregulados) por nucleoétidos ciclicos.

La estructura cristalina de CNNM4«nve que hemos resuelto, confirma un plegamiento
similar al de la familia de dominios de unién a nucleétidos ciclicos (CNBDs). Los CNBDs
regulan la actividad de las proteinas en las que estan presentes mediante la unién de un
nucledtido ciclico como AMPc o GMPc. Algunos ejemplos de estas proteinas son la
proteina kinasa A o G (PKA y PKG, respectivamente) o los canales de potasio activados
por la unién de un nucleétido ciclico (CNGs por sus siglas en inglés “Cyclic Nucleotide
Gated channels”)®°2%’, En ellas, la region central recibe el nombre de “B-roll” y
normalmente incluye ocho laminas B que se sitian en una disposicion antiparalela,
formando una cavidad interior en forma de bolsillo donde se aloja el nucleétido. La primera
gran diferencia que muestra la estructura de CNNM4 se observa en esta region, que
presenta en la zona correspondiente a la lamina B2 un pequefio giro que impide la
formacion de dicha lamina B en CNNM4 (Fig. 4.11). El B-roll de CNNM4, por tanto,
contiene 7 laminas B en lugar de 8. Para facilitar el estudio comparativo con otras
proteinas estructuralmente equivalentes, hemos numerado las laminas  de CNNM4

saltando la lamina 32 (figura 4.11).

De forma similar a proteinas que unen nucleétidos ciclicos, el B-roll de CNNM4
presenta una region denominada “Phosphate Binding Casette” (PBC), que contiene una
pequena hélice (aP) entre las laminas B6 y B7, que estabiliza el grupo fosfato del
nucledtido unido en proteinas reguladas por dominios CNBDs. Sin embargo, en contraste
con dichas proteinas, CNNM4 no posee los residuos que habitualmente estabilizan el
grupo fosfato del nucledtido ciclico dentro de la cavidad . A continuacion del PBC,
CNNM4cnve contiene un bucle (loop) extendido de aproximadamente 47 residuos que
conecta las laminas B6 y B7. La flexibilidad y movilidad de este loop impide verlo en
nuestros cristales. La presencia de este largo bucle parece una caracteristica Unica de la
familia CNNM y de sus homoélogos. En CNNM2, por ejemplo el loop es incluso mas largo
y esta formado por 69 residuos (Fig. 4.11, Alineamiento). En otros dominios CNBDs, este
segmento de la cadena es significativamente mas corto (entre 5y 10 aminoéacidos) (Fig
4.11). La presencia de una region desordenada tan extensa, explica la pobre calidad de
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difraccion de nuestros cristales, y sugiere una posible modificacion para mejorar la
resolucion de los cristales.

43.4.1. Eldominio cNMP de CNNM4 no une nucleétidos ciclicos.

La cavidad central del B-roll de los CNBDs aporta el sitio de unién de nucle6tidos
ciclicos. Estos se alojan en su interior y establecen interacciones con residuos especificos
gue normalmente se encuentran conservados. Los mas caracteristicos son un glutamato
o aspartato situado en la region del PBC, que estabiliza el 2’—OH de la ribosa del
nucledtido (E292 en PKGI) y una arginina situada en la region que conecta las laminas 36
y B7, que estabiliza el grupo fosfato del nucleétido (R301 en PKGI) (Fig. 4.12). Estos dos
residuos estan sustituidos por Thr/Val y Ser/Pro en las proteinas CNNM humanas
respectivamente. Ademas, dominios CNBDs encargados de unir nucleétidos ciclicos
derivados de guanina (GMPc) presentan una arginina localizada en la lamina B5, que
estabiliza el —OH del anillo de guanina. En las proteinas CNNMs, esta arginina esta
sustituida por un residuo acido (E632 en CNNM4). La figura 4.12 muestraun alineamiento
de los dominios CNBDs de diferentes familias de proteinas reguladas por nucleétidos
ciclicos como por ejemplo las proteinas quinasa Ay G (PKA, PKG) (reguladas por la unién
de AMPc y GMPc respectivamente) o los canales de potasio activados por
hiperpolarizaciéon y un nucleétido ciclico (HCNs y CNGs respetivamente), que presentan
las regiones conservadas mencionadas anteriormente.

Como se menciona en el apartado anterior, la regién correspondiente a la lamina 32
de los CNBDs canonicos, adopta un giro brusco en CNNM4 que impide la formacién de
estaldmina. Como consecuencia de este giro en la cadena principal, la cadena lateral del
residuo Y603 se orienta hacia el interior de la cavidad del 3-roll, donde potencialmente se
situaria el nucleétido ciclico en otras proteinas. En CNNM4, la cavidad se encuentra
ocupada por las cadenas laterales de otros dos residuos, Y694 y F698. La superposicion
de CNNM4cnve con un CNBD que aloje un nucleétido ciclico unido (por ejemplo el de la
proteina correspondiente al codigo PDB 4Z07) demuestra que la cadena lateral de los
tres residuos mencionados (Y603, Y694 y F698), colisionarian con un nucleétido alojado

en el interior de la cavidad (Fig. 4.11. Estereopar).
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hPKG1-beta (4207)

oP Loop (6-p7

B e &% G

# L u $ *

- hCNNM4 601 ¥ L ¥ T R 605 628 N M K F E T G 634 636 F § ¥ ¥ 539 640 &€ T M A L T 5 646 694 [¥ 1 s B F 5 V 700
- mMKCNHL 607 L 1Y H A 611 633 E Vv ¥ A | L G 639 641 G D ¥ F g44 645 |6 Bl v F W K [E 551 655 A @ S C ANV gel
- hKCNH1 607 L | ¥ H A 611 633 E V W A | L G 639 641 G D ¥ F 644 645 & D ¥ F W K E 651 653 A O 5 C A N V 661
- hKCNH2 768 T L v H A 772 794 v V. ¥ A | L G 800 802 N D I F g5 806 & E P L N L ¥ 817 817 - K S N G D V 8322
- hKCNH3 B08 ¥ L | H @ 612 634 T Vv L A | L G b40 642 G B L 1 645 646 & C E L P R R g52 657 K AN A DV 662
- hKCNH4 582 ¥ L L R R 586 608 M Vv L A I L G bpl4 616 G B L I 619 620 6 A/BD | P E F 626 640 1 K 1T § A B V g4
- hKCNHS 576 L 1 ¥ H A 580 602 E v v A | L G 608 610 6 b v F 613 614 & D | F W K E gyp 624 A H A C AN V 30
- hKCNH6& €19 T L v H L 623 646 v Vv v A | L G 652 654 N B | F 657 658 6 E P VvV 5 L H gp4 669 - K 8§ § A B V g74
- hKCNH7 771 T L v H C 775 797 1V ¥ A 1 L G 803 805 N D I F 808 809 & E MV H L ¥ gi5 820 K S N A D V g5
- hKCNH8 577 ¥ L L R G 581 603 M V L A | L G gO9 611 6 O L | 14 615 & AN L 5 | K g21 626 K T N A DV 631
cAMP  hHCN1 501 ¥ 1 1 R E 505 527 s K ElM K L T 533 535 € s ¥ F| 538 539 6 El1 C L L T 545 548 R R T A S V 553
cAMP  hHCN2 569 ¥ | | R E 573 596 N K E M K L 5§ 602 604 6 8§ ¥ F 607 608 6 E | C L L T 14 617 R R T A S VG2
cAMP  hHCN3 454 L VvV ¥ R E 458 480 A R D T R L T 486 488 © S ¥ [ 491 492 '€ E | C L L|T 498 501 - R R T A S V 506
cAMp  hHCNA 621 (Y I | R E 625 647 '[N K E T K L A 653 655 6 S Y F 658 659 G E | C L LT 665 668 - R R T A S V E73
cGMP  hCNGAL 505 ¥ 1 Cc kK kK 509 533 T @ F v v L § 539 541 6 S ¥ F 544 545 6 E | S | L N 551 559 N R R T A N | 5g5
cAMP  hCNGA2 480 'y 1 © R K 484 508 T @ ¥ A L L § 514 516 G § C F 519 520 & E | § | LN 52 534 N R R T A N I 540
¢GMP hCNGA3 508 ¥ 1 c kK K 512 536 T @ F Vv L S 542 544 G S Y F 547 548 6 E 1 S 1 L N 554 562 N R R T AN I 568
cAMP hCNGA4 374 ¥ vV C R K 378 402 T @ ¥ A ¥ L G 408 410 © L ¥ F 413 414 '€ E | 'S I 1N 420 472 N R R T A N I 434
cAMP  hCNGB1 988 ¥ v C K K 992 1017 § v L v T L K 1023 1025 6 8§ ¥ F 1028 1029 6 E | § L L A 1035 1038 N R R T A N V 1045
¢GMP  hCNGB3 550 F v C K K 554 579 K v L V T L K 585 587 G S ¥ F s5gp 591 G E IS L L A 597 602 N R R T AN V 608
cAMP  hPKAI 281 K 1 v v @ 285 313 v E v 6 R L G 319 321 8§ B ¥ F 324 325 6 E I AL L M 331 333 R P R A AT V 339
cAMP  hPKAII 302 @ ' 1 A Q 306 339 V|E | AR C 5 345 347 '€ Q@ ¥ F 350 331 6 E L A L V T 357 359 K P R A A5 A 365
cGMP  hPKGI 247 ¥ 1 1 R O 251 279 vV F L R T L G 285 287 6 D W F 290 291 6 E K A L @ G 297 298 B v R T ANV 305
cGMP  hPKGII 312 ¥ 1 1 R E| 316 344 @ L 1 K T L @ 350 352 |6 'E ¥ F 355 356 € E K A L 15 353 34 [B vV R S AN I 370
cAMP  hRAPGEF2 162 | vV L N P 166 188 © R A E | L C 194 196 € N 5 F 199 200 € V. S8 P T M| D 206 209 (¥ M K GV M R 215
caMP  hRAPGEF4 383 v L F N Q 387 410 6 v ¥ C /T L H 416 418 6 B D F 421 422 6 K L A L VN 428 431 - P R A AS | 436
- hRAPGEFB 307 | 1 L[E B 311 3336 K vEEN L F| 339 341 6 N 5 F 344 345 6 I T P T L D 351 354 (¥ M H G I v R 360
hSLCICL 896 [B] 1 [F £ E 900 929 M v [E s kB Kk o35 949 6 k1 1 952 952 6 Bl N C L T o5g 90 [E P M K ¥ 5 A 966
hsLcac2 893 T I C K G 897 926 N @ R C'D R G 932 944 '€ D 1 1 947 948 & E L 5 C L L 954 956 R E | E ¥ T V 962
hPLP6_CNB1 212 ¥ Vv F R P 216 243 € v v K E v v 249 251 € B 5 V 254 255 N S L L S 1 L 7p1 270 P Q R T v S A 276
hPLP6_CNB2 529 | 1 A R Q@ 533 561 ¥ C L F ¥ A'Q 587 563 € B L vV 572 573 6 @ L A v L T 579 581 [ERP L | BB T L 587
hPLP6_CNB3 646 A L[Y R @ 650 677 E L v G E ¥ G 683 685 G O L | 688 689 6 v v E A L T g95 697 Q@ P R A T T V 703
hPLP7_CNB1 171 H v F q P 175 200 v VvV K E VL 207 210 6 b 5lv 213 214 H S L L[S 1 L 220 209 (P ¥ K T v s v 235
hPLP7_CNB2 485 ¥ vV 5§ R O 4gg 517 T € L F L TR 523 525 € E/M V 528 529 &€ O L A v L[T 535 537 [E P L | [F T Vv 543
hPLP7_CNB3 602 A | ¥ R Q 406 633 R L A G E Y G 639 641 G D L vV p4a 645 6 v v[E T L T g51 653 (@ A R A T T V g55

Fgura. 4.12. CNNM4cwmp carece de los residuos implicados en la unién a un nucleétido ciclico. (Arriba)
Representacion esquematica del B-roll del CNBDde la proteina PKGI (Codigo PDB 4Z07) ydel dominio cNMP
de CNNM4. Los residuos involucrados en la unién de GMPc (amarillo) se encuentran resaltados en rojo. El
dominio cNMP de CNNM4 no contiene ni los residuos equivalentes ni el espacio suficiente para alojar un
nucledtido ciclico, ya que la cavidad se encuentra ocupada por residuos voluminosos (Y603, Y694 y F698).
Los residuosde CNNM4 T641, S696, D697y E632 se encuentran localizados en laregidn equivalente de los
residuos E292,R301, T302 yR282 de PKGIrespectivamente. (Abajo) Alineamiento de secuenciade hCNNM4
vs CNBDs yCNBDHs (cyclic nucleotide bindinghomology domains) de otras proteinas humanas. Para facilitar
la interpretacion, la localizacion de los residuos claves en la interaccién con un nucleétido ciclico y sus
equivalentes en CNNM4 se ha resaltado con simbolos y cuadrados coloreados. Los nucle6tidos ciclicos
conocidos que interaccionan con proteinas del alineamiento se indican a la izquierda. La carencia de union
se indica con (-). Los cédicos de Uniprot de las proteinas presentes en el alineamiento son: hCNNM4,
Q6P4Q7; MMKCNH1, Q60603; hKCNH1, 095259; hKCNH2, Q12809; hKCNH3, Q9ULD8; hKCNH4,
Q9UQO05; hKCNH5, Q8NCM2; hKCNH6, Q9H252; hKCNH7, QINS40; hKCNH8, Q96L42; hHCN1, 060741;
hHCN2, Q9UL51; hHCN3, Q9P1Z3; hHCN4, Q9Y3Q4; hCNGA1, P29973; hCNGA2, Q16280; hCNGAS3,
Q16281; hCNGA4, Q8IV77; hCNGB1, Q14028; hCNGB3, QINQWS; hPKAI, P10644; hPKAIl, P31323;
hPKGI, Q13976; hPKGII, Q13237; hRAPGEF2, Q9Y4G8; hRAPGEF4, Q9EQZ6; hRAPGEF6, Q8TEU7;
hSLC9C1,Q4GON8; hSLCI9C2,Q5TAH2; hPLP6, Q8IY17; hPLP7, Q6ZV29.
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El hecho de que las proteinas CNNMs carezcan de los residuos necesarios para
estabilizar un nucledtido ciclico, junto a la presencia de tres residuos hidrofébicos
voluminosos (Y603, Y694 y F698) en el interior de la cavidad donde tedricamente se
situaria el nucledtido, explica la incapacidad del dominio cNMP de las proteinas CNNMs
para alojar y estar reguladas por este tipo de moléculas, y plantea nuevos interrogantes
acerca de la funcion de este dominio. Esta incapacidad de unir nucleotidos ciclicos (por
ejemplo cAMP y cGMP) inferida a partir de la estructura cristalina, fue confirmada
mediante experimentos de ITC (por sus siglas en inglés Isothermal Titration Calorimetry)
y RMN (Resonancia Magnética Nuclear) en colaboracion con los laboratorios de Irene
Diaz Moreno (Universidad de Sevilla) y Francisco J. Blanco (CIC bioGUNE) . El estudio
se extendid al constructo CNNM4eat-cnmp-crail, que ademas del médulo cNMP, contiene el
maodulo Bateman y la cola C terminal. Como se muestra en los termogramas, los calores
de inyeccion, en titulaciones realizadas con AMPc y GMPc, sobre el constructo
CNNM4eat-cnmvp-crail permanecieron constantes a lo largo de toda la titulacion, indicando la
ausencia de interacciones especificas entre proteina y nucleétido, al menos en las
condiciones experimentales utilizadas (Fig. 4.13). Los analisis de resonancia magnética
tampoco mostraron ninglin cambio en el espectro tras la adicion de AMPc y GMPc en
CNNM4cwwe marcado con N*°
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Fgura 4.13. Valoracion calorimétricade la afinidad de CNNM4gat.cnmp-ctail POr nucledtidos ciclicos. La
figura muestra el experimento de ITC realizado con el constructo CNNMA4 gat-cnmp-ctail COMO analito. Los
titulantes son AMPc a la izquierday GMPc a la derecha.
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El andlisis comparativo de las secuencias de aminoacidos de la familia CNNM con
homélogos de otras especies, nos permitié desvelar que los residuos Y601, Y694 y F698,
gue ocluyen la cavidad donde deberia alojarse el nucleétido ciclicoy por tanto impiden su
unioén, se encuentran conservados no solo en humanos, sino en otras especies inferiores
filogenéticamente distantes. El alineamiento mostré que la presencia de una tirosina o
una fenilalanina en las regiones analizadas esté altamente conservada entre diferentes
especies animales alejadas en la linea evolutiva, desde insectos a mamiferos pasando
por peces, anfibios, reptiles y aves (Fig. 4.14.). La estructura del dominio cNMP aislado
no permitié inferir su funciéon, aunque descarta la posibilidad de que los CNNM y sus
homodlogos se encuentren regulados por segundos mensajeros como el CAMP o el cGMP
a través de su interaccion con este dominio, cuyas caracteristicas parecen conservadas
evolutivamente en homoélogos distantes.

CNNM1 e Loop pe b7 CNNM3 oop P
# $ * # $ *
Homo sapiens 660 Y LYQRNRP VD ess 762 NLYMPDYSVHM Homa sapiens 547 YLYQRSQP VD sss 22SAYCPDYTVRea
Pan troglodytes 60YLYQRNRP VDsss 72 NLYMPDYSVHm Pan troglodytes 547 YLYQRSQPVDsse 622SAYCPDYTVRs3
Papio anubs 6asYLYQRNRP VD esa 747 NLYTPDY S VH756 Papio anubis 547 YLYQRSQPVDsss e2SAYCPDYTVRs3
Callithrix jacchus 660 Y LYQRNRP VDssd 7662 NLYTPDYSVHM™ Callithrix jacchus 547 YLYQRSQP VD556 622STYCPDYTVRsa1
Mus musculus 660 Y LYQRNRP VDeéso 72 NLYTPDYSVHm Mus musculus 553 YLYQRSQPVDss2 628CTYCPDYTVReaz
Myotis lucifugus 6s8Y LYQRSRPVDes&7 759 NLYTPDY S VH7es Myotis ucifugus 551 YLYQRSQP VD seo 626STYCPDYTVRess
Bos taurus 659Y LYQRNRP VDess 71 NLYTPDYSVH70 Bos taurus 557 YLYQRSRP VD ses 632SAYCPDYTVRsun
Sus serofa 7Y LYQRNR P V Dess 720 NLYTPDY S VH 7a Sus scrofa 835 YLYQRSQPVD 54 60SAYCPDYTVRes
Loxodonta africana 25Y LYQRNRP VD304 20 NLYTPDY SVH ax Erinaceus europaeus 498 YLYQRSQPVDsor saSTYCPDYT VRss2
Erinaceus europaeus 29sY LYQRSRP VD304 228 NLYTPDY SVH a7 Canis lupus 553 YLYQRSQPVD se2 628SAYCPDYTVRe?
Canis lupus 6s7YLYQRNRP VDese 759 NLYTPDY SVH 7es Ictalurus punctatus 608 YLYTRNHP VD s617 682SSYCPDYTVRen
Ophiophagus hannah 388 Y LY Q RNR P V D 407 52 NI YTPDY S VH s Danio rerio 592 YLYTRNHPVDsn1 66SSYCPDYTVRers
Ictalurus punctatus 609 Y LYQRNKPVDs1s 689 GAYLPDY SVRees Salmo safar 63 YLYTRNHP VD s12 e77SSYCPDYT VRess
Danio rerio 6aYLFLRNKPVDs2 695 YLPDYSVR704 Xenopus tropicalis 552 FLYLRSQPVD se1 65SFYYPDYTVRe24
Xenopus tropicalis 2sYLYQRNRP VDsos s NLYTPDYSVH 47
CNNM2 ey Loop BE 67 CNNM4 Loon BEP7
# $ * # $ %
Homo sapiens 5 YLYQRNKPVD 684 78 QVY I PDYSV R 7197 Homo sapiens 601 YLYTRNKPAD 610 62 GQY I SDFSVR 70t
Pan troglodytes 65 YLYQRNKPVD 684 78QVY | PDYSV R 797 Pan troglodytes 601 YLYTRNKPAD s10 62 GQY | SDFSVR 701
Papio anubis 627 YLYQRNKPVD 63 0QVY | PDYSVR 7 Papio anubis 601 YLYTRNKPAD s10 62 GQY | SDFSVR 7
Callithrix jacchus 673sYLYQRNKPVD 684 728QVY | PDYSV R 797 Callithrix jacchus 601 YLYTRNKPAD s10 62 GQY ISDFSVR m
Mus museulus 3YLYQRNKPVD 684 8QVY I PDYSV R Mus musculus 598 YLYTRNKPAD s07 688 GQYVSDFS VR 7
Sareophilus harrisii 9 YLYQRNKPVD so3 s.sQVYVPDYSV R 597 Sarcophilus harrisii 593 YLYVRNKAAD s02 8 TQYVSDFSVR s
Myotis lucifugus 65 YLYQRNKPVD 684 70QVY I PDYSVR797 Myotis lucifugus 01 YLYTRNKPAD s10 692 GQY | SDFSVR 701
Ailuropoda melancieucs 624 Y LY QRNK PV D 633 37QVY I PDYSV R 728 Ailuropoda melanoleuca 604 Y LY TRNK P A D 613 717 GQAY I SDFSVR 726
Bos taurus 65 YLYQRNKPVD 6sa 60QVY | PDYSV RS Bos tourus 1 YLYTRNKPAD arn s5a GQY | SDFS VR ses
Sus scrofa 65 YLYQRNKPVD 6s4 78QVY | PDYSV R797 Sus scrofa 601 YLYTRNKPADSWO g2 GQYISDFSVR m
Loxodonta africana s3sYLYQRNKPVD s62 76QVY | PDYSV R s Loxodonta africana 69 YLYTRNKPAD s7 68 GQY | SDFS VR 667
Erinaceus europaeus 674 Y LY QRN K PV D 683 73QVY | PDYSV Rm2 Erinaceus europaeus 553 Y LY ARNKPAD se2 645 GQY I SDFS VR ssa
Canis lupus e YLYQRNKPVD 684 73QVY | PDYSVR797 Canis lupus 601 YLYTRNKPAD s10 692 GQY I SDFSVR 7
Alligator sinensis S3YLYQRNKPVD 545 MQVYVPDYSV Kess Alfigator sinensis s5s FLYVRGRPAD su1 67 PQYVPDFSVR 706
Ietalurus punctatus s YLFQRNKPVD 624 725Q1 YVPDYSV R34 Ictalurus punctatus si2 YVYQRGKAVD s01 ssa MQY | PDFNVR s8
Danio rerio 68 YLFHRNKPVD 627 722QVYVPDYSV R 737 Danio rerie s89 YLYLRGKPVD 50 678 POYTPDFNVR s37
Gallus gallus 68 YLYQRNKPVD 667 mMmQVYVPDYSV K70 Gallus gallus 617 FLYTKNKAAD 626 707 TPYVADFSVR 76
Cuculus canorus 337 YLYQRNKPVD 406 s10QVYVPDYSV K 519 Cuculus canorus a0 FLYCKNKAAD 39 518 AQYVADFS VR 527
Orchesella cincta SMFLYESGKATD 58 c2TNFTPDYSV K 629 Xenopus tropicalis s99 FLYQRSK | AD 608 689 ACYMADFS VR 698
Apis cerana 79V | YQQGKAVD 753 819YTFIPDYTVR 328 Orchesella cincta 46 VLFERGKPAD 45 53 AVY | PDYNVR 547
Cryptotermessecundus 744 L | Y SQGKA | D 753 s9 HTFIPDYTVR 82
Agrilus planipennis 737 LIYQQGKPVD 76 g0os ATFQPDYSVR s1s

Figura.4.14. Los residuos voluminosos que ocupan la cavidad central del B-roll en el dominio cNMP de
CNNM4 se encuentran altamente conservados en las proteinas CNNMs de diferentes especies animales
alejadas filogenéticamente, desde insectos a mamiferos. Hay que resaltar que no todos los organismos
codifican para los cuatro miembros de la familia CNNM. Los residuos se encuentran numerados, y se
muestran los elementos de estructura secundaria. Los cédigos de Uniprot de las proteinas analizadas son:
Hscnnmi, QINRU3; Ptenwmi, H2Q2E3; Pacnnmi, AOA096P643; Cjennmi, F71103; Mmcennmi, QOGA42; Micnnmi,
G1P8Z7; Btcnnmi, FIMD84; Sscnnmi, F1S8W6; Lacnnwvi, G3TYT9; Eecnnmi, AOALS3AFWS; Clennmi FIPMI7;
Ohcnnmi, VBNPDY; Ipennmi, AOA2DOQLRS; Drennmi, AOAOG2KKC2; Xtennmi, FEWMCS; Hscnnmz, QIH8MS;
PICNNmz, K7CZV7; PaCNNmz, AOA096P665; Cj(:NNmz, U3E1C9; MmCNNmz, QSTWN?); ShCNNMz, GSXZGO;
Micnnmz, G1Q8B9; Amcennmz, GIMHQ7; Btennmz, E1BIL3; Sscnnmz, AOA287AM25; Lacnnmz, G3UIL2; Eecnnmz,
AOALS3WKTS5; Clennmz, E2RJI19; Ascnnmz, AOALU7RWT72; Ipcnnmz, AOA2DOQNGL; Drennmz, A2ATX7;
Ggcnnmz, AOALDSPIBY; Ccennmz, AOA091G624; Occennmz, AOALD2NLQG6; Accnnmz, AOA2A3EEL6; HScnnwma
Q8NE01; PICNNNB, AOA2|3TCA8; PaCNNM?,, AOA096NGSZ; CjCNng, U3DC74; MmCNNms, Q32NY4; M|CNN1\/|3,
G1PS60; Btcnnms, FIN293; Sscnwmz, FISTC7; Eecnnms, AOALS3AJ95; Clennms, E2RGW9; Ipcnnma,
AOA2DOSQK4; Drcnnms, E7TF3M2; Sscnnmz, AOALS3KYVS; Xtenwwmz, F7B785; Hscnnma, Q6P4Q7; Ptennma,
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H2QID4; Pacnnma, AOAO96NGRY; Cjcnnma, F7IAN7; Mmcennma, Q69ZF7; Sjennma, G3WZR3; Micnnms, GLQFN;
Am(;NNNm, GlLFKl; BtCNNMA, FlMK24; SSCNNM4, F].STCG; LaCNNM4, G3TEW1; EeCNNM4, AOA].S3A|V6; ClCNNM4,
F1PJO5; Ascnnma, AOALU7SAZT7; Ipcnnma, WS5UIQL; Drennma, F1Q717; Ggennmsa, AOALDS5P3M6; Ccennmas,
AOAO91H8BN3; Xtcnnma, AOJPAO; Occnnms, AOALD2NLLSE; Cscnnma, AOA2J7RPUS; Apcnnma, AOALTWAXFL7

43.4.2. Eldominio cNMP de CNNM4 forma dimeros simétricos

El analisis del entorno molecular de cada subunidad CNNM4cnmve en el cristal, sugirio
la presencia de dimeros compactos, y no de entidades monoméricas. La asociacion mas
compacta entre moléculas vecinas (analizada con el servidor PISA
(http://www.ccp4.ac.uk/pisa/)) es la que se indica conla letra B en la Fig. 4.15 La superficie
no accesible (en inglés Buried Surface) entre ambas subunidades es de 616,9 A2, Los
dimeros que forman el cristal también fueron detectados en solucion, mediante estudios
paralelos de dispersion de luz multiangular (MALS) y de dispersion de rayos X a bajo
angulo (SAXS).

Fgura. 4.15. El empaquetamiento cristalino de CNNM4cnwvp revela la presenciade dimeros en el cristal.
A, By C, muestranlas tres posibles asociaciones diméricas encontradas en el empaquetamiento cristalino.
La celdillaunidad se muestra en negro.

El analisis mediante SEC-MALS muestra que CNNM4cwwve tiende a asociarse en
dimeros a medida que aumenta la concentracion. A una concentracion de 1mg mL?%, el
peso molecular calculado a partir de los datos MALS es 24.7KDa correspondiente a un

mondmero (el Mw tedrico de una subunidad = 20.9 KDa). A 10 mg mL%, el pico mayoritario
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aislado en la cromatografia de exclusion molecular (la columna utilizada fue una Superdex
200 10/300 Increase (GE HealthCare)) y analizado por MALS indica un peso molecular
de 33.9 KDa (Fig. 4.16). Este valor, intermedio entre la masa molecular teérica de un
monomero y la de un dimero (Mw(dimero)=41.8 KDa), se interpret6 como una
coexistencia de especies diméricas y monoméricas en la disolucion, cuya proporcion varia
en favor del dimero al aumentar la concentracion.
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Figura. 4.16. SEC-MALS de CNNM4cnwp. En azul se muestra el pico de eluciony la masa molar (33.9KDa)
aunaconcentracion de 10mg mL 1. En naranja a unaconcentracion de 1mg mL*(24.7KDa). El pesomolecular
del pico de 10 mgmL*no es homogéneo debido a lamezcla de poblaciones de dimeroy monémero.

4.3.4.3. Estructura en solucion del dominio cNMP de CNNM4

Un estudio paralelo mediante la técnica SAXS permiti6 confirmar la presencia de
dimeros en solucion (Fig. 4.17). La concentracion de proteina utilizada en los ensayos fue
de 7mg mL?, valor similar al utilizado en los experimentos de cristalizacion. SAXS es una
técnica biofisica que permite conocer la estructura de una macromolécula a baja
resolucion (15-30 A). Adicionalmente proporciona informacion sobre la flexibilidad y el
plegamiento de las proteinas?®*. En nuestro caso, el radio de giro (Rg) y la distancia
méaxima intramolecular (Dmax) obtenidos fueron de 25 Ay 96 A respectivamente. El
volumen de Porod (Vs), (definido como Ve = 2m21(0)/Q, donde Q = Js2]I(s) - K]ds y K es
una constante 2%°) permite estimar el peso molecular de una proteina. Comoregla general,
se estima que el Mw de una proteina es igual a un valor de 0,53xVp?%. En el caso de
CNNM4cnwe, el valor obtenido de Vp es 102 (Tabla 4.3.), consistente con un dimero
(102x0.53=54 KDa; Mwiesiico(Dimero)=42 KDa). El exponente de Porod (parametro
experimental cuantitativo que da informacion sobre la compacidad de las particulas) es
2.3, consistente con una proteina flexible (Tabla 4.3.). De forma generalizada, se estima

gue un valor entre 2 y 3 es indicativo de proteinas flexibles, y que valores entre 3y 4 es
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propio de proteinas compactas (http://www.bioisis.net/)?¢4. El Kratky plot normalizado
(Dimensionless Kratky Plot) evalia cualitativamente la flexibilidad y/o el grado de
desplegamiento de una biomolécula en solucion?¥®. El maximo obtenido en el
Dimensionless Kratky Plot de CNNM4cnvwe se encuentra desplazado hacia arriba y a la
derecha con respecto al mé&ximo del pico obtenido para la proteina estandar BSA
(Albumina de Suero Bovina) (Fig. 4.17). Este perfil es caracteristico de proteinas no
globulares (elongadas), bien plegadas?*.

Tabla 4.3. Parametros de Colecta y procesado de SAXS

Parametros de Colecta

Linea de Sincrotrén

B21, Diamond Light Source, Harwel

(UK)
Detector Rilatus 2M
Tamafio del haz 0.2x0.2 mm
Energia 12.4 keV
Distancia al detector (mm) 4014
q(AY 0.0038 - 0.42
Tiempo de exposicion (s) 3
No de Imagenes 620
Temperatura (K) 293
Método SEC online
Parametros estructurales
Constructo CNNM4cnve CNNM4gaTcNvP-Ctail CNNM4gatcnvp-crail +
MgATP
Cédigo SASBDB SASDERS8 SASDEQ8 SASDES8
Concentracion (mg mL™) 7.0 5.0 4.7
q Interval for Fourier inversion (A ™) 0.014-0.2018 0.007-0.164 0.010-0.109
Rq[de P(r)] (A) 25.67 +1.32 41.62+2.12 39.15+1.38
Rg [aproximacion de Guinier] (A) 25.52 +1.65 40.22 +0.54 39.23+1.98
Limites sRq [aproximacion de Guinier] 0.34-1.30 0.31-1.30 0.41-1.30
Dmax (&) 96 166 143
Volumen de Porod (nnt) 102 156 149
Exponente de Porod 2.3 3.2 3.3
Peso molecular (kDa)
Del volumen de Porod (x0.53) 54 83 79
A partir de la secuencia 21 48 48

Softw are empleado

Reduccién de datos

Procesamiento de los datos

DAWN pipeline (Diamond Light Source, UK)

ScAtter v3.1v

Modelado Ab initio GASBOR
Validacién DAMAVER/DAMCLUST
Célculo de intensidades del modelo CRYSOL

q =4zsin(d/4), donde 20es el angulo de dispersion (scattering) y Aes la longitud de onda.
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De los datos experimentales obtuvimos una serie de modelos ab initio que se utilizaron
para tratar de ajustar los tres posibles dimeros encontrados en el cristal. De los tres
posibles dimeros, el que mejor valor de ajuste presentaba fue el representado en el panel
B de la figura 4.15, con un X?=2.93, (Fig. 4.17), que ademas se ajustaba muy bien con el
volumen obtenido de SAXS.
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FHgura 4.17. (Izquierda) El volumen obtenido mediante SAXS (esferas grises) era compatible con una
molécula dimérica del dominio cNMP. El dimero de dominios cNMP (representado en azul y naranja),
proporcioné unvalor de ajuste (arriba, derecha) sobre los datos experimentales de X?=2.93. (Abajo, derecha)
El kratky-plot normalizado proporciona informacion sobre el plegamiento y flexibilidad que presenta una
macromolécula. Los datos experimentales se muestran en naranja, y en negro se muestra el pico de la
proteina BSA, utilizada como un estandar de proteina globular bien plegada. De los datos se extrae que el
dominio cNMP es un dominio bien plegado no globular, y flexible en solucion

4.3.4.4. El mutante F631A disgrega el dimero en mondémeros.

El estudio SAXS confirmo la coexistencia de dimeros y monomeros de CNNM4cnve en
solucién, y que la asociacion entre subunidades se corresponde con la especie

cristalizada e indicada en el panel B de la figura 4.15. Este dimero, presenta una interfaz
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entre subunidades mayoritariamente hidrofébica que implica principalmente a los residuos
E627, M629, F631, Y639, M642 y Y694. Elresiduo M629 (que se localiza en la region que
precede a la lamina 35) esta orientado hacia la region hidrofébica formada por la F631
(situada en la lamina 35), la cadena alquilica del E627 (situado en la regién que conecta
las laminas B4 y B5) y los residuos V622, Y638 (lamina 4)y Y639 (situado en la region
gue conecta la lamina B6 y la hélice aP) de la subunidad complementaria. La red de
puentes de hidrogeno entre los residuos E627, T633, G634, S637, Y639, Y694 y K626,

junto al puente salino entre los residuos K626 y D697, contribuyen a estabilizar la
interaccién entre ambas subunidades (Fig. 4.18, panel A).

©® CNNM4awme 10 mg mL!
® CNNM4awe F631A 10 mg mL!

) CNNM4ame 1 mg mL"!
CNNM4awe F631A 1 mg mL™!
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Fgura 4.18. El cristal de CNNM4cwvp contiene homodimeros. (A, arriba) La figura muestra el dimero
cristalizado, también observado en los experimentos de SAXS. Las subunidades complementarias estan
representadas en azuly en naranjarespectivamente. (Abajo) Detalle de los residuos localizados en la interfaz
entre las dos subunidades complementarias (mayoritariamente hidrofébicos). (B) La mutacion F631A rompe
el dimero (arriba), como se observa en el cromatograma de SEC-MALS. La proteina nativa, tiende a formar
dimeros amedida que aumenta la concentracién, siendo la proporciéon de monémero mayoritariaa 1mg mL*
(gris punteado). A una concentracion de 10mg mL-t, el mutante F631A (naranja) presenta una mayor
proporcion de mondmero sise compara con CNNM4 nvp nativo en las mismas condiciones (gris). El mutante
F631A a una concentracion de 1mg mL™1, es exclusivamente monomeérico (naranja punteado), con un peso
molecular en el centro del pico de 21.7 KDa (Mw de la proteina 21.26 KDa). Para averiguar sila dimerizacién
es exclusivamente dependiente del dominio cNMP, o por el contrario también depende de la asociacion de
los modulos Bateman de subunidades complementarias, se examind el efecto de la mutacion F631Aen el
constructo CNNM4gat-cnmp-crail, que contiene la regién intracelular completa de la proteina (abajo). El
constructo CNNM4gar.cnmp-crail @ Una concentracion de 10mg mL, aumenta la proporcién de dimero respecio
del mismo constructo a 1mg mL-Y(gris ygris punteadorespectivamente). Sin embargo, el mutante F631Atiene
un comportamiento similar a la proteina nativa tanto a 10 como a 1mg mL ! (verde y verde punteado
respectivamente). Estos resultados indican que el médulo Bateman también contribuye significativamente a
ladimerizacion,y que su peso enlaformacion del dimero es probablemente mayor que el del dominio cNMP.
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Tabla 4.4. SEC-MALS. Mw en Da

Proteina Mw (10mg mL™) Mw (1mgmL™) Mw teorico (Secuencia)
CNNM4cnve 33920+ 50 24740+ 60 20936.78
CNNM4cnve F631A 26440+50 21730+ 50 20860.68
CNNM4gatcnvP-ctail 63610+ 100 51120+ 60 47861.17
CNNM4gatcnvp-crail FE31A 60920+ 90 49230+ 80 47785.07

Con el objetivo de confirmar que los dimeros detectados en soluciéon son los mismaos
gue los observados en el cristal, mutamos el residuo F631 (localizado en la interfaz de
subunidades complementarias) por una alanina en los constructos CNNM4cnwe Y
CNNM4eat-cnmvp-crail Y analizamos posteriormente el efecto de dicha mutacion por SEC-
MALS. El andlisis muestra que a 10mg mL™, la proporcién de monémero en el constructo
CNNM4.nve aumenta significativamente en el mutante, respecto de la proteina nativa con
unos pesos moleculares experimentales de 26.4 y 33.9 KDa respectivamente (tabla 4.4)
(Fig. 4.18, B), mientras que a una concentracion de 1mg mL?, el peso molecular
experimental de la proteina nativa es de 24.7KDa y del mutante son consistentes con un
monomero en ambos casos (Tabla 4.4)

Por otro lado, el constructo CNNM4sat-cnmvp-ctail muestra un comportamiento similar en
la proteina nativa y en el mutante, aumentando el ratio dimero:monémero a medida que
aumenta la concentracion. El peso molecular a 10 y Img mL* es de 63.6 y 51.2 KDa
respectivamente (Mw teorico: 47.8). Los resultados obtenidos demuestran que la
mutacion F631A tiene un efecto dramatico en el dominio cNMP aislado, pero no es tan
eficiente en el desensamblaje del dimero cuando estan presentes el modulo Bateman y
la cola C-tail. La masa molecular del mutante a concentraciones de 10y 1 mgmL? , es
60.9 y 49.2 KDa, respectivamente (Mw tedrico: 47.8). Los pesos moleculares obtenidos
en el centro de los picos de elucion SEC-MALS se muestran en la tabla 4.4. La conclusién
de estos estudios es que la regién intracelular de CNNM4 se autoensambla en solucion
gracias ala contribucion de sus dos dominios, y no exclusivamente debido a la asociacion
del dominio cNMP.

44. ESTRUCTURADELA REGION INTRACELULAR DE LAS
PROTEINAS CNNM.

Una vez resueltas las estructuras cristalinas de los dos médulos intracelulares de
CNNM4 de forma independiente, nos centramos en intentar conocer la orientacion relativa
de ambos dominios, bien en CNNM4 o en su homdélogo mas cercano, CNNM2. Los
constructos disefiados para abordar este objetivo fueron los siguientes (Fig. 4.1.):

(i) CNNM2429-826); CNNM2429-867); CNNM2429-871); CNNM2(429-875);
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(i) CNNM4 356-730); CNNM4(356-775).

Los constructos CNNM220-s26) Yy CNNM4(ss6-730) comparten la caracteristica de carecer
de la cola desestructurada C-terminal. El protocolo utilizado de sobreexpresion y
purificacion de ambas proteinas permitia obtener muestras de alta pureza, pero nunca
rindieron cristales. Desafortunadamente, la escasa reproducibilidad en el proceso de
cristalizacion y el bajo poder de difraccion de los pocos cristales obtenidos (resoluciéon
méximade 11A en el mejor de los casos), impidieron abordar su estudio cristalogréafico.

En el caso de CNNM4@sss-775) (que incluye la cola C), obtuvimos cristales en una Unica

condicién, que no pudo ser reproducida, sembrando la gota de cristalizaciéon %3¢ con
microcristales del dominio cNMP (CNNM4cnwme).

4.4.1. Estructura en solucion de la region intracelular de CNNM4

Ante la imposibilidad de obtener cristales de la region intracelular completa debido a
la presencia de largos segmentos flexibles como el que conecta el médulo Bateman con
el dominio cNMP vy regiones desestructuradas (loops), en ambos dominios, decidimos
estudiar estructuralmente esta region de la proteina mediante técnicas estructurales
alternativas (aunque de menor resolucién) como la crio-microscopia electronica (estudio
en progreso no incluido en estamemoria), y la dispersion de rayos X a bajo angulo (Small
Angle X-rays Scattering, SAXS). El estudio en solucion SAXS fue realizado con el
asesoramiento y colaboracion del Prof. Dritan Siligi, de la Universidad de Bari, ltalia. Los
constructos seleccionados fueron los de mayor tamafio CNNM229-875) Y CNNMA4s6-775),
gue en ambos casos contienen los dos dominios intracelulares (Bateman y cNMP), la
hélice HO N-terminal que conecta el médulo Bateman con la regién transmembranosa, y
la cola C que sigue al dominio cNMP. Los datos de mayor calidad, en los que nos
centraremos en este apartado, se obtuvieron con la proteina CNNM4, y concretamente
con el constructo CNNM4sse-775) (de ahora en adelante denominada CNNM4gat-cnmp-ctail) .
La metodologia utilizada viene detallada en el apartado 3.5 de materiales y métodos de
esta memoria. Los valores de Rg y Dmax obtenidos fueron de 42A y 166A,
respectivamente. El peso molecular estimado a partir del volumen de Porod (156 nm?3) es
el de un dimero de CNNM4sat-cnvr-ctail (Tabla 4.3). El exponente de Porod (3.2), es
representativo de una molécula que es méas compacta que flexible?*® (Tabla 4.3). El
volumen ab initio, que presenta una forma alargada y pseudosimétrica (Fig. 4.20.), se
utilizé para construir el modelo final de la region intracelular de CNNM4. Teniendo en
cuenta la capacidad de autoasociarse tanto del médulo Bateman, como del dominio cNMP

(derivada del estudio cristalografico de ambos dominios por separado), decidimos realizar
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la construccion del modelo CNNM4gat-cnmve-ctailt @admitiendo como posibles tres escenarios
diferentes:

(1) Escenario 1: permitimos que tanto CNNM4sar como CNNM4cnve Se autoasociasen
consigo mismos formando homodimeros (2xCNNM4gar y 2XCNNM4cnwr).
Posteriormente valoramos distintas orientaciones relativas de dichos
homodimeros para refinar el modelo CNNM4gat-cnmp-cail final.

(2) Escenario 2: so6lo permitimos que CNNM4sar Se asociase consigo mismo
(formando un médulo CBS: 2xCNNM4eat), mientras que los médulos CNNM4cnme
de subunidades complementarias se mantenian como entidades aisladas que no
interaccionaban entre si.

En los escenarios 1 y 2, se contemplaron a su vez tres posibles conformaciones del
modulo CBS: dos para los datos obtenidos en ausencia de MgATP ((i) y (i), y una para
los datos obtenidos en presencia de MgATP (iii):

(i) un moédulo CBS “Twisted” como el descrito para CNNM2 en ausencia de ATP2%;

(ii) un moédulo “Semitwisted” como el observado en nuestros cristales de CNNM4sat
en ausencia de ATP;

(i) un moédulo “flat” como el que adopta CNNM2 al unir ATP2%.

(3) Escenario 3: admitimos combinaciones en las que el dominio CNNM4cnwe se

autoasocia formando dimeros 2xCNNM4.nve (como los observados en los cristales), y en

el que las subunidades CNNM4sar complementarias permanecen separadas.

Las coordenadas atdmicas utilizadas para valorar la potencial presencia de una
conformacion “twisted” en los datos SAXS de CNNM4 obtenidos en ausencia de ATP,
corresponden a la estructura de CNNM2 depositada en la PDB con el cédigo 4IYS
(CNNM2 y CNNM4 solo difieren en 4 residuos en el modulo Bateman). Las coordenadas
del dominio cNMP empleadas en la modelizacion corresponden a las de nuestra
estructura cristalina de CNNM4.nve en su forma dimérica (cédigo PDB 6G52).

El primer paso de modelizacion consistié en evaluar todas las posibles orientaciones
relativas de los dominios intracelulares sin incluir la region o “linker” que une el médulo
Bateman y el dominio cNMP y la cola C-terminal. La organizacion que mejor se ajustaba
a las curvas experimentales de SAXS se correspondia con una molécula de simetria
binaria que se ajustaba al escenario (1) en el que, tanto el modulo Bateman como el
domino cNMP se mantienen como entidades dimericas. Una vez determinada la
orientacion relativa entre los dominios rotamos el dominio cNMP alrededor del eje de

simetria binaria entre los médulos Bateman (Fig. 4.19) hasta que obtuvimos el mejor
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ajuste entre los datos experimentales y el modelo tedrico teniendo en cuenta ademas la
complementariedad morfoldgica entre los dominios intracelulares (Fig. 4.19; 4.20.).

Figura 4.19. Con el objetivo de encontrar el modelo que mejor se ajustaba a los datos de SAXS, una vez
determinada la orientacidn relativa entre el médulo Bateman (blanco) yel dominio cNMP (azul), el dimero de
este Ultimo (una molécula se representa en azul claroy otra en azul oscuro) se roto (flechas grises) alrededor
del eje binario (linearoja) que atraviesala molécula.

El modelo final se correspondia con una molécula con simetria binaria que se ajusta
al escenario 1, donde los motivos CBS1 del médulo Bateman se sitllan en la cavidad
formada entre los dominios cNMP que forman el dimero (Fig 4.20). Finalmente ajustamos
la distancia entre los dos dominios a lo largo del eje binario hasta encontrar el modelo que
mejor se ajustaba a la curva. La cadena polipeptidica que une los dos dominios
intracelulares (“linker”) y la cola-C fueron afiadidas posteriormente mediante el programa
CORAL?* (estas regiones se encuentran presentes en el constructo utilizado en el
experimento SAXS, de tal manera que contribuyen a la dispersion por los rayos X y por
tanto a la curva experimental de SAXS). El ajuste entre el modelo final y el la curva
experimental fue de X?= 1.21 (Fig 4.20)..
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FHgura.4.20. (Arriba). El volumen ab initio obtenido de los datos de SAXS se muestraen esferas gris claro.
En suinterior se muestra el modelo estructural de laregion intracelular que mejor se ajusta a la curva SAXS.
En rojo y naranja respectivamente, se representa el médulo CBS en conformacion “twisted” (Cédigo PDB
41YS). En azul claro y oscuro se muestra el dimero del dominio cNMP (Cédigo PDB 6G52) . Las regiones de
conexion entre el médulo Batemany el dominio cNMP (“linker”) estan representadas en color verde. (Abajo)
elvalor de ajuste entre la curva experimental de SAXS (azul) y la curva teérica del modelo (negro) fue X?=1.21,
La Cola-C noserepresenta, pero ha sidotenida en cuenta mediante el programa CORAL a la hora de calcular
la curva.

Por otro lado, teniendo en cuenta la capacidad de CNNM4eatr de interaccionar con
MgATP, realizamos un estudio de SAXS de la regién intracelular de CNNM4 en presencia
de MgATP, con el objetivo de comprobar si la uniébn de MgATP afecta a la disposicion

relativa de los dominios intracelulares de CNNM4. En este experimento, el Rg y la Dmax
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fueron de 39A y 143A respetivamente. El peso molecular estimado a partir del volumen
de Porod se correspondia aproximadamente con un dimero de CNNM4gat-cnvp-ctail.  LOS
pardmetros estructurales de SAXS se muestran en la tabla 4.3. El exponente de Porod
(3.3) se correspondia con una proteina compacta. El volumen ab initio obtenido, era
también muy similar al de CNNM4eat-cnvpciail €n ausencia de MgATP, de forma alargada
y con pseudosimetria binaria. Con el objetivo de construir el modelo final de CNNM4gaT-
cNMP-ctail €N presencia de MgATP, realizamos de nuevo un estudio de los tres escenarios
posibles planteados en la estructura de SAXS sin MgATP:

(1) Escenario 1: Tanto CNNM4sar como CNNM4cnve Se asocian consigo mismos
formando homodimeros (2xCNNM4ear y 2XCNNM4cnwe). Posteriormente también
valoramos distintas orientaciones relativas de dichos homodimeros con el objetivo
de refinar el modelo CNNM4esat-cnmp-ctail €n presencia de MgATP final.

(2) Escenario 2: Tan solo CNNM4gar se asocia consigo mismo (formando un médulo
CBS: 2xCNNM4eat), mientras que los mddulos CNNM4«.nve de subunidades
complementarias se mantienen como entidades independientes que no
interaccionan entre si.

(3) Escenario 3: El dominio CNNM4cnve se asocia consigo mismo formando dimeros
2XCNNM4cnve  (como los observados en los cristales), y las subunidades
CNNM4ear complementarias permanecen separadas.

Sin embargo, sabiendo que CNNM2ear tras la union de MgATP sufre un cambio
conformacional que hace que el médulo CBS tenga una conformacion plana o “Flat’, y
habiendo demostrado que CNNM4gsar también une MgATP y que la cavidad S2 es
practicamente idéntica a la de CNNM2, utilizamos las coordenadas de CNNM2gat con
MgATP (Conformacion “Flat”) para reconstruir el modelo en el volumen obtenido (Cddigo
PDB 4P10).

De los tres escenarios, el modelo que mejor se ajustaba a los datos mantenia la misma
orientacion relativa entre el médulo Bateman y el dominio cNMP que en el SAXS en
ausencia de MgATP (Fig.4.21.). En el modelo, el médulo CBS, en su conformacion plana
o “flat” se une, mediante los “linkers” a un dimero del dominio cNMP, situado en la parte
inferior. La distancia relativa entre ambos dominios se mantuvo respecto del modelo en
ausencia de MgATP. Las conexiones entre el modulo Bateman y el dominio cNMP, asi
como la regidon C-terminal fueron nuevamente afadidas con el programa CORAL?*. El

valor de ajuste entre los datos experimentales y el modelo fue de X?= 1.17 (Fig.4.21.).
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Fgura 4.21.Modelo de SAXS de CNNM4gat-cnmp-ctail €n presenciade MgATP. (Arriba). El volumen ab initio
obtenido se muestra en esferas gris claro. En el modelo construido, el médulo CBS y el dimero del dominio
cNMP se sitlan manteniendoun eje de simetria binario alo largo del ejey. El modelo se construyo utilizando
las estructuras cristalograficas de CNNM2gar con MgATP (naranja y rojo y del dominio cNMP (azul claro y
oscuro) de CNNM4 (Cédigos PDB 4P10y 6G529. (Abajo) el valor de ajuste entre los datos experimentales
de SAXS (rojo)y los datos tedricos del modelo (negro) fue de X?=1.17.
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4.4.2. Funcién estructural del dominio cNMP de CNNM4

Los modelos obtenidos de SAXS sugieren que el dimero del dominio cNMP define los
limites morfolégicos del cambio conformacional sufrido por el médulo Bateman tras la
union de MgATP (Cambio conformacional “Twisted-to-Flat”). En esta hipdtesis
planteamos que el modulo CBS se inserta en la cavidad que existe entre las subunidades
del dimero del dominio cNMP, y este ultimo establece los limites de desplazamiento del
modulo CBS durante el cambio conformacional. Esta hipétesis se basa en la
complementariedad morfolégica existente entre el médulo CBS y el dimero cNMP tanto
en la conformacion “Twisted” como en la “Flat” (Fig. 4.22)

FHgura 4.22. Estructura de region intracelular completa. La figura muestra tres vistas ortogonales en
ausencia (A)y en presencia (B) de MgATP de laregidn intracelularde CNNM4. El médulo CBS, formado por
dos moédulos Bateman (rojo ynaranja respectivamente), se encuentra sobre el dimero deldominio cNMP (azul
oscuroy claro) con el que se conecta a través de las regiones de conexién (verde oscuro y claro). El motivo
CBS1 de cada médulo Bateman se sitia en la cavidad central formada en el dimero del dominio cNMP. Esta
cavidad es morfolégicamente complementaria a los dos motivos CBS1 del médulo CBS y restringe el
movimiento en el cambio conformacional desde la conformacion “twisted” (en A) a la conformacion “flat” (en
B) tras la unién de MgATP (en el sitio S2 entre los motivos CBS1y CBS2). Las hélice HO conectan el modulo
Bateman con el dominio transmembrana DUF21
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Capitulo 2.

Bases estructurales de la interaccion
oncogénica de los CNNMs con las

fosfatasas de la familia PRL.
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45. CNNM2gaTINTERACCIONA CON LAS PROTEINAS PRLS.

En el afio 2014, dos grupos dirigidos por Michel L. Tremblay (McGill University,
Montreal, Canada)'®®, y Miki Hiroaki (Research Institut for Microbial Diseases, Osaka,
Japdn)®® demostraron de manera independiente que las proteinas CNNM eran capaces
de interaccionar directamente con las fosfatasas de la familia PRL (“Phosphatases of the
Regenerating Liver”), y que dicha interaccién traia como consecuencia un incremento de
la concentracion intracelular de iones Mg?* que favorecia el crecimientoy la migracion de
células tumorales. Concretamente se demostr6 que CNNM3 podia acomplejarse con
PRL-2 y CNNM4 con los tres miembros de la familia PRL (PRL-1, PRL-2 y PRL-3).
Adicionalmente se postulé que la regiobn mas probable de interaccion entre ambas
proteinas correspondia a un “loop” largo, situado en el modulo Bateman de los CNNM,
gue conectalas laminas B5y 6 del motivo CBS2.

ol mAU B 12 %3
100,00 200,00 - g
| z *

90,00 - 180,00 1 3 1
80,00 - 160,00 1 ¢ )
70,00 -| 140,00 ‘ ig ‘e - ll'I
60,00 120,00 ‘ 15- ® - 2 ,"
50,00 100,00 1 "* - E ol

!
40,00 80,00 1 i
30,00 - 60,00 1
20,00 -| 40,00 ‘ =R :
10,00 - 20,00 i 21 3

0,00 : . 0,00 ‘—.ifi":‘ﬂi L, -
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
V(ml) V(ml)
m G 412 %3 D CNNM2-V5
50,00 - o = 3 3
45,00 - = . E B R
s B EEE
30 NT@ —e 4 % g 8 8 8
30,00 - i3 e - 04 ‘ ~4
‘ 0.3 100 - CNNM2-V5

25,00 - %* 0.2 3 .

W " «GST PRLs

20,00

15,00

10,00 -
5,00 -

GST Pulldown
3

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

V(ml)

TCL 100- & W % CNNM2-V5

Fgura.4.23. CNNM2gar interacciona con las tres PRLs. A-C muestran cromatografias de exclusion
molecular donde se aisl6 el complejo CNNM2gat con PRL-1, -2, y -3 respectivamente. CNNM2gaty las PRLs
puras se cargaron en la columna como controles (Picos 2y 1 respectivamente). El pico 3 se corresponde con
elexceso de PRL afiadido al formar el complejo. Los complejos eluyeron en el pico marcado con un asterisco
(*). Lapresencia decomplejo en el pico* se confirmé mediante SDS-PAGE, donde el analisis de densitometria
de bandas del complejo mediante la herramienta informatica ImageJ (rsb.info.nih.gov) mostré unarelacionde
1.03,0.97y 0.95, es decir,unarelacién aproximada 1:1 entre CNNM2gat y la PRL. Los cristales obtenidos de
cada complejo se muestran en su grafico correspondiente, Dmuestra el experimento de pulldown donde GST-
PRLs yV5_CNNM2 previamente transfectadas en células Hel a, se hicieron pasar porunaresina de GST, de
tal manera que se demostro la interaccion entre CNNM2 y los tres miembros de la familia PRL utilizando
anticuerpos para GSTy V5. TCL se refiere al lisado celulartotal (Por sus siglas eninglés Total Cell Lysate)
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En base a estos datos preliminares, y en colaboraciéon con el grupo de Tremblay,
demostramos que CNNM2 posee idénticas capacidades de interaccion con las PRL,
mediante experimentos de “pulldown”, co-transfectando el constructo CNNM2 (Full
length) fusionada con V5 y PRL-1, -2, -3 a su vez fusionadas con GST en células Hela.
Serealizé un experimento de “pulldown” utilizando resina de GST, que puso de manifiesto
gue CNNM2 interacciona con las tres PRLs (Fig. 4.23. D). Complementariamente,
también demostramos la formacion de los tres complejos mediante la incubacion de las
proteinas correspondientes y el aislamiento cromatografico de dichos complejos (Fig.
4.23, A, By C). Una vez probada la formacion de los complejos, abordamos su estudio
cristalogréfico. El protocolo de formacion de formacion de los complejos correspondientes
se detalla en la seccion de Materiales y métodos, 3.1.4.(Fig.4.23).

46. COMPLEJO CNNMZ2gaT-PRL-1.

Los tres complejos formados por CNNM2satr con PRL-1,-2, y -3, fueron aislados,
concentrados y utilizados en ensayos de cristalizacion. En los tres casos obtuvimos
cristales, aunque los que mejor calidad de difraccion presentaron fueron los del complejo
CNNM2gat-PRL-1 (Fig. 4.23.)

4.6.1. Cristalizacion del complejo CNNM2gat-PRL-1.

Los cristales del complejo CNNM2eat-PRL-1 se obtuvieron a una concentracion de 15
mg mL* en 0.1M Acetato de sodio, pH 4,6 y 2M Formiato de Sodio, mediante el método
de difusion de vapor en gota colgante, mezclando 1pL de complejo puro con 1L de la
solucién de precipitacion. (Seccion 3.3. Materiales y Métodos). El mejor conjunto de datos
serecogib en la linea XALOC del sincrotrén ALBA (Barcelona, Espafia) y presentaba una
resolucion maxima de 2.4 A. La funcién de autorotacion (plot a Chi=180) indicé la
presencia de tres ejes de rotacion binarios, uno paralelo y dos perpendiculares al eje Cy
ortogonales entre si, consistentes con la clase de Laue mmm (Fig.4.24.). El Volumen de
Matthews (Vm)?®° resulté compatible con la presencia de 1 o 2 moléculas en la unidad
asimétrica con coeficientes de Matthews de 3.79 y 1.89 A3 Da respectivamente, yun
potencial contenido de solvente del 67 y el 35% en cada caso. Los parametros
cristalograficos se recogen en la tabla 4.5. La estructura cristalina del complejo de
CNNM2saT-PRL-1 se resolvi6 mediante la técnica de reemplazamiento molecular
utilizando como modelo de busqueda las estructuras de PRL-1 y CNNM2sat disponibles
con anterioridad en la PDB (cddigos PDB 41Y0 y 1XM2 respectivamente). El modelo final
se refind en el grupo espacial 1222 a una resolucion de 2.4A. La unidad asimétrica
contiene un heterodimero formado por una subunidad CNNM2gat y una molécula PRL-1.
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La unidad funcional presente en los cristales esta constituida por un heterotetramero
simétrico 2xCNNM2gat+2XPRL-1(Fig.4.25)

Figura 4.24. Funcion de autorotacion calculada a partir de los
datos de difracciobn de los cristales del complejo

Tabla 4.5. Estadisticas y refinamiento

CNNM2gat-PRL-1. En Chi=180 se observantres ejes de rotacion
de orden 2, ortogonales entre siy paralelos alos ejes x,yy z.

CNNM2gar + PRL-1

Proteinas CNNM2gx + PRLA1 +ATP+Zn2*
Datos de colecta y procesamiento
Linea de sincrotrén ALBA, XALOC ESRF ID23.1
Longitud de onda (A) 0.9795 1.2837
Grupo espacial/Cédigo PDB 1222/5MMZ C2/5LXQ
a(A) 52.7 166.9
b (A) 128.5 125.6
c (A 153.9 61.0
. 1x (PRL-1x CNNM2gar) (1 2x (PRL-1 CNNM2gxr) (1
Moléculas poru.a ( heterodimero) a (heterotetrémero)) (

Resolucion (A)

98.6 — 2.4 (2.41-2.40)

47.9-3.3(3.34-3.33)

Rsym 2 0.054 (1.151) 0.091(1.120)
Rimeas © 0.056 (1.197) 0.099 (1.221)
Rypim ¢ 0.016 (0.327) 0.038(0.478)
No. de reflexiones 271410 119978
No. de reflexiones unicas 20944 17,868
l/ol 26.5(2.5) 13.9 (1.7)
CC1/2 0.99 (0.86) 0.99 (0.63)
Completitud (%) 99.8 (86.0) 99.9 (97.9)
Redundancia 13.0 (13.4) 6.7 (6.3)
Mosaicidad (°) 0.2 0.2
Estadisticas de refinamiento
Rwork @ / Rree © 0.23/0.25 0.20/0.23
No. de atomos
Proteina 2299 4648
Ligandos - 62 (2 xATP)/2 (Zn)
Moléculas de agua 7 -
Media de los factores B (A2)
Proteina 78.4 70.7
Ligando - 47.5 (ATP)/81.8 (Zn)
Moléculas de agua 73.9 -
Desviacion cuadratica media
Longitud de enlaces (A)/Angulos de 0.003/0 804 0.001/1.255
enlaces (°)
Estadisticas de Ramachandran (%)
Residuos enregions favorables 97.6 97.3
Residuosen regiones perm itidas 24 27
adicionales
Residuos enregions no permitidas 0 0

Cada setde datos se corresponde con un Unico cristal. La concha de mayor resolucion se muestra entre
paréntesis. Rsym 2= Zna i |li (hkl)- <I(hkD)>|/ Zna Zi li(hkl); Rmeas © = Zrki Zi |li (hkl) - <I(hkD)>| | Zna Zi li(hK]);
CRpim= im= Zn Zi |k (hkl) - <l hkl)>|] Zpw Zi k(hkl). Rworkd =2 |Fo - Fe | | ZFo. Riree®= X |Fo - Fc I / 2Fo,
calculado utilizando un 5% de reflexiones aleatorias que no se incluyeron en el refinamiento.
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4.6.2. Estructura cristalina del complejo CNNM2gat-PRL-1.

La estructura del complejo CNNM2gat-PRL-1, reveld un heterotetrametro de forma
alargada, formado por un médulo CBS central (constituido por dos subunidades
CNNM2eaT), y dos moléculas PRL-1 independientes que no interaccionan entre siy que
se encuentran situadas a cada lado del disco (Fig. 4.25.) La interaccion entre las
subunidades de CNNM2gat ocurre a través de las hélices a interfaciales (H1, H2, H3 y
H4) que encierra una superficie no accesible (en inglés Buried Surface) de 1416 A2, La
superficie no accesible entre CNNM2sar y PRL-1, es de 491 A2,

L553-559 Sitio
Catalitico

CNNM2gar

" 0 Sitio
Qﬂ) L553-559 / Catalitico

Fgura. 4.25.Estructura del complejo CNNM2ga7-PRL-1. Laestructura cristalinarevel6 un heterotetrdmero
formado por un homodimero de CNNM2gar (en amarillo y naranja respectivamente) con dos moléculas de
PRL-1 situadas a cada lado del disco (en azul). Los elementos de estructura secundaria de CNNM2 gat Se
encuentran marcados en negro. Asu vez las regiones que establecen contacto entre CNNM2gary PRL-1 (la
region L553-559 de CNNM2y la cavidad catalitica de PRL-1) estan resaltadas.
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La interaccion entre CNNM2eat y PRL-1, conlleva una reorganizacion estructural en
ambas proteinas. En CNNM2sgar, la regioén que conectalas laminas 5y 6 (el “loop” largo
L553-559) (Fig. 4.26.) se ordena y seintroduce en la cavidad catalitica de la proteina PRL-
1. La disposicion de forma alargada y expuesta de la region L553-559 sugiere que esta
representa el primer punto de encuentro entre CNNM2 y PRL-1, cuando comienza la
interaccion. Concretamente, el residuo D558 se introduce en la cavidad catalitica de PRL-
1y ocupa la region del sustrato de la fosfatasa. La posicion del residuo D558 se estabiliza
mediante la formacion de enlaces de hidrégeno con el -NH de la cadena alquilica de la
arginina 110 y con el -NHz de la glutamina 145 de PRL-1 (Fig. 4.26.).
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Figura. 4.26. (A, Izquierda) representacion de la superficie del complejo formado por CNNM2gat (amarillo) y
PRL-1 (Azul). Los residuos principales implicados en la interaccion entre proteinas (sefialados con lineas
blancas) se muestranen detalle ala derecha. (Derecha) El residuo D558 se introduce en la cavidad catalitica
de PRL-1,y ocupala localizacién de anélogos de sustrato (ej. SO+%). La presencia del residuo D558 parece
provocar el cierre de las regiones que conforman la cavidad catalitica de PRL-1, el P-loop, y el WPD-loop. La
densidad electrénica de los residuos D558 de CNNM2 y R110 de PRL-1 se muestra en color verde. (B)
Representacién de la superficie de PRL-1,donde se muestran las cuatro regiones que conforman la cavidad
catalitica (asterisco rojo) (C) La mutacion puntual del residuo D558 por una alanina, impide completamente la
formacién del complejo, en células Hela cotransfectadas con GST-PRL-1 o GST solo, en presencia de
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CNNM2-V5 o CNNM2-V5 D558A. (D) Mutaciones de los residuos F526,D528,V551 o N553 (localizadas en
lainterfaz entre proteinas y sefaladas enrojo en el estereopar situado encima) por alanina o treonina, no son
suficientes para impedir la formacion del complejo en células HelLa cotransfectadas con GST-PRL-1 y
CNNM2-V5 0 CNNM2-V5 con las mutaciones descritas.En C y D el pulldown se realizd mediante resina de
GST utilizando extractos celulares y confirmando la presencia o no de proteina mediante Western Blot con
anticuerpos anti V5 o0 GST. GFP y GST se utilizaron como controles negativos. TCL es el lisado celular total.

Con el objetivo de confirmar el papel relevante de la regién L553-559, realizamos
mutaciones puntuales en esta zona, y encontramos que el mutante D558A disocia
completamente la interaccion entre CNNM2sar y PRL-1. Inesperadamente comprobamos
gue la sustitucién de residuos localizados en la regién adyacente a las laminas 35y (36,
por alanina, treonina y asparagina (F526A, D528A/D528N, V551A/V551T o
N553A/N553T) no es suficiente para impedir la formacion del complejo, lo que sugiere un
papel secundario para estos residuos en la interaccion entre CNNM2ear y PRL-1
(Fig.4.26.D). Por otro lado, la mutacién de la glicina en posicion 565 (G565), en el centro
de la lamina 36, debilita la interaccién entre las proteinas, probablemente debido a que la
lamina 36 se desorienta y transmite esta alteracion estructural a la regiéon que la precede
en la cadena polipeptidica. Estos resultados subrayan el papel de la region L556-559 y
van en consonancia con el estudio de Kostantin y colaboradores?3! donde se mostr6 que
la sustitucion del aspartato D446 de CNNM3 (equivalente al residuos D558 CNNM2)
impide la formacion del complejo entre CNNM3-PRL-2.

Los cambios mas significativos que sufre PRL-1 al acomplejarse con CNNM2 afectan
a la orientacion de los elementos que configuran las paredes de la cavidad catalitica de
PRL-1. Estos elementos son el “P-Loop” (residuos 103-110), el “WPD-Loop” (residuos 68-
77), el “Tl-Loop” (residuos 137-143) y el “B3a2-loop” (residuos 48-55)%7:2¢8 (Fig 4.26. B).
PRL-1 contiene el motivo conservado del sitio activo HCXsR, el P-loop, y el WPD-loop,
gue son caracteristicas diferenciales de las Tirosina-fosfatasas o PTPs2%, Sin embargo,
también presenta una fuerte similitud con las fosfatasas duales (DSPs)?%/, lo que sugiere
gue PRL-1 puede desfosforilar tanto tirosina como serina/treonina. Al formarse el
complejo CNNM2-PRL-1, los loops P-y WPD-seacercan ala region central de la cavidad
catalitica e interaccionan con el aspartato D558 situado en el extremo del loop L553-559
de CNNM2eat . Estainteraccion es similar a la que establecen los loops de PRL-1 con los
sustratos 0 analogos de sustrato (ej. SO4%) presentes en la cavidad catalitica de PRL-1,
y configuran una conformacion “cerrada” que impide el acceso de nuevas moléculas en
el interior de la cavidad, inhibiendo su actividad fosfatasa (Fig.4.26, A, derecha, Fig.4.27.
A ByQC).
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Fgura 4.27 Efecto de CNNM2 sobre PRL-1.(A) Superposicién del WPD- y P-loops de PRL-1, en su
conformacién apo (gris claro) y con un analogo de sustrato unido (naranja). Tras la unién del SO4* ambas
regiones se acercan ala posicion del sustrato dando lugar a una conformacion cerrada.(B) Superposicion del
WPD- y P- loop de PRL-1 en su conformacién apo (en gris claro) y formando el complejo con CNNM2 gar
(azul). Laregion L553-559 estarepresentada en amarillo.(C). Superposicion del WPD-y P-loop de PRL-1 con
SO4% unido y en complejo con CNNM2gar (en naranja y azul respectivamente). La union de CNNM2gar
provoca el cierre de los loops que conforman la cavidad catalitica de PRL-1 sobre el loop de CNNM2, de
formasimilara cuando se unen sustratos. El residuo D558 ocupa una posicion similar al del SO 4.
Ademas, cuando el complejo se encuentra formado, la arginina 110, presente en el
motivo conservado HCXsR, gira hacia el aspartato 72, de la mismamanera que cuando
hay un sustrato unido, neutralizando por tanto la repulsion electrostatica que existiria entre
el aspartato 558 de CNNM2 y el aspartato 72 de PRL-1 (Fig. 4.27). En general, las
interacciones presentes contribuyen a mantener el WPD-loop en un estado similar a
cuando se encuentra un sustrato unido. Otras interacciones relevantes son las
interacciones hidrofébicas que involucran a residuos del P-loop de PRL-1 (V105, A106,
L108, y la cadena alquilica del residuo R110) y de la region L553-559 de CNNM2 (P559,
F560, Y561). Los residuos A140, P7y F141 de PRL-1, también contribuyen a mantener
el entorno hidrofébico. Por otro lado, las cisteinas presentes en la cavidad catalitica de
PRL-1, involucradas en la reaccién de desfosforilacion (C49 y C104 de PRL-1)
permanecen formando un puente disulfuro, y, por tanto, no parecen estar involucradas en

la formacion del complejo.

Ademas de la regiéon L553-559 de CNNM2 y de la cavidad catalitica PRL-1, también
participan en la interaccion entre ambas proteinas otros elementos. Por parte de CNNM2,
participan residuos de la region C-terminal de la lamina 4 (F526) y B5 y de la region N-
terminal de la lamina 6. En el caso de PRL-1, también participan residuos de la Ultima
vuelta de la hélice a5 (residuos R134 y Q135), de la region entre las hélices a5y a6 (136-
142), de la primera vuelta de la hélice a6 (S143 y K144), los residuos centrales del WPD-
Loop (71-73) y del P-loop (106-198). Ademaés, la arginina 138 (al comienzo de la region
que une las hélices a5 y a6) y la lisina 144 de PRL-1, forman puentes salinos con el
aspartato 528 (localizado en la region que precede la hélice H3 en CNNM2, y el glutamato
556 (en el extremo del L553-559) respectivamente. Ademas, la arginina 138 forma un
enlace de hidrogeno con el asparagina 527.
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Fgura. 4.28. CNNM2gar reduce la actividad enzimética de PRL-1. La actividad enzimética se evalu6
midiendo la hidrélisis de un sustrato sintético fluorescente (6,8-difluoro-4-methylumbiliferyl phosphate) por
CNNM2gat-His, PRL-1-His o el complejo. El sustrato se utilizé6 a una concentracion de 50 uM para medir la
actividad enzimatica. Como control se utilizé un tampdn el cual contenia 0.1 mg mL-1 BSA, 3mMDTT, 50mM
HEPES-NaOH pH 7.

En colaboracion con el Prof. Michel Tremblay, confirmamos la inhibicion de la actividad

fosfatasa de PRL-1 in vitro en presencia de CNNM2gat (Fig. 4.28).

4.6.3. CNNM2cnvpno interacciona con CNNM2gaty PRL-1.

Como se explica en el apartado 4.1, la region intracelular de las proteinas CNNMs
estd formada por un modulo Bateman interconectados por una region flexible a un dominio
cNMP. Como se ha explicado anteriormente, la estructura del complejo CNNM2gat-PRL-
1 revel6 que la interaccién ocurre principalmente a través del loop L553-559 de CNNM2
e involucra solo a unos pocos elementos de estructura de ambas proteinas. En base a
estos datos, quisimos comprobar mediante técnicas ITC (llevadas a cabo en colaboracion
con el Dr. Angel Pey de la Universidad de Granada), si el dominio cNMP de CNNM2
interacciona, o no, con CNNM2sar 0 con la fosfatasa PRL-1. Para este experimento,
purificamos independientemente el constructo CNNM2cnve  (residuos 593-875) y un
constructo mayor (CNNMZ2eat-cnmp-crail, residuos 429-875) que engloba la region
intracelular completa de CNNM2, e incluye la hélice HO que conecta el mddulo Bateman
con el dominio DUF21. Como se muestraen la figura 4.29, solo se observaron sefiales
de unién con PRL-1, cuando el médulo Bateman estaba presente en el constructo
utilizado. La Kb calculada fue de 0.64 y 0.36uM para CNNM2eat y CNNM2gAT-cNMP-ctail
respectivamente. Sin embargo, las sefiales obtenidas para el constructo CNNM2cnve coOn
PRL-1 fueron muy similares a las obtenidas en el blanco. Estos datos sugieren que

CNNM2ewve no participa en la formaciéon del complejo entre el modulo Bateman y PRL-1.
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Figura. 4.29. Valoraciones calorimétricas de la afinidad por PRL-1 de CNNM2gar y CNNM2cnme. (A)
Titulaciones con el tampdn (blanco), CNNM2gat (23uM) y CNNM2gat-cnme (29 pM) con PRL-1 (540 pM). (B)
Titulacién con CNNM2gar Yy CNNM2cnmp (780 uM) (C) Titulaciones de PRL-1 con CNNM2cwwmp. B y C
comparten el mismo blanco, el cual se obtuve después de latitulacién del tampén con CNNM2 cnmp (780 pM)

Por otro lado, también medimos la interaccion entre el médulo Bateman y el dominio
cNMP de CNNM2. Realizando este experimento observamos que estos dos dominios no
interaccionan entre si lo cual sugiere que son dominios que actian como maodulos

independientes.

4.6.4. Launion de PRL-1 aplana el médulo CBS de CNNM2.

La estructura cristalina del complejo CNNM2sat-PRL-1, mostr6 de forma inesperada,
gue el modulo CBS central (homodimero 2xCNNM2sat) adopta una conformacion de
disco plano (“Flat”) en lugar de la conformacion “Twisted” que en principio se espera en
ausencia de nucleétidos unidos 2. Esta conformacién plana es equivalente a la que
adopta el modulo CBS en presencia de MgATP o en el mutante T568I, que impide la union
del ATP pero mimetiza su efecto de forma permanente interrumpiendo las interacciones
entre los dos dominios CBS del médulo Bateman de forma andloga al efecto que ejerce
el nucledtido cuando se encuentra alojado en la cavidad S2 del médulo Bateman 2%. La
conformacion plana encontrada en el complejo parece que se favorece por la presencia
de cargas de signo opuesto, las cuales, debido a su situacion a lo largo de la superficie
de las dos proteinas, ejercen una atraccion mutua que causa el desplazamiento
progresivo del motivo CBS1 de CNNM2 hacia la region C-terminal de la lamina B2 y la
region N-terminal de la hélice a1de la proteina PRL-1. Entre los residuos implicados estan
el E462, E485, E487, K512, K516 de CNNM2 y H23, N24, N27, E35, E36, E61 de PRL-1
(Fig. 4.30)

Los datos obtenidos sugieren que la union de PRL-1 a la conformacioén “Twisted” del
dimero de CNNM2sat provoca un giro concomitante de los motivos CBS1 de subunidades
complementarias. Esta reorganizacion altera las interacciones entre las hélices

interfaciales que unen los dos modulos Bateman que conforman el mdédulo CBS,
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permitiendo el cambio de una conformacion “Twisted” a la conformacion plana. Ademas,
como CNNM2 interacciona con PRL-1 principalmente a través del motivo CBS2 parece
que la transicion de “Twisted” a “Flat” se puede llevar a cabo sin alterar la orientacion
relativa entre CNNM2 y PRL-1 (Fig. 4.30)

L553-559 —(‘ | L553-559 —C

!
\( CNNM2gaT
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Figura. 4.30. La union de PRL-1 aplana a CNNM2gar. A, izquierda. Estructura de apo-CNNM2gar 2 en
amarillo, superpuesta con la estructura del complejo con PRL1 (CNNM2gat €n naranja,y PRL-1 en azul.
Derecha. Representacion de la superficie y del potencial electroestatico del complejo CNNM2gar-PRL-1. Los
residuos con carga positiva y negativa se representan en azul y rojo respectivamente.Launionde PRL-1 a
CNNM2gat provoca un movimiento (indicado con unaflecha) del motivo CBS1 el cual tiene un efecto similar
a la unién de MgATP. Esta reorganizacion estructural se favorece por una atraccion electroestatica entre
residuos de carga opuesta los cuales se encuentran distribuidos en la superficie entre ambas proteinas. B
Este cambio conformacional hace que el moédulo CBS (dimero de dos CNNM2gar) evolucione desde una
conformacion “twisted” a una conformacion “flat”.

4.6.5. Launién de ATP no varia conformacionalmente el complejo
CNNM2gaT-PRL-1.

Una vez elucidada la estructura cristalina del complejo CNNM2gat-PRL-1, y estando
descrito que CNNM2gsat tiene la capacidad de ATP de manera Mg?* dependiente, asi
como iones Mg?* libres, decidimos estudiar la estructura del complejo en presencia de
estos ligandos para ver si se inducian cambios conformacionales adicionales a los
observados tras la formacion del complejo con PRL-1. Para ello, crecimos cristales del
complejo CNNM2gat-PRL-1, en presencia de ATP y Mg?* o Zn?* (afiadidos como MgClz o
ZnClz, respectivamente) La presencia de iones de Zn?* y de ATP en la solucion de
cristalizacion, provocaron una serie de pequefios cambios estructurales que resultaron en
una reorganizacion de las moléculas del cristal, de tal manera que la estructura seresolvid
en el grupo espacial monoclinico C2. Los parametros cristalograficos y de refinamiento
se muestran en la tabla 4.5. La unidad asimétrica contiene un heterotetramero
2XCNNM2sat y 2XPRL-1. En estos cristales, las subunidades de CNNM2gar (y sus
moléculas de ATP unidas) que forman el médulo CBS estan relacionadas por un eje de

simetria binario no cristalogréfico.

De la misma manera que estaba descrito para el modulo Bateman aislado,
encontramos que el ATP se une al sitio S2 de cada modulo Bateman en el complejo
(Fig.4.31). Sin embargo, la union de nucledtidos al complejo apenas induce cambios
conformaciones respecto de la forma sin nucleétidos unidos. Solo se aprecia una sutil
aproximacion de los motivos CBS1 de los médulos Bateman complementarios. Por tanto,
parece que la union de MgATP o de ZnATP actla en la misma direccién que la fosfatasa,
reforzando los cambios conformacionales inducidos por PRL-1. Los cationes de Zn?* se
situan entre los fosfatos a y y, estabilizando la cadena trifosfato del ATP y neutralizando
la repulsion electroestatica ejercida por los residuos acidos E570, D571 y E574 situados
en el sitio S2 del modulo Bateman (Fig.4.31, B). Estos atomos de Zn?* coinciden con la
posicién de los atomos de Mg?* encontrados previamente en el estudio de Corral-
Rodriguez y colaboradores 2%°. Ademas, también aparecen dos cationes de Zn?*
coordinados con el residuo D506y con el residuo D504 de la subunidad complementaria,
ambos pertenecientes a la hélice H2B del motivo CBS1 (Fig.4.31.C).
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Fgura 4.31. El complejo CNNM2gar-PRL-1 interacciona con ZnATP. (A) Estructura del complejo
CNNM2gat con PRL-1. El médulo CBS se representa en color azul ylas moléculas de PRL-1 en color amarillo.
En el centro se muestra el ZnATP unido. (B, Arriba) Mapa de densidad electrénica correspondiente al ZnATP
gue confirma la presencia de ATP y no ADP unido. (Abajo) Los residuos del sitio S2 involucrados en la
interaccion con ZnATP se muestran en detalle. La repulsion electroestatica ejercida porlos residuos E570y
D571 se neutraliza porla presencia de un ién Zn2+ entre los fosfatos o yy. Las distancias interatomicas estan
representadas en amarillo. (C) Detalle de los residuos implicados en la union de Zn?* en el extremo del motivo
CBSL. El omitmap Fo-Fc del Zn?* se representa en verde y las distancias interatémicas en amarillo.

En estudios previos a este trabajo?®®, se demostr6 que a pH neutro y en ausencia de
cationes divalentes, el modulo Bateman de CNNM2 cataliza la hidrolisis de ATP hacia
ADP a pH 7 de forma muy lenta, insignificante a nivel bioldgico. También se demostré que
la barrera de entrada del ligando se reduce significativamente tras la union de Mg?* y que,
nucleétidos con cadena polifosfato corta como el AMP (lo que también implica menor
carga negativa) favorecen la interaccion proteina-ligando. Por tanto, la presencia de

residuos &cidos, como los residuos E570, E571, y E574 en el sitio S2 sugiere que la
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entrada de una cadena polifosfato comola del ATP no esté favorecida. Por ello, decidimos
analizar el comportamiento del ATP en solucion, tanto en presencia como en ausencia de
la proteina, para ver si la hidrolisis observada a pH7 se reproduce en las condiciones de
cristalizacion, a pH 4.6 y confirmar la presencia del ATP en nuestras estructuras. Para
ello, monitorizamos la hidrdlisis del ATP por el médulo Bateman de CNNM2 vy por el
complejo formado por CNNM2sa: y PRL-1, mediante resonancia magnética nuclear con
3P, En las condiciones testadas, ni CNNM2gat ni el complejo con PRL-1, catalizaron
hidrélisis de ATP formando ADP y fosfato libre en presencia de Zn?* y/o en un medio acido.
Esto se cumplio para los dos experimentos en el tampén de cristalizacion, lo que explica
porque en la estructura encontramos moléculas intactas de ZnATP.

En consonancia, el omit map Fo-Fc resultante de omitir el ATP o los fosfatos y con el
objetivo de amplificar esas regiones del mapa de densidad electrénica, confirmé la
presencia de dos moléculas de ATP completas en el médulo CBS (Fig 4.31.B). Por otro
lado, calculando el omit map mFo-DFc, observamos densidad residual consistente con la
presencia de atomos de Zn?* unidos a los fosfatos a y y de cada molécula de ATP, y
también en el extremo del motivo CBS1. La carga positiva de estos iones divalentes
reduce la repulsion electroestatica que existe entre las cadenas polifosfato del ATP y los
residuos &cidos E570, D571, y E574 estabilizando por tanto la presencia de ATP en el
sitio S2 (Fig 4.31. B).

4.7. ESTRUCTURADEL COMPLEJO CNNM4gaT-cnmp-ctait CON PRL-1.

Tras demostrar que la interaccion entre CNNMs y PRLs, implica esencialmente al
modulo Bateman de los CNNMs y a la cavidad catalitica de las fosfatasas, y que el
dominio cNMP de los CNNMs no interacciona (o lo hace de forma muy débil), ni con el
dominio Bateman ni con las PRLs?%°, nuestro esfuerzo se centré en intentar elucidar la
orientacion relativa de los dominios intracelulares de los CNNMs. Para ello intentamos
cristalizar constructos de las proteinas CNNM2 o CNNM4 que contenian la region
intracelular completa de estas proteinas, tanto en presencia como en ausencia de su
ligandos (MgATP y Mg?*) y de la fosfatasa PRL-1. Sin embargo, a pesar de un enorme
esfuerzo experimental, todos los intentos de cristalizacién fueron infructuosos.
Alternativamente, decidimos emplear técnicas complementarias como la Crio-
microscopia electronica (Cryo-EM) (estudio en progreso no incluido en esta tesis) y la
dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS). Los constructos elegidos para el analisis
SAXS incluian la cola C-terminal. Los mejores resultados se obtuvieron con el constructo

CNNM4eat-cnve-crail Y la fosfatasa PRL-1. Una vez purificado el complejo CNNM4gat-cnmp-
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ctail-PRL-1 (ver detalles en la seccion 3.1 de Materiales y Métodos), lo analizamos en la
linea de SAXS B21 del sincrotron Diamond Light Source (Didctot, UK). El complejo se
analizo tanto en ausencia como en presencia de 5mM de MgATP, con el objetivo de ver
si se producian cambios conformacionales adicionales en el dominio cNMP o en su
orientacion relativa con respecto al moédulo Bateman al unir ATP. Los parametros
obtenidos fueron muy similares en presencia o en ausencia de los ligandos: los valores
de Rgy Dmax fueron 48A/185A y 47A/183A respectivamente. El volumen de Porod es
consistente con la presencia de un heterotetramero 2xCNNM4gat-cnvp-ctail + 2XPRL-1. El
exponente de Porod es 3.1 en ambos casos, lo que muestra una molécula mas compacta
gue flexible (Tabla 4.6).

Tabla4.6. Pardmetros de Colectay procesado de SAXS
Pardmetros de Colecta

Lineade Sincrotrén B21, Diamond Light Source, Harwell

(UK)
Detector Pilatus 2M
Tamafio del haz 0.2x0.2mm
Energia 12.4 keV
Distancia al detector (mm) 4014
g (A 0.0038-0.42
Tiempo de exposicion (s) 3
No de Iméagenes 620
Temperatura (K) 293
Método SEC online
Parametros estructurales
Constructo CNNM4gat-cNmp-Ctail + CNNM4gAaT-cNmP-ctail +
PRL-1 PRL-1+ MgATP

Codigo SASBDB SASDEPS8 SASDENS
Concentracion (mg mL-1) 8.5 5.0
%Interval for Fourierinversion (A 0.09-0 173 0.009-0.125
Rg [de P(N] (&) 47.90+5.24 4720+ 255
Rg [aproximacion de Guinier] (&) 46.55+0.81 4448+ 1.42
Limites sRg [aproximacion de 0.36 — 1.29 0.38-1.29
Guinier] ’ ) ’ )
Dmax (A) 185 183
Volumen de Porod (nm?3) 226 216
Exponente de Porod 3.1 3.1
Peso molecular (kDa)

Delvolumen de Porod (x0.53) 120 115

A partir de la secuencia 68 68
Software empleado
Reduccion de datos DAWN pipeline (Diamond Light Source, UK)
Procesamiento de los datos ScAtter v3.1v
Modelado Ab initio GASBOR
Validacion DAMAVER/DAMCLUST
Calculo de intensidades del CRYSOL
modelo

g =4zsin(6/), donde 26es el angulo de dispersion (scattering) y Aes la longitud de onda.

En consistencia con estos datos, los modelos ab initio obtenidos en ambas
condiciones (presencia o ausencia de MgATP) (materiales y métodos seccion 3.5), son
similares. La estructura tridimensional final, una vez afadido el segmento de cadena que

une el médulo Bateman con el dominio cNMP usando el programa CORAL?* se muestra
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en la Fig 4.32. Teniendo en cuenta que CNNM2 y CNNM4 sélo difieren en la identidad de
4 residuos en el médulo Bateman, y que solo se conoce la estructura cristalina de CNNM2
unida a MgATP y a PRL-1, decidimos emplear las coordenadas de la estructura cristalina
del complejo CNNM2sat.PRL-1 (Cdodigo PDB: 5LXQ)%%° para reconstruir la regién
equivalente de CNNM4 acomplejada a la fosfatasa. Las coordenadas del dominio
CNNM4cwve son las derivadas de nuestros cristales (seccion 4.3) El valor de ajuste entre
los datos experimentales y el modelo construido en base a los datos de SAXS fue de
X?=1.82. Tanto el modelo como la curva se muestran en la figura 4.29.

90°
-1
q (A7)
0 0 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
10+ Experimental Data
< ® Docked model
E 102 X?=1.82
S 10°
10+
10°
10

Fg. 4.32 Estructura en solucién del complejo CNNM4gar.cnmp-caii-PRL-1 (Arriba). El volumen ab initio
obtenido (esferas de color gris claro) concuerda con un dimero de CNNM4 (médulo CBS en rojo y naranja
respectivamente,y dimero del dominio cNMP en azul claroy oscuro) unido a dos moléculasindependientes
de PRL-1 (en amarillo). Las regiones entre el modulo Bateman y el dominio cNMP se muestran en verde
(linker). (Abajo) El valor de ajuste entre los datos experimentales de SAXS (verde) y los datos tedricos del
modelo (negro) fue de X?=1.82.
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Desde su descubrimiento en el afio 20033, numerosos estudios han intentado
esclarecer la funcion biolégica de los CNNMs, cuyo interés ha ido creciendo por su
implicacion en diversas patologias, entre las que se incluyen alteraciones
neuropsiquiatricas como la esquizofrenia’®’, enfermedades raras como la
hipomagnesemia familiar dominante’® o el sindrome de Jalili*®t, infertilidad®® y
cancer®8160.270_Sin embargo, a pesar de haberse demostrado su inequivoca implicacion
en el transporte y en la homeostasis del Mg?* en diferentes 6rganos, los resultados
obtenidos no son concluyentes o son contradictorios. Algunos autores han propuesto
gue son transportadores directos que median la extrusion de Mg?* mediante el
intercambio con iones Na*%9160271.272  Otros los consideran sensores de la
concentracion intracelular de Mg?* que modulan indirectamente la actividad de otros
transportadores o canales (aun no identificados)*°6:157:175.273,

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido incrementar el conocimiento
estructural de los CNNMs, muy escaso cuando iniciamos el trabajo, y aportar luz sobre
los mecanismos moleculares de transporte de Mg?* que modula esta familia de
proteinas. Para ello hemos caracterizado cristalografica y biofisicamente la region
intracelular de dos de sus cuatro miembros en mamiferos, CNNM2 y CNNM4. La
informacion obtenida es muy probablemente extrapolable al resto de la familia, ya que
muchas de las propiedades descubiertas se encuentran conservadas, aunque confirmar
esta hipétesis queda pendiente para estudios futuros. El trabajo realizado nos ha
permitido identificar los residuos claves en la interaccion entre los CNNMs y sus
ligandos, ATP y Mg?, y desvelar las bases estructurales de la interaccién que
establecen con los tres miembros de la familia de fosfatasas PRL. Estos datos sientan
las bases para el desarrollo de farmacos que impidan su asociacion oncogénica.
Finalmente, la combinacion de técnicas de difraccion de Rayos X (Cristalografia
macromolecular y SAXS), aproximaciones calorimétricas (ITC) y espectroscopicas
(RMN), nos ha permitido reconstruir un modelo tridimensional de la regién intracelular
completa de CNNM2 y CNNM4.

Los médulos Bateman de CNNM2y CNNM4 comparten ligandos y caracteristicas
oligoméricas y conformacionales .

Nuestra estructura cristalina del médulo Bateman de CNNM4 sugiere que su cavidad
S2 puede acomodar ATP de manera Mg?* dependiente, como habiamos observado

anteriormente en CNNM2%2%°  De forma analoga a CNNM2, la afinidad por el
nucleétido es débil (Ko~ 102-10° M), a causa de la presencia inusual de residuos acidos
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localizados en el interior de la cavidad. Esta region acida ejerce una repulsion
electrostatica con la cadena polifosfato del ATP, que se reduce en presencia de iones
Mg?*, permitiendo asila union con el nucleétido dentro de limites fisiolégicos (1-10mM).
La afinidad por el Mg?* libre también es baja (en el rango milimolar), lo que contrasta
con el valor que muestran otros transportadores o sensores de Mg?*. Sin embargo, este
valor de afinidad podria ser relevante para que la extrusion de Mg?* hacia el exterior se
realice solo por encima de ciertos limites de concentracion intracelular. Por ejemplo, el
canal procariota MgtE, importa cationes Mg?* hacia el interior de las bacterias formando
un poro cuya apertura regula mediante la interaccion progresiva de iones Mg?* con
residuos acidos del médulo Bateman®-63, Curiosamente, la afinidad de este dominio por
el Mg?* se incrementa mediante la unién previa de ATP (y no al revés como hemos
observado en los CNNMs), definiendo asi el cierre del poro solo cuando se alcanza una
concentracion de Mg?* suficiente dentro de un rango con sentido fisiolégico. De no
producirse el aumento de afinidad por los cationes Mg?* que favorece la union de ATP,
el canal permaneceria permanentemente abierto causando una acumulacion
intracelular del i6n que resultaria toxica para la bacteria®. Este mecanismo®® es
antagoénico al gue muestra CNNM4, en el que es el Mg?* el que incrementa la afinidad
por el ATP%5:2%9 Curiosamente, la direccion de transporte en MgtE y en CNNM4 a través
de la membrana transcurre en direcciones opuestas (MgtE importa mientras que
CNNM4 extruye Mg?*), de forma analoga a la afinidad inversa de sus dos ligandos, Mg?*
y ATP 1551%9.160  Nuestros datos indican que los CNNMs median un mecanismo de
transporte relacionado con el de MgtE, pero en el que Mg** y ATP desempefian papeles
inversos, como inversa es la direccién en el movimiento de los cationes que modulan.
A falta de confirmar si el transporte mediado por los CNNMs es directo o indirecto,
postulamos que estos factores homeostaticos desempefian una funcién sensora de la
concentracion intracelular de Mg?* y, adicionalmente, una funcién reguladora de la
extrusién de este catién a través de las membranas celulares. Dicha extrusion es
necesaria no solo para regular la concentracion del cation en el interior de las células
del 6rgano en el que se expresan los CNNMs, sino también para regular la
concentracion de Mg?* en el torrente sanguineo, asegurando que a la sangre pasa la
cantidad suficiente de este nutriente. En los epitelios del rifién, o del intestino, por
ejemplo, en los que CNNM2 y CNNM4 se expresan basolateralmente, la débil afinidad
por el Mg?*, permitiria que la extrusion del catién desde el lumen hasta el sistema
circulatorio sélo se produzca a una concentracion relativamente alta, evitando asi la
saturacion del transportador a concentraciones bajas que inhibirian su absorcién por
parte del organismo. Los datos de que disponemos sugieren que solo tras alcanzar un

umbral de concentraciéon de Mg?* (que ciframos en el rango milimolar), provocado por la
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entrada progresiva de este cation a la célula a través de canales como TRPM6/M7, se
favorece la union de ATP a la proteina. La unidén de este nucleétido induce el cambio
conformacional del médulo CBS que provoca el proceso de extrusion (directo o
indirecto). Mutaciones como T568lI, que inhiben la flexibilidad conformacional del médulo
CBS y que lo bloquean en su conformacion “flat” (plana), inhabilitan también su
capacidad de transportar o de regular el transporte de Mg?* (probablemente su
extrusion). En el caso del rifidén, este mecanismo explica la hipomagnesemia detectada
en pacientes portadores de la mutacién T568I*°¢

Las proteinas CorC (proteina que se harelacionado con la regulacion de la extrusion
de Mg?* a través del canal bacteriano CorA 113747) y SA0657 (proteina que se ha
propuesto que media la extrusion de Mg?* en S.Aureus)*®1%3, podrian comportarse de
forma similar a CNNM2 o CNNM4, ya que presentan homologia con los CNNMs en la
cavidad de union al ATP. Ambas proteinas contienen un mdédulo Bateman que une
nucleétidos 4% y SA0657, ademas contiene una regioén transmembranosa DUF21
similar a la de los CNNMs “°, Las regiones equivalentes al sitio S2 de los CNNMs en
CorC y SA0657, presentan residuos acidos en las mismas posiciones que los CNNMs
(E182, D183 y E186, y E331, D332, y E335 respectivamente, los equivalentes en
CNNMs se muestran en la figura 5.1) que desfavorecen la entrada de una cadena de
polifosfato larga. De hecho, la Unica estructura resuelta del modulo Bateman de CorC
tiene unido AMP y no ATP °! (Fig 4.4 resultados). Por otro lado, se ha demostrado que
el médulo Bateman de SA0657 (cuya estructura tridimensional se desconoce), es clave
en la tolerancia al Mg?* de S.Aureus..

HA2 B2 B6 H4
— —
hyy'h'p G hh' TS x XOWN

CHNM2 449 VMTPLRDCFMA5E ATESGY TR P482 565G | VTLIE DJV I|EJE 575
CNNM3 317 VLTFLEDCFWM326 344SCHTRIP350 433GLVTLIEDV I|E|E 443
CNNMA 376 | MTQLQDCFM385 A03SCYTRI P4D9 492G LV TLJE DIV I|E|E 502
SADGST 221 MY PRTAQM I T230 24THQFTRY P253 326 L TMIE DlI LIEJE 336

CNNM1 432VLTPLGDCFMA441 4R3S5GYTRI P46 B4A9G 1 VTLIED|I I|EJE BLG
[
CorC 72 1IMIPRSQMI T 81 98 SAHSRFP104 1/7GLVTI|ED| LIEIL 187

Figura 5.1. Alineamiento de los tres bloques estructurales que forman el sitio S2 en diferentes proteinas.
Los residuos acidos conservados que previenen la union de ATP en ausenciade Mg?* se marcan con un
rectangulo rojo. Los elementos de estructura secundaria se representan encima del alineamiento.

Las caracteristicas similares entre CorC, SA0657 y los CNNMs, y el mecanismo
opuesto a MgtE sugieren un mecanismo de extrusién de Mg?* relacionado entre las
bacterias y los eucariotas superiores, en el que el médulo Bateman de estas proteinas

actla como sensor de la concentracion intracelular de Mg?* , determinando también el
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limite a partir del cual se activa o se inhibe el transporte de este catién, asi como la
direccionalidad del mismo através de las membranas celulares.

Por otro lado, las pequefias diferencias que existen en la secuencia de aminoacidos
gue configuran la cavidad de union a ATP de diferentes miembros de la familia CNNM,
podrian explicar el diferente umbral de extrusion que requieren diferentes érganos para
regular la homeostasis de este catién. Es conocido que CNNM2 se sobreexpresa
principalmente enla membranabasolateral del DCT de la nefrona, mientras que CNNM4
lo hace esencialmente en la membrana basolateral del enterocito. En el DCT, solo se
reabsorbe aproximadamente un 10% del Mg?* filtrado por el glomérulo, puesto que la
mayoria ya ha sido reabsorbido en el TAL mediante transporte paracelular?-%:107,
Parece razonable pensar que, aungque hace falta llegar a una concentracion intracelular
minima de Mg?* para realizar el transporte hacia la sangre, esta concentraciéon deba ser
menor en el DCT que en el enterocito (encargado de realizar una absorcion gruesa del
Mg?* que seingiere en la dieta).

Como demuestran nuestros estudios SEC-MALS y SAXS, otra funcion importante
del modulo Bateman, también observada en otras proteinas de funcion no relacionada
gue contienen dominios CBS®567.68.274.275 " es su papel en mantener la dimerizacién de la
proteina. Nuestros cristales han permitido confirmar que, de forma similar a
CNNM2209:269 y g CNNM3276 el dominio CNNM4eat se asocia consigo mismo formando
un moédulo CBS. En los cristales de CNNM4, el disco adopta una conformacion
“semitwisted”, intermedia entre los estados “twisted” y “flat” observados en CNNM2,
probablemente por el apantallamiento que ejercen los iones Na* presentes en la
solucién sobre la repulsiéon electrostatica que existiria entre clusters acidos de los
dominios CBS1 complementarios (Apartado 4.2.1, Resultados). Teniendo en cuenta que
el modulo Bateman de CNNM2 y CNNM4 son practicamente idénticos (solo difieren en
cuatro residuos), es razonable pensar que, en solucibn, CNNM4sar sigue un
comportamiento homoélogo al observado anteriormente en CNNM22%°,

Estructuray funcion del dominio cNMP.

La estructura cristalina del dominio cNMP de CNNM4, junto con los experimentos
de ITC han revelado que este modulo intracelular es estructuralmente homologo a los
dominios de unién a nucledtidos ciclicos (CNBDs, por siglas en inglés “Cyclic nucleotide
binding homology domain”) de otras proteinas. Sin embargo, a diferencia de éstos, no
une, ni se regula, por la union de AMPc o GMPc. Esta incapacidad de debe a que la
cavidad central de su B-roll se encuentra ocluida por la presencia de residuos
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hidrofébicos voluminosos. La imposibilidad de unir cAMP o cGMP de los CNNMs no es
exclusiva de esta familia de proteinas, y se observa también en los dominios conocidos
como CNBH (“cyclic nucleotide binding homology domains”), que también presentan un
plegamiento similar. Los dominios CNBHSs regulan, por ejemplo, la actividad de canales
de K* activados por voltaje (KCNH) (Fig. 5.2.), que en las neuronas producen una
corriente de K* hiperpolarizadora externa que los estimulos excitatorios deben superar
para generar un potencial de accion®. Los CNBH presentan una estructura y
conformacion general igual a la que presentan los dominios cNMP de los CNNMs, vy la
cavidad central de su B-roll también se encuentra ocluida por tres residuos voluminosos
(motivo Tyr/Fe-Leu-Asn) que impiden la entrada de un nucledétido ciclico?®® (Fig. 5.2.).
Sin embargo, a diferencia de los CNNMs, estos tres residuos provienen de una pequefia
lamina B (B9) situada al final de la hélice a.C presente en la region C-terminal de los
dominios cNMP clasicos (Fig. 5.2.), y no pertenecen a los elementos que configuran el
interior de la cavidad como hemos observado en CNNM2 y CNNM4. Esta pequefia
lamina B de los CNBHs, se introduce en la cavidad central de su B-roll de tal manera
gue la cadena lateral de la leucina ocupa la posicién del motivo fosfato ciclico y la tirosina
(o fenilalanina) ocupa el lugar del aztcar?%32”7, En conclusion, la incapacidad de unir
nucleétidos del dominio cNMP de los CNNMs difiere estructuralmente de la de los
canales de K* KCNH. Nuestra estructura del dominio cNMP de CNNM4 desvela, por

tanto, una nueva estrategia autoinhibitoria de un dominio estructuralmente homologo a
los CNBH.

Fgura 5.2. Estructura del dominio CNBH de CNNM4 y ELK. (A) representacion del B-roll del dominio
cNMP de CNNM4. Los residuos voluminosos que previenen la unién de un nucleoétido ciclico (Y604, Y694
y F698) se representan en “sticks” de colorazul. (B) representacion del B-rolldel CNBH de ELK, un tipo de
KCNH (Cdédigo PDB 3UKN). Los residuos voluminosos que impidenla unién de un nucledtidociclico (Y740,

N741y L742)provienen de unapequefalamina B (B9) situada a continuacién de la tltima hélice (a.C). Los
residuos (en “sticks”) yla lamina B se representan color marrén.
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Por otra parte, se ha postulado que el motivo de tres residuos que ocluye la cavidad
central del B-roll de los canales de K* KCNH, actia como un ligando intrinseco que
mimetizalos efectos estructurales que provoca la unién de un nucleétido ciclico 253, Esta
hip6tesis se apoya en que la delecion o mutacion de algun residuo del ligando intrinseco
altera las propiedades funcionales de los canales KCNH y acelera el cierre del

p0r0278,279.

En un articulo mas reciente, se ha demostrado que el ligando intrinseco puede
actuar como un modulador alostérico del canal, ya que inhibe su actividad antes de un
proceso denominado potenciacion dependiente de voltaje o VPD (proceso en el cual la
apertura del canal se estabiliza por una despolarizacién previa) y lo activa después del
VPD?7, Los autores del trabajo proponen que el ligando intrinseco pasa de ser
antagonista, a ser agonista como resultado de un pequefio reordenamiento de la
interaccién entre el CNBH y el dominio adyacente denominado EAG durante el VPD?"’,
Queda pendiente de estudio saber si, de forma analoga, la presencia de los residuos
gue ocupan la cavidad del B-roll en CNNMs tiene alguna relevancia en la funcién de la

proteina.

Durante el desarrollo de nuestro estudio, se publicé otro trabajo donde se describen
las estructuras cristalinas del dominio cNMP de CNNM2 y CNNM3%°, Estos datos
confirman nuestros hallazgos con CNNM4, y muestra que la estructura del dominio
cNMP de los CNNMs, asi como su estado oligomérico, estd conservado en toda la
familia. Mediante la realizacion del mutante F631A hemos demostrado que el dimero
presente en el empaquetamiento cristalino también existe en solucién (la mutacion
desensambla los dimeros del dominio cNMP en entidades monoméricas). Estos datos
demuestran que el dominio cNMP contribuye a la dimerizacion general de la proteina
completa. En el trabajo publicado por Chen y colaboradores, se propuso gque el dominio
cNMP es el dominio que dirige la dimerizacion en los CNNMs?, Sin embargo, cuando
realizamos el mutante F631A en un constructo que comprendia la region intracelular
completa, es decir, también incluia al médulo Bateman y a la C-tail, el desensamblaje
producido por el mutante no era tan evidente, (Fig 4.18, Resultados) como se observa
en nuestros resultados de SEC-MALS. En contraste con las afirmaciones de Chen et al
280 nuestros datos nos llevan a concluir que la dimerizacion de los CNNMs (al menos
de CNNM4) no depende solo del dominio cNMP, sino que también (y en mayor
proporcion) es mediada por el médulo Bateman. Aunque la funcion del dominio cNMP
se desconoce, se sabe que la eliminacién de este dominio inhibe completamente la
extrusion de Mg?* mediada por CNNM4 en células HEK29328, También se observa una
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inhibicion parcial de la extrusiéon en células que sobreexpresan el mutante F631A%%,
Aunque se desconoce el motivo por el que la delecion del dominio inhibe el transporte,
en 2014 se reportd que, tres motivos de di-leucina presentes en el dominio cNMP y la
C-tail de CNNM4 (L575/576, L758/759 y L765/766), eran necesarios para la correcta
localizacion de CNNM4 en la membrana basolateral. Estos motivos de dileucina son
reconocidos por las subunidades y1A y uy1B de la proteina adaptadora de clatrina 1
(AP-1), y guian a CNNM4 a su correcta localizacion final en la membrana basolateral
212 Por tanto, podemos especular que la inhibiciéon de la extrusion de Mg?* se deba a
gue en ausencia del dominio cNMP, la localizacién de la proteina CNNM sea incorrecta.
En cambio, el mutante F631A, que favorece el desensamblaje del dimero del dominio
cNMP y que también presenta una capacidad de extrusién de Mg?* reducida, se localiza
correctamente en la membrana plasmatica de las células que lo sobreexpresan?®,

Nuestros resultados de SAXS y los modelos obtenidos, sugieren que la
autoasociacion del dominio cNMP aporta la matriz morfologica que define los limites del
cambio conformacional “Twisted-to-flat” que sufre el médulo Bateman al unir MgATP, o
tras la union de la fosfatasa PRL-1. Nuestra hipétesis, basandonos en la
complementariedad morfolégica entre el disco del médulo CBS y el dimero del cNMP,
es que la cavidad formada entre las dos subunidades de CNNM4.nve establece los
limites del desplazamiento que sufren los motivos CBS1 durante el cambio
conformacional. La distancia existente entre el modulo CBS y el dimero cNMP en el
modelo tridimensional, asi como la interaccion muy débil que mantienen (inapreciable si
se mide por ITC), sugiere la intermediacion del linker que une ambos dominios
intracelulares durante el cambio conformacional. Parece probable que dicho linker esté
parcialmente localizado entre ambos mddulos y facilite su movimiento gracias a su
longitud y alta flexibilidad. Nuestros datos sugieren que la funcion del dominio cNMP no
es solo estabilizar el dimero de la proteina, sino también delinear y dar soporte
estructural al cambio conformacional del médulo Bateman, evitando el desensamblaje
del dimero durante el proceso.

Bases estructurales de la interaccion oncogénica de los CNNMs con las PRLs.

En linea con nuestros estudios sobre la familia de factores homeostaticos CNNM,
también hemos resuelto la estructuracristalina del complejo formado por CNNM2eat con
la fosfatasa PRL-1. En 2014, se descubri6 la capacidad de las fosfatasas PRLs para
interaccionar con la familia CNNM, lo que conlleva un incremento en la concentraciéon
intracelular de Mg?* que se relaciona con la progresion tumoral'6%178.231 Estos estudios

establecieron por primera vez una conexion entre el cancer y la homeostasis del Mg?*

151



Discusion

mediada por los CNNMs. Hardy et al, utilizando tumores xenograficos en ratones,
mostraron que células sobreexpresando CNNM3 incrementan los niveles de PRL-1/2 1o
gue secorrelaciona con un incremento en el tamafio del tumor respecto del raton control.
Ademas, en condiciones de bajo contenido intracelular de Mg? las células
sobreexpresan PRL-2, que al unirse a CNNM3 promueve la entrada de Mg?* lo que
aumenta la concentracion intracelular de este cation y hace que el tumor progrese.
Funato et al obtuvieron un resultado similar donde observaron que ratones a los que se
les habia inyectado células sobreexpresando el mutante de PRL-3 C49S (que se
demostré que no interaccionaba con CNNM4) presentaban menor nUmeroy tamafio de
tumores en los pulmones que aquellos con PRL-3 Wt. En este trabajo, los autores
propusieron que la formacion del complejo inhibe la extrusién de Mg?* mediada por
CNNM4, de tal manera que la concentracion intracelular aumenta y permite crecer al
tumor. Es decir, pese a la controversia sobre la direccionalidad del Mg?* y del papel de
los CNNMs, en ambos estudios la conclusién principal es que la formacion del complejo
aumenta la concentracion intracelular de Mg?* lo que favorece la progresion tumoral.
Por el momento, la extrusion de Mg?* mediada por CNNM3, a diferencia de en CNNM2
y CNNM4 nunca ha sido probada®®®.

Nuestra estructura del complejo CNNM2sat-PRL-1 ha desvelado que la interaccion
entre ambas proteinas provoca modificaciones en ambas. El cambio mas drastico lo
sufre CNNM2gat. Esta region parece ser la Unica de CNNM2 que participa en la
interaccién con la fosfatasa, y lo hace a través de la elongacion que presenta en el
motivo CBS2, el “loop” L553-558 que une las laminas B5 y 6 (Fig 5.3, A). Tras unirse a
PRL-1, CNNM2sat sufre un cambio conformacional, que afecta a su auto-ensamblaje, y
por tanto a la estructura del disco que resulta de dicha asociacion, haciendo que el
modulo CBS que forma transite desde una conformacién alabeada (“Twisted”) a otra
aplanada (“Flat”), de forma analoga a lo que ocurre cuando CNNM2gsatr une MgATP (Fig
4.25, Resultados). En contraste, PRL-1 varia significativamente menos su estructura,
limitando sus cambios a la orientacion de los loops (P y WPD) que definen la entrada
de su cavidad catalitica, sin afectar a su plegamiento general. La union de CNNM2,
dirige estos loops hacia el interior de la cavidad como cuando se encuentra un sustrato
en su interior (Fig.4.27, Resultados). El residuo D558 de CNNM2 se introduce en la
cavidad catalitica de PRL-1y ocupa la posicién analoga de un potencial sustrato, lo que
explica no solo la reorganizacion de las regiones que conforman la cavidad catalitica de
PRL-1 sino también el descenso de la actividad fosfatasa tras la union del CNNM (Fig
5.3, A, Fig 4.28, Resultados). La superposicion de PRL-1 con las estructuras de otras

fosfatasas sugiere que, a pesar de ser considerada una fosfatasa dual, PRL-1 es
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probablemente una serina-treonina fosfatasa de baja actividad, y no una tirosina
fosfatasa, ya que la presencia de residuos voluminosos impediria estéricamente la
interaccion con alguna proteina bien identificada como CNNM2. Este resultado es
apoyado por un estudio que demuestra que la presencia de fosfo-cisteinas en la cavidad
catalitica de PRL-2 inhibe la formacion del complejo con el modulo Bateman de CNNM3
276,281 Ademads, la baja actividad in vitro de las PRLs también se explica por la falta de
residuos cataliticos que son cruciales para la funcion de las fosfatasas de alta actividad
como PTEN'®8, Por ejemplo, PRL-1 contiene una alanina (en lugar de un residuo que
contenga un hidroxilo) junto a la arginina catalitica 110282, Nuestros datos apoyan
estudios recientes que proponen que el papel principal de las PRLs no es la
desfosforilacion de sustratos, sino el control del transporte de Mg?* a través de su
interaccion los CNNMs?158.160,

La estructura del complejo CNNM2ear-PRL-1 que presentamos en esta tesis,
plantea la cuestion de si la union de PRL-1 afecta y/o determina la afinidad de la
interaccién entre CNNM2 y el MgATP. El cambio conformacional que sufre CNNM2gsat
tras la uniéon de PRL-1 es el mismo que se produce cuando se une MgATP en el sitio
S2, y sugiere que la union de PRL-1 a CNNM2 predisponga su cavidad S2 para la
acomodacion del MgATP (incrementando la afinidad de CNNM2 por este nucle6tido).
En nuestra opinién, no parece probable que la union de MgATP a CNNM2 incremente
la afinidad por PRL-1, ya que la unién de MgATP a CNNM2 no afecta a la orientacion
del “loop” L553-558, a través del cual se unen CNNM2ear y PRL-1. Estudios previos
habian propuesto que la unidad funcional de PRL-1 es un trimero®%®28, En contraste
con esta hipétesis, nuestros datos muestran que la formacion de un trimero estable
impediria estéricamente la formacion del complejo CNNM2sat-PRL-1. Alternativamente,
no podemos descartar que la formacién del complejo CNNM:-PRL implique

mecanisticamente un desensamblaje previo o concomitante de un trimero de PRL-1.

Hasta la fecha, solo se han descrito un nimero pequefio de proteinas que
interaccionan con PRL-1. Entre ellas estan CNNM2, CNNM3*°¢ y CNNM41€, el dominio
homologo 3 a Src (SH3) de la proteina activadora Rho-GTPasa p115 (RhoGAP), la cual
es un inhibidor de RhoA?#, el factor de transcripcion nuclear P532%°, el factor activador
de transcripcion 5 (ATF-5) y la tubulina®®. Sin embargo, el conocimiento estructural se
limita a la estructura de PRL-1 unida a un péptido de alta identidad de secuencia con un
motivo conservado del dominio SH3 de RhoGAP p115%“ (Cddigo PDB 3RZ2) que como
se muestraen la Figura 5.3, (B), ocurre en un sitio diferente que la union de CNNM2 a
PRL-1 284,
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Figura 5.3. Proteinas que interaccionan con PRL-1. (A) representacién de la superficie molecular y el
potencial electroestatico de la region de interaccion de PRL-1 con CNNM2. Residuos cargados positiva y
negativamente se representan en azul y rojo respectivamente. Residuos G555, G557 y P559 en el “loop”
L553-558 proporcionan ala cadena principal de CNNM2 la flexibilidad suficiente para orientar los residuos
E554, E556 y D558 hacia las areas de carga positiva de PRL-s. El residuo D558 de CNNM2 se introduce
en la cavidad catalitica de PRL-1 entre los WPD- y P-loops. (B) Representacion de la superficie molecular
de laregion de interaccion entre PRL-1 (azul), CNNM2 (amarillo) y el péptido con homologia al dominio
SH3 de RhoGAP (verde).

Estructuratridimensional de laregion intracelular de los CNNMs.

El trabajo presentado en esta tesis muestra la estructura general de la region
intracelular completa de CNNM4 humano, en presencia y en ausencia de la fosfatasa
PRL-1 y de los ligandos (MgATP) (Fig 5.4.). Nuestro estudio aporta nuevos datos
estructurales que pueden ayudar a comprender la regulacion del transporte de Mg?*
mediado por estas proteinas a través de la union a MgATP y a las PRLs. También
hemos demostrado que el dominio cNMP es en realidad un dominio homélogo a un
dominio de union a cNMPs y es incapaz de unir nucleétidos ciclicos. Ambos dominios
intracelulares dimerizan de formaindependiente y a suvez contribuyen a la dimerizaciéon
general de la proteina. Sin embargo, mientras que el maddulo Bateman es
conformacionalmente flexible, el dominio cNMP es mas rigido y delimita
morfolégicamente el cambio conformacional sufrido en el médulo CBS tras la union de
sus ligandos (Fig 5.4.). Nuestros datos muestran que la union de PRL-1 no afecta a la
orientacion del dominio cNMP, y confirman que éste no interacciona directamente con

la fosfatasa. (Fig 4.32, Resultados).

154



Discusion

Region
extracelular

e | A
A I

A ; AT : |
\ Bateman ™ TafaA A ~~~ Bateman |

Region
extracelular

-

’ '
: 4

Loop desordenado Loop desordenado

Figura 5.4. Representacion de la estructura del complejo CNNM4gar-cnmp-craii-PRL-1. Los modulos
Bateman de subunidades complementarias de CNNM4 se representan enrojoy naranjarespectivamente.
Las subunidades del dimero del dominio cNMP se representa en azul oscuro y claro, y las moléculas de
PRL-1 en amatrillo. La region de conexién se representa en color verde. La membrana plasmatica se
representa en color gris y los dominios DUF21y extracelulares de moléculas de CNNM4 complementarios
enazul y naranjarespectivamente. El sitio de prenilacionala membrana plasmatica de PRL-1se representa
como una esfera verde claro.

Mecanismo de transporte de Mg?* mediado por los factores homeostaticos CNNM

Como mencionamos al comienzo de la memoria, la funcion concreta de los factores
homeostaticos del Mg?* CNNM, todavia tiene que elucidarse. Sin embargo, a pesar de
la controversia generada sobre si son transportadores directos o sobre si regulan el
transporte de Mg?* a través de una proteina aun por identificar, su implicacién en la
regulacion del transporte de Mg?* en células eucariotas es indudable, y se encuentra
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apoyada por diversos trabajos publicados en los Ultimos afios 1°6:160.177.186,200,202,205,287
Ademas, con la aparicion de su partner molecular, las fosfatasas de la familia PRL, el
transporte de Mg?* mediado por los CNNMs alcanzé una nueva dimension al estar
implicado también en el desarrollo tumoral. Tremblay y Miki demostraron de forma
independiente que la formacion del complejos CNNM:PRL se traduce en un incremento
de la concentracion intracelular de Mg?* que es utilizado por la célulatumoral para crecer
y migrart®%1’® Toda esta informacion, lejos de aclarar, complica la comprension del
mecanismo por el cual los CNNMs, en conjunto o no con las PRLs median el transporte
de Mg?*. A modo de resumen, las conclusiones que no estan sujetas a debate de entre
los diferentes estudios publicados sobre los CNNMs son:

(1) CNNM2 y CNNM4 se expresan en la membrana basolateral de células
epiteliales,

(2) CNNM2 y CNNM4 unen MgATP con baja afinidad, y la unién del ATP depende
de la presencia de Mg?*,

(3) la unidon de MgATP provoca un cambio conformacional en el médulo Bateman, y
por consiguiente en el modulo CBS que forma al autoensamblarse. Este cambio
estructural afecta a las hélices HO que unen el médulo Bateman al dominio DUF21, y

probablemente a la regulacion del transporte de Mg?* a través de la membrana celular,

(4) la mutacion T568I presente en pacientes con hipomagnesemia previene la union
de MgATP vy bloquea el médulo CBS en su conformacion plana de forma irreversible y
permanente,

(5) la unién de las PRLs a los CNNMs provoca el mismo cambio conformacional que
la unién de MgATP,

(6) la formacién del complejo CNNM-PRL conlleva un aumento de los niveles
intracelulares de Mg?* que se relacionan con la progresién tumoral y

(7) las PRLs se sobreexpresan en condiciones de deplecion de Mg?* en la célula.

Por otro lado, pese a que esta demostrado que los CNNMs con proteinas implicadas
en la homeostasis del Mg?* en células de mamifero, se desconoce si son
transportadores directos o regulan el transporte de Mg?* a través de otra proteina adn
por identificar. Desde un punto de vista estructural no es posible asignar de forma

inequivoca la funcion de los CNNMs, pero si se pueden aportar caracteristicas que
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apoyan o descartan hipotesis previas. Entre las propiedades estructurales que apoyan
el transporte directo estan:

(1) la presencia de un dominio transmembranoso que seria potencialmente capaz
de transportar iones metalicos a través de la membrana,

(2) la presencia de un dominio Bateman regulador directamente conectado a la
region transmembrana de forma similar a canales como MgtE, o la familia de canales
de CI' CLC,

(3) la capacidad de unién de ATP y Mg?* y los cambios conformacionales asociados
a su unién apunta en la direccion de mecanismos de transporte similares a los descritos
en otros canales,

(4) la presencia de un dominio C-terminal CNBH, el cual, si es eliminado inhibe la
extrusion de Mg?*.

(5) el papel estructural de la mutacion causante de hipomagnesemia T568! en
CNNM2 que impide la extrusion de Mg?* en el DCTy

(6) A pesar de grandes esfuerzos experimentales, no se ha identificado ningun
transportador que interaccione con los CNNMs y posicione a este ultimo comoun simple
modulador de su actividad.

Entre las caracteristicas que no apoyan el transporte mediado de forma directa a
través de los CNNMs , caben destacar:

(1) el escaso nimero de sitios de unién a Mg?* presentes en el médulo Bateman, si
se compara con otros canales como MgtE,

(2) el moderado nimero de hélices transmembrana presentes en el dominio DUF21
(entre 3y 5) en comparacion con canales que forman poros o con transportadores que
promueven el transporte de iones en contra de gradiente

y (3) el hecho de que la proteina dimerice y no forme estados oligoméricos mayores
comoel que habitualmente se observa en otros canales y transportadores. Este aspecto
es sin embargo controvertido, pues MgtE forma dimeros funcionales.

En conclusion, la informacion disponible en la bibliografia y los datos presentados
en esta tesis, hacen que elaborar un modelo de transporte de Mg?* mediado por los
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CNNMs e involucrando a las PRLs sea complejo. Para ello habria que conocer

inequivocamente factores importantes como la direccionalidad del transporte del cation

en distintos tejidos y 6rganos, y la presencia de las PRLs en células epiteliales, no

tumorales que permitiesen unificar mecanismos en distintas poblaciones celulares. No

obstante, en base alos nuevos datos estructurales que hemos obtenido, postulamos los

siguientes mecanismos en células epiteliales y en células tumorales:

Mecanismo de transporte transcelular en el DCT vy el enterocito: En las células

epiteliales, CNNM2 y CNNM4 se sobreexpresan y localizan en la membrana basolateral

(en contacto con los capilares sanguineos)°6:202,

(i)

(ii)

(i)

(iv)

La célula epitelial incorpora Mg?* a través de los canales localizados en la
region apical, TRPM6 y TRPM72:2 haciendo que la concentracién
intracelular de Mg?* aumente progresivamente.

Al aumentar la concentracion de Mg#, se favorece la sintesis de ATP, y por
consiguiente aumentan también los niveles de MgATP?’.

Cuando se alcanza cierto umbral de concentracién intracelular (en el rango
milimolar), el MgATP se une al modulo Bateman del CNNM y provoca un
cambio conformacional “twisted-to-flat” del médulo CBS que se transmite al
dominio transmembranoso DUF21 a través de las hélices HO. Este cambio
conformacional es simétrico, y asi setransmite a la regién transmembranosa,
favoreciendo la extrusion del Mg?* a través de la misma.

Cuando la concentracion intracelular de Mg?* disminuye tras la extrusion, el
ATP disminuye su afinidad por la proteina y abandona la cavidad S2,
haciendo que el modulo CBS retorne a su conformacion alabeada, frenando

concomitantemente el transporte.

Mecanismo de transporte en la célula tumoral: El alto consumo de energia (ATP)

que requiere la célula tumoral se traduce en una disminucién de la concentracion de

ATP intracelular, que requiere su renovacion para asegurar la supervivencia.

Postulamos que el mecanismo que facilita dicho proceso seria el siguiente

(i)

(i)

El descensoen la concentracionde ATP (o de MgATP en su formafuncional),
provoca una disminucion en la concentracion de Mg?* intracelular que induce
la expresion de las fosfatasas PRL8,

Las PRLs seunen al moédulo Bateman de los CNNMs formando un complejo
estable, e inducen el cambio conformacional “twisted-to-flat” del maodulo
CBS.
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(i)

(iv)

v)

(Vi)

Discusion

El cambio conformacional del médulo CBS del CNNM inhibe la extrusion de
Mg?*, disminuyendo la flexibilidad conformacional del CNNM. Esta inhibicion
genera una acumulacién progresiva del Mg?* intracelular, que sigue
accediendo a la célula a través de los canales TRPM6/M7.

A medida que la concentracion intracelular de Mg?* aumenta, se favorece la
sintesis de ATP que proporciona energia al tumor. Mientras la concentracion
de MgATP es alta, el nucleétido permanece unido al modulo Bateman
reforzando el papel inhibitorio de la fosfatasa.

Cuando la concentracion de Mg?* (o MgATP) es suficientemente alta, la
fosfatasa deja de expresarse, y por tanto empieza a dejarse de formar el
complejo CNNM-PRL.

A medida que el tumor consume energia, disminuye la concentracion de Mg?*
(y de MgATP), y el médulo CBS se desbloquea y adquiere de nuevo la
flexibilidad conformacional que le permite retornar a su conformacion

alabeada (twisted), permitiendo de nuevo la extrusion de Mg?*.
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Fgura 5.5. Mecanismo de transporte mediado por CNNM4. (A) Modelo del mecanismo de
transporte de Mg® mediado por CNNM4 en la célula epitelial. (1) A baja concentracién de Mg?
intracelular, el moédulo CBS se encuentra en su conformacion “twisted” (los médulos CNNM4gar
complementarios estan coloreados en naranja y rojo, respectivamente). (2) El aumento de la
concentracion de Mg?* promueve la sintesis de ATP y su unién al médulo CBS. (3) La union del ATP
induce un cambio conformacional del médulo CBS ala conformacién “flat”, cuyos limites morfologicos
estan delineados por el dimero 2xCNNM4 e (subunidades en azul oscuro y claro). Este cambio
estructural se transmite a la zona transmembranosa de la proteina favoreciendo la extrusion de Mg?*
hacia el exterior de la célula. (4) Cuando la concentracién intracelular de Mg?* disminuye el MgATP se
sueltadel modulo CBS, que welve a cambiarsu conformacién a “twisted” y se inhibe la extrusion de
Mg?*. (B) Modelo del mecanismo de transporte de Mg?* mediado por CNNM4 en la célulatumoral. (1)
El consumo de energia (ATP) por parte de la célulatumoral desplaza conformacionalmente el médulo
CBS hacia la conformacion “wisted” (2). Una concentracion intracelular baja de Mg?* induce la
expresion de PRL-1, y su unién a los médulos Bateman de CNNM4,y la evolucién del médulo CBS
hacia su conformacién “flat’ (3), que tiene como consecuencia lainhibicion de la extrusion de Mg?*
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6. Conclusiones
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Conclusiones

El mddulo Bateman de CNNM4 humano (CNNM4sat) es estructuralmente
equivalente al de CNNM2 y esta compuesto por dos dominios cistationina [-

sintasa que albergan entre sus laminas  dos cavidades simétricas (S1y S2).

La cavidad S2 une MgATP, y presenta un cluster acido que reduce la afinidad
de la cavidad por ATP, e impone una dependencia de Mg?* para unirlo. Este
cluster estd conservado en todos homoélogos de los CNNMs y en proteinas

bacterianas relacionadas como CorB, CorCy SA0657.

CNNM4satr se autoasocia a través de sus a-hélices formando homodimeros

paralelos conforma de disco (médulos CBS).

En ausencia de ATP, el médulo CBS de CNNM4 presenta una conformacion
“semitwisted” en los cristales, que es intermedia entre la forma “twisted” y la “flat”
gue adquiere CNNM2sar en ausencia y en presencia de MgATP,
respectivamente.

El dominio cNMP de CNNM4 (CNNM4cnwve) presenta un plegamiento similar al
de dominios de unién a nucledtidos ciclicos (CNBDs) de otras proteinas, pero no
posee su capacidad de unir nucleétidos ciclicos, como AMPc o GMPc.

CNNM4.nve se autoasocia formando dimeros compactos y elongados que

contienen cuatro cavidades en su superficie, simétricas dos a dos.

Combinando las estructuras cristalinas de CNNM4sar y CNNM4cnve con datos
SAXS en solucion, hemos elucidado la estructura tridimensional de la region
intracelular completa de CNNM4.

El dimero 2xCNNM4cnwe, presenta una cavidad que delinea los limites
morfoldgicos del cambio conformacional “twisted-to-flat” que sufre el mdédulo

CBS de los CNNMs al unir MgATP.

El modulo Bateman de CNNM2 (CNNM2gat) forma complejos estables con las
tres fosfatasas de la familia PRL.
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10.

11.

12.

13.

14.

Conclusiones

El complejo CNNM2eat-PRL-1 es un heterotetramero formado por un moédulo
CBS plano de CNNM2 y dos moléculas independientes de PRL-1 situadas a
cada extremo del disco. La interaccion entre CNNM2eat y PRL-1 tiene lugar a
través del “loop” largo (L553-558) del motivo CBS2 de CNNM2gat y la cavidad
catalitica de PRL-1.

La union de PRL-1 a CNNM2gat induce un cambio conformacional en el mdédulo
CBS de CNNM2, desde una conformacion “twisted” a una conformacion “flat”

similar a la que adopta al unir MgATP.

La interaccion con CNNM2gat inhibe la actividad fosfatasa de PRL-1.

El dominio CNNMcwve nO interacciona directamente con la fosfatasa PRL-1 ni

afecta a la conformacién del complejo CNNMsat.PRL-1.
Los datos presentados en esta tesis, incrementan el conocimiento estructural de

los factores homedstaticos CNNM que subyacen en el transporte de Mg?*

mediado por los CNNMs y su interaccion con las fosfatasas PRLs en mamiferos.
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