IKiam e

Universidad Regional Amazdénica

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZONICA IKIAM

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

EVOLUCION Y ANALISIS FUNCIONAL DE LA REGION
N-TERMINAL DE LA ONCOPROTEINA GOLPH3 DEL APARATO
DE GOLGI EN MAMIFEROS

Proyecto de investigacion previo a la obtencién del Titulo de:
INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORA: JESSICA ABIGAIL GALARZA CHICO

TUTORA: PhD. ERY ODETTE FUKUSHIMA

CO-TUTOR: Dr. GONZALO MARDONES

Napo-Ecuador
2022



IKiam: e

niversicac ablica

DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD Y
RESPONSABILIDAD

Tena, 21 de octubre de 2022

Yo, Jessica Abigail Galarza Chico con documento de identidad N° 1750306340, declar6
gue los resultados obtenidos en la investigacién que presento en este documento final,
previo a la obtencién del titulo son absolutamente inéditos, originales, auténticos y
personales.

En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, analisis,
interpretaciones, conclusiones, recomendaciones y todos los demas aspectos vertidos

en la presente investigacion son de mi autoria y de mi absoluta responsabilidad.
Por la favorable atencion a la presente, suscribo de usted,
Atentamente,

Firma:

_%@ —

Jessica Abigail Galarza Chico

Cl1:1750306340



Ikiam: e

Univarsidad Poblica

AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL

Yo, Jessica Abigail Galarza Chico, con documento de identidad N° 1750306240 en
calidad de autor/a y titular de los derechos morales y patrimoniales del trabajo de
titulacion:. Evolucion y analisis funcional de la regiébn N-terminal de la oncoproteina
GOLPH3 del aparato de Golgi en mamiferos, de conformidad con el Art. 114 del
CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS,
CREATIVIDAD E INNOVACION, reconozco a favor de la Universidad Regional
Amazédnica lkiam una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no

comercial de la obra, con fines estrictamente académicos.

Asi mismo autorizo a la Universidad Regional Amazoénica lkiam para que realice la
publicacién de este trabajo de titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad a

lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Orgéanica de Educacion superior.

Tena, 21 de octubre del 2022

Firma:

o

Jessica Abigail Galarza Chico

Cl:1750306340



Ikiame

Universidad Pablica

CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE
INTEGRACION CURRICULAR

Certifico que el trabajo de integracion curricular titulado: “Evolucién y andlisis funcional
de la regién N-terminal de la oncoproteina GOLPH3 del aparato de Golgi en mamiferos”,
en la modalidad de: articulo original, fue realizado por: Jessica Abigail Galarza Chico,

bajo mi direccion.

El mismo ha sido revisado en su totalidad y analizado por la herramienta de verificacion
de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos tedricos, cientificos,
técnicos, metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad Regional Amazonica

Ikiam, para su entrega y defensa.

Tena, 21 de octubre de 2022

Firma:

s

Ery Odette Fukushima
C.I: 1759301714

Firma:

Gonzalo Antonio Mardones Cofre

RUT: 12.128.650-5



DEDICATORIA

A mis padres Luis Galarza y Sandra Chico, a mis hermanas Melanie y Gabriela, a mi
novio Nicolas, a mi gatita Noha, que siempre estard en mi corazén, a mis amigas Gaby
Jiménez, Mafer Mufioz, Mariuxi Sanchez, a mi compafiero de carrera Jefferson Pastufia,
a mis amigos, que me acompafiaron en Chile, Jan Castro, Sebastian Trivifio, Rubén,
Camila, Andrés, Charlotte, a mi amiga Tammy Pastor, que estuvo conmigo en esta
aventura, a mis profesores, que me ayudaron a lo largo de mi carrera, Emmanuel
Ambriz, Patricia Salerno, Gonzalo Mardones, Juan Opazo, Ery Fukushima, les dedico
esta tesis, por darme su apoyo, a pesar de la distancia, sin ellos, este trabajo no habria
tenido razén de ser. A la Amazonia Ecuatoriana, por su ensefiarme, cuidado, proteccion,
amor, sencillez y magia en cada rincon. A Valdivia, por ser, la ciudad mas linda de Chile

y la capital cervecera del pais.



AGRADECIMIENTOS

A la ciencia, que nos muestra que, en el caos aparente de los fendmenos, la
manifestacion de sus leyes fundamentales. La biotecnologia hace uso de estas leyes
para generar herramientas que ayuden a la humanidad, sin olvidar el uso correcto de
los recursos naturales, aquella ciencia que no se aisla del pueblo, sino que esta
dispuesta a servir al mismo. A Dios, por cuidar de mi cada dia de mi vida. A mi padre,
que desde pequefia me educd con un profundo respeto por la naturaleza, por ayudarme,
apoyarme y nunca dejar de creer en mi. A mi madre, que me ensefi6 que todo esfuerzo
es necesario para lograr cada objetivo, por protegerme, quererme y entenderme. A mis
hermanas quienes han sido mi fuerza, a quienes espero haber sido un ejemplo y un
apoyo en su vida. A mi tutora Ery Fukushima, por su apoyo incondicional y paciencia.
A mis tutores, Gonzalo Mardones y Juan Opazo, quienes me brindaron la gran
oportunidad de realizar esta investigacion. Permitirme vivir mi primera experiencia fuera
de mi pais. Su apoyo y confianza en mi trabajo y su capacidad de guiarme cada dia, no
solo para este trabajo si no también en mi formaciéon como estudiante. Les agradezco
también el haberme facilitado los medios suficientes para el desarrollo de esta tesis.
Destacando no solo lo material, si no el tiempo y la paciencia de ensefiarme. A Charlotte,
por ayudarme con el desarrollo y uso de las lineas celulares para este estudio. A todos
mis amigos a quienes dedico esta tesis y a mis comparieros de carrera. Juntos hemos

superado obstaculos y nos hemos emocionado por cada victoria individual.

Gracias a todos los que permitieron que este pequefio suefio sea posible.



INDICE GENERAL

CARATULA

DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD Y
RESPONSABILIDAD. ...t e

AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION
CURRICUL A R . e

DE D I AT ORI A e
AGRADECIMIENTOS . .. e
INDICE GENERAL ..o e

INDICE DE TABLAS. ... e

INDICE DE FIGURAS. ... ..,
INDICE DE ANEXOS.....oouuiiiiie et

RS UM BN . e e e e e e e s
PN o F-Y £ = (o3 ST

L N OAUC CION . et e e e e

2. MaterialesS Y METOAOS. ... vt
2.2. Construcciones de ADNc recombinante........coooeeeiiiiii i,

2.3. Expresion y purificacion de la proteina GOLPHS3 de las especies de
mMamiferos SelecCioNadas. ... ...o.vuviiiiiii e

2.4. Transfeccion y microscopia de inmunofluorescencia........................
2.5. Ensayo de proteslisis parcial.........cooeoiiiiiii

2.6. Ensayo de estabilidad térmica por fluorimetria de escaneo diferencial
(D S ) et

2.7. Ensayo de separacion de fases liquido-liquido..............coooiiiiininn.
2.8. Analisis eStadiStiCOS.....cuiuiiiii e
3. RESUIATOS ...t
3.1. El segmento N-terminal de la oncoproteina GOLPH3 es més variable en

comparacion a su dominio C-terminal. ............ccoiiiiiiiiiii .

3.2. Las variantes de GOLPH3 recombinantes muestran leves diferencias
en sU estabilidad tErMICA ....ooviee e

Vi

Vi

viii

Xi

Xii

»

co o0 N =~

14



3.3. La estructura de las variantes del segmento N-terminal de GOLPH3 es

similar al GOLPH3 del tipo salvaje..........cccoiiiiiiiiiiieee e 16
3.4. Las variaciones del segmento N-terminal de GOLPH3 favorecen su

particién por separacion de fases liquido-liquido...............ccoooiiiiiiinnen. 18
4. DISCUSION Y CONCIUSIONES . ..iuiiieiii e 21
REIEIENCIAS . ...t e 28

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1;

Punto isoeléctrico de las variantes de GOLPH3

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Arbol de méaxima verosimilitud que muestra la filogenia de
GOLPH3 de mamiferos .................oooii 9

Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de GOLPH3 de
Humano (Homo sapiens), Titi (Callithrix jacchus), Cabra (Capra

hircus) y Dingo (Canis lupus dingo). .........cccocveviviinininnnn. 11

Las variantes de GOLPH3 fusionadas a GFP se localizan en el
aparato de GOolgi......ccooviiiiiiii 13

Andlisis de estabilidad térmica de las variantes del segmento N-
terminal de GOLPH3 en mamiferos.............c.cccoeoeiiene. 15

Andlisis de protedlisis parcial de las variantes del segmento N-
terminal de GOLPHS.......ooiii e, 17

Ensayo de separacion de fases liquido-liquido de las variantes
dE GOLPHS. ... 20



INDICE DE ANEXOS

Anexo A: Metodologia Complementaria

Imagen suplementaria l: Subclonamiento del ADNc de las variantes de GOLPH3
de Titi, Dingo y Cabra desde el vector pGFP a pGST-
Parallel-1.

Imagen suplementaria 2:  Purificacion de las variantes de GOLPH3 recombinantes

mediante cromatografia en tandem.

Tabla S1: Numeros de acceso de los genes de GOLPH3 utilizados

en este estudio



Resumen

La fosfoproteina 3 de Golgi (GOLPH3) es considerada la primera oncoproteina del
aparato de Golgi, pero con funciones propuestas que aun no se comprenden a nivel
molecular. La estructura de GOLPH3 esta compuesta por una region N-terminal
considerada no estructurada de una longitud de alrededor de 50 aminoé&cidos, de
funcién desconocida y un dominio C-terminal plegado con alrededor de 200 aminoacidos
de longitud que contiene un sitio de interaccion con el fosfatidilinositol-4-fosfato (P14P).
El presente estudio tiene como objetivo analizar la historia evolutiva de GOLPH3 en
mamiferos e identificar variaciones que den aproximaciones sobre las posibles
funciones del segmento N-terminal y su capacidad para promover la separacién de fase
liquido-liquido (LLPS, por sus siglas en inglés). Esto se realiz6 mediante un analisis in
silico (andlisis de secuencias de ADN y analisis filogenéticos) y uno in vitro [fluorimetria
de barrido diferencial (DSF), protedlisis parcial y separacion de fases liquido-liquido
(LLPS)]. Como resultado se encontr6 que la region N-terminal presenta mayor
divergencia que el dominio C-terminal en todas las especies de mamiferos analizadas.
Ademas, se encontr6 que las variaciones en el segmento N-terminal de GOLPH3 de las
especies de mamiferos seleccionadas no afectan su localizacién celular, por lo tanto, su
interaccion con PI4P. Se seleccionaron variantes de GOLPH3 de tres especies de
mamiferos que junto con la variante de humano se produjeron de manera recombinante
para su comparacion in vitro. El comportamiento de las proteinas recombinantes en
ensayos de DSF, protedlisis parcial y separacion de fases liquido-liquido mostré que las
proteinas mantienen una estructura y comportamiento similar a la variante de humano.
Por lo tanto, GOLPH3 de las distintas especies de mamiferos analizadas tiene la
capacidad de sufrir LLPS in vitro, pero con algunas diferencias que dependen del
segmento N-terminal.

Palabras claves: Mamiferos, aparato de Golgi, GOLPH3, LLPS.
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Abstract

Golgi phosphoprotein 3 (GOLPHS3) is considered the first Golgi oncoprotein, with
proposed functions that are not yet understood at the molecular level. The structure of
GOLPH3 is composed of about 50 amino acids long N-terminal region considered
unstructured , with an unknown function, and a folded C-terminal domain of about 200
amino acids long that contains an interaction site for PI4P. The aim of this study is to
analyze the evolutionary history of GOLPH3 in mammals and identify variations that
justify the possible functions of the N-terminal segment and its ability to promote liquid-
liquid phase separation (LLPS). This was done using in silico (DNA sequence and
phylogenetic analyses) and in vitro (differential scanning fluorimetry, limited proteolysis,
and liquid-liquid phase separation) assays. As a result, it was found that the N-terminal
region presents greater divergence than the C-terminal domain in all analyzed
mammalian species. In addition, the variations in the N-terminal segment of GOLPH3 of
the selected mammalian species do not affect its cellular localization, therefore, its
interaction with Pl4P. GOLPH3 variants from three mammalian species that were
recombinantly produced along with the human variant were selected for in vitro
comparison. The behavior of the recombinant proteins in DSF, partial proteolysis and
liquid-liquid phase separation assays showed that the proteins maintain a structure and
behavior similar to the human variant. Therefore, analyzed mammalian GOLPH3
variants show the capacity to undergo LLPS in vitro with some differences that depend
on the N-terminal region.

Keywords: Mammals, golgi apparatus, GOLPH3, LLPS
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1. Introduccion

El aparato de Golgi cumple funciones relacionadas con la distribucién de lipidos vy
proteinas en la ruta secretora en el proceso conocido como trafico de membranas ((Glick
& Nakano, 2009; Mellman & Warren, 2000). Una de estas funciones es la modificacion
covalente de lipidos y proteinas que sintetiza la célula en la ruta secretora, a traveés, por
ejemplo, de (dlicosilaciones llevadas a cabo por enzimas denominadas
glicosiltransferasas (Stanley, 2011; Xiang et al., 2013). En el proceso de trafico de
membranas participan una serie de proteinas citosélicas que son reclutadas a las
membranas del aparato de Golgi para ejecutar diversas actividades, entre ellas su
regulacion (Glick & Nakano, 2009). Sin embargo, muchas de las proteinas involucradas
en estos procesos no han sido identificadas y de algunas de las que se tiene informacion
aun se desconoce el mecanismo especifico de su participaciéon (Wu et al.,, 2000;
Yarwood et al., 2020). Conocer la identidad de las moléculas que realizan este trabajo
puede ayudar a comprender las funciones del aparato de Golgi en la via secretora
(Taylor etal., 1997; Yarwood et al., 2020). Por ejemplo, un propuesto regulador del
trafico de membranas es la proteina fosfoproteina 3 de  Golgi
(GOLPH3/GPP34/GMx330/MIDAS) (Nakashima-Kamimura etal., 2005; Rahajeng
et al., 2019).

GOLPH3 es una proteina que interactta principalmente con el dominio citosdlico de la
red trans-Golgi (TGN), y su asociacion con la membrana de Golgi depende de su unién
a fosfatidilinositol-4-fosfato (PI4P) (Bishé etal., 2012; Rahajeng etal., 2019). En
humanos, se ha descrito que varios tipos de tumores sélidos contienen de manera
frecuente la amplificacion de la region cromosomal 5p13, sitio donde se encuentra el
gen que codifica para la proteina GOLPH3 (Scott etal.,, 2009). También se ha
demostrado que la sola sobreexpresion de GOLPH3 en células no tumorales es
suficiente para transformarlas a un fenotipo tumoral, y por ello que se considera a
GOLPH3 como la primera oncoproteina de Golgi (Scott et al., 2009; Sechi et al., 2015)
Por esta razon, se ha propuesto que podria utilizarse GOLPH3 como biomarcador de
progresion tumoral (Feng etal., 2015; Scott etal., 2009; Sechi etal., 2015).
Actualmente, no se conoce cual es la funcion especifica de GOLPH3 en células de
mamiferos, pero se ha planteado que participa en varios procesos celulares que
incluyen la sintesis de glicolipidos, la localizacién de glicosiltransferasas del aparato de

Golgi, la modulacién de la masa mitocondrial y la formacion de vesiculas del trans-Golgi,



entre otras (Ali etal.,, 2012; Isaji etal., 2014; Nakashima-Kamimura et al., 2005;
Rahajeng et al., 2019; Rizzo et al., 2021; Sechi et al., s/f).

Una manera de avanzar en conocer las funciones en las cuales esta involucrada
GOLPHS3 son los analisis evolutivos. En particular, las variaciones de los aminoacidos
podrian entregar informacion clave en la relacion estructura/funcion (Lichtarge & Wilkins,
2010). GOLPHS3 tiene un paralogo, GOLPH3L, con ortdlogos 1:1 en la mayoria de las
especies de mamiferos (Wu et al., 2000). La estructura de GOLPH3 esta compuesta
por una regién N-terminal considerada no estructurada, intrinsecamente desordenada,
de una longitud de entre 40-60 aminoacidos, de funcion desconocida, y un dominio C-
terminal plegado con alrededor de 200 aminoacidos de longitud que contiene el sitio de
interaccion con PI4P (Opazo etal.,, 2021; Wood etal.,, 2009). Los estudios de
divergencia de aminoacidos de GOLPH3 demuestran que la region N-terminal posee
una mayor variaciéon que su dominio C-terminal (Opazo et al., 2021). Al respecto,
estudios de divergencia evolutiva muestran que las regiones intrinsecamente
desordenadas presentan un menor grado de conservacion de secuencias y coevolucion
que los dominios conservados (Chemes et al., 2012; Szalkowski & Anisimova, 2011).

En condiciones fisiol6gicas una region intrinsecamente desordenada (IDR) no tiene una
estructura secundaria ordenada, pero esta condicibn es imperativa para su funcién
biolégica (Marin et al., 2012). En particular, se ha propuesto que las IDR de algunas
proteinas facilitan la formacion de compartimentos subcelulares sin membrana, los
cuales son esenciales para la fisiologia celular en condiciones normales y patoldgicas
(Alberti et al., 2019; Yoshizawa et al., 2020).

Las caracteristicas liquidas de los compartimentos sin membrana indican que su
formacion es mediante separacion de fases liquido-liquido (LLPS) (Alberti et al., 2019).
LLPS es un proceso fisicoquimico en donde las soluciones de proteinas, &acidos
nucleicos u otros solutos se condensan en una fase densa que coexiste con una fase
diluida que depende de la concentracion de las moléculas que se encuentran en la
solucion (Alberti et al., 2019; Banani et al., 2017). Se ha reportado que la IDR de algunas
proteinas permite la formacion de los denominados condensados biomoleculares dando
lugar a que se separen en fases por si solas in vitro en condiciones Optimas (Banani
et al., 2017). Una de las caracteristicas de las IDR es que por su baja complejidad de
secuencia promueven la separacidn de fases en las proteinas (Han et al., 2012; Kato
et al., 2012; Nott et al., 2015). Estas secuencias se caracterizan por tener secciones
repetitivas de distintos aminoacidos como glicina, serina, glutamina, asparagina,

glutamato o aspartato. Por lo tanto, la separacién de fases dependera de la composicion



de aminoacidos y los patrones de la secuencia de la regidon intrinsecamente
desordenada (Banani et al., 2017). Resultados no publicados de nuestro laboratorio
muestran que la proteina GOLPH3 de humano seria capaz de experimentar separacion
de fase liquido-liquido in cellulo e in vitro. Asi, el presente estudio tiene como objetivo
analizar la historia evolutiva de GOLPH3 en mamiferos e identificar variaciones que den
aproximaciones sobre las posibles funciones del segmento N-terminal. Mediante un
andlisis de la divergencia evolutiva de GOLPH3 en mamiferos se identificaron variantes
de secuencias de aminoacidos del segmento N-terminal que se seleccionaron para
estudiar algunas de sus propiedades in vitro. Utilizando ensayos de estabilidad térmica
y protedlisis parcial, se identifico que las variaciones en la secuencia de aminoécidos
del segmento N-terminal afectan la estabilidad estructural de GOLPH3, e influyen en la
separacion de fases liquido-liquido in vitro.

2. Materiales y métodos

2.1. Secuencias de ADN y analisis filogenéticos.

Se realizé una busqueda de secuencias nucleotidicas de GOLPH3 en genomas
disponibles de mamiferos en las bases de datos Ensembl v.102 (Yates et al., 2020) y
en el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) (Sharma et al., 2018). La
secuencia humana (Homo sapiens) de GOLPH3 se us6 como referencia para la
busqueda en otras especies de mamiferos. En los casos en que las secuencias fueron
incompletas, se anotaron manualmente mediante la extraccion de piezas gendémicas
incluyendo los genes flanqueantes 5 y 3’ del gen de GOLPH3. Después de esta
extraccion, se realizd6 una curacidon de las secuencias anotadas mediante una
comparacion de las secuencias de exones conocidos con el fragmento genémico y se
uso el programa blast2seq version 2.2.24 con parametros por defecto (Tatusova &
Madden, 1999). El muestreo taxondémico incluy6 especies representativas de todos los
grandes grupos de mamiferos i.e., monotremas, marsupiales y placentados. La
identidad de las especies, asi como los nUmeros de acceso de las distintas secuencias
se encuentran en Anexos; Tabla S1. Las secuencias de aminoacidos de mamiferos
encontradas se alinearon utilizando la estrategia L-INS-i definida por MAFFt v.7 (Katoh
& Standley, 2013). Las relaciones filogenéticas fueron estimadas utilizando el método de
méxima verosimilitud. Para seleccionar el modelo de sustitucién de aminoacidos que
mejor se ajusta (Blosum62+F+1+G4) se uso el programa IQ-Tree y se obtuvo el &rbol de

maxima verosimilitud (Trifinopoulos et al., 2016). Se evalud el soporte para los nodos



con 1000 pseudoréplicas utilizando la rutina ultrarrapida (Hoang et al., 2018). Por ultimo,
se seleccionaron las especies que tuvieron una variacion en sus aminoacidos del
segmento N-terminal de GOLPH3 juzgada como interesante, que pueda influenciar en

Su estructura, estabilidad o movilidad.

2.2. Construcciones de ADNc recombinante.

Para la generacion de las construcciones de ADNc recombinante se tomo la decision de
introducir sustituciones de cisteina por serina en los sitios C84, C108, C122 y C280. Un
analisis empirico demostré que estas sustituciones reducen el nimero de cisteinas
libres que podrian producir puentes de disulfuro artefactuales (Arolas et al., 2006). A las
construcciones con estos cambios se les dio la nomenclatura C4S. Una vez
seleccionadas las variantes de interés de GOLPH3, se procedié con la adquisicion
comercial del respectivo ADNc sintetizado, para luego ser clonado entre los sitios EcoRl
y Xhol del plasmido pcDNA3.1(+)-N-eGFP (GenScript; Piscataway, NJ). Los plasmidos
resultantes codifican cada variante de GOLPH3 fusionada a la proteina verde
fluorescente (GFP), dejando a esta ultima en el amino terminal de la construccién. Estas
construcciones fueron denominadas pGFP-GOLPH3-C4S-XXx, en el que Xx corresponde
a las iniciales de la especie mamifera respectiva seleccionada, y permiten la expresion
de las proteinas de fusion en células de mamiferos. Para la generacién de una
construccién que permita la expresion de las variantes de GOLPH3 en bacterias, se
efectud un subclonamiento desde cada vector pGFP-GOLPH3-C4S-Xx al vector pGST-
Parallel-1 (Sheffield et al., 1999) mediante el uso de los sitios de restriccion EcoRIl y
Xhol. Los plasmidos resultantes codifican cada variante de GOLPH3 fusionada a la
proteina Glutation S-transferasa (GST), dejando a esta Ultima en el amino terminal de la
construccién. Estas construcciones fueron denominadas pGST-GOLPH3-C4S-Xx, en el
gue Xx corresponde a las iniciales de la especie mamifera respectiva seleccionada, y
permiten la expresion de las proteinas de fusion en el citoplasma de las bacterias. La
secuencia de nuclettidos de todas las construcciones recombinantes se confirmoé
mediante secuenciacion en el core facility AUSTRAL-omics de la Universidad Austral de

Chile (https://australomics.cl/; Ver metodologia extendida).
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2.3. Expresion y purificacion de la proteina GOLPH3 de las especies de mamiferos

seleccionadas

Las variantes del segmento N-terminal de GOLPH3 recombinante etiquetados en el N-
terminal con GST, seguida de un sitio de escisién de la proteasa TEV, se expresaron y
se purificaron segun el protocolo de Ross (Ross etal., 2014a), con algunas
modificaciones. Bacterias E. coli, cepa B834(DE3)pLysS (Novagen, Madison, WI), se
transformaron con los respectivos plasmidos pGST-GOLPH3-C4S-Xx y la expresion de
cada proteina recombinante se hizo en cultivos liquidos de 1.5 L de medio LB (Triptona
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L), induciendo con IPTG 0.35 mM a 25 °C
durante 16 horas a 200 rpm de agitaciéon en una incubadora Innova 44 con 6érbita de 2.5
cm. Después de centrifugar los cultivos a 3000 x g por 40 min a 4 °C, los sedimentos
de bacterias se resuspendieron en un tampén de homogeneizacion (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 0.5 M, EDTA 5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, azida de sodio 0.02% y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo [PMSF] 2 mM, pH 8.0 ) y se procedi6 a la lisis bacteriana mediante
sonicacién usando un sonicador digital por ultrasonido Misonix Sonicator S-400 durante
tres periodos de sonicacion (2 min, 2 min y 1 min) con dos tiempos de descanso entre
periodos de 5 min para evitar el calentamiento de la muestra. Después de centrifugar
el homogeneizado a 1833315 x g por 90 min a 4 °C, el sobrenadante se purific6 en
Glutation-Sefarosa 4B (GE Healthcare) equilibrada en tampén (Tris 50 mM, 150 mM
NacCl, 0.5 M B-mercaptoetanol, EDTA 5 mM, azida de sodio 0.02%, pH 8.0). La proteina
de fusion unida a Glutatién-Sefarosa 4B fue eluida con tampdn de elucién (Tris 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, L-glutatién reducido 20 mM, azida de sodio 0.02%, pH 8.0)
colectandose 5 fracciones de 2.3 mL. La proteina eluida se concentr6 hasta 4-5 mL y se
someti6 a cromatografia en una columna HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE
Healthcare) para la eliminacion de impurezas de alto y bajo peso molecular. Las
fracciones conteniendo GST-GOLPH3-Xx se juntaron (entre 9 y 12 mL) y la proteina
GST de cada proteina de fusion fue escindida por incubacién con 75 L de la proteasa
TEV (fusionada a poli-histidina), por 16 horas a 20 °C. La mezcla de digestién se
concentré hasta 4-5 mL utilizando un filtro VivaSpin de 30 kDa y se sometid a
cromatografia en la columna HiLoad 16/600 Superdex 200 pg. Las fracciones
conteniendo GOLPH3-C4S-Xx se juntaron (entre 9 y 12 mL) para ser sometidas a
cromatografia secuencial en Glutation-Sefarosa 4B y Ni-Sefarosa 6 FF (GE Healthcare)
para remover de la muestra a la proteina GST escindida y la proteasa TEV,
respectivamente. Las proteinas purificadas se mantuvieron en un tampén de
almacenamiento (Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM y EDTA 0.5 mM, pH 8.0) y

se guardaron en alicuotas a -80 °C. (Para mas detalle ver en metodologia extendida).



2.4. Transfeccion y microscopia de inmunofluorescencia

Se sembraron 2.5 x 10* células MDA-MB-231 en cubreobjetos de vidrio redondos de 12
mm en una placa de 24 pocillos y se mantuvieron en medio de cultivo completo. Después
de 24 h, las células se sometieron a transfecciones transitorias para expresar GFP-
GOLPH3-C4S-Xx utilizando Lipofectamine 2000 (Life Technologies), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después de 16 h, las células transfectadas se fijaron en
paraformaldehido al 4 %, se permeabilizaron con 0.3% de Tritdbn X-100 por 5 min
bloqueando en solucién de gelatina al 0.2% por 15-30 min y se inmunomarcaron con
anticuerpo monoclonal de ratén contra GM130 (clon 35/GM130 BD Biosciences). El
anticuerpo secundario que se uso fue IgG anti-ratén de burro conjugado con Alexa-594
(Life Technologies) por 30 min a 37 °C. Los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Life Technologies). Las imagenes de microscopia de fluorescencia se
adquirieron con un microscopio AxioObserver.D1 equipado con un objetivo de inmersion
en aceite PlanApo 63x (NA 1.4) y una camara digital AxioCam MRm (Carl Zeiss). Para
preparar las figuras, las imagenes se procesaron con el software Image J (version 1.440;
Wayne Rasband, NIH, http://imagej.nih.gov) y el software Adobe Photoshop CS3
(Adobe Systems, Mountain View, CA).

2.5. Ensayo de protedlisis parcial.

Este ensayo identifica sitios de mayor flexibilidad o despliegue local de una cadena
polipeptidica (Fontana etal., 2004). Las variantes de N-terminal de GOLPH3
recombinantes se sometieron a protedlisis parcial. Se prepararon siete tubos de 1.5 mL
con 7 ug de proteina recombinante, 1 ug de proteinasa K (0.001 M), el cual se llevé a
un volumen final de 30 puL con tampén con glicerol al 10% (Tris-HCI 25 mM, NaCl 150
mM, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5 mM, pH 8.0). Cada mezcla de reaccion se incub6
a 25 °C por 7 tiempos diferentes: O (sin proteinasa K), 5, 15, 30, 60, 120 0 180 min. Se
detuvo la reaccion al someter la muestra a 95 °C después de mezclar con tampén de
carga/muestra para electroforesis de proteinas (sulfato de dodecilo de litio (LDS),
SERVA Blue G250 y rojo de fenol; Invitrogen 4X). Las muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE), en
geles en gradientes de 4 al 12% (NuPAGE Bis-Tris; Life Technologies). Para visualizar
el resultado, los geles se tifieron con solucion que contiene azul brillante de Coomassie

(SimplyBlue, ThermoFisher).



2.6. Ensayo de estabilidad térmica por fluorimetria de escaneo diferencial (DSF).

La estabilidad térmica de las variantes del segmento N-terminal de GOLPH3 versus la
variante humana se evalué mediante desnaturalizacién térmica en presencia de SYPRO
Orange. Se us6 5 ug de cada proteina con 2 pL de una disolucion 1:25 (v/v) de SYPRO
Orange 20X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en un volumen final de 20 uL, y se realizaron
tres repeticiones. Se determiné el cambio de fluorescencia en un rango de temperatura
de 25-90 °C. El aumento de la temperatura fue de 1 °C por minuto. Las mediciones se
realizaron en un termociclador de PCR cuantitativo en tiempo real modelo Rotor-Gene
Q (QIAGEN). Para la lectura de fluorescencia se utilizé un filtro que permite excitacion
a 470 nm y emision a 510 nm (Alexandrov et al., 2008). Los valores de Tm se
determinaron mediante un célculo de la primera derivada negativa de los datos sin
procesar. Al inicio del ensayo las proteinas se encuentran en un estado conformacional
en el que los amino&cidos hidrofébicos se encuentran al interior de la molécula y los
hidrofilicos al exterior. A medida que la temperatura aumenta, las proteinas adquieren
un estado dindmico en el que los residuos hidrofébicos se exponen, en este punto el
SYPRO Orange se une a estas regiones emitiendo fluorescencia. El valor de Tnm
corresponde a la temperatura media entre el comienzo de la exposicion de regiones
hidrofébicas de las proteinas, o comienzo de emision de Sypro Orange, y el valor

maximo de emision de fluorescencia.

2.7. Ensayo de separacion de fases liquido-liquido.

Se us6 PEG DWBIock suite (NeXtal Biotechnologies; N° de catalogo 130904), un kit de
96 soluciones que contienen distintos tipos de polietilenglicol (PEG) como precipitante y
una serie de otros componentes como tampones y sales que se utilizan normalmente
para encontrar una 0 mas condiciones que permiten la cristalizacién de una proteina.
Se evalué el comportamiento de GOLPH3-WT y GOLPH3-C4S de humano en las
diferentes condiciones que ofrece el kit y se seleccioné una serie de condiciones que
permitié6 una clara visualizacién de la separacion de fases liquido-liquido (sulfato de
magnesio 0.2 M, sulfato de magnesio 0.2 y fosfato de disodio 0.2 M; todas las
condiciones con 20% de PEG 3500). Una vez seleccionadas las condiciones, se realizo
una matriz adecuada para comparar las variantes de GOLPH3 recombinante con
GOLPH3 humano de tipo salvaje y la variante C4S de humano. Se analiz6 también las

diferentes sales seleccionadas en presencia de PEG 4000 este agente aglomerante fue


https://nextalbiotech.com/Technical-Documentation/Technical-Documents/Screen-Formulations-PDF/NeXtal_PEGS_Suite.aspx
https://nextalbiotech.com/Technical-Documentation/Technical-Documents/Screen-Formulations-PDF/NeXtal_PEGS_Suite.aspx
https://nextalbiotech.com/Technical-Documentation/Technical-Documents/Screen-Formulations-PDF/NeXtal_PEGS_Suite.aspx

seleccionado debido a que presentaba gotas mas grandes en comparacion con PEG
3500. Las variantes de la proteina GOLPHS3 fueron diluidas en un tampén (Tris-HCI 20
mM, NaCl 50 mM, DTT 1 mM, pH 8.0) para obtener las concentracionesde 1, 2,4y 8
MM. Seguido, se prepararon soluciones que contenian agente de aglomeracion, en este
caso PEG 4000 al 20%, con distintas concentraciones de sulfato de magnesio (0.05,
0.1, 0.2y 0.4 M). En una placa de 96 pocillos Intelli-Plate 96-2 Original, se dispensaron
80 uL de cada solucién con PEG 4000 al 20% conteniendo las distintas concentraciones
de sulfato de magnesio. Utilizando el dispensador de nanovolimenes para placas de 96
pocillos, modelo Mosquito LV (TTP-Labtech), se dispensaron 0.2 uL de cada dilucion de
las variantes de la proteina GOLPH3 mezclandose luego con 0.2 uL de las soluciones
con PEG 4000 al 20% y sulfato de magnesio contenidas en cada respectivo pocillo
reservorio. Las placas de 96 pocillos se sellaron con un film plastico transparente y se
incubaron en incubadora marca Velp Scientifica, modelo FOC 225E, a 18 °C. La
aparicion de separacion de fases liquido-liquido en las gotas fue inspeccionada
visualmente utilizando una lupa (Nikon SMZ645). Para documentar el resultado, se
tomaron imagenes de las gotas a las 2, 16 y 24 horas utilizando una cadmara AxioCam
acoplada a una lupa (ZEISS Axio Imager 2 Mat) utilizando el programa de adquisicion

de imagenes Zen core y Zen starter (Zeiss).

2.8. Andlisis estadisticos.

Todos los experimentos y mediciones se realizaron al menos tres veces. El andlisis de
datos se realiz6 utilizando Microsoft Excel para MacBook Pro 2011 (Microsoft
Corporation), los graficos se confeccionaron usando R Studio. La significacion

estadistica se determindé mediante la prueba t-Student de una cola.



3. Resultados

3.1. El segmento N-terminal de la oncoproteina GOLPH3 es mas variable en

comparacion a su dominio C-terminal.

La recopilacion de las secuencias y los analisis filogenéticos de GOLPH3 en mamiferos
muestran que este gen es conservado. Los arboles filogenéticos son una estrategia para
comprender las relaciones de homologia, la historia duplicativa y los modos de evolucion
del gen de estudio. En este caso, el arbol de GOLPH3 en mamiferos no se desvio
significativamente de las hipodtesis filogenéticas propuestas por O’Leary et al., 2013
(O’Leary et al., 2013). Esto quiere decir que al ser un arbol de maxima verosimilitud
realizado con un solo gen, presenta una filogenia con los tres grandes grupos de
mamiferos, dando como indicio que GOLPH3 esta presente en el ancestro comun de

mamiferos como copia Unica (Figura 1).
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Figura 1. Arbol de maxima verosimilitud que muestra la filogenia de GOLPH3 de

mamiferos.

Realizado por: Galarza, 2022
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El alineamiento de las secuencias de mamiferos mostré que la region N-terminal
presenta mayor divergencia que el dominio C-terminal en todas las especies de
mamiferos analizadas. La estimacion de la divergencia de la secuencia de aminoacidos
para el segmento N-terminal y C-terminal por separado fue de 2.96% y de 2.28%
respectivamente. Considerando gue la regidon N-terminal posee de 40 a 60 aminoécidos,
la divergencia es de alrededor del 56.48% de toda la proteina, mientras que el dominio
C-terminal de 200 aminoé&cidos aproximadamente presenta una divergencia del 43.51%.
El &rbol de maxima verosimilitud separé a los tres grandes grupos de mamiferos (Figura
1), la divergencia para el segmento N-terminal fue de 2.48% para placentarios, 0.80%
para marsupiales y 9.00% para monotremas. En cambio, para el segmento C-terminal
fue de 2.23% para placentarios, 0.00% para monotremas y marsupiales. Estos
resultados son consistentes con el hallazgo de Opazo, 2021 (Opazo et al., 2021) que
menciona que las diferencias en la divergencia de la secuencia de aminoacidos se
encuentran en su mayoria en el segmento N-terminal de la proteina y esto se conserva
en todas las especies de mamiferos. Esto permite concluir que las variaciones de la
region intrinsecamente desordenada de GOLPH3 surgieron por restricciones
estructurales y funcionales durante la evolucion de los mamiferos. Las variaciones en
las secuencias pueden dar informacién sobre la estructura y funcién de las proteinas.
Por ello, el alineamiento permitié identificar variaciones para los analisis subsecuentes,
en donde se seleccionaron tres especies de mamiferos: el mono titi (Callithrix jacchus),
Dingo (Canis lupus dingo) y Cabra (Capra hircus). El alineamiento de la secuencia de
aminoacidos de GOLPH3 de estas especies con la secuencia de aminoacidos de

GOLPH3 humano se muestra en la (Figura 2).
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N-terminal

o o p : 0
Humano MTSLTORSSGLVQRRTEASRNAADKERAAGGGAGSSEDDAOQOSRRDEOQDDD
Titi MTSLTQRSSGLVOQRRTEASRNAADKERAAGGGAGSGEDDAQSRRDEOQDTDD
Cabra MTSLTQRSSGLVQRRTEASRNAADKERAAGGGGGNDEDDAOQOSRRDEOQDDD
Dingo MTSLTQRSSGLVOQRRTEASRSAADKERVAGGGGGGGEDDAQSRRDEQDDD
?G 7‘0 l8() |90 :I|.00
Humano DKGDSKETRLTLMEEVLLLGLKDREGYTSFWNDCISSGLRGCMLIELALR
Titi DKGDSKETRLTLMEEVLLLGLKDREGYTSFWNDCISSGLRGCMLIELALR
Cabra DKGDSKETRLTLMEEVLLLGLKDREGYTSFWNDCISSGLRGCMLIELALR
Dingo DKGDSKETRLTLMEEVLLLGLKDREGYTSFWNDCISSGLRGCMLIELALR
I110 }20 }30 I140 2}50
Humano GRLOLEACGMRRKSLLTRKVICKSDAPTGDVLLDEALKHVKETQPPETVYQ
Titi GRLQLEACGMRRKSLLTRKVICKSDAPTGDVLLDEALKHVKETOQPPETVY(Q
Cabra GRLOLEACGMRRKSLLTRRKVICKSDAPTGDVLLDEALKHVKETOQPPETVYQ
Dingo GRLQLEACGMRRKSLLTRKVICKSDAPTGDVLLDEALKHVKETQPPETV(Q
}60 1I70 ]I.SO .;I.90 %00
Humano NWIELLSGETWNPLKLHYQLRNVRERLAKNLVEKGVLTTEKQNFLLFDMT
Titi NWIELLSGETWNPLEKLHYQLRNVRERLAKNLVEKGVLTTEKQNFLLFDMT
Cabra NWIELLSGETWNPLEKLHYQLRNVRERLAKNLVEKGVLTTEKQNFLLFDMT
Dingo NWIELLSGETWNPLKLHYQLRNVRERLAKNLVEKGVLTTEKQNFLLFDMT
Izlo I220 |230 I240 I250
Humano THPLTNNNIKQRLIKKVQEAVLDKWVNDPHRMDRRLLALIYLAHASDVLE
Titi THPLINNNIKQRLIKKVQEAVLDEKWVNDPHRMDRRLLALITYLAHASDVLE
Cabra THPLTNNSIKQRLIKKVQEAVLDKWVNDPHRMDKRLLALLYLAHASDVLE
Dingo THPLTNNNIKQRLIKKVQEAVLDKWVNDPHRMDKRLLALIYLAHASDVLE
260 270 280 290
Humano NAFAPLLDEéYDLATKRVRQlLLDLDPEVE&LKANTNEVL‘:’AVVAAFTK
Titi NAFAPLLDEQYDLATKRVROQLLDLDPEVECLKANTNEVLWAVVAAFTK
Cabra NAFAPLLDEQYDVATKRVROQLLDLDPEVECLKAGTNEVLWAVVAAFTK
Dingo NAFAPLLDEQYDLATKRVROQLLDLDPEVECLEKANTNEVLWAVVAAFTXK

Figura 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de GOLPH3 de humano (Homo
sapiens), titi (Callithrix jacchus), cabra (Capra hircus) y dingo (Canis lupus dingo).
Realizado por: Galarza, 2022

El criterio de seleccién para Titi (Callithrix jacchus) fue la presencia de una variacion en
la serina 36 por glicina (S36G). En el caso de Cabra (Capra aegagrus hircus),una serie
de variaciones; en la alanina 33 por glicina (A33G), en la serina 35 por asparagina
(S35N) y en la serina 36 por acido aspartico (S36D). Estas variaciones tienen influencia
en el punto isoeléctrico (4.34) de la proteina, ya que su protonacion es diferente por la
presencia de aspartico que es un aminoacido con carga negativa. Sin embargo, esta
diferencia no afecto su solubilidad Tabla 1. Por ultimo, Dingo (Canis lupus dingo) que en
comparacion a GOLPH3 humano present6 una serie de variaciones que comienzan con
la asparagina 21 por serina (N21S) el cual puede aportar un puente de hidrogeno
diferente; cambio de la alanina 28 por valina (A28V) generando posiblemente mas
hidrofobicidad; cambio de la alanina 33 por glicina (A33G) y cambios en la serinas 35y
36 por dos glicinas (S35G y S36G) que ofrecen la posibilidad de aportar mayor movilidad
a la region intrinsecamente desordenada puesto que, la glicina posee mayor grado de

libertad en sus angulos de torsidén phi y psi (Lopez & Mohiuddin, 2020; Marsh, 1958). La
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region N-terminal de las variantes de estas especies tienen variaciones que pueden
influenciar en la estabilidad, funcién, localizacién o estructura de la proteina. Para
estudiar estas variaciones se procedié a la generacion de las proteinas recombinantes
de GOLPH3, con el segmento N-terminal de cada especie (humanao, titi, dingo y cabra)
y el dominio C-terminal de GOLPH3-C4S-Humano.

Tabla 1. Punto isoeléctrico de las variantes de GOLPH3

2pl (N-terminal) pl (C-terminal) pl
Variante de GOLPH3 | *GAMDPEF-1-50 51-298 GAMDPEF-
GOLPH3

GOLPH3-WT-Humano | 4.43 7.99 5.72
GOLPH3-'C4S- 4.43 7.99 5.72
Humano

GOLPH3-C4S-Titi 4.43 7.99 5.72
GOLPH3-C4S-Dingo 4.43 7.99 5.72
GOLPH3-C4S-Cabra 4.34 7.99 5.58

1C4S. Corresponde a la denominacion de las sustituciones de residuos de cisteinas por
serinas que se disefaron para la produccién de proteinas recombinantes.

2pl. Punto isoeléctrico de la proteina.

3GAMDPEF-1-50. Corresponde a la secuencia GAMDPEF (resto de poli-histidina del sitio
de corte con TEV) y los nimeros mencionan los aminoacidos de la secuencia de GOLPH3.

Realizado por: Galarza, 2022

Una vez que se escogieron las secuencias de las especies a analizar, se procedi6 al
estudio de las variantes de GOLPH3 comparandolas con la de humano. Primero, se
analizé la distribucion intracelular de las variantes por medio de microscopia de
fluorescencia. Para esto, células HelLa (derivadas de carcinoma cervicouterino humano)
fueron transfectadas con los respectivos plasmidos pGFP-GOLPH3. Después de 16
horas las células fueron procesadas para realizar una inmunofluorescencia indirecta. La
distribucion de cada variante de GOLPH3 fusionada a la proteina GFP se compar6 con
la distribucion de la proteina de matriz de Golgi 130 (GM130). Se observoé que todas las
variantes de GOLPH3 colocalizan con GM130, indicando que todas se localizan en el
aparato de Golgi, sugiriendo que las variaciones en el segmento N-terminal de GOLPH3
de las especies de mamifero seleccionadas no afectan su localizaciéon, por lo tanto,

tampoco su interaccion con PI4P (Figura 3).
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Homo sapiens

Capra hircus (Cabra)

Figura 3. Las variantes de GOLPH3 fusionadas a GFP se localizan en el aparato
de Golgi.
Realizado por: Galarza, Luchsinger, 2022
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3.2. Las variantes de GOLPH3 recombinantes muestran leves diferencias en su
estabilidad térmica.

Para determinar si existen diferencias entre las variantes de GOLPH3 en su capacidad
de experimentar LLPS, éstas fueron producidas de forma recombinante en bacterias
para su andlisis in vitro. Para la produccion y purificacién de las variantes de GOLPH3
recombinantes, primero se realizé un subclonamiento del segmento de ADNc desde los
respectivos plasmidos pGFP-GOLPH3 al vector pGST-Parallel-1 (Informacién
suplementaria. S1). Este vector de expresion permite expresar en bacterias las
proteinas de interés como proteinas de fusién con la proteina Glutation S-transferasa
(GST). El subclonamiento se verific6 mediante secuenciacion del ADN en el core facility
AUSTRAL-omics de la Universidad Austral de Chile. Una vez que se obtuvo estas
construcciones se realizd la expresion y purificacién de las proteinas recombinantes
mediante el uso de varios pasos cromatograficos en tandem (Ver metodologia extendida
2.3.1). Las condiciones cromatograficas fueron las mismas para todas las variantes de
GOLPH3, sin embargo, las cantidades de proteina obtenidas para cada variante fueron
diferentes. (Informacion suplementaria. S2). Como es el caso de la variante Titi de la
que se obtuvo un menor rendimiento de la purificacion, pero fue suficiente para realizar

los siguientes andlisis.

Antes de comparar la capacidad de experimentar LLPS de las variantes recombinantes,
primero se analizé su integridad estructural. El primer analisis correspondié a la
determinacion de la estabilidad térmica mediante fluorimetria de barrido diferencial
(DSF). Se compararon las variantes de GOLPH3-C4S de titi, dingo, cabra y humano
entre ellas y con GOLPH3-WT-Humano, es decir, con la forma nativa de la proteina
GOLPH3 (Figura 4). La medicién de las T implica el seguimiento del desplegamiento
de la proteina producido por la desnaturalizacion térmica. Se encontré que la T de
GOLPH3-C4S-Cabra fue de 45.3 £ 0.3 °C y GOLPH3-C4S-Titi fue 45.5 + 0.2 °C, valores
gue son significativamente menores que la Tm de GOLPH3-C4S-Humano, el cual fue
45.9 + 0.2 °C (p < 0.007; p < 0.045; n = 2; Figura 4). Esto sugiere que las variaciones
en el N-terminal de GOLPH3-C4S-Titi (S36G) y GOLPH3-C4S-Cabra (A33G, S35N,
S36D) hacen un poco menos estable a estas proteinas, en comparacion con la de
humano, siendo la de Titi un poco mas estable que la de cabra. El valor de T de
GOLPH3-C4S-Dingo fue de 45.0 £ 0.4 °C (p < 0.018; n = 2; Figura 4), significativamente
mas bajo que todas las otras variantes, indicando que las variaciones en el N-terminal
de GOLPH3-C4S-Dingo (N21S, A28V, A33G, S35/36G) hacen que la proteina presente
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una mayor inestabilidad térmica en comparacion a las otras variantes analizadas. Las
variantes analizadas poseen el cambio C4S en su estructura debido a que estas
sustituciones reducen el nimero de cisteinas libres que podrian producir puentes de
disulfuro artefactuales que darian lugar a una proteina mal plegada no funcional en los
estudios tanto in vitro e in cellulo (Arolas et al., 2006). Para verificar la influencia de estas
sustituciones, se realizé el ensayo de DSF con la proteina GOLPH3-WT-Humano y se
encontré que ésta posee un T de 49.9+ 0.6 °C (Figura 4), un valor alto en comparaciéon
a GOLPH3-C4S-Humano. Sin embargo, el comportamiento de la proteina GOLPH3-WT-
Humano a lo largo del ensayo demuestra que las proteinas recombinantes que se
sintetizaron mantienen una estructura estable similar a la nativa y por lo tanto, no
deberian haber perdido sus propiedades funcionales.
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Figura 4. Andlisis de estabilidad térmica de las variantes del segmento N-terminal de
GOLPH3 en mamiferos.
Realizado por: Galarza, 2022
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3.3. La estructura de las variantes del segmento N-terminal de GOLPH3 es similar
al GOLPH3 del tipo salvaje

Para continuar evaluando la integridad estructural de las variantes de GOLPH3
recombinantes, se realizdé un ensayo de protedlisis parcial. La protedlisis en presencia
de proteinasa K genera intermediarios estables que se originan por digestion de sitios
accesibles y ausencia de digestién en regiones compactas en donde la proteasa no
tiene acceso. Se realiz6 una cinética de exposicion a la proteinasa K por hasta 3 horas
a 25 °C, la que dio como resultado 3 fragmentos principales y 2 fragmentos difusos para
GOLPH3-WT-Humano. Las masas moleculares de los fragmentos principales fueron
aproximadamente de 7.2, 10.6 y 16.4 kDa, donde probablemente corresponden a los
fragmentos que se generan por digestion de las zonas expuestas, y la de los fragmentos
difusos de 32.5 kDa y 14.1 kDa que pueden corresponder a intermediarios de los
fragmentos que se tifien de manera mas intensa (Figura 5A). Con las masas
moleculares aproximadas de los fragmentos principales, se realizé un analisis para
determinar las posibles zonas de digestion de la proteinasa K. En el caso de GOLPH3-
WT-Humano se hizo una estimacién del sitio donde pudo haber sido el corte de la
proteinasa K. Esto se realiz6 mediante un analisis de los pesos moleculares de los
fragmentos observados en el ultimo carril del gel, utilizando el software ImageJ (Figura
5A; Carril 8). La eleccion de los posibles fragmentos se realizO mediante una
aproximacion empirica en base a la estructura cristalina de GOLPH3 que permite
visualizar posibles regiones expuestas donde pudo haber digestion por la proteinasa K,
y el calculo del peso molecular de cada posible fragmento obtenido, utilizando el servidor

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/; Figura 5F, 5G). Los posibles sitios de

corte permiten predecir tres posibles fragmentos. El primer fragmento de 7.1 kDA podria
tener 60 aminoacidos. Este segmento se podria generar por el primer posible sitio de
corte por la proteinasa K (R59 o L60). Como el segmento N-terminal de GOLPH3 es
desordenado no ha sido posible obtener su estructura cristalina. Sin embargo, al ser una
seccibn muy expuesta se asume que la proteinasa K podria digerir primero este
segmento (Figura 5F, 5H). El segundo segmento de 16.4 kDa, posiblemente con 144
aminoacidos, y el tercer fragmento de 10.9 kDa, posiblemente con 94 aminoacidos,
podrian haber sido generados por corte de la proteinasa K en el segundo posible sitio
de corte (P203 o0 L204) (Figura 5G, 5H). La digestién parcial de GOLPH3-C4S-Humano
mostré un patrén muy similar al de GOLPH3-WT-Humano (Figura 5B), sugiriendo que
las sustituciones C4S no afectan de manera apreciable la estructura de la proteina y
seria apropiado utilizarla para estudios de separacion de fase liquido-liquido in vitro. La

digestién parcial de las variantes del segmento N-terminal de GOLPH3 muestra leves
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diferencias respecto a las variantes humanas. GOLPH3-C4S-Titi y GOLPH3-C4S-Dingo
presentan una mayor resistencia a la digestién en los primeros 5 min (Figura 5Cy
5D). En el caso de GOLPH3-C4S-Cabra se observa que a los primeros 5 min de
digestién con proteinasa K hay una fragmentacion similar a GOLPH3-C4S-Humano
(Figura 5E). Sin embargo, a las 3 horas de digestién, GOLPH3-C4S-Cabra presento
una degradacion completa del fragmento difuso de 32.5 kDa, a diferencia de las otras
variantes (Figura 5E). Todas las variantes de GOLPH3 analizadas presentan patrones
de digestion muy similares a las 3 horas de incubacién con la proteinasa K, indicando
que las variaciones del segmento N-terminal no causan cambios conformacionales que

produzcan cambios en la sensibilidad a la proteinasa K.
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Figura 5. Andlisis de protedlisis parcial de las variantes del segmento N-terminal
de GOLPHS.
Realizado por: Galarza, 2022
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3.4. Las variaciones del segmento N-terminal de GOLPH3 favorecen su particion

por separacion de fases liquido-liquido.

GOLPH3 tiene un dominio C-terminal conservado y con una estructura cristalina definida
(Wood et al., 2009). Ademas, su segmento N-terminal posee una region intrinsecamente
desordenada (IDR), que por lo tanto careceria de estructura tridimensional definida en
condiciones fisiolégicas (Opazo et al., 2021). Se ha descrito que las IDR impulsan las
transiciones de fase (Han et al., 2012; Kato et al., 2012; Nott et al., 2015). El resultado
combinado de los ensayos de fluorimetria de barrido diferencial (DSF) y protedlisis
parcial permiti6 concluir que las proteinas recombinantes purificadas presentan
estabilidad estructural muy similar y por lo tanto pueden ser usadas para ser
comparadas en su capacidad de experimentar LLPS. Para poner a prueba que GOLPH3
posee IDR y dominios de baja complejidad se utilizé la herramienta de investigacion de
arquitectura modular simple (SMART) (Mészaros et al., 2018) y IUPred2 (Letunic & Bork,
2018), respectivamente. La herramienta SMART predijo dos dominios de baja
complejidad (residuos 28-34 y 37-56; Figura 6A), mientras que IUPred2 revel6 que
todo el segmento N-terminal es una IDR (residuos 1-51; Figura 6B).

Para evaluar la capacidad de las variantes de GOLPH3 de experimentar LLPS in vitro,
se usaron concentraciones crecientes de las variantes recombinantes de GOLPH3 que
fueron mezcladas con una solucién que contenia polietilenglicol 4000 (PEG 4000) al
20% y variacion de sulfato de magnesio (una sal de alta fuerza iénica) a concentraciones
de 0.4, 0.2 y 0.1 mM (imagenes con 0.1 mM no mostradas), que permite la particion de
GOLPH3-WT-Humano por separacion de fases liquido-liquido in vitro (resultados no
publicados; Figura 6C). De manera interesante, se observd también la particion por
separacion de fases liquido-liquido de todas las otras variantes de GOLPH3, aunque
con diferencias notables (Figura 6, D-G). Se realizaron diagramas de fase empiricos
que proporcionaron informacion sobre la dindmica de separacion de fases de las
proteinas en las condiciones antes mencionadas (Figura 6 H-L). Para GOLPH3-WT-
Humano la LLPS se observé a una concentracion de proteina desde 1 uM en presencia
de concentraciones mayores a 0.2 M de MgSO4 (Figura 6 C-H), a diferencia de
GOLPH3-C4S-Humano, que no presentdé LLPS en estas condiciones (Figura 6 D-I).
Esto indica que las sustituciones de cisteina por serina influyen en la capacidad de
experimentar LLPS in vitro. Por otro lado, observamos que las gotas generadas por
LLPS de GOLPH3-C4S-Titi presentaron un tamafio mayor a una concentracién de 0.2
M de MgS04, y el tamafio disminuy6 a medida que se elevé la concentracion de la sal.

Para la LLPS de GOLPH3-C4S-Titi se requirié concentraciones de proteina menores a
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2 UM para la generacion de gotas grandes (Figura 6E-J). El inico cambio en GOLPH3-
C4S-Titi es la serina 36 por glicina que deberia mejorar las interacciones hidrofébicas,
a pesar de tener el cambio de C4S en su estructura, debiendo ser capaz de experimentar
LLPS més faciimente que GOLPH3-C4S-Humano. Sucedié lo contrario con las
variaciones en el N-terminal de GOLPH3-C4S-Dingo cuyos cambios de N21S, A28V,
A33G, S35/36G produjeron gotas grandes a mayor concentracion de sal y menor
concentracion de proteina (Figura 6F-K). La variacion de asparagina por una serina
permite que esta region cambie de un estado hidrofilico a uno menos hidrofilico,
generando una mayor estabilidad en las gotas a pesar de la baja concentracion de
proteina (0.5 pM). Ademas, el cambio de alanina por valina produce aun mas
hidrofobicidad a la proteina. Al poseer una insercion de siete glicinas seguidas entre los
aminoéacidos 30-36, se espera que la proteina recombinante de Dingo presente un N-
terminal con mayor movilidad. Finalmente, en el caso de GOLPH3-C4S-Cabra las
variaciones de esta proteina (A33G, S35N, S36D) permitieron la formacién de gotas en
todas las concentraciones de proteina (0.5 uM hasta 4 uyM), y en presencia de las dos
concentraciones de sulfato de magnesio (0.2 y 0.4 M), pero el tamafio de las gotas fue
en su mayoria similar (Figura 6G-L). Las variaciones de serina por acido aspartico hizo
que cuatro aminoacidos con carga negativa se encuentren de manera flanqueante (D36-
E37-D38-D39), lo que indica que los aminoacidos que tienen regiones cargadas
confirieron estabilidad a las gotas. Estos resultados muestran que el segmento N-
terminal promueve la separacién de fases liquido-liquido in vitro en presencia de

agentes de aglomeracion (PEG 4000) y una sal de alta fuerza i6nica (MgSO4).
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4. Discusiény conclusiones

La secuencia de GOLPHS se encuentra conservada en la mayoria de los mamiferos,
sin embargo, su funcién molecular y estructural ain no se ha caracterizado en su
totalidad . La estructura cristalina de GOLPH3 pudo ser resuelta gracias a la eliminaciéon
del N-terminal ya que este segmento carece de estructura secundaria definida (Wood
et al., 2009). A través del estudio evolutivo de GOLPH3 hemos encontrado variaciones
aminoacidicas que permiten avanzar en nuestro entendimiento de la funcién del
segmento N-terminal. En la actualidad, las bases de datos de informacion genémica
completa permiten obtener una vision de la variacion de las proteinas en distintos grupos
taxonémicos(Tarresen et al., 2019). En el caso de la oncoproteina GOLPH3, al poseer
ortélogos 1:1 en la mayoria de los mamiferos, estudios de su evolucion dan
aproximaciones de como GOLPHS3 ha variado a lo largo de la historia evolutiva (Opazo
etal., 2021; Wu etal.,, 2000). En esta tesis, las secuencias que fueron curadas
manualmente permitieron determinar que GOLPH3 se encuentra conservada en todos
los mamiferos analizados, pero con ligeras variaciones. El alineamiento de las especies
de mamiferos y los analisis de divergencia mostraron que el segmento N-terminal de
GOLPHS3 presenta una mayor variabilidad en comparacién al dominio C-terminal. Los
analisis que se realizaron en esta investigacion complementan la informacion
proporcionada por Opazo, 2021 que menciona que en aves existe una clara divergencia
en el segmento N-terminal de GOLPH3. No obstante, se deberian realizar mas analisis
evolutivos para poner a prueba si toda la familia de GOLPH3 (GOLPH3 y GOLPH3L) en
mamiferos presenta este mismo patrén. Estas diferencias en la regién N-terminal de
GOLPHS3 podrian haber surgido como consecuencia de restricciones estructurales y
funcionales que permitieron la adaptacion de la proteina a las diferentes condiciones

gue se exponen las especies de mamiferos tales como pH, temperatura o altura.

En el presente trabajo, se seleccionaron tres especies de mamiferos (Titi, Dingo y
Cabra; Figura 2) que presentan variaciones de interés en la region intrinsecamente
desordenada (IDR) de GOLPH3. GOLPH3 es una proteina que interactia
principalmente con el dominio TGN del aparato de Golgi mediante la uniéon a PI4P
(Bishé et al., 2012; Rahajeng et al., 2019). Mediante la inmunofluorescencia indirecta
(Figura 3) se comprobo que las variaciones en el segmento N-terminal de las proteinas
recombinantes no afectan su distribucién celular. Por lo tanto, este ensayo muestra que
la especificidad de GOLPHS3 respecto a su union a PI4P se conserva tanto en levaduras,
moscas y ahora otros mamiferos (Dippold et al., 2009; Rahajeng et al., 2019). Las
proteinas recombinantes GOLPH3-C4S-Titi, GOLPH3-C4S-Dingo, GOLPH3-C4S-
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Humano y GOLPH3-WT-Humano no presentaron diferencias en su punto isoeléctrico a
pesar de las variaciones presentes en sus regiones N-terminal (Tabla 1). La excepcién
fue GOLPH3-C4S-Cabra que tiene una diferencia menor de su punto isoeléctrico.
Consistente con lo anterior, la solubilidad de las variantes de GOLPH3 no se vio
afectada para la produccién y purificacién de las proteinas recombinantes en los analisis

in vitro (Informacién suplementaria S2).

Una manera de evaluar si las proteinas recombinantes purificadas mantienen una
estructura similar a la nativa es por medio de ensayos de escaneo diferencial (DFS) y
protedlisis parcial. DFS es una herramienta de alta sensibilidad que requiere muy poca
concentracion de proteina y permite una estimacion de la estabilidad estructural
mediante funcion de la sensibilidad térmica de una proteina (Pantoliano et al., 2001).
Este ensayo puede ser realizado con un termociclador con capacidad de cuantificar
fluorescencia para un PCR cuantitativo en tiempo real, como el Rotor-Gene Q
(QIAGEN). Esta técnica es de aplicacion facil y rapida, permitiendo la reproducibilidad
a muy bajo costo. Sin embargo, al comparar esta técnica con la calorimetria de escaneo
diferencial (DSC), DSF posee desventajas respecto a la precisiébn de obtener datos
cuantitativos de parametros termodinamicos mas especificos. DSF usa un fluoréforo
para la reaccion, el cual afiade un parametro extra para las ecuaciones clasicas de
Gibbs—Helmholtz o Boltzmann, complicando el célculo para ciertos parametros
termodinamicos de interés (célculo de la entalpia, entropia o energia libre de Gibbs). A
pesar de ello, se pueden obtener estos valores teniendo en cuenta los datos de Tn
ACpu, AHu y la intensidad de fluorescencia a una determinada temperatura (Senisterra
et al., 2008). En esta investigacion el parametro de interés correspondié ala Tm y DSF
sobresale en accesibilidad y rendimiento en comparacién con otros métodos como el
dicroismo circular (CD) y DSC (Bruylants etal., 2005; Greenfield, 2007). La Tm
corresponde al valor negativo de la primera derivada de los datos crudos de la intensidad
de fluorescencia durante la desnaturalizacion térmica de la proteina. Este parametro
permite comparar proteinas con mutaciones debido a mayor Tn significa que una
proteina presenta una mayor estabilidad estructural. Al comprar por DSF a GOLPH3-
WT-Humano y las variantes GOLPH3-C4S-Humano, GOLPH3-C4S-Titi, GOLPH3-C4S-
Dingo y GOLPH3-C4S-Cabra se obtuvo valores de Ty claramente menores en las
variantes generadas, lo que indica que el cambio de cisteinas por serinas (C4S) afectan
la estabilidad estructural de GOLPH3 (Figura 4). Al momento de comparar entre las
variantes de GOLPH3-C4S para determinar si las variaciones del segmento N-terminal
afectan la estabilidad estructural de la proteina, no se obtuvieron diferencias

significativas, aun cuando se observa una tendencia de GOLPH3-C4S-Dingo hacia una
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Tmmenor. GOLPH3-C4S-Dingo presenta una insercion de glicina entre los aminoacidos
10-16 lo que promueve que esta proteina tenga una IDR con mayor movilidad puesto
que glicina posee mayor grado de libertad en sus angulos de torsion phiy psi (Lopez &
Mohiuddin, 2020; Marsh, 1958). Por otro lado, una interpretacion alternativa es que las
sustituciones en el N-terminal de las variantes de GOLPH3 podrian favorecer la union
de SYPRO Orange ya que pueden tener zonas de mayor hidrofobicidad generando sitios

con mayor afinidad por el fluoréforo.

Otra manera de evaluar la estabilidad estructural de una proteina es determinar su
sensibilidad a la degradacién por proteasas como la proteinasa K. Los resultados de los
ensayos de protedlisis parcial mostraron que las variantes de GOLPH3 no tienen
diferencias notables en la sensibilidad a la proteinasa K, indicando que tampoco
deberian existir diferencias estructurales importantes. GOLPH3-WT-Humano y las
variantes de GOLPH3-C4S presentaron los mismos fragmentos resistentes a la
degradacion (Figura 5A-E). La excepcion fue GOLPH3-C4S-Cabra que presentd una
degradacion completa del fragmento difuso de 32.5 kDa (Figura 5E). Esto pudo haber
sido favorecido por las sustituciones A33G, S35N y S36D (Figura 2) y un punto
isoeléctrico menor (Tabla 1), lo que indica que estas variaciones con asparagina y acido
aspartico podrian hacer que GOLPH3 sea menos estable. El carboxilato anidnico
(RCOO) del acido aspartico y la carboxamida (RNH3") de la asparagina pueden formar
puentes salinos los cuales tienen influencia en la estabilidad de la conformacion
plegada, y éste es entropicamente desfavorable para las proteinas (Biedermann &
Schneider, 2016). Cabe recalcar que el andlisis de los posibles sitios de digestién para
explicar los fragmentos estables se realizO mediante un andlisis de los pesos
moleculares observados en los geles de poliacrilamida y la informacién del peso
molecular derivado de la secuencia de los posibles fragmentos. Se concluy6 que los
posibles sitios de digestion con la proteinasa K serian en R56:L57, a razén de que esta
region es la zona final del N-terminal que presenta un sitio expuesto, y P200:L201,
puesto que, en este lugar se encuentra una horquilla beta expuesta de GOLPH3 (Figura
5F-H). Sin embargo, para tener una idea especifica de los sitios de corte se deberian
transferir los fragmentos a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y
analizarlas mediante secuenciacion de aminoécidos N-terminal aplicando degradacion
de Edman automatizada mediante un secuenciador de proteinas o alternativamente,

mediante espectrometria de masas (Ross et al., 2014).
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El objetivo de realizar los ensayos de DSF y protedlisis parcial fue definir si la estabilidad
estructural de las proteinas recombinantes purificadas son similares a GOLPH3-WT-
Humano, ya que en nuestro laboratorio esta proteina se pudo cristalizar y resolver su
estructura, por lo tanto presenta una estabilidad y funcionalidad correcta. Sin embargo,
también se pudieron haber realizado andlisis a nivel funcional de las proteinas variantes.
Un ejemplo es el ensayo de unién a fosfoinositidos, en especifico a PI4P, que implica
evaluar si las variantes de GOLPH3-WT y GOLPH3-C4S recombinantes son capaces
de unirse a PI4P inmovilizado en una membrana (Dippold et al., 2009; Dowler et al.,
2000; Rahajeng et al., 2019). Sin embargo, se eligi6 evaluar primero con DFS y
proteolisis parcial ya que brindan informacion estructural, y microscopia de fluorescencia
para la informacion funcional. Una vez que se comprob6é que las proteinas
recombinantes purificadas mantienen propiedades similares a la proteina nativa se

estudio su capacidad de experimentar LLPS.

Los condensados biomoleculares sin membrana, como el nucleolo, los cuerpos de Cajal
o los cuerpos P, son generalmente esféricos e internamente dinamicos, compuestos por
un conjunto de proteinas y otras moléculas (Banani et al., 2017; Brown et al., 2011). Se
ha descrito que la formacion de estos condensados biomoleculares puede ser
favorecida por la presencia de proteinas con regiones intrinsecamente desordenadas
(IDR) mediante separacion de fases (Banani et al., 2017). Los segmentos IDR de las
proteinas experimentan mayor tasa de divergencia de la secuencia a lo largo de la
evolucién (Brown et al., 2011). Las IDR poseen regiones enriquecidas de residuos que
promueven el desorden, como alanina, arginina, glicina, glutamina, serina, acido
glutamico y lisina (Uversky et al., 2015). Por lo tanto, la composicién de aminoécidos, la
hidrofobicidad o la carga de las IDR juegan un papel importante para la separacion de
fases liquido-liquido (LLPS) de una proteina. Observamos que el segmento N-terminal
intrinsecamente desordenado de GOLPH3 posee cambios evolutivos (adicion o pérdida
de residuos cargados, hidrofébicos o aromaticos) que modulan la LLPS in vitro. Las
variantes escogidas para este estudio poseen variaciones que intervienen en la
dinamica de la LLPS. GOLPH3-WT-Humano posee cuatro cisteinas en su estructura.
La eliminacion de las cisteinas en las variantes C4S restringe la formacion de puentes
disulfuro artefactuales que podrian cambiar la solubilidad con el medio. El caso de
GOLPH3-C4S-Titi resulta interesante ya que so6lo posee una variacion en un sitio
potencialmente fosforilable de la proteina, que es serina 36 por glicina. EI cambio por
una glicina resulté en la presencia de pequefas gotas a una concentracion relativamente
alta de sulfato de magnesio lo que no se vio en GOLPH3-C4S-Humano (Figura 6DE;1J).

La capacidad de glicina de tener mayor grado de libertad en sus &ngulos de torsién phi
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y psi proporciona al segmento N-terminal mayor movilidad, por lo tanto, es posible que
facilite la separacion de fases. Para GOLPH3-C4S-Dingo se ve favorecida la LLPS aun
mas que GOLPH3-C4S-Titi (Figura 6EF;JK). La presencia de gotas relativamente
grandes en la mayoria de las condiciones indica que las variaciones de Dingo (N21S,
A28V, A33G, S35/36G) hacen que posea propiedades mas hidrofébicas. Los dominios
hidrofébicos son ricos en valina, glicina, serina, leucina y prolina, por lo que la proteina
disminuye su capacidad de formar enlaces de hidrégeno con las moléculas de agua del
medio circundante y esto impulsa la LLPS (Miao et al., 2003; Pak et al., 2016). Al tener
GOLPH3-C4S-Dingo glicinas seguidas, es posible que el aumento de la fuerza ibnica o
cambios ambientales desestabilicen las gotas haciendo que estas desaparezcan con el
tiempo y no lleguen a un estado de maduracion (Miao et al., 2003; Pak et al., 2016;
Voorhees, 1992). Sin embargo, la LLPS no sélo depende de la acumulacién de residuos
hidrofébicos en los IDR sino también de residuos cargados como es el caso de
GOLPH3-C4S-Cabra. De hecho, la presencia de gotas relativamente grandes en
presencia de 0.2y 0.4 M de MgSO4, y en todas las concentraciones de proteina, indica
que las variaciones del N-terminal de GOLPH3-C4S-Cabra permiten una rapida LLPS
in vitro (Figura 6G;H).

La variacién S36G permite la acumulacién de residuos cargados en el segmento N-
terminal (D36-E37-D38-D39) que tienen un efecto hasta en el punto isoeléctrico de la
proteina (Tabla 1). Esta variacion puede formar interacciones electrostaticas en
presencia de sal de alta fuerza iénica que permiten la estabilidad de las gotas (Nott et al.,
2015). Por otra parte, las variacion S35N puede contribuir a impulsar la separacién de
fases y eso podria ocurrir a través de interacciones dipolares de su cadena lateral
(Banani et al., 2017; Crick et al., 2013). Por ende, las variaciones del segmento N-
terminal de GOLPH3-C4S-Cabra tiene grupos de residuos cargados que promueven de
gran manera la LLPS. Un aspecto interesante es que todas las variantes estudiadas
generaron separacion de fases in vitro, aunque el tamafio o cantidad de gotas vario,
sugiriendo que otras regiones de la proteina podrian participar en la LLPS. Al realizar
un andlisis fuera del segmento N-terminal, es posible encontrar un motivo descrito en
otros estudios previos sobre LLPS. El dominio C-terminal de GOLPH3 posee el motivo
GYTSFW (76-81) expuesto hacia el solvente que podria ser de importancia. Se sabe
que los residuos de triptoéfano, tirosina y fenilalanina (residuos aromaéticos) flanqueados
por serina o glicina (residuos alifaticos) son importantes para la separacion de fases de
algunas proteinas. Los residuos aromaticos se caracterizan por tener un enlace pi y los
residuos alifaticos por tener enlaces peptidicos expuestos, por ende, se sugiere que las

interacciones cation-pi que podrian establecerse entre estos aminoacidos son fuerzas
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impulsoras para la LLPS (Burke et al., 2015; Kato et al., 2012; Li et al., 2018; Lin et al.,
2015). Para comprobar que este motivo de GOLPH3 es de importancia para la LLPS se
deberia generar otra proteina recombinante que tenga mutaciones de estos

aminoacidos y someterla a las mismas condiciones evaluadas en este estudio.

En conclusion, este estudio sugiere que la regiéon intrinsecamente desordenada de
GOLPHS3 facilita la LLPS in vitro mediante fuerzas impulsoras como interacciones
electrostaticas entre grupos de aminoacidos con carga, residuos hidrofébicos e
interacciones cation-pi. Para completar el estudio se deberian evaluar la LLPS in cellulo
y determinar si tiene caracteristicas liquidas en un medio mas complejo, y esto se podria
realizar mediante ensayos de recuperacion de fluorescencia después del fotoblanqueo
(FRAP) después de transfectar los plasmidios que permiten la expresion en células de
mamifero de las variantes de GOLPH3 fusionadas a la proteina fluorescente verde.
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ANEXOS

Anexo A. Metodologia extendida.

Transformacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes fueron descongeladas a 4 °C. Se colocé 1 uL de ADN
plasmidial con 20 uL de bacterias y la mezcla se mantuvo en hielo por 30 min. Después
de este tiempo, se realiz6 una incubacion durante 40 s a 42 °C. Luego se agreg6 200 pL
de medio SOC (Triptona 2% w/v, extracto de levadura 0.5% wi/v, NaCl 8.6 mM, KCI 2.5
mM, MgS0O4 20 mM, Glucosa 20 mM) sobre la mezcla de transformacion. Seguido, la
mezcla se plagued en agar-LB (Agar 1.5 % w/v, Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5
g/L, NaCl 5 g/L) con ampicilina 100 ug/ml. El plaqueo varié dependiendo del tipo de
procedimiento previo; si la transformacién correspondié a un producto de ligacién se
plagued el total de la mezcla de transformacion, y si la transformacién fue con ADN

plasmidial sobreenrollado se plaqued 5 uL de la mezcla de transformacion.

Purificacién de DNA plasmidial mediante minipreparaciones

Las bacterias portadoras del vector pGFP-GOLPH3-C4S-Xx se cultivaron en 2 mL de
medio LB durante 16 h a 37 °C. Seguido se tom6 1.4 mL del cultivo y se sedimentaron
a 16000 x g durante 10 min. El sobrenadante se descarté y el sedimento se resuspendio
con 250 pL de solucion P1 (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, RNasa 10 pg/mL, pH 8.0). Luego
se procedi6é a afiadir 250 pL de solucion P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%). En seguida se
agreg6 350 uL de solucion P3 (hidrocloruro de guanidina 4.09 M y acido acético 2.12
M). Se centrifug6é a 16000 x g por 10 min, y el sobrenadante se cargd en una columna
con hidroxiapatita y se centrifug6é a 16000 x g por 1 min. La columna se lavé con 700 pL
de tampon PE (Tris 10 mM, etanol 80%, pH 7.5). Finalmente el DNA se eluy6 con
tampén TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5).

Separacion de fragmentos de DNA en geles de agarosa.
Los geles de agarosa fueron preparados al 1% p/v. La agarosa se disolvié en tampon

TAE (Tris base 0.03 M, acido acético glacial 0.1% v/v, EDTA 0.01 M). Los geles se

sometieron a 100 V por 40 min. Para visualizar la migracion electroforética de las



muestras de ADN, se adicioné a las muestras 1/3 de su volumen de solucion de carga
(glicerol 25%, SDS 0.5%, azul de bromofenol 0.025%, xilen cianol FF 0.05%, EDTA 12
mM). Para tener una referencia del tamafio molecular de las bandas, también se cargé
en el gel 5 uL de estandar (Mass Ruler Mix, Thermo Scientific). Una vez finalizada la

electroforesis, el resultado se visualizé en un transiluminador con luz UV.

Subclonamiento de las variantes de GOLPH3 en pGST-Parallel-1.

Las tres variantes de GOLPH3 de mamiferos y GOLPH3 humano (WT) fueron
subclonados en el vector pGST-Parallel-1 para expresion en bacterias. Para comenzar
con el subclonamiento, al vector dador del inserto y el vector aceptor se sometieron a
digestion con las enzimas de restriccion EcoRI (1 pyL) y Xhol (1 pL) durante 16 h a 37
°C. Lareaccion se realizé en tampén NEB-3 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, MgCI2, 10
mM, DTT 1 mM, pH 7.9), y 10 yg de albumina de suero bovino. El volumen final de
reaccion fue 50 pL. La mezcla de digestion se sometio a una electroforesis preparativa
para separar los fragmentos de interés. Para extraccion del inserto y el vector del gel de
agarosa se uso el kit QIAquick Gel Extraction. Seguido, la ligacién entre el inserto y el
vector se realizé en una proporcidn de 4:1, respectivamente. Esta mezcla se procedi6 a
transformar en bacterias ultra competentes XL10 Gold y B834(DH3) pLysS (Metodologia
2.2.1)

Purificacién de proteina GOLPH3 recombinante

La purificacién de cada proteina recombinante comenzd con un preindculo de 20 mL de
medio LB (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) con Ampicilina (100
pg/mL) y 20 uL del respectivo stock de la cepa B834(DE3)pLysS de E. coli, previamente
transformada con el respectivo vector pGST-Parallel-1, mantenido en congelador a -80
°C con glicerol al 10%. . Estas construcciones consistieron en Glutation-S-transferasa
(GST) fusionado al extremo N-terminal de las variantes de GOLPH3, y separados por
un sitio de digestion con la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV). El preindculo
se incub6 a 37 °C durante 16 h con agitacion constante (220 rpm). Después, los 20 mL
se utilizaron para inocular 1.5 L de medio LB con Ampicilina 100 ug/mL. Este in6culo se
agitd a 37 °C por 6 h a 200 rpm. Seguido, se disminuyé la temperatura a 25 °C durante
30 min para proceder a la adicién de IPTG 0.35 mM. El in6culo se incub6 con IPTG por
16 h bajo agitacion constante a 200 rpm. Las bacterias se sedimentaron a 3500 x g por
40 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada. Después, se procedié a resuspender el

sedimento con un tampdén de homogeneizacion (Tris 50 mM, 500 mM NacCl, 0.5 M -



mercaptoetanol, EDTA 5 mM, azida de sodio 0.02% y 2 mM PMSF, pH 8.0). La
resuspension se sonicé por 5 min en hielo con ciclos de 2 seg de sonicacién y 2 seg
de pausa. Seguido, se centrifugd a 1833315 x g por 90 min a 4 °C. El sobrenadante
se paso por filtros de 0.45 um y se cargd en una columna de 1.5 cm de diametro con 1
mL de resina Glutation-Sefarosa. Esta columna se equilibré previamente con 2.5 mL de
agua destilada y 5 mL de tampédn de lavado (Tris 50 mM, NaCl 0.5 M B-mercaptoetanol
5 mM, EDTA 5 mM, azida de sodio 0.02%, pH 8.0). Una vez que el filtrado pasoé por la
columna durante 3 h, se tomd una alicuota de 7,8 uL y se procedi6 a lavar con 250 mL
de tampdn de lavado. Todas las variantes de GOLPH3 recombinante se eluyeron en
fracciones de 2.33 mL con un tampdn de elucién (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5
mM, L-glutatién reducido 20 mM, azida de sodio 0.02%, pH 8.0). Seguidamente, se
unieron las fracciones de proteina en un pool y se concentrd por ultrafiltracion con filtros
VivaSpin de 30 kDA a 3000 x g a 4 °C, el tiempo suficiente hasta alcanzar un volumen
de 5 mL. El concentrado de la proteina recombinante se cargd en una columna HiLoad
16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare) mediante AKTA-Prime para cromatografia de
exclusion molecular. El flujo fue de 1 mL/ min en un tampdn de cromatografia (Tris 25
mM, NaCl 150 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, azida de sodio 0.02%, pH 8.0). Se
colectaron fracciones de 2,5 mL y se analizaron alicuotas de 13 uL que se mezclaron
con 5 uL de tampon de carga para electroforesis de proteinas mediante geles Nu-PAGE
en gradiente de 4-12% (ThermoFisher). Inmediatamente, se junté en un pool las
fracciones que contenian la proteina recombinante y se agregé 75 pL de proteasa TEV
(50 pg) para clivar la GST de las variantes de GOLPH3. Se incubd este pool durante
toda la noche a 4 °C y al dia siguiente se concentr6 hasta 5 mL con un filtro VivaSpin
de 10 kDa y se sometié nuevamente a cromatografia de exclusion molecular en una
columna HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare), con las mismas condiciones
indicadas anteriormente. Después, se procedi6 a remover el fragmento de GST
mediante cromatografia de afinidad. El pool se paso dos veces a través de una columna
de 1 mL de Glutation-Sefarosa, previamente equilibrada con un tampén de equilibrio
(Tris-HCL 50 mM, NacCl 150 mM, pH 8.0). Finalmente, para remover la proteasa TEV,
se afadi6 al pool 7 mM MgCl, y se centrifugé durante 10 min a 3000 x g a 4 °C. Se
prepard una columna con 500 uL de resina de Niquel-Sefarosa pre-equilibrada con
tampon de equilibrio (Tris 50 mM, 150 mM NacCl, 0.5 M B-mercaptoetanol, EDTA 5 mM,
azida de sodio 0.02%, pH 8.0) y se paso el pool de la muestra una sola vez. Enseguida,
se afiadi6 DTT y EDTA para alcanzar una concentracion de 1 mM y 5 mM,

respectivamente. Las proteinas purificadas se almacenaron a -80 °C.



Separacion de proteinas en geles de poliacrilamida

Para el analisis de la purificacion de las variantes de GOLPH3 recombinantes se usaron
geles en gradiente de 4-12% en condiciones denaturantes, sometidos a 110 mA durante
45 min en una cdmara para electroforesis, usando un tampoén de electroforesis MES
(MES 50 mM, Tris base 50 mM, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.3) y tampo6n de carga Nu-
PAGE LDS (Invitrogen). Se us6 un estandar de tamafio molecular SeeBlue®
(Invitrogen). Una vez finalizada la electroforesis los geles se tifieron con solucion
SimplyBlue (Invitrogen) durante 2 dias, luego se recuperoé el colorante y se lavaron los
geles con agua por un dia. Los geles se deshidrataron con etanol 20% vy finalmente se
secaron entre dos hojas de papel celofan durante 1 dia.
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Imagen suplementaria 1. Subclonamiento del ADNc de las variantes de
GOLPH3 de Titi, Dingo y Cabra desde el vector
pGFP a pGST-Parallel-1.

Realizado por: Galarza, 2022
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Imagen suplementaria 2. Purificacion de las variantes de GOLPH3 recombinantes
mediante cromatografia en tandem.

Realizado por: Galarza, 2022

Tabla S1. Nameros de acceso de los genes de GOLPH3 utilizados en este estudio

GenBank/EnsemblG
Gen Nombre Cientifico Nombre Comun ene/NCBI Orden
Langur negro de nariz
GOLPH3 | Rhinopithecus bieti chata XP_017744944.1 Primates
GOLPHS3 Saimiri boliviensis Mono ardilla ENSSBOG00000027748| Primates
GOLPH3 Pan paniscus Bonobo XP_024784496 Primates
GOLPH3 Otolemur garnettii Galago ENSOGAG00000014257| Primates
GOLPHS3 Pan troglodytes Chimpancé ENSPTRGO00000016768| Primates
GOLPHS3 | Propithecus coquereli Sifaca de Coquerel XP_012495980 Primates
GOLPH3 | Macaca fascicularis Macaco cangrejero ENSMFAGO00000045311| Primates




GOLPH3 Hylobatidae Gibon ENSNLEGO00000028554| Primates
Rhinopithecus Mono dorado de nariz
GOLPHS3 roxellana chata ENSRROG00000036602| Primates
GOLPH3 Gorilla Gorila XP_018868895.2 Primates
GOLPH3 Prolemur simus El Iémur grande de bambU|ENSPSMG00000008704| Primates
GOLPH3 Aotus nancymaae Martejas ENSANAGO00000004528| Primates
ENSMMUGO0000001395
GOLPHS3 Macaca mulatta Macaco 7 Primates
GOLPHS3 Callithrix jacchus Mono titi ENSCJAG00000043003| Primates
GOLPH3 | Microcebus murinus Lemur raton XP_012593897 Primates
GOLPHS3 Papio anubis Babuino verde oliva ENSPANGO00000014158| Primates
GOLPHS3 Pongo abelii Orangutan ENSPPYG00000015373| Primates
GOLPH3 | Macaca nemestrina | Macaco de cola de cerdo |ENSMNEGO00000040145( Primates
GOLPH3 Cercocebus atys Mangabey ENSCATGO00000040208| Primates
GOLPHS3 | Chlorocebus sabaeus Vervet XP_007959483 Primates
MGP_SPRETEIJ_G0020
GOLPH3 Mus Spretus Raton del mediterraneo 577 Roedores
ENSMUST00000059680
GOLPHS3 Mus Musculus Raton Roedores
Peromyscus Ratén de américa del
GOLPH3 maniculatus bairdii norte ENSPEMGO00000028341| Roedores
MGP_PahariEiJ_G00160
GOLPH3 Mus Pahari Musarafa 60 Roedores
GOLPHS3 Musspicilegus Ratdn estepario ENSMSIG00000014371 | Roedores
Hembra de rata topo
GOLPHS3 |Heterocephalusglaber) desnuda ENSHGLG00000003685| Roedores




GOLPH3 Rattus Norvegicus Rata ENSRNOG00000012186( Roedores
GOLPH3 Urocitellus Parryii Ardilla ENSUPAG00010002022| Roedores
GOLPH3 Sciurusvulgaris Ardilla Roja ENSSVLG00005009950| Roedores
GOLPH3 Cavia Porcellus Cuy ENSCPOGO00000036449| Roedores
GOLPH3 Octodon Degus Degu ENSODEGO00000001746| Roedores
GOLPH3 Cricetulus Griseus Hamster Chino ENSCGRG00001006205| Roedores
GOLPH3 | Mesocricetus Auratus Hamster dorado ENSMAUG00000013910| Roedores
GOLPH3 | Ochotona princeps Pika XP_004583690.1 Lagomorfos
GOLPHS3 | Oryctolagus cuniculus Conejo ENSOCUG00000011535| Lagomorfos
GOLPH3 | Ochotona curzon iae Pica de labios negros XP_040833365 Lagomorfos
GOLPH3 Sorex araneus Musarafia bicolor XP_004620366 Soricomorfo
GOLPH3 Condylura cristata Topo de nariz estrellada XP_004678129.1 Soricomorfo
GOLPH3 Talpa occidentalis Topo Ibérico XP_037385417 Soricomorfo
Erinaceomorp
GOLPHS3 | Erinaceus europaeus Erizo comin ENSEEUG00000002510 ha
Balaenoptera
GOLPHS3 musculus) Ballena azul XP_036702093 Cetaceos
GOLPHS3 | Delphinapterus leucas Beluga ENSDLEG00000014012| Cetéceos
ENSMMNGO0001500022

GOLPH3 | Monodon monoceros Narval 6 Cetéceos
GOLPH3 Physeter catodon Cachalote ENSPCTG00005010056( Cetaceos
GOLPHS3 Tursiops truncatus Delfin nariz de botella XP_019785749 Cetaceos
GOLPH3 Orcinus orca Orca XP_004266079 Cetaceos
GOLPH3 | Globicephala melas Ballena piloto XP_030699547 Cetaceos




GOLPHS3 Lipotes vexillifer Delfin Chino XP_007453423 Cetéceos
GOLPH3 Phocoena sinus Vaquita marina ENSPSNG00000007340| Cetaceos
GOLPH3 Canis lupus dingo Dingo ENSCAFG00020017280| Carnivoros
GOLPH3 Vulpes lagopus Zorro artico XP_041604662 Carnivoros
GOLPH3 Vulpes vulpes) ZOorro rojo XP_025839882 Carnivoros
GOLPH3 | Puma yagouaroundi Puma yagouaroundi XP_040350715 Carnivoros
GOLPHS3 Panthera leo) Leones ENSPLOG00000015195| Carnivoros
GOLPHS3 Panthera pardus Leopardo ENSPPRG00000004427| Carnivoros
GOLPHS3 Lynx canadensis Lince de canada XP_030187786 Carnivoros
GOLPH3 Puma concolor Puma XP_025780857 Carnivoros
GOLPH3 Gato Felis Catus XP_023095005 Carnivoros
GOLPHS3 | Panthera tigris altaica Tigre XP_015399880 Carnivoros
GOLPH3 Mustela erminea Mustela erminea XP_032193573 Carnivoros
GOLPH3 Lontra canadensis Nutria de rio XP_032705751 Carnivoros
GOLPHS3 | Enhydra lutris kenyon Nutria marina XP_022348882 Carnivoros
GOLPH3 Neovison Vison Vis6n Americano ENSNVIG00000004457 | Carnivoros
GOLPH3 Mirounga leonina Elefante marino XP_034854801 Carnivoros
GOLPH3 Phoca vitulina Foca comun XP_032271129 Carnivoros
Leptonychotes
GOLPH3 weddellii Foca de Weddell XP_006737357 Carnivoros
GOLPH3 | Halichoerus grypus Foca gris XP_035961828 Carnivoros
Neomonachus
GOLPHS3 schauinslandi Foca Monje XP_021551627 Carnivoros
GOLPHS3 | Zalophus californianu Lobo marino XP_027461643 Carnivoros
GOLPH3 | Callorhinus ursinus Oso marino artico XP_025723221 Carnivoros




GOLPH3 Ursus maritimus Oso polar XP_040486452 Carnivoros
GOLPHS3 | Ursus arctos horribilis Osos gris XP_026362541 Carnivoros
Ailuropoda
GOLPH3 melanoleuca Panda gigante ENSAMEGO00000026105| Carnivoros
GOLPH3 | Pteropus vampyrus Zorro volador ENSP VAG00000004773| Quirdpteros
ENSM
GOLPH3 Myotis lucifugus Murciélago pequefio LUG00000007410 Quirépteros
GOLPH3 Myotis myotis Murciélago ratonero XP_036166234 Quirdpteros
GOLPHS3 Eptesicus fuscus Murciélago moreno XP_008160017 Quirépteros
GOLPHS3 | Sturnira hondurensis |Murciélago de charreteras XP_036919022 Quirépteros
Rhinolophus Murciélago grande de
GOLPH3 ferrumequinum herradura XP_032966622 Quirdpteros
GOLPH3 | Camelus dromedarius Camello arébigo XP_031299510 Artiodactilo
ENSCWAGO0000000016
GOLPH3 | Catagonus wagneri Jabali 6 Artiodactilo
GOLPHS3 Bos taurus Vaca ENSBTAG00000032848| Artiodactilo
GOLPHS3 Capra hircus Cabra ENSCHIG00000003544 | Artiod4ctilo
GOLPHS3 Sus scrofa Cerdo ENSSSCGO00000031705(| Artiodactilo
ENSM
GOLPHS3 | Moschus moschiferus Ciervo MSG00000014988 Artiodactilo
Cervus hanglu
GOLPH3 yarkandensis Ciervo yarkand ENSCHYG00000026387| Artiodactilo
Odocoileus virginianus
GOLPH3 texanus Venado de cola blanca XP_020764333 Artiodactilo
GOLPH3 Ovis aries Oveja XP_004017118 Artiodactilo
GOLPH3 Bubalus bubalis Bufalo de agua XP_006055870 Artiodactilo
Bos indicus x Bos
GOLPHS3 taurus Cruce XP_027375798 Artiodactilo




GOLPHS3 Bos indicus Cebu XP_019838332 Artiodactilo
GOLPH3 Vicugna paco Alpaca XP_006199703 Artiodactilo
GOLPH3 Camelus ferus Camello salvaje XP_032326511 Artiodactilo
GOLPHS3 |Dasypus novemcinctus Armadillo XP_023442149 Xenarthra
GOLPHS3 | Choloepus didactylus Perezoso XP_037655138 Xenarthra
GOLPHS3 Equus caballus Caballo XP_001500663 Perisodactilo
Ceratotherium simum
GOLPH3 simum Rinoceronte blanco XP_004422758 Perisodactilo
GOLPHS3 Equus asinus Burro XP_014721805 Perisodéctilo
GOLPH3 | Loxodonta africana Elefante XP_003407956 Afrotheria
GOLPHS3 | Chrysochloros asiatica Cape golden mile XP_006873563 Afrotheria
GOLPHS3 | Orycteropus afer afer Cerdo hormiguero XP_007949797 Afrotheria
GOLPHS3 Vombatus ursinus Wonbat ENSVURG00010004728| Marsupiales
Monodelphis
GOLPH3 domestica Colicorto gris XP_007487565 Marsupiales
GOLPH3 Sarcophilus harrisii Demonio de Tazmania XP_031801744 Marsupiales
GOLPHS3 |Phascolarctos cinereus Koala XP_020850833 Marsupiales
GOLPHS3 | Trichosurus vulpecula Zarigleya XP_036625171 Marsupiales
Ornithorhynchus ENSOANTO00000075599.
GOLPHS3 anatinus Ornitorrinco 1 Monotrema
Tachyglossus
GOLPH3 aculeatus Equidna de hocico XP_038599429 Monotrema
Trichechus manatus
GOLPHS3 latirostris Manaties XP_004385280 Sirenios

Realizado por: Galarza, 2022




