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ABREVIATURAS

ADN - Acido desoxirribonucleico

BSA — Albumina de suero bovino

CM — Medio de cultivo completo

CM-LEU — Medio de cultivo completo sin leucina
CM-URA — Medio de cultivo completo sin uracilo
CM-URA-LEU — Medio de cultivo completo sin
uracilo y leucina

CV —volumen de columna

dNTPs — desoxirribonucledtidos trifosfato

DAB - Diaminobencidina

DTT - Ditiotreitol

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

EGFP — Variante de la proteina verde fluorescente
FOA - Acido 5-fluoroorético

5-FUMP - 5-fluorouridina monofosfato

°C — Grados centigrados

GST — Glutatidén S-transferasa

HCI - Acido clorhidrico

HMG — Dominio grupo de alta movilidad

IDRs- Regiones intrinsecamente desordenadas
IPTG — Isopropil B-D tiogalactopirandsido

A - Longitud de onda

L - Litro

LB — Medio de cultivo Luria-Bertani

LBA — Medio Luria-Bertani con ampicilina

M — Molar

mg — miligramos

mL — mililitros

mM - milimolar

Hg — microgramos

puL — microlitros

UM - micromolar

nm — nanémetros

ODeoo — Densidad dptica a 600 nm

OMS - Organizacién Mundial de la Salud
ORF - Pauta abierta de lectura

PBST — Tampon fosfato salino con Tween 20
PCR — Reaccidn cadena de la polimerasa
PEG3350 - Polietilenglicol 3350

PFD - Dominio formador de priones

pH — Potencial de Hidrégeno

PMSF - Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
rpm - revoluciones por minuto

SDS-PAGE — Electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sddico

TAE — Tris-Acetato-EDTA

TCEP - Tris(2-carboxietil) fosfina

TE — Tris-EDTA

ThT —Tioflavina T

Tris HCI — Tris hidroclorido

V - Voltios

YNB - Base nitrogenada para levaduras

YPD - Extracto de levadura con peptonay
dextrosa






RESUMEN
Los priones son isoformas de proteinas, que presentan un caracter infeccioso y que se generan

debido a un plegamiento anormal y un proceso de agregacion de estas. Son los agentes que
provocan enfermedades neurodegenerativas como la encefalopatia espongiforme bovina,
también denominada “mal de las vacas locas”, que produjo considerables pérdidas en la industria
ganadera europea. A pesar de que la normativa establecida por la Comisién Europea permitié una
notable reduccién de casos, todavia se descubren formas de transmision no descritas
anteriormente, que han hecho que los priones sean objeto de numerosas investigaciones, en las
gue se emplean levaduras como organismo modelo debido a las ventajas que proporcionan. Los
priones presentan una conformacidn estructural amiloide como resultado de un fendmeno de
agregacion proteica, que es mas frecuente en aquellas proteinas con regiones intrinsecamente
desordenadas ricas en aminodcidos polares como glutamina y alanina. En el presente trabajo, se
analizd la posible formacién de amiloides y el comportamiento como prion de la proteina Ixrl de
la levadura Kluyveromyces lactis. Para ello, se clonaron y purificaron diferentes regiones de la
proteina en cuestion para llevar a cabo ensayos de formacién de amiloides in vitro y analizar el
comportamiento de las mismas a través de ensayos in vivo. Los resultados obtenidos sugieren que
la regidn IQA es capaz de formar amiloides in vitro. No obstante, los agregados formados en
ensayos in vivo no muestran resistencia a condiciones semidesnaturalizantes en presencia de SDS.

Palabras clave: priones, levaduras, amiloides, agregacion proteica, Ixrl, regiones intrinsecamente
desordenadas.

RESUMO
Os prions son isoformas de proteinas, que presentan un cardcter infeccioso e que se xeran debido

a un plegamiento anormal e un proceso de agregacidon destas. Son os axentes que provocan
enfermedades neurodexenerativas como a encefalopatia esponxiforme bovina, tamén
denominada “mal das vacas tolas”, que produciu considerables perdas na industria gandeira
europea. A pesar de que a normativa establecida pola Comisidon Europea permitiu unha notable
reducion de casos, ainda se descobren formas de transmisién non descritas anteriormente, que
fixeron que os priéns sexan obxecto de numerosas investigacidns, nas que se empregan lévedos
como organismo modelo debido as vantaxes que proporcionan. Os pridns presentan unha
conformacidn estrutural amiloide como resultado dun fenédmeno de agregacion proteica, que é
mais frecuente naquelas proteinas con rexiéns intrinsecamente desordeadas ricas en aminodcidos
polares como glutamina e alanina. No presente traballo, analizouse a posible formacién de
amiloides e o comportamento como prion da proteina Ixrl do lévedo Kluyveromyces lactis. Para
iso, clonaronse e purificaironse diferentes rexidons da proteina en cuestidon para levar a cabo
ensaios de formaciéon de amiloides in vitro e analizar o comportamento das mesmas a través de
ensaios in vivo. Os resultados obtidos suxiren que a rexidon IQA é capaz de formar amiloides in
vitro. Con todo, os agregados formados en ensaios in vivo non mostraron resistencia a condicidns
semidesnaturalizantes en presenza de SDS.

Palabras crave: prions, lévedos, amiloides, agregacidon proteica, Ixrl, rexiéns intrinsecamente
desordeadas.



ABSTRACT
Prions are isoforms of proteins, which have an infectious behaviour and are generated due to

abnormal folding and an aggregation process of these. They are the agents that cause
neurodegenerative diseases such as bovine spongiform encephalopathy, also called "mad cow
disease", which produced considerable losses in the European livestock industry. Despite the fact
that the regulatory statements established by the European Commission allowed a notable
reduction in cases, transmission forms not previously described are still discovered, which have
made prions the subject of numerous investigations, and in which yeasts are used as a model
organism due to the advantages they provide. Prions have a structural conformation of amyloids
as a result of protein aggregation, which is more frequent in those proteins with intrinsically
disordered regions rich in polar amino acids such as glutamine and alanine. In the present work,
the possible formation of amyloids and the behavior as a prion of the Ixrl protein of the yeast
Kluyveromyces lactis were analyzed. To do this, different regions of the protein in question were
cloned and purified to carry out in vitro amyloid formation assays and to analyze their behavior
through in vivo assays. The results obtained suggest that the IQA region is capable of forming
amyloids in vitro. However, the aggregates formed in the in vivo tests do not show resistance to
semi-denaturing conditions in the presence of SDS.

Key words: prions, yeasts, amyloids, protein aggregation, Ixrl, intrinsically disordered regions.
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INTRODUCCION

El término pridn, acuiiado por Stanley B. Prusiner, hace referencia a isoformas de proteinas,
capaces de autorreplicarse y de naturaleza infecciosa (Chernova, Chernoff, & Wilkinson, 2019),
gue surgen como resultado de un plegamiento
anormal y de un proceso de agregacidon en las
mismas (D’Argenio & Sarnataro, 2019). Son los
agentes causantes de enfermedades
neurodegenerativas como la encefalopatia
espongiforme bovina y la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob en humanos (Yamaguchi &
Kuwata, 2018) (Houston & Andréoletti, 2019). Estas
se deben a que la proteina PrP¢, que se ubica en la
membrana celular de las neuronas a través del
glicosilfosfatidilinositol y se expresa principalmente
en tejido nervioso y linfatico, sufre un cambio
conformacional, generdndose una isoforma Prp>

pridnica (Figura 1) resistente a la protedlisis, capaz

Figura 1. (a) Modelo de estructura terciaria de
de reclutar a las demdas proteinas PrP¢,  PrP*, que contiene cuatro ldminas beta y dos
hélices alfa. (b) Modelo de estructura terciaria

R de PrP% que contiene cuatro hélices alfa
tejido cerebral como agregados en forma de placas  (Huang, Prusiner, & Cohen, 1996).

(Makarava et al., 2011).

transformandolas en PrP> y que se acumula en el

Los priones representaron un desafio para la medicina, pues se trataba de un agente infeccioso
sin caracterizar. La encefalopatia espongiforme bovina, conocida comidnmente como “mal de las
vacas locas” provocé grandes pérdidas en la industria ganadera europea, asi como un impacto
social, desde que surgié en 1986 en Reino Unido (Sigurdson, 2016). Posee un periodo de
incubacién de entre 3 meses y 2 afios, siendo los sintomas mds comunes la falta de coordinacién
motora en las extremidades, un comportamiento inusualmente nervioso o agresivo y la pérdida
considerable de peso corporal. Las investigaciones realizadas determinaron que las harinas de
carne y hueso procedentes de bovinos empleadas como piensos, eran el vehiculo para la
transmisién (Ferreira et al., 2019). En consecuencia, la regulacién (EC) 99:2001 establecié la
prohibicién de estas harinas para la alimentacién del ganado, asi como la realizacidn, en la mayor
brevedad posible, de observaciones al microscopio y ensayos inmunohistoquimicos de tejido
cerebral (Figura 2) de aquellos ejemplares que presentasen sintomas caracteristicos.

La ingesta de carne procedente de ganado bovino que presentaba encefalopatia espongiforme
transmisible produce la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en humanos, la cual también puede
tener un origen esporddico, del que se da un caso por millon de habitantes (Houston &
Andréoletti, 2019). La sintomatologia consiste en la pérdida de audicién y de vision, demencia y
convulsiones, y suele incidir principalmente en personas con edades superiores a los 60-70 afios
(Houston & Andréoletti, 2019). En la actualidad, el nimero de casos con esta enfermedad se han
reducido de manera drastica debido al cumplimiento de la normativa y de los protocolos de los



diferentes paises para el control de la encefalopatia espongiforme transmisible en ganado bovino.
Sin embargo, todavia se descubren nuevas formas de transmisidn, como a través de injertos de
hueso bovino empleado en cirugia oral (Kim, Nowzari, & Rich, 2013) o el uso de material
guirurgico como electrodos que no se han esterilizado segun el protocolo establecido por la OMS
en cirugias cerebrales (Hochmann, Coelho, & Salamano, 2012).
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Figura 2. (Izquierda) Imagen a microscopio en la que se aprecia el aspecto espongiforme en materia gris cerebral de
un ejemplar bovino que padece la encefalopatia espongiforme transmisible. (Derecha) Ensayo inmunohistoquimico en
el que se observan placas cerebrales generadas por PrP*¢ (Seurberlich, Heim & Zurbriggen, 2010)

Es por ello que los priones han sido objeto de intensas investigaciones en las ultimas décadas.
En este sentido, es muy frecuente el uso de levaduras como organismo modelo util para el estudio
de los mecanismos de formacion, propagacién y para su tratamiento. Se trata de un organismo
unicelular eucariota que presenta fendmenos de formacidn de priones de forma natural, ademas
de poseer propiedades bioldgicas muy ventajosas, como tiempos de duplicacion celular bajos,
bajos costes de cultivo y facilidad a la hora de manejar y modificar su genoma (Chernova et al.,
2019). [PSI*] es el prién mejor caracterizado de levaduras. Es la isoforma agregada de la proteina
Sup35, una proteina esencial en levaduras que, junto con Sup45, constituyen el complejo de
terminacion de la traduccidn. Sup35 posee una regién globular carboxilo terminal imprescindible
para llevar a cabo su funcion en la terminaciéon de la traduccion, una region intermedia con
abundantes residuos con carga como lisinas y un dominio amino terminal rico en glutaminas
necesario para el mantenimiento de [PSI*] (Figura 3a). La formacion de [PSI*] se ve facilitada por
diversas condiciones como una incubacion prolongada a baja temperatura, estrés por calor, estrés
osmotico y oxidativo (Figura 3b) (Chernova et al., 2019).

Figura 3. (a) Regiones de

Sup35: Amino terminal (1-

123; rojo), intermedia (a)

(124-254; azul) y carboxilo ¢ o0 Hﬁ“ ssls
terminal (255-686; verde). N M C

A la derecha se muestra el
simbolo para la
representacion de Sup35
en su forma soluble. (b)
Representacién del factor
Sup35 en su forma soluble
y en la forma pridnica
[PSI*] (Esquema
modificado  de Lyke,
Dorweiler, & Manogaran,
2019).




La conversidon a la forma pridnica por parte de Sup35 hace

que se altere la terminaciéon de la traduccidén, como [PRION] [nrlon]

consecuencia de una reduccién en los niveles de proteina

funcional disponible. Esto da lugar a una lectura menos
frecuente de los codones de terminacion por parte de los
ribosomas durante el proceso de traduccion, de multitud de
genes involucrados en diversos procesos celulares, generdndose

una alteracidon de la expresidon génica, que trae consigo una

variedad de fenotipos dominantes que se transmiten por via

citoplasmatica siguiendo un patrdon de herencia no mendeliano

(Figura 4) (Odani et al., 2015). De esta forma, las levaduras ‘
a

amplian sus mecanismos y vias de variabilidad fenotipica,
mejorando notablemente la respuesta frente a cambios en el [FRICHE] & [prir] =59
ambiente y su supervivencia (Liebman & Chernoff, 2012; . )

Figura 4. Transmisidn de priones
Chernova, Chernoff, & Wilkinson, 2017). en levaduras. El cruce de células

La agregaciéon que sufren la mayoria de las proteinas [PSIl y [psi] da como resultado un
diploide [PSI*], que sufre meiosis,
generando cuatro esporas, todas
amiloide (Liberta et al., 2019). Los amiloides se caracterizan ellas [PSI*] (Li & Kowal, 2012).

prionogénicas da lugar a una conformacidn estructural de tipo

por ser un tipo de agregacidon insoluble pero ordenada de

proteinas, con regiones intrinsecamente desordenadas carentes de un plegamiento definido (Lee
& Terentiev, 2017). Su formacién implica una reordenacidn estructural del estado nativo de las
mismas, en una conformacion rica en ldminas beta (Figura 5) (Biza et al., 2017). Estas laminas beta
se disponen de manera paralela al eje de crecimiento de cada fibrilla amiloide, mientras que las
hebras beta lo hacen perpendicularmente (Kumar & Udgaonkar, 2010). Los puentes de hidrégeno
formados a lo largo del eje de la fibrilla entre las [dminas beta, otorgan una gran estabilidad a los
amiloides (Alberti, Halfmann, King, Kapila, & Lindquist, 2009; Sawaya et al., 2007).
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Figura 5. (a) Micrografia de crio-microscopia electrénica indicando fibrillas amiloides con diferentes morfologias | y II.
(b) Vista lateral de una fibrilla amiloide. (c) Seccién transversal de una fibrilla amiloide. (d) Vista lateral de una regidn
de una fibrilla amiloide en la que se observan las laminas beta altamente ordenadas unidas mediante puentes de
Hidrégeno establecidos (Modificado de Kollmer et al., 2019).

La agregacion de proteinas se genera en condiciones fisiolégicas normales en respuesta a
condiciones de estrés, como temperaturas elevadas, presencia de metales pesados y estrés
oxidativo, que afectan a la homeostasis y al plegamiento de las mismas (Muttathukattil & Reddy,



2016). Las proteinas que contienen regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) son mas
propensas a la agregacién (Breydo & Uversky, 2011). Los segmentos propensos a la agregacién
tienden a estar encerrados en la proteina nativa, mientras que en condiciones de estrés estos
guedan expuestos y facilitan el proceso de agregacion. La flexibilidad conformacional, una mayor
superficie de interaccion y la elevada especificidad que presentan las IDRs (Huang & Liu, 2009),
hacen que estén implicadas en numerosos procesos bioldgicos como la regulacion de la
transcripcién y del ciclo celular, sefializacién celular, reconocimiento molecular y ensamblaje de
complejos proteicos. De hecho, se ha estimado que aproximadamente el 40% de las proteinas de
eucariotas contienen regiones intrinsecamente desordenadas de mds de 30 aminoacidos (Holt,
Raynes, & Carver, 2019).

Ixrl (Intranstrand cross (X)-link recognition 1), es una proteina de levaduras, que contiene dos
regiones ricas en residuos de glutamina y alanina y dos dominios HMG de unidn al ADN dispuestos
en tdndem, que interaccionan con el surco menor (Vizoso-Vazquez et al., 2012). Ixrl reconoce y se
une de manera especifica a los aductos covalentes formados por el fdrmaco antitumoral cisplatino
(cis-diaminodicloroplatino (1)) con el ADN (Figura 6), bloqueando la reparacién por escision de los
mismos y produciendo, en consecuencia, la muerte celular (McA'Nulty & Lippard, 1996; Fedorov,
Kovaltzova, Peshekhonov, & Korolev, 2010).

L “sﬁ":‘_/c:w —
SNSPE Bloqueo de maquinaria de
‘..:Si ¥ A reparacion

Aducto de cisplatino = Unién Ixrl-aducto === Complejo estable Ixrl-aducto
Figura 6. Modelo de union de Ixrl a los aductos formados por el cisplatino, a través de los dominios HMG. Se forma un
complejo estable que impide el acceso de la maquinaria de reparacion del ADN (Modificado de Vizoso-Vazquez et al.,
2017).

A Figura 7. Citotoxicidad del cisplatino en cepas wild type (0) y mutante ixrl
(¢) de S. cerevisiae. El porcentaje de supervivencia en el rango de
concentraciones de 0.3-0.9 mM de cisplatino es superior en la cepa
mutante ixrl (Fedorov et al., 2010).

Esta modulacion de la citotoxicidad del farmaco se ha

-
o

comprobado con el empleo de cepas mutantes de
Saccharomyces cerevisiae, en las cuales se suprimio el gen que

Percent survival

—
T

codifica para Ixrl, y se observé una mayor resistencia al fdrmaco
debido a la reparacion de los aductos por parte del complejo de
reparacion por escisién (Figura 7) (Fedorov et al., 2010). Ademas,
el cisplatino reduce la disponibilidad de Ixr1 para la regulacién de
factores de transcripcion, como Afbl, Sfpl y Crfl, involucrados en el control de la sintesis y
ensamblaje de ribosomas, afectando en consecuencia a la viabilidad celular (Martin, Soulard, &
Hall, 2004; Cipollina et al., 2008; Vizoso-Vazquez et al., 2017; Fermi, Bosio, & Dieci, 2017).

En S. cerevisiae, Ixrl juega un papel importante en la regulacidén de la expresién de diversos

0.0 0.3 06 09 1.2
[cis-DDP] (mM)

genes hipdxicos en condiciones aerdbicas y en condiciones de hipoxia. Se ha descrito la existencia
de una regulacién cruzada entre Ixrl y el factor transcripcional Rox1, uno de los principales
moduladores de la respuesta celular a los niveles de oxigeno disponibles. En este sentido, la



expresion del gen IXR1 se encuentra reprimida por Rox1 (Castro-Prego et al., 2009), mientras que
en condiciones de hipoxia, Ixrl reprime a Rox1 y permite la expresion de HEM13, que codifica para
la protoporfirindgeno oxidasa, involucrada en la sintesis de hemo (Fedorov et al., 2010). En ambas
condiciones, Ixrl regula la expresidon de TIR1, que es una manoproteina de la pared celular de la
familia Srplp / Tiplp de proteinas ricas en serina / alanina (Bourdineaud, de Sampaio, & Lauquin,
2000). Otras funciones desempeiadas por Ixrl son la regulacion de genes implicados en la
asimilacién del sulfato, produccion de a-cetoacidos, metabolismo de carbohidratos y respuesta al
estrés oxidativo (Vizoso-Vazquez et al., 2012), sintesis proteica a través del control en la formacidn
de la maquinaria ribosomal (Vizoso-Vazquez, Lamas-Maceiras, Gonzalez-Siso, & Cerdan, 2018), asi
como la expresion del gen que codifica para la ribonucleétido reductasa (Rnr), que cataliza la
sintesis de dNTPs y mantiene unos niveles adecuados de los mismos (Ros-Carrero et al., 2020).

Kluyveromyces lactis se ha convertido en las dos ultimas décadas en una alternativa de gran
utilidad al modelo eucariota clasico de S. cerevisiae para estudios relacionados con la respuesta a
condiciones de estrés oxidativo e hipoxia, asi como para diversas aplicaciones biotecnoldgicas
(Gonzélez-Siso, Garcia-Leiro, Tarrio, & Cerdan, 2009). Presenta un metabolismo preferentemente
respiratorio, incapaz de crecer en condiciones anaerdbicas y es Cabtree negativa, es decir, no es
capaz de llevar a cabo la fermentacién en condiciones aerdbicas (Gonzdalez-Siso et al., 2000;
Spohner, Schaum, Quitmann, & Czermak, 2016). Se trata de un género previo a la gran duplicacién
del genoma de levaduras (WGD, Whole Genome Duplication) del que derivé S. cerevisiae, con
duplicidad en muchos de sus genes que constituyen la base para muchas de sus caracteristicas,
entre ellas la capacidad de crecer en condiciones de anaerobiosis. A diferencia de S. cerevisiae,
Rox1l de K. lactis no actia como principal elemento regulador del regulén de respuesta y
adaptacion a los niveles de oxigeno. Por otro lado, no se ha reportado hasta la fecha ningln
trabajo que estudie el papel de Ixrl en K. lactis, tanto en su papel como regulador transcripcional
ni en sus capacidades de formar estructuras amiloides y comportamiento pridnico. Es por ello que
resulta de interés llevar a cabo el presente trabajo, que se va a centrar en realizar una primera
aproximacion experimental a las propiedades estructurales de Ixrl de K. lactis.

OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo principal estudiar la posible formacion de amiloides y el
comportamiento como pridn en la proteina Ixrl de la levadura K. lactis. Para ello, se establecieron
los siguientes objetivos concretos:

l. Realizacidon de ensayos in vitro para la clonacién y purificacién de distintas IDRs con
potencial de formar amiloides

[I.  Realizacién de ensayos in vivo que comprenden la sobreexpresion heterdloga de las
distintas IDRs en células de S. cerevisiae, asi como el analisis de su comportamiento
mediante microscopia fluorescente y ensayos de cito-transformacion.



MATERIAL Y METODOS

1. Cepas

1.1 Cepas de Saccharomyces cerevisiae
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2. Plasmidos

2.1 Plasmidos de levaduras
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la ORF de IXR1 mediante el sistema Gateway® de Invitrogen, y que permite fusionar en pauta con
el dominio regulador de Sup35 (aminoacidos 256-685) en su extremo carboxilo terminal.
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3. Medios de cultivo

Los medios utilizados en cultivos de levaduras y bacterias se esterilizaron en un autoclave
durante 20 minutos a 121 °Cy 1 atmdsfera de presién.

Para levaduras se utilizaron medios YPD y CM (Anexo |). También fueron necesarios medios
CM-URA, CM-LEU y CM-URA-LEU, que tienen la misma composicidn del CM, pero que carecen de
uracilo, de leucina y de ambos, respectivamente. Permite la seleccién de levaduras que contienen
el plasmido con el marcador de seleccién URA3 o LEU2, respectivamente. El YNB se afiade, en
condiciones de esterilidad, después del proceso de esterilizacion del medio.

Para bacterias se utilizd medio de cultivo Luria-Bertani (LB) (Anexo I). La suplementacidn con
ampicilina del medio LB (denominado LBA) se llevé a cabo a una concentracién de 100 ug/mL, que
se anade después de que el medio haya sido esterilizado, a partir de una solucién stock de 100
mg/mL. Este medio permite la seleccion de aquellas bacterias transformadas con los plasmidos
gue contienen el gen que confiere resistencia a la ampicilina (Amp").

4. Amplificacion de las IDRs de estudio de Ixr1

Se llevd a cabo la amplificacion de las IDRs de estudio de Ixrl de K. lactis mediante PCR con los
cebadores indicados en la Tabla 1, el molde YepLac195-KlIxrl, que contiene el gen IXR1 de K. lactis
(amablemente cedido por el Dr. Agustin Rico), y la polimerasa de alta fidelidad Phusion DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Se preparé la siguiente mezcla para la reaccién en tubos de
PCR de 0,2 mL: 10 pL de tampdn 5x HF (MgCl; 7,5 mM), 4 uL de mezcla de dNTPs, 2,5 plL de cada
cebador, 0,5 ulL de la polimerasa, 1 uL de molde y agua libre de DNAsa/RNAsa hasta un volumen
final de 50 pL. Posteriormente, en el termociclador T100™ Thermal Cycler (BioRad), se
programaron: un ciclo inicial de 3 minutos a 98 °C, 34 ciclos de una fase de desnaturalizacion a 98
°C de 10 segundos, una fase de hibridacion a 58 °C de 30 segundos y una fase de extensién a 72 °C
de 1 minuto, seguido de una fase de extensidon final a 72 °C de 5 minutos.



Cebadores

Secuencia

Amplificacion

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCgaaggagataacaaaATG

AJVV061f AATCTCAATAACCAAGGACATAGCGAAC Regidén N-term
AIVVO62r GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCACCTTGTTTCTTCAATT (ensayos in vivo)
CTTTACGTTTTGCGATAC
AIVVO35f GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCgaaggagataacaaaATG Regién IQA
CAGTTTAATCAAAGACAGCAGAATCAACCG (ensayos in vivo)
AIVVO36f GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCgaaggagataacaaaATG Regidén sQA
CAAGCGGCGCAGGCTCAGGCTCAGGC (ensayos in vivo)
AIVVO37r GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGACCATAATGCTGT Regiones IQA y sQA
TGCATGGAAGCATG (ensayos in vivo)
AIVVO59f GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAATCTCAATAAC
CAAGGACATAGCGAAC Regién N-term
AJVVO6Or GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAACCTTGTTTCTTCA (ensayos in vitro)
ATTCTTTACGTTTTGCGATAC
AJVV032f GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCAGTTTAATCAAAGA Regién IQA
CAGCAGAATCAACCG (ensayos in vitro)
AJVV033f GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCAAGCGGCGCAGGC Regién sQA
TCAGGCTCAGGC (ensayos in vitro)
AVVO034r GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACTGACCATAATGC Regiones QA y sQA
TGTTGCATGGAAGCATG (ensayos in vitro)

Tabla 1. Cebadores empleados para las PCR. Se indican el coddn de inicio (ATG) en verde, el coddn de parada (CTA)
en rojo, la secuencia Kozak en azul, las secuencias attB del sistema Gateway en cursiva y las secuencias de
hibridacion con el molde en negrita.

5. Insercion de las IDRs de estudio de Ixr1 en los plasmidos

Las diferentes IDRs de estudio de Ixrl amplificadas por PCR, se insertaron en los diferentes

pldsmidos descritos anteriormente: pAG415, pAG426, pDEST527 y pDEST565 mediante reacciones
de clonaje BP y LR (Invitrogen). La reaccion de clonaje BP catalizada por la BP Clonase Il
(Invitrogen) facilita la transferencia del producto de PCR flanqueado por sitios attB con un vector
donante que contiene sitios attP para generar una construccion de entrada con el inserto de
interés flanqueado por sitios attL (Figura 8). Para llevarla a cabo, en tubos de PCR de 0,2 mL, se
mezclaron 1 L del producto de PCR correspondiente (75-100 ng/uL), 1 uL de vector pDONR221™
(50 ng/uL) y 0,5 pL de BP Clonase Il Master Mix (Invitrogen). Se incubaron a 25 °C durante 3 horas
en un bloque térmico MWG-Biotech Primus 25 Thermal Cycler (MWG-Biotech). Posteriormente, se
procedié a la transformacion de células competentes One Shot OmniMAX™ 2-T1R de E. coli,
siguiendo el mismo protocolo indicado o recogido en el apartado 8.2 de transformacién de
bacterias. Para seleccionar las células transformadas con las construcciones de entrada
(pDONR221™), se emplearon placas con medio LB suplementado con Kanamicina (33 pg/mL) y se
incubaron a 37 °C durante 24 horas.
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Lo siguiente es la generacién de las construcciones que utilizaremos en nuestros estudios
mediante la reaccidon de clonaje LR, en la que se transfiere el inserto de interés a un plasmido de
destino con sitios attR, para dar lugar a un plasmido con el inserto de interés flanqueado por sitios
attB (Figura 9).

Figura 9. Esquema de attL aftL attR attR attB aftB
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Para ello, en tubos de PCR de 0,2 mL, se mezclaron 1 uL del plasmido pDONR221™ con los
correpondientes insertos de interés (50 ng/uL), 1 uL de pladsmido de destino (50 ng/uL) y 0,5 pL de
LR Clonase Il Master Mix (Invitrogen). Se incubaron en un bloque térmico MWG-Biotech Primus 25
Thermal Cycler (MWG-Biotech) a 25 °C durante 3 horas. A continuacion, se siguid el mismo
protocolo de transformacién de células competentes de la cepa One Shot” OmniMAX"™ 2-T1R, se
sembro en placas con medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C
durante 24 horas. En la Tabla 2, se recogen las construcciones generadas para el presente trabajo.

Tabla 2. Construcciones derivadas de los diferentes plasmidos empleados.

Construccion Plasmido

amp" cam' ori 2 um ori pBR322 ccdB-site ADH1-promoter Cterm-SUP35C
AG415ADH-N-term-SUP35C
PAGA15 erm-SUP35C | FU2 1xr1(1-316)

amp" cam' ori 2 um ori pBR322 ccdB-site ADH1-promoter Cterm-SUP35C

AG415ADH-IQA-SUP35C
PAGA15ADH-IQA-5UP35 LEU2 Ixr1(141-199)

amp" cam’ ori 2 um ori pBR322 ccdB-site ADH1-promoter Cterm-SUP35C
LEU2 Ixr1(161-199)

amp’ cam' ori 2 um ori pBR322 ccdB-site GAL1-promoter Cterm-EGFP URA3
N-term Ixr1(1-316)

amp’ cam" ori 2 um ori pBR322 ccdB-site GAL1-promoter Cterm-EGFP URA3
IQA Ixr1(141-199)

amp’ cam' ori 2 um ori pBR322 ccdB-site GAL1-promoter Cterm-EGFP URA3
sQA Ixr1(161-199)

amp’ cam" ori 2 um ori pBR322 ccdB-site GAL1-promoter Cterm-EGFP URA3

pAG415ADH-sQA-SUP35C

pPAG426GAL-N-term-EGFP

pAG426GAL-IQA-EGFP

pAG426GAL-sQA-EGFP

PAG426GAL-PrD2-EGFP

Ixr1(1-336)
amp’ cam" ori 2 um ori pBR322 ccdB-site GAL1-promoter Cterm-EGFP URA3
pAG426GAL-PrD3-EGFP Ixr1(1-200)
pDEST527-N-term amp' cam’ ori lacl-promoter 6xHis-Ixr1(1-316)
pDEST527-IQA amp' cam’ ori lacl-promoter 6xHis-Ixr1(141-199)
pDEST527-sQA amp' cam’ ori lacl-promoter 6xHis-Ixr1(161-199)
pDEST565-N-term amp' cam’ ori lacl-promoter 6xHis-GST-Ixr1(1-316)
pDEST565-IQA amp' cam’ ori lacl-promoter 6xHis-GST-Ixr1(141-199)
pDEST565-sQA amp" cam’ ori lacl-promoter 6xHis-GST-Ixr1(161-199)
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6. Obtencion de ADN plasmidico

Se llevé a cabo con el kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific). En
primer lugar, se tomd con un palillo masa de células OmniMAX One Shot 2-T1® sembradas en
placas Petri e incubadas a 37 °C durante 24 horas, se resuspendieron en 250 plL de solucién de
resuspension, Resuspension Solution, y se homogeneizé con un vértex. Se afadieron 250 uL de
tampodn de lisis, Lysis Buffer, y se mezclé por inversidn. Se afadieron 350 pL de la solucién de
neutralizacion, Neutralization Solution, y se mezclé por inversién. A continuacidn, se centrifugd en
la centrifuga Heraeus Biofuge pico (Heraeus) a 13.000 rpm durante 5 minutos y se pasé el
sobrenadante a unas columnas. De nuevo, se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto y se
descarté el eluido del tubo colector. Se anadieron 500 pL de solucidn de lavado, Wash Solution. Se
centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto y se descartd el eluido del tubo colector. Se afiadieron
500 pL de solucion de lavado, Wash Solution. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto y se
descarté el eluido del tubo colector. Posteriormente, se centrifugd a 13.000 rpm durante 2
minutos para retirar los restos de la soluciéon de lavado. Tras esto, se acoplaron las columnas a
nuevos tubos Eppendorf de 1,5 mL, los cuales se mantuvieron abiertos durante 2 minutos para
gue evaporasen los restos de etanol. Finalmente, se afadieron 40 uL de tampdn de elucidn,
Elution Buffer, a la membrana del interior de las columnas y se centrifugaron los Eppendorf con las
columnas acopladas a 13.000 rpm durante 2 minutos. Se conservaron a - 20 °C.

7. Cuantificacion del ADN plasmidico

Tras la extraccion de ADN plasmidico, se cuantificaron las muestras en un espectrofotémetro
Eppendorf BioPhotometer’ D30 (Eppendorf). Para ello, se afiadieron 3 pL de cada muestra en una
cubeta de metacrilato Eppendorf uCuvette® G1.0 (Eppendorf), se midié la absorbancia a 260 nm
(A260) y 280 nm (A280) para obtener la relacion de absorbancias A260/280. La aproximacion de
esta relacion a un valor superior a 1,8 significa que la pureza de la muestra es adecuada (Glasel,
1995).

8. Transformaciones

8.1 Levaduras

Una colonia aislada de cada cepa, YJW509 e YJW584, incubadas a 30 °C durante 48 horas en
placas con medio YPD, se inoculdé en 70 mL de YPD liquido y se incubd a 30 °C, con agitacion de
200 rpm durante 24 horas. Se midié la ODeoo Yy se iniciaron nuevos cultivos a la manana para que
se encontrasen en fase logaritmica en el momento de emplearlos. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron 10 mL de cultivo durante 5 minutos a 5.000 rpm en la centrifuga Nahita Centrifuge
Model 2690 (Nahita®). Se retiré el medio de cultivo y las células se resuspendieron en 1 mL de una
solucion con acetato de litio 0.9 M y TE 1X (Tris HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM). Por decantacion,
se transfirid el contenido a tubos Eppendorf de 1,5 mL estériles. Se centrifugaron durante 5
minutos a 5.000 rpm. Posteriormente, se retird la solucidén y se afladieron 700 plL de otra solucién
con PEG3350 al 5%, TE 1X, acetato de litio 0,9 M y 5 uL de ADN de salmdn a una concentracién de
10 mg/mL. Se afiadieron 2 pg de las construcciones obtenidas del plasmido pAG426GAL-ccdB-
EGFP para cada transformacién. Se incubaron a 30 °C durante 30 minutos y con agitacion de 300
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rpm. Tras este paso, se afiadieron 88 uL de Dymethyl sulfoxide Reagent Plus® (Sigma Aldrich) y se
sometieron a choque térmico a 42 °C durante 7 minutos en el bloque térmico Eppendorf
ThermoMixer® C (Eppendorf). Se centrifugaron durante 5 minutos a 5.000 rpm, se descartd el
sobrenadante, para a continuacién resuspenderlas en 1 mL de YPD. Se incubaron a 30 °C durante 2
horas con agitacion de 300 rpm para que tuviese lugar la recuperacién celular. Finalmente, se
sembraron las células en placas con medio selectivo CM-URA. Las placas se incubaron durante 48
horas a 30 °C.

8.2 Bacterias

Bajo condiciones de esterilidad, se incubaron 100 uL de las células competentes de BL21(DE3)
con 4 uL de las correspondientes construcciones obtenidas de los pldsmidos pDEST527 y
pDEST565, en hielo, durante 30 minutos en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Una vez transcurrido este
tiempo, se sometieron a un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y, de nuevo, se
incubaron en hielo durante 2 minutos. A continuacidn, se afiadid 1 mL de medio LB liquido y se
incubd durante 1 hora en agitacién a 37 °C para que tuviese lugar la recuperacion de las células. Se
centrifugd a 3.500 rpm durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Finalmente, las células
se resuspendieron en 150 pL de medio LB y se sembraron en placas selectivas con medio LB
suplementado con ampicilina para su posterior incubacidn a 37 °C durante 24 horas.

9. Estudio de la formacion de amiloides in vitro

9.1 Ensayos de expresion heteréloga en bacterias y comprobacién mediante Dot-
Blot

Se inocularon 20 mL de medio LB (Luria-Bertani) en matraces Erlenmeyer de 100 mL con
colonias aisladas de la cepa BL21(DE3) transformada con las construcciones derivadas de los
pldsmidos pDEST527 y pDEST565, se incubaron a 37 °C con agitacién de 250 rpm hasta que
alcanzaron una ODgoo de 0,8, para a continuacién inducir la expresidon mediante la adicién IPTG
1ImM. Se dejé expresando durante 3 horas, de nuevo, a 37 °C con agitacion de 250 rpm.
Posteriormente, se transfirié 1 mL a tubos Eppendorf de 1,5 mL para la realizacién del Dot-Blot, se
centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto, se retird el sobrenadante y se conservaron los pellets
celulares a -80 °C.

Los pellets celulares se resuspendieron en 500 pL de una mezcla de lisis (tampdn de lisis NZY
Bacterial Cell Lysis Buffer (NZYTech), DNAsa (2 mg/mL), lisozima (50 mg/mL)) y se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente y agitacién por inversidn. Tras separar fases por
centrifugacién a 13.000 rpm durante 5 minutos, se aplicaron directamente 5 uL del sobrenadante
a una membrana de nitrocelulosa Protran® (Whatman), que se incubd a 37 °C durante 5 minutos
para eliminar el exceso de humedad, y a continuacidn se bloqued en tampdn PBST (Tris HCI 1M pH
8, NaCl 4.8 M y Tween-20 0.1%) con BSA 5%; manteniéndose en agitacién orbital durante 30
minutos y temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se incubé con una dilucién
1:10000 de un anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce la etiqueta 6xHis y que estd
conjugado con peroxidasa de rdbano HRP (HRP-66005, ProteinTech) en tampdn PBST con BSA 5%,
a 37 °C durante 1 hora en agitacion orbital. Se realizaron tres lavados de la membrana en tampdn
PBST, de 5 minutos cada uno, en agitacidn orbital. Por ultimo, se reveldé la membrana mediante
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una reacciéon colorimétrica, empleando una solucion de revelado (Tris HCI 50 mM pH 7.6, DAB 2
mM, NiCl, 7 mM y H,0, 0.2% v/v). La captura de las imagenes mostradas se obtuvo mediante
digitalizacidn con el equipo Molecular Imager® Gel Doc XR y el software Image Lab™ (BioRad).

9.2 Purificacion de las IDRs clonadas de Ixr1 por cromatografia de afinidad

Las diferentes IDRs de Ixrl producidas a partir de las construcciones del plasmido pDEST527,
gue portan una cola de 6 histidinas consecutivas en el extremo amino terminal, fueron purificadas
mediante cromatografia de afinidad por unién a una resina de niquel HisPur™ Ni-NTA resin
(Thermo Scientific) empaquetada en columnas Econo-Pac Chromatography columns (BioRad). La
purificacién se realizé6 en condiciones desnaturalizantes, puesto que las IDRs no presentan un
plegamiento definido que requiera la preservacion de su estado nativo. Para ello, se
resuspendieron los pellet celulares conservados a -80 °C (provenientes de cultivos celulares de 1 L
en matraces Erlenmeyer de 2 L) en tampdn de lisis (hidrocloruro de guanidina 7 M, K;HPO4 100
mM pH 8, imidazol 5 mM, NaCl 300 mM, B-mercaptoetanol 5mM) y se mantuvieron en agitacién
circular constante, durante 1 hora y a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron en
una centrifuga Centrifuge 5804/5804R (Eppendorf) a 14.000 rpm durante 30 minutos y los
sobrenadantes se cargaron en las columnas, previamente equilibradas con el mismo tampdn de
lisis. Tras esto, se lavaron las columnas con 10 CV (volumenes de columna) del mismo tampdn. A
continuacion, se eluyeron las proteinas de interés con 2 mL de tampdn de elucién (urea 8 M,
NaOAc/HOAc 100 mM pH 4, B-mercaptoetanol 5 mM), se precipitaron mediante metanol-
cloroformo y se resuspendieron en 100 pL de tampdn de resuspension (hidrocloruro de guanidina
7 M, K;HPOs 100 mM pH 5, NaCl 300 mM, EDTA 5 mM, TCEP 5 mM). Se determinaron las
concentraciones de proteina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), midiendo la
absorbancia a 595 nm en el espectrofotémetro Eppendorf BioPhotometer’ D30 (Eppendorf) y
extrapolando los valores en una recta patréon realizada con BSA. Por dltimo, las muestras se
conservaron a 4 °C hasta el momento de su uso.

9.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante: SDS PAGE

Para comprobar si el proceso de purificacion de las diferentes IDRs de Ixrl ha tenido lugar
adecuadamente, se llevé a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-
PAGE) en un sistema Mini PROTEAN 3 Cell (BioRad), con un marcador de pesos moleculares como
referencia. Para ello, se prepard un gel separador con 10% de acrilamida, que separa las muestras
en funcién de su tamaifio molecular, y un gel concentrador con 5% de acrilamida, que concentra
las muestras en un unico frente de migracion. En tubos Eppendorf de 1,5 mL, se diluyeron las
muestras en tampon de carga 4X (Tris HCl pH 6.8 0.12 M, SDS 6%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol
15%, azul de bromofenol 0.0025%) y se incubaron a 100 °C durante 10 minutos para la
desnaturalizacion de las proteinas. Transcurrido este tiempo, se procedid a realizar la
electroforesis en tampdn de electroforesis (Tris HCl pH 8.3 0.02 M, Glicina 0.2 M, SDS 0.003 M)
manteniendo un voltaje constante de 150 V hasta que el frente alcanzé el final del gel. Una vez
concluida la electroforesis, los geles se tifieron con azul de Coomassie (BioRad) en acético 10%
durante 10 minutos en agitacion orbital. Posteriormente, se realizaron lavados con una solucién
de acético 10% para eliminar el exceso de colorante. La captura de las imagenes mostradas se
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obtuvo mediante digitalizacién con el equipo Molecular Imager® Gel Doc XR y el software Image
Lab™ (BioRad).

9.4 Ensayo fluorimétrico de la formacion de amiloides in vitro

Se investigd la capacidad de las diferentes IDRs de estudio de la proteina Ixrl de K. lactis para
formar amiloides mediante un ensayo basado en la fluorescencia emitida por la Tioflavina T (ThT).
Se calentaron las soluciones de las IDRs de Ixrl purificadas y resuspendidas en tampdn de
resuspensién (hidrocloruro de guanidina 7 M, KzHPO4 100 mM pH 5, NaCl 300 mM, EDTA 5 mM,
TCEP 5 mM) a 95 °C durante 5 minutos en bloque térmico, para una completa desnaturalizacién
de las mismas y favorecer asi el proceso de formacion de estructuras amiloides y posterior union
de ThT. A continuacidn, se mezclé cada proteina (concentracién final de 20 uM) con una solucidn
de ThT (concentracion final de 20 uM) en un volumen final de 125 pL con tampdn reconstituyente
(K2HPO45 mM pH 6.6, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, TCEP 2 mM) en una placa de 96 pocillos opacas
con fondo transparente (Corning) para medir la intensidad de fluorescencia de las muestras, con
una longitud de onda de excitacion de 450 nm y de emision de 480 nm durante 16 horas,
empleando un lector de placas Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (BioTek) (Vizoso-
Vazquez, 2015).

10. Estudio de la formacion de amiloides in vivo

10.1 Visualizacién de amiloides en microscopio de fluorescencia

Para visualizar la posible formacién de amiloides in vivo de las diferentes IDRs de estudio de la
proteina Ixrl, se hicieron indéculos de las cepas YJW509 e YJW584 transformadas con las
construcciones del pldasmido pAG426GAL-ccdB-EGFP, que contienen las diferentes IDRs de estudio
de la proteina Ixrl fusionadas a EGFP, en matraces Erlenmeyer con medio de cultivo CM-URA
suplementado con glucosa (control negativo) o galactosa. Se incubaron a 30 °C, en agitacién a 250
rpm durante 72 horas. Se observaron las muestras en un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse 50i (Nikon®) (filtro GFPHQ, EX: 455-485; DM: 495; BA: 500-545) tras 24, 48 y 72 horas de
crecimiento. Se tomaron imdgenes con una cdmara digital Sight DS-5M (Nikon®) y se procesaron
con el software NIS-Elements D v2.20 (Nikon®). Como control positivo de formacion de amiloides
in vivo, se emplearon las construcciones pAG426GAL-PrD2-EGFP y pAG426GAL-PrD3-EGFP, que
contienen las regiones PrD2 y PrD3 de la proteina Ixrl de S. cerevisiae fusionadas a EGFP (Vizoso-
Vazquez, 2015).

10.2 Extraccion de proteinas solubles totales

Se resuspendieron los pellets celulares de las cepas YJW509 e YJW584 transformadas con las
diferentes construcciones del plasmido pAG426GAL-ccdB-EGFP, en 400 ul de tampdn de lisis (Tris
HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 250 mM, EDTA 5mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, Benzamidina 1 mM y
Pepstatina 5 uM) y se llevd a cabo la lisis celular empleando perlas de vidrio mediante agitacion en
vortex durante 20 segundos, seguido de pausas breves en hielo (7 ciclos). Posteriormente, se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, tras lo cual, se transfirié el sobrenadante a
tubos Eppendorf de 1,5 mL, que se conservaron a -80 °C.
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10.3 Cuantificacidén de proteinas solubles totales

Se cuantifico la concentracion de proteinas totales empleando el método de Bradford (Bradford,
1976), con el fin de asegurarnos que la cantidad de muestra cargada en todos los carriles del gel
de poliacrilamida sea lo mas similar posible. Para ello, previamente, se hizo una recta patrén con
BSA (0, 1, 3, 5, 10 y 15 mg/mL). Se prepard una dilucidon 1/40 de las muestras y posteriormente se
afiadieron 200 uL de reactivo de Bradford (BioRad) tanto a estas como a las de BSA y se incubaron
a temperatura ambiente durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se leyé la absorbancia a
595 nm en el lector Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (BioTek), se construyd la
recta patrén hecha con BSA y se extrapolaron los valores de absorbancia de las muestras a través
de dicha recta para obtener los valores de concentracion.

10.4 Western Blot

Partiendo de los lisados celulares de las cepas YJW509 e YJ584, se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa semidesnaturalizante (SDD-AGE). Se ajustaron las concentraciones
de los lisados y se incubaron en tampdn de muestra 4X (TAE 2X, glicerol 20%, SDS 4%, azul de
bromofenol) a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se cargaron en un gel
de agarosa al 1.8%, en tampdn TAE 1X que contiene SDS al 0.1%, sometiéndose a un voltaje de 50
V durante el tiempo necesario hasta completar la electroforesis. Una vez completada, el gel se
transfirio a una membrana de fluoruro de polivinildeno, PVDF, previamente humedecida en
metanol y tampdn de transferencia (Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%) durante 30
segundos. Posteriormente, se realizé la transferencia con un voltaje constante de 300 mA durante
1 hora en el sistema Mini Trans-Blot Cell (BioRad). A continuacién, se bloqued la membrana en
tampon TBST 1X (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.2%) con BSA al 5%, en agitacidn, durante
1 hora y a temperatura ambiente, para posteriormente incubar en una dilucién del anticuerpo
primario 1gG de ratéon anti-eGFP (MA11952 — Thermo Fisher Scientific), de nuevo en BSA al 5% en
TBST 1X, en agitacién, durante 1 hora y media y a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se lavd la membrana tres veces con TBST 1X durante 10 minutos y se incubd en una
dilucién 1:5000 del anticuerpo secundario IgG-HRP de cabra anti-IgG de ratén conjugado con
peroxidasa de rdbano (HRP) (sc-2005 — Santa Cruz Biotechnology) en BSA al 5% en TBST 1X, a
temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente, se lavé la membrana tres veces con TBST 1X
durante 10 minutos y se reveld con el sustrato quimio-luminiscente Pierce ECL Plus (Thermo Fisher
Scientific). La captura de las imagenes mostradas se obtuvo mediante digitalizacién con el equipo
Molecular Imager® Gel Doc XR y el software Image Lab™ (BioRad).

11. Herramientas bioinformaticas

A partir de la secuencia de Ixrl de K. lactis obtenida en la base de datos NCBI (National Center
for Biotechnology Information), se empled el programa PSIPRED 4.0
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) para la prediccion de la estructura secundaria y presencia de
regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) y el programa IUPred 2 (https://iupred2a.elte.hu)
para complementar la prediccidon de regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) realizada con
PSIPRED 4.0.
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