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RESUMEN

El cancer de ovario presenta una tasa relativa de supervivencia a 5 afios de sélo el 30-40% como
consecuencia de su deteccién tardfa. El diagnéstico en etapas tempranas eleva la tasa de
supervivencia hasta mds del 90%. Por ello, desarrollar nuevas herramientas de deteccién precoz
supone un reto primordial y, con esta motivacién, se investigan interacciones HMGB1-IncRNAs
que puedan ser utiles como biomarcadores. HMGB1 es una proteina que se ha asociado
repetidamente con varios tipos de cdncer, incluido el de ovario. Los IncRNAs, transcritos no
codificantes de protefnas de mds de 200 nucleétidos con la capacidad de regular la expresién
génica a distintos niveles, se han visto desregulados en células tumorales ovdricas. Esto, junto
con su especificidad de tejido y etapa de desarrollo y la posibilidad de detectarse en fluidos
corporales, los convierte en buenos candidatos como nueva clase de biomarcadores. Ademads, la
estabilidad de los IncRNAs aumenta cuando forman complejos con proteinas. En el presente
trabajo, se realiza una primera aproximacién experimental a la capacidad de unién de HMGB1
al IncRNA BGas in vitro mediante las técnicas Ensayo de cambio de movilidad electroforética
(EMSA, del inglés Electrophoretic Movility shift Assay) y Anisotropia de fluorescencia (FA, del
inglés Fluorescence Anisotropy).

Palabras clave: cidncer de ovario; hHMGBI1; IncRNAs
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ABSTRACT

Ovarian cancer has a 5-year survival rate of only 30-40% as a consequence of late detection. Early
diagnosis raises the survival rate to more than 90%. Therefore, developing new tools for early
detection is a major challenge and, with this motivation, HMGB1-IncRNAs interactions that may
be useful as biomarkers are investigated. HMGB1 is a protein that has been repeatedly associated
with several types of cancer, including ovarian cancer. LncRNAs, non-coding transcripts of
proteins of more than 200 nucleotides with the ability to regulate gene expression at different
levels, are deregulated in ovarian tumor cells. This, together with their tissue and developmental
stage specificity and the possibility of being detected in body fluids, makes them good candidates
as a new class of biomarkers. In addition, the stability of IncRNAs increases when form
complexes with proteins. In the present work, a first experimental approach to the binding
capacity of HMGB1 to BGas IncRNA in vitro is performed using the Electrophoretic Mobility shift
Assay (EMSA) and Fluorescence Anisotropy (FA) techniques.

Key words: ovarian cancer; hHMGB1; IncRNAs
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer de ovario

El céncer de ovario es el octavo tipo de cdncer mds comun en mujeres. Se estima que se han
diagnosticado 314.000 casos nuevos y que han fallecido 207.200 personas a causa de esta
enfermedad en 2020 (Sung et al., 2021). En funcién del tipo de célula en la que se desarrolla, se
distingue entre cdncer de ovario germinal, estromal o epitelial, siendo este tiltimo el responsable
de mds del 90% de los casos. A su vez, dada la heterogeneidad histoldgica, el cdncer de ovario
epitelial se clasifica en cinco histotipos: seroso de alto grado (incidencia del 70%), seroso de bajo
grado (<5%), endometrioide (10%), celulas claras (10%) y mucinoso (3%). Las diferencias
histologicas estan asociadas a diferencias en el origen (puede originarse en otros tejidos
ginecologicos y afectar al ovario de forma secundaria), patogenia, alteraciones moleculares y
factores de riesgo genéticos y ambientales (Reid, Permuth and Sellers, 2017; Stewart, Ralyea and
Lockwood, 2019).

El principal reto frente al cdncer de ovario es conseguir una deteccién temprana. Generalmente,
se diagnostica en un estadio avanzado de la enfermedad, lo que conlleva una tasa relativa de
supervivencia a 5 afios de sélo el 30-40%. Se debe a que, siendo un tumor de caracter asintomdtico
durante su aparicién y desarrollo inicial, no se dispone de métodos eficaces de deteccién precoz.
La clara ventaja que supone el diagnéstico en una etapa temprana, cuando el tumor atn estd
localizado en los ovarios, se refleja en un aumento de la tasa hasta el 92% (Reid, Permuth and
Sellers, 2017). Por ello, existe una necesidad urgente de descubrir biomarcadores que superen a
los actuales basados en proteinas y, en este sentido, se postulan prometedores paneles de
biomarcadores que combinen proteinas con dcidos nucleicos (Ueland, 2017).

1.2. ARN largos no codificantes (IncRNAs)

Con la llegada de las nuevas tecnologias de secuenciacién se ha revelado que, a diferencia de lo
que se habia asumido, la mayor parte del genoma es transcrito a ARNs que no codifican proteinas
(ARNSs no codificantes) (Mattick, 2011). Los ARN largos no codificantes (IncRNAs, por sus siglas
en inglés Long non-coding RNAs) son aquellos transcritos que se presume que no codifican
protefnas que tienen una longitud superior a 200 nucleétidos. Inicialmente eran considerados
como "ruido transcripcional”, pero multitud de estudios han demostrado que tienen un papel
crucial en la regulacién de la expresion génica a distintos niveles (transcripcional, post-
transcripcional, traduccional y post-traduccional), siendo en muchos casos fundamental su
interaccién con proteinas (Wang and Chang, 2011; Mercer and Mattick, 2013; Yang ef al., 2018).

Se ha demostrado que los IncRNA son factores clave en el origen y desarrollo de diversos tipos
de céncer, pudiendo actuar como promotores o supresores tumorales (Huarte, 2015; Nandwani,
Rathore and Datta, 2021). La expresion diferencial de IncRNAs en células tumorales suscité su
enorme interés como nueva clase de biomarcadores de céncer, que se vio acentuado al descubrir
que exhiben una alta especificidad de tejido y de etapa de desarrollo y son facilmente detectables
en fluidos corporales (Bolha, Ravnik-Glava¢ and Glavag¢, 2017; Gutschner et al., 2018).
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Concretamente en el contexto del cdncer de ovario, se ha descrito la asociacién entre la
desregulacién de varios IncRNAs y diversos procesos como la proliferacién, crecimiento
tumoral, control del ciclo celular, apoposis, migracién, invasién, metdstasis y angiogénesis.
Ademds, se ha correlacionado dicha expresion aberrante con pardmetros clinicopatolégicos (el
subtipos histoldgicos, la estadificacién, el tamafio del tumor o la metéstasis), asi como con la
supervivencia de los pacientes. Todo ello apoya su gran potencial como biomarcadores
especificos de cdncer de ovario (Wang, Lu and Chen, 2019; Salamini-Montemurri et al., 2020).

1.3. Proteina HMGB1

La proteina humana HMGBI, perteneciente a la familia High Mobility Group Box (HMGB), estd
compuesta por 215 residuos aminoacidicos y se caracteriza por presentar dos dominios de unién
a ADN en tdindem, HMG box-A (aa 1-79) y HMG box-B (aa 89-163), y una cola acidica C-terminal
(aa 186-215) (Figura 1) (Ugrinova and Pasheva, 2017).

A )% H.N—] BOX A — BOX B —— C-TAL —COOH
=
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el 1 cz:’ CI5 79 89 CIDG 163 186 215

Figura 1. Esquema de la estructura de HMGBI. Contiene dos dominios HMG de unién a ADN, formados
por tres a-hélices plegadas dando una caracteristica forma de L, y una cola C-terminal, consistente en una
sucesiéon consecutiva de glutamato y aspartato con una estructura extendida y flexible. Presenta tres
residuos de cistefna susceptibles a redox.

HMGBI fue descubierta por primera vez en el nticleo y se ha descrito convencionalmente como
proteina cromosémica no histona, pero también se localiza en el citoplasma y en el medio
extracelular. Se trata de una protefna multifuncional, que en el nticleo participa en procesos como
la estabilidad gendmica, la transcripcién y la reparacién de ADN, en el citoplasma promueve la
autofagia y limita la apoptosis, y en una localizacién extracelular acttia como alarmina de
sefializacion al dafio. Su liberacién al medio extracelular puede producirse mediante la secreciéon
activa por células inmunes estimuladas o la secrecién pasiva por células necréticas. Ademds de
depender de la ubicacién, su actividad bioldgica estd regulada por las modificaciones
postraduccionales y el estado redox de los residuos de cisteina (Barreiro-Alonso et al., 2016;
Ugrinova and Pasheva, 2017).

La sobreexpresion de HMGBI estd fuertemente asociada con los sellos distintivos del cancer
(Hallmarks of cancer, en inglés) en distintos tipos de cdncer, entre los que se incluye el de ovario
(Tang et al., 2010; Ranzato, Martinotti and Patrone, 2015; Barreiro-Alonso ef al., 2016). De hecho,
HMGBI se ha propuesto repetidamente como un biomarcador de diagnéstico y prondstico del
céncer de ovario (Lee and Song, 2013; Wang et al., 2015; Paek et al., 2016; Machado et al., 2017) .

Por otra parte, cabe destacar que, si bien HMGBI1 es una proteina bien establecida como proteina
de unién a ADN, un ntimero creciente de estudios revela su capacidad para interaccionar con
distintos tipos de ARN (Bell et al., 2008; Yanai et al., 2009; Castello et al., 2016; Sofiadis et al., 2021),
incluidos IncRNAs (Saayman et al., 2016; Ma et al., 2017). Profundizar en su novedoso papel como
proteina de unién a ARN es fundamental para ampliar el conocimiento sobre sus mecanismos
moleculares e implicaciones fisiolégicas y patoldgicas.
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1.4. Interacciones HMGB1-IncRNAs asociados al cancer de ovario

Conocer las interacciones de una protefna asociada a una enfermedad proporciona una
herramienta valiosa para comprender los mecanismos moleculares de patogéneiss y determinar
nuevos biomarcadores. Particularmente en el caso de HMGBI1 con relacién al cdncer de ovario,
es de gran relevancia la identificacién de sus interacciones especificas en un contexto ovdrico,
teniendo en cuenta que es una proteina con multiples funciones involucrada en otras muchas
enfermedades (Ugrinova and Pasheva, 2017). Por otra parte, se ha visto que los IncRNAs son
moléculas implicadas en el cdncer de ovario, y numerosos estudios subrayan que la formacién
de complejos con proteinas es fundamental en términos de mejora de su estabilidad y desarrollo
de sus funciones (Salamini-Montemurri et al., 2020). Por tanto, la investigacioén de interacciones
HMGB1-IncRNAs asociadas a cdncer de ovario puede ser til en la btisqueda de nuevos
biomarcadores, y a su vez podria permitir el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas.

Saayman y col. (2016) identificaron un IncRNA antisentido de 240 pb localizado en el intrén 11
del gen CFTR, designado como BGas (BG213071), que contribuye a la patogénesis de la fibrosis
quistica a través de la regulacién transcripcional de CFTR. Por otra parte, a partir de un
experimento tipo pull-down en células CFPAC-1 en el que utilizaron BGas como cebo,
encontraron su asociacion con HMGBI1 y otras proteinas del grupo de alta movilidad. Por ello,
han propuesto que el IncRNA BGas interactda con estas proteinas para reclutarlas en el locus
CFIR, donde acttian como remodeladoras de la cromatina causando la interrupcién de la
actividad de la RNA polimerasa II (Saayman et al., 2016). Se postula que BGas puede estar
implicado a su vez en la regulacién de otros genes a través de su interaccién con HMGB1, no
obstante, por ahora se desconoce si es directa 0 mediada por otra moléculas.

En el presente trabajo se llevé a cabo un estudio preliminar in vitro de la interaccién entre HMGB1
y el IncRNA BGas, con el que se inicié la puesta a punto de una metodologia dirigida a la
caracterizacién funcional y estructural de interacciones HMGB1-IncRNAs.
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2. OBJETIVOS

El presente Trabajo de Fin de Grado, desarrollado en el grupo EXPRELA (Regulacién de la
expresion génica y aplicaciones), tiene como objetivos principales determinar la capacidad de
HMGBI para unirse al IncRNA BGas in vitro y analizar la implicacién de los dominios HMG-
box (comparando la interaccién de la proteina de longitud completa, del didominio HMG-box y
de los dominios individuales HMG-boxA y HMG-BoxB). Referido a los objetivos especificos, se
propone:

= Obtener la proteina HMGB1 de longitud completa, los dos dominios HMG-box en
tindem (tindem-AB) y los dominios individuales HMG-boxA y HMG-boxB. En el
proceso de produccién de las proteinas recombinantes se incluyen las etapas de clonaje,
sobreexpresién heteréloga y purificacion.

= Obtener el IncRNA BGas sin marcar y marcado con fluorescencia. Para ello se realiza
el clonaje, la transcripcién in vitro, la purificaciéon del ARN y su marcaje fluorescente.

= Analizar las interacciones proteina-IncRNA in vitro mediante las técnicas Ensayo de
cambio de movilidad electroforética (EMSA, del inglés Electrophoretic Movility shift Assay)
y Anisotropia de fluorescencia (FA, del inglés Fluorescence Anisotropy).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material bioldgico
3.1.1. Cepas bacterianas

Para la propagacién de pldasmidos se utilizé la cepa de E. coli ECOS™ Blue [XL1-Blue] de
YEASTERN Biotech (recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proABlaclqZDM15
Tn10 (TetR)]).

Para el clonaje mediante la tecnologia Gateway® (Thermo Fisher Scientific) se utiliz6 la cepa de
E. coli One Shot™ OmniMAX™ 2 TIRde Thermo Fisher Scientific (F~
{proAB laclq lacZAM15 Tn10(TetR) A(ccdAB)} mcrA A(mrr hsdRMS-merBC) @ 80(lacZ) AM15A
(lacZYA-argF) Ul69end Al recAl supE44 thil gyrA96 relAl tonA panD).

Para la expresién heteréloga de proteinas recombinantes se utilizaron las cepas de E. coli
BL21(DE3) de Novagen (F- ompT hsdS,; (r,, m,”) gal dem (DE3)) y B834(DE3)pLysS de Novagen
(F- ompT hsdSg(rs mg’) gal dem met (DE3)).

3.1.2. Vectores plasmidicos

Para el clonaje de proteinas mediante la tecnologia Gateway (Thermo Fisher Scientific) se utiliz6
el vector donante pDONR™221 (kan' cm* ccdB ori) (Thermo Fisher Scientific) y los vectores
destino pDest-527 (amp* cm® ccdB ori T7 promoter 6xHis) (Addgene #11518) y pDest-566 (amp*
cm’ cedB ori T7 promoter 6xHis-MBP) (Addgene #11517).

Para el clonaje del IncRNA mediante CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) se
utilizo el vector pJET1.2 /blunt (amp* eco47IR ori).

3.1.3. Medios de cultivo

Las bacterias se cultivaron en los medios Luria-Bertani (LB; 1% bactotriptona, 0.5% extracto de
levadura, 0.5% NaCl) o Terrific-Broth (TB; 1.2% bactotriptona, 2.4% extracto de levadura, 0.4%
glicerol) suplementados con el antibiético de selecciéon adecuado (amplicilina 100 ug/mL o
kanamicina 30 ug/mL). En el caso de requerir medios s6lidos se complementaron con Bacto-
Agar al 1.5%.

3.2. Técnicas de manipulacidon y analisis de acidos nucleicos
3.2.1. Aislamiento y purificacién de ADN

Las extracciones de ADN genémico y ADN plasmidico se realizaron mediante los Kkits
comerciales NZY Tissue gDNA Isolation kit (NZYTech) y GeneJET Plasmido Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific), respectivamente, siguiendo las indicaciones suministradas por el fabricante.

En el caso del ADN utilizado como molde en reacciones de PCR para la comprobacion de
colonias transformantes (PCR de colonias), se aislé sometiendo la suspensién celular a 95°C
durante 5 min para producir la lisis bacteriana, agitando en vértex 3 s y centrifugando durante 5

min a 13.000 rpm, para finalmente recoger el sobrenadante.
5
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La purificacién de productos de PCR se realiz6 mediante el kit comercial NZYGelpure kit
(NZYTech) o a través del método tradicional de precipitacién con alcohol en presencia de
concentraciones moderadas de cationes monovalentes. En este tiltimo caso el protocolo a seguir
fue: afiadir a la muestra de ADN un 10% (v/v) de acetato sédico y 10 volimenes de etanol 100%,
recuperar el ADN precipitado por centrifugacién, someterlo a un lavado con etanol al 70%,
recentrifugar, secar y resuspender en tampén Tris-EDTA (Tris-HCl 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM).

3.2.2. Cuantificacién y evaluacién de la pureza de acidos nucleicos

Las muestras de ADN o ARN se cuantificaron mediante la medida de absorbancia a 260 nm
empleando el espectrofotémetro Eppendorf BioPhotometer® D30 (Eppendorf). Para evaluar la

pureza se consideraron los pardmetros Axg/ A2goy Azeo/ Azzo.

3.2.3. Reaccién en cadena polimerasa (PCR)

En reacciones de PCR de colonias se utilizé la ADN polimerasa NZYTaq II DNA Polymerase
(NZYTech), mientras que para el resto de las aplicaciones (amplificacién de ADN para clonacién,
mutagénesis dirigida por PCR o amplificacién de ADN molde para transcripcién in vitro), en las
que se requirié una alta fidelidad, se utilizé la ADN polimerasa con actividad correctora 3’
exonucleasa Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific).

La mezcla de reaccién estandar para las amplificaciones con la polimerasa Taq fue: NZYTaq II 2x
Colourless Master Mix (1X), cebadores (0,4 uM) y ADN molde (~50 ng). Con el uso de Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase la mezcla consisti6 en: buffer HF o GC Phusion (1X; 1.5 mM MgCl,),
mezcla de dNTPs (200 uM), cebadores (0,5 uM), ADN molde (~50 ng) y Phusion™ High-Fidelity
DNA Polymerase (2U).

La programacion general fue la siguiente: (1) una etapa de desnaturalizacién inicial a 98°C
(Phusion pol) o 95°C (Taq pol) durante 3 min; (2) 34 ciclos compuestos por una fase de
desnaturalizacién de 15 s a 98°C (Phusion pol) o 95°C (Tag pol), una fase de hibridacién de 30 s a
una temperatura dependiente de la temperatura de fusién de los cebadores y una fase de
extension a 72°C de una duracién dependiente de la longitud del fragmento a amplificar y la
procesividad de la polimerasa; (3) una etapa de elongacién final a 72°C durante 10 min.

Los cebadores empleados, suministrados por Eurofins, se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1 Oligonucle6tidos empleados en reacciones de PCR. Las letras W y C hacen referencia a la cadena
Watson y a la cadena Crick, respectivamente.

Nombre Secuencia Hebra

AJVVO01f 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCAAGCTCTTCTGAA W
AA CCTGTATTTCCAGGGCATGGGCAAAGGAGATCCTAAGAAGCCG-3

AJVV002r 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTATTCATCATCAT C
CATCTTCTTCTTCATCTTCATCTTC-3

ATVV003£ 5-CCCAAAGGGTAGTTTTAAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGA W

J TATCG-3’

AJVVO004r 5-TTAAAACTACCCTTTGGGAGGGATATAGGTTTTCATTTCTCTTTCAT C
AACGGG-3'

AJVV005f 5-CAGGGCATGAAGTTCAAGGATCCCAATGCACCCAAGAGGCCTCC-3 \'
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5-CTTGAACTTCATGCCCTGGAAATACAGGTTTTCAGAAGAGCTTGCG C

A
JVV006r S ACCa
AJVVOO7E 5 TATCGAGCTTAGTTTTAAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGAT W
ATCG-3
AJVVO0S: 5 TTAAAACTAAGCTCGATATGCAGCAATATCCTTITCGTATTTITCCTT C
CAGC-3
AJVV127f 5-TTCCAAGTCTAGATGTAATATATTAAGAAACAGATCAAC-3' w
5 TGGGCAACAAGGCGAGACTCTCAAAGAGGATATACTTCATTCCTCAA c
AJVVI132r AAGGCCTTCTTCCAGGAATAGTATTTCATAAC-3'
AJVV188f 5 TTTCATAACAGAATCCTTGATGGTTAAGCAGCTGGTGCCAGCAC-3' w
AJVV189r 5-AAGGATTCTGTTATGAAATACTATTCCTGGAAGAAGGCCTTTTGAGG-  ©
AJVVIa0E 5 TAATACGACTCACTATAGGGTTCCAAGTCTAGATGTAATATATTAAG W
AAACAGATCAAC-3
T7f 5-TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCG-3' w
T7r 5-AGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' C

3.2.4. Digestién con enzimas de restriccién

La digestiéon con Dpnl se realizé incubando productos de PCR (50 ul) con 2 ul de Dpnl de
NZYTech (500 U) a 37°C durante 1h 30 min.

3.2.5. Transformacion de bacterias mediante choque térmico

Las células quimicamente competentes (50 ul) se descongelaron en hielo y se afiadieron ~0,5 ng
del ADN. Al cabo de 30 min de incubacién en hielo, las células fueron sometidas a un choque
térmico a 42°C durante 45 s y se mantuvieron 2 min en hielo nuevamente. La recuperacién se
realiz6 por incubacién en LB a 37°C con agitacién (200 r.p.m.) durante 1h para, finalmente, ser
sembradas en placas selectivas con el antibiético adecuado.

3.2.6. Técnicas de clonaje

La tecnologfa de clonacién Gateway (Thermo Fisher Scientific) se basa en dos reacciones de
recombinacién: reaccién BP y reaccién LR. La reacciéon BP se llevé a cabo incubando a 25°C
durante 3 h la mezcla de reacciéon constituida por 1 ul del producto attB-PCR (75-100 ng/u1), 1 ul
del vector pPDONR221™ (50 ng/ul) y 0,5 ul de BP Clonase II Master. La reaccién LR transcurrié
incubando a 25°C durante 3 h la mezcla de reaccién constituida por 1 ul del vector de entrada (50
ng/ul), 1 ul del vector destino (50 ng/ul) y 0,5 ul de BP Clonase II Master. Tras cada reaccién se
realiz6 la transformacién en células competentes One Shot OmniMAX™ 2-T1R y se cultivaron en
medio LB suplementado con el antibiético adecuado.

El clonaje utilizando el kit Clone]JET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) consistié en
incubar a 22°C durante 3 horas la siguiente mezcla de reaccién: 5 ul 2X tampén de reaccién, 0,5
ul Ligasa de ADN T4, 25 ng pJET1.2/blunt (50 ng/ul), hasta 4 ul inserto (encontrdndose en
proporcién 5:1 (inserto:vector)) y H>O para un volumen final de 10yul. El producto de ligacién se
transformoé en células E. coli ECOSBlue sembradas en placas de LB con amplicilina (LBA).
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3.2.7. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El andlisis de muestras de ADN se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7-2%
(dependiendo del rango de tamafio de las moléculas a separar) preparados en tampén TAE (Tris
40mM, EDTA 1mM, acetato sédico 20 mM, 4cido acético 30mM). El tampén de carga empleado
fue el 6X NZYDNA Loading Dye (NZYTech) y para la visualizacién del ADN se utiliz6 el
fluoréforo intercalante GelGreen™ (Biotium). Como referencia de tamafios moleculares se
selecciond segun convenia el marcador GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) o
el marcador NZYDNA Ladder V (NZYTech). El revelado se realiz6 exponiendo los geles a luz UV
en un transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR+ (BioRad) y se utiliz6 el programa Image Lab
(BioRad).

3.2.8. Anillamiento de oligonucledtidos

Para obtener moléculas de ADN ddplex a partir de los oligonucleétidos complementarios, una
mezcla equimolar de los mismos se calenté a 95°C y se dejo enfriar lentamente hasta temperatura
ambiente en oscuridad. Los oligonucleétidos fueron adquiridos en Eurofins y sus secuencias se
recogen en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleétidos complementarios empleados para obtener ADN dtplex. Las letras W y C hacen
referencia a la cadena Watson y a la cadena Crick, respectivamente.

Nombre Secuencia Hebra Fluoré6foro
AVV234 5-GAAGAGCGATATCGCGTGCG-3 w 5-FAM
AVV234NO 5-GAAGAGCGATATCGCGTGCG-3 w )
AVV235 5-CGCACGCGATATCGCTCTTC-3' C B

3.2.9. Transcripcidn in vitro

La sintesis de ARN con el kit HiScribe™ T7 High Yield RNA Synthesis (NEB) se realizé mediante
la incubacién a 37°C durante 24 h de la siguiente mezcla de reaccién: 10 ul de NTP Buffer Mix, 2
ul de T7 RNA Polymerase Mix, 1 ug de ADN molde y H,O hasta un volumen final de 30 ul. Para
eliminar el ADN molde, se incub6 la muestra 1h a 37°C con 2 ul de DNasa (casa comercial) y 45
ul de H,O.

3.2.10. Purificacion de ARN

Para la purificacién de ARN se utiliz6 el kit Monarch RNA Cleanup Kit T2050 (NEB), siguiendo el
procedimiento indicado por el fabricante.

3.2.11. Electroforesis capilar

El andlisis de muestras de ARN se realizé mediante electroforesis capilar en el SAI (Servicios de
Apoyo a la Investigacién) de la UDC, empleando el bioanalizador Bioanalyzer Agilent 2100 con el
kit Agilent RNA 6000 Pico Kit de Agilent Technologies.
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3.2.12. Marcaje fluorescente de ARN

El marcaje de ARN transcrito in vitro con Fluoresceina-5-maleimida (adquirida en
MedChemExpress) se realiz6 con 5 EndTagTM Nucleic Acid Labeling System (Vector
Laboratories). En primer lugar, se incub6 durante 30 min a 37°C la siguiente mezcla: 1 ul tampén
de reaccion, 4 ul de ARN (~0.6 nmoles de 5" ends), 1 ul fosfatasa alcalina y H,O hasta V¢=10 ul. A
continuacion, se adicionaron 2 ul de buffer de reaccién, 1 ul de ATPYS, 2 ul de polinucleétido
quinasa de T4 y H,O hasta V(=20 ul, y la mezcla resultante se incubé a 37°C durante 30 min. Para
realizar el marcaje se incubé durante 30 min a 65°C con 10 ul de Fluoresceina-5-maleimida.
Transcurrido dicho tiempo, se afiadieron 70 ul de H,O y 100 ul de fenol, se centrifugé y se recogié
la fase acuosa superior, a la que se afiadieron 5 ul de precipitante y 270 ul de etanol al 95%. Tras
mantener la mezcla a -80°C durante 30 min, el ARN se precipité por centrifugacion a 13.000 r.p.m
durante 30 min, se lavé con etanol al 75% y de nuevo se precipité a 13.000 r.p.m durante 10 min.

Finalmente, se eliminé el sobrenadante y la muestra se resuspendié en 50 ul de H,O.

3.3. Expresion heteréloga y técnicas de manipulacion y analisis de proteinas
3.3.1. Expresion heter6loga de proteinas

Las bacterias E. coli fueron transformadas con el vector de expresién y sembradas en medio LBA.
Para llevar a cabo la expresion, se cultivaron en el medio liquido escogido (suplementado con
ampicilina) a 37°C con agitacién (200 r.p.m) y al alcanzar una densidad celular correspondiente
a una ODj=0,8 se adicion¢ el IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranésido). Tras 3024 h a 37°Cy
200 r.p.m de agitacidn, las células se recogieron por centrifugacién a 5.000 r.p.m durante 10 min
y se conservaron a -80°C.

3.3.2. Purificacién de proteinas recombinantes

Los pellets celulares se resuspendieron en 5 volimenes de buffer de lisis (Tris-HCl 50mM pH 8,
NaCl 250mM, DTT 1mM, lisozima 0,5 mg/mL (Lysozyme BioChemica) e inhibidores de
proteasas 0,2M (fluoruro de fenilmetilsulfénido, pepstatina A y benzamidina)). A continuacién,
la suspension celular fue sometida a un proceso de lisis mediante sonicaciéon durante 5 min
realizando ciclos de sonicacién de 2 s al 70% de amplitud con descansos de 7 s. Tras la
clarificacién por centrifugacién a 18.000 rpm durante 1 h, el sobrenadante se filtré a través de
filtros jeringa de PVDF hidrofilico de tamafio de poro 0,22 um (Filter-LAB). Para llevar a cabo la
purificacién por cromatografia de afinidad, el filtrado obtenido se cargé en una columna HisTrap
HP 5mL (Ge Healtcare) equilibrada con Wash Buffer A (Tris-HCl 50mM pHS8, NaCl 250mM, DTT
1mM, Glicerol 5%) mediante una bomba peristéltica (GE Healthcare). La elucién se llevé a cabo
con el sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare) mediante un gradiente lineal de 0% a 100% de
Elution buffer B (Tris-HCl 50mM pH8, NaCl 250mM, DTT 1mM, Glicerol 5%, 300 mM Imidazol).
Las fracciones seleccionadas se concentraron por ultrafiltracién mediante filtros de centrifuga
Ultra Ultracell-3K (Amicon). A continuacién, se purificaron por cromatografia de exclusién
molecular utilizando la columna HiLoad 16/600 Superdex 75 pg (GE Healthcare) acoplada al
sistema AKTA Prime plus (GE Healthcare), equilibrada con la fase mévil (buffer Tris-HCl pH8
25mM, NaCl 50mM, DTT 1mM). De nuevo, las proteinas fueron concentradas empleando filtros
de centrifuga Ultra Ultracell-30K (Amicon).
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3.3.3. Cuantificacién de proteinas

La cuantificacién de proteinas se realiz6 mediante la medida de absorbancia a 280 nm empleando
el espectrofotémetro Eppendorf BioPhotometer® D30 (Eppendorf).

3.3.4. Electroforesis desnaturalizante de proteinas en geles de polacrilamida (SDS-
PAGE)

El andlisis de protefnas se realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con el método Laemmli empleando un sistema Mini
PROTEAN(3) 3 Cell (BioRad). El gel concentrador se preparé al 5% de acrilamida y el gel
separador entre el 12-15%. Las muestras fueron desnaturalizadas en el tampén de carga Laemmli
buffer x4 (250mM Tris-HCI(pH 6.8), 8% SDS, 40% glycerol, 8% beta-mercaptoethanol, and 0.02%
bromophenol blue, 500 mM DTT) mediante una incubacién a 95°C de 10 min. La electroforesis
se llevé a cabo en el tampoén Tris-glicina-SDS (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 0,2 M, SDS 0,1%)
y se utiliz6 como marcador de pesos moleculares NZYColour Protein Marker 11 (NZYTech). La
tincién de geles se realizé con una solucién de tincién comercial ProBlue Safe Stain (Coomassie)
(Giottobiotech) y para su visualizacion se utilizé el equipo Molecular Imager Gel Doc XR+ (BioRad)
y el software ImageLab (BioRad).

3.4. Técnicas de analisis in vitro de interacciones proteina-acido nucleico
3.4.1. Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

En el ensayo con BGas las mezclas de reaccion (25 ul) se prepararon con 10 1 de BGas marcado
con 5-5-MF vy distintas cantidades de HMGB1 (1ug y 2ug). En el ensayo con ADN™ (5'-
GAAGAGCGATATCGCGTGCG-3') las mezclas de reaccién (25 uL) se prepararon con 50 nM de
ADNT™ marcado con 5’FAM vy distintas concentraciones de la proteina HMGB1 (0,8 y 8,2 uM),
utilizando como competidores ADN™ (100 uM) o IncRNA BGas (55 M) no marcados. El buffer
empleado fue en todos los casos Lambert Binding Buffer (Tris-HCl 4 mM pHS8, MgCl, 4 mM, KCl
100 mM). Tras incubar las muestras durante 30 min a 4°C, se analizaron mediante un gel de
poliacrilamida no desnaturalizante al 5% en buffer TBE (100 mM Tris base, 100 mM &cido bérico,
2mM EDTA) llevando a cabo la electroforesis a 100 V durante 40 min a temperatura ambiente.
La deteccién del fluoréforo FAM se realiz6 en un equipo Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare),
utilizando el ldser de 473 nm y el filtro Y520. Los softwares utilizados fueron Typhoon FLA 7000
Control Software v1.2 (GE Healthcare) e ImageQuant TL (GE Healthcare).

3.4.2. Anisotropia de fluorescencia (FA)

Los ensayos de anisotropia de fluorescencia se llevaron a cabo utilizando placas 384-well Well
Low Volume Black Round Bottom Polystyrene NBS™ Microplate (Corning) con 15 ul de muestra por
pocillo y el equipo en Multi-modal Synergy™ H1 plate reader (Biotek®). Las medidas se realizaron
con el filtro de polarizacién de fluorescencia instalado y con longitudes de onda de excitacién y
deteccién de 485 y 528 nm, respectivamente. En ensayos de saturacién se midi6 la anisotropia
de fluorescencia utilizando una concentracién fija del 5FAM-ADN™ (50 nM) con
concentraciones crecientes de proteina (HMGB], tdindem-AB, HMG-BoxA o HMG-BoxB). En
ensayos de competiciéon se midié la anisotropfa empleando concentraciones fijas de 5’FAM-
ADN™ (50 nM) y proteina (HMGB1, tindem-AB, HMG-BoxA y HMG-BoxB) con
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concentraciones crecientes del ligando competidor (IncRNA BGas). El periodo de incubacién
establecido fue de 30 min a 4°C. A partir de los valores de anisotropia se represent6 el porcentaje
de ligando unido en funcién de la concentracién de proteina o de competidor. Utilizando el
software Graphpad Prism 7.0 se realiz6, en ensayos de unién, el ajuste al modelo saturation-binding
con regresién no lineal y la determinacién de Kp y, en ensayos de competencia, el ajuste al
modelo competitive-binding con regresién no lineal y la determinacién de ICs,.

3.5. Herramientas bioinformaticas

Las secuencias se obtuvieron del NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para el diserio de oligonucleotidos se utilizaron los programas OligoCalc de Biotools
(http:/ /biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.h tml) y NetPrimer de PREMIER Biosoft
(https: / /www.premierbiosoft.com /netprimer/).

Los pardmetros fisicos y quimicos de las proteinas se obtuvieron con la herramienta Protparam
de ExPASy (http:/ /web.expasy.org/protparam/).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencién de la proteina HMGB1 y sus dominios funcionales

La produccién de las proteinas recombinantes involucré las siguientes etapas: clonaje de la
secuencia de interés en un vector de expresion, transformacién en las células hospedadoras e
induccién de la expresiéon para, finalmente, someter la proteina a un proceso de purificacion.

En el presente trabajo se llevé a cabo la produccién proteica en Eschericha coli mediante un
sistema de expresién basado en el promotor y la RNA polimerasa del fago T7. En los vectores de
expresién empleados la expresion heteréloga estaba dirigida por el promotor T7 y las cepas de
E. coli hospedadoras contenian el profago ADE3, el cual transporta el gen de la T7 RNA
polimerasa bajo control del promotor lacUV5 inducible por IPTG (Figura 2).

IPTG

— { \?ﬂ
( —
P‘KW
en T7 RNApol Sy

Proteina de
interés

Vector de
Q’esid"/

Figura 2. Sistema de expresién basado en el promotor y RNA pol del fago T7. El inductor IPTG se une al
represor lacl estimulando la produccién de la T7 RNA pol, que dirige la transcripcién del gen bajo control
del promotor T7 para, finalmente, obtener la protefna correspondiente.

Genoma bacteriano
modificado

La estrategia de purificacién de las proteinas obtenidas consistié en el uso combinado de
cromatografia de afinidad y cromatografia de exclusién molecular. Los vectores de expresién
estaban disefiados para expresar las proteinas fusionadas a una cola de poli-histidinas con el
propésito de poder ser purificadas por cromatografia de afinidad con un metal inmovilizado
(Inmobilized Metal Affinity Chromatography o IMAC), basada en la afinidad de multiples histidinas
en tdndem por iones metdlicos como el Ni**. Con la cromatografia de exclusién molecular se
pretendia mejorar el grado de pureza al permitir separar las proteinas en funcién de su radio
hidrodindmico (propiedad determinada por el tamafio y la forma).

4.1.1. Obtencién de los vectores de expresion

Para la construccién de los vectores de expresion se selecciono el plasmido pDest527, disefiado
para la expresion heter6loga en E. coli de proteinas fusionadas con la etiqueta Hise (en el extremo
N-ter) bajo el control del promotor T7.

La construccién pDest527-HMGB1 (codificante de la proteina HMGB1 de longitud completa;
residuos 1-215) se obtuvo mediante la tecnologia Gateway, que se basa en dos reacciones de

recombinacién:

»  Reaccién BP (Figura 3): Consisti6 en la transferencia de la ORF de HMGBI (flanqueada
por sitios attB) al vector donante pPDONR221 (que contiene sitios attP) (kan’) para generar el
vector de entrada (con el inserto flanqueado por sitios attL). El gen letal ccdB del vector donante
es sustituido por el gen de interés evitando la aparicién de falsos positivos. La ORF de HMGB1
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flanqueada por sitios attB se obtuvo previamente por PCR empleando como molde la
construcciéon pGBKT7-AD-HMGBI (cedida por Dra. Aida Barreiro Alonso) y los cebadores
AJVV001fy AJVV002r. La transformacién del vector de entrada se realiz6 en células competentes
One Shot OmniMAX 2-T1R (sensibles al producto proteico del gen ccdB) y se llevé a cabo la
seleccién de transformantes en medio LB suplementado con kanamicina, para seguidamente
extraer el ADN plasmidico.

Subproducto téxico
| S, |
ccdB attrR1 ccdB attR2 HMGB1

HMGB1 attP1 4 2 attP2 / atit1 4P ) T
Vect

or S Vector de
I donante Lt entrada
attB1 attB2 BP reaction

pDONR221 pDONR221-HMGB1

Figura 3. Esquema de la reaccién de clonaje BP.

. Reaccién LR (Figura 4): Permitié la transferencia de la ORF de HMGB1 desde el vector de
entrada al vector destino pDest527 (que contiene sitios attR) (amp’) para crear el vector de
expresion pDest527-HMGBI (con el inserto flanqueado por sitios attB). El gen letal ccdB del
vector destino es sustituido por el gen de interés evitando la aparicién de falsos positivos. De
nuevo se realizé la transformacién en células One Shot OmniMAX 2-T1R, los recombinantes se
seleccionaron en medio LB suplementado con amplicilina (LBA) y se aislé el ADN plasmidico.

ccdB

attP] SRy, attp2
Subproducto
toxico

HMGB1 ccdB HMGB1

A g_—, 181
attL1 attL2 attR1 attR2 / a PNy attB2

Vector de + Vector > Vector de

entrada destino LR reaction expresién

pDONR221-HMGB1 pDest527 pDest527-HMGB1

Figura 4. Esquema de la reaccién de clonaje LR.

Tanto el producto attB-PCR, como el ADN plasmidico obtenido tras cada reaccién de
recombinacién, fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa y su concentracién y
pureza fueron determinadas por espectrofotometria.

Las construcciones pDest527-AB (codificante del tdindem-AB; residuos 1-163) y pDest527-A
(codificante del dominio individual HMG-boxA; residuos 1-79) se obtuvieron por PCR inversa
empleando los cebadores AJVV007f-AJVV008r y AJVV003{f-AJVV004r, respectivamente, y la
construccién pDest527-HMGB1 como ADN molde. Consistié en un método de mutagénesis por
PCR basado en el uso de cebadores que hibridan en los dos extremos de la regién a amplificar
(i.e, adyacentes a la secuencia a eliminar) pero en orientaciones divergentes. Finalizadas las
reacciones de PCR, los productos se digirieron con la endonucleasa de restriccion Dpnl (que actta
selectivamente sobre ADN metilado) para eliminar el vector utilizado como molde. Tras el
andlisis del tamafio y la integridad de las construcciones por electroforesis en gel de agarosa, se
realizaron las transformaciones en células E. coli ECOS Blue y las colonias transformantes fueron
seleccionadas en medio LBA. La cuantificacién y evaluacién de la pureza del ADN plasmidico
extraido se realiz6 por espectrofotometria.
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Para crear el vector de expresién pDest527-B (codificante del dominio HMG-BoxB; residuos 89-
163) se sigui6 el protocolo descrito para pDest527-AB y pDest527-A, pero empleando como
molde de la PCR inversa la construccién pDest527-AB y los cebadores AJVV005f y AJVV006r.
No obstante, aunque se conseguia expresiéon del polipéptido HMG-boxB, no era posible
obtenerlo tras el proceso de purificacién, posiblemente por su inestabilidad o por agregar en
cuerpos de inclusién. Ante este resultado, se propuso como alternativa incrementar la
solubilidad mediante el uso de la etiqueta MBP (proteina de unién a maltosa), por lo que se creé
el vector pDest566-B (que permite la expresion de la proteina de fusién Hise-MBP). Para ello, en
primer lugar, se obtuvo la construccién pDest566-HMGB1 como resultado de: la reaccién LR
Gateway entre el vector de entrada pDONR221-HMGBI y el vector destino pDest566 (amp"), la
transformacién en células One Shot OmniMAX 2-TI® y la seleccién en placas LBA. A
continuacién, se utilizé pDest566-HMGB1 como molde de una PCR inversa para obtener
pDest566-AB (con los cebadores AJVV007f y AJVVO008r), que fue utilizada como molde de una
PCR inversa para obtener finalmente pDest566-B (con los cebadores AJVV005f y AJVV006r). Tras
cada PCR se sigue el procedimiento anteriormente descrito, que incluye la digestiéon con Dpnl,
transformacién en E. coli ECOS Blue y seleccién en LBA.

Para verificar la presencia del inserto de interés en cada vector de expresién (pDest527-HMGB1,
pDest527-AB, pDest527-A y pDest565-B), se sometieron a reacciones de PCR empleando
cebadores T7 y se analiz6 el resultado por electroforesis en gel de agarosa (Figura 5a). Los
tamarfios concordaron con lo esperado, siendo mayor el amplicén correspondiente a la protefna
HMGBI (de longitud completa) que el del tindem-AB, y este mayor que el de HMG-boxA. El
amplicén correspondiente a HMG-boxB presenta el mayor tamafio debido a la etiqueta MBP.

4.1.2. Expresion y purificacion de las proteinas

Con el fin de determinar el sistema de expresién y las condiciones de cultivo que resultaran en
un mayor rendimiento en la produccién proteica, se llevaron a cabo ensayos de expresién con
cada una de las construcciones. Se evaluaron diferentes cepas E. coli (BL21(DE3), Rosetta 2(DE3)
pLys, BL21-CodonPlus(DE3)-RIL y B834(DE3)pLys), varios medios de cultivo (LB, TB y NZY),
diferentes concentraciones de IPTG (0.2, 0.5 y 1 mM) y tiempos de induccién (3h o 24h), asi como
varios escalados (desde los 10 mL hasta 1 L de cultivo) variando el ratio (1:2 o 1:4; medio de
cultivo: volumen Erlenmeyer).

El andlisis de las pruebas de expresién expresién mediante SDS-PAGE con tincién con azul
Coomassie llev6 a la eleccién de las siguientes condiciones para la expresién a gran escala:

o pDest527-HMGBI: cepa de E. coli BL21 (DE3), medio LB, 1 mM de IPTG durante 3 horas,
37°C y un volumen de 200 mL en matraces de 1 L.

o pDest527-AB: cepa de E. coli B834(DE3), medio LB, 0.2 mM de IPTG durante 3 horas, 37 °Cy
un volumen de 1 L en matraces de 2 L.

o pDest527-A: cepa de E. coli B834(DE3), medio TB, 0.2 mM de IPTG durante 24 horas, 37° y un
volumen de 1 L en matraces de 2 L.

o pDest566-B: cepa de E. coli B834(DE3), medio TB, 0.2 mM de IPTG durante 24 horas, 37°C y
un volumen de 100 mL en matraces de 500 mL.
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Cabe sefialar que en el caso de HMG-BoxB sélo se muestran las condiciones empleadas con la
construccién pDest566-B, dado que, como se indicé anteriormente, con el vector pDest527-B no
se llegaba a obtener proteina purificada.

Tras la expresién a gran escala con las variables optimizadas, se comprobé por SDS-PAGE la
correcta expresion de las proteinas de interés y los pellets celulares se conservaron a -80°C hasta
proceder a la purificacién. Llegado el momento, se aislé el extracto proteico (mediante lisis,
clarificacién de lisado y filtracion) y se llevaron a cabo la cromatografia de afinidad (utilizando
una columna con niquel) y la cromatografia de exclusién molecular. Tras cada método
cromatografico se comprobé el tamafio molecular de los polipéptidos mediante SDS-PAGE y se
concentraron por ultrafiltracién empleando filtros de centrifuga. Finalmente, se cuantificaron las
proteinas mediante la medida de absorbancia a 280 nm y se conservaron a -80°C.

Para evidenciar la obtencién de las proteinas purificadas que serdn utilizadas en el presente
trabajo se muestra en la Figura 5b su andlisis por SDS-PAGE.
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Figura 5. (a) Electroforesis en gel de agarosa con productos de PCR obtenidos utilizando los cebadores T7
y como ADN molde los vectores de expresion pDest527-HMGB1 (carril 2), pDEST527-AB (carril 3),
pDest527-A (carril 4) y pDest566-B (carril 5). El 1" carril corresponde con el marcador. (b) SDS-PAGE de
las proteinas HMGB1 de longitud completa (carril 2; 24,9 kDa), tdndem-AB (carril 3; 18,9 kDa), HMG-boxA
(carril 4; 9,6 kDa) y HMG-boxB (carril 5; 8,8 KDa). Presentan un peso molecular superior al de las proteinas
nativas debido al peso molecular adicional de las etiquetas (Hiss y a mayores MBP en HMG-boxB), el sitio
de corte de la proteasa TEV y aminodacidos derivados de la técnica de clonaje. El 1* carril corresponde con
el marcador.

4.2. Obtencién y marcaje fluorescente del IncRNA BGas

El IncRNA BGas se obtuvo por transcripcién in vitro mediante la T7Z RNA polimerasa, para lo
cual fue necesario conseguir previamente el ADN molde (que consiste en la secuencia de interés
aguas abajo de la regién promotora T7). Ademds, se llevé a cabo el marcaje fluorescente del
IncRNA para utilizar en ensayos EMSA.

4.2.1. Obtencién del ADN molde para la transcripcién in vitro

En primer lugar, se amplificé el gen BGAS por PCR empleando como molde el ADN genémico
dela linea celular tumoral SKOV3 (previamente extraido) y los cebadores AJVV127fy AJVV132r.
El producto de PCR fue purificado, se comprobé su tamafio por electroforesis en gel de agarosa
y se cuantificé mediante la medida de Ay

A continuacién, utilizando el kit de clonacién CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher
Scientific), se realiz6 la ligaciéon del gen BGAS mediante la ADN ligasa T4 en el pldsmido
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pJET1.2/blunt. Este vector contiene el gen B-lactamasa, que confiere resistencia a la amplicilina,
y el gen letal eco47IR, que es interrumpido en caso de que la ligacién se realice con éxito, lo cual
permite la seleccién positiva de bacterias transformantes. El producto de ligacién se transformé
en células E. coli ECOSBlue y se sembraron en medio selectivo LBA. La comprobacién de la
presencia de la construccién pJET1.2/blunt-BGAS en las colonias candidatas se realizé por PCR
de colonias y el resultado se analizé por electroforesis en gel de agarosa. Una colonia positiva se
cultivé en LBA para, seguidamente, aislar el ADN plasmidico, cuya concentracién y pureza se
determiné espectrofotométricamente.

Para obtener la construccion con la secuencia de ADN codificante del transcrito IncRNA Bgas
era necesario deleccionar el intrén del gen BGAS. Esto se consiguié mediante PCR inversa
utilizando pJET1.2/blunt-BGAS como molde y cebadores divergentes (AJVV188f y AJVV189r)
disefiados de manera que, a la hora de amplificar la construccién por PCR, la reaccién incluyera
todo el vector excepto la secuencia intrénica a deleccionar. Posteriormente, se llevé a cabo una
digestion con Dpnl para eliminar el ADN molde residual, se analizé el producto de PCR digerido
por electroforesis en gel de agarosa y se realiz6 la transformacién en células E. coli ECOS Blue,
que fueron sembradas en medio LBA. De nuevo la comprobacién de colonias candidatas se
realizé por PCR de colonias y se extrajo el ADN plasmidico de una colonia positiva.

Finalmente, se obtuvo el ADN molde para la transcripcién in vitro (secuencia de interés aguas
abajo del promotor T7) mediante PCR, utilizando como molde el vector creado anteriormente
(que contiene la secuencia exénica) y los cebadores AJVV140f (cebador forward que incluye el
promotor T7 en el extremo 5') y AJVV132r. El producto de PCR fue purificado por el método de
precipitacién con alcohol en presencia de concentraciones moderadas de cationes monovalentes
y se comprobé el tamafio esperado (240 pb) por electroforesis en gel de agarosa (Figura 6a). La
cuantificacién y evaluacién de pureza se realiz6 por espectrofotometria.

4.2.2. Sintesis y purificacién del IncRNA BGas

Para llevar a cabo la transcripcién in vitro del IncRNA BGas mediante la enzima ARN T7 pol a
partir del ADN molde se utilizé el kit HiScribe™ T7 High Yield RNA Synthesis Kit # E2050 (NEB).
Finalizada la reaccién de sintesis, se hizo un tratamiento con DNasa para eliminar el ADN molde,
se purificé el ARN empleando el kit Monarch RNA Cleanup Kit #T2050S (NEB) y se determiné su
concentracion mediante la medida de absorbancia a 260 nm. La obtencién del IncRNA BGas (con
un tamarfio esperado de 243 nt) se verificé por electroforesis capilar empleando el bioanalizador
Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent) con el kit Agilent RNA 6000 Pico Kit (Agilent) (Figura 6b).
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Figura 6. (a) Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacion del ADN molde utilizado para
la transcirpcién in vitro (secuencia de ADN codificante de BGas aguas abajo del promotor T7). (b)
Electroferograma resultante de la electroforesis capilar de BGas empleando Agilent RNA 6000 Pico Kit.
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4.2.3. Marcaje fluorescente del IncRNA BGas

El marcaje del IncRNA BGas con Fluorescefna-5-maleimida se realiz6 con el sistema 5" EndTagTM
Nucleic Acid Labeling System (Vector Laboratories). Siguiendo el protocolo descrito en Material y
Métodos, se consigui6: (1) la eliminacién del grupo fosfato 5 del IncRNA mediante una fosfatasa
alcalina, (2) la transferencia de un grupo tiofosfato del ATPYyS al grupo hidroxilo 5" del IncRNA
mediante la polinucleétido quinasa de T4 (PN4) y (3) el acoplamiento quimico de la sonda
fluorescente (5-MF) mediante la reaccién click maleimida-tiol (Figura 7).

X

(ol ‘ , ‘ o- ‘ ~ ‘
HO-P-O 5'HO PN HS-P-O S-P-O
- e G® . 0 . Toem
(\/ O Phosphatase \/\ O Klnefso (\ O * /\ O
/\ /\ ATPYS /\ A -

Maleimide-label

Figura 7. Esquema del proceso seguido para marcar el IncRNA con una sonda fluorescente.

4.3. Analisis in vitro de la interaccion HMGB1-BGas
4.3.1. Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

Obtenidas las biomoléculas de estudio, el primer propésito era determinar si la proteina HMGB1
(de longitud completa) era capaz de unirse al IncRNA BGas, para lo cual se realizaron Ensayos
de cambio de movilidad electroforética (EMSA, del inglés Electrophoretic Movility shift Assay).

La técnica EMSA posibilita la deteccién de complejos protefna-dcido nucleico por su menor
migracién con respecto al dcido nucleico libre en una electroforesis en condiciones nativas. Para
permitir la visualizacién se emplea el dcido nucleico marcado, habitualmente a través de una
sonda fluorescente. Ademads, se puede detectar indirectamente la unién de un dcido nucleico no
marcado (que actda como competidor) a la protefna a causa de los cambios que provoca en la
movilidad electroforética del 4cido nucleico marcado (Hellman and Fried, 2009).

En el presente estudio se realizaron, en primer lugar, ensayos EMSA con la proteina HMGB1 y
elligando ADN™ marcado con FAM sin competidor, con ADN™ (no marcado) como competidor
o con el IncRNA BGas (no marcado) como competidor (Figura 8a). Los ligandos 5FAM-ADN™
(marcado) y ADN™ (no marcado) se obtuvieron por hibridacién de los oligonucleétidos
complementarios AVV234-AVV235y AVV234NO-AVV235, respectivamente. Con estos ensayos,
se pretendia analizar si existia interacciéon entre HMGB1 y BGas, pero ademds comprobar la
correcta funcionalidad de la proteina HMGB1 -mediante la demostracién de su capacidad unién
al ligando ADN™ ya descrita- para dar validez al resultado.

Se demostr6 que HMGBI era funcional porque se observa una migracién retardada en las
muestras de ADN™ y HMGB1 con respecto a los controles negativo (ADN™ libre), que indica
que existe interaccién. Si bien el retardo se produce con las dos concentraciones de proteina
ensayadas, es mayor con la concentracién de protefna mds alta, debido posiblemente a la
formacién de complejos constituidos por mds de una proteina (aunque se desconoce exactamente
la estequiometria).
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La especificidad de la interaccion HMGB1-ADN se corroboré tras afiadir como competidor
ADN™ no marcado. En la muestra con menor concentracién de HMGB1, la unién del competidor
a la proteina provoca el desplazamiento total del 5FAM-ADN™ unido, de modo que sélo se
detecta libre. Con mayor concentracion de HMGBI, la unién del competidor causa la
disminucién del nimero de protefnas que formaban el complejo con 5FAM-ADN™, lo cual se
traduce en una mayor movilidad electroforética.

Finalmente, se demostré que la protetna HMGBI es capaz de unirse directamente al IncRNA
BGas, puesto que su adicién como competidor provoco la completa eliminacién del complejo
ADN-HMGBI (con las dos concentraciones de proteina analizadas). Se hace patente al aparecer
una tinica banda de migracién correspondiente al ADN libre.

Por otro lado, se realizé un ensayo EMSA con el IncRNA BGas marcado con fluoresceina-5-
maleimida y la protetna HMGBI1, que se muestra en la Figura 8b. Dado que con este trabajo se
inici6 la implantacién de la técnica de marcaje fluorescente de ARN, resulta prometedor observar
una banda en el carril asignado como control negativo, que indica que si se ha conseguido marcar
el IncRNA BGas. Si bien, aparece también una banda correspondiente a la fluoresceina-5-
maleimida libre, por lo que serd necesario mejorar el rendimiento de marcaje y purificar el ARN
marcado antes de poder ser utilizado en ensayos de anisotropia de fluorescencia. Al afiadir la
proteina HMGBL1 no se aprecia ninguna banda, lo que nos lleva a corroborar que se une a BGas
provocando un retardo en su movilidad electroforética de tal magnitud que no permite su
migracién. No obstante, habrd que optimizar la concentracién de proteina para obtener un
resultado valido.

(a) HMGB1 (0,8 uM)  HMGB1 (8,2 uM) (b) HMGB1
c- C- /  ADNT™ BGas /  ADNT™* BGas C- 1wg 29
: : g
Complejos : et Wk ->
ADN™"-HMGB1 | e BGas o
->
‘hy
)
5-MF =

ADN™

Figura 8. (a) Ensayos EMSA realizados con la proteina HMGB1 (0,8 uM o 8,2 uM) y el ligando 5-FAM-
ADN™ (50 nM) sin competidor, con ADN™ (100 uM) y con BGas (55 uM). Los controles negativos se
corresponden con 5'-FAM-ADN™ (carril 1) y 5-FAM-ADN™ combinado con la proteina MBP (carril 2).
(b) Ensayo EMSA realizado con la proteina HMGB1 (1ug y 2ug) y el ligando 5'-5-MF-BGas (10u1). El control
negativo se corresponde con 5-5-MF-BGas.
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4.3.2. Anisotropia de fluorescencia (FA)

Para caracterizar la interaccién HMGB1-BGas e intentar elucidar la contribucién de los dominios
HMG-box, se realizaron ensayos de anisotropia de fluorescencia (FA, del inglés Fluorescence
Anisotropy).

Cuando un ligando marcado con un fluoréforo se excita con luz polarizada, su rdpida velocidad
de rotacién molecular (debido a su pequefio tamafio) hace que emita luz despolarizada. En
cambio, si el ligando se une a una molécula de alto peso molecular, como una proteina, su
volumen aumenta y consecuentemente la velocidad de rotacién disminuye, provocando un
incremento significativo en el grado de polarizacién de la luz emitida (Figura 9). Esta propiedad
es en la que se basa la técnica de anisotropia de fluorescencia para realizar ensayos de unién (o
saturacién) y ensayos de competencia (o desplazamiento). En ensayos de unién, concentraciones
crecientes de protefna se afladen a una concentracién fija de ligando fluorescente, siendo la
polarizacién de la luz emitida proporcional a la fraccién de ligando unido. En ensayos de
competencia, se mide la disminucién de la polarizacién que se produce al afiadir concentraciones
crecientes de ligando competidor (no marcado) a concentraciones fijas de proteina y ligando
fluorescente, como consecuencia del desplazamiento del ligando fluorescente (provocado por la
unién del ligando no marcado a la proteina) (Moerke, 2009; Rossi and Taylor, 2011).
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Figura 9. Esquema representativo del fundamento teérico de la técnica anisotropia de fluorescencia para
medir interacciones proteina-ligando.

La magnitud utilizada para medir el grado de polarizacién de la luz emitida es la anisotropia de
fluorescencia, que se calcula segtin la siguiente ecuacion:

[ -1
A= [ 1
Iy =21,

Donde [ y I, son las intensidades de luz de emisiéon detectadas en los planos paralelo y
perpendicular, respectivamente, con respecto a la luz polarizada de excitacién.
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A partir de los valores de anisotropia se representa el porcentaje de ligando fluorescente unido
en funcién de la concentracién de proteina o de competidor. Los ensayos de unién permiten
determinar fécilmente la afinidad de la interaccién a través de Kp (constante de disociacién), que
se corresponde con la concentracién de proteina a la cual el 50% del ligando estd unido. En
ensayos de competiciéon se puede evaluar la afinidad de la interaccién a través de ICs,
concentracién de ligando competidor no marcado que provoca el desplazamiento del 50% del
ligando marcado unido (Rossi and Taylor, 2011).

En el presente trabajo se propuso la realizacién de ensayos de competencia empleando IncRNA
BGas como competidor de interacciones ADNT™-proteina, siendo la proteina HMGB], tdandem-
AB, HMG-BoxA o HMG-BoxB.

Previamente, se llevaron a cabo ensayos de unién de cada proteina con el ligando 5’FAM-ADN™
(Figura 10). A partir de los mismos se estableci6 la concentracién de proteina adecuada para
utilizar en los ensayos de competicién, puesto que si es muy alta la unién del competidor no se
detecta y si es muy baja no se dispone de un intervalo de medida significativo. Por otro lado, se
pretendia evaluar la correcta funcionalidad de los dominios HMG obtenidos (a través de su
capacidad de unién al ADN), teniendo en cuenta que sélo se habia comprobado la funcionalidad
de la proteina de longitud completa a través de EMSA. Los resultados revelaron que si se unfan
al ADN™ el dominio individual HMG-boxA y el tdindem-AB. Sin embargo, HMG-boxB no
demostré la capacidad de unién a ADN, probablemente a causa de un mal plegamiento, lo que

impidi6 estudiar su interaccién con BGas.
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Figura 10. Curvas de unién del ligando 5’FAM-
HMG-boxA

100+ ° ADNT™ (50 nM) a (a) la proteina HMGB1 de longitud
completa, (b) tdndem-AB y (c) HMG-boxA. La
union al ADN se analiza mediante la medida de la
anisotropia de fluorescencia, que se normaliza y se
representa como porcentaje de ligando unido en
funcién de la concentracién de proteina en escala
logaritmica. Se realiz6 el ajuste a un modelo de
® Ky =1,2x10°M* unién de saturaciéon con regresién no lineal y se
determinaron los valores K, (Kx=1/Kp) utilizando
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software).
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Por tanto, se procedié a los ensayos de competencia con la proteina HMGB1 de longitud
completa, el tindem-AB y el dominio HMG-boxA. En los tres ensayos (Figura 11) se registré una
disminucién de la anisotropia de fluorescencia, lo cual implica que el IncRNA BGas (no marcado)
se unié a los polipéptidos provocando el desplazamiento del ligando 5’FAM-ADN™ unido. El
hecho de que tdndem-AB y HMG-boxA hayan demostrado capacidad de unién permite concluir
que los dominios HMG-box de la proteina HMGB1 median en la interaccién con el IncRNA BGas.

100-e.

-- HMGB1 ICso (LM) BGas
S 80+ tandem-AB
= HMGB1 5,2
S 6o- = HMG-boxA ’
g Téandem-AB 6,3
§ 40-
= HMG-BoxA 31,7
X 204
c L) 1)
0 1 2 3 4 5

Concentracion competidor (log,, nM)

Figura 11. Curvas de desplazamiento del ligando 5FAM-ADN™ (50 nM) de la proteina HMGB1 de
longitud completa, tdindem-AB y HMG-boxA por el IncRNA BGas. La unién al ADN se analiza mediante
la medida de la anisotropia de fluorescencia, que se normaliza y representa como porcentaje de ligando
unido en funcién de la concentraciéon de BGas en escala logaritmica. Se realizé el ajuste a un modelo de
unién de saturacién con regresién no lineal y se determinaron los valores Ka (Ka=1/Kp) utilizando
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software).

Con la intencién de comparar la afinidad de la unién de cada proteina a BGas, se determinaron
valores de ICs.

La concentraciéon de BGas necesaria para desplazar el 50% de ADN™ unido a la proteina de
longitud completa (IC5=5,2 uM) fue ligeramente inferior a la necesaria para desplazar el 50% de
ADNT™ unido a tdndem-AB (IC5=6,3 uM), lo cual parece sugerir que los dominios HMG son los
principales responsables en mediar la interaccién con BGas, pero que la cola acidica también
participaria mejorando la afinidad.

Por otro lado, se observa que es cinco veces menor el ICs, para el tindem-AB (IC5=6,3 uM) que
para el dominio HMG-boxA (IC5=31,7 uM), es decir, que la combinacién de los dos dominios
HMG resulté en un claro aumento en la afinidad de unién a BGas respecto al dominio individual
HMG-boxA, por lo que se concluye que HMG-boxB es necesario en la interaccién. Si bien, se
deben realizar estudios con el dominio HMG-boxB individual para conocer si podria
interaccionar por sf solo o si es la disposicién de ambos dominios en tdindem es estrictamente
necesaria para la interaccién.
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5. CONCLUSIONES

En vista de los resultados obtenidos y atendiendo a los objetivos propuestos, se recogen las
siguientes conclusiones:

= La proteina HMGB1 de longitud completa, el didominio HMG-box en tdndem y el
dominio individual HMG-boxA se han obtenido satisfactoriamente mediante los
procesos de produccién de protefnas recombinantes establecidos. Sin embargo, el
dominio individual HMG-boxB obtenido no es funcional.

= El IncRNA BGas se ha obtenido adecuadamente mediante transcripcién in vitro y se ha
conseguido marcar con fluorescencia, pero se debe mejorar el rendimiento de marcaje y
purificarlo una vez marcado.

* Se ha demostrado que proteina HMGBI se une directamente al IncRNA BGas in vitro
mediante la técnica EMSA.

= Los ensayos de FA realizados sugieren que los dominios HMG-box de la protefna
HMGBI1 median la interaccién con el IncRNA BGas.

Dada la duracién limitada del presente Trabajo de Fin de Grado, no se ha podido caracterizar en
profundidad la interacciéon HMGB1-BGas. Como continuacién de este estudio se propone, en
relacién a las proteinas, la mejora del grado de pureza y la bisqueda de un nuevo método para
obtener el dominio HMG-boxB funcional. En cuanto al ensayo EMSA con ADN-HMGBI y el
IncRNA BGas como competidor, se sugiere repetir con distintas concentraciones de este, asi
como intentar conocer la estequiometria de los complejos. El ensayo EMSA con BGas-HMGB1
realizado result6 prometedor pero debe ser optimizado. Para determinar valores mds precisos
de Kp e ICsy estimar el error experimental, en los ensayos de FA deberian introducirse un mayor
nimero de réplicas. Ademds, se recomienda utilizar dicha técnica para realizar ensayos de
saturacién empleando el IncRNA BGas marcado. Por otro lado, de cara al futuro, se propone
realizar mutagénesis dirigida de la protefna o del IncRNA con el fin de determinar regiones de
unién y hacer uso de técnicas complementarias como Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC,
del inglés Isothermal Titration Calorimetry). También seria interesante calcular otras propiedades
termodindmicas como la energia libre de Gibbs (AG), de entalpia (AH) y de entropia (AS).
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CONCLUSIONS

In view of the results obtained and in accordance with the proposed objectives, the following
conclusions are drawn:

= The full-length HMGBI1 protein, the tandem HMG-box didomain and the HMG-boxA
individual domain have been successfully obtained by the established recombinant
protein production processes. However, the individual HMG-boxB domain obtained is
not fuctional.

* The IncRNA BGas has been adequately obtained by in vitro transcription and its
fluorescent labelling has been achieved, but the labelling yield needs to be improved and
it must be purified.

= HMGBI protein has been shown to bind directly to BGas IncRNA in vitro by EMSA
technique.

* FA assays suggest that the HMG-box domains of the HMGB1 protein mediate the
interaction with the IncRNA BGas.

Given the limited duration of this Final Degree Project, it has not been possible to characterise
the HMGB1-BGas interaction in depth. As a continuation of this study, it is proposed, in relation
to proteins, to improve the degree of purity and to search for a new method to obtain the
functional HMG-boxB domain. As for the EMSA assay with HMGB1-DNA and the IncRNA BGas
as competitor, it is suggested to repeat it with different concentrations of the BGas, as well as to
try to determine the stoichiometry of the complexes. The EMSA assay with BGas-HMGB1 was
promising but needs to be optimised. In order to determine more accurate K and I1Cs, values and
to estimate the experimental error, a higher number of replicates should be introduced in the FA
assays. Furthermore, it is recommended to use this technique to perform saturation assays using
the labelled the IncRNA BGas. On the other hand, for the future, it is proposed to perform site-
directed mutagenesis of the protein or IncRNA in order to determine binding regions and make
use of complementary techniques such as Isothermal Titration Calorimetry (ITC). It would also
be interesting to calculate other thermodynamic properties such as Gibbs free energy (AG),
enthalpy (AH) and entropy (AS).
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