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DESCRIPCION
Sistemas bacterianos para el analisis de polipéptidos ubiquitilados
Campo y antecedentes de la invencion
La presente invencion versa sobre sistemas bacterianos para el andlisis de polipéptidos ubiquitilados.

La ubiquitina (Ub) desempefia un papel fundamental en numerosos aspectos de los procesos celulares. Por lo tanto,
hay aberraciones en el sistema de la Ub implicadas en gran numero de patologias, incluyendo diversas formas de
cancer, como el cancer de mama y el de colon, enfermedades neurodegenerativas, como las enfermedades de
Parkinson y Alzheimer, y enfermedades infecciosas, como el VIH y el Ebola. En consecuencia, existe una necesidad
critica de una comprension detallada del sistema de la Ub. Aunque ha habido avances significativos en la comprension
del proceso de ubiquitinacion, se sabe mucho menos sobre los procesos posteriores. Estos incluyen el reconocimiento
del sustrato mediante interacciones enzimaticas especificas en el sistema de la Ub, e interacciones especificas entre
estas enzimas y sus sustratos. En los seres humanos, por ejemplo, hay 2 enzimas activadoras de la Ub E1, 34 enzimas
conjugadoras de la Ub y mas de 600 ligasas E3 de Ub. Estas enzimas actian sobre presumiblemente varios miles de
sustratos proteicos, en donde la especificidad se logra principalmente por las interacciones E2:E3 y E3:Sustratos.

Oftro factor que impide los esfuerzos de los investigadores por caracterizar completamente las cascadas de Ub es la
presencia de enzimas desubiquitinantes (DUB) que invierten rapidamente la sefial de ubiquitinacién. La duracién de
la vida media de las proteinas ubiquitiladas es, por tanto, sumamente corta. Especificamente, se ha demostrado que
aproximadamente 100 DUB que existen invierten la modificacidon de manera altamente especifica.

La técnica antecedente incluye Keren-Kaplan y otros, The EMBO Journal (2012) 31, 378-390 y Su y otros, J Immunol
2006;177;7559-7566.

La referencia TIMURS MACULINS Y OTROS: “A Generic Platform for Cellular Screening Against Ubiquitin Ligases”,
SCIENTIFIC REPORTS, vol. 6, n® 1, 8 de enero de 2016 da a conocer un cribado farmacolédgico para detectar
moduladores de ubiquitina ligasas de actividad autocatalitica en las células.

La referencia US 2007/059731 A1 da a conocer un procedimiento de seleccion que usa la complementaciéon de
fluorescencia mediada por ubiquitina (UbFC, por sus siglas en inglés) en células. Se genera una sefial detectable
mediante la complementacién de los fragmentos primero y segundo de la proteina fluorescente.

Sumario de la invencion

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento de identificacion de un agente que regula
la actividad o la cantidad de una enzima ubiquitinante que comprende:

(a) poner en contacto una célula bacteriana con el agente, produciendo la célula bacteriana una sefal detectable o
seleccionable que se correlaciona con el nivel de ubiquitinacién de un sustrato, siendo modificada genéticamente
dicha célula bacteriana para que exprese:

() dicha enzima ubiguitinante;
(i) la ubiquitina unida a un primer fragmento polipeptidico; y

(iii) dicho sustrato unido a un segundo fragmento polipeptidico, asociandose el primer fragmento polipeptidico con
dicho segundo fragmento polipeptidico para generar un polipéptido indicador de la ubiquitinacién de dicho sustrato; y

(b) medir el nivel o la tasa de acumulacién de la sefial detectable o seleccionable, siendo indicativo un cambio en el
nivel con respecto al nivel en ausencia del agente de un agente que regula la actividad o la cantidad de la enzima
ubiguitinante.

Segun la presente invencidn, se proporciona un procedimiento para determinar si una enzima es capaz de ubiquitinar
un sustrato de prueba, comprendiendo el procedimiento:

(a) expresar la enzima en una célula bacteriana;

(b) expresar la ubiquitina en la célula bacteriana, estando unida la ubiquitina a un primer fragmento polipeptidico;

(c) expresar el sustrato de prueba en la célula bacteriana, estando unido el sustrato a un segundo fragmento
polipeptidico, asociandose el primer fragmento polipeptidico con el segundo fragmento polipeptidico para generar un

polipéptido indicador de la ubiquitinacion del sustrato de prueba; y

(d) analizar la presencia del polipéptido indicador en la célula bacteriana, siendo la presencia del polipéptido indicador
indicativa de que la enzima es capaz de ubiquitinar el sustrato de prueba.
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Segun una realizacion, la enzima ubiquitinante es una ubiquitina ligasa E3.

Segun otra realizacién, la ubiquitina ligasa E3 se selecciona del grupo constituido por Siah2, Smurf1, MDM2, BRCA1,
PARKIN, UBE3A, TRIM5, NEDD4, UBR5 y Huwef.

Segun una realizacién, la ubiquitina ligasa E3 se selecciona del grupo constituido por Siah2, PARKIN, Smurf1, MDM2,
BRCA1, MURF1, TRIM32 ITCH, UBE3B y UBE3A.

Segun una realizacion, el sustrato se selecciona del grupo constituido por PHD3, SPROUTY2, Mitofusina 1, 2, MIRO,
NEMO, proteinas SMAD, TpR-I, P53, S5A, HHR23, EPHEXIN5, ARC, PPARGQq, ciclina-B, Cdc25C y Calmodulina.

Segun una realizacion, el agente regulador efectua una regulacion a la baja.

Segun una realizacion, el agente regulador efectia una regulacion al alza.

Segun una realizacion, el polipéptido indicador comprende un polipéptido seleccionable.

Segun una realizacion, el polipéptido seleccionable es un polipéptido escindido de resistencia a los antibidticos.
Segun una realizacion, el polipéptido de resistencia a los antibidticos es DHFR o lactamasa B.

Segun una realizacion, el primer fragmento polipeptidico esta unido a la ubiquitina a través de un conector.
Segun una realizacion, el segundo fragmento polipeptidico esta unido al sustrato a través de un conector.
Segun una realizacion, el polipéptido indicador es una sefal detectable opticamente.

Segun una realizacion, el polipéptido detectable se selecciona del grupo constituido por un polipéptido fluorescente
escindido, un polipéptido luminiscente escindido y un polipéptido fosforescente escindido.

Segun una realizacion, el analisis se efectia mediante complementacidn bimolecular de una proteina de resistencia a
los antibioticos.

Segun una realizacion, el procedimiento comprende, ademas, la expresion de todas las enzimas de la cascada de
enzimas ubiquitinantes de la enzima.

Segun una realizacion, el polipéptido indicador es un polipéptido detectable o un polipéptido seleccionable.

Segun una realizacidn, la enzima se selecciona del grupo constituido por ligasa E3, enzima activadora de la ubiquitina
E1 y enzima conjugadora de la ubiquitina E2.

Segun una realizacion, el sustrato de prueba comprende una ligasa E3 o Rpn10.

Segun unarealizacion, la enzima es una enzima activadora de la ubiquitina E1. El procedimiento comprende, ademas,
la expresién en la célula bacteriana de una enzima conjugadora de la ubiquitina E2 y de la ubiquitina ligasa E3.

A no ser que se defina algo distinto, todos los términos técnicos y/o cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado comunmente entendido por una persona con un dominio normal de la técnica a la que pertenece
la invencion. Aunque en la puesta en practica o la prueba de realizaciones de la invencién pueden usarse
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuacion, se
describen procedimientos y/o materiales ejemplares. En caso de conflicto, prevalecera la memoria descriptiva de la
patente, incluidas las definiciones. Ademas, los materiales, los procedimientos y los ejemplos son unicamente
ilustrativos.

Breve descripcidn de las varias vistas de los dibujos
En los dibujos:
Figuras 1A-D: Planteamiento de genética bacteriana para la seccion de proteinas ubiquitiladas.

(A) Un esquema demuestra el sistema construido para la seccion en bacterias. El aparato de ubiquitinacion se expresa
a partir de dos plasmidos compatibles, cada uno de los cuales alberga una resistencia a los antibidticos y un origen
de replicacion diferentes, facilitando la cotransformacién y la seleccién de los vectores con independencia de la
ubiquitinacion. pND-Ub denota el fragmento N-terminal de la DHFR fusionado con la Ub. pCD-Sub denota el fragmento
C-terminal de la DHFR fusionado con un sustrato de ubiquitinacion. Un sistema completo confiere resistencia a los
antibidticos y crecimiento bacteriano en presencia de trimetoprima (TRIM). El aspa roja representa bacterias que
expresan un sistema incompleto y que, por lo tanto, no son resistente a los medios selectivos.
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(B) Demuestra la funcionalidad del sistema. Se logra la resistencia al antibidtico (10 yg/ml de TRIM) unicamente
cuando se coexpresa una cascada de ubiquitinacién completa de Vps9 que incluye Uba1 de trigo, Ubc4 de levadura
y Rsp5 de levadura con fragmentos escindidos de DHRF fusionados a Ub y Vps9.

(C) Muestra que la ligasa E3 afin (Rsp5) es necesaria para la ubiquitinacion de Vps9 y la resistencia a los antibidticos.

(D) La interaccidn no covalente entre Vps9 y Ub no confiere resistencia para concentraciones de TRIM por encima de
0,1 ug/ml. Ubiquitinacion se refiere a la cascada de ubiquitinacion completa; unidon se refiere a la cascada de
ubiquitinacién incompleta (AE1,AE2).

Figuras 2A-G: Identificacion y caracterizacion de NleG6-3 as ligasa E3.

(A) Las bacterias que coexpresan la fusion de cDHFR a las ligasas E3 Rsp5 (representativas de la familia HECT) con
su aparato afin de ubiquitinacién, que incluye Ubc4, son etiquetadas como ‘completas’. Se indican las deleciones de
E1, E2 0 Ub.

(B) Las bacterias que coexpresan la fusion de cDHFR a las ligasas E3 Siah2 (representativas de la familia RING) con
su aparato afin de ubiquitinacién, que incluye UbcH5a, son etiquetadas como ‘completas’. Se indican las deleciones
de E1, E2 o Ub o la sustitucion de la UbcH5a con Cdc34. El panel de la derecha muestra la inhibicion de Siah2
mediante menadiona.

(C) Muestra el alineamiento se secuencias derivado de la busqueda con PSI-BLAST usando CHIP humana como
sonda contra el proteoma EHEC. ECs3488 CSLYDKDTLVQLVETGGAHPLSREPITESMIMR - SEQ ID NO: 1;
ECs2156 CTLFDAAAFSRLVGEGLPHPLTREPITASIIVK - SEQ ID NO: 2; HS_CHIP
ITYDRKDIEEHLQRVGHFDPVTRSPLTQEQLIP - SEQ ID NO: 3. La secuencia de longitud maxima de la NleG6-3
ligasa es la definida por la SEQ ID NO: 4.

(D) Escaneo de E2 de levadura para la ligasa E3 ECs3488 (NleG6-3).
(E) Autoubiquitinacién de NleG6-3 por UbcH5b/c humana.

(F) Muestra un modelo, basado en la homologia, de NleG6-3 (anaranjada) superpuesta a la estructura de EHEC
NleG2-3 (azul) y al complejo humano CHIP:UbchSb gris y magenta (respectivamente). Con acercamiento a la interfaz
prevista con realce de los residuos de unién criticos.

(G) Empleo del sistema de seleccion para el andlisis mutacional de la interfaz E2:E3 prevista.

Figuras 3A-I: El sistema de seleccion bacteriana facilita la identificacion y la caracterizacion de los receptores de Ub.
Los UBD promueven la autoubiquitinacion y, por lo tanto, pueden ser detectados por el sistema de seleccidn
bacteriana. La cDHFR se fusiono a diversos UBD en el pCD-Sub, y se coexpresé en el sistema de seleccion sin ligasa
ES3.

(A) La ubiquitinaciéon promovida por Hrs se uso para validar el rendimiento del sistema.
(B) La estructura del complejo Hrs dsUIM:Ub (cédigo PDB 2D3G) muestra los residuos que interactuan.

(C) El andlisis por inmunoelectrotransferencia demuestra la formacion de un enlace covalente entre Ub y la fusion
GST-dsUIM. Se coexpresod Hiss-Ub con E1 y Ubc4 junto con GST-dsUIM. La proteina se purifico en perlas de GSH y,
para la inmunoelectrotransferencia, fue sometida a anti GST (roja) y anti His-tag (verde). Ambos anticuerpos
detectaron la banda amarilla que migré al tamafio molecular de la proteina ubiquitilada.

(D) El inhibidor E1 PYR41 atenta el crecimiento bacteriano Unicamente en las condiciones no permisivas. Las
bacterias se cultivaron en placas de 96 pocillos complementadas con PYR41 y/o TRIM, segun se indica. Las tasas de
crecimiento relativo en la fase logaritmica se muestran con desviacion tipica (n = 9).

(E-H) Muestran los fenotipos de crecimiento de diversos UBD en el sistema de selecciéon. e. Rpn10 de levadura; f.
STAM1-UIM humano; g. Dominio Alix-V humano; h. Dominio Hse1-VHS de levadura.

() En el sistema de seleccion se examino la uniéon de Ub a los dominios VHS de STAM1, GGA1 y GGA2 humanos.
Se mutaron los residuos criticos STAM1-VHS que se sabe que se unen a la Uby se estudié el fenotipo de crecimiento.

Figuras 4A-J: Informacion estructural sobre una interfaz ENTH:Ub prevista.

(A-B) El sistema de seleccidn identificd que los dominios de epsinal-ENTH de Ent1 de la levadura (Saccharomyces
cerevisiae) y Epn1 del pez cebra (Danio rerio) funcionan como UBD. La coexpresion de estos dominios ENTH con el
aparato de ubiquitinacion en el sistema de seleccidn confirid resistencia a los antibidéticos y promovio el crecimiento
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bacteriano en condiciones no permisivas. Se presentan las estructuras de los dominios de epsinal ENTH del pez
cebray la levadura.

(C-D) Muestran los mapas 2mFo-DFc sigma-A de las proteinas del pez y de la levadura a 2,2 y 1,8 ¢ (respectivamente)
de los modelos refinados finales.

(E) Superposicion de las estructuras ENTH del pez y la levadura encima del complejo STAM1-VHS:Ub (codigo pdb
3LDZ). Las desviaciones de la media cuadratica (RMSD, por sus siglas en inglés) promedio de Cason 1,5 Ay 1,7 A,
respectivamente. Los modelos se minimizaron enérgicamente y se inspeccionaron cuidadosamente.

(F) Ampliacion de la estructura cristalina de la interfaz VHS:Ub (3LDZ).
(G-H) Modelo de los complejos ENTH:Ub.

(I) y (J) Muestran una ampliacion de la interfaz de los complejos modelo.

Figuras 5A-I: Caracterizacion de la interfaz de union ENTH:Ub. Se construyeron y caracterizaron mutantes basados
en la estructura en la interfaz ENTH:Ub prevista.

(A) Fenotipos de crecimiento de los mutantes de ENTH y Ub del pez cebra en el sistema de seleccion.

(B) Curvas de crecimiento de la forma natural y de las mutantes de Ub derivadas del escaneo en lapsos de tiempo de
las salpicaduras (la densidad fue analizada por Fiji).

(C) Como se muestra en b, pero para mutantes de ENTH.

(D) Como se muestra en b y ¢, pero para mutaciones reciprocas.

(E) Fenotipos de crecimiento de los mutantes de ENTH y Ub de levadura en el sistema de seleccion.
(F) Como se muestra en b, pero para mutantes de ENTH y Ub de levadura.

(G) Se evalud el rendimiento de la ubiquitinacion para la forma natural y las mutantes indicadas de la levadura Hiss-
MBP-ENTH. Las proteinas apo y ubiquitiladas se purificaron en perlas de amilasa segun se ha descrito'’, resueltas
en SDS-PAGE y detectada por inmunoelectrotransferencia con anticuerpo anti His-tag.

(H) Cuantificacién de los rendimientos de ubiquitinacidon mostrados en (G). La proporcion ubiquitiladas/apo es
presentada como un porcentaje de la proporcion de la forma natural. Se promediaron valores de cuatro experimentos
independientes, y se presentan barras de error de desviacion tipica.

(I) Analisis de resonancia plasmdnica de superficie (SPR, por sus siglas en inglés) de la afinidad de unién de ENTH:Ub
de la levadura de proteinas de la forma natural y mutantes. El ajuste a las curvas de unién se llevo a cabo con un
modelo de unién a un sitio Unico usando el soporte 16gico OriginLab. Se indican los errores estandar derivados de tres
mediciones independientes.

Figuras 6A-D: Sem1 es un sustrato de ubiquitinacion de Rsp5.

La seleccidén de la biblioteca de fusidn de levadura pCD-Sub reveld el Sem1 como un sustrato potencial de
ubiquitinacion de Rsp5 en el sistema de seleccion bacteriana.

(A) El crecimiento de las salpicaduras a las horas indicadas después de la siembra demuestra que Rsp5 promueve
significativamente la ubiquitinacion de Sem1 (comparar el sistema completo que contiene Rsp5 con cascadas de
ARsp5). En los datos complementarios se puede encontrar una pelicula de los escaneos a lapsos de tiempo en
intervalos de 30 minutos.

(B) Curvas de crecimiento derivadas de la cuantificacion de los escaneos usando el ‘'Time Series Analyzer en Fiji. Los
valores son el promedio de ocho salpicaduras con barras de desviacion tipica.

(C) Deteccion de la ubiquitinacion de Sem1 en E. coli. Se resolvidé en SDS-PAGE el Hiss-MBP-Sem/1 purificado de E.
coli que coexpresa el aparato de ubiquitinacion'” y se detecté mediante inmunoelectrotransferencia con anticuerpo
anti His-tag.

(D) Sem1 es un sustrato de ubiquitinacidon de Rsp5 in vivo en levadura. Se expresd Hise-Sem1 a partir de un promotor
inducible de Gal en células de levadura de la forma natural o rsp5-1. Los cultivos crecieron a 25°C (condiciones
permisivas). La temperatura de induccién previa se cambid a 37°C o0 se mantuvo como se indica. Se purificd el Hisg-
Sem1 en condiciones desnaturalizadas, se resolvid y se detecté como en (C).
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Figuras 7A-F: Andlisis funcional del parche de uniéon vWA:Ub.

(A) Esquema que muestra un sistema de seleccidn genética bacteriana para la ubiquitinacion.

(B) Crecimiento bacteriano adicto a la ubiquitinacion en placas selectivas (+Trimetoprima) o no selectivas. Se muestra
un solo escaneo de las placas 98 horas después de la siembra.

(C) Muestra la cuantificacidon del crecimiento bacteriano dependiente de la ubiquitinacion. Se representa graficamente
la densidad promedio de salpicaduras individuales monitorizadas mediante escaneo de las placas en intervalos de 1
hora. La eficacia se calculé con la maxima densidad de crecimiento dividida por el tiempo del crecimiento maximo
medio. NSG: sin crecimiento significativo (por sus siglas en inglés).

(D) Muestra curvas representativas de SPR para el complejo vWA:Ub.

(E) Analisis de uniéon de modelo simple de mediciones de afinidad de SPR de la fn y las mutantes indicadas de
Rpn10:Ub. Se indican valores Ku (derecha; NB: sin union, por sus siglas en inglés).

(F) Comparacion entre el crecimiento relativo de las salpicaduras de la fn o mutante y las constantes de asociacidon
medidas por SPR (Ka). El coeficiente de correlacion de producto-momento de Pearson es r=0,99 (p < 0,001).

Figuras 8A-B: Los esquemas muestran dos de los principales obstaculos que plantean retos a la hora de asignar
asociaciones especificas de componentes a lo largo de cascadas de ubiquitina.

(A) Las desubiquitilasas revierten rapidamente la ubiquitinacién. En el ser humano hay aproximadamente cien enzimas
desubiquitinantes (DUB) que eliminan eficaz y rapidamente el resto de ubiquitina de las proteinas seleccionadas.

(B) Las cascadas de ubiquitinacion son multiples. Por ejemplo, para la ligasa E3 BRCA1 se encontraron ocho sustratos
diferentes. De modo similar, para el ubiquitilato p53 se demostraron 7 ligasas E3 diferentes.

Figura 9: Arquitectura y secuencia de los conectores que conectan los fragmentos de DHFR a la Ub y a los sustratos.
llustracidén esquematica de los constructos usados en el sistema de seleccion. Los vectores pND-Ub contienen un
fragmento de DHFR N-terminal fusionado a través del conector flexible (conector 1) a la Ub. En el pCD-Sub el
fragmento C-terminal de la DHFR se fusiono a través del conector flexible (conector 2) al Hiss-MBP-sustrato o
directamente al sustrato.

Conector1: LIKAAQRAREAERDLAAAVAQAAAGQAVPRAAPRQ - SEQ ID NO: 5

Conector2: GGSAGSGSGAGSGSGGSAGSSGSSGASSG - SEQ ID NO: 6.

Figura 10: Arquitectura de dominio de receptores de Ub asociados con la membrana. Los restos de Ub marcan los
sitios de union (U en un circulo anaranjado).

Figuras 11A-E: El dominio Ent1-ENTH se une directamente a la ubiquitina.

(A) Muestra un ensayo de reticulacion del dominio Ent1-ENTH con mayores concentraciones de Ub. Se usé un
reticulante suave, el suberato disuccinimidilico (DSS, por sus siglas en inglés). Las reacciones se resolvieron mediante
SDS-PAGE vy se tincionaron con azul de Coomassie.

(B) Muestra un ensayo de reticulacion, como en (A), del dominio Ent1-ENTH con la forma natural y la mutante de Ub
|44E para diversos tiempos de incubacion (indicados).

(C) Esquema de constructos derivados de la epsina-1 en la levadura y el pez cebra.
(D) Ubiquitinacién de derivados de Ent1 en la levadura.

(E) Ubiquitinacién de derivados de Epn1 en el pez cebra. Se coexpresd Hisg-Ub con E1 y Ubc4 junto con derivados
de la GST-epsinal. Las proteinas se purificaron en perlas de GSH y la ubiquitinacion se detectd por
inmunoelectrotransferencia usando el anticuerpo anti His-tag seguin se describe en "7,

Figuras 12A-B: Divergencia estructural dentro de los dominios ENTH. Se superpusieron las coordenadas de varios
dominios ENTH, incluidos la levadura (magenta), el pez cebra (blanco) y tres estructuras de dominio ENTH de rata
(turquesa, rojo y amarillo). Se calcularon los ejes de la hélice 8 de cada una de las estructuras. A continuacion, se
compararon los angulos entre las hélices deducidas (A). Se presentan las diferencias estructurales entre los bucles
que unen las hélices numeros 3 y 4 en los dominios ENTH de la levadura y el pez cebra (B).

Figura 13: Los dominios ENTH/VHS pueden asociarse simultdneamente con membranas y ubiquitina. Superponer el
complejo ENTH con el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato lipidico, el complejo GGA3-VHS con el terminal del receptor 6P
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de la manosa y STAM1-VHS:Ub demuestra que las asociaciones con la membrana y la Ub ocurren en lados opuestos
del dominio y, por lo tanto, pueden producirse simultaneamente.

Figuras 14A-C: Resonancia plasmonica de superficie (datos en bruto). Se presentan sonogramas de las respuestas
de SPR de la FN y de las mutantes indicadas.

Figuras 15A-D: Vista esquematica del sistema de seleccion bacteriana de CAT escindida para la ubiquitinacion.

A. Se muestra la reaccion ejecutada por CAT (es decir, la transferencia del grupo acetilo de la acetilo-CoA a
cloranfenicol).

B. Representacion estructural de la CAT escindida ensamblada con cloranfenicol.
C. Representacion lineal del sistema de CAT escindida.

D. Vista en boceto del sistema de seleccidén bacteriana de CAT escindida.
Figuras 16A-D: El sistema de CAT escindida detecta la ubiquitinacién.

A. Muestra una ubiquitinacion independiente de E3 del dominio VHS de unién a Ub del Hse1 de la levadura.

B. El sistema de CAT escindida muestra una eficacia de crecimiento significativamente mayor que acorta el tiempo
experimental. Se muestra la ubiquitinacion de Rpn10 dependiente de BE3A en el sistema de seleccion de CAT y DHFR
escindidas.

C. Mutacion en la ligasa UBE3A E3 (G738E) que causa el fenotipo del sindrome de Angelman.

D. Elsistema de CAT escindida facilita el estudio de las ligasas E3 que no pueden ser purificadas a partir de E. coli,
como la UBE3B. Se muestra la ubiquitinacion de Rpn10 dependiente de UBE3B en el sistema de CAT escindida. La
mutacion (G781R) del sindrome de Kaufman en UBE3B muestra un fenotipo.

Figuras 17A-B: llustran la secuencia de ADN y los productos de traduccion de CAT, (Figura 17A - SEQ ID NO: 63 y
SEQ ID NO: 64) y los fragmentos de CAT, escindida (Figura 17B - SEQ ID NOs: 65-68). LA flecha marca el sitio de
escision que se eligio para los fragmentos proteicos escindidos (arriba). En los fragmentos proteicos escindidos (abajo)
se muestran el codon de parada tras el residuo Q30 y el coddn de iniciacion antes del residuo C31.

Descripcion de realizaciones especificas de la invencién
La presente invencidn versa sobre sistemas bacterianos para el analisis de la ubiquitinacién de polipéptidos.

Aproximadamente la tercera parte del proteoma eucariota experimenta ubiquitinacion, pero la mayoria de las cascadas
enzimaticas que conducen a la modificacién del sustrato sigue siendo desconocida. Los presentes inventores han
inventado una herramienta de seleccidén genética que utiliza E. coli, que carece de desubiquitilasas, para identificar
interacciones a lo largo de cascadas de ubiquitinacion. La coexpresion de proteina escindida de resistencia a los
antibiéticos unida a la ubiquitina y a la diana de ubiquitinacion junto con un aparato funcional de ubiquitinaciéon da
como resultado un ensamblaje covalente de la proteina de resistencia, dando lugar al crecimiento bacteriano en
medios selectivos. En el presente documento se demuestra la capacidad de la herramienta de seleccion para
moduladores de moléculas pequefias, en un formato de alto rendimiento. Ademas, usando una biblioteca de E2
completa en el sistema de seleccidn, los presentes inventores identificaron y caracterizaron una ligasa E3 a partir de
las bacterias patégenas EHEC. Ademas, los presentes inventores identificaron la ENTH como un dominio de union a
la ubiquitina sumamente débil, demostrando la gran sensibilidad de la herramienta. La cristalografia de rayos X,
combinada con estudios de seleccion bacteriana, facilita el analisis de estructura-funcién de la interfaz
ENTH:ubiquitina. Ademas, el estudio de la interaccion no covalente de Rpn10:Ub (Figuras 7A-F) demostré una
excelente correlacion entre la eficacia del crecimiento en condiciones restrictivas de la forma natural y las mutantes
en el sistema de seleccion genética y las afinidades de union medidas por resonancia plasmonica de superficie (SPR).
La Figura 7F muestra una comparacion entre la eficacia del crecimiento relativo sobre medios selectivos y las
constantes (Ka) de asociacion relativa medidas por SPR. La regresion lineal proporciona un coeficiente de correlacion
de Pearson de r=0,99 (p < 0,001).

Estos hallazgos demuestran que puede emplearse el sistema para descubrimiento y mejoras de farmacos (cribado
sistémico de posibles prototipos), dado que el crecimiento dependiente de la ubiquitinacion estd muy correlacionado
con las afinidades a lo largo de la cascada. Mientras simplificaban mas la presente invenciéon para su puesta en
practica, los presentes inventores construyeron y cribaron una biblioteca de fusidon de levaduras y descubrieron una
nueva ubiquitinacion fisiolégica. Colectivamente, el sistema desarrollado proporciona un planteamiento robusto de alto
rendimiento para estudios genéticos de cascadas de ubiquitinacién.

Asi, segun un aspecto de la presente invencidn se proporciona un procedimiento de identificacion de un agente que
regula la actividad o la cantidad de una enzima ubiquitinante que comprende:
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(a) poner en contacto una célula bacteriana con el agente, produciendo la célula bacteriana una sefal detectable o
seleccionable que se correlaciona con el nivel de ubiquitinacién de un sustrato, siendo modificada genéticamente
dicha célula bacteriana para que exprese:

() dicha enzima ubiguitinante;
(i) la ubiquitina unida a un primer fragmento polipeptidico; y

(iii) dicho sustrato unido a un segundo fragmento polipeptidico, asociandose el primer fragmento polipeptidico con
dicho segundo fragmento polipeptidico para generar un polipéptido indicador de la ubiquitinacién de dicho sustrato; y

(b) medir el nivel o la tasa de acumulacion de la sefial detectable o seleccionable, siendo indicativo un cambio en el
nivel con respecto al nivel en ausencia del agente de un agente que regula la actividad o la cantidad de la enzima
ubiguitinante.

El procedimiento de este aspecto de la presente invencidn puede buscar agentes que regulan al alza o a la baja la
actividad y/o la cantidad de la enzima.

Los agentes que pueden seleccionarse incluyen agentes de moléculas pequenas, agentes peptidicos, agentes de
acidos nucleicos, anticuerpos, proteinas, agentes quimioterapéuticos, etc.

El ensayo de seleccion de este aspecto de la presente invencion usa bacterias que han sido modificadas
genéticamente para producir una sefal detectable o seleccionable que se correlaciona con el nivel de ubiquitinacion
de un sustrato.

La ubiquitinacién tiene lugar mediante una cascada de actividad enzimatica (es decir, multiples enzimas que actian
conjuntamente para producir la misma funcién: la ubiquitinacion). Por ejemplo, E1 activa la Ub; luego la Ub es
transferida a E2. E2 junto con E3 (0 en muchos casos transfiere la Ub a E3) reconocen una diana especifica y ligan la
Ub a la proteina diana.

A continuacion, se presenta una lista de los componentes del ensayo que son expresados por las bacterias de este
aspecto de la presente invencidn modificadas genéticamente, cada uno de los cuales se describira en detalle a
continuacion en el presente documento.

1. Ubiquitina;
2. Seial detectable;
3. Al menos una enzima ubiquitinante; y

4. Sustrato (diana para la ubiquitilacién).

Para este ensayo pueden usarse bacterias cualesquiera siempre y cuando carezcan de actividad de desubiquitinasa
endodgena y preferiblemente también de actividad de ubiquitinasa enddgena. En una realizacion, la bacteria tiene al
menos 10 veces menos de actividad de desubiquitinasa enddgena y de actividad de ubiquitinasa endoégena que una
célula humana. En otra realizacion, la bacteria tiene al menos 20 veces menos actividad de desubiquitinasa enddgena
y de actividad de ubiquitinasa enddégena que una célula humana.

Preferiblemente, las bacterias carecen de resistencia a los marcadores de seleccion en el sistema actual. Ejemplos
de tales bacterias incluyen, sin limitacion, derivados K-12 de E. coli, incluyendo W3110, MG1655, DH5a, JM101, JM19,
BL21, B834, XL1-azul, también pueden usarse otras bacterias que no sean E. coli.

Segun una realizacion particular, las bacterias usadas en el sistema son del género Escherichia, como, por ejemplo,
E. coli.

Para expresar los componentes del ensayo, preferiblemente se liga una secuencia de polinucledtidos que codifica los
elementos anteriormente descritos en un constructo de acidos nucleicos adecuado para la expresion en la célula
bacteriana. Tal constructo de acidos nucleicos incluye una secuencia de promotores para dirigir la transcripcion de la
secuencia de polinucledtidos en la célula de manera constitutiva o inducible.

La frase “un polinucleédtido aislado” se refiere a una secuencia de acidos nucleicos mono o bicatenaria que esta aislada
y es proporcionada en forma de una secuencia de ARN, una secuencia de polinucledtidos complementaria (ADNc),
una secuencia de polinucledtidos gendmica y/o secuencias de polinucledtidos compuestas (por ejemplo, una
combinacioén de las anteriores).

Tal como se usa en el presente documento, la frase “secuencia de polinucledtidos complementaria” se refiere a una
secuencia que resulta de la transcripcion inversa de ARN mensajero usando una transcriptasa inversa o cualquier otra
ADN polimerasa dependiente de ARN. Tal secuencia puede ser amplificada subsiguientemente in vivo o in vitro usando
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una ADN polimerasa dependiente de ADN; o ser sintetizada sintéticamente mediante ensamblaje a partir de
oligonucleétidos cortos.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “secuencia de polinucledtidos gendmica” se refiere a una
secuencia derivada (aislada) de un cromosoma y, por tanto, representa una porcién contigua de un cromosoma.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “secuencia de polinucledtidos compuesta” se refiere a una
secuencia que es al menos parcialmente complementaria y al menos parcialmente gendmica. Una secuencia
compuesta puede incluir algunas secuencias exonales requeridas para codificar el polipéptido usado en la presente
invencién, asi como algunas secuencias intrénicas interpuestas entre aquellas. Las secuencias intronicas pueden ser
de cualquier origen, incluyendo de otros genes, y normalmente incluira secuencias de sefiales de empalme
conservadas. Tales secuencias intrénicas pueden incluir, ademas, elementos reguladores de la expresion que actuan
en cis.

El constructo de acidos nucleicos (también denominado “vector de expresion” en el presente documento) de algunas
realizaciones de la invencion incluye secuencias adicionales que convierten a este vector en adecuado para su
replicaciéon e integracion en procariotas, eucariotas o, preferiblemente, ambas (por ejemplo, vectores lanzadera).
Ademas, un vector de clonacion tipico también puede contener una secuencia de inicio de transcripcion y traduccién,
un terminador de transcripcion y traduccion y una sefial de poliadenilacion. A titulo de ejemplo, tales constructos
incluirdn normalmente una LTR 5', un sitio de unién de ARNt, una sefial de empaquetamiento, un origen de sintesis
de ADN de segunda cadena y una LTR 3' 0 una porcién de los mismos.

Promotores ejemplares contemplados por la presente invencion incluyen, sin limitacion, los promotores del polioma,
del virus 40 del simio (SV40), del adenovirus, de los retrovirus, del virus de la hepatitis B y del citomegalovirus. Segun
una realizacion particular, el promotor es un promotor bacteriano.

Los promotores constitutivos adecuados para su uso con la presente invencidén son secuencias promotoras que son
activas en la mayoria de las condiciones medioambientales y en la mayoria de tipos de células bacterianas, como un
promotor izquierdo (pL) de bacteridéfago lambda no regulado o un pTac que presente elevada permeabilidad.

Los elementos potenciadores pueden estimular la transcripcion en hasta 1.000 veces a partir de promotores
homélogos o heterdlogos ligados. Los potenciadores estan activos cuando estan situados en sentido descendente o
ascendente del sitio de inicio de la transcripcién. Muchos elementos potenciadores derivados de virus tienen una
amplia gama de anfitriones y son activos en diversos tejidos. Por ejemplo, el potenciador génico temprano SV40 es
adecuado para muchos tipos de células. Otras combinaciones de potenciador/promotor que son adecuadas para
algunas realizaciones de la invencion incluyen las derivadas del virus del polioma, del citomegalovirus (CMV) humano
0 murino, la repeticidn terminal larga de diversos retrovirus, como el virus de la leucemia murina, el virus del sarcoma
murino o de Rous y el VIH. Véase, Enhancers and Eukaryotic Expression, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York. 1983.

En la construccién del vector de expresion, el promotor se situa preferiblemente a aproximadamente la misma distancia
del sitio de inicio de la transcripcidn heterdloga que del sitio del inicio de la transcripcion en su entorno natural. Sin
embargo, como es sabido en la técnica, puede haber cabida para cierta variacidén en esta distancia sin pérdida de
funcién del promotor.

También se pueden afadir al vector de expresion secuencias de poliadenilacién para aumentar la eficacia de la
traduccion del ARNm. Para una poliadenilacion exacta y eficaz se requieren dos elementos de secuencia distintos:
secuencias ricas en GU o U situadas aguas abajo del sitio de poliadenilacidén y una secuencia muy conservada de seis
nucleotidos, AAUAAA, situada 11-30 nucleétidos aguas arriba. Las sefiales de terminacidn y poliadenilacion que son
adecuadas para algunas realizaciones de la invencion incluyen las derivadas del SV40.

Ademas de los elementos ya descritos, el vector de expresion de algunas realizaciones de la invenciéon puede contener
normalmente otros elementos especializados previstos para aumentar el nivel de expresidon de los acidos nucleicos
clonados o para facilitar la identificaciéon de las células que portan el ADN recombinante. Por ejemplo, varios virus
animales contienen secuencias de ADN que promueven la replicacion extracromosdmica del genoma viral en tipos
celulares permisivos. Los plasmidos que portan estos replicones virales son replicados episomalmente, siempre y
cuando los factores apropiados sean proporcionados por genes ya sea portados en el plasmido o con el genoma de
la célula anfitriona.

El vector puede incluir 0 no un replicdn eucariota. Si hay presente un replicon eucariota, entonces el vector es
amplificable en células eucariotas usando el marcador seleccionable apropiado. Si el vector no comprende un replicon
eucariota, no es posible amplificacion episomal alguna. En vez de ello, el ADN recombinante se integra en el genoma
de la célula modificada, en donde el promotor dirige la expresion del acido nucleico deseado.

En una realizacion preferida, el vector comprende una replicacién bacteriana de origen.

El vector de expresidn usado en algunas realizaciones de la invencion puede incluir, ademas, secuencias
polinucleotidicas adicionales que permiten, por ejemplo, la traduccion de varias proteinas a partir de un tunico ARNm,
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tal como un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, por sus siglas en inglés) y secuencias para la integracion
genomica del polipéptido quimérico promotor.

El uso de una arquitectura de operones bacterianos para la expresion multigénica, en donde un unico promotor es
seguido por varios marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés), cada uno de los cuales contiene un sitio
de unién a ribosomas (secuencia Shine-Dalgarno) facilita la coexpresiéon del complejo multiproteico del aparato de
ubiquitinacién.

Se apreciara que los elementos individuales comprendidos en el vector de expresion pueden estar dispuestos en
diversas configuraciones. Por ejemplo, los elementos potenciadores, los promotores y similares, e incluso la o las
secuencias de polinucledtidos que codifican la proteina de fusién pueden ser dispuestos en una configuracion “de
cabeza a cola”, pueden presentarse como un complemento invertido, 0 en una configuracién complementaria, como
una hebra antiparalela. Aunque es mas probable que se produzca tal variedad de configuracion con elementos no
codificantes del vector de expresidn, también se contemplan configuraciones alternativas de la secuencia codificante
dentro del vector de expresion.

En la técnica se conocen bien procedimientos ejemplares de introduccion de los polinucleétidos usados en la presente
invencién en células procariotas; estos incluyen, sin limitacion, su transformacion con un vector de expresién de ADN
de bacteriéfago recombinante, ADN de plasmido o ADN de cosmido que contenga las secuencias génicas relevantes.

Aparte de contener los elementos necesarios para la transcripcion y la traduccion de la secuencia codificante insertada,
el constructo de expresion de algunas realizaciones de la invencién también puede incluir secuencias modificadas
para potenciar la estabilidad, la produccién o el aislamiento de los fragmentos peptidicos expresados.

Ejemplos de constructos bacterianos incluyen la serie pET de vectores de expresion de E. coli (véase, por ejemplo,
Studier y otros (1990) Methods in Enzymol 185:60-89) en la que su promotor T7 fue sustituido con el pL (promotor
izquierdo) del bacteridéfago activo constitutivo. Otros vectores que pueden usarse son los que pertenecen a la familia
de vectores (por ejemplo, pZE21), los que pertenecen al pCloDF (que contiene un origen del pCloDF13) y al pACYC
(que contiene un origen de replicacion de p15A).

Ubiquitina

El término “ubiquitina” usado en el presente documento se refiere ya sea a ubiquitina de mamifero, que tiene una
secuencia definida en la SEQ ID NO: 7, o a ubiquitina de levadura, que tiene una secuencia definida en la SEQ ID
NO: 8.

Sefal detectable

En un ejemplo, la sefial detectable es una proteina fluorescente o una enzima que produce una reaccion colorimétrica.
Proteinas ejemplares que generan una sefal detectable incluyen, sin limitacién, la proteina fluorescente verde (N° de
entrada de Genbank AAL33912), la fosfatasa alcalina (N° de entrada de Genbank AAK73766), la peroxidasa (N° de
entrada de Genbank NP_568674), la etiqueta de polihistidina (N° de entrada de Genbank AAK(09208), la etiqueta Myc
(N° de entrada de Genbank AF329457), la etiqueta de biotina ligasa (N° de entrada de Genbank NP_561589), la
proteina fluorescente naranja (N° de entrada de Genbank AAL33917), la beta galactosidasa (N° de entrada de
Genbank NM_125776), el isotiocianato de fluoresceina (N° de entrada de Genbank AAF22695) y la estrepiavidina (N°
de entrada de Genbank S11540).

En otro ejemplo, la sefial detectable es una proteina luminiscente, tal como productos de los genes de la luciferasa
bacteriana; por ejemplo, los genes de luciferasa codificados por Vibrio harveyi, Vibrio fischeri y Xenorhabdus
luminescens, el gen FFlux de la luciferasa de la luciérnaga, y similares.

En una realizacion, la seleccidon es una seleccidn dominante, que normalmente usa un farmaco para detener el
crecimiento de una célula anfitriona. Sobrevivirian a la seccion las células que expresaran una proteina que
transmitiera resistencia al farmaco. El uso de un marcador escindido permite la deteccion de eventos de ubiquitinacién,
como se describe con mayor detalle a continuacion.

Para producir una sefal detectable o seleccionable que se correlacione con el nivel de ubiquitinacion de un sustrato,
los presentes inventores contemplan el uso de un polipéptido escindido, en donde un fragmento del polipéptido esta
ligado a la ubiquitina y el otro fragmento del polipéptido esta ligado al sustrato. Cuando el polipéptido es expresado
como dos fragmentos “escindidos”, no hay ninguna sefial detectable o seleccionable. Sin embargo, cuando los dos
fragmentos se acercan lo suficiente (es decir, en la ubiquitinacion del sustrato), forman una proteina funcional que
emite una sefal detectable o seleccionable; es decir, generan un polipéptido indicador.

Segun una realizacién particular, el polipéptido escindido se combina para generar un polipéptido indicador que es
fluorescente, luminiscente, fosforescente o uno que confiere resistencia a los antibiéticos.

Ejemplos de polipéptidos escindidos contemplados por la presente invencién incluyen, sin limitacion, la beta
lactamasa, la dihidrofolato reductasa (DHFR), la quinasa de adhesion focal, la proteina verde fluorescente (GFP, por
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sus siglas en inglés) mejorada, la peroxidasa de rabano picante, la proteina fluorescente infrarroja IFP1.4 (un dominio
modificado de unién a croméforo (CBD, por sus siglas en inglés) de un bacteriofitocromo de Deinococcus radiodurans),
la LacZ (beta-galactosidasa), la luciferasa y la proteasa del TEV (virus de grabado del tabaco, por sus siglas en inglés).

Segun una realizaciéon particular, el polipéptido escindido proporciona resistencia a un antibiotico cuando esta
combinado, pero la bacteria es susceptible al antibidtico cuando estd escindido. Preferiblemente, el polipéptido
escindido proporciona resistencia a un antibidtico bacteriostatico cuando esta combinado. Ejemplos de antibioticos
bacteriostaticos incluyen, sin limitacion, la trimetoprima y el cloranfenicol.

En el caso de la trimetoprima, puede expresarse una proteina de DHFR escindida. Especificamente, el uso de medios
selectivos que carecen de timidina, glicina, serina 0o metionina y contienen el antibidtico trimetoprima permite la
seleccidn de genes requeridos para el proceso de ubiquitinacion.

En el caso del cloranfenicol, puede expresarse una enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) escindida.

Tal como se usa en el presente documento, el término CAT se refiere a una enzima (EC 2.3.1.28) que cataliza la
acetilacion dependiente de la acetilo-S-CoA del cloranfenicol en el grupo 3-hidroxilo.

La CAT de esta realizacion puede tener una secuencia de aminoacidos que es idéntica u homologa en al menos un
90%, un 91%, un 92%, un 93%, un 94%, un 95%, un 96%, un 97%, un 98%, un 99% o un 100% a la secuencia definida
en la SEQ ID NO: 64, determinada usando el soporte I6gico estdndar protein-protein BLAST [blastp] del Centro
Nacional Estadounidense para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en ingles). En la SEQ ID NO: 63
se define una secuencia de ADN ejemplar que codifica la CAT de longitud maxima.

En una realizacién, el fragmento N-terminal comprende una primera porcion del sitio catalitico activo de la CAT,; por
ejemplo, el fragmento terminal N normalmente contiene los primeros 28 o 30 aminoacidos de la CAT nativa. El
fragmento C-terminal comprende la segunda porcién del sitio catalitico activo de la CAT; por ejemplo, el fragmento
terminal C normalmente contiene el resto de la secuencia de la CAT nativa. El fragmento N-terminal se asocia con el
fragmento C-terminal para generar una CAT activa que es capaz de acetilar el cloranfenicol.

En una realizacion, el extremo N del fragmento N-terminal esta ligado al extremo C del sustrato o ubiquitina
(preferiblemente a través de un conector).

En otra realizacion, el extremo C del fragmento C-terminal esta ligado al extremo N del sustrato o ubiquitina
(preferiblemente a través de un conector); véase, por ejemplo, la Figura 15C.

Preferiblemente, el primer aminoacido del fragmento C-terminal es un residuo de aminoacido pequefio; por ejemplo,
cisteina o alanina. Por tanto, el fragmento terminal C puede iniciarse con cisteina 31 (siendo la numeracion segun la
SEQID NO: 64), 0 alanina 29 (siendo la numeracion segun la SEQ ID NO: 64). Otros residuos de aminoacido pequefios
incluyen glicina, alanina, serina, prolina, treonina, aspartato y asparagina.

Al ser pequefio, el primer aminoacido del fragmento C-terminal tras la formilmetionina hace que esta se elimine
postraduccionalmente del terminal N (del fragmento terminal C), salvando asi la disposicion del sitio activo vista por la
actividad.

En una realizacion, el fragmento N-terminal comprende/consta de la secuencia de aminoacidos definida en la SEQ ID
NO: 67.

El fragmento C-terminal comprende/consta de la secuencia de aminoacidos definida en la SEQ ID NO: 68.

El fragmento N-terminal puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos definida en la SEQ ID NO: 65.
El fragmento C-terminal puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos definida en la SEQ ID NO: 66.
En la Figura 17B se ilustra la secuencia de ADN y proteinas de una CAT escindida ejemplar.

Como se ha mencionado, para generar las bacterias recombinantes de la realizacion anteriormente descrita, las
bacterias son modificadas genéticamente para que expresen al menos dos fragmentos polipeptidicos: siendo uno de
los fragmentos polipeptidicos el fragmento de polipéptido escindido ligado a la ubiquitina y siendo el otro fragmento
polipeptidico el par conjugado del polipéptido escindido que esta ligado al sustrato.

En una realizacién, el fragmento del polipéptido escindido esta directamente ligado a ubiquitina o sustrato. En otra
realizacion, el fragmento del polipéptido escindido esta ligado a la ubiquitina o sustrato a través de un conector
peptidico. El conector deberia serde una longitud y una flexibilidad que permiten la estabilidad funcional del polipéptido
indicador. El conector tiene preferiblemente de 10-500 aminoacidos, mas preferiblemente entre 20 y 200 aminoacidos
y mas preferiblemente de 20-100 aminoacidos. En las SEQ ID NOs: 5 0 6 se definen conectores peptidicos ejemplares
que pueden usarse.
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El primer fragmento del polipéptido indicador que esta ligado a la ubiquitina puede estar codificado en el mismo
constructo de acidos nucleicos que el segundo fragmento del polipéptido indicador que esta ligado al sustrato.
Alternativamente, el primer fragmento del polipéptido indicador que esta ligado a la ubiquitina puede estar codificado
en un constructo de acidos nucleicos diferente del del segundo fragmento del polipéptido indicador que esta ligado al
sustrato. Esta realizacion estd ilustrada en la Figura 1A. Se deberia tener cuidado cuando se formen los constructos
para que el nivel de expresion del primer fragmento sea similar al nivel de expresién del segundo fragmento. Asi, por
ejemplo, el promotor que se use para expresar el primer fragmento puede ser idéntico al promotor usado para expresar
el segundo fragmento.

En los sistemas bacterianos, pueden seleccionarse ventajosamente varios vectores de expresion, dependiendo del
uso previsto para el polipéptido expresado. Especificamente, se contempla el uso de diferentes marcadores de
seleccion (como KanR y StrepR) y de un diferente origen de las replicaciones (como ColiE1 y CloDF13).

Enzima ubiquitinante

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzima ubiquitinante” se refiere a enzimas activadoras (E1)
de la ubiquitina, enzimas conjugadoras (E2) de la ubiquitina o ubiquitina ligasas (E3). Colectivamente, tienen EC
6.3.2.19 como numero EC.

En una realizacién, la enzima ubiquitinante es una enzima ubiquitinante humana.

Las enzimas activadoras (E1) de la ubiquitina tienen EC 6.2.1.45 como numero EC; las enzimas conjugadoras de la
ubiquitina tienen EC 2.3.2.23 como numero EC; y las ubiquitina ligasas tienen el numero EC 2.3.2.27.

Las secuencias de aminoacidos de las E1 ejemplares contempladas por la presente invencion incluyen, sin limitacion,
las SEQ ID NOs: 9-16.

Las secuencias de aminoacidos de las E2 ejemplares contempladas por la presente invencién estan definidas por las
SEQ ID NOs: 17-36.

La Tabla 1 proporciona a continuacién la nomenclatura y los sindbnimos mas comunes usados para las enzimas
conjugadoras E2 de la ubiquitina. La nomenclatura de las E2 es conforme a la usada por la Organizacion del Genoma
Humano.

Tabla 1
Nomenclatura de la Organizacion del Genoma Humano Sin6nimo
UBE2V2 UEV2/MMS2
UBE2D1 UBC4/5/UBCH5A
UBE2D2 UBC4/5/UBCH5B
UBE2D4 HBUCE1
UBE2D3 UBC4/5
UBE2W FLJ11011
UBE2B UBC2/HHR6B/RAD6BB/E217K
UBE2L6 RIGB/UBCHS
UBE2N UBC13
UBE2L3 UBCH7
UBE2G1 UBC7/E217K
UBE2H UBCB8/E220K
UBE2M UBC12
UBE2F NCE2
UBE2E2 UBCHS8
UBE2E3 UBCH9/UBCM2
UBE2S E224K
UBE2U MGC35130
UBE2R1 CDC34
UBE2R2 UBC3B/CDC34B
UBE2Z HOYS7
UBE2J2 NCUBE2
Probable enzima E2 conjugadora de ubiquitina FLJ25076 | LOC134111/FLJ25076
AKTIP FTS/FT1
UBE2J1 NCUBE1
UBE2V1 UEV1/CROC1
UBE2Q2 DKFZ/UBCI
UBE2Q1 NICES

TSG101/VPS23/SG10
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Nomenclatura de la Organizacion del Genoma Humano Sin6nimo
UEVLD UEV3

En una realizacién, la enzima ubiquitinante es una ligasa E3.

Ligasas E3 ejemplares contempladas por la presente invencion incluyen, sin limitacién Siah2, Smurf1, MDM2, BRCAT1,
PARKIN, UBE3A, TRIM5, NEDD4, UBRS, Huwe1, Arkadia, ITCH, MuRF1, TRAF6, Trim32, UBR4, UBE3B y UBE3D.

Segun una realizacion particular, la ligasa E3 se selecciona del grupo constituido por Siah2, Smurf1, MDM2, BRCA1,
PARKIN, UBE3A, UBE3B, MURF1, TRIM32, TRIM5, NEDD4, UBR5 y Huwel.

En otra realizacion la ligasa E3 es Siah2, Smurf1, MDM2, BRCA1, PARKIN o UBE3A.

En las SEQ ID NOs: 37-62 se definen secuencias de aminoacidos de E3 ejemplares contempladas por la presente
invencion.

A continuacion, se presenta una breve descripcion de ligasas E3 ejemplares contempladas por la presente invencion
y algunos de sus sustratos ejemplares.

Homéologo 2 de Siete en ausencia (SIAH2)

La SIAH2 es una ubiquitina ligasa de tipo dedo de RING con un dominio RING catalitico en su terminal N, seguido por
dos dedos de cinc y un dominio de unién al sustrato C-terminal.

La Siah2 es una ubiquitina ligasa E3 implicada en procesos biolégicos diversos, incluyendo vias de sefalizacidon
p38/JNK/NF-kB, dafios en el ADN, sefalizacion de estrogenos, muerte celular programada, via Ras/Raf, mitosis e
hipoxia.

La Siah2 selecciona como dianas numerosos sustratos para su degradacién, incluyendo TRAF2 (cetoglutarato
deshidrogenasa), Spry2 (Sprouty2) y la prolil hidroxilasa PHD3.

La Siah2 también limita su propia disponibilidad mediante autoubiquitinacién y degradacion.

La Siah2 desempefia un papel clave en la hipoxia, a través de la regulaciéon de la estabilidad y la actividad de la
transcripcion de HIF-1a mediante la regulacion de la estabilidad de PHD3.

Factor 1 de ubiquitinacion regulatoria de las proteinas Smad (Smurf1)

La Smurf1 es una ligasa E3 de la familia HECT (homologa al terminal carboxilo de E6-AP, por sus siglas en inglés) de
Clase IV similar a NEDD4 con actividad catalitica.

La Smurf1 ha sido relacionada con varias vias bioldgicas importantes, incluyendo la via de la proteina morfogenética
0sea, la via Wit no canodnica y la via de la proteina quinasa activada por mitdgenos.

Las Smurf poseen tres dominios funcionales: un dominio C2 relacionado con la proteina quinasa C (PKC, por sus
siglas en inglés) N-terminal que se une a fosfolipidos, dirigiendo a las Smurf a membranas intracelulares; una region
central que contiene de dos a cuatro dominios que interactuan con proteinas VWV (residuos de triptéfano) que median
las asociaciones ligasa-sustrato a través de interacciones con diversos motivos ricos en prolina (PPXY) y secuencias
de fosfoserina/fosfotreonina que contienen prolina del sustrato proteico; y un dominio HECT C-terminal, responsable
de la transferencia de ubiquitina desde un residuo de cisteina conservado en la posicion 716 a un residuo de lisina en
una proteina del sustrato.

La Smurf1 promueve la degradacion de p53 potenciando la actividad de la ligasa E3 MDM2. La Smurf1 estabiliza la
MDM2 mejorando la heterodimerizacion de MDM2 con MDMX, durante la cual Smurf1 interactia con MDM2 y MDMX.

La Smurf1 también es un regulador negativo clave del factor de crecimiento transformante (TGF, por sus siglas en
inglés) B-via de sefalizacion de la proteina morfogenética dsea (BMP, por sus siglas en inglés).

Homoblogo de Doble minuto murino 2 (MDM2)

La MDM2 también se denomina ubiquitina-proteina ligasa E3. La Mdm2 es un regulador negativo importante del
supresor tumoral p53.

La proteina Mdm2 funciona a la vez como una ubiquitina ligasa E3 que reconoce el dominio de transactivaciéon (TAD,
por sus siglas en inglés) N-terminal del supresor tumoral p53 y como un inhibidor de la activacion transcripcional de
p53.

La Mdm2 contiene un dominio RING C-terminal (residuos de aminoacidos 430-480), que contiene un consenso Cis3-
His2-Cis3 que coordina dos moléculas de cinc. Se requieren estos residuos para la unién a c¢inc, que es esencial para
el debido plegamiento del dominio RING. El dominio RING de Mdmz2 confiere actividad a la ubiquitina ligasa E3 y es
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suficiente para la actividad de la ligasa E3 en autoubiquitinacion del RING de Mdm2. El dominio RING de Mdm2 es
excepcional, porque incorpora un motivo Walker de bucle A o P conservado caracteristico de proteinas de unién a
nucledtidos, asi como una secuencia de localizacion nucleolar.

La Mdm2 es capaz de una autopoliubiquitinacién, y, combinada con p300, una ubiquitina ligasa E3 cooperante, es
capaz de poliubiquitinar la p53. De esta manera, la Mdm2 y la p53 son miembros de un bucle de control de
retroalimentacién negativa que mantiene bajo el nivel de p53 en ausencia de sefiales estabilizadoras de p53.

BRCA1

La BRCA1-BARD1 constituye un complejo de dedo de RING heterodimérico del complejo que contiene BRCA1BRCA2
(BRCC, por sus siglas en inglés) que contiene una actividad de ubiquitina ligasa significativa.

La BRCA1 desempefa papeles criticos en la reparacion de dafios cromosomicos (reparacion sin error de roturas
bicatenarias de ADN), inspeccion de puntos de control del ciclo celular, y estabilidad gendmica.

La BRCA1 forma varios complejos distintos a través de su asociacion con diferentes proteinas adaptadoras, y cada
complejo se forma de manera mutuamente excluyente.

La BRCA1 se combina con otros supresores tumorales, con sensores de dafios del ADN y con transductores de
sefiales, formando un gran complejo proteico de subunidades multiples denominado complejo de vigilancia del
genoma asociado con BRCA1 (BASC, por sus siglas en inglés).

La proteina BRCA1 se asocia con la ARN polimerasa Il y, a través del dominio C-terminal, también interactia con
complejos de histona desacetilasa. Por tanto, esta proteina desempefia un papel en la transcripcion, en la reparacion
de ADN de roturas bicatenarias, en la ubiquitinacion y en la regulacion transcripcional, asi como en otras funciones.

Parkin

La Parkin es una ligasa E3 de RING-entre-RING que funciona en la union covalente de la ubiquitina a sustratos
especificos.

Es conocida sobre todo porregular la eliminacion de mitocondrias disfuncionales (junto con PINK1, una serina treonina
quinasa) a través de la autofagia mitocondrial (es decir, la mitofagia).

Tras la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial, la PINK1 se estabiliza y activa en la membrana mitocondrial
externa (OMM, por sus siglas en inglés), dando lugar al reclutamiento y la activacion de la Parkin.

La Parkin facilita la ubiquitinacién de un amplio numero de dianas expresadas en la OMM (por ejemplo, TOM20,
Mitofusinas, VDAC, Fis1), dando lugar al reclutamiento de la maquinaria de autofagia, formacién de autofagosomasy
eliminacion mitocondrial.

Ademas de su papel establecido en la mitofagia y el sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS, por sus siglas en inglés),
la Parkin afecta a otras vias celulares neuroprotectoras, incluyendo la sefializacion de TNFa y la sefalizacién de Wnt/
catenina, y también es un supresor tumoral putativo.

UBE3A (gen que codifica la proteina asociada a E6; E6-AP)

Esta ligasa promueve la ubiquitilacion y la degradacion de p53. Posteriormente se demostré que la E6-AP ubiquitilaba
proteinas independientes de E6 y que servia para una funcién secundaria independiente como coactivador
transcripcional de receptores nucleares de estrogenos. La E6-AP ha sido implicada en un amplio abanico de procesos
(por ejemplo, crecimiento celular, formacién y funcion sinapticas, etc.) y se ha demostrado que tiene muchos sustratos
diana diferentes (por ejemplo, HHR23A, CDKN1B, MCM7, etc.).

Motivo tripartito 5 (TRIM5)

Esta ligasa es una ligasa E3 de dedo de RING, un factor clave de restriccion antiviral y esta directamente implicada
en la inhibicién de la replicacion del VIH-1.

Célula precursora neuronal 4 expresada en su desarrollo regulada a la baja (NEDD4-1)

La Nedd4-1 ubiquitina varios sustratos, incluidos ENaC, ADRB2, AMPA, Notch, pAKT, VEGFR2, EPS15, LATS1, y
MDM2.

La proteina Alix clasificadora de proteinas vacuolares recluta a NEDD4 para la proteina de antigeno especifico de
grupo (Gag, por sus siglas en inglés) del VIH-1 para facilitar la liberacién del VIH-1 a través de un mecanismo que
implica la ubiquitinacion de Alix.

La NEDD4 también se une y ubiquitina la proteina de membrana latente 2A (LMP2A, por sus siglas en inglés) del virus
Epstein-Bar (EBV, por sus siglas en inglés) para activar la transduccién de sefales de los linfocitos B.
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Componente n-recognina 5 de la ubiquitina-proteina ligasa E3 (UBR5)

Esta ligasa también se denomina EDD (E3 identificada por visualizacién diferencial), EDD1, HHYD, KIAA0896 o DD5.

La UBR5 actua como supresor tumoral general mediante ubiquitinacion, lo que aumenta los niveles de p53 e induce
la senescencia celular. La UBR5 también ubiquitina la TopBP1, una topoisomerasa que interviene en la respuesta a
los dafios en el ADN.

HUWE1

La HUWE1 (también denominada ARF-BP1, MULE, LASU1 o0 HECTH9) es una ligasa E3 que regula la estabilidad de
sustratos celulares diversos y, en consecuencia, de numerosos procesos fisioldgicos, incluyendo la replicacién y la
reparacion de los dafios del ADN, la proliferacion y la diferenciacion celulares, y la apoptosis.

Los sustratos de HUWE1 incluyen tanto los promotores tumorales (por ejemplo, N-MYC, C-MYC, MCL1) como los
supresores tumorales (por ejemplo, p53, MYC, MIZ1).

La HUWE1 ha demostrado funciones tanto prooncogénicas como supresoras de tumores en diferentes modelos

tumorales.

La HUWET1 pertenece a la familia HECT (homoéloga al C-terminal de E6AP) de ubiquitina ligasas E3.

A continuacién, en la Tabla 2, se presentan otras ligasas E3 adicionales y sus sustratos.

Tabla 2

Ligasa

Sustrato

Funcién

AMFR

KAI1

La AMFR también es denominada gp78.

La AMFR es una proteina integral de la membrana del reticulo endoplasmatico
(RE) y funciona en la degradacion asociada con el RE (ERAD, por sus siglas
en inglés). Se ha descubierto que la AMFR promueve la metastasis tumoral a
través de la ubiquitinacion del supresor metastasico, KAI1.

APC/Cdc20

Ciclina B

El complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C, por sus siglas en inglés)
es un complejo multiproteico con actividad de ligasa E3 que regula el avance
del ciclo celular a través de la degradacién de las ciclinas y de otras proteinas
mitodticas. El APC se encuentra en un complejo con CDC20, CDC27, SPATC1,
y TUBGI1.

APC/Cdh1

Cdc20, Ciclina B,
Ciclina A, Aurora
A, Segurina,
Skp2, Claspina

El complejo/ciclosoma promotor de la anafase (APC/C) es un complejo
multiproteico con actividad de ligasa E3 que regula el avance del ciclo celular
a través de la degradacion de las ciclinas y de otras proteinas mitéticas. El
complejo dimérico APC/C-Cdh1 se activa durante la anafase y la telofase, y
permanece activo hasta el inicio de la siguiente fase S.

Céorf157

Ciclina B

La C6orf157 también se denomina H10BH. La C6orf157 es una ubiquitina
ligasa E3 que se ha demostrado que ubiquitina la ciclina B.

Cbl

La Cbl-b y la ¢c-Cbl son miembros de la familia Cbl de proteinas adaptadoras
que son expresadas altamente en células hematopoyéticas. Las proteinas Cbl
poseen actividad de ubiquitina ligasa E3 que regula a la baja numerosas
proteinas de sefializacion y receptores tirosina quinasa (RTK, por sus siglas en
inglés) en varias vias, como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR, por sus siglas en inglés), los receptores de linfocitos T y linfocitos B, y
los receptores de integrina. Las proteinas Cbl desempefan un importante papel
en las vias de sefalizacion de los receptores de linfocitos T.

CBLL1

CDH1

La CBLL1 también se denomina Hakai. La CBLL1 es una ubiquitina ligasa E3
que ubiquitina la forma fosforilada de la E-Cadherina, causando su
degradacion y la pérdida de adhesiones entre células.

CHFR

PLK1, Aurora A

La CHFR es una ubiquitina ligasa E3 que funciona como proteina de punto de
control del estrés mitdtico que retrasa la entrada en la mitosis en respuesta al
estrés. Se ha demostrado que la CHFR ubiquitina y degrada las quinasas PLK1
y Aurora A.

CHIP

HSP70/90, INOS,
Runx1, LRRK2

La CHIP es una ubiquitina ligasa E3 que actua como proteina coacompanante
e interactua con varias proteinas de choque térmico, incluidas HSP70 y HSP90,
asi como las proteinas no de choque térmico iNOS, Runx1 y LRRK2.

DTL (Cdt2)

p21

La DTL es una ubiquitina ligasa E3 que se combina con Cullind y DDB1, y
promueve la degradacion de p21 después de dafos por radiacion UV.
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Ligasa

Sustrato

Funcién

E6-AP

p53, Dlg

La E6-AP también se denomina UBE3A. La E6-AP es una ubiquitina ligasa E3
del dominio HECT que interactia con la proteina central del virus de la hepatitis
C (VHC) y la selecciona como diana para su degradacién. La proteina central
del VHC es fundamental para empaquetar el ADN viral y otros procesos
celulares. La E6-AP también interactia con la proteina E6 de los tipos 16 y 18
del papilomavirus humano, y selecciona como diana la proteina supresora
tumoral p53 para su degradacion.

HACE1

La HACE1 es una ubiquitina ligasa E3 y supresora tumoral. Frecuentemente
se encuentra una metilacion aberrante de HACE1 en los tumores de Wilms y
el cancer colorrectal.

HECTD1

La HECTD1 es una ubiquitina ligasa E3 requerida para el cierre del tubo neural
y el normal desarrollo del mesénquima.

HECTD2

La HECTD2 es una probable ubiquitina ligasa E3 y puede actuar como gen de
susceptibilidad para la neurodegeneracion y la enfermedad priénica.

HECTD3

La HECTD3 es una probable ubiquitina ligasa E3 y puede desempefar un
papel en la regulaciéon citoesquelética, remodelacion de actinas y trafico
vesicular.

HECWA1

DVL1, SOD1
mutante, p53

La HECW1 también se denomina NEDL1. La HECW1 interactua con p53 y la
proteina DVL1 de sefializacion de Wnt, y puede desempefiar un papel en la
muerte celular mediada por p53 en neuronas.

HECW2

p73

La HECW?2 también se denomina NEDL2. La HECW?2 ubiquitina p73, que es
un miembro de la familia p53. La ubiquitinacion de p73 aumenta la estabilidad
de la proteina.

HERC2

RNF8

La HERC2 pertenece a una familia de ubiquitina ligasas E3 implicada en
eventos de trafico membranal. La HERC2 desempefia un papel en la respuesta
a los dafos en el ADN a través de la interaccion con RNF8.

HERC3

La HERC3 pertenece a una familia de ubiquitina ligasas E3 implicada en
eventos de trafico membranal. La HERC3 interactia con hPLIC-1y hPLIC-2 y
se localiza en los endosomas tardios y lisosomas.

HERC4

La HERC4 pertenece a una familia de ubiquitina ligasas E3 implicada en
eventos de trafico membranal. La HERC4 esta altamente expresada en los
testiculos y puede desempedar un papel en la espermatogénesis.

HERC5

La HERCS pertenece a una familia de ubiquitina ligasas E3 implicada en
eventos de trafico membranal. La HERCS5 es inducida por el interferdn y otras
citocinas proinflamatorias y desempenfia un papel en la conjugacion de ISG15
inducida por interferén durante la respuesta inmunitaria innata.

HUWE1

N-Myc, C-Myc,
p53, Mcl-1,
TopBP1

La HUWE1 también se denomina MULE. La HUWE1 es una ubiquitina ligasa
E3 del dominio HECT que regula la degradacion de Mcl-1y, por lo tanto, regula
la apoptosis inducida por dafios en el ADN. La HUWE1 también controla la
diferenciacién neuronal desestabilizando N-Myc, y regula la supresion tumoral
dependiente e independiente de p53 mediante ARF.

HYD

CHK2

El HYD también se denomina EDD o UBRS5. El HYD es un regulador de la
respuesta a los dafios en el ADN y se sobreexpresa en muchas formas de
cancer.

ITCH

MKK4, RIPZ,
FOXP3

La ITCH desempefia un papel en la activacion y la sefalizacion de receptores
de linfocitos T a través de la ubiquitinacion de multiples proteinas, incluidas
MKK4, RIP2 y FOXP3. La pérdida de la funcién ITCH conduce a una respuesta
inmunitaria aberrante y a la diferenciacion de linfocitos T auxiliares.

LNX1

NUMB

La LNX1 es una ubiquitina ligasa E3 que desempefia un papel en la
determinacién del destino celular durante la embriogénesis mediante la
regulacién de NUMB, regulador negativo de la sefalizacion de Notch.

Mahogunina

La mahogunina es una ubiquitina ligasa E3 implicada en la sefalizacion de la
melanocortina. La pérdida de la funcidon de mahogunina conduce a la
neurodegeneracion y a la pérdida de pigmentacién, y puede ser el mecanismo
de accidn en la enfermedad pridnica.

MARCH-I

HLA-DRB

La MARCH1 es una ubiquitina ligasa E3 encontrada en células que presentan
antigenos (APC, por sus siglas en inglés). La MARCH1 ubiquitina proteinas
MHC de clase Il y regula a la baja su expresion en la superficie celular.

MARCH-II

La MARCH-II es un miembro de la familia MARCH de ubiquitina ligasas E3. Se
asocia con syntaxin6 en los endosomas y contribuye a regular el trafico
vesicular.

MARCH-III

La MARCH-III es un miembro de la familia MARCH de ubiquitina ligasas E3.
La MARCH-III se asocia con syntaxiné en los endosomas y contribuye a regular
el trafico vesicular.
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Ligasa

Sustrato

Funcién

MARCH-IV

MHC clase |

La MARCH-IV es un miembro de la familia MARCH de ubiquitina ligasas ES3.
La MARCH-IV ubiquitina proteinas MHC de clase | y regula a la baja su
expresion en la superficie celular.

MARCH-VI

La MARCH-VI también se denomina TEB4 y es un miembro de la familia
MARCH de ubiquitina ligasas E3. Se localiza en el reticulo endoplasmatico y
participa en la degradacion de proteinas asociadas al RE.

MARCH-VII

gp190

La MARCH-VII también se denomina axotrofina. La MARCH-VII se identificd
originalmente como un gen de células madre neuronales, pero desde entonces
se ha demostrado que desempefia un papel en la sefalizacién de LIF en los
linfocitos T a través de la degradacion de la subunidad de receptores de LIF,
gp190.

MARCH-VIII

B7-2, MHC clase
Il

La MARCH-VIII también se denomina c-MIR. La MARCH-VIII causa la
ubiquitinaciéon/degradacion de B7-2, que es una molécula coestimuladora para
la presentacidén de antigenos. También se ha demostrado que la MARCH-VIII
ubiquitina proteinas MHC de clase Il

MARCH-X

La MARCH-X también se denomina RNF190. La MARCH-X es un miembro de
la familia MARCH de ubiquitina ligasas E3. En la actualidad no se conoce el
papel putativo de la MARCH-X.

MDM2

p53

La MDM2, una ubiquitina ligasa E3 para p53, desempefia un papel central en
la regulacion de la estabilidad de p53. La fosforilacion de MDM2 mediada por
Akt en Ser166 y Ser186 aumenta su interaccion con p300, permitiendo la
ubiquitinacion y la degradacion de p53 mediadas por MDM2.

MEKK1

c-Jun, Erk

La MEKK1 es una proteina quinasa muy conocida de la familia STE11. La
MEKK1 fosforila y activa MKK4/7, que, a su vez, activa JNK1/2/3. La MEKK1
contiene un dominio de dedo de RING y presenta actividad de ubiquitina ligasa
E3 hacia c-Jun y Erk.

MIB1

Delta, Jagged

El homélogo de bomba mental 1 (MIB1, por sus siglas en inglés) es una ligasa
E3 que facilita la ubiquitinacion y la subsiguiente endocitosis de los ligandos
Notch, de Delta y de Jagged.

MIB2

Delta, Jagged

La bomba mental 2 (MIB2, por sus siglas en inglés) es una ligasa E3 que regula
positivamente la sefalizacion de Notch. Se ha demostrado que el MIB2
desempefia un papel en la diferenciacion de miotubos y en la estabilidad
muscular. ElI MIB2 ubiquitina subunidades de NMDAR para contribuir a regular
la plasticidad sinaptica en las neuronas.

MycBP2

Fbxo45, TSC2

La MycBP2 es una ubiquitina ligasa E3 también denominada PAM. La MycBP2
se asocia con Fbxo45 para desempefar un papel en el desarrollo neuronal. La
MycBP2 también regula la via de mTOR a través de la ubiquitinacién de TSC2.

NEDD4

La NEDD4 es una ubiquitina ligasa E3 altamente expresada en el sistema
nervioso central embrionario temprano del ratén. La NEDD4 regula a la baja
tanto los canales neuronales de Na* dependientes del voltaje (NaV, por sus
siglas en inglés) como los canales epiteliales de Na* (ENaC, por sus siglas en
inglés) en respuesta a las mayores concentraciones intracelulares de Na*.

NEDDA4L

Smad2

La NEDDA4L es una ubiquitina ligasa E3 altamente expresada en el sistema
nervioso central embrionario temprano del raton. Se ha demostrado que la
NEDDA4L regula negativamente la sefializacion de TGF-B al seleccionar como
diana a Smad2 para su degradacion.

Parkin

La Parkin es una ubiquitina ligasa E3 que ha demostrado ser un regulador clave
de la via de autofagia. Las mutaciones en Parkin pueden conducir a la
enfermedad de Parkinson.

PELI1

TRIP, IRAK

La PELIM es una ubiquitina ligasa E3 que desempefia un papel en la
sefalizacion del receptor de tipo Toll (TLR3 y TLR4) a NF-kB a través de la
proteina adaptadora TRIP. También se ha demostrado que la PELI1 ubiquitina
la IRAK.

Pirh2

TP53

La Pirh2 también se denomina RCHY1. La Pirh2 es una ubiquitina ligasa E3 de
dominio RING. La Pirh2 se une a p53 y promueve la degradacion proteosomal
de p53 independiente de MDM2. La expresion del gen Pirh2 es controlada por
p53, haciendo de esta interaccidén parte de un bucle de retroalimentacion
autoinhibitorio.

PJA1

ELF

La PJA1 también se denomina PRAJA. La PJA1 desempefia un papel en la
regulacién a la baja de la sefializacion de TGF-B en el cancer gastrico a través
de la ubiquitinacion de la proteina adaptadora ELF de SMADA4.

PJAZ2

La PJA2 es una ubiquitina ligasa E3 encontrada en sinapsis neuronales. El
papel exacto y los sustratos de PJA2 estan poco claros.
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RFFL

p53

La RFFL también se denomina CARP2 y es una ubiquitina ligasa E3 que inhibe
el reciclado de endosomas. La RFFL también degrada la p53 a través de la
estabilizacion de MDM2.

RFWD2

MTA1, p53,
FOXO1

La RFWD2 también se denomina COP1. La RFWD2 es una ubiquitina ligasa
E3 que ubiquitina varias proteinas implicadas en la respuesta a los dafios en
el ADN vy la apoptosis, incluyendo MTA1, p53 y FOXO1.

Rictor

SGK1

Rictor interactia con Cullin1-Rbx1 para formar un complejo de ubiquitina ligasa
E3, y promueve la ubiquitinacién y la degradacion de SGK1.

RNF5

JAMP, paxilina

La RNF5 también se denomina RMAS. La RNF5 desempefia un papel en la
degradacion asociada al RE de proteinas mal plegadas y en la respuesta al
estrés del RE a través de la ubiquitinacion de JAMP. La RNF5 también
desempefia un papel en la motilidad celular y se ha demostrado que ubiquitina
la paxilina.

RNF8

H2A ,H2AX

La RNF8 es una ubiquitina ligasa E3 del dominio RING que desempefia un
papel en la reparacion de cromosomas dafados. La RNF8 ubiquitina las
histonas H2A y H2A.X en las roturas bicatenarias (DSB, por sus siglas en
inglés), las cuales reclutan las proteinas reparadoras 53BP1 y BRCA1.

RNF19

SOD1

La RNF19 también se denomina Dorfina. La acumulacién y la agregacion de
SOD1 mutante conduce a la enfermedad de ELA. La RNF19 ubiquitina la
proteina SOD1 mutante, causando una disminucién en su neurotoxicidad.

RNF190

Véase MARCH-X

RNF20

Histona H2B

La RNF20 también se denomina BRE1. RNF20 es una ubiquitina ligasa E3 que
monoubiquitina la histona H2B. La ubiquitinacion de H2B esta asociada con
areas de transcripcion activa.

RNF34

Caspasa-8, - 10

La RNF34 también se denomina RFI. A través de la ubiquitinacién/degradacion
de la caspasa-8 y -10, la RNF34 inhibe la apoptosis mediada por el receptor
del factor de necrosis tumoral.

RNF40

Histona H2B

La RNF40 también se denomina BRE1-B. La RNF40 forma un complejo
proteico con RNF20 que da lugar a la ubiquitinacion de la histona H2B. La
ubiquitinacion de H2B esta asociada con areas de transcripcion activa.

RNF125

La RNF125 también se denomina TRAC-1. Se ha demostrado que la RNF125
regula positivamente la activacion de linfocitos T.

RNF128

La RNF128 también se denomina GRAIL. La RNF128 promueve la energia de
los linfocitos T y puede desempefiar un papel en la organizacién citoesquelética
de las actinas en interacciones de linfocitos T/APC.

RNF138

TCF/LEF

La RNF138 también se denomina NARF. La RNF138 esta asociada con la
quinasa de tipo Nemo (NLK, por sus siglas en inglés) y suprime la sefalizacién
de Wnt/B-catenina a través de la ubiquitinacién/degradacion de TCF/LEF.

RNF168

H2A, H2A X

La RNF168 es una ubiquitina ligasa E3 que contribuye a proteger la integridad
del genoma colaborando con la RNF8 para ubiquitinar las histonas H2A y
H2A.X en las roturas bicatenarias (DSB) del ADN.

SCF/B-
TrcP

IkBa, Wee1,
Cdc25A, B-
catenina

La SCF/B-TrCP es un complejo de ubiquitina ligasa E3 compuesto de SCF
(proteina SKP1-CUL1-F-box) y el componente de reconocimiento del sustrato,
B-TrCP (también denominado BTRC). La SCF/B-TrCP media la ubiquitinacion
de las proteinas implicadas en el avance del ciclo celular, la transduccion y la
transcripcion de sefales. La SCF/B-TrCP también regula la estabilidad de B-
catenina y participa en la sefalizacion de Wnt.

SCF/FBW7

Ciclina E, c-Myc,
c-Jun

La SCF/FBW7 es un complejo de ubiquitina ligasa E3 compuesto de SCF
(proteina SKP1-CUL1-F-box) y el componente de reconocimiento del sustrato,
FBWY7. La SCF/FBW7 media la ubiquitinaciéon de las proteinas implicadas en
el avance del ciclo celular, la transduccion y la transcripcion de sefales. Las
proteinas diana para la SCF/FBW?7 incluyen las formas fosforiladas de c-Myc,
Ciclina E, el dominio intracelular Notch (NICD, por sus siglas en inglés) y c-Jun.
Los defectos en FBXW7 pueden ser una causa del cancer de mama.

SCF/Skp2

p27, p21, FOXO1

La SCF/Skp2 es un complejo de ubiquitina ligasa E3 compuesto de SCF
(proteina SKP1-CUL1-F-box) y el componente de reconocimiento del sustrato,
Skp2. La SCF/Skp2 media la ubiquitinacion de las proteinas implicadas en el
avance del ciclo celular (especificamente la transicién G1/S), la transduccién y
la transcripcidn de sefales. Las proteinas diana para la SCF/Skp2 incluyen las
formas fosforiladas de p27Kip1, p21Waf1/Cip1 y FOXO1.

SHPRH

PCNA

La SHPRH es una ubiquitina ligasa E3 que desempefia un papel en la
replicacion del ADN a través de la ubiquitinacién de la PCNA. La ubiquitinacion
de la PCNA evita la inestabilidad gendmica derivada de horquillas de
replicacion detenidas después de dafnos en el ADN.
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SIAH1

B-catenina, Bim,
TRB3

La SIAH1 es una ubiquitina ligasa E3 que desempefia un papel en la inhibicion
de la sefalizacion de Wnt a través de la ubiquitinacion de la B-catenina.
También se ha demostrado que la SIAH1 promueve la apoptosis a través de la
regulacion al alza de Bim, y que ubiquitina la proteina adaptadora de
sefalizacién TRB3.

SIAH2

HIPK2, PHD1/3

La SIAH2 es una ubiquitina ligasa E3 que desempefia un papel en la hipoxia a
través de la ubiquitinacidén y la degradacién de HIPK2. La SIAH2 también
ubiquitina la PHD1/3, que regula los niveles de HIF-1a en respuesta a la
hipoxia.

SMURF1

Smads

La SMURF1 es una ubiquitina ligasa E3 que interactia con los efectores de
Smad de la via BMP, conduciendo a la ubiquitinacion y la degradacion de la
proteina Smad. La Smurfl regula negativamente la diferenciacion de
osteoblastos y la formacién de hueso in vivo.

SMURF2

Smads, Mad2

La SMURF2 es una ubiquitina ligasa E3 que interactia con Smads de las vias
tanto de BMP como de TGF-B. La SMURF2 también regula el punto de control
del huso mitético a través de la ubiquitinacion de Mad2.

TOPORS

p53, NKX3.1

La TOPORS es una ubiquitina ligasa E3 y una SUMO ligasa. La TOPORS
ubiquitina y sumoila la p53, lo que regula la estabilidad de p53. También se ha
demostrado que la TOPORS ubiquitina el supresor tumoral NKX3.1.

TRAF6

NEMO, Akt1

La TRAF6 es una ubiquitina ligasa E3 que funciona como proteina adaptadora
en la sefalizaciéon de IL-1R, CD40 y TLR. La TRAF6 promueve la sefalizacion
de NF-kB a través de la poliubiquitinacion K63 de IKK, dando lugar a la
activacion de la IKK. También se ha demostrado que la TRAF6 ubiquitina la
Akt1, causando su translocacion a la membrana celular.

TRAF7

La TRAF7 es una ubiquitina ligasa E3 y una SUMO ligasa que funciona como
proteina adaptadora en el receptor de TNF y la sefializaciéon de TLR. Se ha
demostrado que la TRAF7 es capaz de autoubiquitinacion y que desempefa
un papel en la apoptosis a través de la activacion de NF-kB mediada por
MEKKS.

TRIM63

Troponina I,
MyBP-C,
MyLC1/2

La TRIM63 también se denomina Murf-1. La TRIM63 es una ubiquitina ligasa
E3 especifica a los musculos cuya expresion es regulada al alza durante la
atrofia muscular. Se ha demostrado que la TRIM63 ubiquitina varias proteinas
musculares importantes, incluyendo la troponina |, MyBP-C y MyLC1/2.

UBES3B

La UBE3B es una ubiquitina ligasa E3 identificada a través de un andlisis de
secuencias. En la actualidad se desconocen los sustratos y la funciéon celular
especificos de la UBE3B.

UBE3C

La UBE3C es una ubiquitina ligasa E3 también denominada KIAA10. La
UBE3C es altamente expresada en los musculos y puede interactuar con el
regulador transcripcional TIP120B.

UBR1

La UBR1 es una ubiquitina ligasa E3 responsable de la degradacion
proteasomal de las proteinas citoplasmaticas mal plegadas. También se ha
demostrado que la UBR1 es una ubiquitina ligasa de la via proteolitica de la
regla del N-terminal, la cual regula la degradacién de las proteinas de vida
corta.

UBR2

Histona H2A

La UBR2 es una ubiquitina ligasa E3 que se ha demostrado que ubiquitina la
histona H2A, dando lugar a un silenciamiento transcripcional. La UBR2 también
forma parte de la via proteolitica de la regla del N-terminal.

UHRF2

PCNP

La UHRF2 también se denomina NIRF. La UHRF2 es una proteina nuclear que
puede regular el avance del ciclo celular a través de su asociacion con Chk2.
La UHRF2 también ubiquitina la PCNP y se ha demostrado que desempefia un
papel en la degradacidén de agregados nucleares que contienen repeticiones
de poliglutamina.

VHL

HIF-1a

El VHL es el componente de reconocimiento de sustrato del complejo de
ubiquitina ligasa E3 ECV (Elongina B/C, Cullen-2, VHL) responsable de la
degradaciéon del factor de transcripcion HIF-1a. La ubiquitinacién y la
degradacién de HIF-1a tiene lugar durante periodos de normoxia, pero no
durante la hipoxia, desempefiando por ello un papel central en la regulacién de
la expresidn génica por oxigeno.

WWP1

ErbB4

La WWP1 es una ubiquitina ligasa E3 que comiunmente se descubre que esta
sobreexpresada en el cancer de mama. Se ha demostrado que la VWWP1
ubiquitina y degrada la ErbB4. Curiosamente, se ha descubierto que la
homéloga de WWP1 en C. elegans aumenta la esperanza de vida en respuesta
a una restriccion dietética.
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La WWP2 es una ubiquitina ligasa E3 que se ha descubierto que
ubiquitina/degrada el factor pluripotencial Oct-4 de las células madre. La
WWP2 también ubiquitina el factor de transcripcion EGR2, inhibiendo la muerte
de linfocitos T inducida por la activacion.

La ZNRF1 es una ubiquitina ligasa E3 altamente expresada en células
ZNRF1 neuronales. Se encuentra la ZNRF1 en membranas vesiculares sinapticas y
puede regular las transmisiones vy la plasticidad neuronales.

WWP2 Oct-4

La expresién “enzima desubiquitinante” se refiere a una enzima que escinde la ubiquitina de las proteinas.
En consecuencia, la enzima desubiquitinante es una cisteina proteasa o una metaloproteasa.

Enzimas desubiquitinantes ejemplares que pueden expresarse en el sistema incluyen la USP7, que se sabe que
desubiquitina MDM2, USP47, USP2, USP7, USP15, USP9X, USP28 y USP30.

Las enzimas ubiquitinantes pueden expresarse a partir de los mismos constructos de expresion que el sustrato y la
ubiquitina o en constructos separados.

Sustratos

Ejemplos de sustratos incluyen polipéptidos que se sabe que son ubiquitinados in vivo en seres humanos por ligasa
E3 o desubiquitinados in vivo por enzimas desubiquitinantes.

Segun una realizacion especifica, el sustrato es uno que se sepa que es ubiquitinado de forma diferencial en una
enfermedad como el cancer.

Anteriormente en el presente documento se han descrito sustratos ejemplares que pueden ser expresados en las
bacterias.

Segun una realizacion particular, el sustrato se selecciona del grupo constituido por PHD3, SPROUTY2, Mitofusina 1,
2, MIRO, NEMO, proteinas SMAD, TBP-I, P53, SSA, HHR23, EPHEXIN5, ARC, PPARaq, ciclina-B, Cdc25C y
Calmodulina.

Se apreciara que, ademas de expresar el sustrato y la ubiquitina (junto con el polipéptido indicador escindido), las
bacterias recombinantes también deberian expresar la enzima ubiquitinante.

En una realizacion, las bacterias expresan al menos una enzima E1, al menos una enzima E2 y al menos una enzima
E3.

Preferiblemente, la bacteria expresa la enzima E2 que es un par afin para la enzima E3.

En otra realizacion, pero que no forma parte de la presente invencion, la bacteria expresa al menos una enzima
desubiquitinante.

En la Figura 1A se ilustra un sistema ejemplar por el que las enzimas E1 y E2 son expresadas a partir del mismo
constructo que la ubiquitina y la enzima E3 es expresada a partir del mismo constructo que el sustrato.

En otra realizacion, las enzimas E1 y E2 son expresadas a partir del mismo constructo que el sustrato y la enzima E3
es expresada a partir del mismo constructo que la ubiquitina.

En otra realizacion adicional, las enzimas E1 y E2 son expresadas a partir del mismo constructo que el sustrato y/o
que la ubiquitina y la enzima E3 es expresada a partir de un constructo adicional de expresion.

El constructo adicional de expresidn a partir del cual se expresa la ligasa E3 puede usar un marcador de seleccidn
diferente del usado para los otros constructos (por ejemplo, el marcador de seleccion AmpR). También puede usar un
origen de replicacion diferente, tal como p15A. El promotor para este constructo de expresion puede ser inducible o
constitutivo. En una realizacion, el promotor es un promotor constitutivo débil, tal como el promotor pTac, que es
permeable sin la adicion de inductor (IPTG).

Los presentes inventores contemplan el uso de un equipo para la facil preparacion de la expresién. El equipo no forma
parte de la presente invencion.

Tal equipo puede comprender:

(i) un primer polinucledtido que codifica un primer fragmento polipeptidico que esta ligado operativamente a una
secuencia reguladora bacteriana, y un sitio de clonacion, en donde se selecciona una posicion del sitio de clonacion
de manera que tras la insercién de una secuencia que codifica un polipéptido de prueba (es decir, el sustrato) en el
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sitio de clonacion, tras la expresidn en una célula bacteriana, se genera una proteina de fusidon que comprende el
polipéptido de prueba en el marco de lectura con el primer fragmento polipeptidico;

(i) un segundo polinucleotido que comprende una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica un segundo
fragmento polipeptidico que esta unido a la ubiquitina, estando operativamente ligada la segunda secuencia de acidos
nucleicos a una secuencia reguladora bacteriana, en donde el fragmento cebador polipeptidico se asocia con el
segundo fragmento polipeptidico para generar un polipéptido indicador (por ejemplo, un polipéptido seleccionable,
como se ha descrito adicionalmente en el presente documento anteriormente) dependiente de la ubiquitinacion del
polipéptido de prueba.

El primer polinucleétido y el segundo polinucleédtido pueden estar en el mismo vector de expresion o en un vector de
expresion separado. Si estan presentes en vectores de expresion diferentes, entonces, preferiblemente, cada
secuencia de polinucleétidos comprende un origen de replicacion bacteriano.

El equipo puede comprender un tercer polinucledtido que codifiqgue al menos una enzima ubiquitinante.
Alternativamente, el primer polinucleétido y/o el segundo polinucledtido pueden comprender una secuencia que
codifiqgue la enzima ubiquitinante (por ejemplo, E1, E2 y/o E3).

Una vez que se haya identificado a un agente como regulador de una enzima ubiquitinante, el potencial terapéutico
del mismo puede ser verificado usando otras pruebas in vifro conocidas. El potencial terapéutico del agente candidato
también puede verificarse en modelos animales de la enfermedad relacionada (por ejemplo, cancer).

Una vez que se haya corroborado su potencial terapéutico, pueden sintetizarse composiciones farmacéuticas que lo
comprendan.

Se apreciara que el sistema descrito en el presente documento puede ser manipulado para determinar si una enzima
es capaz de ubiquitinar un sustrato de prueba.

En esta realizacion, la enzima es expresada en una célula bacteriana, asi como la ubiquitina (que esta unida al primer
fragmento polipeptidico (como se ha descrito anteriormente en el presente documento) y el sustrato de prueba (que
esta unido al segundo fragmento (como se ha descrito anteriormente en el presente documento)).

El procedimiento puede ser usado para comprobar muchas enzimas E3 diferentes en diversas combinaciones con E2
y E1.

El procedimiento pasa a analizar la presencia del polipéptido indicador en la célula bacteriana, siendo indicativa la
presencia o la cantidad del polipéptido indicador de que la enzima es capaz de ubiquitinar el sustrato de prueba.

En otro aspecto, el sistema descrito en el presente documento puede ser usado para determinar si una enzima es
capaz de ubiquitinar un sustrato de prueba.

El procedimiento de este aspecto de la presente invencién comprende:

(a) expresar multiples sustratos polipeptidicos candidatos en una poblacidén de células bacterianas, en donde cada
uno de los sustratos polipeptidicos candidatos esta unido a un primer fragmento polipeptidico idéntico (como se ha
descrito anteriormente en el presente documento);

(b) expresar la enzima ubiquitinante en la poblacion de células bacterianas;

(c) expresar la ubiquitina en la poblacion de células bacterianas, en donde la ubiquitina estd unida a un segundo
fragmento polipeptidico (como se ha descrito anteriormente en el presente documento), en donde el segundo
fragmento polipeptidico se asocia con el primer fragmento polipeptidico para generar un polipéptido indicador de la
ubiquitinacién del sustrato; y

(d) analizar en colonias bacterianas de la poblacién de células bacterianas la presencia o la ausencia del polipéptido
indicador, en donde la presencia del polipéptido indicador es indicativa de la expresion de un sustrato para la enzima
ubiguitinante.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” se refiere a £ 10%

Los términos “comprende”, “comprendiendo”, “incluye”, “incluyendo”, “teniendo” y sus conjugados significan
“incluyendo, sin limitacion”.

La expresion “constar de” significa “incluyendo con limitacion”.

La expresion “constar esencialmente de” significa que la composicion, el procedimiento o la estructura puede incluir
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, las etapas y/o las partes adicionales no
alteran materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la composicion, el procedimiento o la estructura
reivindicados.
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Tal como se usan en el presente documento, las formas singulares “un”, “una”, “el’ y “la” incluyen referencias plurales,
a no ser que el contexto dicte con claridad algo distinto. Por ejemplo, la expresiéon “un compuesto” 0 “al menos un
compuesto” puede incluir multiples compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

En toda esta solicitud, se pueden presentar diversas realizaciones de esta invencion en un formato de intervalos. Se
deberia entender que la descripcion en un formato de intervalos es meramente por conveniencia y brevedad y no
deberia ser interpretada como una limitacion inflexible del alcance de la invencidon. En consecuencia, deberia
considerarse que la descripcidén de un intervalo ha divulgado especificamente todos los subintervalos posibles, asi
como los valores numéricos individuales en ese intervalo. Por ejemplo, deberia considerarse que la descripcion de un
intervalo tal como de 1 a 6 ha divulgado especificamente subintervalos talcomode 1a3,de1a4,de1a5,de2a4,
de 2a6,de 3 a6, etc., asi como los numeros individuales dentro de ese intervalo; por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5y 6. Esto
vale con independencia de la amplitud del intervalo.

Siempre que en el presente documento se indica un intervalo numérico, se pretende que incluya cualquier numero
(fraccionario o entero) citado dentro del intervalo indicado. Las frases “oscilando/oscila entre” un primer nimero
indicado y un segundo numero indicado y “oscilando/oscila desde” un primer niumero indicado “hasta” un segundo
numero indicado son usadas en el presente documento de forma intercambiable y se entiende que incluyen los
numeros indicados primero y segundo y todos los numeros fraccionarios y enteros entre los mismos.

Cuando se hace referencia a listados de secuencias particulares, ha de entenderse que tal referencia también abarca
secuencias que corresponden sustancialmente a su secuencia complementaria que incluye variaciones de secuencia
secundarias resultantes de, por ejemplo, errores de secuenciacion, errores de clonacién u otras alteraciones que den
lugar a sustituciones de bases, a la delecidn de bases o la adicion de bases, siempre y cuando la frecuencia de dichas
variaciones sea inferior a 1 de cada 50 nucleotidos, alternativamente, inferior a 1 de cada 100 nucleétidos,
alternativamente, inferior a 1 de cada 200 nucleétidos, alternativamente, inferior a 1 de cada 500 nucleoétidos,
alternativamente, inferior a 1 de cada 1000 nucleétidos, alternativamente, inferior a 1 de cada 5.000 nucleoétidos,
alternativamente, inferior a 1 de cada 10.000 nucleétidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “procedimiento” se refiere a maneras, medios, técnicas y
procesos para realizar una tarea determinada que incluyen, sin limitacién, maneras, medios, técnicas y procesos
conocidos o faciimente desarrollados a partir de maneras, medios, técnicas y procesos conocidos por expertos de las
técnicas quimica, farmacologica, bioldgica, bioquimica y médica.

Realizaciones y aspectos diversos de la presente invencion, delineada anteriormente en el presente documento y
reivindicada en la posterior seccidn de reivindicaciones, encuentran soporte experimental en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que, junto con las anteriores descripciones, ilustran algunas
realizaciones de la invencion de manera no limitante.

Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y en los procedimientos de laboratorio utilizados en
la presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, biofisicas, de genética bacteriana y de ADN
recombinante. Tales técnicas son explicadas de forma exhaustiva en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, “Molecular
Cloning: A laboratory Manual” Sambrook y otros, (1989); “Current Protocols in Molecular Biology”, tomos I-IIl, Ausubel,
R. M., ed. (1994); Ausubel y otros, “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland
(1989); Perbal, “A Practical Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y otros,
“Recombinant DNA”, Scientific American Books, Nueva York; Birren y otros (editores) “Genome Analysis: A Laboratory
Manual Series”, tomos 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias definidas en las
patentes estadounidenses n® 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; “Cell Biology: A Laboratory
Handbook”, tomos I-lll, Cellis, J. E., ed. (1994); “Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique” de Freshney,
Wiley-Liss, Nueva York (1994), tercera edicion; “Current Protocols in Immunology” tomos I-ll, Coligan J. E., ed. (1994);
Stites y otros (editores), “Basic and Clinical Immunology” (82 edicion), Appleton & Lange, Norwalk, Connecticut (1994);
Mishell y Shiigi (editores), “Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980);
los inmunoensayos disponibles estan ampliamente descritos en la bibliografia de patentes y cientifica; véanse, por
ejemplo, las patentes estadounidenses n® 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517;
3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521;
“Oligonucleotide Synthesis” Gait, M. J., ed. (1984); “Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., y Higgins S. J., editores
(1985); “Transcription and Translation” Hames, B. D., y Higgins S. J., editores (1984); “Animal Cell Culture”, Freshney,
Rhode Island, ed. (1986); “iImmobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); “A Practical Guide to Molecular Cloning”
Perbal, B., (1984) y “Methods in Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press; “PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications”, Academic Press, San Diego, California (1990); Marshak y otros, “Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Laboratory Course Manual” CSHL Press (1996). A lo largo de este documento se proporcionan
otras referencias generales. Se cree que los procedimientos en el mismo son muy conocidos en la técnica y se
proporcionan para la conveniencia del lector.

Materiales y procedimientos
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Construccién de plasmidos

Sistema de seleccidn para la ubiquitinacion: Se construyeron dos conjuntos de vectores de expresidn compatibles con
E. coli. Se fusionaron ubiquitina y diferentes sustratos con dos fragmentos de la DHFR murina, bajo control de un
promotor de fago lambda constitutivo pLtetO1 (véase la Figura 1A).

El vector pND-Ub esta basado en un vector pZE21 modificado en contacto con el pLtetO1. El ADNc murino del
fragmento de nDHFR (residuos 1-108) fue amplificado mediante PCR y subclonado entre los sitios Kpnl y Pacl (el sitio
Pacl fue insertado en el vector mediante PCR) en el vector pZE21. A continuacién, se construyo un conector flexible
usando un procedimiento de PCR en dos etapas y se digirid con Pacl y Notl (el sitio Notl fue insertado en el vector
mediante PCR) y se clond en el vector aguas abajo de pLtetO1-nDHFR. Se amplificaron mediante PCR casetes del
aparato de ubiquitinaciéon que contenian un Hiss-Ub-E2-E1 a partir de plasmidos pGEN que expresaban diferentes E2
0 mutantes de Ub y fueron subclonados como fusién al C-terminal de nDHFR-conector1 en los sitios de reconocimiento
de endonucleasa Notl y Avrll.

El vector pCD-Sub se construy6 con base en un vector pCDF-duo. El promotor T7 fue sustituido con pLtetO1. El
fragmento de cDHFR (residuos 109-187) fue amplificado mediante PCR y subclonado bajo el promotor pLtetO1 en los
sitios de reconocimiento de endonucleasa Miul y Ascl (el sitio Ascl fue insertado mediante PCR). Se fusion6 un
segundo conector al N-terminal de la MBP y clonado en el sitio Ascl. Los sustratos fueron amplificados mediante PCR
y subclonados en los sitios Sacll y Spel corriente abajo y en el marco de lectura con el cDHFR-conector2-MBP. En
algunos vectores se eliminaba la MBP. Se prepararon algunos vectores mediante ensamblaje completo de sintesis
quimica“,

Clonacion en vectores de expresion, purificacion y deteccion: Se subclonaron el dominio ENTH del Epn11s.157) del pez
cebra y el dsUIM del Hrs humanoesr.o7ey €n el vector pGST-paralela2 entre los sitios de reconocimiento de
endonucleasa BamHI y EcoRI. El dominio ENTH del Ent11.152 de la levadura se subclon6 en el vector pCDF-duo
fusionado a Hisg-MBP como se ha descrito previamente (pCOG21'"). Para la deteccidon de la ubiquitinacién en
bacterias, el Sem1 de la levadura fue subclonado en el vector pCDF-duo fusionado a Hise-MBP. Para la expresion y
la purificacion de la levadura, se subclond Hise-Sem1 en pGREG600 mediante una recombinacién que también eliminé
la GFP del vector.

La estructura y las secuencias de todos los vectores fueron confirmadas mediante analisis de endonucleasa de
restriccion y secuenciacion de ADN.

Mutagénesis dirigida al sitio: Se introdujeron mutaciones puntuales usando el planteamiento ExSite (Stratagene). El
vector completo se amplificéd utilizando ADN polimerasa Phusion. EI ADN parental se digirid con Dpnl y el ADN se ligod
en bruto. Todos los mutantes se secuenciaron para garantizar que se introdujeran las mutaciones deseadas y que no
ocurriera ninguna otra mutacion.

Ensayo de crecimiento de E. coli dependiente de la ubiquitinacion: Se cotransformd E. coli W3110 (del laboratorio
Ezra Yagil en TAU) con el pND-Ub y los plasmidos pCD-Sub y fue colocado en placas sobre agar en LB
complementado con 34 yg/ml de kanamicina y 25 ug/ml de estreptomicina. Se inocularon 5 ml del medio de LB liquido
complementado con las mismas concentraciones de antibioticos con una sola colonia y se dejaron crecer durante la
noche a 37°C. El cultivo se recogid y se lavd dos veces con 5 ml de medio de Davis minimo. La densidad dptica
(DOsoo) fue medida y ajustada a 0,2. Se salpicaron 2,5 pl de los cultivos diluidos de cada muestra sobre placas con
agar Davis que contenian 0, 0,5, 5, 10, 20 o 50 ug/ml de TRIM. Las placas fueron incubadas durante 2-3 dias a 30°C
y fotografiadas con una camara de UV en condiciones idénticas. Cada ensayo de salpicadura se repiti6 al menos 6
veces.

Experimentos de seleccion en medios de crecimiento en solucidon: Se recogieron cultivos de una noche en un medio
LB (complementado con 30 ug/ml de kanamicina y 25 ug/ml de estreptomicina) y se resuspendieron en un medio de
Davis minimo. Las células diluidas (DOsgo, 0,2) se cultivaron a 30°C en placas de 96 pocillos que contenian 0,2 mi del
medio de Davis complementado con 0, 1,5, 7, 10 y 12 pg/ml de TRIM y con o sin 100 uM de Pyr-41. Las tasas de
crecimiento fueron monitorizadas midiendo la densidad éptica (DOsgs) usando un espectrofotdmetro de microplacas.
Se calculd el tiempo de duplicacion para el crecimiento logaritmico temprano (DOsgs entre 0,02 y 0,2). Todos los
experimentos se realizaron al menos 9 veces (n = 9).

Ensayos de seleccidn genética para la caracterizacion de mutantes de base estructural.

Recopilacion de datos: Se cultivo E. coli W3110 que expresaba los pND-Ub y los pCD-Sub (y a veces también un
plasmido de resistencia a la ampicilina que expresa constitutivamente la ligasa E3) hasta la fase logaritmica a 37°C
en 5 ml de un medio LB complementado con 23 ug/ml de kanamicina, 16 ug/ml de estreptomicina y 33 pg/ml de
ampicilina. El cultivo se recogid y se lavé una vez con 5 ml de medio de Davis minimo. La densidad bacteriana se
ajustd, a DOgoo NM, a un valor de 0,3. Se salpicaron muestras del cultivo (2,5 ml cada una) sobre placas Petri con agar
Davis que contenian 10 ug/ml de trimetoprima. El cultivo en cada experimento fue salpicado habitualmente de tres a
cuatro veces. La mayoria de los experimentos se repitieron al menos de tres a cuatro veces (por lo tanto, 9 < n >16).
Tuvo lugar un escaneo con un lapso temporal (30 0 60 minutos) en una incubadora a 26°C usando un escaner regular
de oficina de tamafo A4/carta estadounidense (Epson Perfection V37)40,
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Andlisis de imagenes: Las imagenes se leyeron en Fiji*' como una pila usando “importar -> secuencia de imagenes”.
La densidad de las salpicaduras se midié usando el Time Series Analyzer V3 (Balaji J 2007; un mddulo de extensién
Java de tipo ARchive ImageJ/Fiji que se puede descargar e instalar desde www.rsb.info.nih.gov/ij/plugins/time-
series.html). Se especificaron regiones de interés (ROI, por sus siglas en inglés) (normalmente como 6valos de 20x20)
y se integraron y trazaron sus intensidades totales (densidades bacterianas), siendo el “eje Z” el indice de tiempo de
la imagen. De manera similar, el segundo plano se midid, calculd y se restd de los datos recopilados. Las regresiones
logisticas de las curvas de crecimiento se calcularon usando Origin. Se calculd un unico parametro que describe la
eficacia del crecimiento de la siguiente manera: se extrajo la pendiente de la curva de crecimiento en la “densidad
media maxima” y se dividié por su indice de tiempo.

Purificaciéon de proteinas: Se purificaron las proteinas de E. coli usando etiquetas de afinidad como se ha descrito
anteriormente’. Con fines de cristalizacidn, las proteinas se concentraron a 5-20 mg/ml usando un Centricon®
(Amicon Ultra), en una solucion final de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM vy ditiotreitol (DTT) 5 mM.

Andlisis por inmunoelectrotransferencia: Tras la separacion en SDS-PAGE, las muestras se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpo de etiqueta de epitopo anti His de conejo (disolucion
1:20.000, Rockland) o anticuerpo anti GST de raton (1:200, Santa Cruz), y anticuerpo secundario anti-ratéon de cabra
acoplado con tincién infrarroja (1:12.000, LI-COR). Las manchas se escanearon usando un sistema Odyssey (LI-COR
Biosciences) a 700 y 800 nm.

Cristalizacion y recopilacion de datos: Se han documentado®® la cristalizacion y la recopilacién de datos y el
procesamiento de Ent1-ENTH de la levadura. Se concentré Epn1-ENTH purificado de pez cebra a razon de 10 mg/ml
y se cristalizo en KPO4 0,1M pH 7,0 y PEG 3.350 al 19% a 20°C. Los cristales se crioprotegieron con etilenglicol al
25% y se congelaron en nitrégeno liquido. Los datos se recopilaron en la linea de haz ID29 (ESRF, Grenoble) y se
procesaron con el soporte l6gico HKL200061.

Determinacion y refinamiento de la estructura: La estructura de los dominios ENTH fue resuelta por reemplazo
molecular (MR, por sus siglas en inglés); se usé THOA®" para el modelo de busqueda con PHASER®2, Para facilitar la
blusqueda de MR, se eliminaron los primeros 17 residuos y se ejercidé una reduccion de la alanina en los residuos no
conservados. Se llevaron a cabo la construccion y el refinamiento del modelo con PHENIX®3, Refmac5% y COOT®S,

Se purifico la Rpn10 ubiquitilada de E. coli y se la cristalizé como se ha descrito anteriormente® 35, Se descubrié que
los cristales sumamente delgados (1-3 ym) eran muy sensibles a dafios por radiacién. Se usé el soporte légico BEST,
que predijo precisamente una estrategia eficaz de recopilacion de datos para lograr un conjunto de datos de
completitud total para estos cristales del grupo espacial C2, con solo 95 imagenes en etapas de oscilaciéon de 1,75°.
Se recopilaron los datos en la linea de haz ID14-4 (ESRF) a una longitud de onda de A = 0,93930 A en condiciones
criogénicas de 100°K. Se determind la estructura por reemplazo molecular usando PHASER*?, en donde se usaron el
dominio Rpn10-vWA de la S. pombe (PDB 2XSN) y Ub (PDB 1UBQ)*' como modelos de busqueda inicial. Se uso la
construccion automatica PHENIX para proporcionar un modelo inicial. La construccion y el refinamiento del modelo se
llevaron a cabo con PHENIX*, Refmac5* y COOT*. Los parametros de geometria del enlace isopeptidico se
restringieron dentro del proceso de refinamiento en PHENIX. La estructura fue validada con PROCHECK?*® y la
herramienta de validacion de PDB. La estadistica del analisis de Ramachandran arroj6o que el 98,7% de los residuos
se encontraba en las regiones mas favorecidas o permitidas adicionales y que el 1,3% se encontraba en las regiones
generosamente permitidas. No se encontro residuo alguno en regiones no permitidas. Se descubrié que el conector
que une el dominio VWA al UIM tiene una propension intrinseca a la escision en el inicio de la bisagra. De hecho, el
conector se cortd espontaneamente durante la cristalizacién. En consecuencia, la proteina cristalizada contenia el
dominio VWA (residuos 1-191) y su Ub conjugada en K84. Curiosamente, las estructuras de la apo Rpn10 de la S.
cerevisiae y de la S. pombe'32* también presentan formas truncadas de la proteina en la misma ubicacidn.

Ensayos de reticulacion: La reticulacion se llevd a cabo usando suberato disuccinimidilico (DSS) 0,5 mM como ha sido
descrito por 6,

Resonancia plasmonica de superficie: Se inmovilizaron Hise-MBP-ENTH purificados o mutantes en un chip Ni*? a una
densidad de ~800U. Se inyecté Ub no etiquetada (analito) con un caudal de 20 ml por minuto en 150 mM de NacCl, 10
mM de HEPES pH 7,0 y polisorbato 20 al 0,010% a 24°C; se usaron 500 mM de imidazol para la regeneracion de la
superficie. Para evitar la inmovilizacion del analito agregado, la Ub purificada fue cromatografiada mediante filtracion
en gel y sonicada de forma breve inmediatamente antes de los experimentos de SPR. Los datos se procesaron con
BioEvaluation y el ajuste se llevo a cabo como un modelo de unién a un sitio Unico con OriginLab. Los errores estandar
se derivaron de al menos tres muestras.

Andlisis de Rpn10-vWA:Ub por SPR e interacciones no covalentes de mutantes: La configuracién experimental
comprendio un anticuerpo a-GST inmovilizado en un chip CM5 segun el protocolo del fabricante (GE Healthcare). Los
ligandos (derivados de Rpn10) se expresaron y purificaron como proteinas de fusién GST y se capturaron en el chip.
El analito fue mono-Ub libre. Antes de cada experimento, el ligando y las proteinas del analito fueron sometidos a
cromatografia de exclusion por tamafo. Cada medicion se tomd por triplicado. El experimento comprendié de 90 a
100 segundos para la union y de 300 a 350 segundos para la disociacion. Se inyectaron analitos de Ub de la forma
natural y mutante a un caudal de 10 mi/min en HEPES 10 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM y polisorbato 20 al 0,005% a
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25°C. Al final de cada experimento, se eliminaron los ligandos y se logro la regeneracion de la superficie haciendo fluir
glicina-HCI 10 mM, pH 2,6, seguido de etapas de lavado secuenciales de 1-2 minutos con SDS al 0,1% y NaOH 10
mM. Los datos se procesaron usando el soporte ldgico Biacore BlAevaluation. Se us6é un modelo de unidén de sitio
unico para el ajuste de curvas de los datos de union (SigmaPlot). Para su representacion grafica, se cambié de escala
a los datos de manera que Rmax = 100.

Deteccion de la ubiquitinacion in vivo: El plasmido pScHiss-Sem1 fue transformado en las cepas SEY6210, rsp5::HIS3,
pDsRed415-rsp5WT y rsp5-1 (rsp5-733S) MATa ura3-52, his3-200, trp1-901, lys2-801, suc2-9, leu2-3 y cultivado a 26°C
en 50 mlde medio YPD (2% de glucosa) complementado con 200 ug/ml de G418. En la fase logaritmica, se recogieron
los cultivos y las pastas se lavaron con DDW y se transfirieron a 50 ml del medio YPD (2% de galactosa)
complementado con 200 ug/ml de G418. Cada cultivo fue dividido en dos matraces y crecio a temperaturas permisivas
(26°C) y restrictivas (37°C) durante 4 horas adicionales. Los cultivos se recogieron y se lisaron en 2 ml de NaOH 1,85
N frio y B-mercaptoetano al 7,5% durante 10 minutos en hielo. Las proteinas se precipitaron con la adicion de la mitad
del volumen de TCA al 50 % (concentracion final de TCA al 25 %) y se recogieron mediante centrifugaciéon (18.000
rpm, 20 minutos). El sedimento se resuspendio y se lavd con 3 ml de acetona al 80% enfriada con hielo y se recogié
mediante centrifugacion (18.000 rpm, 5 minutos). A continuacion, el sedimento se resuspendié en 1,5 ml de tampén
de resuspension (guanidina-HCI 6 M, Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 al 0,1%, pH 8,8) y se incubd a
25°C durante 1 hora mientras se lo hacia rotar. La fraccion proteica se incubo durante 20 minutos a 4°C con 70 pl de
resina Ni*2 y se lavo dos veces con tampon de resuspension seguido de dos lavados con tampon 2 (urea 8 M, Tris-
HCI 100 mM, pH 8,8, NaCl 100 mM, Triton X-100 al 0,1%) y dos lavados con tampén 3 (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl
150 mM). Las perlas de Ni*2 se hirvieron en tampon de Laemmli y se separaron mediante SDS-PAGE seguido de
analisis por inmunoelectrotransferencia con anticuerpo anti Hisg.

Construccién de la biblioteca: Se agruparon ORF etiquetadas con GST de levadura (coleccion GE) a partir de cultivos
en placas de 384 pocillos y se aislaron plasmidos como un conjunto. Los genes de fusion GST fueron amplificados
mediante PCR. Los productos de PCR se fraccionaron por tamafio (350 a 3000 pb) por electroforesis en gel seguido
por purificacion mediante PCR usando el equipo PureLink (Invitrogen) y subclonados en el marco de lectura con
c¢DHFR en el vector pCD-Sub mediante recombinacion. La biblioteca resultante fue transformada en células DH5a y
mantenida a -80°C. Los plasmidos aislados de la biblioteca se transformaron en células competentes W3110 que
contenian el pND-Ub y expresaban constitutivamente plasmidos de ligasa E3. Tras la transformacion, las bacterias se
colocaron en placas sobre medios selectivos.

Cddigos de acceso. Las coordenadas atomicas y los factores de estructura para las estructuras cristalinas de los
dominios Ent1-ENTH de Saccharomyces cerevisiae y Epn1-ENTH de Danio rerio se depositaron en el Banco de Datos
de Proteinas (Protein Data Bank) con los codigos de ID rcsb079376 y rcsb074441, respectivamente.

Resultados
Construccién de un sistema de seleccion para eventos de ubiquitinacidn en bacterias

Se generd un sistema para la seleccion genética de eventos de ubiquitinacion en E. coli. En este sistema, dos
fragmentos de un gen indicador escindido se unen a la Ub y a un sustrato de ubiquitinacion y son coexpresados junto
con el aparato de ubiquitinacion en E. coli (Figura 1A). Especificamente, el fragmento terminal N de la dihidrofolato
reductasa (nDHFR) murina se fusiond con el N-terminal de Ub (en un plasmido denotado pND-Ub) y el fragmento
terminal C de DHFR (cDHFR) con el N-terminal del sustrato (en un plasmido denotado pCD-Sub). A la espera del
sustrato de ubiquitinacion, los dos fragmentos de DHFR se ensamblan en una enzima funcional que confiere
resistencia a los antibioticos [trimetoprima (TRIM)] y crecimiento en medios selectivos'®. Los fragmentos de DHFR se
unieron a la Ub y al sustrato con conectores largos disefiados para conferir caracteristicas flexibles pero estables que
facilitaban el ensamblaje funcional del indicador (Figura 9). El sistema tiene una arquitectura policistrénica en la que
el aparato de ubiquitinacién y el sustrato son coexpresados a partir de dos o tres vectores compatibles (Figura 1A).
Los operones sintéticos se expresan a partir de un promotor constitutivo [promotor izquierdo (pL) de fago A no
regulado], adecuado para estudios genéticos bacterianos.

Para evaluar la funcionalidad del sistema, se fusioné el receptor de Ub Vps9'5-17, bien caracterizado, con cDHFR (pCD-
Sub) y se coexpresod con Rsp5 (E3) y el vector pND-Ub que expresa E1 y la Ubc4 (E2) de la levadura. Se descubrid
que la cepa W3110 proporcionaba el mejor entorno genético en las condiciones experimentales descritas. Las
bacterias que expresaban un sistema de ubiquitinacion completa para Vps9 crecieron en condiciones tanto permisivas
como no permisivas (Figura 1B). Sin embargo, las cepas que carecian de Ub o E1/E2 no crecieron sobre medios
selectivos. Para demostrar que el sistema desarrollado mantiene la especificidad conocida de E3:sustrato, la Rsp5 fue
sustituida con Siah2, una ligasa E3 no afin. Las bacterias crecieron Unicamente cuando se expreso la E3 afin (Figura
1C), aunque la Siah2 fuera funcional en el sistema de seleccidn, ya que promovia la autoubiquitinacién (Figura 2B).

El sistema de DHFR escindido se desarroll6 originalmente para la identificacion de interacciones proteina-proteina no
covalentes'®, lo que sugeria que el sistema de seleccion puede detectar interacciones UBD:Ub no covalentes. Dado
que los UBD presentan una afinidad bastante baja con la Ub', se probaron diferentes concentraciones de antibioticos
para identificar condiciones de crecimiento adecuadas para interacciones no covalentes de Vps9:Ub. Aunque el Vps9
presenta una de las afinidades mas altas medidas de UBD:Ub'> "¢, el crecimiento se halld solo a la concentracion de
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antibiético de 0,1 pg/ml (Figura 1D). Dado que tal concentracion de antibiético esta limitada para la seleccion, parece
que el sistema desarrollado es selectivo Unicamente para eventos de ubiquitinacion.

El sistema de seleccidn de ubiquitinacion facilita la identificacion y la caracterizacion de las E3

La mayoria de las ligasas E3 experimentan autoubiquitinacién?. Por tanto, el sistema de seleccién desarrollado
proporciona una herramienta sencilla para su identificacion y caracterizacion, ya que se predice que la
autoubiquitinacién confiere resistencia a los antibidticos. La Rsp5 de la levadura y la Siah2 humana, representativas
de las ligasas de HECT y de RING, respectivamente, se fusionaron a cDHFR. Los fenotipos de crecimiento se
observaron en condiciones no permisivas solo cuando se coexpresaron todos los componentes de ubiquitinacion
requeridos (Figuras 2A-B).

La inhibicion de la Siah2 por la menadiona puede desempefiar un papel importante en la terapia contra el cancer?'. A
medida que las bacterias modificadas se hicieron adictas a la autoubiquitinacion de Siah2, se predijo que su inhibicidén
presentaria un fenotipo de detencién del crecimiento. La Figura 2B (derecha) muestra un fenotipo de detencion del
crecimiento en presencia de menadiona Unicamente en las condiciones de adiccion. De manera similar, la Cdc34, una
E2 no afin, no soportaba el crecimiento. Por tanto, el sistema desarrollado podria ser empleado para la seleccion de
farmacos potenciales. Se sugirid que algunas E3 usan una E2 para unirse a la primera Ub y una E2 diferente para
construir la cadena de Ub?2, El presente sistema puede facilitar la identificacion de tales E2.

Identificacion de una ligasa E3 novedosa y de sus E2 afines

Para demostrar la capacidad del sistema para identificar una ligasa E3 novedosa, los presentes inventores se
centraron en una familia U-box del E. coli entohemorragico (EHEC, por sus siglas en inglés) patégeno. Usaron como
sonda la CHIP ligasa humana, bien caracterizada, en una busqueda por PSI-BLAST contra el proteosoma del EHEC.
La busqueda recuperdé una secuencia no caracterizada, la ECs3488, como una ligasa potencial que contenia una
secuencia conservada de 35 aminoacidos con una identidad del 22% con respecto a una region hélice-bucle-hélice-
beta del dominio U-box de la CHIP?® (Figura 2C). La ECs3488, también denominada NleG6-3, ha sido postulada como
una ligasa E3, pero su expresion y su funcion nunca han sido demostradas?* 25, La ECs3488 fue clonada como una
fusion con cDHFR y seleccionada contra una biblioteca completa de levaduras de las E2, dando lugar a la identificacion
de las Ubc4/5 como E2 afines para la ligasa E3 putativa (Figura 2D). A continuacion, la funcionalidad de ligasa se
examino con los ortélogos de E2 humana UbcH5B/C (Figura 2E).

Con base en las estructuras de NleG2-3 y del complejo CHIP:UbcH5a (PDB 2KKX y 20XQ)?4, se construyd un modelo
estructural para la interfaz ECs3488:E2 (Figura 2F) y el sistema de seleccidn fue usado para evaluar el modelo. Los
resultados corroboraron el modelo estructural, ya que los mutantes de unién a ECs3488:E2 presentaban fenotipos de
detencion considerable del crecimiento (Figura 2G).

Planteamiento de seleccion para la identificacién y la caracterizacion de los UBD

Los dominios de union a la ubiquitina (UBD) suelen unirse a mono-Ub con una baja afinidad que oscila entre 2 uM y
2100 uM™® 28 |o que plantea un reto para los estudios bioquimicos y biofisicos. El sistema de seleccion estabiliza las
interacciones no covalentes dindmicas y débiles de UBD:Ub formando un enlace covalente entre la Ub y el receptor
de Ub (es decir, una ubiquitinacion) en las bacterias. Los presentes inventores evaluaron la capacidad del sistema
para detectar un UBD de baja afinidad uniendo el UIM de doble cara (dsUIM) de Hrs como sustrato?”- 28 (Figura 3A).
Se determinaron las estructuras de Hrs:STAM (también denominado complejo ESCRT-0) y en particular su complejo
dsUIM:Ub vy facilitaron evaluaciones moleculares detalladas?® 3°, La autoubiquitinacion independiente de E3 de la
mayoria de los receptores de Ub y la funcidon promiscua de miembros de la subfamilia Ubc4/5 contribuyeron al analisis.
No es preciso que los residuos de lisina disponibles para la ubiquitinacion formen parte necesariamente del UBD,
como se demostré para varias proteinas de UIM y UBA3'. Se demostré que los residuos de alanina en cada cara del
dsUIM interactuaban con el parche hidréfobo Ub 144 (Figura 3B). De hecho, se descubrid que el doble mutante A266Q,
A268Q presentaba un fenotipo de detencion del crecimiento. De modo similar, el mutante del parche 144 abolia el
crecimiento bacteriano. El fenotipo de Ub-G76R demostré que el crecimiento también es dependiente de la
ubiquitinacion. Ademas, el analisis por inmunoelectrotransferencia mostro que se genera un enlace covalente entre la
Ub y el Hrs (Figura 3C). Por ultimo, se demostré que el crecimiento es dependiente de un aparato funcional de
ubiquitinacién omitiendo las enzimas E1/E2 (Figura 3A) o por administracion del inhibidor E1 PYR-41%2 (Figura 3D).

Se verificd/validd adicionalmente la funcionalidad del sistema con otros UBD estructuralmente diferentes, incluyendo
el receptor proteasomal Rpn10, los dominios STAM1-UIM y ALIX-V humanos® y el dominio Hse1-VHS de la
levadura®®, que estan implicados conjuntamente en la gemacién multivesicular y de retrovirus (Figuras 3E-H).

De forma similar a los componentes de ESCRT-0 (STAM, HRS y Hse1), las proteinas GGA también utilizan los UBD
para transportar una carga ubiquitilada del aparato de Golgi al cuerpo multivesicular. Se demostréd una afinidad de
2100 uM para el complejo GGA3-VHS:Ub?®, Se identificaron residuos criticos de triptdfano y leucina en STAM1 y otros
dominios VHS que se unen a la Ub en el parche 144. Ademas, los dominios VHS de GGA1 y 2, que carecen de manera
natural de la leucina critica, no se unen a la Ub. Se demostré que, pese a la débil afinidad, el sistema de seleccion
distinguia entre estos fenotipos (Figura 3I).
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Un beneficio de un antibidtico bacteriostatico como la trimetoprima es que permite la acumulacion de ensamblajes de
DHFR funcionales, debido a la ubiquitinacion, hasta un nivel umbral que es suficiente para conferir resistencia sin
dafar las bacterias. Por tanto, el sistema desarrollado puede proporcionar una lectura super sensible para la
identificacion y la caracterizacion genéticas de UBD potenciales, sin necesidad de purificarlos.

La ENTH es un UBD

A continuacion, los presentes inventores intentaron cuestionar el sistema para detectar un nuevo UBD de afinidad
ultradébil. Los dominios ENTH asumen un plegado similar al de VHS®*, Ademas, las proteinas epsina poseen una
arquitectura similar a los receptores de Ub Hrs, STAM y GGA al albergar VHS/ENTH, dos parches de union a Ub
(dominios dsUIM o 2xUIM o GAT) seguidos de un conector largo flexible que contiene elementos de unién a la
maquinaria endocitica, incluida una caja de enlace de clatrina (Figura 10). Por lo tanto, aunque ENTH probablemente
carezca de los residuos criticos de triptéfano o leucina?®, se especul6 que también se enlaza con la Ub. Se empled el
sistema de seleccidén y se demostrd que los dominios cDHFR-ENTH de la levadura y el pez cebra promueven el
crecimiento en medios selectivos de manera independiente de E3 (Figuras 4A-B). Esto sugiere que estos dominios
ENTH se unen directamente a Ub~E2. De hecho, los ensayos de reticulacion bioquimica y la purificacion/deteccidon
de derivados de Ent1 de levadura ubiquitilados de E. coli'” respaldan firmemente los datos genéticos que sugieren
que la ENTH se une directamente a la Ub (Figura 11A-E).

La estructura del dominio ENTH proporciona informacién sobre el mecanismo de reconocimiento de la Ub

Para obtener informacion de alta resolucién sobre la interaccion ENTH:Ub, los presentes inventores intentaron
cristalizar el complejo. Probablemente debido a la afinidad ultradébil (véase la cuantificacion a continuacion),
unicamente se obtuvieron cristales de apo ENTH o Ub. Las estructuras de los dominios de la levadura (Sc_ENTH) y
el pez cebra (Zf ENTH) se determinaron mediante reemplazo molecular de resoluciones 1,95 A y 1,41 A,

respectivamente (Tabla 3 y Figuras 4C-J).

Tabla 3: Datos cristalograficos y estadisticas de refinamiento

Constructo Z.fENTH S.c ENTH
Recopilacion de datos

Fuente de rayos X ESRF ID29 ESRF ID29
Longitud de onda (A) 0,978 0,978
Grupo espacial P1 P212121

Dimensiones de las células
a,b,c, (A)
a, By

Resolucion (&)

a= 42,364, b= 51,724, c= 64,639
a= 89,333, B= 76,373, y= 79,737
1,4-62,79 (1,409-1,425)?

a=32,69, b=35,46, c=110,62
G=B=Y=90

R-fusion" (%) 7,5(3,2) 0,166

1/ ol 53(4,4) 6,79 (1,50)
Completitud (%) 94,0 (88,97) 99,18 (99,58)
Redundancia 3,4 (3,0)

Reflexiones observadas 325.868 37572

Reflexiones Unicas

95136 (9256)

9806 (1429)

Refinamiento
Resolucion

Rtraba'o / Rlibre

1,41-62,79 3(1,41-1,425)
0,1545/0,2015

1,95-55,42 4(1,95-2,0)
0,1862/0,2364

Numero de atomos 6022 1254
Proteina 5189 137
Ligando/ion 10

Agua 823 97
Factor B promedio (A?) 17,5 19,00
Disolvente (%) 28,83 29,40
Desviaciones de la media cuadratica

Longitudes de enlace (A) 0,009 0,018
Angulos de enlace (%) 1,134 1,30
Ramachandran (%)

Favorecidas 94 1 96
Permitidas adicionales 57 4.0
Atipicas 0,2 0,0
No permitidas 0,0
Cddigo PDB 5LP0 5L0Z

R-fusion = hkl % i | lithkl) - (I(hki)) | / £ hkl Z i lithkl), en donde li(hki) es la intensidad de la observacion de la

reflexion i-ésima hkl y <I(hki)> es la intensidad media de la reflexion hkl.
aEnvoltura de resolucion externa
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Los mapas de densidad electrénica de alta calidad (Figuras 4C-D) demostraron que, aunque estas estructuras son
muy similares, pueden verse diferencias evidentes en el bucle que une las hélices 3 y 4 y en el angulo entre la
estructura de superhélices y la hélice 8 (Figuras 12A-B).

Para generar un modelo estructural del complejo ENTH:Ub, se superpusieron dominios ENTH sobre el complejo
STAM1-VHS:Ub?.35.36 | os modelos mostraron que los residuos de union a Ub de STAM1 W26 y L30 se sustituyeron
de manera natural por S37 y S41 en Zf ENTH y K36 ¢ 140 en Sc_ENTH (Figuras 4C-J). Enigmaticamente, estos
modelos sugieren que las Ub R42 y R72 forman interacciones electrostaticas con E42y D45 o0 E41 y E44 de Zf_ENTH
y Sc_ENTH, respectivamente. Ambos modelos predijeron interacciones adicionales que parecian aportar poco a la
unién.

Enigmaticamente, la superposicidon del modelo ENTH:Ub sobre la estructura del complejo ENTH con el lipido de
membrana fosfatidilinositol-4,5-bifosfato®” muestra que la ENTH se une a la Ub y al lipido de membrana en sitios
opuestos (Figura 13), lo que sugiere que la ENTH puede unirse a la Ub mientras esta asociada con la membrana. De
manera similar, la superposicion del complejo VHS:Ub sobre el complejo VHS:M6PR-terminal (sefial de clasificacidon
grupal de acido-dileucina del receptor de manosa-6-fosfato)3® 3¢ muestra el mismo fenémeno, lo que sugiere que tanto
el dominio VHS como el ENTH pueden reconocer la carga transmembrana ubiquitilada mientras estd asociada a la
membrana.

Planteamiento genético para la validacion estructural de la interfaz ENTH:Ub

Los dominios ENTH carecen de la Trp o lle critica, lo que sugiere que las interacciones acumulativas de los residuos
periféricos compensan su papel en la union a la Ub. Para evaluar las aportaciones de residuos especificos a la
interaccion ENTH:Ub, se introdujeron mutaciones puntuales en la interfaz prevista. Las tasas de crecimiento fueron
monitorizadas mediante el escaneo en lapsos de tiempo de las bacterias usando un escaner simple de tamafio
Ad/carta estadounidense con un soporte ldgico de control modificado*®. Para cuantificar las tasas de crecimiento, se
aplico un simple procedimiento Time Series Analyzer basado en Fiji*' para medir una pila tipica de 100-200 escaneos
(véanse los detalles en la seccion de Materiales y procedimientos) por medio de la densidad 6ptica (Figuras 5B-5F).

La mutagénesis de Ala o intercambio de carga de los residuos acidos de Zf ENTH demostro los fenotipos de detencion
del crecimiento (Figuras 5A,C,D). Se encontro un fenotipo similar, aunque menos severo para el mutante de Ub R42E,
R72E cuando mutaron los residuos acidos de la proteina de la levadura, lo que sugiri ligeras diferencias estructurales
entre estos complejos. Notablemente, un ciclo de permutaciones en el que los residuos E42 y D45 de Zf_ENTH fueron
sustituidos con residuos de arginina, y los R42 y R72 de Ub fueron sustituidos con residuos glutamicos, restauré el
crecimiento (Figura 5D). Este resultado refleja el nivel de precision del modelo estructural y la elevada sensibilidad del
sistema de seleccidén. Ademas, el mutante de Ub R42E, R72E no podria suprimir al mutante de Zf_ENTH E42A, D45A
lo que significa la importancia de estas interacciones electrostaticas. Los mutantes de Zf ENTH S37G y Y83A, de los
que se habia predicho que proporcionarian aportaciones menores de la unién, ciertamente produjeron fenotipos de
crecimiento menores, pero significativos (Figura 5A). Tomados en conjunto, los resultados de este analisis mutacional
corroboran firmemente el modelo estructural y demuestran el poder del sistema desarrollado para detectary cuantificar
diferencias relativamente menores en las interacciones proteina-proteina a lo largo de las vias de Ub.

Se cuantificaron bioquimicamente los rendimientos de la ubiquitinacién de las proteinas de la forma natural y mutante
de Sc_ENTH (Figuras 5G-H). Los dobles mutantes de ENTH E41R, E44R y de Ub R42E, R72E redujeron
significativamente el rendimiento de la ubiquitinacidon en aproximadamente un 60-80%.

Por ultimo, para corroborar biofisicamente los datos y cuantificar la afinidad del complejo ENTH:Ub, se realizaron
mediciones de resonancia plasmdnica de superficie (SPR) con Sc_ENTH inmovilizado y mono-Ub libre (Figura 5I). Se
encontrd una unién ultradébil con Ko de 2.300 uM para el complejo de la forma natural. Este resultado es compatible
con el modelo y mediciones previas de los inventores de complejos homdlogos VHS:Ub en Hrs, Vps27 y GGA3, que
presentan afinidades de 1.400, 1.500 y 2.100 uM, respectivamente?®. Curiosamente, los mutantes Ub R42E, R72E o
Sc_ENTH E41R, E44R mostraron curvas de union de saturacion que podrian ajustarse a un modelo de union unica
(Figura 51 y Figuras 14A-C) con afinidades estimadas respectivas 2,6 veces y 3,5 veces menores que las de la forma
natural. Notablemente, para estos mutantes, las concentraciones de Ub (analito) eran demasiado bajas para obtener
valores de Ky precisos, como se refleja en los altos errores estandar. En conjunto, la correlacién entre las mediciones
de SPRy los datos genéticos y bioguimicos proporciona una estimacion aproximada de la sensibilidad del sistema de
seleccion en la monitorizacidn de la unién de Ub.

Las interacciones proteina-proteina ultradébiles (~3.000 uM) son significativas, dado que regulan diversas funciones
biologicas*? 43, Normalmente, las cadenas K63-tri-Ub constituyen la sefial principal para el trafico membranal de
proteinas dependiente de la clatrina**-¢. Por lo tanto, los receptores de Ub que decodifican esta sefial suelen procesar
tres parches de union a Ub*” (Figuras 11A-E). La avidez y/o la cooperacidn de los UBD en tdndem dan selectividad a
estos receptores de Ub. Se ha estudiado exhaustivamente la aportacion del dominio VHS a la afinidad total y a la
selectividad de las proteinas de VHS-UIM?5 35, Por o tanto, la afinidad ultradébil descrita en el presente documento
deberia ser considerada en el contexto de la epsina de longitud maxima, que contiene dos UIM adicionales.

Identificacion de Sem1 como diana de ubiquitinacién de Rsp5
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Uno de los mayores desafios en el campo de la Ub es identificar la asociacion entre las ligasas E3 y sus dianas de
ubiquitinacién afines (Figuras 6A-D). Para demostrar el potencial del sistema desarrollado para abordar este desafio,
los presentes inventores construyeron una biblioteca de fusion de levadura de genoma completo en el marco de lectura
con ¢cDHFR y cribaron la biblioteca contra Rsp5. Se amalgamé todo el conjunto de ORF etiquetados con GST de
levadura (colecciéon de GE) y se aislaron los plasmidos como un conjunto. La biblioteca de plasmidos se amplificé
mediante PCR y los productos se subclonaron en el sistema de seleccidon desarrollado mediante ensamblaje de
Gibson*®, Dado que muchos receptores de Ub pueden sufrir ubiquitinacion independiente de E3, los presentes
inventores esperaban obtener un crecimiento falso positivo de estos ORF vy, por lo tanto, emplearon un ensayo para
la ubiquitinacién independiente de E3. Compararon las tasas de crecimiento de las colonias positivas con y sin Rsp5
usando el escaner como se ha descrito anteriormente. Se identificaron menos de 100 colonias positivas (de 10 placas
de Petri). La mayoria de ellas mostraron tasas de crecimiento muy similares en presencia o ausencia de Rsp5. Sin
embargo, la colonia de Sem1 demostro tasas de crecimiento significativamente mas altas cuando se coexpresaba
Rsp5. La Sem1 y su ortdéloga humana DSS1 (delecion de mano dividida/pie dividido) participan en procesos criticos
que incluyen el desarrollo, el ensamblaje del proteosoma, la reparacion del ADN y el cancer*®53, Dado que la DSS1
posee dos UBD conservados®, se probo la Sem1 para ver si experimentaba ubiquitinacidn independiente de E3. Se
descubrid que el Rsp5 promovia significativamente la ubiquitinacion de Sem1 (Figuras 6A-B). Ademas, la deteccion
de Hiss-MBP-Sem1 ubiquitilado de E. coli mostro resultados muy similares (Figura 6C). Dado que este es el primer
informe sobre la ubiquitinacion de la Sem1, los presentes inventores verificaron si la Sem1 experimenta ubiquitinacién
dependiente de Rsp5 in vivo en la levadura. La ubiquitinacion se detectd en extractos de levadura de la forma natural
y en un alelo rsp5 sensible a la temperatura, rsp5-71. La expresion de Hisg-Sem1 dependiente de la galactosa a
temperaturas permisivas y restrictivas mostrdé que Rsp5 es una ligasa genuina de Sem1, ya que, a diferencia de la fn,
la ubiquitinacion en rsp5-1 se detectd a 26°C pero no a 37°C (Figura 6D).

Uso de cloranfenicol acetil transferasa (CAT) como marcador de seleccion

Con base en la estructura cristalina de la CAT, en su apo y complejo con cloranfenicol (entradas de PDB 3U9B y
3U9F), los presentes inventores disefiaron un sistema de CAT escindida. Para verificar si el sistema de CAT escindida
recién disefiado puede identificar eventos de ubiquitinacion, unieron una diana de ubiquitilacion al fragmento nCAT y
la Ub al fragmento cCAT (Figuras 15A-D). Las proteinas fusionadas se coexpresaron con su aparato de ubiquitilacién
afin y se salpicaron bacterias sobre medios selectivos (ricos en agar complementado con 7-10 mg de cloranfenicol por
ml). Al principio, se probd una cascada de ubiquitilacion simple que constaba de un receptor de Ub (una proteina que
contenia el UBD de dominio de union a Ub) como diana de ubiquitilacion. Especificamente, el receptor de Ub del
dominio Hse1-VHS unido a la nCAT se coexpreso con nCAT unida a Ub. También se expresaron la E1 (Uba1) de trigo
y la E2 (Ubc4) de levadura. Como se muestra en la Figura 16A, la expresion de la cascada de ubiquitilacion completa
del dominio VHS unido al sistema de CAT escindida presento el fenotipo de crecimiento. Sin embargo, cuando se
eliminaron las enzimas de ubiquitilacion E1 y E2 o Ub, se encontraron fenotipos de detencién del crecimiento.

Para comparar la eficacia del crecimiento entre los sistemas de DHFR escindida y de CAT escindida, se construyé
una cascada dependiente de ubiquitilacion Rpn10 UBE3A (también denominada E6AP) en ambos sistemas. Se
construyd una mutacién K>R dentro de UBE3A que da lugar a una ligasa E3 hiperactiva constitutiva. Esta ligasa se
expresd a partir de un 3°" vector bajo la regulacion del promotor permeable pTac (es decir, sin la adicion de IPTG) en
bacterias que expresan Ub, Rpn10, Uba1 (E1) y UBCHY7 (E2). La Figura 16B muestra una diferencia significativa en
la eficacia del crecimiento entre los dos sistemas.

Para demostrar la aplicacidon del sistema para estudiar el efecto de mutaciones puntuales, se introdujo una mutacién
del sindrome de Angelman (AS, por sus siglas en inglés) en UBE3A y se analiz6 el crecimiento bacteriano en la forma
natural (detenida de por si), en el mutante K>R (hiperactivo) y en la mutacién de AS en el entorno de la mutacion K>R
(Figura 16C). Se descubrio que la mutacion K>R daba lugar a un fenotipo de crecimiento mas eficaz, mientras que la
mutacién AS daba lugar a un fenotipo de crecimiento de menor eficacia que con la enzima de la FN. De manera similar,
también se evaluo en el sistema la funcién de UBE3B, una Ub-ligasa E3 de HECT que presenta una dificultad de
purificacién en su forma activa y que esta implicada en el sindrome de Kaufman (KS, por sus siglas en inglés; Flex y
otros 2013). Usando el sistema de seleccidn, se identifico el residuo de lisina critico que experimenta autoubiquitilacion
que conduce a la restriccion alostérica de la enzima y se construyo un mutante no restringido K>R. La mutaciéon KS
en el entorno de UBE3B K>R demostrd ser un fenotipo de crecimiento (Figura 16D).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificacion de un agente que regula la actividad o la cantidad de una enzima ubiquitinante
que comprende:

(a) poner en contacto una célula bacteriana con el agente, produciendo la célula bacteriana una sefal detectable o
seleccionable que se correlaciona con el nivel de ubiquitinacién de un sustrato, siendo modificada genéticamente
dicha célula bacteriana para que exprese:

() dicha enzima ubiguitinante;
(i) la ubiquitina unida a un primer fragmento polipeptidico; y

(iii) dicho sustrato unido a un segundo fragmento polipeptidico, asocidndose dicho primer fragmento polipeptidico con
dicho segundo fragmento polipeptidico para generar un polipéptido indicador de la ubiquitinacién de dicho sustrato; y

(b) medir el nivel o la tasa de acumulacion de dicha sefal detectable o seleccionable, siendo indicativo un cambio en
el nivel con respecto al nivel en ausencia de dicho agente de un agente que regula la actividad o la cantidad de la
enzima ubiquitinante.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en donde dicha enzima ubiquitinante es una ubiquitina ligasa E3.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2 en donde dicha ubiquitina ligasa E3 se selecciona del grupo constituido por
Siah2, Smurf1, MDM2, BRCA1, PARKIN, UBE3A, TRIM5, NEDD4, UBR5 y Huwe1.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde el sustrato se selecciona del grupo
constituido por PHD3, SPROUTY2, Mitofusina 1, 2, MIRO, NEMO, proteinas SMAD, TBP-I, P53, S5A, HHR23,
EPHEXIN5, ARC, PPARQq, ciclina-B, Cdc25C y Calmodulina.

5. El procedimiento de la reivindicacién 2 en donde dicha enzima ubiquitinante comprende, ademas, una ligasa E1y
una ligasa E2.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 en donde dicho polipéptido indicador comprende un polipéptido
seleccionable.

7. El procedimiento de la reivindicacidén 6 en donde dicho polipéptido seleccionable es un polipéptido escindido de
resistencia a los antibidticos.

8. Un procedimiento para determinar si una enzima es capaz de ubiquitinar un sustrato de prueba, comprendiendo el
procedimiento:

(a) expresar la enzima en una célula bacteriana;

(b) expresar la ubiquitina en dicha célula bacteriana, estando unida dicha ubiquitina a un primer fragmento
polipeptidico;

(c) expresar el sustrato de prueba en dicha célula bacteriana, estando unido dicho sustrato a un segundo fragmento
polipeptidico, asociandose dicho primer fragmento polipeptidico con dicho segundo fragmento polipeptidico para
generar un polipéptido indicador de la ubiquitinacion del sustrato de prueba; y

(d) analizar la presencia de dicho polipéptido indicador en la célula bacteriana, siendo la presencia de dicho polipéptido
indicador indicativa de que la enzima es capaz de ubiquitinar el sustrato de prueba.

9. El procedimiento de la reivindicacién 8 en donde dicho polipéptido indicador es un polipéptido detectable o un
polipéptido seleccionable.

10. El procedimiento de la reivindicacion 8 en donde dicha enzima se selecciona del grupo constituido por ligasa E3,
enzima activadora de la ubiquitina E1 y enzima conjugadora de la ubiquitina E2.

11. El procedimiento de la reivindicacion 9 en donde dicho polipéptido seleccionable es un polipéptido escindido de
resistencia a los antibidticos.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1 u 8 en donde dicho andlisis se efectia por complementacion bimolecular
de una proteina de resistencia a los antibidticos.
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