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A bst r a ct  
D N A s er v es as a d et ail e d bl u e pri nt f or c ell ul ar f u n cti o ns, b ut c o nti n u o us e x p os ur e t o 

d a m a gi n g a g e nts p os es a t hr e at t o g e n o mi c st a bilit y, es p e ci all y t hr o u g h D N A d o u bl e -str a n d br e a ks. 

C ells utili z e t w o m ai n r e p air p at h w a ys, n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ ) a n d h o m ol o g o us 

r e c o m bi n ati o n ( H R), t o miti g at e t his ri s k. U bi q uit yl ati o n, a wi d es pr e a d c ell ul ar pr o c ess, is vit al 

f or D N A d a m a g e r e p air, i n v ol vi n g t h e att a c h m e nt of u bi q uiti n t o pr ot ei ns. T his m e c h a nis m r eli es 

o n E 2 c o nj u g ati n g e n z y m es a n d E 3 li g as es, p a rti c ul arl y RI N G E 3 li g as es, w hi c h t ar g et s u bstr at es 

a n d a cti v at e E 2 e n z y m es f or u bi q uiti n tr a nsf er. T h e E 2 u bi q uiti n c o nj u g ati n g e n z y m e U b c 1 3, al o n g 

wit h its bi n di n g p art n er M ms 2, c o nstr u ct u bi q uiti n c h ai ns wit h disti n cti v e l ysi n e 6 3 ( K 6 3) li n k a g e. 

T h es e c h ai ns ar e r es p o nsi bl e f or r e cr uiti n g d o w nstr e a m D N A r e p air pr ot ei ns. A n ot h er n ot a bl e 

RI N G E 3 li g as e, R N F 1 3 8, pl a ys a cr u ci al r ol e i n u bi q uit yl ati n g t ar g et pr ot ei ns t o pr o m ot e H R. 

H er e w e i n v esti g at e U b c 1 3 a n d R N F 1 3 8. U b c 1 3 h as b e e n i m pli c at e d i n s e v er al di ff er e nt c a n c er 

p at h w a ys. A n e w str u ct ur e of U b c 1 3 r e v e al e d a n o v el c o nf or m ati o n of it s a cti v e sit e p oi nti n g 

t o w ar ds a d y n a mi c a cti v e sit e l o o p. We s u g g est t h at disti n cti v e str u ct ur al c h ar a ct eristi c s of t h e 

a cti v e sit e l o o p of U b c 1 3 m a y s er v e as a f o u n d ati o n f or t h e r ati o n al d e v el o p m e nt a n d d esi g n of 

t ar g et e d U b c 1 3 i n hi bit ors. We c h ar a ct eri z e d t w o c o m p o u n ds, o n e w hi c h s h o w e d c o v al e nt 

r e a cti vit y wit h U b c 1 3’s a cti v e sit e, b ut als o i n hi bit e d a m ut a nt of U b c 1 3 w hi c h r es e m bl es ot h er E 2 

c o nj u g ati n g e n z y m es, s u g g es ti n g it is a n o n-s p e cifi c i n hi bit or. T h e s e c o n d c o m p o u n d, a s m all 

fr a g m e nt, is b eli e v e d t o n o n-c o v al e ntl y bi n d t o U b c 1 3's a cti v e sit e, s el e cti v el y i n hi biti n g t h e 

wil dt y p e f or m of t h e e n z y m e. We s u g g est t h at t his s m all m ol e c ul e fr a g m e nt r e pr es e nts a pr o misi n g 

st arti n g p oi nt f or d e v el o pi n g n e xt -g e n er ati o n i n hi bit ors. O ur st u di es c o nti n u e d c h ar a ct eri zi n g 

R N F 1 3 8, a RI N G E 3 li g as e, als o i m pli c at e d i n dis e as e p at h w a ys. We first c h ar a ct eri z e d t h e D N A 

bi n di n g of R N F 1 3 8, w hi c h s h o w e d str o n g pr ef er e n c e f or l o n g si n gl e str a n d e d 3’ a n d 5’ D N A 
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o v er h a n gs. Al p h a F ol d 2 str u ct ur al m o d eli n g u n v eil e d a n o v er all fl e xi bl e ar c hit e ct ur e, wit h N -

t er mi n al d o m ai ns, i n cl u di n g t h e RI N G d o m ai n a n d t h e first zi n c fi n g er, cr u ci all y i n v ol v e d i n E 2-

u bi q uiti n c o or di n ati o n. Fi n all y, w e c h ar a ct eri z e d t h e r e g ul ati o n of R N F 1 3 8. We s h o w e d R N F 1 3 8 

is u bi q uit yl at e d at K 1 5 8 a n d p h os p h or yl at e d b y C D K 2, a n d A T M ki n as e at r esi d u es T 2 7, a n d S 1 2 4 

r es p e cti v el y. I nt erf eri n g wit h t h e t hr e e p ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns si g nifi c a ntl y di mi nis h e s 

R N F 1 3 8's c a p a cit y t o f a cilit at e H R. O v er all, o ur st u d y pr o vi d es si g nifi c a nt i nsi g hts i nt o t h e 

m e c h a nis m u n d erl yi n g t h e ess e nti al r ol es of t h e E 2 e n z y m e U b c 1 3 a n d t h e RI N G E 3 li g as e 

R N F 1 3 8.  
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P r ef a c e  
 T h e st u di es i n t hi s t h esis ar e m y ori gi n al w or ks, wit h c oll a b or ati o ns a n d g ui d a n c e pri m aril y 

b y Dr. M ar k Gl o v er ( D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y, U ni v ersit y of Al b ert a), Dr. L e o S p yr a c o p o ul os 

( D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y, U ni v ersit y of Al b ert a), a n d Dr. Is m ail Is m ail ( D e p art m e nt of 

O n c ol o g y, U ni v ersit y of Al b ert a). T h e a p p e n d e d st u di es w er e c oll a b or ati o ns wit h Dr. B asil 

H u b b ar d ( D e p art m e nt of P h ar m a c ol o g y a n d T o xi c ol o g y , U ni v ersit y of T or o nt o), Dr. J o h n Uss h er 

(F a c ult y of P h ar m a c y & P h ar m a c e uti c al S ci e n c es, U ni v ersit y of Al b ert a), a n d Dr. M ar e k Mi c h al a k 

( D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y, U ni v ersit y of Al b ert a). C h a pt ers 2 a n d 3 of o ur w or k ar e c urr e ntl y 

i n pr e p ar ati o n f or s u b missi o n, a n d c h a pt er 4 h as b e e n p u blis h e d.  

 C h a pt er 2 of t hi s t h esi s is c urr e ntl y i n pr e p ar ati o n f or s u b missi o n as “ A b o u F arr aj, R., F a n, 

Y., C h ol a k, S., E d w ar ds, R., H o d g e, C., S p yr a c o p o ul os, L, Gl o v er J. N. M. C h ar a ct eri zi n g t h e 

A cti v e Sit e of U b c 1 3 ”. T h e m a n us cri pt w as writt e n a n d e dit e d b y Dr. M ar k Gl o v er, a n d m ys elf.  

All t h e e x p eri m e nts w er e p erf or m e d b y m ys elf, wit h t h e h el p of Yu e F a n, a n d S p e n c er C h ol a k i n 

pr ot ei n p urifi c ati o n a n d ass a y s et u p. R oss E d w ar d s assist e d i n x -r a y diffr a cti o n c oll e cti o n, a n d 

r efi n e m e nt. Dr. C urti s H o d g e pr o vi d e d all t h e D N A c o nstr u cts f or pr ot ei n p urifi c ati o n a n d pr o vi d e d 

i nsi g hts i nt o t h e e x p eri m e nt s. Dr. L e o S p yr a c o p o ul os pr o vi d e d m ol e c ul ar d y n a mi c r es o ur c es, 

c o n c e pt u al i nsi g ht s, a n d criti c al f e e d b a c k. Dr. Gl o v er c o n c ei v e d a n d a c q uir e d f u n di n g f or a n d 

s u p er vis e d t h e pr oj e ct.  

 C h a pt er 3 of t hi s t h esi s is c urr e ntl y i n pr e p ar ati o n f or s u b missi o n as “ A b o u F arr aj, R., 

C h ol a k, S., L o c k e. A., S p yr a c o p o ul os, L, Is m ail I. H., Gl o v er J. N. M. M e c h a nisti c I nsi g hts i nt o 

D N A D a m a g e S e nsi n g RI N G E 3 Li g as e R N F 1 3 8 ”. T h e m a n us cri pt w as writt e n a n d e dit e d b y Dr. 

M ar k Gl o v er a n d m ys elf. I p erf or m e d all t h e e x p eri m e nts, wit h t h e h el p of S p e n c er C h ol a k i n 
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pr ot ei n p urifi c ati o n, a n d E M S A e x p eri m e nts. I assist e d Dr. A n dr e w L o c k e i n est a bli s hi n g t h e 

m a m m ali a n e x pr essi o n s yst e m a n d m a m m ali a n pr ot ei n p urifi c ati o n. Dr. L e o S p yr o c o p ol o us 

pr o vi d e d t h e D N A c o nstr u cts of R N F 1 3 8, a n d oli g o n u cl e oti d es us e d i n t h e i niti a l e x p eri m e nts. Dr. 

Is m ail pr o vi d e d cr u ci al i nsi g hts a n d s u p er vis e d Dr. A n dr e w L o c k e. Dr. Gl o v er c o n c ei v e d a n d 

a c q uir e d f u n di n g f or a n d s u p er vis e d t h e pr oj e ct.  

 C h a pt er 4 of t his t h esis h as b e e n p u bli s h e d as “ L o c k e, A. J., A b o u F arr aj, R., Tr a n, C., 

Z ei n ali, E., M as h a y e k hi, F., Ali, J. Y. H., Gl o v er, J. N. M., a n d Is m ail, I. H. ( 2 0 2 4) T h e r ol e of 

R N F 1 3 8 i n D N A e n d r es e cti o n is r e g ul at e d b y u bi q uit yl ati o n a n d C D K p h os p h or yl ati o n. J. Bi ol. 

C h e m.  3 0 0 . 1 0 5 7 0 9. ” T h e e x p eri m e nts w er e d esi g n e d b y Dr. Is m ail a n d Dr. A n dr e w L o c k e.  Dr. 

L o c k e a n d m ys elf pr ef or m e d t h e f or m al a n al ysis a n d vis u ali z ati o n. U n d er t h e s u p er visi o n of Dr. 

L o c k e I c o n d u ct e d i m m u n ofl u or es c e n c e, cl o n o ge ni c s ur vi v al, a n d i m m u n o bl otti n g ass a ys. 

C ar oli n e Tr a n a n d I als o assist e d wit h m ai nt ai ni n g c ell c ult ur es. I p erf or m e d t h e Al p h a F ol d 

m o d eli n g a n d s e q u e n c e ali g n m e nts a n d u n d er t h e s u p er visi o n Dr. Gl o v er, off er e d e xt e nsi v e 

i nsi g hts i nt o R N F 1 3 8 e x pr essi o n a n d p urifi c ati o n. C ar oli n e a n d Dr. L o c k e c o n d u ct e d t h e 

i m m u n o pr e ci pit ati o n, c y cl o h e xi mi d e c h as e, a n d His p ull-d o w n ass a ys. J a n a Ali c arri e d o ut t h e 

l as er mi cr oirr a di ati o n e x p eri m e nts, w hil e Dr. Is m ail a n d Dr. L o c k e p erf or m e d t h e h o m ol o g o us 

r e c o m bi n ati o n r e port er ass a y. Dr. L o c k e a n d Dr. Is m ail wr ot e t h e ori gi n al dr aft, a n d Dr. Gl o v er 

a n d I c o ntri b ut e d t o writi n g a n d e diti n g t h e fi n al dr aft. Dr. Gl o v er a n d Dr. Is m ail pr o vi d e d f u n di n g, 

a n d Dr. Is m ail c o n c e pt u ali z e d t h e pr oj e ct.  

 A p p e n di x A of t his t h esis h as b e e n p u bli s h e d as “ C h e n, J., A b o u F arr aj, R., Li m o nt a, D., 

A mir, S., D a k hili, T., K er e k, E. M., B h att a c h ar y a, A., R ef or m at, F. M., M a br o u k, O. M., Bri g a nt, 

B., Pf eif er, T. A., M c d er m ott, M. T., Uss h er, J. R., H o b m a n, T. C., Gl o v er, J. N. M., a n d H u b b ar d, 

B. P. ( 2 0 2 3) R e v ersi bl e a n d irr e v ersi bl e i n hi bit ors of c or o n a vir us Ns p 1 5 e n d ori b o n u cl e as e. J. Bi ol. 
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C h e m.  2 9 9 , 1 0 5 3 4 1. ” J err y C h e n a n d Dr. B asil H u b b ar d c o n c e pt u ali z e d t h e pr oj e ct. I cr yst alli z e d, 

c oll e ct e d, a n d s ol v e d t h e str u ct ur e of m ut a nt Ns p 1 5. I als o pr ef or m e d m as s s p e ctr o m etr y, 

fl or es c e n c e p ol ari z ati o n, D L S, a n d p urifi e d a n d pr o vi d e d W T a n d m ut a nt Ns p 1 5 f o r f urt h er 

i n hi bit or ass a ys. I c o ntri b ut e d t o writi n g a n d e diti n g t h e ori gi n al dr aft a n d fi n ali z e d t h e m a n us cri pt 

u n d er Dr. Gl o v er's s u p er visi o n. Dr. H u b b ar d pr o vi d e d f u n di n g.  

 A p p e n di x B of t hi s t h esis h as b e e n p u bli s h e d as “ A mir h oss ei n, S., D a k hili, T., Gr e e n w ell, 

A. A., Ya n g, K., A b o u F arr aj, R., S a e d, C. T., G o p al, K., C h a n, J. S. F., C h a h a d e, J. J., E at o n, F., 

L e e, C., Vel, C. A., Cr a wf or d, P. A., Gl o v er, J. N. M., B atr a n, R. Al, a n d Uss h er, J. R. ( 2 0 2 3) T h e 

A nti ps y c h oti c  D o p a mi n e 2 R e c e pt or A nt a g o nist Di p h e n yl b ut yl pi p eri di n es I m pr o v e Gl y c e mi a i n 

E x p eri m e nt al O b esit y b y I n hi biti n g S u c ci n yl -C o A : 3 -K et o a ci d C o A Tr a nsf er as e. Di a b et e s  7 2 , 

1 2 6 – 1 3 4. ” I p urifi e d, cr yst alli z e d, a n d  s ol v e d t h e str u ct ur e of S C O T. I als o pr o vi d e d p ur e S C O T 

pr ot ei n f or f urt h er e x p eri m e nt al c h ar a ct eri z ati o n, a n d c o n d u ct e d cr yst alli z ati o n tri al s wit h 

pr o misi n g dr u g m ol e c ul es, u n d er t h e s u p er visi o n of Dr. Gl o v er. Dr. A mir h oss ei n a n d Dr. Uss h er 

c o n c ei v e d a n d pr o vi d e d f u n di n g f or t h e pr oj e ct.  

 A p p e n di x C of t hi s t h esis is a r e vi e w a n d h as b e e n p u bli s h e d as “ P as k e vi ci us, T., A b o u 

F arr aj, R., Mi c h al a k, M., a n d A g ell o n, L. B. ( 2 0 2 3) C al n e xi n, M or e T h a n J ust a M ol e c ul ar 

C h a p er o n e. C ells  1 2 , 4 0 3. ” I pr ef or m e d Al p h a F ol d m o d elli n g a n d m a d e fi g ur es f or t h e t e xt. Dr. 

P as k e vi ci us, Dr. Mi c h al a k, a n d Dr. A g ell o n c o n c e pt u ali z e d t h e r e vi e w. I e dit e d a n d c o ntri b ut e d t o 

writi n g t h e fi n al dr aft of t h e p a p er.  
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A c k n o wl e d g e m e nts  
I w o ul d li k e t o e xt e n d m y h e artf elt gr atit u d e t o m y s u p er vis or, Dr. M ar k Gl o v er, f or 

pr o vi di n g t h e m e nt ors hi p a n d fr e e d o m cr u ci al t o m y d e v el o p m e nt as a s ci e ntist. M ar k cr e at e d a n 

e n vir o n m e nt t h at I al w a ys l o o k e d f or w ar d t o b ei n g a p art of. T h er e is n o d o u bt i n m y mi n d t h at t h e 

m e nt ors hi p a n d sti m ul ati n g s ci e ntifi c at m os p h er e h e c ulti v at e d w er e i n v al u a bl e gift s t h at l ai d t h e 

f o u n d ati o n f or m y c ar e er. I will al w a ys r e m e m b er a n d a p pr e ci at e t h e s u p p ort a n d o p p ort u niti es h e 

pr o vi d e d, w hi c h h a v e b e e n i nstr u m e nt a l i n s h a pi n g m y pr of essi o n al j o ur n e y. I'll miss t h e str o n g 

c off e e s m a d e e v er y m or ni n g t h at k e pt m e e n er gi z e d t hr o u g h o ut t h e w e e k ( o n e o n M o n d a y w as all 

it t o o k). 

I w o ul d als o li k e t o t h a n k m y s u p er vi s or y c o m mitt e e m e m b ers, Dr. L e o S p yr a c o p o ul os a n d 

Dr. Is m ail Is m ail. I a m et er n all y gr at ef ul t o b ot h f or t a ki n g m e u n d er t h eir wi n gs a n d dir e ctl y 

m e nt ori n g m e. L e o w as i nstr u m e nt al i n g ui di n g m e o n m ol e c ul ar d y n a mi c si m ul ati o ns, oft e n 

s p e n di n g aft er n o o ns d e b u g gi n g s cri pts wit h m e. H e als o pr o vi d e d i n v al u a bl e a d vi c e o n all t h e 

pr oj e cts i n t his t h esis, fr e q u e ntl y off eri n g fr es h p ers p e cti v es. Is m ail a c c e pt e d m e i nt o his l a b d uri n g 

m y fi n al y e ar a n d dir e ctl y m e nt or e d m e o n c ell ul ar bi ol o gi c al t e c h ni q u es, all o wi n g m e t o br o a d e n 

m y s kill s et a n d c o ntri b ut e t o e x citi n g pr oj e cts. O ur c o n v ers ati o ns oft e n w e nt b e y o n d s ci e n c e, a n d 

I c a n c o nfi d e ntl y s a y Is m ail pl a y e d a cr u ci al r ol e i n m y pr of essi o n al c ar e er d e v el o p m e nt.  

T o all m y l a b m at es a n d fri e n ds, t h a n k y o u f or c el e br ati n g t h e g o o d d a ys wit h m e a n d f or 

h el pi n g m a k e t h e b a d d a ys b ett er. A s p e ci al t h a n ks t o Dr. R oss E d w ar ds f or his gr e at p ati e n c e i n 

h a n ds -o n tr ai ni n g, fr o m pr ot ei n p urifi c ati o n t o X -r a y cr yst all o gr a p h y a n d S A X S t e c h ni q u es.  

I w o ul d als o li k e t o t h a n k m y f a mil y: M o m, D a d, R a mi, R a y a n, a n d D a vi d. Si n c e w e 

i m mi gr at e d t o C a n a d a, w e h a v e c oll e cti v el y s a crifi c e d a n d tir el essl y w or k e d t o e ns ur e w e all m et 
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o ur g o als. T his a c hi e v e m e nt is a c oll e cti v e s u c c ess t h at w o ul d n ot h a v e b e e n p ossi bl e wit h o ut e a c h 

of y o u pl a yi n g a cr u ci al r ol e i n m y p ers o n al d e v el o p m e nt.  

T o m y wif e, M a di s o n: I m et y o u a m o nt h i nt o m y P h D, a n d y o u h a v e b e e n t h er e fr o m t h e 

st art, t hr o u g h l at e ni g hts a n d w e e k e n ds of w or k i n t h e l a b. Y o u w er e al w a ys s o o pti misti c a n d 

e n c o ur a g e d m e t hr o u g h str essf ul d a ys. Y o ur c o nti n u o us s u p p ort h as dir e ctl y c o ntri b ut e d t o m y 

s u c c e ss, a n d I a m f or e v er gr at ef ul f or y o u. I l o v e y o u.  

I w o ul d als o li k e t o t h a n k t h e f u n di n g a g e n ci es C a n a di a n I nstit ut es of H e alt h R es e ar c h  

(CI H R ) a n d N at ur al  S ci e n c es a n d E n gi n e eri n g R es e ar c h (N S E R C ). A d diti o n all y, I r e c ei v e d 

f u n di n g o p p ort u niti es t hr o u g h t h e F a c ult y of Gr a d u at e St u di es a n d R es e ar c h at t h e U ni v ersit y of 

Al b ert a: t h e N o v artis P h ar m a c e uti c als C a n a d a I n c. Gr a d u at e S c h ol ars hi p, t h e Q u e e n Eli z a b et h II 

Gr a d u at e S c h ol ars hi p, t h e Al b ert a Gr a d u at e E x c ell e n c e S c h ol ars hi p, a n d t h e D a vi d L a ws o n 

A w ar d.  
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1. 1 T y p es of D N A D a m a g e a n d Li n ks t o H u m a n H e alt h  

D e o x yri b o n u cl e oti d e ( D N A) s er v es as t h e g e n eti c bl u e pri nt, e n c o di n g ess e nti al 

i nf or m ati o n f or c ell ul ar f u n cti o n. C ells d e p e n d o n a n  i nt a ct g e n o m e f or n o mi n al f u n cti o n, b ut 

g e n eti c i nt e grit y is c o nst a ntl y c h all e n g e d b y e n d o g e n o us a n d e x o g e n o us d a m a gi n g a g e nts , b ot h of 

w hi c h ar e esti m at e d t o c o ntri b ut e  t o 1 0 5  D N A d a m a g e e v e nts p er c ell p er d a y 1 ,2 . T h e b arr a g e of 

e n d o g e n o us D N A d a m a g i n g s o ur c es  c a n  aris e fr o m m et a b oli c pr o c ess es w hi c h m a y pr o d u c e 

r e a cti v e m et a b olit es or o x y g e n s p e ci es ( R O S), D N A r e pli c ati o n  err or a n d str ess, a n d t h e pr es e n c e 

of w at er as a s ol v e nt m a y l e a d  t o h y dr ol ysis 3 . E x o g e n o us s o ur c es of D N A d a m a g e c a n r a n g e fr o m 

ultr a vi ol et li g ht ( U V), c h e m ot h er a pi es, a n d i o ni zi n g r a di ati o n (I R) 3 . D N A d a m a g e c a n m a nif est i n 

diff er e nt f or ms: mi sr e p air e d, or misi n c or p or at e d D N A b as es fr o m r e pli c ati o n err ors or str ess, b as e, 

a n d s u g ar m o difi c ati o n fr o m r e a cti v e m et a b olit es, i nt er a n d i nt er str a n d cr ossli n ks g e n er at e d fr o m 

c h e m ot h er a p e uti cs, a n d si n gl e-str a n d  or d o u bl e -str a n d  br e a ks fr o m i o ni zi n g r a di ati o n.  If D N A 

l esi o ns p ersis t or ar e r e p air e d err o n e o usl y sit es of D N A d a m a g e  c a n l e a d t o g e n o mi c i nst a bilit y  

hi g hli g ht e d b y c hr o m os o m al a b n or m aliti es, a n d m ut ati o ns  l e a di n g t o c ell c y cl e arr est a n d c ell 

d e at h, or m ut ati o ns w hi c h o v erti m e gi v e ris e t o c a n c er 4 . C ells h a v e e v ol v e d a n i ntri c at e n et w or k 

of si g n alli n g p at h w a ys t o s e ns e D N A d a m a g e a n d r e p air it i n a ti m el y m att er pr e v e nti n g c ell d e at h 

or c a n c er .  

1. 2 D N A D a m a g e R es p o ns e  

As m e nti o n e d a b o v e D N A  d a m a g e c a n m a nif est i n a v ari et y of w a ys. T h e D N A d a m a g e 

r es p o ns e or D D R, is t h e n et w or k of pr ot ei ns r es p o nsi bl e f or d et e cti n g D N A d a m a g e, r e cr uiti n g 

f a ct ors, a n d r e p airi n g t h e l esi o ns 4 . R e a cti v e o x y g e n s p e ci es ( O2 ˉ˙) fr o m m et a b oli c pr o c esses  c a n 

r e a ct wit h nitri c o xi d e ( N O), w hi c h is i n v ol v e d i n n e ur otr a ns mi ssi o n, i m m u n e s yst e m f u n cti o n, 

a n d v as o dil ati o n t o f or m p er o x y nitrit e ( O N O2 ) w hi c h c a n l e a d t o D N A b as e o xi d ati o n a n d str a n d 
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br e a ks 5 ,6 .  T h e m o difi e d b as es c a n b e r e p air e d vi a b a s e e x ci si o n r e p air p at h w a ys ( B E R). R e a cti v e 

s p e ci es c a n als o f or m b ul k y  b as e a d d u cts disr u pti n g t h e D N A h eli c al str u ct ur e b y bl o c ki n g Wats o n -

cri c k b as e p airi n g . T o b a c c o c ar ci n o g e ns, m or e s p e cifi c all y p ol y c y cli c ar o m ati c h y dr o c ar b o ns c a n 

r e a ct a n d f or m b ul k y a d d u ct s, a n d t h e p ersist e n c e of b ul k y a d d u ct s h a v e b e e n f o u n d t o b e hi g hl y 

m ut a g e ni c 7 . F urt h er m or e, t h e f or m ati o n of b ul k y b as e a d d u ct s c a n b e c a us e d b y  U V  r a ys f or mi n g 

p yri mi di n e di m ers, w hi c h if u nr e p air e d c a n l e a d t o D N A str a n d br e a ks. T h es e D N A m o difi c ati o ns 

ar e t y pi c all y r e p air e d vi a  n u cl e oti d e e x cisi o n r e p air ( N E R) 8 . I n a d diti o n t o t h e m e nti o n e d D N A 

d a m a g e r es p o ns e p at h w a ys ( B E R a n d N E R), ot h er m e c h a nis ms i n cl u d e mis m at c h r e p air ( M M R), 

t h e F a n c o ni a n e mi a ( F A) p at h w a y, tr a nsl e si o n D N A s y nt h esi s ( T L S), n o n-h o m ol o g o us e n d j oi ni n g 

( N H EJ), a n d h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) 4 . T h e M M R m e c h a nis m o p er at es o n D N A 

mi s m at c h es a n d D N A r e pli c ati o n -d e p e n d e nt i ns erti o n/ d el eti o n l o o ps 9 . F or t h e r e p air of D N A i nt er-

str a n d cr ossli n ks, t h e F A p at h w a y is a cti v at e d 1 0 . T L S f u n cti o ns as a b y p ass m e c h a nis m, f a cilit ati n g 

t h e c o nti n u ati o n of D N A r e pli c ati o n d es pit e b as e d a m a g e b y i nt er c h a n gi n g p ol y m er as es, f oll o w e d 

b y s u bs e q u e nt r e p air 1 1 . H R a n d N H EJ ar e t w o disti n ct D D R p at h w a ys utili z e d f or t h e r e p air of 

D N A d o u bl e -str a n d br e a ks ( D S Bs), e a c h f u n cti o ni n g i n diff er e nt st a g es of t h e c ell c y cl e 4 . T o ali g n 

wit h t h e pri m ar y f o c us of t his t h esis, o nl y H R a n d N H EJ will b e e x pl or e d i n gr e at er d et ail.  

1. 3  D N A D o u bl e S t r a n d B r e a ks  

D N A D S Bs  o c c ur w h e n  b ot h str a n ds of t h e D N A d u pl e x ar e s e v er e d o n t h e p h os p h o di est er 

b a c k b o n e  br o k e n cr e ati n g D N A l esi o ns  cl os e i n s p a c e . R e g ar dl es s of t h e s o ur c e , D N A D S Bs ar e 

a m o n g t h e m ost d a n g er o us D N A l esi o ns, dri vi n g c hr o m os o m al tr a nsl o c ati o n, g e n o mi c i nst a bilit y 

a n d m a y l e a d t o c a n c er or c ell d e at h 1 2, 1 3 . A d diti o n all y, f a ult y D S B r e p air p at h w a ys c o ntri b ut e t o 

v ari o us dis or d ers i n v ol vi n g d e v el o p m e nt al, i m m u n ol o gi c al, a n d n e ur ol o gi c al p at h w a ys 1 2 – 1 4 . D S Bs 

c a n aris e fr o m p at h ol o gi c al e x o g e n o us s o ur c es, s u c h as I R  w hi c h c a n dir e ctl y i o ni z e D N A , 
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d a m a gi n g t h e b as es, or cl e a vi n g t h e b a c k b o n e or i n dir e ctl y b y i o ni zi n g w at er m ol e c ul es pr o d u ci n g 

h y dr o x yl r a di c als 1 5 . F urt h er m or e, t h e y c a n ari s e fr o m t h e e x p os ur e t o t o p ois o m er as e p ois o ns 1 6 . 

T o p ois o m er as e e n z y m es pl a y a r ol e i n r eli e vi n g t h e t o p ol o gi c al str ai n c a us e d b y pr o c ess es li k e t h e 

wi n di n g a n d u n wi n di n g of D N A d u pl e x e s d uri n g D N A r e pli c ati o n. T h es e e n z y m es cr e at e br e a ks 

i n t h e D N A str a n ds t o all e vi at e t or si o n al str ai n, a n d t h e n r e c o n ne ct t h e e n ds t o r est or e t h e c o nti n uit y 

of t h e D N A m ol e c ul e. I n hi bit ors of t o p oi s o m er as es, s u c h as c a m pt ot h e ci n ( C P T), i nt erf er e wit h 

t h e r e-li g ati o n st e p, pr e v e nti n g t h e r e c o n n e cti o n of D N A e n ds a n d l e a vi n g t o p oi s o m er as e s b o u n d 

t o D N A c o nt ai ni n g a si n gl e-str a n d br e a k. If a D N A r e pli c ati o n f or k e n c o u nt er s a si n gl e-str a n d 

br e a k st a bili z e d b y C P T, it h alts a n d t h e r e pli c ati o n f or k c oll a ps es, r es ulti n g i n t h e g e n er ati o n of a 

o n e - or si n gl e -e n d e d D S B 1 6, 1 7 . E n d o g e n o us s o ur c es s u c h as si n gl e str a n d br e a ks r el at e d t o R O S 

D N A d a m a g e, c a n es c al at e t o D S Bs if t h e l esi o ns ar e wit hi n pr o xi mit y  a n d o n o p p osit e str a n ds 1 8 . 

A d diti o n all y,  u nr e p air e d D N A l esi o ns w h e n e n c o u nt er e d b y D N A r e pli c ati o n f or ks tri g g er 

r e pli c ati o n f or k c oll a ps e1 3, 1 6 – 1 8 . I n d e e d, s p o nt a n e o us D S Bs m a y ari s e fr o m pr o gr a m m e d c ell ul ar 

pr o c ess es , w hi c h is t h e c as e d uri n g m ei osis. At t h e first m ei oti c di visi o n, D S B r e p air is n e c ess ar y 

f or c orr e ct c hr o m os o m al s e gr e g ati o n, w hi c h i n t ur n g e n er at es g a m et es wit h diff er e nt all el e 

c o m bi n ati o ns fr o m t h e p ar e nt g er m li n e 1 3 . T h e t w o m ai n p at h w a ys r es p o nsi bl e f or t h e d et e cti o n 

a n d r e p air of  D S Bs  ar e  n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ) a n d, h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n 

( H R)4 . T h e c h oi c e b et w e e n t h e t w o m ai n p at h w a ys  is c ell c y cl e d e p e n d e nt1 3 . N H EJ c a n t y pi c all y 

f u n cti o n i n all st a g es of t h e c ell c y cl e b ut  is m ost a cti v e i n G a p 1 ( G 1) p h a s e i n t h e c ell c y cl e w h er e  

e u k ar y oti c c ell s ar e gr o wi n g a n d  is t h e p h as e i n b et w e e n c ell di visi o n a n d D N A r e pli c ati o n1 9 . N H EJ 

is a n effi ci e nt D N A r e p air p at h w a y t h at c a n a ct i n as littl e as h alf a n h o ur a n d d o es n ot r e q uir e a 

t e m pl at e str a n d t o li g at e t h e br e a ks. Inst e a d t h e t w o e n ds fl a n ki n g t h e br e a k ar e dir e ctl y li g at e d 

t o g et h er2 0 . W hil e it is a pr a cti c al  pr o c ess , N H EJ  is c o nsi d er e d err or-pr o n e  d u e t o t h e l a c k of 
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h o m ol o g y i n li g ati n g t h e D N A e n ds w hi c h m a y l e a d t o c hr o m os o m al tr a nsl o c ati o n, d u e t o t h e 

D N A e n ds b ei n g f us e d t o diff er e nt l o c ati o ns wit hi n t h e g e n o m e 4, 1 2, 1 3 ,2 1 . F urt h er m or e, c h e mi c all y 

mi s m at c h e d D N A e n ds ( 3’ p h os p h at e gr o u p a n d a 5’ h y dr o x yl) w hi c h ar e n ot s uit a bl e f or li g ati o n 

m a y r e q uir e a d diti o n al e n z y m ati c pr o c ess es t h at m a y l e a d t o i ns erti o ns, d el eti o ns, or s u bstit uti o ns 

at t h e br e a k 2 2 . H R r e p air p at h w a ys  ar e h o m ol o g y dri v e n, a n d r el y o n a d o n or s e q u e n c e, w hi c h is 

us u all y t h e sist er c hr o m ati d fr o m n e wl y r e pli c at e d c ell ul ar g e n o m e 4 . T his r eli a n c e o n h o m ol o g y 

r estri cts H R m e c h a nis ms t o b e a cti v e wit hi n t h e s y nt h esis p h as e ( S) a n d p ost s y nt h esi s a n d i n 

b et w e e n c ell r e pli c ati o n a n d c ell di visi o n, G a p 2 p h as e ( G 2) 1 9, 2 1 . Alt h o u g h H R is n ot as effi ci e nt 

as N H EJ ( ~ 7 h o urs), t h e n e e d f or H R m a c hi n er y t o sift t hr o u g h t h e g e n o m e a n d fi n d a h o m ol o g o us 

r e gi o n t o r e p air t h e D S B m a k es it a l ess err or pro n e p at h w a y 1, 4, 7, 1 3, 2 1 .  

1. 4 D S B R e p ai r vi a H o m ol o g o us R e c o m bi n ati o n  

H R b e gi ns wit h t h e r a pi d r e cr uit m e nt of K u ( K u 7 0/ 8 0 ) as t h e K u h et er o di m eri c pr ot ei n i s 

a b u n d a nt t hr o u g h o ut all c ell c y cl es, a n d bi n ds D N A ti g htl y 2 3, 2 4  ( 

Fi g u r e  1 .1 ). I n a d diti o n t o K u, th e M R N c o m pl e x ( Mr e 1 1, R A D 5 0 a n d N bs 1) a n d at a xi a -

t el a n gi e ct asi a m ut at e d ( A T M) ar e als o r e cr uit e d . Mr e 1 1  i n t h e M R N c o m pl e x h as  e n d o - a n d 

e x o n u cl e as e  a cti vit y a n d  is a cti v e i n t h e pr es e n c e Ct B P i nt er a cti n g pr ot ei n ( CtI P) w hi c h is 

p h os p h or yl at e d b y A T M w h e n r e cr uit e d 2 1 . T h e CtI P -M R N c o m pl e x t h e n c arri es o ut s h ort r a n g e 

3’ - 5’ e n d r es e cti o n t hr o u g h it s Mr e 1 1 s u b u nit g e n er ati n g a si n gl e str a n d e d r e gi o n  w hi c h f a v o urs 

H R a n d dis pl a c es K u a n d pr e v e nts f urt h er bi n di n g of N H EJ pr ot ei ns, m a ki n g D N A e n d r es e cti o n 

a k e y st e p i n d et er mi ni n g p at h w a y c h oi c e 2 5 – 2 7 . L o n g er r a n g e D N A pr o c essi n g e n z y m es  D N A 2, 

a n d E X O 1  ar e f urt h er r e cr uit e d  w hi c h i niti at e 5’ –  3’ D N A e n d r es e cti o n t o g e n er at e si n gl e str a n d e d 

D N A (ss D N A) 3’ o v er h a n g 2 1 ,2 7 . R e pli c ati o n pr ot ei n A ( R P A) fil a m e nt s ar e t h e n r e cr uit e d t o pr ot e ct 

t h e D N A e n ds, f oll o w e d b y t h e r e cr uit m e nt of R A D 5 1, w hi c h e v e nt u all y  r e pl a c es R P A wit h t h e 
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h el p of P A L B 2 ( p art n er a n d l o c ali z er of B R C A 2) a n d B R C A 2 ( br e ast c a n c er g e n e 2) pr ot ei ns. T his 

i n v ol v es disr u pti n g t h e b o n d b et w e e n R P A a n d si n gl e-str a n d e d D N A (ss D N A) w hil e pr o m oti n g 

t h e ass o ci ati o n of R A D 5 1 wit h ss D N A 1 3 . R A D 5 1 oli g o m ers i niti at e str a n d i n v asi o n o n a sist er 

c hr o m ati d  s c a ns a h o m ol o g o us r e gi o n  all o wi n g f or D N A s y nt h esi s b y D N A p ol y m er a s es, f oll o w e d 

b y a n n e ali n g a n d li g ati o n c o m pl eti n g t h e r e p air pr o c ess 4, 1 3, 2 1 .  

1. 5  D S B R e p ai r vi a C a n o ni c al N o n -H o m ol o g o us E n d J oi ni n g  

T h e i niti al criti c al st a g e of n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ) i n v ol v es t h e a ss o ci ati o n 

of t h e d a m a g e d D N A e n ds wit h t h e s c aff ol d pr ot ei n K u h et er o di m er 2 3, 2 4  ( 

Fi g u r e  1 .1 ). Str u ct ur all y, t h e K u 7 0/ 8 0 h et er o di m er f or ms a ri n g-s h a p e d D N A bi n di n g 

d o m ai n c a p a bl e of a c c o m m o d ati n g t w o D N A d o u bl e -str a n d t ur ns,  a n d its bi n di n g a cti vit y pr ot e cts 

D N A e n ds fr o m e n d o n u cl e a s e a cti vit y 2 1 . S u bs e q u e ntl y , a D N A -d e p e n d e nt s eri n e/t hr e o ni n e pr ot ei n 

ki n as e c at al yti c s u b u nit ( D N A -P K cs) is r e cr uit e d t o t h e d a m a g e d sit es u p o n i nt er a cti o n wit h D N A -

b o u n d K u 2 8 . T his c o m pl e x f a cilit at es t h e cl os e pr o xi mit y a n d st a bili z ati o n of t h e br o k e n D N A e n ds 

t o f a cilit at e f urt h er pr o c essi n g, a n d it s a ut o p h os p h or yl ati o n si g n als r e cr uit m e nt of d o w n str e a m 

f a ct ors i n v ol v e d i n D N A e n d pr o c essi n g. Gi v e n t h e u n pl a n n e d a n d u n d esir e d n at ur e of D N A 

br e a ks, t h es e r es ulti n g e n ds oft e n c a n n ot b e dir e ctl y r ej oi n e d. S e v er al r e p air f a ct ors, i n cl u di n g 

p ol y n u cl e oti d e ki n as e/ p h os p h at as e ( P N K P)  a n d Art e mis, ar e b eli e v e d t o p arti ci p at e i n t h e r e p air 

of t h es e irr e g ul ar D N A e n ds 2 9 . T h e r e m ai ni n g g a ps ar e t h e n fill e d i n b y µ a n d λ p ol y m er a s es. T h e 

li g ati o n of t h e e n ds t o g et h er is c arri e d o ut b y t h e D N A li g as e I V, X R C C 4, a n d X L F c o m pl e x 2 8, 2 9 . 

A d diti o n all y, a n alt er n ati v e p at h w a y k n o w n as alt er n ati v e n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( A -N H EJ) 

e xists as a b a c k u p or alt er n ati v e, p arti c ul arl y i n c as es i n v ol vi n g m ut at e d or a bs e nt cl assi c al N H EJ 

f a ct ors. A-N H EJ utili z es t h e M R N c o m pl e x, X R C C 1, a n d P A R P 1 t o cr e at e mi cr o h o m ol o g y 

r e gi o ns o n t h e br o k e n D N A e n ds t hr o u g h n u cl e ol yti c d e gr a d ati o n, f oll o w e d b y t h e f or m ati o n of 
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s h ort c o m pl e m e nt ar y r e gi o ns 3 0 . P ol y m er as e β c a n t h e n fill i n t h e g a ps, a n d li g ati o n c a n o c c ur vi a 

li g as e I or III3 1 . 

 

 

 
Fi g u r e 1 .1 . M aj o r P at h w a ys of D S B r e p ai r.  
 
L eft p a n el: I n N H EJ, K u pr ot ei n is r a pi dl y r e cr uit e d t o D S B, f oll o w e d b y D N A-P K cs r e cr uit m e nt 
a n d a ut o p h os p h or yl ati o n . P ol y n u cl e oti d e ki n as e 3’ p h os p h at as e ( P N K P), A rt e mi s, a n d 
p ol y m er as es ar e t h e n r e cr uit e d. P N K P is a bl e t o r e p air n o n -li g at a bl e e n ds c o nt ai ni n g  5’ O H or 3’ P 
a n d Art e mis  h as n u cl e as e a cti vit y. X -r a y r e p air cr oss-c o m pl e m e nti n g pr ot ei n 4 ( X R C C 4) a n d 
X R C C 4 -li k e f a ct or ( X L F) ar e r e cr uit e d a n d a ct as s c aff ol ds, as D N A li g as e 4 li g at es t h e D N A e n ds. 
Ri g ht p a n el: H R K u a n d t h e M R N c o m pl e x ar e b ot h r e cr uit e d i n d e p e n d e ntl y t o D S B,  f oll o we d b y 
A T M r e cr uit m e nt a n d a cti v ati o n. M R N t h e n c arri es o ut 3’ -5’ e n d r es e cti o n dis pl a ci n g K u. A T M 
p h os p h or yl at es a n d r e cr uit s CtI P f oll o w e d b y t h e r e cr uit m e nt of e x o n u cl e as e -1 ( E X O -1) a n d 
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D N A 2, a n d e xt e nsi v e 5’ -3’ e n d r es e cti o n. R P A fil a m e nts bi n d ss D N A o v er h a n gs f or pr ot e cti o n, 
f oll o w e d b y r e cr uit m e nt of B R C A 1 a n d B R C A 2 w hi c h r e pl a c e t h e fil a m e nts wit h R A D 5 1. R A D 5 1 
s c a ns a n d i niti at es str a n d i n v asi o n o n a sist er c hr o m ati d wit h R A D 5 2, a n d p ol y m er as es s y nt h esi z e 
t h e n u cl e oti d es i n a n err or fr e e m a n n er. 
 

1. 6  P ostt r a nsl ati o n al M o difi c ati o ns a n d D S B S i g n ali n g 

E xt e nsi v e e vi d e n c e s u g g est s t h at D N A r e p air  eff e cti v e n ess a n d ti m eli n ess ar e r e g ul at e d 

t hr o u g h r e v ersi bl e p ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns ( P T Ms)3 2 – 3 4 . T h es e m o difi c ati o ns i n v ol v e t h e 

a d diti o n or r e m o v al of s m all c h e mi c al gr o u ps (s u c h as m et h yl, a c et yl, p h os p h or yl,  a d e n osi n e 

di p h os p h at e or pr ot ei ns li k e u bi q uiti n ) t o bi o m ol e c ul es b y s p e cifi c e n z y m ati c pr o c ess es. T h es e 

m e c h a nis m s, s u c h as c o nj u g ati o n (f or e x a m pl e, m et h yl ati o n, p h os p h or yl ati o n, u bi q uit yl ati o n) a n d 

d e c o nj u g ati o n, a ct as m ol e c ul ar t o g gl es t h at s y n c hr o ni z e t h e f u n cti o ns of v ari o us pr ot ei ns, b ot h 

n e ar  a n d f ar  t o D N A d a m a g e sit es a n d h a p p e n r a pi dl y i n a r es p o ns e t o D N A l esi o ns3 5, 3 6 . P T Ms ar e 

k n o w n t o f a cilit at e i nt er a cti o ns b et w e e n pr ot ei ns, r e g ul at e e n z y m ati c f u n cti o ns, i nfl u e n c e pr ot ei n 

l o c ali z ati o n wit hi n c ell s, a n d t ar g et pr ot ei ns f or d e gr a d ati o n3 2 – 3 4 . A c as c a d e of P T Ms is tri g g er e d 

u p o n D S B d et e cti o n, t h e t w o m ai n P T Ms w e dis c uss  i n o ur w or k  ar e p h os p h or yl ati o n a n d 

u bi q uit yl ati o n .  

P h os p h or yl ati o n i n v ol v es t h e c o nj u g ati o n of a p h os p h or yl gr o u p o nt o s eri n e, t hr e o ni n e, or 

t yr osi n e r esi d u es i m p arti n g a n e g ati v e c h ar g e w hi c h c a n m e di at e or pr e v e nt pr ot ei n-pr ot ei n 

i nt er a cti o ns b y aff e cti n g bi n di n g affi niti es or i ntr o d u ci n g c o nf or m ati o n al c h a n g es i n t ar g et 

pr ot ei ns 3 7 . K i n as es tr a nsf er p h os p h or yl gr o u ps o n t o pr ot ei ns, a n d p h os p h at as es c at al y z e t h eir 

r e m o v al. P h os p h ati d yli n osit ol -3 ki n as e -r el at e d ki n as es ( PI K Ks), a m aj or f a mil y of ki n as es , pl a y 

k e y r ol es i n D S B r es p o n s e  m ai nl y: D N A -P K cs, A T M , a n d A T R ( at a xi a t el a n gi e ct asi a-m ut at e d a n d 

R a d 3 -r el at e d)3 8 – 4 0 . R e m ar k a bl y, a si mil ar f e at ur e of PI K K e n z y m e s is t h eir si z e, all of w hi c h ar e 

wit hi n 2 8 0 -4 8 0 k D a 4 0 . A d diti o n all y, t h e y ar e s eri n e/t hr e o ni n e ki n as es, a n d t h e ki n as e d o m ai ns ar e 

m u c h m or e li k e p h os p h ati d yli n osit ol 3 -ki n as e f a mil y t h a n ot h er s eri n e/t hr e o ni n e ki n as e d o m ai ns, 
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b ut i nt er esti n gl y, all e vi d e n c e p oi nts t o w ar ds s p e cifi cit y of PI K K t o pr ot ei n t ar g ets, o v er li pi d 4 0 .  

D N A -P K cs is i n v ol v e d i n t h e c o or di n ati o n of N H EJ (s e cti o n 1. 4)3 8 ,3 9 . A T M is a n ess e nti al  ki n as e  

w hi c h p h os p h or yl at es hist o n e H 2 A v ari a nt H 2 A X o n r esi d u e S er 1 3 9 (als o k n o w n as  γ H 2 A X ) u p o n 

it s r e cr uit m e nt aft er M R N c o m pl e x d et e cts t h e D S B, tri g g eri n g a c as c a d e of pr ot ei n r e cr uit m e nt 

a n d a m plif yi n g t h e si g n alli n g f ar fr o m t h e D S B 3 8 . A d diti o n all y, A T M p h os p h or yl at i o n of 

c h e c k p oi nt ki n as e 2 ( C H K 2) a n d p 5 3,  a cti v at es c ert ai n c ell pr o gr a ms i n r es p o ns e t o D S B, m ai nl y  

l e a di n g t o c ell c y cl e arr est i n G 1 p h as e, a n d pr e v e nti n g pr o gr a m m e d c ell d e at h  (a p o pt osi s)3 8, 4 1 . 

A T R is a ki n as e a cti v at e d m ai nl y b y U V-i n d u c e d d a m a g e, or ss D N A c o at e d b y R P A c o m pl e x es, 

s u c h str u ct ur es ari si n g fr o m h eli c as es a n d p ol y m er as es d uri n g D N A r e pli c ati o n or d uri n g H R  

r es p e cti v el y3 8, 4 2 . T h e p h os p h or yl ati o n of c h e c k p oi nt 1  (C H K 1 ) b y A T R sl o ws c ell c y cl e 

pr o gr essi o n a n d  assi sts i n r es ol vi n g r e pli c ati o n str ess4 2 . C y cli n-d e p e n d e nt ki n as es ( C D Ks) ar e k e y 

ki n as es t h at c o ntr ol tr a nsiti o ns i n t h e c ell c y cl e 4 3 . T h e a c c u m ul ati o n of C D Ks at s p e cifi c c ell c y cl e 

p h as es, a n d t h eir a cti v ati o n b y bi n di n g t o t h eir r e g ul at or y s u b u nit s, t h e c y cli ns , tri g g er pr o gr essi o n 

t hr o u g h t h e c ell c y cl e st a g es4 3, 4 4 . T h e pr o gr essi o n t hr o u g h S, G 2, a n d mit oti c p h as es ar e tri g g er e d 

b y  t h e p h os p h or yl ati o n a cti vit y of C D K 2 a n d C D K 1 4 3 . F urt h er m or e, C D K - d e p e n d e nt 

p h os p h or yl ati o n  e v e nts e ns ur e H R c a n pr o c e e d d uri n g S/ G 2  b y  p h o s p h or yl ati n g D N A  e n d 

r es e cti o n pr ot ei ns s u c h as Mr e 1 1, N bs 1, CtIP, a cti v ati n g H R a n d D N A e n d r es e cti o n 4 5 . U bi q uiti n 

( U b) is a si g n ali n g pr ot ei n utili z e d b y c ells. O n e of t h e us es of U b is pr ot ei n r e cr uit m e nt a n d 

a m plifi c ati o n of D S B si g n ali n g w h e n U b is tr a nsf err e d t o pr ot ei ns o n c hr o m ati n . U bi q uit yl ati o n  is 

t h e f o c us of o ur w ork  a n d t h er ef or e is f urt h er r e vi e w e d i n d et ail i n  s e cti o n 1. 6.   

T h e c as c a d e  of P T M s e xt e n d b e y o n d t h e a ct u al r e p air of D N A D S B a n d  c o ntri b ut e t o t h e 

a m plifi c ati o n of si g n alli n g m a n y D N A b as es d o w nstr e a m a n d u pstr e a m of D S B 4 6 . F urt h er m or e, 

s e v er al t y p es of P T Ms si m ult a n e o usl y p arti ci p at e i n r e g ul ati o n. A k e y p at h w a y e x e m plif yi n g t h e 
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cr e s c e n d o  of P T Ms  st arts w h e n th e M R N c o m pl e x  d et e cts a D S B , a n d A T M is r e cr uit e d, 

p h os p h or yl ati n g  t h e hist o n e H 2 A , b e c o mi n g γ -H 2 A X 3 3, 4 6 – 5 0 (Fi g u r e 1 .2 ).  T his f a cilit at es t h e 

ass e m bl y of a l ar g e a d a pt or pr ot ei n, M D C 1, w hi c h bi n ds ɣ H 2 A X vi a it s B R C T 5 0 – 5 2 . S u bs e q u e ntl y, 

M D C 1 u n d er g o es t w o cr u ci al p h os p h or yl ati o n e v e nt s. T h e first p h os p h or yl ati o n, m e di at e d b y 

c as ei n ki n as e 2 ( C K 2), i n v ol v es t h e m o difi c ati o n of S er -As p -T hr m otifs t h at f a cilit at e bi n di n g 

i nt er a cti o ns wit h N bs 1, a c o m p o n e nt of t h e M R N n u cl e as e c o m pl e x5 0 . T h e s e c o n d 

p h os p h or yl ati o n, c arri e d o ut b y A T M ki n as e, e n a bl es t h e r e cr uit m e nt of R N F 8 t hr o u g h its  

p h os p h o -pr ot ei n  bi n di n g F H A d o m ai n 5 0, 5 3, 5 4 . R N F 8, a n E 3 u bi q uiti n li g as e, f or ms L ysi n e-6 3 ( K 6 3) 

li n k e d p ol y u bi q uiti n  ( p ol y U b) c h ai ns wit h t h e U b c 1 3/ M ms 2 E 2 h et er o di m er 5 4 – 5 8 . T h es e u bi q uiti n 

c h ai ns li k el y t ar g et a n u ni d e ntifi e d s u bstr at e, l e a di n g t o t h e r e cr uit m e nt of R N F 1 6 8, w hi c h 

a m plifi es t h e K 6 3 c h ai ns t hr o u g h it s u bi q uiti n -i nt er a cti n g m otifs ( UI Ms)4 8 . O n c e r e cr uit e d, 

R N F 1 6 8 c oll a b or at es wit h t h e E 2 e n z y m e U b c H 5 c t o m o n o u bi q uiti n at e hist o n es H 2 A/ H 2 A X o n 

K 1 3 -1 5 5 9, 6 0 . T h e r es ulti n g u bi q uit yl ati o n  of H 2 A at K 1 5 ( H 2 A K 1 5 u b) s er v es as a d o c ki n g sit e f or 

5 3 B P 1, p ot e nti all y f a v ori n g n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ) o v er B R C A 1 -m e di at e d r e p air 

p at h w a ys 6 1 . A d diti o n all y, t h e e xt e n d e d K 6 3 c h ai ns g e n er at e d b y t h e c o o p er ati v e a cti vit y of R N F 8 

a n d R N F 1 6 8 r e cr uit R A P 8 0 vi a it s UI Ms w hi c h i n t ur n f a cilit at es t h e r e cr uit m e nt of A B R A X A S 1 

a n d B R C A 1, pr o m oti n g h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) 6 2 – 6 4 .  
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Fi g u r e 1 .2 . D N A D S B si g n al a m plifi c ati o n vi a P T M c as c a d e.  
 
W h e n D N A d a m a g e o c c urs, a si g n ali n g c as c a d e pri m aril y r e g ul at e d b y A T M is s et i n m oti o n. T his 
pr o c ess e nt ail s t h e u bi q uit yl ati o n  of n e ar b y hist o n es t hr o u g h t h e a cti o ns of R N F 8/ R N F 1 6 8, i n 
a d diti o n t o v ari o us ot h er p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns. D e p e n di n g o n t h e c ell c y cl e p h as e, t h e 
i niti al p at h w a y c a n r es ult i n eit h er h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) r e p air, w hi c h o c c ur s 
e x cl usi v el y d uri n g t h e S/ G 2 p h as es, or n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ), i n v ol vi n g B R C A 1 
or 5 3 B P 1, r es p e cti v el y.  
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1. 7  C ell ul a r U b iq uit yl ati o n :  

U bi q uiti n, a 7 6 a mi n o a ci d si g n ali n g pr ot ei n, is hi g hl y c o ns er v e d a n d f o u n d a cr oss all lif e 

f or ms a n d c o m p ar e d t o ot h er P T Ms ( m et h yl ati o n, a c et yl ati o n, p h os p h or yl ati o n) it s si z e m a k e s it 

u ni q u e all o wi n g f or a wi d er r a n g e of si g n ali n g  a cti vit y 6 5, 6 6 . U bi q uiti n is hi g hl y st a bl e, a d o pti n g  β  -

gr as p f ol d (f o ur str a n d e d  β  -s h e et c urls ar o u n d a c e ntr al al p h a h eli x, a n d a fl e xi bl e 6 r esi d u e C -

t er mi n al t ail)6 5 (Fi g u r e 1 .4 ). U bi q uiti n c a n b e tr a nsf err e d o nt o a s u bstr at e  l ysi n e a n d c o nj u g at e d 

vi a its C -t er mi n al c ar b o x yl at e t ail f or mi n g a n is o p e pti d e b o n d r es ulti n g i n m o n o u bi q uiti n at e d 

s u bstr at e 6 5 – 6 7 . A  s u bstr at e c a n  b e  m o n o u bi q uit yl at e d o n o n e sit e, or m o n o u bi q uit yl at e d o n m ulti pl e 

sit es. I n a d diti o n t o m o n o u bi q uit yl ati o n of s u bstr at es, p ol y u bi q uiti n c h ai ns c a n f or m t hr o u g h t h e 

s u c c e ssi v e c o nj u g ati o n of u bi q uiti n m ol e c ul es  o n a s u bstr at e  f or mi n g is o p e pti d e b o n ds vi a  it s 

s e v e n l ysi n es ( K 6, K 1 1, K 2 7, K 2 9, K 3 3, K 4 8, K 6 3) a n d its N -t er mi n al m et hi o ni n e ( M 1)6 6  (Fi g u r e 

1 .4 A) . T h e p ol y u bi q uiti n c h ai ns c a n f or m h o m o g e n o us (u bi q uiti n c o n n e ct e d vi a K 4 8 o nl y) , li n e ar 

( K 6 3), mi x e d a n d  br a n c h e d p ol y u bi q uiti n c h ai ns  ( K 1 1/ K 4 8)6 6 (Fi g u r e 1 .4 D) . A r e m ar k a bl e 

n u m b er of g e n es i n t h e h u m a n g e n o m e e n c o d e t h e u bi q uiti n s yst e m: t w o E 1 u bi q uiti n a cti v ati n g 

pr ot ei ns ( E 1), ~ 4 0 U bi q uiti n c o nj u g ati n g e n z y m es ( E 2), a n d gr e at er t h a n 7 0 0 u bi q uiti n li g as es ( E 3) 

g e n es, a c c o u nti n g f or ar o u n d 5 % of h u m a n pr ot ei n -c o di n g g e n es 6 6, 6 8 . I niti all y, i n t h e first st a g e, 

E 1 a d e n yl at es t h e c ar b o x y -t er mi n us of U b ( Gl y 7 6), a cti v ati n g it f or t h e f or m ati o n of a t hi o est er 

li n k a g e t o t h e a cti v e-sit e C yst ei n e ( C ys) of E 1 6 6 ,6 9 (Fi g u r e 1 .3 ). S u bs e q u e ntl y, U b is tr a nsf err e d 

fr o m E 1 t o t h e a cti v e-sit e C ys of a n E 2 6 6 ,6 9 . I nt er esti n gl y, t h e li n k a g e b et w e e n s u bs e q u e nt u bi q uiti n 

m ol e c ul es wit hi n a c h ai n is d et er mi n e d b y t h e s p e cifi c E 2 i n v ol v e d i n t h e r e a cti o n.  Fi n all y, t h e 

E 2, oft e n w or ki n g i n c o nj u n cti o n wit h a n E 3, c o or di n at es t h e cr e ati o n of a n is o p e pti d e b o n d 

b et w e e n t h e c ar b o x y -t er mi n us ( C-t er mi n us) of u bi q uiti n a n d a l ysi n e ε -a mi n o gr o u p o n a t ar g et 

pr ot ei n 6 6, 6 8, 6 9 . T hr o u g h a st e p -b y -st e p a p pr o a c h, p ol y u bi q uiti n c h ai ns ar e f or m e d t hr o u g h 
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s u c c e ssi v e r o u n ds of t h e E 1 -E 2 st e ps f a cilit at e d b y E 3.  I n t his pr o c ess, t h e C -t er mi n us of t h e d o n or 

u bi q uiti n m ol e c ul e is li n k e d t o a l ysi n e r esi d u e o n a n a c c e pt or u bi q uiti n i nst e a d of t h e l ysi n e 

r esi d u e o n t h e s u bstr at e (t ar g et) pr ot ei n 6 6 . A m or e i n -d e pt h l o o k at t h e v ari o us c h ai n t y p es of 

u bi q uiti n is d e m a n d e d t o g ai n i nsi g ht s i nt o j ust h o w eff e cti v el y n at ur e h as m a d e us e of 

u bi q uit yl ati o n , t o r e g ul at e a n d tr a ns mit i nf or m ati o n i n t h e c ell. 

 

Fi g u r e 1 .3  U bi q uit yl ati o n C as c a d e  
 
U bi q uit yl ati o n of a s u bstr at e o c c ur s i n a st e p -b y -st e p pr o c ess i n v ol vi n g E 1 -E 2 -E 3 u bi q uitl y ati o n  
c as c a d e t ar g etti n g s u bstr at e l ysi n e s t o f or m is o p e pti d e b o n ds. S y nt h esis of p ol y b u bi q ut yl ati o n 
i v ol v es r eit er ati v e pr o c ess t ar g etti n g l ysi n e r esi d u es o n t h e u bi q uiti n t et h er e d t o t h e s u bstr at e. 
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  P ol y U b c h ai ns ar e s p e cifi c all y r e c o g ni z e d b y  u bi q uiti n bi n di n g d o m ai ns ( U B Ds) i n 

pr ot ei ns t h at r e c o g ni z e t h e diff er e nt t o p ol o gi es a n d c o nf or m ati o ns of p ol y U b 6 6, 7 0 . R e c e ntl y, 

u bi q uiti n h as b e e n f o u n d t o b e m o difi e d b y p h os p h or yl ati o n a n d a c et yl ati o n,  w hi c h a d d s a n ot h er 

l a y er of c o m pl e xit y t o u bi q uiti n si g n ali n g7 0 . F urt h er m or e  i n t h e l ast s e v er al  y e ars,  u bi q uiti n 

li n k a g es t o r esi d u es ot h er t h a n l ysi n e o n s u bstr at es h a v e b e e n i d e ntifi e d 7 1 .   

T h e t w o e xt e nsi v el y st u di e d t y p es of u bi q uiti n c h ai ns i n v ol v e u bi q uiti n l ysi n e 4 8 ( K 4 8), 

w hi c h s er v es as t h e c a n o ni c al si g n al f or pr ot e as o m al d e gr a d ati o n, a n d K 6 3  w hi c h h as n o n -

d e gr a d ati v e r ol es , i m pli c at e d i n D N A d a m a g e r es p o ns e ( D D R) a n d N F -κ B i m m u n ol o gi c al 

si g n alli n g 6 6, 7 2, 7 3 . H o w e v er, v ari o us t y p es of u bi q uiti n c h ai ns h a v e b e e n d et e ct e d i n st u di es of 

e u k ar y ot e  or g a nis ms  (Fi g u r e 1 .4 D) . Li n e ar M 1 c h ai ns ar e ess e nti al f or a cti v ati n g t h e N F -κ B 

p at h w a y t hr o u g h N F -κ B ess e nti al m o d ul at or ( N E M O) r e c o g niti o n a n d bi n di n g vi a t h e u bi q uiti n -

bi n di n g i n A BI N a n d N E M O ( U B A N) m otif, w hi c h w as f o u n d t o bi n d li n e ar u bi q uiti n c h ai ns 7 4, 7 5 . 

K 2 9 -li n k e d c h ai ns p arti ci p at e i n  pr ot e as o m al d e gr a d ati o n a n d i n n at e  i m m u nit y r es p o ns es7 6, 7 7 . K 6 -

li n k e d  c h ai n s p arti ci p at e i n D D R a n d mit o c h o n dri al h o m e ost asis 7 0 . A d diti o n all y, K 1 1 -li n k e d 

c h ai ns w er e ori gi n all y t h o u g ht t o t ar g et s u bstr at es f or pr ot e as o m al d e gr a d ati o n , b ut it w as f o u n d 

t h at K 1 1-li n k e d c h ai ns ar e p o or s u bstr at es of t h e pr ot e os o m e 7 0 . M or e r e c e ntl y K 1 1-li n k e d c h ai ns 

h a v e b e e n i m pli c at e d i n f or mi n g t h e a n a p h as e-pr o m oti n g c o m pl e x c y cl os o m e ( A P C/ C), 

c o ntri b uti n g t o c ell c y cl e r e g ul ati o n , a d diti o n all y p arti ci p ati n g i n  D D R, a n d pr ot ei n 

st a bili z ati o n 7 8, 7 9 . K 3 3 -li n k e d c h ai ns h a v e b e e n i m pli c at e d i n r e g ul ati n g pr ot ei n-pr ot ei n 

i nt er a cti o ns, i m m u n e r es p o ns e, a n d c ell ul ar tr affi c ki n g pr o c ess es7 3 . T h e a cti vit y of K 2 7 -li n k e d 

c h ai ns h as r e m ai n e d a m bi g u o us b ut m or e r e c e ntl y h as b e e n i m pli c at e d i n D D R p at h w a ys . It h as 

b e e n pr o p os e d t h at t w o E 3 li g as es ar e i n v ol v e d i n t h e f or m ati o n of K 2 7 -li n k e d c h ai ns wit hi n c ell s. 

R N F 1 6 8, a RI N G E 3 li g as e, h as b e e n d o c u m e nt e d t o c at al y z e t h e ass e m bl y of K 2 7 -li n k e d 
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u bi q uiti n c h ai ns o n hist o n es H 2 A a n d H 2 A. X wit hi n c ell ul ar c o nt e xts , ali g ns wit h t h e e st a blis h e d 

f u n cti o ns of R N F 1 6 8, p arti c ul arl y i n r es p o ns e t o D N A d a m a g e 7 0, 8 0 . T h es e c h ai ns h a v e b e e n 

o bs er v e d t o f a cilit at e t h e r e cr uit m e nt of D N A d a m a g e r e p air f a ct ors, s u c h as p 5 3 bi n di n g pr ot ei n 

1 ( 5 3 B P 1), t o sit es of D N A d a m a g e 8 0 . E m er gi n g i nsi g hts i nt o t h e f u n cti o ns of mi x e d a n d br a n c h e d 

p ol y u bi q uiti n c h ai ns h a v e f urt h er r e v e al e d c o m pl e x si g n alli n g f u n cti o ns. K 1 1/ K 4 8 br a n c h e d 

p ol y U b  c h ai ns f or e x a m pl e, str e n gt h e n u bi q uiti n si g n alli n g e m a n ati n g fr o m s u bstr at es  a n d f u n cti o n 

as pr ot e as o m al pri orit y si g n als i n c ell c y cl e a n d pr ot ei n q u alit y c o ntr ol p at h w a ys 7 0 . R e c e nt 

pr ot e o mi c st u di es h a v e r e v e al e d t h e c o v al e nt m o difi c ati o n of u bi q uiti n  b y p h os p h or yl ati o n a n d 

a c et yl ati o n , a n d t h e first st u di es i nt o t h e p h ysi ol o gi c al r el e v a n c e of t h e m o difi c ati o ns  o nl y c a m e 

a b o ut i n 2 0 1 4 7 0 . El e v e n p h os p h or yl ati o n sit es w er e dis c o v er e d o n u bi q uiti n i n pr ot e o mi c s cr e e ns  

(Fi g u r e 1 .4 B) . T h e m ost w ell st u di e d sit e is t h e  p h os p h or yl ati o n  at S 6 5 o n u bi q uiti n w hi c h h as 

b e e n  i m pli c at e d i n mit o p h a g y si g n alli n g8 1, 8 2 . U bi q uiti n p h os p h or yl ati o n b y pr ot ei n ki n as e 1 

( PI N K 1), a w ell  st u di e d pr ot ei n li n k e d t o P ar ki ns o n’s dis e as e, w as s h o w n t o  a ct  as a r e cr uit m e nt 

pl atf or m f or P ar ki n  ( a n E 3 li g as e w hi c h a c c u m ul at es i n r es p o ns e t o mit o c h o n dri al d a m a g e, a n d 

PI N K 1 si g n alli n g) , a n d a ut o p h a g y a d a pt ors w hi c h b e gi n t h e pr o c ess of mit o p h a g y 8 3 . 

P h os p h or yl ati o n o n S 6 5 c h a n g es t h e str u ct ur e of u bi q uiti n, a n d m or e i m p ort a ntl y t h e s urf a c e 

p ot e nti al d u e t o t h e n e g ati v e n at ur e of t h e p h os p h at e gr o u p  a n d t h es e alt er ati o ns ar e t h o u g ht t o b e 

r e c o g ni z e d b y P ar ki n a n d ot h er u n k n o w n pr ot ei ns dri vi n g mit o p h a g y 7 0, 8 1, 8 2 . U bi q uiti n a c et yl ati o n 

o c c ur s at t h e s a m e l ysi n e r esi d u es w hi c h t y pi c all y w o ul d f or m p ol y u bi q uiti n c h ai ns, t h er ef or e 

a c et yl ati o n c o m p et es wit h u bi q uiti n c h ai n f or m ati o n , i m p a cti n g t h e o v er all s h a p e a n d ar c hit e ct ur e 

of p ol y u bi q uiti n c h ai ns 8 4  (Fi g u r e 1 .4 C) . K 6, a n d K 4 8 a c et yl at e d u bi q uiti n h a v e b e e n o bs er v e d i n 

c ells, b ut a c et yl ati o n o c c urs o n ot h er l ysi n e r esi d u es as w ell. A c et yl ati o n of K 6 a n d K 4 8 a p p e ars 

t o aff e ct t h e a bilit y of t h e u bi q uit yl ati o n m a c hi n er y t o tr a nsf er u bi q uiti n o nt o s u bstr at es. N ot a bl y, 
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a c et yl at e d u bi q uiti n h as b e e n f o u n d o n hist o n e pr ot ei ns , s p e cifi c all y K 6, K 4 8 a c et yl at e d u bi q uiti n. 

A n a c et yl m e m eti c m ut ati o n of K 6 Q st a bili z e d m o n o u bi q uiti n at e d hist o n e H 2 B 7 0, 8 4 . A c et yl as es of 

u bi q uiti n ar e y et t o b e c h ar a ct eri z e d a n d f urt h er c h ar a ct eri z ati o n is r e q uir e d.  I n t h e m ost r e c e nt 

y e ar s, e vi d e n c e of u bi q uiti n c h ai ns f or mi n g o n s u bstr at e r esi d u es ot h er t h a n l ysi n e r esi d u es h a v e 

e m er g e d 7 1 . F or i nst a n c e, t h e u bi q uit yl ati o n of t hr e o ni n e b y t h e h u m a n E 3 li g as e M Y C B P 2  h as 

b e e n o bs er v e d, w h er e t h e u bi q uiti n is li n k e d t o t h e t hr e o ni n e vi a  a n est er li n k a g e r at h er t h a n t h e 

c a n o ni c al is o p e pti d e li n k a g e 8 5, 8 6 . A d diti o n all y, e vi d e n c e of u bi q uit yl ati o n of n o n -pr ot ei n 

m ol e c ul es, s u c h as t h e u bi q uit yl ati o n of A D P -ri b os e ( A D P R) h as b e e n o bs er v e d. RI N G E 3 li g as e 

D E L T E X 3 L i nt er a cts wit h t h e A D P -ri b os yltr a nsf er as e P A R P 9, i n di c ati n g a p ot e nti al li n k b et w e e n 

t h es e t w o p ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns. F urt h er m or e, u n d er c o n diti o ns w h er e E 1, E 2, a n d t h e 

D E L T E X 3 L – P A R P 9 c o m pl e x w er e pr e s e nt, it w as o bs er v e d t h at t h e C -t er mi n us of u bi q uiti n 

u n d er w e nt A D P -ri b os yl ati o n8 7 .  F urt h er i n v esti g ati o n i nt o t h e p h ysi ol o gi c al r ol es of t h es e 

m o difi c ati o ns  is n e c ess ar y, s etti n g t h e st a g e f or e x citi n g dis c o v eri es. T h er e is still m u c h t o l e ar n 

a b o ut h o w t h e c ell us es u bi q uiti n a n d it s di v ers e c h ai ns. It s h o ul d b e n ot e d t h at i n a d diti o n t o 

u bi q uiti n, t h er e ar e a n u m b er of u bi q uiti n -li k e m o difi ers, s u c h as S U M O a n d N E D D t h at s h ar e 

si mil ariti es t o u bi q uiti n b ut  p oss ess disti n ct diff er e n c es 6 7 . Mu c h still r e m ai ns t o b e c h ar a ct eri z e d. 

A m or e i n-d e pt h  l o o k at t h e E 2 -E 3 m a c hi n er y  will pr o vi d e f urt h er i nsi g ht i nt o j ust h o w eff e cti v el y 

n at ur e h as m a d e us e of u bi q uit yl ati o n  t o r e g ul at e a n d tr a ns mit i nf or m ati o n i n t h e c ell. 
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Fi g u r e 1 .4 . U bi q uiti n c h ai ns a n d m o difi c ati o n sit es.  
 
A . Cr yst al str u ct ur e of u bi q uiti n wit h t h e hi g hli g ht e d l ysi n e r esi d u es t h at ar e i n v ol v e d i n f or mi n g 
p ol y u bi q uiti n c h ai ns, a n d t h e c ar b o x yl t er mi n al gl y ci n e. Pr ot ei n D at a B a n k a c c e ssi o n c o d e ( P D B ): 
1 U B Q. B. 1 1 P h os p h or yl ati o n sit es i d e ntifi e d o n u bi q uiti n, wit h s urf a c e of u bi q uiti n s h o w n i n 
w hit e. C. 7  d et e ct e d a c et yl ati o n sit es o n u bi q uiti n, wit h s urf a c e of u bi q uiti n s h o w n i n w hit e D. 
Diff er e nt di u bi q uiti n c h ai n li n k a g es . T h e a c c e pt or  u bi q uiti n is c ol or e d d ar k r e d, a n d d o n or  
u bi q uiti n is s al m o n c ol or e d. P D Bs of e a c h cr yst al str u ct ur e is r e p ort e d b el o w e a c h c h ai n.  St arti n g 
fr o m t o p l eft t o b ott o m ri g ht: M 1 c h ai ns ar e o p e n, fl e xi bl e a n d li n e ar. K 6 C h ai ns f or m c o m p a ct 
c h ai ns. K 1 1 , K 2 7, a n d K 2 9, K 3 3 c h ai ns c a n b e c o m p a ct  a n d o p e n wit h diff er e nt ori e nt ati o ns of t h e 
u bi q uiti ns c h ai n gi n g t h e t o p ol o g y. K 4 8 is hi g hl y c o m p a ct c o m p ar e d t o ot h er c h ai ns. K 6 3 c h ai ns 
ar e li n e ar, a n d fl e xi bl e.  
 

O v er al l o ur w or k h as f o c us e d ar o u n d u n d erst a n di n g t h e m e c h a nis ms of E 2 c o nj u g ati n g 

e n z y m es , s p e cifi c all y U b c 1 3 (C h a pt e r 2 ) a n d E 3 u bi q uiti n  li g as es, f o c usi n g o n R N F 1 3 8 i n 

(C h a pt e r s 3 a n d 4 ). T h er ef or e,  a m or e d et ail e d e x a mi n ati o n c e ntr e d ar o u n d t h e ar o u n d t h e r ol es 

of t h e t w o pr ot ei ns, t h eir si g n alli n g a cti viti es, a n d t h e t h er a p e uti c r el e v a n c e  is n e cess ar y.  
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1. 8  U b c 1 3 a n d K 6 3 -L i n k e d U bi q uiti n C h ai ns   

 T h e n et w or k of si g n ali n g i nt er a cti o ns e m a n ati n g fr o m D S B is a r es ult of t h e u bi q uit yl ati o n  

of c hr o m ati n ass o ci at e d pr ot ei ns ar o u n d t h e br e a k 5 4, 5 7, 6 1 . K 6 3 -li n k e d u bi q uiti n c h ai ns pl a y a cr u ci al 

r ol e r e cr uiti n g d o w nstr e a m f a ct ors. T h e y ar e f or m e d b y a s p e cifi c u bi q uiti n c o nj u g ati n g e n z y m e 

E 2 ( n a m e d U B E 2 N  or U b c 1 3), a n d eit h er of its n o n -c at al yti c, E 2 -li k e bi n di n g p art n ers ,  M ms 2 or  

U E V 1 A 5 5, 8 8 . I n t h e n u cl e us, U b c 1 3 b o u n d t o M ms 2 is t ar g et e d t o t h e D S Bs t hr o u g h its i nt er a cti o ns 

wit h R N F 8 a  RI N G  E 3 li g as e . T his c o m pl e x pl a ys  a cr u ci al r ol e i n b ot h H R a n d N H EJ, t hr o u g h 

r e cr uit m e nt of k e y d o w nstr e a m f a ct ors B R C A-1, or 5 3 B P 1 r es p e cti v el y  i n a c ell c y cl e d e p e n d e nt 

m a n n er  (s e cti o n 1. 5). U b c 1 3/ M m s 2 ar e als o i n v ol v e d i n n u cl e oti d e  e x ci si o n r e p air, i n r es p o ns e t o 

U V -i n d u c e d D N A d a m a g e. U b c 1 3/ M m s 2 i nt er a cts wit h R N F 1 1 1 w hi c h i n r es p o ns e t o D N A 

d a m a g e bi n ds U V -D N A d a m a g e s e nsi n g pr ot ei n X P C , r e g ul ati n g its a c c u m ul ati o n o n d a m a g e d 

D N A 8 9 ,9 0 . U b c 1 3/ M m s 2 is als o i n v ol v e d i n D N A d a m a g e t ol er a n c e ( D D T) p at h w a ys w hi c h ar e 

tri g g er e d w h e n t h e D N A r e pli c ati o n m a c hi n er y c o m e a cr oss D N A d a m a g e o n t h e t e m pl at e str a n ds  

at r e pli c ati o n f or ks . U p o n D N A d a m a g e of t h e t e m pl at e str a n d, D N A p ol y m er a s es h alt a n d d et a c h 

fr o m t h e h eli c as es, a n d R P A r a pi dl y b uil ds u p o n t h e r es ulti n g ss D N A 9 1 . R P A r e cr uit m e nt dri v es 

f urt h er r e cr uit m e nt of pr ot ei ns w hi c h m o dif y pr olif er ati n g c ell n u cl e ar a nti g e n ( P C N A) , pr o m oti n g 

t h e r e cr uit m e nt a n d i nt er a cti o n wit h p ol y m er as es i n v ol v e d i n t h e err or pr o n e tr a nsl esi o n D N A 

s y nt h esis ( T L S)  r e p air p at h w a y9 1 ,9 2 . T h e err or -fr e e l esi o n b y p ass or t e m pl at e s wit c hi n g ( T S) r e p air 

p at h w a y is e n g a g e d w h e n U b c 1 3/ M m s 2 , wit h  E 3s S H P R H a n d h eli c as e -li k e tr a ns cri pti o n f a ct or 

( H T L H), u bi q uit yl at es a n d el o n g at es K 6 3-li n k e d u bi q uiti n c h ai ns o n P C N A, dri vi n g t h e s wit c h 

fr o m T L S t o T S r e p air8 9 ,9 2 . U b c 1 3/ M ms 2 is f urt h er i m pli c at e d i n F a n c o ni a n e mi a r e p air p at h w a ys, 

w hi c h ar e r es p o nsi bl e f or r e p airi n g i nt er str a n d cr ossli n ks 8 9 . R N F 8 is t h o u g ht t o b e t h e E 3 li g as e 

i n v ol v e d i n t his p at h w a y, K 6 3-li n k e d u bi q uiti n c h ai ns ar e r e c o g ni z e d b y F A c or e pr ot ei n c o m pl e x 
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F A -ass o ci at e d pr ot ei n 2 0 k D a ( F A A P 2 0) , w hi c h u p o n r e cr uit m e nt l e a ds t o f urt h er si g n alli n g a n d 

d o w nstr e a m r e cr uit m e nt of D N A d a m a g e r e p air pr ot ei ns 9 3 . A d diti o n all y, t h e a cti vit y of 

U b c 1 3/ M m s 2 a n d R N F 8 h a v e b e e n s h o w n t o pl a y a n i nt e gr al r ol e i n t el o m er e e n d pr ot e cti o n 8 9 . 

T h e u bi q uit yl ati o n of T p p 1, a pr ot ei n i n v ol v e d i n bi n di n g a n d pr ot e cti n g t el o m er e e n ds, b y t h e 

U b c 1 3 c o m pl e x st a bili z es a n d r et ai ns T p p 1 o n t el o m er es 9 4 . U b c 1 3’s a cti vit y e xt e n ds b e y o n d t h e 

n u cl e us a n d is i m pli c at e d i n i nfl a m m ati o n p at h w a ys d u e t o it s i n v ol v e m e nt i n N F -κ B si g n alli n g 9 5 –

9 7 . I n t h e c yt os ol, U b c 1 3 i nt er a cts wit h U E V 1 A  w hi c h is n e arl y i d e nti c al t o M ms 2, a n d t h e 

h et er o di m er i nt er a cts wit h t h e E 3 T R A F 6, t o g e n er at e c yt o pl as mi c K 6 3 -li n k e d p ol y u bi q uiti n 

c h ai ns t h at r e cr uit a n d a cti v at e I -k B ki n as es 9 6 . U b c 1 3/ U e v 1 a ar e  als o  k n o w n t o i nt er a ct wit h R N F 8, 

a n d T R A F 2 , l e a di n g t o N F -κ B  a cti v ati o n a n d tr a nsl o c ati o n i nt o t h e n u cl e us 8 9, 9 5 – 9 7 . U b c 1 3 

si g n alli n g m a y als o l e a d t o a cti v ati o n of a p o pt oti c p at h w a ys 8 9 . T h e m a n y c ell ul ar si g n alli n g 

p at h w a ys  U b c 1 3 is i m pli c at e d i n w arr a nt a cl os er l o o k at its m e c h a nis m of a cti o n.  

1. 8 . 1 T h e St r u ct u r e a n d M e c h a nis m of U b c 1 3/ M m s 2  

 Str u ct ur al st u di es of U b c 1 3 h a v e r e v e al e d si g nifi c a nt i nsi g hts i nt o t h e m e c h a nis m of K 6 3 -

li n k e d u bi q uiti n c h ai n s y nt h esis, a n d w h y U b c 1 3 is a u ni q u e E 25 5, 8 8, 9 8 – 1 0 0  (Fi g u r e 1 .5 ). U b c 1 3 

f or ms a ti g ht h et er o di m er wit h M ms 2 ( K D  = 4 9 ± 7 n M), a n d m ut ati o ns t o r esi d u es wit hi n t h e 

bi n di n g i nt erf a c e disr u pti n g t h e h et er o di m er h a v e d etri m e nt al eff e cts o n K 6 3 -li n k e d u bi q uiti n 

c h ai n f or m ati o n 1 0 1 ,1 0 2  (Fi g u r e 1 .5 A) . A n ot h er u ni q u e c h ar a ct eristi c of U b c 1 3 c o m p ar e d t o ot h er 

E 2 pr ot ei ns, li es wit hi n t h e a cti v e  sit e  (Fi g u r e 1 .5 B) .  Str u ct ur al c o m p aris o n of E 2 c o nfi g ur ati o ns 

r e v e als t h at t h e a cti v e sit e of U b c 1 3 t a k e s o n a disti n ct c o nf or m ati o n wit hi n t h e E 2 f a mil y 1 0 3 . A 

str u ct ur al ali g n m e nt wit h o n e of t h e ot h er w ell c h ar a ct eri z e d E 2 e n z y m es, U b c H 5 c , r e v e als a n  

o v er all hi g h si mil arit y b et w e e n U b c H 5 c a n d U b c 1 3 . A cl os er l o o k at t h e a cti v e sit e r e v e als 

v ari ati o n s i n t h e c o nf or m ati o n  of t h e a cti v e sit e l o o p r esi d u es r a n gi n g fr o m 1 1 4 -1 2 4 a dj a c e nt t o 
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t h e a cti v e sit e c yst ei n e 8 7 ( C 8 7)  i n t h e t w o str u ct ur es (Fi g u r e 1 .5 C) . T his is c o nsist e nt a cr oss 

e v ol uti o n ar y li n es as b ot h h u m a n a n d y e ast U b c 1 3 e x hi bit t h e s a m e a cti v e sit e l o o p 

c o nf or m ati o n s 1 0 4 . I nt er esti n gl y, U b c 1 3 h as a n e x p os e d L 1 2 1 i n  t h e a cti v e sit e w hi c h all o ws f or  a 

m or e o p e n c o nf or m ati o n . I n c o m p aris o n, t h e c a n o ni c al l o o p c o nf or m ati o n i n ot h er E 2 f a mil y 

m e m b ers ( U b c H 5 c i n t hi s  c as e ), t h e l e u ci n e is p a c k e d a g ai nst t h e c or e f ol d a d o pti n g a cl os e d 

c at al yti c all y a cti v e c o nf or m ati o n  (Fi g u r e 1 .5 C) . T h e a cti v e sit e l o o p i n U b c 1 3 tr a nsiti o ns fr o m t h e 

o p e n f or m, t o cl os e d c o nf or m ati o n t o i n t h e pr es e n c e of u bi q uiti n t o f a cilit at e c at al ysis 8 9, 1 0 3  (Fi g u r e 

1 .5 D, E) .   

T h e pr e vi o usl y m e nti o n e d m e c h a nis m of u bi q uit yl ati o n  i n v ol vi n g a n E 1 a cti v at es u bi q uiti n 

t hr o u g h a tr a ns-t hi o est erfi c ati o n r e a cti on. T h e d o n or  u bi q uiti n is t h e n tr a nsf err e d t o t h e a cti v e sit e 

c yst ei n e of t h e  E 2 e n z y m e, s p e cifi c all y C 8 7 i n U b c 1 35 5, 8 8 . A s e c o n d a c c e pt or  u bi q uiti n bi n ds t o 

M ms 2 n o n -c o v al e ntl y, m e di at e d b y t h e h y dr o p h o bi c p at c h o n u bi q uiti n ( L 8, I 4 4, V 7 0) a n d s urf a c e 

r esi d u es of M ms 2 M 5 4, I 5 6, a n d I 6 7 5 5, 8 8  (Fi g u r e 1 .5 D) . Gi v e n t h e i nt er a cti o n, t h e a c c e pt or  

u bi q uiti n is p ositi o n e d i n w a y w h er e K 6 3 is p ositi o n e d f or att a c k o n t h e t hi o est er of t h e d o n or 

u bi q uiti n li n k e d t o C 8 7  (Fi g u r e 1 .5 E) . I n t his i nt er a cti o n, K 6 3 of t h e a c c e pt or u bi q uiti n is 

h y dr o g e n -b o n d e d b y N 1 2 3, li k el y dri vi n g t h e c o nf or m ati o nal c h a n g e t o a c c o m m o d at e t h e 

i n c o mi n g u bi q uiti n5 5, 8 9 . M ar ki n et al. c h ar a ct eri z e d t h e c h e mi c al e n vir o n m e nt  of K 6 3 , a n d 

s u g g est e d t h at t h e s u p pr essi o n of t h e p K a a n d d e pr ot o n ati o n of K 6 3 o n t h e a c c e pt or u bi q uiti n 

pr o m ot es  t h e n u cl e o p hili c  att a c k o n t h e t hi o est er li n k a g e i n t h e a cti v e sit e of U b c 1 3 , a n d t h e 

r es ulti n g r e a cti o n i nt er m e di at e is li k el y st a bili z e d b y N 7 9, w hi c h is als o i m pli c at e d i n m ai nt ai n i n g 

t h e a cti v e sit e l o o p str u ct ur e1 0 5 ,1 0 6 . M ut ati o ns i n r esi d u es aff e cti n g t h e g ati n g a cti vit y of U b c 1 3 

h a v e d etri m e nt al eff e cts o n c at al ysis 8 9 . M ut ati o ns i n N 7 9 r e d u c e d di u bi q uiti n f or m ati o n 1 0 6 . 

F urt h er m or e, s eri es of m ut ati o ns i n t h e a cti v e sit e l o o p D 1 1 8  a n d A 1 2 2 t o gl y ci n e i n cr e as e d l o o p 
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fl e xi bilit y a n d  h a d a dir e ct eff e ct o n U b c 1 3’s c at al yti c a cti vit y, i n cr e asi n g t h e r ates of t hi o est er 

h y dr ol ysis, a n d i m p air e d a mi n ol ysis of t h e u bi q uiti n t hi o est er b o n d 1 0 3 . T h e m e c h a nis m of 

u bi q uit yl ati o n b y U b c 1 3/ M ms 2 p oi nts t o w ar ds a m e c h a nis m of e xt e n di n g p ol y u bi q uiti n c h ai ns o n 

alr e a d y m o n o u bi q uit yl at e d s u bstr at es. I n vit r o, U b c 1 3/ M ms 2 c a n b uil d fr e e u bi q uiti n c h ai ns 

h o w e v er t h e p h ysi ol o gi c al r el e v a n c e of t his a cti vit y is u n cl e ar 5 9, 1 0 7, 1 0 8 . 

 

Fi g u r e 1 .5 . U b c 1 3 a cti v e sit e a n d K 6 3 - li n k e d di u bi q uiti n f o r m ati o n wit h M ms 2. 
 

A.  Cr yst al str u ct ur e of t h e h et er o di m eri c E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e U b c 1 3 ( bl u e) wit h its bi n di n g 

p art n er M ms 2 ( c y a n), wit h t h e a cti v e sit e hi g hli g ht e d wit h a b o x c orr es p o n di n g t o t h e a cti v e sit e. 

P D B a c c e ssi o n c o d e: 1J 7 D. B. A cti v e sit e of U b c 1 3, wit h t h e a cti v e sit e l o o p r esi d u es a n d t h e 

c at al yti c c yst ei n e l a b ell e d. C. Str u ct ur al ali g n m e nt of U b c 1 3’s a cti v e sit e ( bl u e), wit h U b c H 5 c 
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( gr e e n). T h e a cti v e sit e l e u ci n e i s hi g hli g ht e d, s h o wi n g U b c 1 3 is i n a o p e n i n a cti v e st at e bl o c ki n g 

a c c e ss t o t h e a cti v e sit e c yst ei n e, w h er e as i n U b c H 5 c, t h e l e u ci n e is i n t h e cl os e d c o nf or m ati o n 

a n d c yst ei n e is a v ail a bl e f or r e a cti o n wit h t h e C -t er mi n al t ail of u bi q uiti n. P D B a c c e ssi o n c o d e: 

1 X 2 3. D. Cr yst al Str u ct ur e of y e ast U b c 1 3 ~ U b/ M m s 2 ~ U b. T h e a c c e pt or u bi q uiti n i nt er a cts wit h 

M ms 2 n o n c o v al e ntl y, p ositi o n e d t o att a c k t h e d o n or u bi q uiti n c o v al e ntl y li n k e d t o C 8 7 i n U b c 1 3 

P D B a c c e ssi o n c o d e: 2 G MI. E.  z o o m e d i n s n a ps h ot of t h e i nt er a cti o n s h o wi n g N 1 2 3 dir e ctl y 

e n g a gi n g t h e a c c e pt or u bi q uiti n, a n d N 7 9 a v ail a bl e t o st a bili z e t h e r e a cti o n i nt er m e di at es. 

I m p ort a ntl y, L 1 2 1 is i n t h e a cti v e cl os e d f or m.  

 

1. 8 .2  U b c 1 3/ M ms 2 A cti vit y wit h R N F 8   

T h e r ol e of E 3 li g as es  f or U b c 1 3/ M ms 2 is cr u ci al, as t h e y c at al y z e t h e l ast st e p i n t h e E 3 

li g as e c as c a d e b y t ar g eti n g t h e E 2 ~ U b c o m pl e x t o t h e pr ot ei n t ar g et6 6 . T o ai d i n u bi q uiti n tr a nsf er, 

RI N G E 3 li g as es i nt er a ct wit h b ot h t h e s u bstr at e a n d a u bi q uiti n -c o nj u g ati n g e n z y m e ( E 2) li n k e d 

t o u bi q uiti n vi a a t hi o est er b o n d6 6 . A d diti o n all y, RI N G E 3 li g as es, pl a y a cr u ci al r ol e i n sti m ul ati n g 

t h e c at al yti c a cti vit y of t h e E 29 9, 1 0 9, 1 1 0 . Wit h o ut a n E 3 li g as e, t h e u bi q uiti n t hi o est er att a c h e d t o t h e 

E 2 e n z y m e c a n ass u m e v ari o us c o nf or m ati o ns, i n cl u di n g a 'f ol d e d -b a c k' c o nfi g ur ati o n. T h e  

h y dr o p h o bi c i nt er a cti o n of RI N G E 3 li g as es ali g ns t h e C -t er mi n us of u bi q uiti n wit hi n t h e gr o o v e 

of a n E 2 e n z y m e, p ot e nti all y f a cilit ati n g t h e a cti v ati o n of t h e t hi o est er b y t h e l ysi n e r esi d u e of t h e 

a c c e pt or.  T his w as o bs er v e d i n R N F 4, a  di m eri c  RI N G E 3 li g as e w hi c h w as f o u n d t o sti m ul at e 

u bi q uit yl ati o n a cti vit y of U b c H 5 a . I niti all y, o n e of t h e RI N G d o m ai ns e n g a g es U b c H 5 a, w hil e t h e 

t hi o est er li n k e d U b w o ul d b e e n g a g e d b y t h e ot h er RI N G. T his s e c ur es t h e C-t er mi n al t ail of U b 

i n t h e a cti v e sit e gr o o v e of t h e E 2, p ositi o ni n g t h e c ar b o n yl of G 7 6 t hi o est er o pti m all y f or 

n u cl e o p hili c att a c k b y t h e i n c o mi n g s u bstr at e l ysi n e. U b c 1 3 i nt er a cts wit h m a n y E 3 li g as es s o m e 

m e nti o n e d a b o v e, a n d o ur l a b h as pr e vi o usl y l o o k e d at U b c 1 3/ M m s 2 i nt er a cti o n wit h R N F 8. 

H o d g e et al. s h o w e d R N F 8 a c hi e v es c o nf or m ati o n al a cti v ati o n of E 2 -U b c o m pl e x, b y t h e n o n -

c o v al e nt i nt er a cti o n b et w e e n R N F 8 a n d U b c 1 3/ M m s 2 ~ U b . I n a si mil ar m e c h a nis m t o R N F 4, 

R N F 8  ori e nts t h e E 2 ~ U b t hi o est er li n k a g e i n a c o nf or m ati o n f a v ori n g a c at al yti c att a c k fr o m a 
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n u cl e o p hili c s u bstr at e l ysi n e r esi d u e.  M ut ati o ns i n R N F 8 t h at s p e cifi c all y aff e ct t h e E 2 sti m ul ati n g 

a cti vit y i m p air t h e D N A d a m a g e r es p o ns e . 

1. 8 . 3 T h e r a p e uti c I m pli c ati o ns a n d I n hi bit o rs of U b c 1 3/ M ms 2 

U n d erst a n di n g t h e m e c h a nis m of a cti vit y of U b c 1 3 is cr u ci al  d u e t o r e c e nt i m pli c ati o ns of 

U b c 1 3 i n dis e as e p at h w a ys . Bri efl y hi g hli g ht e d a b o v e ar e s o m e of t h e f u n cti o ns U b c 1 3 pl a ys i n  

c ell ul ar si g n alli n g, s p e cifi c all y D N A d a m a g e r e p air p at h w a ys, a n d N F -κ B  si g n alli n g 6 7, 1 0 8 . 

A d diti o n all y, U b c 1 3 is i m pli c at e d i n mit o g e n -a cti v at e d pr ot ei n ki n as e ( M A P K) si g n alli n g 1 1 1 . 

U b c 1 3  is u p-r e g ul at e d i n m et ast ati c br e ast c a n c er c ell s , a n d U b c 1 3/ U e v 1 a T R A F 6  K 6 3 -li n k e d 

d e p e n d e nt t u m or m et ast asis w as o bs er v e d i n m o us e m o d el x e n o gr aft st u di es of br e ast c a n c er 1 1 2 . 

K 6 3 -li n k e d u bi q uiti n c h ai ns ar e r e q uir e d f or a cti v ati n g mit o g e n -a cti v at e d pr ot ei n ki n as e ki n as e 1 

( M E K K 1), tr a nsf or mi n g gr o wt h f a ct or β ( T F G β -a cti v ati n g ki n as e 1 ( T A K 1) a n d d o w n str e a m 

M A P K  c as c a d es 1 1 1 – 1 1 3 . T F G β p at h w a ys h a v e b e e n f o u n d t o h a v e t h e m ost p ot e nt eff e cts o n br e a st 

c a n c er m et ast a s es,  b y pr o m oti n g mi gr ati o n, i ntr a v as ati o n, a n d e pit h eli al  m es e n c h y m al tr a nsiti o n 

( E M T) i n c a n c er  c ell s 1 1 3 .  In a n ot h er br e ast c a n c er c ell li n e ( M D A -M B -2 3 1) , it w as s h o w n t h at 

U e v 1 A pr o m ot e d m et ast a sis  attri b ut e d t o t h e a cti v ati o n of t h e N F -κ B tr a ns cri pti o n f a ct or  i n a 

m a n n er d e p e n d e nt o n U b c 1 3 1 1 2 . F urt h er e vi d e n c e h as e m er g e d of U b c 1 3 u pr e g ul ati o n i n pr ost at e, 

c ol o n, p a n cr e ati c, a n d l y m p h o m a t u m or tiss u es 1 1 3 .  U b c 1 3 h as als o b e e n i m pli c at e d i n 

c h e m ot h er a p e uti c r esist a n c e i n c ert ai n c a n c er c ell s. N as o p h ar y n g e al  c ar ci n o m as  tr e at e d wit h t h e 

D N A cr ossli n k er cis pl ati n , w hi c h l e a ds t o c oll a ps e of  r e pli c ati o n f ork s a n d g e n er ati o n of D N A 

D S B , r es ult s i n u pr e g ul ati o n of D N A r e p air p at h w a ys, l e a di n g t o t h er a p e uti c r esist a n c e 1 1 4 . C ells 

r esist a nt t o cis pl ati n s h o w a n i n cr e as e i n U b c 1 3 e x pr essi o n, a n d d e pl eti o n of U b c 1 3 l e a ds t o 

d es e nsiti z ati o n  t o cis pl ati n1 1 4 . T h er e h a v e b e e n si g nifi c a nt eff orts  ai m e d at  e x pl ori n g a n d cr e ati n g 

U b c 1 3 i n hi bit or s, pri m aril y d u e t o U b c 1 3’s i n v ol v e m e nt i n D D R  a n d c yt o pl as mi c si g n al 
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tr a ns d u cti o n p at h w a ys ass o ci at e d wit h c a n c er. C ert ai n a p pr o a c h es ai m e d at t ar g eti n g t h e bi n di n g 

i nt erf a c e b et w e e n U b c 1 3/ U e v 1 A h a v e b e e n e m pl o y e d, of w hi c h t w o c o m p o u n ds w er e i d e ntifi e d  

wit h v ar yi n g bi n di n g affi nit i es. A n at ur al c o m p o u n d is ol at e d fr o m m ari n e s p o n g e s p e ci es  

s p e cifi c all y  L uff ari ell a v ari a bilis  w as r e p ort e d t o i n hi bit U b c 1 3 i nt er a cti o n wit h U e v 1 A  , a n d als o 

h a d eff e cts o n t h e pr ot e os o m e 1 1 5 . M or e r e c e ntl y hi g h t hr o u g h p ut s cr e e ns f or c o m p o u n ds t h at 

i n hi bit N F-κ B -m e di at e d si g n alli n g , r e v e al e d a s eri es of c o m p o u n ds t h at i n hi bit U b c 1 31 1 6 . O ur 

gr o u p c h ar a ct eri z e d t h e U b c 1 3 s p e cifi c i n hi bit or N S C 6 9 7 9 2 3 , al o n g wit h a l es s s p e cifi c i n hi bit or 

B A Y 1 1 -7 0 8 2 1 0 0, 1 1 7 . B ot h c o m p o u n ds w er e f o u n d t o c o v al e ntl y m o dif y U b c 1 3 ’s a cti v e sit e c yst ei n e  

a n d  i n hi bit u bi q uiti n c h ai n s y nt h esis1 0 0 . I nt er esti n gl y, f o ur m ut ati o ns i n U b c 1 3 

D 8 1 N/ R 8 5 S/ A 1 2 2 V/ N 1 2 3 P ( q u a dr u pl e m ut a nt)  r es ult e d i n a fli p p e d U b c 1 3 a cti v e sit e l o o p. A 

cr yst al str u ct ur e of t h e m ut a nt r e v e al e d t h e m ut a nt mi mi cs t h e c o nf or m ati o n pr es e nt i n U b c H 5 c 1 0 0 . 

N S C 6 9 7 9 2 3 w as f o u n d t o o nl y i n hi bit U b c 1 3 a n d  w as n ot r e a cti v e a g ai nst t h e U b c 1 3  q u a dr u pl e  

m ut a nt , s u g g esti n g N S C 6 9 7 9 2 3 is n ot r e a cti v e a g ai nst ot h er m e m b ers of t h e E 2 f a mil y of 

pr ot ei ns 1 0 0 . T h e B A Y c o m p o u n d i n hi bit e d b ot h U b c 1 3, a n d t h e q u a dr u pl e m ut a nt. T his is li k el y 

d u e t o  it s s m all er si z e w hi c h all o ws it t o e v a d e  a cti v e sit e r estri cti o ns a n d i nt er a ct wit h C 8 7.  B ot h 

c o m p o u n ds i n hi bit e d N F -κ B a cti v ati o n a n d t h e D D R, al b eit wit h off t ar g et aff e cts i n c ell s t o 

v ar yi n g d e gr e es 1 0 0 . C ell ul ar i n v esti g ati o ns utili zi n g t h e r e c e ntl y i d e ntifi e d c o m p o u n d N S C 6 9 7 9 2 3 

ar e still i n t h eir e arl y st a g es, b ut i niti al fi n di n gs s u g g est p ot e nti al a nti -c a n c er eff e cts a g ai nst 

n e ur o bl ast o m a a n d diff us e l ar g e B -c ell l y m p h o m a c ells , a n d m or e r e c e ntl y t h e us e of N S C 6 9 6 9 2 3 

h as b e e n i n v esti g at e d i n t h e c o nt e xt of s e nsiti zi n g c ol or e ct al c a n c er c ells t o r a di ati o n 1 1 6, 1 1 8, 1 1 9 . A 

w e alt h of k n o wl e d g e a b o ut t h e a cti v e sit e d y n a mi cs of U b c 1 3 h as b e e n g ai n e d usi n g  t h e m e nti o n e d 

c o v al e nt c o m p o u n ds. S p e cifi c all y, N S C 6 9 7 9 2 3 bi n ds c o v al e ntl y t o C 8 7, wit h t h e nitr of ur a n 

m oi et y f or mi n g h y dr o g e n b o n ds wit h N 1 2 3. T h e p o c k et cr e at e d b y t h e o p e n c o nf or m ati o n of 
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U b c 1 3 f a cilit at es s p e cifi c i nt er a cti o ns u ni q u e t o U b c 1 3, t h er e b y l o c ki n g t h e pr ot ei n i n it s i n a cti v e 

f or m1 0 0 . I n t h e c a n o ni c al E 2 e n z y m e c o nf or m ati o ns t hi s p o c k et is bl o c k e d b y t h e a cti v e sit e l e u ci n e, 

pr e v e nti n g t h e bi n di n g of N S C 6 9 7 9 2 3, pr o vi di n g a n o p p ort u nit y f or f ut ur e r ati o n al dr u g d esi g n 

str at e gi es a n d i n hi bit or  d e v el o p m e nt 1 0 3 .  

T o r o u n d off o ur dis c ussi o n o n u bi q uit yl ati o n, a cl os er l o o k at E 3 li g as es is w arr a nt e d. 

P arti c ul arl y f o c usi n g o n R N F 1 3 8, a si g nifi c a nt p arti ci p a nt i n D N A d a m a g e r es p o ns e f e at ur e d 

pr o mi n e ntl y i n t w o c h a pt er s of o ur st u d y.  

1. 9  RI N G Fi n g e r P r ot ei n 1 3 8 E 3 li g as e  

E 3 li g as es ar e cr u ci al f or t h e  fi n al st e p of t h e u bi q uiti n c as c a d e a n d c at al y z e t h e c o v al e nt 

tr a nsf er of u bi q uiti n fr o m a n E 2 e n z y m e t o a s u bstr at e l ysi n e 6 9 . E 3 li g as es f all i nt o t w o c at e g ori es 

b as e d o n t h eir m e c h a nis ms, t h os e t h at a ct as i nt er m e di at es a n d c o v al e ntl y att a c h u bi q uiti n b ef or e 

tr a nsf erri n g it t o a s u bstr at e, as s e e n i n H o m ol o g o us t o E 6 A P C -t er mi n us ( H E C T), a n d R e all y 

I nt er esti n g N e w G e n e (RI N G )-i n-b et w e e n -RI N G ( R B R) a n d t h os e t h at d o n ot f or m a c o v al e ntl y 

b o u n d u bi q uiti n i nt er m e di at e as is t h e c as e f or m ost RI N G cl a ss of E 3 li g as es , a n d U-b o x E 3 

li g as es 6 9 . RI N G E 3 li g as es t y pi c all y c o nt ai n a RI N G d o m ai n w hi c h i nt er a cts wit h a n E 2 e n z y m e 

sti m ul ati n g u bi q uiti n tr a nsf er. T h e RI N G f a mil y of E 3 li g as es d o es n ot h a v e a c at al yti c all y a cti v e 

sit e t o r e c ei v e t h e u bi q uiti n fr o m t h e E 2 e n z y m e, b ut i nst e a d pl a y a r ol e  i n p ositi o ni n g u bi q uiti n 

E 2 -u bi q uiti n c o m pl e x i n t h e o pti m al p ositi o n f or t h e n u cl e o p hili c att a c k b y a l ysi n e of a 

s u bstr at e 1 2 0 . RI N G d o m ai ns  c a n  f or m di m ers, or f u n cti o n as m o n o m ers a n d c o nsi d er e d ar e a t y p e 

of zi n c fi n g er . A c a n o ni c al RI N G d o m ai n is a b o ut 4 0 t o 6 0 a mi n o a ci ds i n l e n gt h a n d c o nt ai n s t hr e e 

c yst ei n es a n d histi di n e b o u n d t o o n e zi n c i o n, a n d a n ot h er 4 c yst ei n es b o u n d t o a zi n c i o n 

( C 3 H C 4)1 2 0 . RI N G E 3 li g as es ar e pr e v al e nt i n D N A r e p air si g n alli n g, a n d o n e of t h eir m a n y 

f u n cti o ns i n v ol v es r e cr uiti n g D N A r e p air m a c hi n er y t o sit es of D S B, s u c h as R N F 8 a n d 
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R N F 1 6 8 2 1, 4 8, 5 6, 5 9, 6 3, 9 9 . R N F 8 f or ms a h o m o di m er t hr o u g h its c oil e d-c oil d o m ai n u p o n a cti v ati o n 

a n d i nt er a cts t hr o u g h its RI N G d o m ai n wit h t h e h et er o m eri c E 2 U b c 1 3 -M ms 2 t o s y nt h esi z e 

l ysi n e 6 3-li n k e d p ol y u bi q uiti n c h ai ns o n hist o n e pr ot ei ns s urr o u n di n g D N A br e a k s 5 6, 8 9 . T h es e 

c h ai ns ar e r e c o g ni z e d b y m o n o m eri c R N F 1 6 8 w hi c h c o nt ai ns t w o MI U  (s e cti o n 1. 5). T h e RI N G 

d o m ai n i n R N F 1 6 8 als o i nt er a cts wit h t h e U b c 1 3 -M ms 2 a n d a m plifi es t h e u bi q uiti n si g n al t o 

r e cr uit d o w n str e a m f a ct or s i n v ol v e d i n D S B r e p air 4 8, 5 9 . R N F 1 3 8 is a c o ns er v e d RI N G t y p e E 3 

li g as e i niti all y dis c o v er e d as a n e g ati v e r e g ul at or of t h e W nt-β  p at h w a y w h er e it c o o p er at es wit h 

E 2 -2 5 K E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e a n d s y nt h esi z es  K 4 8 -li n k e d p ol y u bi q uiti n c h ai ns o n T c ell 

f a ct or/l y m p h oi d e n h a n c er f a ct or t ar g eti n g t h e c o m pl e x t o pr ot e as o m al d e gr a d ati o n 1 2 1 . R N F 1 3 8 

u bi q uit yl at es  G 2/ M -p h as e s p e cifi c E 3 u bi q uiti n li g as e  ( G 2 E 3). T his w as i niti all y h y p ot h esi z e d t o 

l e a d t o G 2 E 3 pr ot e as o m al d e gr a d ati o n b ut  m a y p er h a ps alt er  its e n z y m ati c a cti vit y or 

l o c ali z ati o n1 2 2 . A d diti o n all y, R N F 1 3 8 u bi q uit yl at es  v olt a g e -g at e d c al ci u m c h a n n els , s p e cifi c all y 

C a v 2. 1  c h a n n el s  pr es e nt i n n e ur o ns 1 2 3 . T h e o v er e x pr essi o n of R N F 1 3 8 pr o m ot es 

p ol y u bi q uit yl ati o n of C a v 2. 1 c h a n n els  i n pr es y n a pti c a n d p osts y n a pti c r e gi o ns wit hi n t h e n e ur o n, 

l e a di n g t o hi g h er pr ot ei n t ur n o v er. F urt h er m or e,  R N F 1 3 8 is i m pli c at e d i n s y nt h esi zi n g K 6 3 -li n k e d 

u bi q uiti n c h ai ns f a cilit ati n g N F κ B a n d T y p e I i nt erf er o n si g n ali n g 1 2 4 ,1 2 5 . I nt er esti n gl y, R N F 1 3 8 

h as als o b e e n i m pli c at e d i n s p er m at o g e n esi s,  as it s d o w nr e g ul ati o n l e d t o a p o pt osis of 

s p er m at o g o ni a 1 2 6 . R e c e nt  w or k p oi nt s t o t h e i n v ol v e m e nt of R N F 1 3 8 i n D S B r e p air, as t h e 

d e pl eti o n of R N F 1 3 8 s e nsiti z es c ells t o D N A d a m a g i n g a g e nts s u c h as I R 1 2 7 – 1 3 0 . I n d e e d, R N F 1 3 8 

w as f o u n d t o pr o m ot e H R b y dir e ctl y bi n di n g D N A o v er h a n gs p ost M r e 1 1 n u cl e as e a cti vit y, b ut 

pri or t o CtI P r e cr uit m e nt 1 2 9 . C o o p er ati n g wit h  U b c H 5 a ( al s o U B E 2 D a ) E 2, R N F 1 3 8 u bi q uit yl at es  

CtI P, w hi c h f a cilit at es it s r e cr uit m e nt t o D S B  sit es 1 3 0 . Ct -I P is a n a cti v at or of D N A e n d 

r es e cti o n4, 1 9, 2 7 . I n p ar all el, K u 8 0, a s u b u nit of t h e K u ( K u 7 0/ K u 8 0) h et er o di m eri c c o m pl e x is 
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u bi q uit yl at e d a n d  dis pl a c e d fr o m t h e D S B sit es 1 2 9 . K u is hi g hl y a b u n d a nt, a n d h as r e m ar k a bl y hi g h 

bi n di n g affi nit y t o D N A D S B , a cti n g i n a c ell c y cl e i n d e p e n d e nt m a n n er2 3, 1 2 9 . A d diti o n all y, K u 

a ct s as a pr ot e ct or of D N A e n ds fr o m D N A e n d r e s e cti o n, a n d as a s c aff ol d f or N H EJ m a c hi n er y 2 2 . 

T h er ef or e,  t h e c o m bi n e d a cti o ns f a cilit ati n g t h e r e cr uit m e nt of Ct-I P, a n d t h e di s pl a c e m e nt of K u, 

e ns ur e t h at D N A e n d r es e cti o n c a n pr o c e e d wit h t h e r e cr uit m e nt of H R d o w nstr e a m f a ct ors  

(Fi g u r e 1 .6 ). A t hir d t ar g et m or e d o w nstr e a m i n t h e H R p at h w a y h as b e e n i d e ntifi e d. T h e 

u bi q uit yl ati o n of R a d 5 1 D, w hi c h is a p ar al o g u e  of R a d 5 1 r e c o m bi n as e , is t h o u g ht t o c o ntri b ut e t o 

R a d 5 1 fil a m e nt a ss e m bl y  i n r es p o ns e t o i o ni zi n g r a di ati o n t hr o u g h a n u n k n o w n m e c h a ni s m3 5, 1 3 1 .  
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Fi g u r e 1 .6 . R N F 1 3 8 p r o m ot es H R  b y p r o m oti n g D N A e n d r es e cti o n.  

Aft er a d o u bl e -str a n d br e a k ( D S B) f or ms, K u a n d t h e M R N c o m pl e x q ui c kl y a n d i n d e p e n d e ntl y 

bi n d t o t h e D N A e n ds. T h e M R N i niti all y p erf or ms li mit e d 3′ – 5′ dir e ct e d r es e cti o n, cr e ati n g 

bi n di n g sit es f or t h e R N F 1 3 8 – U B E 2 D c o m pl e x. S u bs e q u e ntl y, R N F 1 3 8 u bi q uit yl at es K u 8 0, 

dis pl a ci n g K u fr o m t h e D N A e n ds. A d diti o n all y, R N F 1 3 8 -U B E 2 D u bi q uit yl at e s CtI P pr o m oti n g 

it s r e cr uit m e nt t o D S B br e a ks. T his pr o c ess cr e at es c o n diti o ns f a v or a bl e f or m or e e xt e nsi v e e n d 

r es e cti on b y a d diti o n al n u cl e as es, pr o m oti n g D S B r e p air H R.  

 
R N F 1 3 8 is r el at e d t o a p o orl y c h ar a ct eri z e d s u bf a mil y of RI N G E 3 li g as es w hi c h i n cl u d es 

R N F 1 2 5, R N F 1 1 4, a n d R N F 1 6 6 1 3 2 . All f o ur pr ot ei ns ar e si mil ar i n si z e a n d h a v e a RI N G d o m ai n 

a n d t hr e e zi n c fi n g ers ( Z N F), a n d a UI M 1 3 2 . R N F 1 3 8’s N -t er mi n al RI N G d o m ai n pl a ys a k e y r ol e 

i n pr ot ei n-pr ot ei n i nt er a cti o n a n d its t hr e e zi n c fi n g ers ar e t h o u g ht t o pl a y a cr u ci al r ol e i n 

r e cr uit m e nt t o D N A D S B1 2 1, 1 2 9, 1 3 0 . R N F 1 3 8 is t h e o nl y m e m b er of t h e s u bf a mil y t o h a v e b e e n 

i m pli c at e d i n D N A bi n di n g, a n d D S B br e a k r e p air s o f ar . T h e first zi n c fi n g er ( Z N F 1) is at y pi c al 

i n n at ur e ( C 2 H C) a n d diff ers fr o m t h e c a n o ni c al D N A bi n di n g zi n c fi n g ers wit h C 2 H 2 

c o or di n ati n g o n e zi n c i o n 1 3 3 . T h e C -t er mi n al r e gi o n c o nt ai ns t w o C 2 H 2 zi n c fi n g ers b ut di v er g es 

fr o m cl assi c al D N A bi n di n g zi n c fi n g ers b y t h e s p a ci n g of c o ns er v e d h y dr o p h o bi c r esi d u es, a n d 

t h e s p a ci n g b et w e e n t h e s e c o n d c yst ei n e a n d t h e first histi di n e1 3 3 . R N F 1 3 8 w as f o u n d t o dir e ct l y 

bi n d D N A , wit h a pr ef er e n c e t o si n gl e str a n d e d D N A o v er h a n gs, o v er d o u bl e str a n d e d bl u nt e n ds,  

or si n gl e str a n d e d D N A , s u g g esti n g t h e  at y pi c al Z N F d o m ai ns i n R N F 1 3 8 m a y i nt er a ct wit h t h e 

D N A i n a u ni q u e m a n n er 1 2 9 .  

T h e str u ct ur e of R N F 1 3 8 r e m ai ns t o b e c h ar a ct eri z e d, t h er ef or e m a n y q u esti o ns p ersist 

a b o ut it s m e c h a ni s m, a n d it s at y pi c al f u n cti o n al d o m ai ns. A r e c e nt st u d y p u bli s h e d a p arti al 

str u ct ur e of R N F 1 2 5 a n d r e v e al e d t h e i m p ort a n c e of t h e RI N G d o m ai n a n d t h e first zi n c fi n g er 

( Z N F 1) i n t h e i nt er a cti o n wit h it s E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e, a n d it s a ut o u bi q uit yl ati o n  a cti vit y 1 3 4 . 

RI N G a n d Z N F 1 h a v e  e xt e nsi v e i ntr a m ol e c ul ar i nt er a cti o ns, a n d m ut ati o ns i n i m p ort a nt r esi d u es 
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w er e d el et eri o us t o it s E 3 a cti vit y 1 3 4 . I n d e e d, a n  al p h a f ol d m o d el of R N F 1 3 8 s h o ws si mil ar o v er all 

i ntr a m ol e c ul ar i nt er a cti o ns, wit h a m u c h l o n g er li n k er r e gi o n s e p ar ati n g t h e N-t er mi n al RI N G a n d 

Z N F fr o m t h e C -t er mi n al Z N Fs, a n d UI M dis c uss e d e xt e nsi v el y i n (C h a pt e r 3 ).  

R N F 1 3 8 is a t h er a p e uti c all y r el e v a nt E 3 li g as e as it is o v er e x pr es s e d i n gli o m a c ell s, a v er y 

a g gr essi v e t y p e of br ai n c a n c er, pr o m oti n g pr olif er ati o n, m et ast asis, a n d r a di or esist a n c e 1 3 5 .  T his 

is t h o u g ht t o b e d u e t o t h e a cti v ati o n of e xtr a c ell ul ar -si g n al r e g ul at e d ki n as e ( E R K) p at h w a ys, b ut 

t h e dir e ct m e c h a ni s m r e m ai ns u n cl e ar1 3 5 . W h at is cl e ar t h o u g h, is t h e d o w n r e g ul ati o n of R N F 1 3 8 

i n gli o m a c ell s l e a ds t o c a n c er c ell a p o pt osis. M or e r e c e ntl y, a gr o u p m a p p e d a p ossi bl e p at h w a y 

i m pli c ati n g R N F 1 3 8 i n t h e o bs er v e d p h e n ot y p e i n gli o m a c ells1 2 7 . R N F 1 3 8 u bi q uit yl at es a n d  

d e gr a d es  ri b os o m al pr ot ei ns S 3 (r p S 3) w hi c h r e g ul at es t h e m at ur ati o n a n d i niti ati o n of tr a nsl ati o n 

of el o n g ati o n f a ct ors, a n d m a n y m or e ot h er c ell ul ar a cti viti es.  O n e of t h e m ai n f u n cti o ns of r p S 3 

is t h e i nt er a cti o n wit h T N F r e c e pt or t y p e 1-ass o ci at e d D E A T H d o m ai n pr ot ei n i n r es p o ns e t o 

r a di ati o n, i n d u ci n g a p o pt osi s a n d a cti v ati o n of ki n as es, a n d c as p as e a cti vit y 1 2 7 . I n gli o m a c ells, 

r p S 3 w as f o u n d t o b e d o w n r e g ul at e d, w hi c h is t h o u g ht t o b e t h e dri v er of r a di or esist a n c e . R N F 1 3 8 

is i m pli c at e d i n t h e d e gr a d ati o n of t h e n u cl e ar tr a nsl o c ati n g r p S 3 i n r es p o ns e t o r a di ati o n, w hi c h 

ulti m at el y i n hi bits r p S 3 m e di at e d a p o pt osis1 2 7 .  R N F 1 3 8 is f urt h er i m pli c at e d i n cis pl ati n 

r esist a n c e i n g astri c c a n c er c ells, as its a cti vit y a cti v at es Ch k 1 si g n ali n g p at h w a ys 1 3 5 . F urt h er m or e, 

t h e a b err a nt u bi q uit yl ati o n of C a V 2. 1 c h a n n el s  pr es e nt i n n e ur o ns l e a ds t o a b err a nt  pr ot ei n 

d e gr a d ati o n,  w hi c h is ass o ci at e d wit h t h e c er e b ell ar dis e as e e pis o di c at a xi a t y p e 2 ( E A 2) 1 2 3 .  

It is e vi d e nt t h at t h er e  is a n a b u n d a n c e of d at a hi g hli g hti n g t h e si g nifi c a nt r ol es U b c 1 3 a n d 

R N F 1 3 8 f ulfill i n t h e D N A d a m a g e r es p o ns e a n d c ell ul ar u bi q uiti n si g n ali n g. T h e fi n di n gs 

pr es e nt e d i n t hi s t h esis e n c o m p ass n u m er o us i n q uiri es i nt o t h e str u ct ur e a n d f u n cti o ns of t h es e 

pi v ot al pr ot ei ns , l e a di n g t o e x citi n g i nsi g ht s a n d furt h er q u esti o ns t o i n v esti g at e. 
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1. 1 0  C h a pt e r 2 St u d y O v e r vi e w a n d Ai ms  

 I n c h a pt er 2 w e s et o ut t o st u d y U b c 1 3, w e ai m e d t o a ns w er t h e q u esti o ns s urr o u n di n g t h e 

g ati n g  a cti vit y of t h e pr ot ei n , is it m or e d y n a mi c t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht ? C a n w e pr o b e  t h e a cti v e 

sit e l o o p wit h s m all m ol e c ul e c o m p o u n ds t o g ai n i nsi g hts i nt o t h e d y n a mi cs, h el pi n g o ur 

u n d erst a n di n g U b c 1 3’s u ni q u e E 2 a cti vit y , a n d  ulti m at el y i n t h e f ut ur e o p e n t h e w a y f or r ati o n al 

dr u g d esi g n str at e gi es.  We u n c o v er e d a n e w C 2 m o n o cli ni c cr yst al f or m of t h e u n b o u n d U b c 1 3 -

M ms 2 h et er o di m er t hr o u g h b at c h cr yst alli z ati o n at r o o m t e m p er at ur e. T hr o u g h a c o m p aris o n of 

t hi s n e w str u ct ur e wit h pr e vi o us str u ct ur es, w e pr o p os e t h at t h e a cti v e sit e l o o p of U b c 1 3 e x hi bits 

gr e at er fl e xi bilit y t h a n pr e vi o usl y a nti ci p at e d, e xisti n g i n m ulti pl e c o nf or m ati o n al st at es. T o d el v e 

d e e p er i nt o t h e a d a pt a bilit y of t hi s a cti v e sit e, w e i n v esti g at e d t w o n e wl y i d e ntifi e d c o m p o u n ds, 

N S C 2 9 1 0 6 8 a n d a 2 -nitr of ur a n fr a g m e nt.  E a c h d e m o nstr at e d a d e gr e e of s p e cifi cit y, wit h t h e 

N S C 2 9 1 0 6 8 s h o wi n g e vi d e n c e of c o v al e nt r e a cti vit y t o t h e a cti v e sit e c yst ei n e, w hil e  2 -nitr of ur a n 

i nt er a cts n o n-c o v al e ntl y i n t h e bi n di n g p o c k et t h o u g ht t o b e u ni q u e t o U b c 1 3, H -b o n di n g t o N 1 2 3. 

T h e d y n a mi c b e h a vi or of U b c 1 3's a cti v e sit e is criti c al a n d s h o ul d b e c o nsi d er e d  i n f ut ur e st u di es  

ai m e d at d e si g ni n g n e xt -g e n er ati o n i n hi bit ors . 

1. 1 1  C h a pt e r 3 St u d y O v e r vi e w a n d Ai ms  

 I n c h a pt er 3,  w e ai m e d t o u n v eil t h e m ol e c ul ar d et ails u n d erl yi n g R N F 1 3 8’s D N A bi n di n g 

a n d E 3 li g as e a cti vit y i n pr o m oti n g H R. We ai m e d  t o a d dr ess t h e f oll o wi n g q u esti o ns: 1) H o w 

d o es R N F 1 3 8 s p e cifi c all y r e c o g ni z e D N A o v er h a n gs ? 2) W h at r ol es d o t h e i n di vi d u al f u n cti o n al 

d o m ai ns pl a y i n dir e ct D N A bi n di n g a n d E 3 li g as e a cti vit y ? 3) W h at t y p e of u bi q uiti n c h ai ns ar e 

s y nt h esi z e d o n R N F 1 3 8 w it h r e g ar ds t o it s a ut ou bi q uit yl ati o n  a cti vit y ?    

 We i niti all y s et o ut t o  p urif y R N F 1 3 8 fr o m Es c h eri c hi a c oli ( E. c oli)  a n d it w as cl e ar 

R N F 1 3 8 w a s u nst a bl e i n vit r o pr o vi n g t o b e c h all e n gi n g t o e x pr ess a n d p urif y . Pr e vi o us st u di es 
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p urifi e d R N F 1 3 8 usi n g i ns e ct c ell a p pr o a c h es h o w e v er t hi s pr ot ei n pr o v e d t o b e p o orl y b e h a v e d 

f or bi o c h e mi c al st u di es. I nst e a d, w e s et o ut t o est a blis h a m a m m ali a n c ell ul ar pr ot ei n e x pr essi o n  

f or R N F 1 3 8  w hi c h p ot e nti all y mi g ht s u p pl y k e y  m a m m ali a n c ell c h a p er o n es  a n d a p pr o pri at e  

P T M s f or pr o p er f ol di n g . H o w e v er, w e f o u n d t h at o v er e x pr ess e d R N F 1 3 8 w as  t o xi c i n m a m m ali a n 

c ells. W e t h er ef or e r e v ert e d t o E. c oli e x pr essi o n , t o c h ar a ct eri z e t h e bi n di n g a cti vit y of R N F 1 3 8 t o 

D N A, b y utili zi n g v ari o us pr ot ei n tr u n c ati o ns of R N F 1 3 8. W h at b e c a m e cl e ar is R N F 1 3 8  pr ef er s  

D N A o v er h a n gs as s u bstr at es, a n d r e q uir es all  t h e pr ot ei n d o m ai ns f or s p e cifi c D N A bi n di n g . 

F urt h er m or e, R N F 1 3 8 b o u n d t o D N A i n a si z e d e p e n d e nt m a n n er, pr ef erri n g l ar g er o v er h a n gs. A n 

e xt e nsi v e l o o k at R N F 1 3 8’s Al p h a F ol d m o d el r e v e als a “ b e a ds o n a stri n g ” str u ct ur e, wit h a 

c a n o ni c al N -t er mi n al RI N G d o m ai n, f oll o w e d b y Z N F 1 wit h e xt e nsi v e i ntr a m ol e c ul ar i nt er a cti o ns 

b et w e e n t h e d o m ai ns, f oll o w e d b y a l ar g e li n k er, c o n n e cti n g t w o m or e Z N Fs, a n d t h e UI M. T h e 

fl e xi bilit y of R N F 1 3 8 off er s a n e x pl a n ati o n f or its v ast i nt er a cti o n n et w or k, a n d i n v ol v e m e nt i n 

diff er e nt c ell ul ar si g n alli n g p at h w a ys , a n d r e v e als p ossi bl e P T M sit es, r e q uir e d f or it s r e g ul ati o n 

a n d a cti vit y.  

1. 1 2  C h a pt e r 4 St u d y O v e r vi e w a n d Ai ms  

 I n c h a pt er 4 w e c o nti n u e d  l o o ki n g at R N F 1 3 8 a cti vit y, m or e s p e cifi c all y h o w R N F 1 3 8 is 

r e g ul at e d. Pr e vi o usl y R N F 1 3 8 h as b e e n s h o w n t o f u n cti o n i n  a c ell c y cl e d e p e n d e nt m a n n er  p ost 

I R e x p os ur e, b ei n g a cti v e i n S/ G 2, b ut n ot G 1 p h as e.  We pr e di ct e d  R N F 1 3 8 a cti vit y is u n d er c ell 

c y cl e c o ntr ol c oi n ci di n g wit h t h e pr ef er e nti al us e of H R. I n t hi s st u d y, w e d e m o nstr at e t h at 

R N F 1 3 8 u n d er g o es p h os p h or yl ati o n at t hr e o ni n e r esi d u e 2 7 b y c y cli n -d e p e n d e nt ki n as e a cti vit y 

d uri n g t h e S a n d G 2 p h as es of t h e c ell c y cl e. A d diti o n all y, w e o bs er v e c o nstit uti v e u bi q uit yl ati o n 

of R N F 1 3 8, wit h s o m e u bi q uit y l ati o n o c c urri n g o n l ysi n e r esi d u e 1 5 8. N ot a bl y, t h e u bi q uit yl ati o n 

of R N F 1 3 8 d e cr e as es i n r es p o ns e t o g e n ot o xi c str ess. T hr o u g h m ut ati o n of R N F 1 3 8 at r esi d u es 
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T 2 7, K 1 5 8, a n d t h e pr e vi o usl y i d e ntifi e d S 1 2 4 A T M p h os p h or yl ati o n sit e, w e r e v e al t h at p ost -

tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns at all t hr e e p ositi o ns pl a y a r ol e i n m e di ati n g D N A d o u bl e-str a n d br e a k 

r e p air. O ur fi n di n gs pr o vi d e i nsi g hts i nt o t h e f u n cti o n al m e c h a nis m a n d r e g ul ati o n of R N F 1 3 8 b y 

t h e c ell d uri n g H R. 
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C h a pt e r 2  –  C h a r a ct e ri zi n g t h e A cti v e Sit e of U b c 1 3  

2. 1 A bst r a ct  

U b c 1 3 is a n E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e i n v ol v e d i n D N A d a m a g e a n d pr oi nfl a m m at or y 

si g n ali n g. T o g et h er wit h its p art n er pr ot ei n M ms 2/ U e v 1 a, U b c 1 3 b uil ds K 6 3 -li n k e d p ol y u bi q uiti n 

c h ai ns w hi c h pl a y r ol es i n c ell ul ar si g n ali n g. U b c 1 3 h as s h o w n pr o mis e t o b e a t h er a p e uti c t ar g et . 

U n d erst a n di n g it s a cti v e sit e str u ct ur e a n d d y n a mi cs is cr u ci al t o b ot h u n d erst a n di n g t h e 

m e c h a nis m of K 6 3 -li n k e d p ol y u bi q uiti n c h ai n f or m ati o n a n d f or t h e d e v el o p m e nt of s p e cifi c 

i n hi bit or s. C o m p ari n g t h e str u ct ur es of diff er e nt E 2 e n z y m es hi g hli g hts a u ni q u e c o nf or m ati o n of 

U b c 1 3's a cti v e sit e. W h e n ali g n e d wit h U b c H 5 c, a n ot h er w ell -st u di e d E 2 e n z y m e, U b c 1 3 s h o ws 

hi g h o v er all si mil arit y, b ut t h er e ar e diff er e n c es i n t h e c o nf or m ati o n of t h e a c ti v e sit e l o o p r esi d u es 

( 1 1 4-1 2 4) n e ar t h e a cti v e sit e c yst ei n e. T his diff er e n c e is u ni q u e t o U b c 1 3 m a ki n g it a n attr a cti v e 

t h er a p e uti c t ar g et. H er e w e d et er mi n e a str u ct ur e of U b c 1 3 cr yst alli z e d u n d er n e ar n ati v e s ol uti o n 

c o n diti o ns t h at r e v e als a n e w a cti v e sit e c o nf or m ati o n c o m p ar e d t o pr e vi o us str u ct ur es w hi c h w er e 

cr yst alli z e d at l o w er t e m p er at ur es. T h e n e w str u ct ur e s u g g est s t h at t h e a cti v e sit e l o o p is m or e 

fl e xi bl e t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht. T o pr o b e t h es e d y n a mi cs, w e c h ar a ct eri z e d a n o v el c o v al e nt 

c o m p o u n d N S C 2 9 1 0 6 8 a n d a n o n c o v al e nt fr a g m e nt 2 -nitr of ur a n t h at i n hi bit U b c 1 3 i n vit r o. 

N S C 2 9 1 0 6 8 i n hi bit e d wil d t y p e U b c 1 3, a n d a m ut a nt wit h t h e a cti v e sit e l o o p i n a c o nf or m ati o n 

si mil ar t o ot h er m e m b ers of t h e E 2 f a mil y s u g g esti n g it is a pr o mis c u o us c o m p o u n d. T h e 2 -

nitr of ur a n fr a g m e nt s h o w e d s p e cifi cit y f or U b c 1 3 at hi g h c o n c e ntr ati o ns , a n d its i n a bilit y t o i n hi bit 

m ut a nt U b c 1 3 s u g g ests s p e cifi cit y. T h e fr a g m e nt off ers a n e w a v e n u e of n o n c o v al e nt dr u g 

d e v el o p m e nt. U n d erst a n di n g a cti v e d y n a mi cs of U b c 1 3 i s cr u ci al i n d e v el o pi n g ti g ht bi n di n g 

s p e cifi c i n hi bit or s of U b c 1 3.   
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2. 2 I nt r o d u cti o n  
 

U bi q uit yl ati o n is  a c o m m o n p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n w hi c h r e g ul at es si g n al 

tr a ns d u cti o n p at h w a ys. I niti all y, u bi q uitin ( U b)  is a cti v at e d b y f or mi n g a t hi o est er li n k a g e b et w e e n 

C -t er mi n al c ar b o x yl at e of U b a n d t h e a cti v e sit e c yst ei n e of a n E 1 i n t h e pr es e n c e of A T P 6 5, 6 6, 1 3 6 . 

T h e a cti v at e d U b is tr a nsf err e d t o a u bi q uiti n c o nj u g ati n g e n z y m e ( E 2) at t h e a cti v e sit e c yst ei n e, 

a n d wit h t h e h el p of a n E 3 li g as e, t h e U b -E 2 c o m pl e x r e c o g ni z es a n d u bi q uit yl at e s s p e cifi c pr ot ei n 

t ar g ets6 6, 1 2 0 .   

Pr ot ei n u bi q uit yl ati o n c a n l e a d t o di v ers e d o w nstr e a m eff e cts w hi c h ar e dri v e n i n p art b y 

diff er e nt f or ms of U b c h ai ns t h at ar e li n k e d t o t h e s u bstr at e 6 6 . T h e K 6 3 -li n k e d p ol y u bi q uiti n 

( p ol y U b) c h ai ns ar e li n k e d b y a n is o p e pti d e b o n d b et w e e n t h e a mi n o gr o u p of K 6 3 of o n e U b a n d 

t h e C-t er mi n al c ar b o x yl at e of t h e n e xt U b. A m o n g t h e ~ 3 5 E 2 e n z y m e s i n t h e h u m a n g e n o m e1 3 7, 1 3 8 , 

U b c 1 3 ( U B E 2 N) is t h e o nl y k n o w n E 2 d e di c at e d t o t h e s y nt h esis of K 6 3 -li n k e d c h ai ns, a n d it d o es 

s o wit h t h e h el p of it s bi n di n g p art n er: a n E 2 -li k e U b e n z y m e v ari a nt pr ot ei n M ms 25 5, 9 8, 1 3 9, 1 4 0 . T h e 

C -t er mi n al t ail of a n a cti v at e d U b is tr a nsf err e d fr o m a n E 1 e n z y m e t o t h e a cti v e sit e c yst ei n e of 

U b c 1 3 t o f or m a t hi o est er b o n d (t h e a c c e pt or u bi q uiti n), w hilst t h e M ms 2 bi n ds a s e c o n d U b (t h e 

d o n or U b) a n d p ositi o ns it s K 6 3 t o att a c k t h e t hi o est er  b o n d t o f or m K 6 3 -li n k e d di u bi q uiti n5 5, 8 8 . 

K 6 3 -li n k e d p ol y u bi q uiti n ( p ol y U b) c h ai ns, s y nt h esi z e d b y t h e U b c 1 3/ M ms 3 c o m pl e x i n t h e 

n u cl e us i n c oll a b or ati o n t h e E 3 li g as e R N F 8, pl a y a cr u ci al r ol e i n r e cr uiti n g d o w nstr e a m eff e ct ors 

ess e nti al f or t h e D N A d a m a g e r es p o ns e ( D D R) 4 . I n t h e c yt o pl as m, U b c 1 3 c o o p er at es wit h U e v 1 A, 

a pr ot ei n al m ost i d e nti c al t o M ms 2. C yt o pl as mi c K 6 3 -li n k e d p ol y U b c h ai ns g e n er at e d b y t h e 

U b c 1 3/ U e v 1 A c o m pl e x, i n c oll a b or ati o n wit h T R A F 6, pr o m ot e N F -k B si g n ali n g p at h w a ys 7 4, 9 7 . 

E 2 e n z y m es c o nt ai n a l o o p a dj a c e nt t o t h e a cti v e sit e c yst ei n e (t h e g ati n g l o o p : r esi d u es 

1 1 4 -1 2 4  i n U b c 1 3) t h at pr ot e cts t h e a cti v e sit e fr o m s ol v e nt a n d r e g ul at es a c c ess of U b t o t h e 
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c at al yti c c yst ei n e 1 0 5 . W hil e t his l o o p is f o u n d i n all E 2s, t h e U b c 1 3 g ati n g l o o p a d o pts a diff er e nt 

c o nf or m ati o n c o m p ar e d t o ot h er E 2s . Ho w e v er, o n c e it is c h ar g e d wit h U b at C 8 7, t h e g ati n g l o o p 

s hifts i nt o t h e c o nf or m ati o n o bs er v e d i n t h e ot h er E 2s, all o wi n g t h e att a c k of t h e i n c o mi n g d o n or 

K 6 3 o n t h e t hi o est er -li n k e d U b1 0 3, 1 0 5 .  M or e s p e cifi c all y, L 1 2 1, w hi c h is w ell c o ns er v e d wit hi n t h e 

f a mil y, o c c u pi es a p ositi o n t h at w o ul d st eri c all y bl o c k t h e att a c k of t h e a c c e pt or u bi q uiti n K 6 3 o n 

t h e a cti v e sit e C 8 7. I n ot h er E 2 e n z y m es, a n d i n t h e str u ct ur e of U b c 1 3 w h e n C 8 7 is t et h er e d t o 

t h e C-t er mi n us of a d o n or U b, t h e g ati n g l o o p a d o pts a c o nf or m ati o n i n w hi c h L 1 2 1 r e ori e nts s o 

t h at t h e a c c e pt or K 6 3 c a n a c c e ss t h e a cti v e sit e C 8 7. T h e g ati n g m e c h a nis m is b as e d o n t h e 

h y p ot h esis t h at t w o c o nf or m ati o ns e xist a n d t h e d y n a mi cs b et w e e n t h e t w o dri v e t h e s p e cifi c 

s y nt h esis of K 6 3 -li n k e d u bi q uiti n c h ains 5 5, 8 8, 1 0 3 .  

T h e u ni q u e str u ct ur al pr o p erti es of t h e U b c 1 3 g ati n g l o o p pr es e nt t h e p ossi bilit y f or t h e 

s el e cti v e i n hi biti o n of U b c 1 3 b y s m all m ol e c ul e i n hi bit ors 8 9, 1 0 0 . T h e s m all m ol e c ul e N S C 6 9 7 9 2 3 

w as u n c o v er e d i n a hi g h -t hr o u g h p ut c ell-b as e d ass a y t o i d e ntif y i n hi bit ors of N F -k B si g n ali n g a n d 

w as s h o w n t o i n hi bit U b c 1 3 b ut n ot ot h er E 2s i n bi o c h e mi c al u bi q uit yl ati o n ass a ys 1 0 0, 1 1 6 . T h e 

m e c h a nis m of t his i n hi biti o n w as s h o w n t o i n v ol v e t h e c o v al e nt m o difi c ati o n of t h e a cti v e C 8 7 b y 

t h e c o m p o u n d, d e p e n d e nt u p o n t h e pr es e n c e of a p o c k et f or m e d b y t h e g ati n g l o o p1 0 0 . A m ut a nt of 

U b c 1 3 h ar b o uri n g 4 a mi n o a ci d s u bstit uti o ns ( U b c 1 3 Q D ) w hi c h st a bili z e d t h e g ati n g l o o p i n t h e 

st a n d ar d c o nf or m ati o n a n d t h us l a c k e d t h e N S C 6 9 7 9 2 3 -bi n di n g p o c k et w as s h o w n t o b e r esist a nt 

a g ai nst N S C 6 9 7 9 2 3 i n hi biti o n i n bi o c h e mi c al ass a ys 1 0 0 . I n a d diti o n, c ells i n w hi c h wil d t y p e 

U b c 1 3 ( U b c 1 3 W T ) w as r e pl a c e d wit h U b c 1 3 Q D  w er e si g nifi c a ntl y r esist a nt t o i n hi biti o n of b ot h 

N F -k B a n d D N A d a m a g e si g n ali n g b y N S C 6 9 7 9 2 3 . Ta k e n t o g et h er, t hi s i nf or m ati o n i n di c at es t h at 

t h e u ni q u el y str u ct ur e d g ati n g l o o p of U b c 1 3 c o ul d pr o vi d e a r o ut e f or t h e s el e cti v e i n hi biti o n of 

t hi s criti c al e n z y m e.  
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U b c 1 3’s a cti v e sit e l o o p h as u ni q u e g ati n g f u n cti o ns. We h y p ot h esi z e t h er e is eit h er a 

tr a nsiti o n al st at e c o nf or m ati o n b et w e e n t h e u n b o u n d a n d b o u n d st at e, or t h e l o o p is fl e xi bl e a n d 

o c c u pi es diff er e nt c o nf or m ati o ns at p h ysi ol o gi c al t e m p er at ur e. I n t his s t u d y w e d et er mi n e d a n e w 

C 2 m o n o cli ni c cr yst al f or m of t h e u n b o u n d U b c 1 3 -M ms 2 h et er o di m er t hr o u g h b at c h 

cr yst alli z ati o n at r o o m t e m p er at ur e. T h e a cti v e sit e l o o p s h o ws a c o nf or m ati o n al d e vi ati o n fr o m 

t h e e xisti n g str u ct ur es of U b c 1 3 i n eit h er t h e u bi q uiti n b o u n d or u n b o u n d f or ms. We s u g g est t h at 

U b c 1 3’s a cti v e sit e l o o p is m or e fl e xi bl e t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht a n d e xists i n m ulti pl e 

c o nf or m ati o n al st at es.  T o f urt h er pr o b e t h e pl asti cit y of t h e a cti v e sit e, w e c h ar a ct eri z e d t w o n o v el 

c o m p o u n ds, N S C 2 9 1 0 6 8 a n d 2 -nitr of ur a n fr a g m e nt. N S C 2 9 1 0 6 8 r e a cts wit h t h e a cti v e sit e 

c yst ei n e s p e cifi c all y i n a p H d e p e n d e nt r e a cti o n. T h e c o m p o u n d i n hi bit e d u bi q uiti n c h ai n 

f or m ati o n a n d i n hi bit e d b ot h t h e U b c 1 3W T  a n d U b c 1 3 Q D . S ur prisi n gl y, t h e 2-nitr of ur a n fr a g m e nt 

i n hi bit e d pol y U b c h ai n f or m ati o n of  U b c 1 3 W T , b ut t h e m ut a nt w as r esist a nt t o t h e fr a g m e nt 

s u g g esti n g s p e cifi cit y t o U b c 1 3’s u ni q u e a cti v e sit e.  

N S C 2 9 1 0 6 8 s h o ws pr o mis e as a n i n hi bit or of E 2s, b ut n ot s p e cifi c all y U b c 1 3. T h e 2 -

nitr of ur a n fr a g m e nt s h o ws pr o mis e as a s p e cifi c i n hi bit or of U b c 1 3, t a ki n g a d v a nt a g e of u ni q u e 

a cti v e sit e c h ar a ct eristi cs of U b c 1 3. T h e a cti v e sit e d y n a mi cs of U b c 1 3 ar e cr u ci al a n d s h o ul d b e 

c o nsi d er e d i n t h e f ut ur e w h e n d esi g ni n g n e xt g e n er ati o n i n hi bit ors.  

2. 3 M at e ri als a n d M et h o ds  
 

2. 3. 1 P r ot ei n C o nst r u cts a n d E x p r e ssi o n  

 

 All t h e pr ot ei ns utili z e d i n o ur st u d y w er e cl o n e d i n p G E X -6 p 1 v e ct or, wit h a G S T t a g t o 

t h e N -t er mi n us of t h e pr ot ei n of i nt er est .  E. c oli  B L 2 1 G ol d c ells w er e tr a nsf or m e d wit h all t h e 

c o nstr u cts, a n d c ol o ni es w er e s el e ct e d wit h a m pi cilli n a n d k a n a m y ci n.  
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2. 3. 2 B a ct e ri al C ell G r o wt h a n d I n d u cti o n  

 Tr a nsf or m e d c ol o ni es w er e s el e ct e d a n d i n o c ul at e d i n 5  m L of L uri a Br ot h ( L B) 

s u p pl e m e nt e d wit h  5  μ L of 5 0 m g/ m L K a n a m y ci n  ( 5 0 μ g/ m L ) a n d 5  μ L of 1 0 0 m g/ m L a m pi cilli n  

( 1 0 0 μg/ m L)  a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7  ° C . T h e st art er c ult ur e w as s u bs e q u e ntl y tr a nsf err e d t o 

5 0 0 m L of L B br ot h c o nt ai ni n g 5 0 0 μ L e a c h of a m pi cilli n a n d k a n a m y ci n a n d i n c u b at e d f or at 

l e a st 2-4 h o urs at 3 7  ° C. N e xt, 2 5 m L of t h e 5 0 0 m L c ult ur e w as tr a nsf err e d t o 8 s e p ar at e b ottl es, 

e a c h c o nt ai ni n g 1 L of L B br ot h s u p pl e m e nt e d wit h 1 m L of k a n a m y ci n a n d 1 m L of a m pi cilli n 

(s a m e fi n al c o n c e ntr ati o ns as a b o v e). T h es e 1 L pr e p ar ati o ns w er e t h e n i n c u b at e d at 3 7  ° C f or a n 

a d diti o n al 2 -4 h o urs. T h e o pti c al d e nsit y at 6 0 0 n m w as m e a s ur e d t o d et er mi n e w h et h er i n d u cti o n 

w as a p pr o pri at e, wit h a t ar g et o pti c al d e nsit y of 0. 6 -0. 7. C ells w er e i n d u c e d b y a d di n g 2 0 0 μ L of 

1  M I P T G ( 2 0 0 μ L of 0. 5  M Z n Cl 2  s u p pl e m e nt f or R N F 8). T h e pr e p ar ati o ns w er e t h e n i n c u b at e d 

o v er ni g ht at 1 7  ° C. T h e c ells w er e p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n at 4 0 0 0 R P M (J L A -8. 1 r ot or) f or 1 5 

mi n ut es at 4  ° C. Aft er dis c ar di n g t h e s u p er n at a nts, t h e p ell et w as fr o z e n usi n g li q ui d nitr o g e n a n d 

st or e d at -8 0  ° C.  

2. 3. 3 P r ot ei n P r o d u cti o n a n d P u rifi c ati o n  

  

 T h e p ell et e d c ells, w h et h er fr es hl y gr o w n or r etri e v e d fr o m -8 0  ° C st or a g e, w er e 

r es us p e n d e d i n l ysi s b uff er ( 2 0 m M H E P E S p H 6. 8, 4 0 0 m M N a Cl, 1 µ L/ m L B M E, a n d 1 0 µ M 

Z n Cl 2  o nl y f or R N F 8), al o n g wit h 2 0 0 μ L of 1 X pr ot e as e i n hi bit or s ol uti o n ( Si g m a Al dri c h). 

R es us p e nsi o n w as d o n e at 4  ° C wit h a m a g n eti c stir b ar f or a p pr o xi m at el y 3 5 mi n ut es. Aft er 

r es us p e nsi o n, c ells w er e l ys e d b y s o ni c ati o n at 7 0 % a m plit u d e, wit h 1 5-s e c o n d p uls es f oll o w e d b y 

4 5 -s e c o n d  p a us e  i nt er v als, t ot ali n g 3 mi n ut es of s o ni c ati o n. T h e l ys at e w as c e ntrif u g e d at 1 3 0 0 0 

R P M (J A -1 7 R ot or) f or 4 0 mi n ut es at 4  ° C, a n d t h e p ell et w as dis c ar d e d. T h e s u p er n at a nt w as 

c oll e ct e d a n d  i n c u b at e d wit h Gl ut at hi o n e Se p h ar os e B e a ds ( Si g m a Al dri c h) f or 1 h o ur, t h e n 
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tr a nsf err e d t o a f al c o n t u b e a n d c e ntrif u g e d at 2 0 0 0 R P M (J A-7. 5) f or 2 mi n ut es at 4  ° C. Aft er 

dis c ar di n g t h e s u p er n at a nt, t h e b e a ds w er e ri ns e d wit h l ysi s b uff er, a n d t h e c e ntrif u g ati o n st e p w as 

r e p e at e d. T h e b e a ds w er e t h e n tr a nsf err e d b a c k t o a c ol u m n a n d w as h e d wit h l ysis b uff er. G S T-

t a g g e d c o nstr u cts w er e el ut e d wit h 1 0 m L el uti o n b uff er ( 2 0 m M H E P E S p H 6. 8, 4 0 0 m M N a Cl, 

1 µ L/ m L B M E, 1 0 m M g l ut at hi o n e, a n d 1 0 µ M Z n Cl2  o nl y f or R N F 8). F o ur 1 0 m L fr a cti o ns w er e 

c oll e ct e d a n d p o ol e d.  T h e p o ol e d fr a cti o ns w er e di g est e d wit h H u m a n R hi n o vir us 3 C Pr ot e as e 

( H R V-3 C) o v er ni g ht, a n d t h e v ol u m e of t h e 5 0 m L o v er ni g ht di g ests w as c o n c e ntr at e d t o 1 -2 m L 

usi n g 1 0  k D a c e ntri c o n c o n c e ntr at or t u b es ( Si g m a Al dri c h). T h e pr ot ei ns w er e t h e n f urt h er p urifi e d 

b y  si z e e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y usi n g a S u p er d e x 7 5 1 6/ 6 0 c ol u m n, wit h b uff ers a dj ust e d f or 

e a c h pr ot ei n ( 2 0 m M T RI S H Cl p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M T C E P f or U b c 1 3 a n d M ms 2; 2 0 

m M T RI S H Cl p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 0 µ M Z n S O 4 , a n d 1 m M D T T f or R N F 8). Pr ot ei n el uti o n 

w as m o nit or e d at 2 8 0 n m, a n d fr a cti o ns c orr es p o n di n g t o p e a ks w er e c oll e ct e d a n d p o ol e d. T h e 

s u c c e ss of e a c h p urifi c ati o n st e p w as c o nfir m e d b y r u n ni n g s a m pl es o n a 5 -1 5 % p ol y a cr yl a mi d e 

g el, w hi c h w as s u bs e q u e ntl y st ai n e d wit h C o o m assi e bl u e d y e. All pr ot ei ns w er e q u a ntifi e d usi n g 

a n a bs or b a n c e ass a y at 2 8 0 n m utili zi n g t h e e xti n cti o n c o effi ci e nt of e a c h pr ot ei n, wit h 

g u a ni di ni u m h y dr o c hl ori d e. U b c 1 3 a n d M ms 2, w er e p urifi e d s e p ar at el y, a n d c o m bi n e d at 1: 1 

c o n c e ntr ati o n. T h e c o m pl e x w as s u bj e ct e d t o  a n ot h er r o u n d of si z e e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y.  

2. 3. 4 C r yst alli z ati o n:   

U b c 1 3 -M ms 2 h et er o di m er w as c o n c e ntr at e d t o 1 2 m g/ m L a n d st or e d i n 5 0 m M T RI S p H 

7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M T C E P at 4  ° C, a n d t h e n sl o wl y e q uili br at e d t o r o o m t e m p er at ur e. 

Cr yst als w er e o bs er v e d aft er 1 6 h o urs. D at a w as c oll e ct e d o n a h o m e s o ur c e a n d  r efi n e d usi n g 

P yt h o n -b as e d  Hi er ar c hi c al  E n vir o n m e nt f or  I nt e gr at e d cr yst all o gr a p h y  ( P H E NI X)1 4 1 , a n d t h e 

a cti v e sit e l o o p w as c o nstr u ct e d usi n g Cr yst all o gr a p hi c O bj e ct -Ori e nt e d T o ol kit ( C O O T) 1 4 2 . 

https://www.phenix-online.org/
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Pr ot ei n m o d eli n g a n d a n al ysis w as d o n e usi n g P y M O L . Str u ct ur al c o or di n at e s w er e s u b mitt e d t o 

t h e Pr ot ei n D at a B a n k ( P D B) a c c e ssi o n c o d e: 9 BIV  (T a bl e 2 .1 ).  

T a bl e 2 .1 . D at a C oll e cti o n a n d R efi n e m e nt St atisti cs of t h e N e w St r u ct u r e of U b c 1 3. 

D at a C oll e cti o n  

S p a c e Gr o u p  C 1 2 1  

C ell Di m e nsi o ns    

a, b, c ( Å)  8 6. 3 6 1, 4 2. 9 4 2, 9 3. 7 9  

α, β, γ ( °)  9 0, 1 0 8. 3 7, 9 0  

R es ol uti o n ( Å)  5 0. 0 - 1. 6 8 ( 1. 7 2 -1. 6 8)  

R m e as  0. 2 8 6  

I/σ ( I) 4. 4 3 ( 1. 6 8)  

C o m pl et e n ess ( %)  9 9. 9 ( 9 9. 4)  

R e d u n d a n c y  7. 6 ( 3. 9)  

C C 1/ 2  0. 9 4  

R efi n e m e nt  

R es ol uti o n ( Å)  4 2. 6 8 -1. 6 8  

R efl e cti o ns us e d i n r efi n e m n et  3 7 3 6 0 ( 2 5 6 4)  

R w or k  0. 1 4 5 8 ( 0. 1 8 6 8)  

Rfr e e  0. 1 7 8 1 ( 0. 2 0 4 2)  

N u m b er of n o n -h y dr o g e n at o m s  2 7 3 5  

M a cr o m ol e c ul es  2 2 9 3  

Li g a n ds  0  

S ol v e nt  4 4 2  

Pr ot ei n r esi d u es  2 8 8  

N u cl ei c a ci d b as es  0  

B -f a ct or 2 1. 8 3  

R M S b o n d l e n gt h  0. 0 0 4  

R M S b o n d a n gl es  0. 7 2  

R a m a c h a n dr a n f a v or e d ( %)  9 8. 5 9  

R a m a c h a n dr a n all o w e d ( %)  1. 4 1  

R a m a c h a n dr a n o utli ers ( %)  0  

R ot a m er o utli ers ( %)  0. 4  

Cl as hs c or e  1. 9 6  
 

2. 3. 5 St r u ct u r al a n al ysis of U b c 1 3 g ati n g l o o p di v e rsit y i n P D B e nt ri es.  

All U b c 1 3 str u ct ur es wit h r es ol uti o ns b el o w 3 Å w er e d o w nl o a d e d fr o m t h e P D B a n d 

a n al y z e d usi n g P y M O L. (Fi g u r e 2 .1 A, B) . A c o nf or m ati o n al si mil arit y m atri x f or t h e g ati n g l o o p 
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f or all t h e str u ct ur es w as d et er mi n e d b y ali g ni n g all str u ct ur es a g ai nst all usi n g all C -al p h a at o m s 

e x c e pt t h os e i n t h e g ati n g l o o p ( A 1 1 4 -D 1 2 4). T h e a v er a g e R M S D f or all C -al p h a  wit hi n t h e g ati n g 

l o o p w as t h e n d et er mi n e d usi n g t h e m e a s ur e m e nt t o ol i n P yM O L  f or all of t h e str u ct ur e p airs. T h e 

all -i n-all c orr el ati o n m atri x b et w e e n t h e diff er e nt a v er a g e R M S D v al u e s w er e pl ott e d i n Bi o vi n ci.  

 

Fi g u r e 2 .1 . Ali g n m e nt of N o v el L o o p wit h A ll E xisti n g U b c 1 3 Y e ast a n d H u m a n S t r u ct u r es. 
 

A.  T h e c ol or e d a cti v e sit e l o o ps c orr es p o n d t o t h e o n es c o m p ar e d i n t his st u d y. T h e r e m ai ni n g ar e 

t o s h o w t h e c o ns er v ati o n of t h e c o nf or m ati o n of t h e l o o p wit h or wit h o ut s u bstr at e bi n di n g, M ms 2, 

or E 3 li g as e bi n di n g . B. All str u ct ur es of U b c 1 3 i n y e ast a n d i n h u m a ns us e d i n t h e ali g n m e nt i n 

p a n el A, wit h t h eir P D B a c c e ssi o n c o d es.  

 

2. 3. 6 T h e r m al S hift A ss a y  

3 6 0 µ M of U b c 1 3 W T , U b c 1 3 C 8 7 S  or U b c 1 3 Q D  w er e i n c u b at e d wit h 5 x a n d 1 0 x m ol ar e x c ess 

of i n hi bit ors ( N S C 2 9 1 0 6 8, N S C 2 9 1 0 5 7, 2 -nitr of ur a n) a n d t h e n dil ut e d t o 1 3 0 µ M wit h 5 0 0 x of 

S Y P R O or a n g e d y e, t o a fi n al c o n c ert ati o n of 2 5 0 x. 5 µ L of t h e r e a ct e d pr ot ei n a n d d y e s ol uti o n 

w as a d d e d t o 1 5 µ L of 2 0  m M Tri s p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M T C E P. T h e s ol uti o ns w er e 

U b c 1 3
(9 B I V )

U b c 1 3
(1 J 7 D )

A B

U b c 1 3 -U b 
2 G MI
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pr e p ar e d i n tri pli c at e i n 9 6 w ell pl at es. T h e t e m p er at ur e w as i n cr e as e d fr o m 2 0  ° C  t o 9 5 ° C  d e gr e es 

i n 0. 5 ° C  i n cr e m e nts o v er 4 5 mi n ut es, a n d all s a m pl e r e a d o uts w er e d o n e i n tri pli c at e usi n g 

M ast er C y cl er R e al Pl e x ( E p p e n d orf) filt er s et at 5 5 0 n m. R e a d o uts ar e fl u or es c e n c e as a f u n cti o n 

of t e m p er at ur e, a n d t h e m elti n g t e m p er at ur e is i nf err e d fr o m t h e i nfl e cti o n p oi nt.  

2. 3. 7 A bs o r b a n c e ass a y t o m o nit o r c o v al e nt a d diti o n of i n hi bit o rs t o U b c 1 3  

1 0 0 µ M of U b c 1 3 or U b c 1 3 C 8 7 S m ut a nt w er e i n c u b at e d wit h 1 0 0 µ M of t h e i n hi bit or i n 

5 0 m M H E P E S, 7 5 m M N a Cl. T h e a bs or b a n c e at 4 2 0 n m w as m o nit or e d o v er 1 5 mi n ut es as a 

m e a s ur e of t h e d e gr e e of r e a cti o n, a n d e a c h m e a s ur e m e nt w as d o n e i n tri pli c at e. A p H s e ri es w as 

d et er mi n e d o v er a r a n g e of p H 6. 0 –  9. 0.  

2. 3. 8  M ass S p e ct r os c o p y   

M atri x - assist e d l as er d es or pti o n/i o ni z ati o n ( M A L DI) a n al ysis w as c o n d u ct e d t o m e as ur e 

t h e m ol e c ul ar w ei g ht of pr ot ei n wit h or wit h o ut c o m p o u n ds. T h e s a m pl es u n d er w e nt a t e nf ol d 

dil uti o n i n a s ol uti o n c o m prisi n g 5 0 % a c et o nitril e a n d w at er wit h 0. 1 % trifl u or o a c eti c a ci d. 

S u bs e q u e ntl y, 1 μ L of e a c h dil ut e d s a m pl e w as mi x e d wit h 1 μ L of si n a pi ni c a ci d s ol uti o n ( 1 0 

m g/ m L i n 5 0 % a c et o nitril e/ w at er + 0. 1 % trifl u or o a c eti c a ci d). T h e r es ulti n g s a m pl e/ m atri x 

s ol uti o ns w er e t h e n s p ott e d o nt o a st ai nl ess -st e el t ar g et pl at e a n d all o w e d t o air dr y. M ass s p e ctr a 

w er e a c q uir e d usi n g a n A ut ofl e x S p e e d M A L DI -T o F m as s s p e ctr o m et er ( Br u k er D alt o ni k, 

Br e m e n, G er m a n y) e q ui p p e d wit h a S m art b e a m -II l as er o p er ati n g at a fr e q u e n c y of 2 k H z. I o n 

a n al ysis w as c o n d u ct e d i n p ositi v e m o d e, a n d e xt er n al c ali br ati o n w as p erf or m e d usi n g a st a n d ar d 

pr ot ei n mi xt ur e.   

2. 3. 9  U bi q uit yl ati o n  In hi biti o n A ss a y  

2 0 0 n M of U b c 1 3 w as pr e -i n c u b at e d wit h 0, 1, 2, 4, 6, 8 , 1 0, 1 5 µ M  i n hi bit or or hi g h er 

c o n c e ntr ati o n i n t h e c as e of t h e 2 -nitr of ur a n ( 0, 4 0 , 8 0 , 1 0 0 , 2 0 0 , 4 0 0 , 6 0 0 , 8 0 0 µ M) f or 1 0 mi n ut es 
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o n i c e. T h e r e m ai ni n g c o m p o n e nts w er e a d d e d i n t h e f oll o wi n g fi n al c o n c e ntr ati o ns t o a fi n al 

v ol u m e of 5 0 µ L i n 5 0 m M T RI S -H Cl p H 7. 5, 1 0 0 m M N a Cl, 1 0 m M M g S O 4  a n d 1 m M Z n Cl 2 : 

5 0 0 n M E 1, 1 µ M R N F 8, 2 0 0 n M M ms 2, 5 0 µ M u bi q uiti n a n d 2 m M A T P. T h e r e a cti o ns w er e 

i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 9 0 mi n. R e a cti o ns w er e q u e n c h e d wit h 2 X S D S -P A G E l o a di n g b uff er a n d 

l o a d e d o n a 1 6 % p ol y a cr yl a mi d e g el. T h e pr ot ei ns w er e tr a nsf err e d t o a n I m m o bil o n P V D F 

m e m br a n e, a n d bl o c k e d o v er ni g ht at 4  ° C. T h e m e m br a n e w as pr o b e d usi n g m o us e a nti -u bi q uiti n 

I g G ( S a nt a Cr u z S C-8 0 1 7) f or a n h o ur at r o o m t e m p er at ur e. M e m br a n es w er e w as h e d a n d 

i n c u b at e d wit h a 1: 5 0 0 0 dil uti o n of a nti-m o us e li n k e d h ors e r a dis h p er o xi dis e ( A b c a m), a n d t h e 

c h e mil u mi n es c e n c e r e a cti o n w as a cti v at e d usi n g t h e Cl ari t y E C L s u bstr at e ( BI O-R A D a b 2 0 5 7 1 9). 

West er n bl ots w er e i m a g e d usi n g I m a g e Q u a nt L A S 4 0 0 0, a n d m e m br a n es w er e e x p os e d f or 1 

mi n ut e.  

2. 4 R es ults  
 

2. 4. 1  N e w A cti v e Sit e L o o p  h as Alt e r e d H y d r o g e n B o n di n g  I nt e r a cti o ns  
 

T o pr o b e t h e c o nf or m ati o n al st at es of U b c 1 3 -M ms 2 , w e s o u g ht o ut n e w cr yst alli z ati o n 

c o n diti o ns f or t h e c o m pl e x. O ur pr e vi o us str u ct ur al w or k w as p erf or m e d wit h pr ot ei n t h at w as 

st or e d at 4  o C i m m e di at el y pri or t o cr yst alli z ati o n wit h P E G pr e ci pit a nt 9 8 . We dis c o v er e d t h at 

c o m pl e x i n c u b at e d f or ~ 2 4 hr at r o o m t e m p er at ur e c o ul d b e b at c h cr yst alli z e d wit h o ut a d d e d 

pr e ci pit a nt i n a n e w C 2 cr yst al f or m. D et er mi n ati o n of t h e str u ct ur e of t hi s f or m b y m ol e c ul ar 

r e pl a c e m e nt at 1. 7 Å r e s ol uti o n r e v e al e d a n e w c o nf or m ati o n f or t h e g ati n g l o o p (Fi g u r e 2 .2 A, B) 

t h at is disti n ct fr o m eit h er t h e pr e vi o us str u ct ur e cr yst alli z e d i n t h e a bs e n c e of u bi q uiti n (Fi g u r e 

2 .2 C) , or t h e str u ct ur e i n t h e pr es e n c e of U b  (Fi g u r e 2 .2 D ). A m or e d et ail e d c o m p aris o n of t h e 

str u ct ur es of t h e pr e vi o us u n b o u n d str u ct ur e of U b c 1 3 ( 1J 7 D) wit h t h e U b -c o nj u g at e d f or m 

( 2 G MI) a n d t h e n e w str u ct ur e ( 9 BI V), s u g g est s t h at t h e n e w str u ct ur e m a y r e pr es e nt a n 
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i nt er m e di at e b et w e e n 1J 7 D a n d t h e U b-b o u n d st at e (Fi g u r e 2 .3 ) I n 1J 7 D, t h e g ati n g l o o p a d o pts a 

c o nf or m ati o n st a bili z e d b y t w o a dj a c e nt t y p e 1 b t ur ns, st a bili z e d b y i nt er n al h y dr o g e n b o n di n g 

b et w e e n N 7 9 a n d t ur n 1, a n d N 1 2 3 a n d t h e i nt eri or of t h e pr ot ei n, r es ulti n g i n L 1 2 1 l yi n g a b o v e 

t h e a cti v e sit e C 8 7 (Fi g u r e 2 .3 B ). I n t h e n e w str u ct ur e, t ur n 1 r ot at es a w a y fr o m N 7 9, a n d t ur n 2 

is br o k e n, a d o pti n g a m or e e xt e n d e d c o nf or m ati o n (Fi g u r e 2 .3 C ). I n s pit e of t h es e c h a n g es, L 1 2 1 

r e m ai ns i n t h e “ u p ” c o nf or m ati o n a n d N 1 2 3 is i nt er n all y h y dr o g e n b o n d e d, si mil ar t o 1J 7 D. Wit h 

t h e bi n di n g of U b, t h e c o nf or m ati o n c h a n g es a g ai n, li k el y tri g g er e d b y t h e i nt er a cti o n of N 1 2 3 

wit h t h e i n c o mi n g K 6 3 of t h e d o n or U b  (Fi g u r e 2 .3 A, D ). T his r ot ati o n of N 1 2 3 is c o u pl e d t o t h e 

r ot ati o n of L 1 2 1 s o t h at it n o l o n g er o c cl u d es t h e a cti v e sit e c yst ei n e a n d i nst e a d p a c ks a g ai nst t h e 

b o d y of t h e pr ot ei n. Li k e t h e n e w cr yst al f or m, t h e r e gi o n 1 1 9 -1 2 2 a d o pts a n e xt e n d e d 

c o nf or m ati o n a n d d o es n ot a d o pt t h e t ur n o bs er v e d i n 1J 7 D.  

 



4 4  
 

 

Fi g u r e 2 .2 . N e w U b c 1 3 St r u ct u r e R e v e als N e w A cti v e Sit e L o o p C o nf o r m ati o n. 
 

A.  Str u ct ur e of t h e  h et er o di m er U b c 1 3  ( bl u e) - M ms 2  (r e d) i n t h e n e w cr yst all o gr a p hi c f or m C 2 

m o n o cli ni c. Or a n g e d e n ot e s t h e a cti v e sit e l o o p ( A 1 1 4 -D 1 2 4). Yell o w d e n ot es a cti v e sit e c yst ei n e. 

B. Z o o m e d i n a cti v e sit e of n e w  cr yst all o gr a p hi c f or m. C.  Ali g n m e nt of t h e n o v el str u ct ur e wit h 

or a n g e: U b c 1 3 W T ( 1J 7 D). D. Ali g n m e nt of n o v el str u ct ur e wit h c y a n: U b c 1 3 ( 2 G MI) b o u n d t o U b.  

 

A 1 2 2

L 1 2 1

C 8 7

D 1 1 9

D 1 1 8

N 1 2 3

P 1 2 0

D 1 2 4

BA

M ms 2

U b c 1 3

9 B I V 1 J 7 D 9 B I V

A 1 2 2

L 1 2 1D 1 1 9

D 1 1 8

N 1 2 3

P 1 2 0

D 1 2 4

C 8 7

A 1 2 2

L 1 2 1

C 8 7

D 1 1 9

D 1 1 8

N 1 2 3

P 1 2 0

D 1 2 4

2 G M I

DC
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4 A P 4
U b

(d o n or )

T ur n 1

C 8 5

L 1 1 9

P 1 2 1

N 7 7

U b c H 5 c

K 6 3

C 8 7

L 1 2 1

N 1 2 3

T ur n 1

T ur n 2

N 7 9

U b
(a c c e pt or )

1 J 7 D

B

K 6 3

C 8 7 S

L 1 2 1

N 1 2 3

T ur n 1
N 7 9

U b
(d o n or )

U b
(a c c e pt or )

2 G MI

D

9 BI V

K 6 3

C 8 7

L 1 2 1
N 1 2 3

T ur n 1
N 7 9

C

E

A

U b (a c c e pt o r )

U b (d o n o r )

M ms 2

U b c 1 3

  ti v   
 it  

U b
(a c c e pt or )
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Fi g u r e 2 .3 . A n al ysi s of A cti v e Sit e L o o p H y d r o g e n B o n di n g p att e r ns B et w e e n Diff e r e nt St at es 
of U b c 1 3 a n d U b c H 5 c . 
 

A.  U b ( p ur pl e) c o nj u g at e d str u ct ur e of U b c 1 3 / M ms 2 ( bl u e, t e al r es p e cti v el y) wit h t h e a cti v e sit e 

hi g hli g ht e d  ( P D B: 2 G MI). B. A cti v e sit e l o o p of  t h e i n a cti v e f or m of U b c 1 3, wit h t h e L 1 2 1 

p oi n ti n g u p w ar ds bl o c ki n g t h e d o n or U b fr o m a c c e ssi n g C 8 7 . T h e h y dr o g e n b o n di n g p att er n i n 

t h e t ur ns n e ar t h e a cti v e sit e l o o p is s h o w n b el o w ( P D B: 1J 7 D). N ot a bl y, t h e a cti v e sit e l o o p 

c o nsi sti n g of t w o t ur ns, ar e h el d t o g et h er b y a n e xt e nsi v e n et w or k of h y dr o g e n b o n ds b et w e e n 

a cti v e sit e l o o p r esi d u es, a n d n e ar b y  r esi d u es, N 7 9, H 7 7, a n d P 7 8. C. A cti v e sit e l o o p of t h e n e w 

f or m of U b c 1 3, cr yst alli z e d i n t h e C 2 m o n ocli ni c  s p a c e gr o u p  ( P D B: 9 BI V). L 1 2 1 is still i n t h e 

“ u p ” c o nf or m ati o n bl o c ki n g a c c e ss t o t h e a cti v e sit e C 8 7 , b ut t h e h y dr o g e n b o n di n g p att er n is 

alt er e d i n t h e r esi d u es n e ar t h e a cti v e sit e l o o p.  N ot a bl y, N 7 9 is n o l o n g er h y dr o g e n b o n d e d t o 

N 1 1 9 . A d diti o n all y, L 1 2 1 is s hift e d a n d is h y dr o g e n b o n d e d t o N 1 23.  D. T h e str u ct ur e of U b c 1 3  

a cti v e sit e c o nj u g at e d t o U b. L 1 2 1 m o v es i nt o t h e c a n o ni c al c o nf or m ati o n f o u n d i n ot h er E 2s 

all o wi n g f or t h e d o n or U b t o a c c e ss C 8 7. T h e a c c e pt or U b is dir e ctl y e n g a g e d b y N 1 2 3 w hi c h is 

t h o u g ht t o b e t h e dri v er of t h e c o nf or m ati o n al c h a n g e. E. T h e str u ct ur e  of t h e a cti v e of U b c H 5 c 

c o nj u g at e d t o U b. T h e h y dr o g e n b o n di n g wit h t h e U b t ail o c c urs wit h N 1 1 9, as U b c H 5 c d o es n ot 

bi n d M ms 2, a n d d o es n ot f or m K 6 3 -li n k e d c h ai ns, t h er ef or e N 1 2 3 is n ot e n g a g e d. O v er all, t h e 

h y dr o g e n b o n di n g a cti vit y r es e m bl es t h e a cti v at e d f or m U b c 1 3 ( 2 G MI).  

 

2. 4. 2  N e w A cti v e Sit e L o o p C o nf o r m ati o n P oi nts t o M o r e Fl e xi bilit y i n t h e U b c 1 3 A cti v e Sit e  
 

T o b ett er d o c u m e nt t h e r a n g e of c o nf or m ati o ns of t h e U b c 1 3 g ati n g l o o p, w e p erf or m e d a n 

all a g ai nst all c o m p aris o n usi n g all p u bli s h e d P D B str u ct ur es of U b c 1 3 m e eti n g t h e r es ol uti o n 

c ut off of 3 Å  (Fi g u r e 2 .4 ). All t h e str u ct ur es w er e ali g n e d a g ai nst e a c h ot h er a n d C-a l p h a-C -al p h a 

dist a n c es wit hi n t h e Al a 1 1 4 -As p 1 2 4 g ati n g l o o p w er e m e a s ur e d a n d a v er a g e d f or e a c h str u ct ur e 

p air  (Fi g u r e 2 .4 A, B ).T h e str u ct ur al diff er e n c es ar e dis pl a y e d i n a c orr el ati v e h e at m a p i n w hi c h a 

p ositi v e c orr el ati o n i n di c at es t h e str u ct ur es ar e m or e si mil ar, a n d a n e g ati v e v al u e i n di c at es t h e 

t w o str u ct ur es di v er g e fr o m o n e a n ot h er (Fi g u r e 2 .4 C) . T his a n al ysi s r e v e als t h at m ost of t h e 

pr e vi o usl y d et er mi n e d str u ct ur es of U b c 1 3 d et er mi n e d wit h o ut a c o v al e ntl y t et h er e d U b  or ot h er 

m o dif yi n g bi n di n g p art n er f or m a f a mil y i n w hi c h L 1 2 1 g u ar ds t h e a cti v e sit e c yst ei n e a n d t his 

c o nf or m ati o n is c o ns er v e d b et w e e n h u m a n a n d S. c er e vi si a e  U b c 1 3.  It h as b e e n r e p ort e d t h at t h e 

a p o c o nf or m ati o n of t h e a cti v e sit e l o o p o bs er v e d i n t h e cr yst al str u ct ur e r e pr es e nts a gr o u n d st at e 
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a n d o n c e U b  is i ntr o d u c e d t h e c o nf or m ati o n of t h e l o o p c h a n g es t o t h e a cti v e st at e as o bs er v e d i n 

2 G MI 5 5, 1 0 3, 1 0 9, 1 1 0 . As e x p e ct e d, t h e U b  b o u n d f or m of U b c 1 3, as s e e n i n t h e m atri x, hi g hl y 

c orr el at es a cr oss ot h er u bi q uiti n b o u n d str u ct ur es w h er e t h e u bi q uiti n C -t er mi n al t ail st a bili z es t h e 

l o o p, h ol di n g it i n pl a c e ( Fi g ur e 2 c). E 3 bi n di n g a p p e ar s n ot t o gr e atl y i m p a ct t h e g ati n g l o o p; 

str u ct ur es of t h e E 3 T R A F 6 b o u n d t o U b c 1 3 r es e m bl e t h e U b c 1 3 fr e e c o nf or m ati o n, w hil e 

str u ct ur es of t h e E 3s T RI M 2 1 a n d T RI M 2 6 b o u n d t o U b c 1 3 ~ U b r es e m bl e t h e U b c 1 3 ~ U b 

c o nf or m ati o n d et er mi n e d i n t h e a bs e n c e of a n E 3. H o w e v er, c o nf or m ati o ns of U b c 1 3 d et er mi n e d 

wit h t h e i n hi bit or y f a ct ors O T U B 1 or Os pI s h o w i nt er m e di at e c o nf or m ati o ns.  T his a n al ysis 

f urt h er m or e r e v e als t h at t h e n e w C 2 f or m of U b c 1 3 is disti n ct fr o m t h e U b c 1 3 ~ U b f or ms a n d it is 

m or e si mil ar t o t h e n o n -u bi q uit yl at e d  f or ms of U b c 1 3, i n cl u di n g t h os e str u ct ur es b o u n d t o O T U B 1, 

Os pI, or T R A F 6 . Ta k e n t o g et h er, t his e vi d e n c e s u g g est s t h at t h e a cti v e sit e l o o p is m or e fl e xi bl e 

t h a n pr e vi o usl y t h o u g ht t o b e. As s e e n i n t h e m atri x, st ati c s h ots of e v er y pr e vi o usl y d e p osit e d 

U b c 1 3 str u ct ur e v ar y t o s o m e d e gr e e  (Fi g u r e 2 .4 C) . Str u ct ur es wit h m or e t h a n o n e U b c 1 3 i n t h e 

as y m m etri c u nit diff er fr o m o n e a n ot h er. Diff er e nt f a ct ors bi n di n g t o U b c 1 3 i n d u c e di v ers e 

c o nf or m ati o ns wit hi n t h e l o o p as s e e n wit h v ari o us bi n di n g p art n ers s u c h as T R A F 6 a n d t h e T RI M 

pr ot ei ns. We h y p ot h esi z e t h e l a c k of pr e ci pit a nt a n d cr yst al e q uili br ati o n at r o o m t e m p er at ur e 

yi el d e d a n u n bi as e d cr yst all o gr a p hi c str u ct ur e i n a m or e d y n a mi c s yst e m, all o wi n g t h e l o o p t o 

s a m pl e p h ysi ol o gi c al c o nf or m ati o ns, yi el di n g a p er h a ps m or e p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt str u ct ur e.   
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Fi g u r e 2 .4 . All A g ai nst A ll C o m p a ris o n of U b c 1 3 S t r u ct u r es R e v e al s a H i g hl y F l e xi bl e 
S yst e m.  
 

A.  All a v ail a bl e hi g h -r es ol uti o n str u ct ur es ali g n e d i n P yM O L . B.  R e pr es e nt ati v e i m a g e of h o w t h e 

m e a s ur e m e nts w er e c arri e d o ut i n P y M O L . C.  C orr el ati v e m atri x g e n er at e d i n Bi o vi n ci of t h e all 

a g ai nst all c o m p aris o n of t h e a cti v e sit e r esi d u es wit h d ar k er bl u e d e n oti n g str o n g er c orr el ati o n, 

a n d w hit e d e n oti n g n e g ati v e c orr el ati o n. T h e v ari o us b o u n d f or ms ar e d e n ot e d - t h e r e m ai n d er of 

P D B a c c e ssi o ns c o d es ar e a p o f or ms of U b c 1 3.  

 

 
 
 
 
 
 
 

T RI M 2 1 RI N G 
U b e 2 N -U b

I n hi bit o rs

S hi g ell a 
fl e x n e ri

U b b o u n d

A B

C
V al u e

1

0 .5

0

0 .5

O T U B 1
O s pI

T RI M 2 5 RI N G

T R A F 6 RI N G

-1
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2. 4. 3  N e w L o o p C o nf o r m ati o n is N ot a C r yst al P a c k i n g A rtif a ct  

T o d et er mi n e if t h e c o nf or m ati o ns of t h e g ati n g l o o ps w er e i nfl u e n c e d b y cr yst al p a c ki n g, 

w e c o m p ar e d t h e cr yst al e n vir o n m e nts of t h e diff er e nt cr yst al f or ms  (Fi g u r e 2 .5 ). T his a n al ysis 

r e v e al e d t h at t h e g ati n g l o o p i n h u m a n U b c 13  ( 1J 7 D) a p pr o a c h es a n M ms 2 s y m m etr y m at e, w hi c h 

m a y bi as its c o nf or m ati o n ( Fi g u r e 2 .5 ), h o w e v er t h e l o o p is n ot i n a ti g ht p a c ki n g.  

 

Fi g u r e 2 .5 . El e ct r o n D e nsit y M a p s of t h e C r yst al P a c ki n g E n vi r o n m e nt of U b c 1 3  ( 1 J 7 D). 
 
Cr oss -e y e d dis pl a y of t h e a cti v e sit e l o o p ( or a n g e) of U b c 1 3 i n 1J 7 D, wit h it s el e ctr o n d e nsit y m a p  
( gr e y m e s h). T h e s y m m etr y m at e , M ms 2 fr o m a diff er e nt h et er o di m er wit hi n t h e cr yst al  is s h o w n 
i n r e d. Wat ers ar e r e pr es e nt e d as r e d ast eris k.  
 

T h e a cti v e sit e of t h e n e w cr yst al f or m  is w ell r es ol v e d (Fi g u r e 2 .6 A) , a n d in c o ntr ast  t o 

1J 7 D , t h er e w as n o e vi d e n c e of cr yst al p a c ki n g o n t h e l o o p c o nf or m ati o n . T h e l o o p is f art h er a w a y 

fr o m it s s y m m etr y m at e, a n d w at er i nt err u pts a n y p ossi bl e i nt er a cti o ns (Fi g u r e 2 .6 B) .  

  

L 1 2 1 L 1 2 1

P 1 2 0 P 1 2 0

P 7 7

K 7 2

D 1 1 8

P 7 7

K 7 2

D 1 1 8

M ms 2 s y m m et r y m at e

U b c 1 3 (1 J 7 D )



5 0  
 

 

Fi g u r e 2 .6 . El e ct r o n D e nsit y M a ps  of t h e N e w l y Fitt e d L o o p a n d t h e C r y st al P a c ki n g 
E n vi r o n m e nt.  
 
A.  T h e n e wl y b uilt m o d el wit h t h e 2 F o -F c m a p i n gr e y, a n d c o nstr u ct e d c art o o n m o d el i n bl u e at 
1. 7 Å dis pl a y e d i n cr oss e y e d st er e o. B.  Cr os s -e y e d dis pl a y of t h e a cti v e sit e l o o p ( bl u e) i n 
pr o xi mit y wit h a s y m m etr y m at e fr o m a diff er e nt h et er o di m er, M ms 2 (r e d), a n d t h e r es p e cti v e 
el e ctr o n d e nsit y m a ps. Wat ers fr o m e a c h r es p e cti v e m o d el ar e als o dis pl a y e d. A p ossi bl e 
el e ctr ost ati c i nt er a cti o n is hi g hli g ht e d wit h a d ar k gr e y d as h e d li n e. Wat ers ar e r e pr es e nt e d i n 
ast er ks U b c 1 3 ( bl u e ), a n d M ms 2 s y m m etr y m at e (r e d)  
 

 

A 1 2 2

L 1 2 1
D 1 1 9

D 1 1 8

N 1 2 3

P 1 2 0

D 1 2 4

C 8 7

A 1 2 2

L 1 2 1
D 1 1 9

D 1 1 8

N 1 2 3

P 1 2 0

D 1 2 4

C 8 7

L 1 2 1

P 7 7
A 7 6

K 7 2

L 1 2 1

P 7 7
A 7 6

K 7 2

M ms 2 s y m m et r y m at e

C 2 U b c 1 3

B
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It is i m p ort a nt t o n ot e t h at cr yst al p a c ki n g i n v ol vi n g t h e l o o p w as n ot o bs er v e d i n t h e y e ast 

is of or ms ( 1J B B a n d 1J A T), h o w e v er t h e str u ct ur e of t h e a cti v e sit e l o o p i n t h es e y e ast str u ct ur es  

ar e v er y si mil ar t o t h e 1J 7 D h u m a n is of or ms. A d diti o n all y, t h e l o o p w as n ot cl os el y p a c k e d wit h 

s y m m etr y m at e s i n t h e U b c o nj u g at e d str u ct ur e of U b c 1 3 ( 2 G MI) (Fi g u r e 2 .7 A) .  We s u g g est t h at 

t h e diff er e nt l o o p c o nf or m ati o ns o bs er v e d i n t h es e str u ct ur es li k el y aris es fr o m i n h er e nt 

c o nf or m ati o n al pr ef er e n c es r at h er t h a n cr yst al p a c ki n g eff e cts.  F urt h er m or e, t h e l a c k of pr e ci pit a nt 

a n d cr yst al e q uili br ati o n at r o o m t e m p er at ur e  us e d t o d et er mi n e o ur n e w str u ct ur e s u g g ests t h at 

t hi s str u ct ur e mi g ht r e pr es e nt m or e p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt str u ct ur e  of U b c 1 3 i n its gr o u n d st at e .  

 

Fi g u r e 2 .7 . El e ct r o n D e nsit y M a ps  a n d C r yst al P a c ki n g E n vi r o n m e nt of  U b  b o u n d U b c 1 3  
( 2 G MI). 
 
Cr oss -e y e d dis pl a y of t h e cr yst al p a c ki n g c o n diti o n. N o s y m m etr y m at e wit hi n pr o xi mit y w as 
o bs er v e d. T h e t ail of U b t ail  is s e e n i n d ar k gr e y. Wat ers ar e r e pr es e nt e d wit h r e d ast eris ks.  
 

2. 4. 4  C o m p o u n d B i n di n g S t a bili z es Ub c 1 3  
 

S 8 7

G 7 6

L 1 2 1
S 8 7

G 7 6

L 1 2 1

U bU b

U b c 1 3 (2 G M I )

U b t ail
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T h e criti c al r ol es of U b c 1 3 i n N F -k B a n d D N A d a m a g e si g n ali n g h as m a d e t his E 2 a 

p arti c ul ar l y i nt er esti n g t ar g et f or t h er a p e uti c d e v el o p m e nt8 9  a n d a nitr of ur a n -b as e d s m all m ol e c ul e 

U b c 1 3 i n hi bit or h as b e e n dis c o v er e d t h at c o v al e ntl y m o difi es t h e a cti v e sit e c yst ei n e 1 0 0, 1 1 6 . 

I nt er esti n gl y, t h e a cti v e sit e l o o p pl a ys a k e y r ol e i n t h e s p e cifi cit y of c o m p o u n ds t ar g eti n g U b c 1 3.  

O ur fi n di n g t h at t h e U b c 1 3 g ati n g l o o p c a n o c c u p y a n a d diti o n al c o nf or m ati o n i n t h e n e w cr yst al 

str u ct ur e d e m o nstr at es t h at t hi s l o o p is e v e n m or e fl e xi bl e t h a n pr e vi o usl y e x p e ct e d. T his 

a d diti o n al fl e xi bilit y s u g g est s t h at U b c 1 3 c o ul d b e r e a cti v e t o a l ar g er r a n g e of Mi c h a el a d diti o n 

c o m p o u n ds t h a n o nl y N S C 6 9 7 9 2 3  (Fi g u r e 2 .8 ). T h er ef or e, w e s et o ut t o pr o b e t h e a cti v e sit e wit h 

n o v el i n hi bit ors.  

 

Fi g u r e 2 .8 . P r e vi o usl y C h a r a ct e ri z e d C o m p o u n ds t h at In hi bit U b c 1 3.  
 

A. N S C 6 9 7 9 2 3  B. B A Y 1 1 -7 0 8 2 . C o m p o u n ds utili z e d i n o u r st u d y  C . N S C 2 9 1 0 6 8, D . 

N S C 2 9 1 0 5 7, E . N S C 6 2 7 7 0 8, F . N S C 6 4 6 1 2 4, G . N S C 6 5 6 8 3 5 a n d H . 2 -nitr of ur a n.  

 

A B C D

E F G H

N S C 6 9 7 9 2 3 B A Y 1 1 -7 0 8 2 N S C 2 9 1 0 6 8 N S C 2 9 1 0 5 7

N S C 6 2 7 7 0 8 N S C 6 4 6 1 2 4 N S C 6 5 6 8 3 5 2 -Nit r of u r a n
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N S C 2 9 1 0 6 8 ( Fi g u r e 2 .8 C ) a n d N S C 2 9 1 0 5 7 (Fi g u r e 2 .8 D ), w er e r e p ort e d t o i n hi bit U b c 1 3 

i n a c ell ul ar b as e d ass a y, si mil ar t o t h e pr e vi o usl y p u bli s h e d c o m p o u n ds N S C 6 9 7 9 2 3 a n d B A Y 1 1-

7 0 8 2 1 0 0, 1 1 6  (Fi g u r e 2 .8 A, B ). A c o m m o n f e at ur e s e e n i n all c o m p o u n ds, e x c e pt f or B A Y 1 1 -7 0 8 2, is 

a 2 -nitr of ur a n m oi et y. We utili z e d a t h er m al s hift ass a y t o pr o b e t h e a bilit y of t h es e c o m p o u n ds t o 

aff e ct t h e f ol di n g st a bilit y of  wil dt y p e  U b c 1 3  ( U b c 1 3W T ). T his ass a y r eli es o n t h e bi n di n g of t h e 

h y dr o p h o bi c d y e, S Y P R O or a n g e t o h y dr o p h o bi c r esi d u es wit hi n t h e pr ot ei n t h at b e c o m e e x p os e d 

as t e m p er at ur e is i n cr e as e d a n d t h e pr ot ei n u nf ol ds all o wi n g f or t h e m e as ur e m e nt of t h e m elti n g 

t e m p er at ur e of t h e pr ot ein ( T m )1 4 3 . A n i n cr e as e i n t h e Tm of a pr ot ei n u p o n i nt er a cti o n wit h li g a n d 

s u g g ests a f a v o ur a bl e i nt er a cti o n a n d st a bili z ati o n of t h e pr ot ei n f ol d 1 4 4 . I n t h e c as e of U b c 1 3, its 

i ntri nsi c m elti n g t e m p er at ur e i n t h e pr es e n c e of 2 % D M S O is 5 5. 4 ° C (Fi g u r e 2 .9 A ). Pr e-r e a cti n g 

U b c 1 3 W T  wit h a n e x c ess of N S C 2 9 1 0 6 8 l e d t o a 4. 5  ° C  i n cr e as e i n T m  t o 5 9. 9 ° C (Fi g u r e 2 .9 A) , 

s u g g esti n g t h at t h e c o m p o u n d st a bili z es U b c 1 3. T his s hift is n ot o bs er v e d i n U b c 1 3 C 8 7 S , c o nsi st e nt 

wit h a c o v al e nt m o difi c ati o n of t h e a cti v e sit e c yst ei n e (Fi g u r e 2 .9 B) . I n t h e c as e of N S C 2 9 1 0 5 7, 

n o s hift w as o bs er v e d i n eit h er U b c 1 3 W T  or t h e U b c 1 3 C 8 7 S  (Fi g u r e 2 .9 C, D ). I nt er esti n gl y, w h e n a 

1 0 -f ol d e x c ess of 2-nitr of ur a n w as i n c u b at e d wit h U b c 1 3, a n i n cr e as e i n T m  of 1. 4  ° C w a s o bs er v e d 

(Fi g u r e 2 .9 E) . T his s hift w as n ot o bs er v e d w h e n 2-nitr of ur a n w as i n c u b at e d wit h t h e U b c 1 3 Q D  

m ut a nt (Fi g u r e 2 .9 F) . T h e r esist a n c e of t h e U b c 1 3Q D  m ut a nt t o t h e c o m p o u n d s u g g ests t h at t h e 

nitr of ur a n is s p e cifi c t o t h e U b c 1 3 a cti v e sit e gr o o v e str u ct ur e, a n d n ot t o ot h er E 2s.  
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Fi g u r e 2 .9 . C o m p o u n d B i n di n g In d u c es S t a bili z ati o n of t h e M elti n g T e m p e r at u r e of U b c 1 3.  
 

A.  U nf ol di n g tr a nsiti o n of 1 3 0 μ M U b c 1 3 W T  wit h D M S O, 5 x N S C 2 9 1 0 6 8, a n d 1 0 x N S C 2 9 1 0 6 8 

wit h T m  r e p ort e d o n t h e gr a p h. B . U nf ol di n g tr a nsiti o n of 1 3 0 μ M U b c 1 3 C 8 7 S  wit h D M S O, 5 x, a n d 

1 0 x N S C 0 6 8. C.  U nf ol di n g tr a nsiti o n of 1 3 0 μ M U b c 1 3 W T  wit h D M S O, 5 x, a n d 1 0 x N S C 2 9 1 0 5 7. 

D. u nf ol di n g tr a nsiti o n of 1 3 0 μ M U b c 1 3 C 8 7 S  wit h D M S O, 5 x, a n d 1 0 x of N S C 2 9 1 0 5 7. E . 

u nf ol di n g tr a nsiti o n of 1 3 0 μ M U b c 1 3 W T  wit h D M S O, 5 x a n d 1 0 x of 2 -nitr of ur a n.  F. u nf ol di n g 

tr a nsiti o n of 1 3 0 μ M U b c 1 3 Q D  wit h D M S O, 5 x a n d 1 0 x of 2 -nitr of ur a n.  
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2. 4. 5 N S C 2 9 1 0 6 8 R e a ct s w it h t h e A cti v e S it e C yst ei n e of U b c 1 3, a n d In hi bits U bi q uiti n C h ai n 
F o r m ati o n  
 

We pr e vi o usl y us e d a n a bs or b a n c e ass a y t o m o nit or t h e c o v al e nt m o difi c ati o n of U b c 1 3 

wit h t h e nitr of ur a n -c o nt ai ni n g i n hi bit or N S C 6 9 7 9 2 3 1 0 0 . I n t his ass a y, U b c 1 3 w as i n c u b at e d wit h 

i n hi bit or a n d t h e r e a cti o n w as m o nit or e d o v er 1 5 mi n ut es. Li k e N S C 6 9 7 9 2 3, tr e at m e nt of U b c 1 3 

wit h N S C 2 9 1 0 6 8 l e d t o a n a bs or b a n c e p e a k at 4 2 0 n m a n d a r e a cti o n w as o bs er v e d (Fi g u r e 

2 .1 0 A ). T h e a bs or b a n c e p e a ks w er e diff er e nt b et w e e n t h e t w o c o m p o u n ds, wit h N S C 6 9 7 9 2 3 

h a vi n g a m a xi m al a bs or pti o n p e a k at 3 8 0 n m. We pr e di ct t his diff er e n c e is d u e t o t h e n e w b o n d 

f or m e d wit h C 8 7, d es pit e b ot h c o m p o u n ds b ei n g pr e di ct e d t o h a v e t h e s a m e l e a vi n g gr o u p . T his 

r e a cti o n r e q uir e d t h e a cti v e sit e c yst ei n e, as n o r e a cti o n w as o bs er v e d wit h t h e U b c 1 3 C 8 7 S m ut a nt 

(Fi g u r e 2 .1 0 A ). A n i n cr e as e d r at e of r e a cti vit y w as o bs er v e d i n m or e al k ali n e c o n diti o ns, 

c o nsi st e nt wit h a m e c h a nis m w h er e t h e a cti v e sit e C 8 7 n u cl e o p hili c all y att a c ks t h e c o m p o u n d 

(Fi g u r e 2 .1 0 B ). N S C 2 9 1 0 6 8 w as als o a bl e t o i n hi bit U b c 1 3 L ys 6 3-li n k e d p ol y u bi q uiti n c h ai n 

b uil di n g i n a n i n vitr o ass a y (Fi g u r e 2 .1 0 C) . T o t est t h e s p e cifi cit y f or U b c 1 3 w e utili z e d U b c 1 3 Q D . 

N S C 2 1 0 6 8 i n hi bit e d t h e m ut a nt wit h si mil ar affi nit y t o U b c 1 3 W T , s u g g esti n g t h at, u nli k e 

N S C 6 9 7 9 2 3, t h e c o m p o u n d is n ot s el e cti v e f or t h e n ati v e U b c 1 3 a cti v e sit e c o nfi g ur ati o n ( Fi g u r e 

2 .1 0 D ). T o f urt h er c o nfir m t h e r e a cti vit y of N S C 2 9 1 0 6 8 w e utili z e d m ass s p e ctr o m etr y. R e a cti o n 

of U b c 1 3 wit h N S C 2 9 1 0 6 8 l e d t o a n i n cr e as e i n m as s of 1 3 7 D a (Fi g u r e 2 .1 1 A,  B ), c o nsi st e nt 

wit h t h e c o v al e nt a d diti o n of a nitr of ur a n -c o nt ai ni n g a d d u ct t o t h e a cti v e sit e c yst ei n e (Fi g u r e 

2 .1 0 G ). I n c o ntr ast, t h e r el at e d N S C 2 9 1 0 5 7 c o m p o u n d s h o w e d n o eff e ct o n U b c 1 3 TM a n d n o 

i n hi biti o n of U b  c h ai n b uil di n g, s u g g esti n g t h at t hi s c o m p o u n d is n ot a U b c 1 3 i n hi bit or (Fi g u r e 

2 .1 0 E, F ). We pr e di ct t h e o v er all si z e a n d g e o m etr y of t h e c o m p o u n d d o es n ot all o w it a c c ess i nt o 

t h e a cti v e sit e of U b c 1 3. 
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Fi g u r e 2 .1 0 .  N S C 2 9 1 0 6 8 r e a ct s i n a p H d e p e n d e nt m a n n e r a n d i n hi bits u bi q uiti n c h ai n 
f o r m ati o n.  
 

( A) A bs or b a n c e ass a y wit h a w a v el e n gt h f o 4 2 0 n m usi n g U b c 1 3 W T a n d  U b c 1 3 C 8 7 S  o v er 1 5 

mi n ut es. ( B) N S C 2 9 1 0 6 8 r e a cti vit y p H 6. 0 –  9. 0. ( C) West er n bl ot of u bi q uiti n i n hi biti o n ass a y 

wit h U b c 1 3 W T , first l a n e is a 2 % D M S O c o ntr ol , 2n d  l a n e n ot hi n g b ut r e a cti o n c o m p o n e nts, 3r d l a n e 

t o 7t h l a n e ar e r e a cti o ns pr e -r e a ct e d wit h N S C 2 9 1 0 6 8 c o n c e ntr ati o ns r a n gi n g  fr o m 1-1 5 μ M. B a n ds 

c orr es p o n d t o u bi q uiti n. ( D) U b c 1 3 Q D  utili z e d i n t h e ass a y wit h N S C 2 9 1 0 6 8. ( E)U b c 1 3 W T  pr e -
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r e a ct e d wit h N S C 2 9 1 0 5 7 c o n c e ntr ati o ns r a n gi n g fr o m 1 μ M -1 0 μ M. ( F) U b c 1 3 Q D  wit h 

N S C 2 9 1 0 5. ( G) Pr o p os e d m e c h a nis m of i n hi biti o n  of N S C 2 9 1 0 6 8.  

 

 
Fi g u r e 2 .1 1 . M ass a n al ysis s h o ws t h e a d diti o n of t h e a d d u ct t o U b c 1 3.   
 

A . M ass s p e ctr o m etr y d at a c oll e ct e d usi n g or bitr a p a n al y z er, a n d t h e m ol e c ul ar w ei g ht of U b c 1 3 W T  

w as m e a s ur e d t o b e 1 7 5 4 8. 6 D a, i n a gr e e m e nt wit h t h e t h e or eti c al m ol e c ul ar w ei g ht. B . U b c 1 3 W T 

r e a ct e d wit h N S C 2 9 1 0 6 8, a n d t h e m ol e c ul ar w ei g ht w as m e a s ur e d t o b e 1 7 6 8 5. 9 D a, i n a gr e e m e nt 

wit h t h e t h e or eti c al m ol e c ul ar w ei g ht p ost a d d u ct r e a cti o n wit h a cti v e sit e c yst ei n e.  
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2. 4. 5 2 -Nit r of u r a n s p e cifi c all y i n hi bit s U b c 1 3.   
 

T h e 2 -nitr of ur a n m oi et y is a c o m m o n f e at ur e of t h e i n hi bit ors N S C 2 9 1 0 6 8 a n d 

N S C 6 9 7 9 2 3. T h e t h er m al s hift ass a y s u g g est e d 2 -nitr of ur a n c o ul d i nt er a ct wit h U b c 1 3 W T b ut n ot 

t h e a cti v e sit e m ut a nt U b c 1 3 Q D  (Fi g u r e 2 .9 E, F) , s u g g esti n g 2-nitr of ur a n mi g ht pr o vi d e a l e a d 

t o w ar ds a n o n-c o v al e nt i n hi bit or t ar g eti n g t h e u ni q u e U b c 1 3 a cti v e sit e str u ct ur e . It w as pr e vi o usl y 

o bs er v e d i n c ell ul ar b as e d ass a ys t h at c o m p o u n ds l a c ki n g t h e nitr of ur a n m oi et y s h o w e d n o 

r e d u cti o n i n U b c 1 3’s a cti vit y1 1 6  (Fi g u r e 2 .8 E , F , G ), a n d w e f o u n d t h at t h es e c o m p o u n ds als o w er e 

n ot a bl e t o i n hi bit U b c 1 3 i n t h e i n vitr o u bi q uit yl ati o n  ass a y (Fi g u r e 2 .1 2 A , B, C ). Ta k e n t o g et h er, 

t h es e r es ults p oi nt e d t o t h e i m p ort a n c e of t h e 2-nitr of ur a n gr o u p f or i n hi biti o n a n d w e t h er ef or e 

d e ci d e d t o t est its a bilit y t o i n hi bit U b  c h ai n f or m ati o n. C o nsist e nt wit h t h e r es ults of t h e t h er m al 

s hift ass a y, w e f o u n d t h at 2 -nitr of ur a n i n hi bit e d t h e u bi q uit yl ati o n  a cti vit y of U b c 1 3 W T  b ut n ot 

U b c 1 3 Q D  (Fi g u r e 2 .1 2 D, E ).  
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Fi g u r e 2 .1 2 . T h e N it r of u r a n M oi et y P l a ys a K e y R ol e i n In hi biti n g U b c 1 3 . 
 

West er n bl ots of U b  i n hi biti o n ass a y wit h U b c 1 3W T i n c u b at e d wit h c o m p o u n ds l a c ki n g t h e 

nitr of ur a n m oi et y A . N S C 6 4 6 1 2 4, B . N S C 6 2 7 7 0 8, C . N S C 6 5 6 8 3 5 . D. West er n bl ot of U b  

i n hi biti o n ass a y usi n g el e v at e d c o n c e ntr ati o ns of t h e 2-nitr of ur a n m oi et y. E . U b  i n hi biti o n ass a y 

usi n g U b c 1 3 Q D  i n c u b at e d wit h 2-nitr of ur a n.  

 

2. 5 Dis c ussi o n   
 

U b c 1 3 is a n E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e r es p o nsi bl e f or s y nt h esi zi n g K 6 3 -li n k e d p ol y U b 

c h ai ns w hi c h pl a y a k e y r ol e i n D N A d a m a g e r es p o ns e, a n d N F k B si g n alli n g 8 9, 9 5, 9 6 . T h e  a cti v e 

sit e l o o p of U b c 1 3 is c e ntr al i n h o w it c arri es o ut its f u n cti o n 5 5, 1 0 1 . T h e c urr e nt m o d el s u g g ests 

r esi d u e L 1 2 1, w hi c h e x hi bits si g nifi c a nt c o ns er v ati o n wit hi n t h e e n z y m e f a mil y, o c c u pi es a 
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p ositi o n t h at w o ul d o bstr u ct t h e att a c k of a c c e pt or u bi q uiti n K 6 3 o n t h e a cti v e sit e C 8 7 d u e t o 

st eri c hi n dr a n c e 1 0 3, 1 0 5 . I n ot h er E 2 e n z y m e s, a n d i n t h e U b c 1 3 str u ct ur e w h e n C 8 7 is li n k e d t o t h e 

C -t er mi n us of a d o n or u bi q uiti n, t h e g ati n g l o o p u n d er g o es a c o nf or m ati o n al c h a n g e w h er ei n L 1 2 1 

r e p ositi o ns t o all o w a c c ess of a c c e pt or K 6 3 t o t h e a cti v e sit e C 8 7 5 5, 1 0 1 . T his g ati n g m e c h a nis m is 

p ost ul at e d t o i n v ol v e t w o disti n ct c o nf or m ati o ns, wit h d y n a mi cs b et w e e n t h e m dri vi n g t h e 

s el e cti v e s y nt h esis of K 6 3 -li n k e d u bi q uiti n c h ai ns1 0 3, 1 0 5 . H er e w e pr es e nt a n e w c o nf or m ati o n , 

cr yst alli z e d i n a m or e  n ati v e  e n vir o n m e nt l a c ki n g a n y pr e ci pit a nts.  N ot a bl y, L 1 2 1 m ai nt ai ns t h e 

a bilit y t o bl o c k a c c ess t o C 8 7  i n t h e pr es e nt e d str u ct ur e, s u g g esti n g t h at t h e l o o p is fl e xi bl e, b ut it 

r e m ai ns i n t h e i n a cti ve  st at e.  I nt er esti n gl y, a diff er e nt h y dr o g e n bi n di n g p att er n is o bs er v e d 

c o m p ar e d t o t h e U b b o u n d a n d u n b o u n d f or ms of U b c 1 3. I n t h e 1J 7 D str u ct ur e, t h e g ati n g l o o p 

ass u m es a c o nf or m ati o n h el d  b y t w o a dj a c e nt t y p e 1 b t ur ns, st a bili z e d b y i nt er n al h y dr o g e n 

b o n di n g b et w e e n N 7 9 a n d t ur n 1, as w ell as N 1 2 3 a n d t h e pr ot ei n 's i nt eri or. C o ns e q u e ntl y, L 1 2 1 

is p ositi o n e d a b o v e t h e a cti v e sit e C 8 7. I n t h e u p d at e d str u ct ur e, t ur n 1 s hifts a w a y fr o m N 7 9, 

w hil e t ur n 2 b e c o m es disr u pt e d, a d o pti n g a m or e el o n g at e d c o nf or m ati o n . D es pit e t h es e 

alt er ati o ns, L 1 2 1 r e m ai ns i n t h e " u p " p ositi o n, a n d N 1 2 3 m ai nt ai ns i nt er n al h y dr o g e n b o n di n g, 

mirr ori n g t h e arr a n g e m e nt i n 1J 7 D. U p o n U b  bi n di n g, t h e c o nf or m ati o n u n d er g o es f urt h er 

m o difi c ati o ns, li k el y i niti at e d b y t h e i nt er a cti o n b et w e e n N 1 2 3 a n d t h e i n c o mi n g K 6 3 of t h e 

a c c e pt or  u bi q uiti n. T his r e ori e nt ati o n of N 1 2 3 is li n k e d t o t h e r e p ositi o ni n g of L 1 2 1, w hi c h n o 

l o n g er o bstr u cts t h e a cti v e sit e c yst ei n e b ut i nst e a d ali g ns wit h t h e pr ot ei n's b o d y. Li k e  t h e r e vis e d 

cr yst al str u ct ur e, t h e r e g i o n s p a n ni n g 1 1 9-1 2 2 a d o pts a n el o n g at e d c o nf or m ati o n a n d d o es n ot 

e x hi bit t h e t ur n o bs er v e d i n 1J 7 D . A c o m p ar ati v e a n al ysis of all t h e a v ail a bl e str u ct ur es of U b c 1 3 

i n t h e P D B r e v e al e d t h e v ari o us c o nf or m ati o ns t h e l o o p c a n o c c u p y wit h diff er e nt bi n di n g p art n ers. 

N ot a bl y, t h e n e wl y c h ar a ct eri z e d str u ct ur e r e m ai ns u ni q u e i n c o m p ari s o n t o all t h e str u ct ur es b ut 
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is ulti m at el y cl os er i n c o nf or m ati o n t o t h e u n b o u n d, t h a n t h e U b -b o u n d  f or ms. We h y p ot h esi z e 

t h er e is eit h er a tr a nsiti o n al st at e c o nf or m ati o n b et w e e n t h e u n b o u n d a n d b o u n d st at e, or t h e l o o p 

is fl e xi bl e a n d o c c u pi es diff er e nt c o nf or m ati o ns at p h ysi ol o gi c al t e m p er at ur e. I n p ast st u di es, t w o 

c o m p o u n ds w er e  cr yst alli z e d c o v al e ntl y li n k e d t o U b c 1 3,  pr o vi di n g i nsi g hts i nt o t h e d y n a mi cs of 

t h e a cti v e sit e. B A Y 1 1 -7 0 8 2 l eft a s m all er a d d u ct att a c h e d t o t h e c yst ei n e a n d it w as a bl e t o e v a d e 

U b c 1 3 Q D  l o o p, a n d still i n hi bit its a cti vit y1 0 0 . I n c o ntr ast N S C 6 9 7 9 2 3 o nl y i n hi bit e d U b c 1 3 W T  i n 

vit r o  a n d n ot U b c 1 3 Q D  a n d s p e cifi cit y w as v ali d at e d i n vi v o1 0 0 . Str u ct ur al a n al ysis r e v e als 

N S C 6 9 7 9 2 3 r e a ct e d wit h C 8 7, a n d t h e nitr of ur a n m oi et y f or m e d  a h y dr o g e n b o n d wit h N 1 2 3  

(Fi g u r e 2 .1 3 A ). N 1 2 3 w as f o u n d t o pl a y a k e y r ol e i n i nt er a cti n g wit h c o v al e nt c o m p o u n ds f o u n d 

t o i n hi bit U b c 1 3, f urt h er st a bili zi n g t h e a d d u cts p ost r e a cti o n as pr e vi o usl y s h o w n wit h 

N S C 6 9 7 9 2 3 a n d B A Y 1 1 -7 0 8 2. N ot a bl y, t h er e w er e n o si g nifi c a nt c o nf or m ati o n al c h a n g e s 

i n d u c e d i n t h e a cti v e sit e l o o p w h e n  c o m p ar e d t o t h e u n b o u n d str u ct ur e of U b c 1 3 1 0 0 .  

 T o g ai n m or e i nsi g hts  i nt o U b c 1 3 a cti v e sit e d y n a mi cs , w e p urs u e d t w o si mil ar c o m p o u n ds 

t h at w er e dis c o v er e d i n t h e s a m e s cr e e n as N S C 6 9 7 9 2 3. N S C 2 9 1 0 5 7 s h o w e d n o dir e ct bi n di n g, or 

r e a cti vit y wit h U b c 1 3. It w as als o u n a bl e t o i n hi bit p ol yU b c h ai n f or m ati o n. N S C 2 9 1 0 6 8 s h o w e d 

dir e ct i nt er a cti o n wit h U b c 1 3, st a bili zi n g U b c 1 3’s m elti n g t e m p er at ur e b y 4  ° C . M or e o v er, t h e 

r e a cti vit y wit h t h e a cti v e c yst ei n e, r at h er t h a n a s eri n e m ut a nt, pr o vi d es e vi d e n c e of i nt er a cti o n at 

t h e a cti v e sit e. T h e m as s s p e ctr o m etr y d at a c o nfir m e d t h e a d d u ct l eft o v er i n t h e a cti v e sit e is 1 3 7 

g/ m ol. W h e n c o m p ar e d t o t h e a d d u ct l eft o v er w h e n N S C 6 9 7 9 2 3 r e a cts at t h e a cti v e sit e ( 1 1 1 

g/ m ol) 1 0 0 , t h e a cti v e sit e c yst ei n e m ust att a c k at a diff er e nt c ar b o n t h a n at t h e nitr of ur a n, l e a vi n g 

t w o m or e c ar b o ns e xt e n di n g t h e 2-nitr of ur a n i n t h e a cti v e sit e. T his p oi nts t o a n e w m e c h a ni s m of 

c o v al e nt i n hi biti o n. T o f urt h er i n v esti g at e N S C 2 9 1 0 6 8 s p e cifi cit y w e st u di e d it s eff e cts o n i n vit r o 

U b c h ai n s y nt h esis. Its a bilit y t o i n hi bit b ot h U b c 1 3 W T a n d U b c 1 3 Q D  s u g g ests N S C 2 9 1 0 6 8  is a 
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n o ns p e cifi c E 2 i n hi bit or. We h y p ot h esi z e it e v a d es t h e o bstr u ct e d a cti v e sit e gr o o v e i n U b c 1 3Q D , 

w hil e t et h er e d t o t h e a cti v e sit e c yst ei n e. T his c o ul d b e d u e t o t h e t w o a d diti o n al c ar b o ns o n t h e 

a d d u ct l eft o n C 8 7 . E x citi n gl y, w e s a w e vi d e n c e of t h e i nt er a cti o n of 2-nitr of ur a n wit h U b c 1 3 W T  

d u e t o t h e o bs er v e d s hift i n T m , a n d, at hi g h er c o n c e ntr ati o ns , t h e fr a g m e nt w as a bl e t o i n hi bit 

p ol y u bi q uiti n c h ai n f or m ati o n. U b c 1 3 Q D  w as r esist a nt t o 2 -nitr of ur a n , s u g g esti n g it s p e cifi c all y 

i n hi bits t h e a cti v e sit e gr o o v e of U b c 1 3 W T . Str u ct ur al c o m p aris o n b et w e e n t h e n e wl y cr yst alli z e d 

f or m ( 9 BI V) a n d t h e pr e vi o usl y cr yst alli z e d U b c 1 3 b o u n d t o t h e 2-nitr of ur a n a d d u ct p ost -r e a cti o n 

wit h N S C 6 9 7 9 2 3 ( 4 O N M) s h o ws t h at N 1 2 3 li k el y r e m ai ns a v ail a bl e f or h y dr o g e n b o n di n g wit h 

t h e 2-nitr of ur a n  (Fi g u r e 2 .1 3 A) . L 1 2 1 d o es n ot st eri c all y hi n d e r t h e c o v al e nt a d d u ct  a n d is cl os er 

t o t h e “ u p ” p ositi o n li k e 1J 7 D.  T h e  o v erl a y  of  U b c 1 3 Q D  a n d 4 O N M r e v e al s  t h e L 1 2 1 o c c u pi es t h e 

gr o o v e i n t h e m ut a nt w hi c h st eri c all y hi n d er s t h e 2-nitr of ur a n (Fi g u r e 2 .1 3 B) . We pr e di ct t h e 2-

nitr of ur a n  fr a g m e nt li k el y is st eri c all y hi n d er e d b y L 1 2 1 i n U b c 1 3 Q D , m a ki n g it a n o n-c o v al e nt 

s p e cifi c i n hi bit or of U b c 1 3. 

 

Fi g u r e 2 .1 3 . A cti v e Sit e A n al ysi s wit h N S C 6 9 7 9 2 3. 
 

A B

L 1 2 1

N 1 2 3

C 8 7

A 1 2 2 V

L 1 2 1

N 1 2 3

C 8 7

N 1 2 3 P

D 8 1 N
R 8 5 S

9 B I V 4 O N M 4 O N L 4 O N M
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T h e cr yst al s tr u ct ur e of U b c 1 3 r e a ct e d wit h N S C 6 9 7 9 2 3, wit h t h e 2 -nitr of ur a n a d d u ct c o v al e ntl y 

li n k e d i n t h e a cti v e sit e ( gr e y) o v erl a y e d o n  t h e n e w f or m of t h e a cti v e sit e l o o p ( bl u e) A . a n d t h e 

str u ct ur e of U b c 1 3 Q D (or a n g e ) B . usi n g P y M O L.  K e y r esi d u es ar e s h o w n i n sti c ks. N ot a bl y, t h e 

r esi d u es m ut at e d i n U b c 1 3Q D  D 8 1 N, R 8 5 S, A 1 2 2 V a n d N 1 2 3 P.  

 

C ert ai n li mit ati o ns of o ur st u d y st e m fr o m o ur i n a bilit y t o d et er mi n e t h e str u ct ur e s of t h e 

n e w c o m p o u n ds  b o u n d t o U b c 1 3 . F ut ur e st u di es s h o ul d f o c us o n c h ar a ct eri zi n g t h e str u ct ur es of 

c o m p o u n ds f or f ut ur e d e v el o p m e nt of n e xt g e n er ati o n i n hi bit or s.  F urt h er m or e, i n vit r o 

c h ar a ct eri z ati o n s h o w e d pr o misi n g r es ult s i n t h e c o m p o u n ds a bilit y t o i n hi bit U b c 1 3, b ut i n vi v o 

st u di es ar e n e c es s ar y t o st u d y t h e eff e cts of i n hi biti n g U b c 1 3 o n  D D R .  

K n o wi n g t h e d y n a mi cs of t h e a cti v e sit e of U b c 1 3 c a n h el p i n f urt h er d e v el o pi n g t h e 

i n hi bit or s t o m or e s p e cifi c c o m p o u n ds. F or e x a m pl e, N S C 6 9 7 9 2 3 is s p e cifi c t o U b c 1 3 b ut off 

t ar g et eff e cts w er e o bs er v e d i n c ell s. M o dif yi n g c ert ai n c h e mi c al gr o u ps w hil e m ai nt ai ni n g 

h y dr o g e n b o n ds wit hi n t h e a cti v e sit e c o ul d b e k e y i n i n cr e asi n g s p e cifi cit y a n d r e d u ci n g r e a cti vit y. 

T h e nitr o gr o u p o n t h e nitr of ur a n c a n b e s u bstit ut e d wit h pri m ar y a mi d es, nitril e, or a m et h yl 

s ulf o n e. T h e 2 -nitr of ur a n fr a g m e nt o p e ns a n o n -c o v al e nt a v e n u e i n dr u g d esi g n.  T h e u ni q u e 

c o nf or m ati o n of t h e a cti v e sit e l o o p, a n d t h e pr es e n c e of N 1 2 3  wit hi n t h e gr o o v e, off ers u p a 

s el e cti vit y d et er mi n a nt. T h er e h a v e b e e n s e v er al str at e gi es e m pl o y e d i n ass e m bli n g fr a g m e nts i nt o 

l ar g er s p e cifi c a n d ti g ht bi n di n g c o m p o u n ds1 4 5 . T h e 2 -nitr of ur a n c o ul d b e m o difi e d, a n d s e v er al 

c o m p o n e nts c a n b e a d d e d t h at t a k e a d v a nt a g e of U b c 1 3’s r el ati v el y d e e p gr o o v e c o m p ar e d t o ot h er 

E 2s t o i m pr o v e s p e cifi cit y a n d affi nit y, w hil e eli mi n ati n g t h e pr er e q uisit e r e a cti vit y of a c o v al e nt 

i n hi bit or. U n d erst a n di n g dr u g t ar g ets s u c h as U b c 1 3 wit h n o n -r e d u n d a nt c h ar a ct eristi cs is k e y d u e 

t o t h e o p p ort u nit y of h a vi n g a s el e cti vit y d et er mi n a nt. O ur w or k s u g g ests t h at e x pl ori n g t h e 

i ntri c at e d et ails of pr ot ei n str u ct ur e a n d d y n a mi cs c o ul d e n h a n c e o ur a bilit y t o d e v el o p hi g hl y 

s p e cifi c a n d p ot e nt i n hi bit or s.  
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2. 6 A c k n o wl e d g e m e nts  

We ar e gr at ef ul f or t h e NI H a n d t h e D e v el o p m e nt al T h er a p e uti cs Pr o gr a m f or t h e c o m p o u n ds. We 

ar e als o gr at ef ul f or t h e Al b ert a P r ot eo mi cs a n d M ass S p e ctr o m etr y f a cilit y f or t h eir t e c h ni c al 

assi st a n c e.  

2. 7. F u n di n g  

T h e w or k i n t h e J. N. M. G. l a b or at or y is f u n d e d b y t h e N at ur al S ci e n c es a n d E n gi n e eri n g R es e ar c h 

C o u n cil of C a n a d a ( N S E R C Dis c o v er y Gr a nt R G PI N -2 0 1 6 -0 5 1 6 3) a n d t h e C a n a di a n I nstit ut es of 

H e alt h R es e ar c h ( CI H R 1 6 8 9 7 2). I w as als o s u p p ort e d b y N o v artis P h ar m a c e uti c als C a n a d a I n c 

Gr a d u at e S c h ol ar s hi p , Q u e e n Eli z a b et h II Gr a d u at e S c h ol ars hi p, T h e D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y  

D o ct or al R e cr uit m e nt S c h ol ars hi p, Al b ert a Gr a d u at e E x c ell e n c e S c h ol ars hi p , a n d D a vi d L a ws o n  

A w ar d.  

2. 8  D e cl a r ati o n of I nt e r ests  

T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o nfli cts.  

2. 9  A ut h o r C o nt ri b uti o ns  

R. A. F p erf or m e d m ost of t h e e x p eri m e nts a n d wr ot e t h e m a n us cri pt. S. C. a n d Y. F. h el p e d wit h 

pr ot ei n p urifi c ati o n. Y. F. pr ef or m e d t h e a bs or b a n c e ass a ys a n d h el p e d wit h i n vit r o u bi q uit yl ati o n 

ass a y. J. N. M. G. c o n c ei v e d a n d s u p er vis e d t h e pr oj e ct.  
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C h a pt e r 3  –  M e c h a nisti c I nsi g hts i nt o D N A D a m a g e 
S e nsi n g RI N G E 3 Li g a s e R N F 1 3 8  
 

3. 1 A bst r a ct  

R N F 1 3 8 is a u bi q uiti n E 3 li g as e t h at bi n ds D N A d o u bl e -str a n d br e a ks, i n a c ell c y cl e -

d e p e n d e nt m a n n er, pr o m oti n g h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n d uri n g t h e S 2 a n d G p h as es. T h es e 

a cti o ns ar e c arri e d o ut b y u bi q uit yl ati n g a n d dis pl a ci n g t h e h et er o di m er K u fr o m D N A e n ds. 

R N F 1 3 8 als o u bi q uit yl at es Ct -I P, f a cilit ati n g D N A e n d r es e cti o n. H er e w e c h ar a ct eri z e d t h e D N A 

bi n di n g m e c h a nis m of R N F 1 3 8 b y t esti n g it s bi n di n g wit h v ari o us D N A c o nstr u cts. O ur bi n di n g 

st u di es r e v e al e d a str o n g pr ef er e n c e f or 3’ a n d 5’ o v er h a n g D N A, w hi c h R N F 1 3 8 bi n ds wit h a 

str o n g pr ef er e n c e f or l ar g er o v er h a n gs. F urt h er m or e, tr u n c ati n g R N F 1 3 8 l e a ds t o a n ot a bl e 

w e a k e ni n g of D N A bi n di n g, s u g g esti n g t h at m a n y r e gi o n s of t h e pr ot ei n ar e i n v ol v e d i n D N A 

bi n di n g. Al p h a F ol d m o d elli n g of R N F 1 3 8 s u g g est s a fl e xi bl e N -t er mi n al r e gi o n f oll o w e d b y 

l o c ali z e d or d er e d d o m ai ns c o nsi sti n g of a RI N G d o m ai n f oll o w e d b y a zi n c fi n g er, c o n n e ct e d t o 

t w o C-t er mi n al zi n c fi n g ers a n d a u bi q uiti n i nt er a cti n g m otif, i n a “ b e a ds o n a stri n g ” li k e 

c o nfi g ur ati o n.  
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3. 2 I nt r o d u cti o n  
 

 T h e m ai nt e n a n c e of a c ell’s D N A is i m p ort a nt t o pr ot e ct a g ai nst a v ari et y of dis e as es a n d 

dis or d ers 1 4 6 . D N A c o nst a ntl y s u bj e ct e d t o i ns ults fr o m b ot h e n d o g e n o us a n d e x o g e n o us f or c es ; 

t h er ef or e, or g a nis ms h a v e i m pl e m e nt e d a v ari et y of m e c h a nis ms t o d e al wit h t h e diff er e nt ki n ds 

of d a m a g e t h at c a n o c c ur 1 4 7 . A p arti c ul arl y pr o bl e m ati c f or m of d a m a g e is a d o u bl e-str a n d br e a k 

( D S B)2 8 . D S Bs ar e hi g hl y c yt ot o xi c l esi o ns, a n d t h e o c c urr e n c e of s u c h a br e a k i n t h e D N A c a n 

h a v e m ulti pl e c o ns e q u e n c es, s u c h as c hr o m os o m al i nst a bilit y, mi ss e ns e, n o ns e ns e m ut ati o ns, a n d 

e v e n c ell d e at h 4, 2 8, 4 6 . T h e t w o m ost pr e v al e nt m et h o ds f or d e ali n g wit h D S Bs ar e h o m ol o g o us 

r e c o m bi n ati o n ( H R) a n d n o n-h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ) 1, 4, 1 9, 2 1 . H o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n 

us es a sist er c hr o m ati d as a t e m pl at e t o r e p air t h e d o u bl e -str a n d br e a k 1 4 8 . N o n-h o m ol o g o us e n d 

j oi ni n g will pr o c ess t h e t w o r a w e n d s of t h e str a n d, r e m o vi n g n u cl e oti d es t o pr o d u c e bl u nt e n ds 

a n d s e ali n g t h e n e w g a p 3 0 . A r e d u cti o n or a bs e n c e of t h e e m pl o y m e nt of H R c a n l e a d t o t h e 

a c c u m ul ati o n of m ut ati o ns o v er ti m e a n d oft e n r es ults i n a n i n cr e asi n gl y u nst a bl e g e n o m e 4 . T h e 

us e of H R is c ar ef ull y m a n a g e d wit hi n t h e c ell, t hr o u g h p osttr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns ( P T Ms), 

a n d mis m a n a g e m e nt of t h e l e v els of H R h as b e e n ass o ci at e d wit h t u m ori g e n esis a n d, i n r ar e 

i nst a n c es, r esist a n c e t o c h e m ot h er a p y a n d r a di ati o n tr e at m e nts1 4 9 . 

 U bi q uit yl ati o n h as b e e n i d e ntifi e d as a n i m p ort a nt P T M at s e v er al p oi nt s i n t h e H R 

p at h w a y a n d is us e d i n b ot h d e gr a d ati v e a n d n o n -d e gr a d ati v e si g n alli n g 1 3 9 . T h e g e n er all y a c c e pt e d 

m e c h a nis m st arts wit h t h e a cti v ati o n of u bi q uiti n b y a n E 1 e n z y m e, f oll o w e d b y t h e tr a nsf er of t h e 

a cti v at e d u bi q uiti n t o a u bi q uiti n -c o nj u g ati n g e n z y m e, E 2, w hi c h, wit h t h e h el p of a n E 3 li g as e, 

tr a nsf er s t h e a cti v at e d u bi q uiti n to a t ar g et s u bstr at e 6 5, 6 6 . E 3 li g as es ar e cr u ci al i n t h e fi n al st e p of 

t h e u bi q uiti n c as c a d e, f a cilit ati n g t h e tr a nsf er of u bi q uiti n fr o m a n E 2 e n z y m e t o a s u bstr at e 

l ysi n e6 8, 1 2 0, 1 5 0 . T h es e li g as es f all i nt o t w o m ai n c at e g ori es b as e d o n t h eir m e c h a nis m s: t h os e t h at 
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tr a nsi e ntl y bi n d u bi q uiti n b ef or e tr a nsf erri n g it t o t h e s u bstr at e, s u c h as H E C T a n d R B R, a n d t h os e 

t h at d o n ot f or m s u c h a n i nt er m e di at e, t y pi c al of m ost R e all y I nt er esti n g N e w G e n e ( RI N G)-cl a ss 

E 3 li g as es 1 2 0 . RI N G E 3 li g as es us u all y f e at ur e a RI N G d o m ai n t h at i nt er a cts wit h a n E 2 e n z y m e, 

pr o m oti n g u bi q uiti n tr a nsf er 1 5 1 . U nli k e H E C T li g as es, t h e RI N G f a mil y l a c ks a c at al yti c all y a cti v e 

sit e t o dir e ctl y a c c e pt u bi q uiti n fr o m t h e E 2 e n z y m e 1 5 1, 1 5 2 . I nst e a d, t h e y p ositi o n t h e E 2-u bi q uiti n 

c o m pl e x o pti m all y f or t h e s u bstr at e's l ysi n e t o u n d er g o n u cl e o p hili c att a c k 1 5 1 . 

 O ur f o c us is a D N A -bi n di n g u bi q uiti n E 3 li g as e, k n o w n as RI N G fi n g er pr ot ei n 1 3 8 or 

R N F 1 3 8 1 2 9, 1 3 0 . R N F 1 3 8, i d e ntifi e d as a c o ns er v e d RI N G -t y p e E 3 li g as e, w as first r e c o g ni z e d f or 

it s r ol e as a s u p pr ess or of t h e W nt p at h w a y1 2 1 . M or e r e c e ntl y, R N F 1 3 8 h a s b e e n ass o ci at e d wit h 

D N A d a m a g e r es p o ns es a n d h as b e e n s h o w n e x p eri m e nt all y t o c orr el at e wit h i n cr e as e d s e nsiti vit y 

of a c ell t o D N A d a m a gi n g a g e nt s u p o n it s d e pl eti o n 3 5, 1 2 9, 1 3 0 . R N F 1 3 8 w a s f o u n d t o pr o m ot e H R 

b y dir e ctl y bi n di n g D N A o v er h a n gs p ost M R N e n d r es e cti o n a n d u bi q uit yl at es K u, dis pl a ci n g t h e 

h et er o di m eri c c o m pl e x w hi c h pr ot e cts D S B fr o m e n d r es e cti o n a n d pr o m ot es r e cr uit m e nt of 

pr ot ei ns i n v ol v e d i n N H EJ 1 2 9 . I n p ar all el, R N F 1 3 8 c o o p er at es wit h t h e U B E 2 D ( U b c H 5) f a mil y 

of E 2 e n z y m es t o u bi q uit yl at e a n d r e cr uit CtI P t o D S B w hi c h pr o m ot es H R a n d e xt e nsi v e D N A 

e n d r es e cti o n 1 3 0 .  

 R N F 1 3 8 is r el at e d t o a p o orl y c h ar a ct eri z e d f a mil y of RI N G E 3 li g as es, R N G 1 2 5, R N F 1 1 4, 

a n d R N F 1 6 6 all of w hi c h s h ar e si mil ar si z e a n d d o m ai n distri b uti o n 1 3 2 . All f o ur pr ot ei ns c o nsist 

of a RI N G d o m ai n o n t h e a mi n o ( N) -t er mi n us, c o n n e ct e d b y a s h ort li n k er ( L 1) t o a zi n c fi n g er 

( Z N F 1), f oll o w e d b y a li n k er ( L 2) w hi c h s e p ar at es t h e N-t er mi n al d o m ai ns fr o m 2 m or e zi n c 

fi n g ers ( Z N F 2, Z N F 3), a 3r d li n k er ( L 3) a n d a u bi q uiti n i nt er a cti n g m otif ( UI M) o n t h e c ar b o x y 

( C)-t er mi n us1 2 9, 1 3 2, 1 3 4 . R e c e nt c h ar a ct eri z ati o n of R N F 1 2 5’s N -t er mi n al r e gi o ns h as r e v e al e d 

i nsi g hts i nt o t h e c at al yti c f u n cti o ns of t hi s f a mil y of E 3 li g as es, b ut t h e str u ct ur e a n d m ol e c ul ar 
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f u n cti o n of R N F 1 3 8 is y et t o b e c h ar a ct eri z e d 1 3 4, 1 5 3 . M or e r e c e ntl y, s e v er al st u di es h a v e r e v e al e d 

a n i m p ort a nt r ol e f or R N F 1 3 8 i n c a n c er. It is o v er e x pr ess e d i n gli o m a c ells, a v er y a g gr essi v e t y p e 

of br ai n c a n c er, pr o m oti n g pr olif er ati o n, m et ast a sis, a n d r a di or esist a n c e 1 2 7, 1 3 5 . It is f urt h er 

i m pli c at e d i n cis pl ati n r esist a n c e i n g astri c c a n c er c ell s1 2 8 . T h er ef or e, it is i m p er ati v e t o 

c h ar a ct eri z e R N F 1 3 8’s a cti vit y a n d u n d erst a n di n g t h e f u n cti o ns of t h e d o m ai ns of R N F 1 3 8 is k e y 

t o u n d erst a n di n g R N F 1 3 8’s D N A a n d pr ot ei n bi n di n g a cti viti es.  

 I n t hi s st u d y, w e s et o ut t o bi o c h e mi c all y c h ar a ct eri z e R N F 1 3 8. We i niti all y tr u n c at e d 

R N F 1 3 8 t o v ar yi n g d e gr e e s t o i n v esti g at e t h e i m p a ct t h e y m a y h a v e o n D N A bi n di n g. f oll o w e d 

b y i n v esti g ati n g t h e l e n gt h of D N A r e q uir e d f or R N F 1 3 8 bi n di n g. O ur r es ults r e v e al t h at R N F 1 3 8 

is a r el ati v el y u nst a bl e pr ot ei n, w hi c h pr ef ers l ar g er D N A s u bstr at es, s p e cifi c all y D N A s u bstr at es 

c o nt ai ni n g l ar g e o v er h a n gs. F urt h er m or e, tr u n c ati o n of a n y d o m ai ns wit hi n R N F 1 3 8 r e d u c e d or 

eli mi n at e d D N A bi n di n g. Al p h a F ol d 2  a n al ysis of R N F 1 3 8 r e v e al e d a hi g hl y fl e xi bl e pr ot ei n, wit h 

or g a ni z e d d o m ai ns s e p ar at e d b y li n k er r e gi o ns.  Utili zi n g Al p h a F ol d 2 wit h t h e m ulti m er 

i m pl e m e nt ati o n, r e v e als t h e RI N G a n d Z N F 2 wit h el e m e nts fr o m L 2 ar e i n v ol v e d i n E 2 a n d 

u bi q uiti n i nt er a cti o n.  
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3. 3 M et h o ds  

3. 3. 1 P r ot ei n C o nst r u cts a n d E x p r e ssi o n  

 F o ur c o nstr u cts of R N F 1 3 8 w er e gift e d fr o m Dr. L e o S p yr a c o p o ul os’s l a b fr o m Dr. Bri a n 

L e e , f ull-l e n gt h R N F 1 3 8, RI N G-Z N F 1, Z N F 1, Z N F 2, Z N F 3, a n d Z N F 2, Z N F 3. T h e fift h c o nstr u ct 

tr u n c at e d at t h e UI M w as g e n er at e d i n o ur l a b. All c o nstr u cts w er e g e n er at e d wit h Gl ut at hi o n e S-

Tr a nsf er as e ( G S T) t a gs, c o n n e ct e d b y a 3 C pr ot e a s e c ut sit e f or t a g r e m o v al. B ot h g e n es w er e 

i ntr o d u c e d i nt o t h e pl as mi d p G E X 6 p 1, w hi c h als o c o nt ai n e d t h e g e n es f or a m pi cilli n r esist a n c e. 

T h es e g e n es w er e e x pr ess e d i n a b a ct eri al e x pr essi o n s yst e m. T h e pl as mi ds w er e tr a nsf or m e d i nt o 

B L 2 1 G ol d E. c oli c ell s, w hi c h c o nt ai n e d g e n e s t h at pr o vi d e d k a n a m y ci n r esist a n c e.  

3. 3. 2 D N A C o nst r u cts  

 All oli g o n u cl e oti d es w er e p ur c h as e d fr o m I nt e gr at e d D N A Te c h n ol o gi es (I D T)  (T a bl e 

3 .1 ). F o ur  3’  l a b ell e d 6-c ar b o x yfl u or es c ei n ( F A M) , wit h a 5’ p h os p h at e gr o u p, at 1 m M 

c o n c e ntr ati o ns.  T h e r e m ai ni n g oli g o n u cl e oti d es w er e or d er e d at 1 0 0 μ M.  U p o n arri v al, D N A 

s u bstr at es w er e r es us p e n d e d i n w at er. F or a n n e ali n g r e a cti o ns 1: 1 of F A M l a b ell e d D N A wit h a 

c o m pl e m e nt ar y u nl a b ell e d D N A str a n d w er e c o m bi n e d  i n a n E p p e n d orf t u b e. T h e t u b es w er e 

i n c u b at e d at 9 5 ° C f or 5 mi n.  T h e t u b es w er e t h e n all o w e d t o c o ol d o w n sl o wl y o v er ni g ht t o r o o m 

t e m p er at ur e.  
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T a bl e 3 .1 . Oli g o n u cl e oti d e S e q u e n c es Utili z e d i n O u r St u d y  

 
 

3. 3. 3  B a ct e ri al C ell G r o wt h a n d I n d u cti o n  

 I n t h e c as e of all R N F 1 3 8 c o nstr u cts, w e st art e d wit h a n E. c oli  B L 2 1 G ol d c ell li n e. T his 

c ell li n e w as tr a nsf or m e d wit h a pl as mi d p G E X 6 P 1, w hi c h c o nt ai ns a m pi cilli n -r esist a nt g e n es, as 

w ell as t h e g e n e f or R N F 1 3 8 -G S T c o nstr u cts. O ur i niti al c ult ur e w as i n o c ul at e d fr o m b a ct eri al 

c ol o ni es o n a m pi cilli n a n d k a n a m y ci n pl at es, i n 5 m L of L B Br ot h tr e at e d wit h 5 μ L of 5 0 m g/ m L 

k a n a m y ci n  ( 5 0 μ g/ m L)  a n d 5 μ L of 1 0 0 m g/ m L a m pi cilli n  ( 1 0 0 μ g/ m L)  a n d i n c u b at e d o v er ni g ht 

at 3 7  ° C. We tr a nsf err e d t h e e ntir e 5 m L pr e p ar ati o n t o 5 0 0 m L of L B Br ot h pr e -tr e at e d wit h 5 0 0 

μ L of k a n a m y ci n a n d a m pi cilli n. T his c ult ur e w as i n c u b at e d f or at l e ast 2 -4 h o urs at 3 7  ° C. T h e 

o pti c al d e nsit y f or o ur s a m pl e w as m e as ur e d at 6 0 0 n m t o d et er mi n e w h et h er or n ot t o m o v e o n t o 

t h e n e xt st e p. O n c e t h e o pti c al d e nsit y f ell b et w e e n 0. 6 a n d 0. 7, w e m o v e d o n t o t h e n e xt c ult ur e. 

Oli g o n u cl e oti d e S e q u e n c eN u m b e r 
of b as es

P 5   T A A C G G A G A G G C T A A G G A T G T A C T G C T T G T T A G G C T C C A T 3   F A M4 0

5   A T G G A G C C T A A C A A G C A G T A C A T C C T T A G C C T C T C C G T T A 3  4 0

5  A T G G A G C C T A A C A A G C A G T A C A T C C T T A G C C T C T C C G T T A A G T G C C A A T T T C A C T G T A A G 3  6 0

5   A T G G A G C C T A A C A A G C A G T A 3  2 0

P 5  T A A C G G A G A G G C T A A G G A T G T A C T G C T T G 3   F A M3 0

5   A C A A G C A G T A C A T C C T T A G C C T C T C C G T T A 3  3 0

5   A C A A G C A G T A C A T C C T T A G C C T C T C C G T T A A T G G A G C C T A 3  4 0

5   A C A A G C A G T A C A T C C T T A G C 3  2 0

P 5  A A C G G A G A G G C T A A G G A T G T 3   F A M 2 0

5   A C A T C C T T A G C C T C T C C G T T 3  2 0 

5   A C A T C C T T A G C C T C T C C G T T A T G G A G C C T A 3  3 0

5   A C A T C C T T A G 3  1 0

P 5   T A A C G G A G A G G C T A A 3   F A M1 5

5   T T A G C C T C T C C G T T A 3  1 5

5   T T A G C C T C T C C G T T A A T G G A 3  2 0 

5   T T A G C C T C T C 3   1 0
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8 b ottl es, e a c h c o nt ai ni n g 1 L of L B br ot h, w er e pr e p ar e d, a n d tr e at e d wit h 1 m L of k a n a m y ci n 

a n d a m pi cilli n. 5 0 m L fr o m t h e 5 0 0 m L pr e p ar ati o n w as a d d e d t o e a c h b ottl e. T h e 1 L pr e p ar ati o ns 

w er e i n c u b at e d at 3 7  ° C f or a f urt h er 2 -4 h o urs. A g ai n, o pti c al d e nsit y at 6 0 0 n m w as us e d t o 

d et er mi n e w h et h er t o m o v e o n t o i n d u cti o n. 0. 6 -0. 7 w as o n c e a g ai n t h e t ar g et o pti c al d e nsit y. T h e 

c ells w er e i n d u c e d b y t h e a d diti o n of 2 0 0 μ L of 0. 5 M Z n Cl 2  a n d 2 0 0 μ L of 1 M I P T G t o e a c h 1 L 

b ottl e. T h e pr e p ar ati o ns w er e t h e n i n c u b at e d o v er ni g ht at 1 7 ° C. T h e c ells w er e p ell et e d o ut of 

s ol uti o n vi a c e ntrif u g ati o n at 4 0 0 0 R P Ms (J L A -8. 1 r ot or) f or 1 5 mi n ut es at 4  ° C. S u p er n at a nts 

w er e dis c ar d e d, a n d t h e p ell et w as eit h er us e d ri g ht a w a y or fr o z e n vi a li q ui d nitr o g e n a n d st or e d 

at -8 0  ° C.  

3. 3. 4  B a ct e ri al E x p r ess e d P r ot ei n P u rifi c ati o n  

T h e f oll o wi n g pr ot o c ol w as us e d f or all pr ot ei n c o nstr u cts. T h e p ell et e d c ell s, us e d dir e ctl y 

f oll o wi n g gr o wt h or r etri e v e d fr o m -8 0  ° C, w er e r es us p e n d e d i n R N F 1 3 8 lysis b uff er ( 5 0 m M Tri s 

p H 7. 5, 5 0 0 m M N a Cl, 1 0 μ M Z n Cl 2 , 1 μ L/ m L B M E). T o t h e s a m pl e, 0. 0 4 g of l ys o z y m e a n d 2 0 0 

μ L of a pr ot e as e i n hi bit or c o c kt ail ( Si g m a Al dri c h) w er e a d d e d . R es us p e nsi o n w as c arri e d o ut at 4 

° C, usi n g a m a g n eti c stir b ar s et u p f or ~ 3 5 mi n ut es. F oll o wi n g r es us p e nsi o n, t h e c ells w er e l ys e d 

b y s o ni c ati o n at a n a m plit u d e of 7 0 % , usi n g 1 5 s e c o n ds o n 4 5 s e c o n ds off p uls es, f or a t ot al of 3 

mi n ut es of s o ni c ati o n.  T h e l ys at e w as s u bs e q u e ntl y c e ntrif u g e d at 1 2 0 0 0 -1 3 0 0 0 R P Ms (J A -1 7 

R ot or) f or 4 0 mi n ut es at 4  ° C. T h e p ell et w as dis c ar d e d. T h e s u p er n at a nt w as t h e n tr e at e d wit h 4. 5 

m L of p ol y et h yl e n ei mi n e ( P EI) ( dr o p wis e t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 0. 0 5 % w/ v o v er 

a p pr o xi m at el y 1 5 mi n ut es). T h e s a m pl e w as l eft t o mi x f or a n a d diti o n al 2 0 mi n ut es, t h e n 

c e ntrif u g e d at 1 3 0 0 0 R P Ms (J A -1 7 r ot or) f or 3 0 -3 5 mi n ut es at 4  ° C t o p ell et o ut a n y pr e c i pit at e d 

D N A. T h e s u p er n at a nt is c oll e ct e d t o pr o c e e d t o G S T affi nit y c hr o m at o gr a p h y. T h e s u p er n at a nt 

w as t h e n tr a nsf err e d t o a b ottl e a n d i n c u b at e d wit h g l ut at hi o n e s e p h ar o s e  b e a ds ( Si g m a Al dri c h) 
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f or 1 h o ur. T his mi xt ur e w as tr a nsf err e d t o a f al c o n t u b e f oll o wi n g i n c u b ati o n a n d w as c e ntrif u g e d 

at 4 5 0 0 R P Ms (J A-7. 5) f or 2 mi n ut es at 4  ° C. T h e r es ulti n g s u p er n at a nt w as dis c ar d e d, t h e b ottl e 

w as ri ns e d wit h l ysis b uff er a n d t h e pr e vi o us c e ntrif u g ati o n w as r e p e at e d. T h e b e a ds w er e 

tr a nsf err e d b a c k t o a c ol u m n a n d w as h e d wit h l ysi s b uff er ( 5 0 m M Tri s p H 7. 5, 5 0 0 m M N a Cl, 1 0 

μ M Z n Cl 2 , 1 μ L/ m L B M E). We el ut e d t h e G S T -t a g g e d c o nstr u cts wit h 1 0 m L v ol u m es of el uti o n 

b uff er ( 5 0 m M Tri s p H 7. 5, 5 0 0 n M N a Cl, 1 0 μ M Z n Cl 2 , 1 0 m M gl ut at hi o n e, 1 μ L/ m L B M E). 

F o ur  of t h es e 1 0 m L fr a cti o ns w er e c oll e ct e d i n t ot al. E a c h of t h es e  fr a cti o ns w as c oll e ct e d i n t est 

t u b es. O n e a d diti o n al 1 5 m L fr a cti o n w as als o c oll e ct e d a n d w as al w a ys c oll e ct e d l ast. T h es e 

fr a cti o ns w er e p o ol e d a n d di g est e d wit h 3 C pr ot e as e o v er ni g ht. At t hi s p oi nt i n t h e e x p eri m e nt, w e 

n e e d e d t o s e p ar at e fr e e G S T fr o m R N F 1 3 8 as t h e y ar e f ar t o o cl os e i n si z e t o b e eff e cti v el y 

s e p ar at e d i n si z e e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y. We c o n c e ntr at e d t h e 5 0 m L o v er ni g ht 3 C di g ests 

v ol u m e d o w n t o 1 -2 m L usi n g 1 0  k D a c o n c e ntr at or t u b es, a d d e d 2 0 m L of l ysis b uff er l a c ki n g 

gl ut at hi o n e a n d r e p e at e d c y cl es of c e ntrif u g ati o n at 4 0 0 0 R P Ms (J A -7. 5 r ot or) t hr e e ti m es, 

eff e cti v el y b uff er e x c h a n gi n g gl ut at hi o n e o ut. Aft er t h e 3 r d r u n, t h e s a m pl es w er e f urt h er dil ut e d 

wit h l ysis b uff er a n d i n c u b at e d o n fr es h gl ut at hi o n e b e a ds f or a n h o ur a n d a h alf at 4  ° C. T h e fl o w 

t hr o u g h aft er t h e i n c u b ati o n w as c oll e ct e d, t h e c ol u m n w as w a s h e d t wi c e wit h l ysi s b uff er bri n gi n g 

t h e t ot al v ol u m e t o 4 0 m L, t h e pr ot ei ns w er e t h e n c o n c e ntr at e d t o 2 m L usi n g 1 0 k D a c e ntri c o n 

c o n c e ntr at or t u b es ( Si g m a Al dri c h). Fi n all y, si z e e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y w as a p pli e d t o t h e 

s a m pl e. We e m pl o y e d a S u p er d e x 7 5 1 6/ 6 0 c ol u m n , a n d pr ot ei n el uti o n w as m o nit or e d usi n g a 

2 8 0 n m U V l a m p, fr a cti o ns c orr es p o n di n g t o a p e a k i n 2 8 0 n m w er e c oll e ct e d. T h es e fr a cti o ns 

w er e p o ol e d f or f urt h er us e. T h e s u c c e ss of t h e st e ps of p urifi c ati o n w as est a bli s h e d b y r u n ni n g 

s a m pl es t a k e n fr o m e a c h  st e p i n a 5-1 5 % p ol y a cr yl a mi d e g el. T h e r es ulti n g g el( s) w er e  r u n at 2 4 0 

v olt s f or 3 0 mi n ut es a n d t h e n st ai n e d usi n g C o o m assi e bl u e d y e.  
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3. 3. 5  M a m m ali a n C ell Cl o ni n g a n d Tr a nsf e cti o n  

 E x pi 2 9 3 F c ells w er e gift e d t o us fr o m Dr. M ar e k Mi c h al a k’s l a b. M a m m ali a n c ell c o nstr u ct 

of R N F 1 3 8 w as cl o n e d i nt o p C D N A 3. 1 v e ct or, wit h a C M V pr o m ot er f oll o w e d b y N -t er mi n al 

G S T t a g, f oll o w e d b y a T o b a c c o Et c h Vir us ( T E V) pr ot e as e cl e a v a g e  sit e, 3 C pr ot e as e, a n d 1 0 x 

His -t a g. Fr es h E x pi 2 9 3 c ells w er e t h a w e d a n d c ult ur e d i n N al g e n e Si n gl e -Us e P E T G 1 2 5 m L 

Erl e n m e y er  Fl as ks ( T h er m ofis h er S ci e ntifi c) a n d p ass a g e d 3 ti m es i n C D M 4 H E K 2 9 3 m e di a 

( C yti v a), s u p pl e m e nt e d wit h 1 X Gl ut a M A X b ef or e tr a nsf e cti o n. 1 2 5 m L fl a s ks c o nt ai ni n g 3 5 m L 

of c ells w er e gr o w n o n a s h a k er at 3 7  ° C , 8 0 % h u mi dit y e n vir o n m e nt, a n d 8 % C O2  at m os p h er e 

wit h a s h a k er s p e e d of 1 2 5 r p m. F or t h e first p ass a g e, c ells w er e c o u nt e d usi n g tr y p a n bl u e, a n d a 

h e m o c yt o m et er, t o d et er mi n e c ell n u m b er s a n d vi a bilit y. At t h e first p ass a g e, 1 -3 x 1 0 6  vi a bl e 

c ells/ m L w er e a c c e pt a bl e. F oll o wi n g t h e first p ass a g e, r o uti n e g e n er al m ai nt e n a n c e of c ell s w as 

c arri e d o ut w h e n t h e y r e a c h e d a d e nsit y of 3 -5 x 1 0 6  vi a bl e c ells/ m L. F or tr a nsf e cti o n, c ells w er e 

gr o w n t o 3 -5 m v c ( milli o n vi a bl e c ells)/ m L > 9 5 % vi a bl e. T h e y w er e p ell et e d, at 6 0 0 x g f or 2 mi n 

at r o o m t e m p er at ur e a n d t h e m e di a w as c ar ef ull y r e m o v e d. Fr es h w ar m m e di a w as a d d e d t o gi v e 

a fi n al of 1 m c v/ m L a n d i n c u b at e d o v er ni g ht. O n t h e s e c o n d d a y c ells w er e c o u nt e d  a n d s p u n d o w n 

at 6 0 0 x g f or 2 mi n, at r o o m t e m p er at ur e a n d m e di a w as g e ntl y r e m o v e d. Gr o wt h m e di a w as 

r e pl a c e d wit h w ar m tr a nsf e cti o n m e di a H y C ell Tr a ns F x-H ( C yti v a), s u p pl e m e nt e d wit h + 0. 1 % 

Pl ur o ni c F -6 8, t o gi v e a fi n al v ol u m e of 2 0 m v c/ m L. 1. 2 5 µ g D N A / m v c w as a d d e d w hil e g e ntl y 

s wirli n g, 3. 7 5 µ L of 1 m g/ ml 4 0 k D a P EI/ m v c  w as a d d e d sl o wl y w hil e s wirli n g a n d c ells w er e 

i n c u b at e d f or 3 h o urs. I n a s e p ar at e fl as k, tr a nsf e cti o n m e di a + 0. 1 % Pl ur o ni c F -6 8 w er e w ar m e d 

i n t h e e x pr essi o n fl as k t o gi v e 1 m v c/ ml fi n al, c ell s c o nt ai ni n g t h e D N A P EI mi xt ur e, w er e t h e n 

tr a nsf err e d i nt o t h e e x pr es si o n fl as k, 3. 5 m M of v al pr oi c a ci d ( V P A) w as a d d e d. C ells w er e 

i n c u b at e d f or 4 d a ys. Aft er 4 d a ys, c ell s w er e c o u nt e d, p ell et e d, a n d fl as h-fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n. 
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3. 3. 6  E x pi 2 9 3 G S T p r ot ei n p u rifi c ati o n  

 Ar o u n d a 1 6 0 milli o n c ell s w er e utili z e d. C ells w er e l ys e d b y r es us p e nsi o n i n 5 m L of 

p h os p h at e -b uff er e d s ali n e ( P B S) s u p pl e m e nt e d wit h 1 m M E D T A, 1 % Trit o n X -1 0 0; 1 m M D T T 

a n d 1 t a bl et of c O m pl et e ™  Pr ot e as e I n hi bit or C o c kt ail ( Milli p or e Si g m a). C ells w er e pi p ett e d u p 

a n d d o w n o n i c e a n d all o w e d t o t u m bl e f or 1 h o ur at 4  ° C. C ells w er e t h e n s o ni c at e d, wit h s h ort 

p uls e s at 7 0 % a m plit u d e, 1 s e c o n d o n, 5 s e c o n ds off. C ell s w er e t h e n s p u n d o w n at 1 3 0 0 0 R P Ms 

(J A-1 7 r ot or) f or 3 0 -3 5 mi n ut es at 4  ° C, t h e s u p er n at a nt w as c oll e ct e d, t h e p ell et w as w as h e d a g ai n 

wit h 3 m L of l ysis b uff er, s p u n d o w n a g ai n, a n d t h e s u p er n at a nt w as c oll e ct e d. G S T b e a ds w er e 

e q uili br at e d wit h l ysis b uff er at 4  ° C, a n d t h e s u p er n at a nt w as i n c u b at e d wit h 1 m L of G S T b e a ds 

a n d all o w e d t o i n c u b at e f or 1 h o ur at 4  ° C. T h e pr ot ei n w as t h e n el ut e d usi n g t h e l ysi s b uff er, 

e x c e pt 0. 5 % Trit o n, a n d s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 m M r e d u c e d gl ut at hi o n e. Histi di n e p urifi c ati o ns 

f oll o w e d t h e s a m e pr ot o c ol, b ut i nst e a d of G S T b e a ds, w e utili z e d His P ur ™  Ni -N T A R esi n 

( T h er m ofi s h er S ci e ntifi c), a n d 1 0 0 m M i mi d a z ol e w as us e d f or el uti o n.  

3. 3. 7  S D S -P A G E a n d I m m u n o bl otti n g  

 T h e s a m pl es w er e l o a d e d i nt o s m all, c ust o m -c ast g el tr a ys c o nt ai ni n g Tris s ol uti o ns wit h 

s p e cifi c c o n c e ntr ati o ns a n d p H l e v els ( 3 7. 5 m M at p H 8. 8 f or t h e m ai n l a y er a n d 1 2. 5 m M at p H 

6. 8 f or t h e s u p p orti n g l a y er), al o n g wit h 0. 1 % s o di u m d o d e c yl s ul p h at e ( S D S), a n d 5 -1 2 % 

p ol y a cr yl a mi d e. Pr e cisi o n Pl us pr ot ei n d u al c ol o ur st a n d ar ds fr o m Bi o -R a d w er e us e d as r ef er e n c e 

m ar k ers. El e ctr o p h or esis w as c o n d u ct e d at 1 5 0 v olt s i n a ru n ni n g b uff er s ol uti o n c o nt ai ni n g 2 5 

m M Tri s p H 8. 3, 1 9 2 m M gl y ci n e, a n d 0. 1 % S D S. T h e  s e p ar at e d pr ot ei ns w er e t h e n tr a nsf err e d 

o nt o a nitr o c ell ul os e m e m br a n e vi a w et el e ctr o -tr a nsf er f or o n e h o ur at 1 1 0 v olt s usi n g a tr a nsf er 

b uff er s ol uti o n c o nt ai ni n g 2 5 m M Tri s p H 8. 3, 1 9 2 m M gl y ci n e, a n d 2 0 % m et h a n ol. F or 

i m m u n o bl otti n g, t h e nitr o c ell ul os e m e m br a n e w as i niti all y bl o c k e d wit h a s ol uti o n of 4 % fi s h s ki n 
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g el ati n ( F S G) diss ol v e d i n T B S ( Tri s -b uff er e d s ali n e) at r o o m t e m p er at ur e. T h e pri m ar y a nti b o di es 

w er e dil ut e d i n fr es hl y pr e p ar e d T B S c o nt ai ni n g 0. 1 % T w e e n -2 0 ( T B S T) or 2 % F S G f or R N F 1 3 8 

a nti b o di es a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 4  ° C o n a r o c k er. T h e m e m br a n es w er e s u bs e q u e ntl y w as h e d 

t hr e e ti m es, e a c h f or 1 0 mi n ut es, i n T B S T. T h e y w er e t h e n i n c u b at e d f or 1 h o ur at r o o m 

t e m p er at ur e wit h s e c o n d ar y a nti b o di es c o nj u g at e d wit h h ors er a dis h p er o xi d as e ( H R P), I R D y e 

6 8 0 R D, or I R D y e 8 0 0 C W ( all fr o m LI-C O R Bi os ci e n c es) i n T B S T. F oll o wi n g i n c u b ati o n, t h e 

m e m br a n es w er e w as h e d a g ai n t hr e e ti m es, e a c h f or 1 0 mi n ut es, i n T B S T, f oll o w e d b y a si n gl e 

w as h i n T B S f or 1 0 mi n ut es. H R P a cti vit y w as d et e ct e d b y i m m er si n g t h e m e m br a n es i n 

A m ers h a m E C L Pri m e West er n Bl otti n g D et e cti o n  R e a g e nt (fr o m C yti v a) f or 2 mi n ut es. 

C h e mil u mi n es c e n c e si g n als w er e a c q uir e d usi n g t h e O d yss e y F c I m a gi n g S yst e m a n d q u a ntifi e d 

b y d e nsit o m etr y usi n g I m a g e St u di o s oft w ar e, b ot h fr o m LI -C O R Bi os ci e n c es. Fl u or es c e n c e 

si g n als fr o m I R D y e w er e als o d et e ct e d u si n g t h e s a m e i m a gi n g s yst e m a n d q u a ntifi e d si mil arl y.  

3. 3. 8  El e ct r o p h o r eti c M o bilit y S hift Ass a y  

 S eri all y dil ut e d c o n c e ntr ati o ns of R N F 1 3 8 c o nstr u cts ( 0/ 0. 0 2/ 0. 0 4/ 0. 0 8/ 0. 2/ 0. 4/ 0. 8/ 2/ 4/ 8 

μ M) w er e t est e d a g ai nst a c o nsi st e nt c o n c e ntr ati o n ( 2 0 n M) of D N A s u bstr at e. E a c h r e a cti o n 

mi xt ur e c o m pri s e d 1 μ L of 3’ F A M D N A s u bstr at e, 1 μ L of pr ot ei n i n st or a g e b uff er, 5 μ L of E M S A 

bi n di n g b uff er ( c o nt ai ni n g, 2 5 m M Tri s -H Cl ( p H 7. 5), 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M D T T, a n d 1 0 % 

gl y c er ol), a n d 2 μ L of H 2 O, w hi c h w er e mi x e d a n d t h e n i n c u b at e d f or 1 0 mi n ut es. F oll o wi n g t his, 

2 μ L of 4 X E M S A l o a di n g d y e ( c o nsisti n g of 1 0 % gl y c er ol, 2 4 0 m M Tris -H Cl ( p H 7. 5), a n d 4 

m g/ m L br o m o p h e n ol bl u e) w as a d d e d t o t h e r e a cti o n mi xt ur e b ef or e l o a di n g it o nt o a pr e -r u n 6 % 

n ati v e p ol y a cr yl a mi d e g el ( pr e p ar e d wit h a r ati o of 1 9: 1 a cr yl a mi d e/ bis a cr yl a mi d e). 

El e ctr o p h or esis w as c o n d u ct e d at 1 0 0 V f or 5 5 mi n ut es at 4  ° C i n 1 X T B E b uff er. Fr e e a n d b o u n d 
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D N A s u bstr at es w er e t h e n vis u ali z e d usi n g a T y p h o o n ™  p h os p h ori m a g er a n d q u alit ati v el y 

a n al y z e d.  

3. 3. 9  Al p h a F ol d 2 M o d elli n g a n d A n al ysis  

 Str u ct ur al m o d eli n g a n d pr e di cti o ns f or R N F 1 3 8 ( U ni pr ot a c c essi o n: Q 8 W V D 3), U b H 5 b 

( P 6 2 8 3 7) a n d U bi q uiti n ( P 0 C G 4 8) w er e c o n d u ct e d usi n g t h e C ol a b F ol d i m pl e m e nt ati o n of 

Al p h a F ol d 2 ( htt ps:// git h u b. c o m/ s o kr y pt o n/ C ol a b F ol d )1 5 4 – 1 5 7 . T h e pr ot ei n s e q u e n c es w er e i n p ut i n 

Al p h a F ol d _ M M s e q 2 G o o gl e C ol a b n ot e b o o k ( v ersi o n 1. 5. 5). O ut p ut m o d el s w er e ass e ss e d a n d 

r a n k e d b as e d o n pr e di ct e d t e m pl at e m o d elli n g ( p T M) a n d i nt erf a c e pr e di ct e d t e m pl at e m o d elli n g 

(i p T M) s c or es, wit h t h e hi g h est s c ori n g m o d el s el e ct e d f or f urt h er a n al ysis. M o d el vis u ali z ati o n, 

a n al ysis, a n d i m a g e cr e ati o n w er e p erf or m e d usi n g P y M O L  ( Versi o n 2. 3. 3, S c hr ö di n g er, L L C). 

C o nfi d e n c e m etri cs w er e g e n er at e d a n d pl ott e d usi n g Mi cr os oft E x c el ( v ersi o n 2 4 0 3) a n d 

M or p h e us ( a v ail a bl e at: htt ps://s oft w ar e. br o a di nstit ut e. or g/ m or p h e us ). All str u ct ur al ali g n m e nts 

w er e d o n e wit h e x p eri m e nt al str u ct ur es d e p osit e d i n t h e pr ot ei n d at a b a n k ( P D B) (T a bl e 3 .2 ).  
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T a bl e 3 .2 . P r ot ei ns Us e d i n t h e st r u ct u r al Ali g n m e nts. 

 

3. 3. 1 0  C r yst alli z ati o n  

 We c arri e d o ut s e v er al cr yst alli z ati o n s cr e e ns wit h Z N F 2, 3, u si n g s cr e e ns fr o m A n atr a c e’s 

M C S G cr yst alli z ati o n s uit e. We m a d e us e of M C S G -1, M C S G -2, a n d M C S G -3. T h e tr a ys w er e 

p eri o di c all y c h e c k e d f or p ot e nti al d e v el o p m e nt of cr yst als vi a e x a mi n ati o n u n d er a mi cr os c o p e. 

J ust as wit h Z N F 2, 3, w e c arri e d o ut mi cr ol yti c cr yst alli z ati o n s cr e e ns wit h t h e f ull -l e n gt h R N F 1 3 8 

c o m pl e x e d wit h D N A. T h e D N A str a n d us e d i n t hi s c o m pl e x h a d a 4 0  n u cl e oti d e  d o u bl e -str a n d e d 

r e gi o n a n d a 2 0 n u cl e oti d e  3’ o v er h a n g. T h e s a m e s cr e e ns fr o m A n atr a c e’s M C S G cr y st alli z ati o n 

s uit e w er e us e d. We m a d e us e of M C S G -1, M C S G -2, a n d M C S G -3.  

R M S D ( )P r ot ei n sP D B A C

0 .3 8 7 R N F 1 2 5 -U b c H 5 b8 G B Q

0 .6 9 2R N F 1 4 6 -U b c H 5 a4 Q P 1

0 .7 0 6R N F 4 -U b c H 5 a4 A P 4

0 .9 0 5M Y LI P -U b c H 52 Y H O

0 .6 6 7C bl -U b c H 5 b4 A 4 C

0 .5 0 1B MI -RI N G 1 b -U b c H 5 b3 R P G

0 .4 6 0R N F 3 8 -U b c H 5 b ~ U b4 V 3 K

0 .4 0 9BI R C 8 -U b c H 5 b ~ U b4 A U Q

0 .4 8 6R N F 1 2 5 -U b c H 5 b ~ U b8 G C B

0 .5 5 6C bl -U b c H 5 b ~ U b3 Z NI

0 .4 7 7R N F 1 2 -U b c H 5 b ~ U b6 W 9 D

0 .5 1 2R N F 1 6 5 -U b c H 5 b ~ U b5 U L K
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3. 3. 1 1  T h e r m al S hift St a bilit y Ass a ys  

T his pr o c e d ur e w as t h e s a m e f or t h e t w o c o nstr u cts. First, 3 6 0 µ M of pr ot ei n w as dil ut e d 

t o 1 3 0 µ M wit h 5 0 0 x of S Y P R O or a n g e d y e. T h e fi n al c o n c e ntr ati o n of t h e d y e w as 2 5 0 x. A 

S Y P R O ass a y c o nsi sts of a li br ar y of l o w a n d hi g h s alt b uff ers, at v ar yi n g p H v al u e s r a n gi n g fr o m 

p H of 3 t o 1 0. 5 µ L of t h e r e a ct e d pr ot ei n a n d d y e s ol uti o n w as a d d e d t o 1 5 µ L of e a c h b uff er. T h e 

s ol uti o ns w er e pr e p ar e d i n tri pli c at es i n 9 6 w ell pl at es. T h e t e m p er at ur e w as i n cr e as e d fr o m 2 0  ° C 

t o 9 5 ° C d e gr e es i n 0. 5  ° C i n cr e m e nts o v er 4 5 mi n ut es, a n d all s a m pl e r e a d o uts w er e d o n e i n 

tri pli c at e s usi n g M ast er C y cl er R e al Pl e x ( E p p e n d orf) filt er s et at 5 5 0 n m. T h e r es ults pr o d u c e d ar e 

fl u or es c e n c e v al u e s as a f u n cti o n of t e m p er at ur e, w h er ei n t h e m elti n g t e m p er at ur e is i nf err e d fr o m 

t h e infl e cti o n p oi nt 1 4 4 .  

3. 4 R es ults  

3. 4. 1 P u rifi c ati o n of R N F 1 3 8 C o nst r u cts  

 T o c h ar a ct eri z e R N F 1 3 8 bi o c h e mi c all y, t h e pr ot ei n h a d t o b e is ol at e d. We utili z e d diff er e nt 

c o nstr u cts as t hi s a p pr o a c h all o w e d us t o st u d y  t h e v ari o us d o m ai ns  of R N F 1 3 8  i n is ol ati o n t o tr y 

t o u n d erst a n d t h eir f u n cti o ns a n d g ai n i nsi g hts i nt o t h eir st a bilit y (Fi g u r e 3 .1 A) . I niti all y, w e 

d e ci d e d t o utili z e E. c oli  as t h e e x pr essi o n h ost as it is t h e m ost c ost -eff e cti v e w a y t o e x pr ess l ar g e 

a m o u nt s of pr ot ei n a n d p urif y it. We r e c ei v e d f o ur c o nstr u cts as a gift fr o m Dr. L e o S p yr o p o ul os’s 

l a b: R N F 1 3 8W T , RI N G-Z N F 1, Z N F 1, 2, 3, a n d Z N F 2, 3, a n d w e cr e at e d 1 m or e tr u n c ati o n, a 

c o nstr u ct l a c ki n g t h e UI M, R N F 1 3 8 1 -2 2 5  (Fi g u r e 3 .1 A) .  
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Fi g u r e 3 .1 . P r ot ei n C o nst r u cts, a n d S c h e m ati c R e p r es e nt ati o n of D N As U s e d i n O u r S t u d y. 
 

 

 

 

M

RI N G

1 8 5 8 8 6 -1 0 5

Z N F 1

1 5 7 -1 8 0

Z N F 2

1 8 7 -2 1 5

Z N F 3

2 2 9 -2 4 3

UI M

Z N F 1 Z N F 2 Z N F 3

8 6 -1 0 5 1 5 7 -1 8 0 1 8 7 -2 1 5

RI N G Z N F 1 Z N F 2 Z N F 3

1 8 5 8 8 6 -1 0 5 1 5 7 -1 8 0 1 8 7 -2 1 5M

R I N G Z N F 1

1 8 5 8 8 6 -1 0 5M

Z N F 2 Z N F 3

1 5 7 -1 8 0 1 8 7 -2 1 5

3 0 B a s e P air
Bl u nt E n d

5  3   
3  5  

5  3   

3  5  

1 0 B a s e
3   O v er h a n g 5  3  

5  3   

3 0 B a s e
Si n gl e Str a n d

5  3   

2 0 B a s e
3   O v er h a n g 5  3  

5  3   

2 0 B a s e
5   O v er h a n g

5  3   

3  5  

4 0 B a s e P air
Bl u nt E n d

5  3   

3  5  

4 0 B a s e
Si n gl e Str a n d

5  3   

1 0 B a s e
5   O v er h a n g

2 0 B a s e
Si n gl e Str a n d

2 0 B a s e P air
Bl u nt E n d

1 0 B a s e
3   O v er h a n g

1 0 B a s e
5   O v er h a n g

5  3  
5  3   

5  3   

5  3   

3  5  

5  3   
3  5  

1 5 B a s e
Si n gl e Str a n d

1 5 B a s e P air
Bl u nt E n d

5 B a s e
3   O v er h a n g

5 B a s e
5   O v er h a n g

5  3   
3  5  

5  3   

5  3  
5  3   

5  3   

3  5  

A

B

L 1 L 2 L 3

L 1 L 2

L 2

L 1
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 All s a m pl es w er e s u bj e ct e d t o G S T -affi nit y t a g p urifi c ati o n, f oll o w e d b y 

p ol y et h yl e n ei mi n e ( P EI) pr e ci pit ati o n, t o pr e ci pit at e c o nt a mi n ati n g D N A a n d e xtr a n e o us D N A 

bi n di n g pr ot ei ns o ut of o ur s a m pl es, f oll o w e d b y si zi n g e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y . All t h e 

tr u n c ati o ns w er e s u c c essf ull y p urifi e d wit h gr e at er t h a n 8 0 % p urit y (Fi g u r e 3 .2 A -E) . E x c e pt f or 

Z N F 2, 3, all c o nstr u cts w er e r el ati v el y u nst a bl e o v er ti m e a n d e x pr ess e d i n l o w er yi el ds. T o 

miti g at e i nst a bilit y, pr ot ei ns w er e k e pt at hi g h s alt, l o w er c o n c e ntr ati o ns, a n d fl as h fr o z e n, a n d 

w er e o nl y b uff er e x c h a n g e d a n d c o n c e ntr at e d w h e n t h e y w er e t o b e us e d  (Fi g u r e 3 .3 A) . Z N F 2, 3 

w as us e d i n cr yst alli z ati o n s cr e e ns d u e t o it s pr o misi n g yi el ds a n d st a bilit y  (Fi g u r e 3 .3 B) , b ut w e 

h a v e n ot b e e n s u c c e ssf ul i n o ur eff orts t o cr yst alli z e t his c o nstr u ct. We d e ci d e d t o tr y a m a m m ali a n 

c ell e x pr es si o n s yst e m c o n c urr e nt wit h E. c oli  p urifi c ati o n t o i n v esti g at e w h et h er a m or e n ati v e 

e n vir o n m e nt will yi el d m or e st a bl e f or ms of R N F 1 3 8. E. c oli  l a c ks m a m m ali a n pr ot ei n 

c h a p er o n es, a n d o ur pr ot ei n m a y r e q uir e s p e cifi c p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns ( P T Ms) f or 

pr o p er f ol di n g, st a bilit y, a n d o v er all f u n cti o n. We utili z e d E x pi 2 9 3 F c ells, w hi c h ar e s us p e nsi o n -

a d a pt e d h u m a n e m br y o ni c ki d n e y ( H E K 2 9 3) c ells. T w o c o nstr u cts c o nt ai ni n g R N F 1 3 8 W T , wit h 

diff eri n g t a gs, w er e cl o n e d u n d er t h e c o ntr ol of a C M V pr o m ot er. T h e G S T - R N F 1 3 8 W T -Hi s 

c o nstr u ct, yi el d e d a m bi g u o us r es ult s, as a nti b o di es f or b ot h G S T, a n d His t a gs w er e n o n -s p e cifi c 

a n d t h e c urr e nt a nti b o di es f or R N F 1 3 8, w er e als o v er y cr oss -r e a cti v e w h e n pr o bi n g c ell e xtr a cts. 

We w er e u n a bl e t o c o nfir m if t h er e w as a n y pr ot ei n e x pr essi o n usi n g t h at c o nstr u ct. A n ot h er 

c o nstr u ct w as g e n er at e d, b y cl o ni n g a n N -g er mi n al G F P t a g i nst e a d of G S T a n d w e k e pt  t h e C -

t er mi n al t a g. A nti-G F P b o di es ar e w ell c h ar a ct eri z e d a n d ar e r el ati v el y n o n -cr oss -r e a cti v e. We 

w er e a bl e t o d et e ct pr ot ei n e x pr essi o n usi n g t hi s c o nstr u ct a n d c arr y o ut p urifi c ati o n, b ut t h e yi el ds 

w er e f ar l o w er t h a n w e a nti ci p at e d  (Fi g u r e 3 .2 F) . F urt h er o pti mi z ati o n is r e q uir e d w hi c h m a y 

yi el d e n o u g h f or bi o c h e mi c al, a n d str u ct ur al c h ar a ct eri z ati o n of R N F 1 3 8.  
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Fi g u r e 3 .2 .  R N F 1 3 8 P u rifi c ati o n R es ults .  
 
A.  E. C oli e x pr ess e d pr ot ei n si z e e x cl usi o n c hr o m at o gr a m a n d a r e pr es e nt ati v e i m a g e of a n S D S -
P A G E g el of t h e fi n al p urifi c ati o n st e p of R N F 1 3 8 W T . B  R N F 1 3 8 1 -2 2 5  C. RI N G Z N F 1 D.  Z N F 1, 
Z N F 2, Z N F 3 E. Z N F 2, Z N F 3. F.  I m m u n o bl ot of n o n-tr a nsf e ct e d E x pi c ell s (l eft, c o ntr ol) a n d G F P-
His -R N F 1 3 8 c o nstr u ct (ri g ht p a n el) wit h t h e f oll o wi n g s a m pl es: p ell et p ost l ysis a n d s pi n d o w n 
( P L), s u p er n at a nt p ost l ysis a n d s pi n d o w n ( S N), p ost ni c k el c ol u m n el uti o n ( E L). Pri m ar y m o us e  
a nti -G F P ( 1/ 2 0 0 0) w as us e d, a n d s e c o n d ar y a nti -m o us e H R P ( 1/ 5 0 0 0).  

2 6 .2 k D a

-2 0

8 0

1 8 0

2 8 0

3 8 0

4 8 0

5 8 0

6 8 0

2 0 .0 4 0 .0 6 0 .0 8 0 .0 1 0 0 .0

-2 0

8 0

1 8 0

2 8 0

3 8 0

4 8 0

2 0 .0 4 0 .0 6 0 .0 8 0 .0 1 0 0 .0

2 8 .6 k D a

-2 0

8 0

1 8 0

2 8 0

3 8 0

4 8 0

5 8 0

2 0 .0 4 0 .0 6 0 .0 8 0 .0 1 0 0 .0

-1 0

9 0

1 9 0

2 9 0

3 9 0

4 9 0

5 9 0

6 9 0

2 0 .0 4 0 .0 6 0 .0 8 0 .0 1 0 0 .0

-1 0

9 0

1 9 0

2 9 0

3 9 0

4 9 0

5 9 0

6 9 0

7 9 0

2 0 .0 4 0 .0 6 0 .0 8 0 .0 1 0 0 .0

1 3 .4 k D a 1 6 .5 k D a

8 .0 k D a
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A

U
)

V ol u m e (m L ) V ol u m e (m L )

V ol u m e (m L ) V ol u m e (m L )

V ol u m e (m L )

S E C P r ofil e of R N F 1 3 8 W T S E C P r ofil e of R N F 1 3 8 1 -2 2 5

S E C P r ofil e of RI N G Z N F 1 S E C P r ofil e of Z N F 1 , Z N F 2 , Z N F 3

S E C P r ofil e of Z N F 2 , Z N F 3

7 5

5 0

3 7

               

                  

A B

C D

E F
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Fi g u r e 3 .3 . T h e r m ost a bilit y S hift A ss a y U si n g S Y P R O O r a n g e D y e of R N F 1 3 8 W T , Z N F 2, 
Z N F 3, a n d RI N G Z N F 1 i n Diff e r e nt B uff e r  C o n diti o ns . 
 
Pr ot ei ns w er e dil ut e d wit h S Y P R O or a n g e d y e a n d i n c u b at e d wit h a li br ar y of b uff er s r a n gi n g 
fr o m p Hs of 3 t o 1 0, wit h e a c h p H h a vi n g t w o diff er e nt N a Cl 1 5 0 m M a n d 5 0 0 m M N a Cl. 
Te m p er at ur es w er e gr a d u all y i n cr e as e d, a n d fl u or es c e n c e w as m e a s ur e d as a f u n cti o n of 
t e m p er at ur e. M elti n g t e m p er at ur es ar e i nf err e d fr o m t h e i nfl e cti o n p oi nt. A l o w er m elti n g 
t e m p er at ur e s u g g ests a n o v er all l es s st a bl e pr ot ei n i n t h e r es p e cti v e s ol uti o n.  B ot h c o nstr u cts w er e 
c o nsi st e ntl y l es s st a bl e, t h e m ost st a bl e b uff er s ar e s h o w n. A.  O v er all R N F 1 3 8 W T  w as m ost st a bl e 
i n hi g h s alt b uff er c o n diti o ns, wit h t h e m ost st a bl e b uff er b ei n g t h e s el e ct e d as o ur l ysis b uff er i n 
o ur e x p eri m e nts: 5 0 m M Tri s p H 7. 5 5 0 0 m M N a Cl, wit h a m elti n g t e m p er at ur e of: 5 0. 8 ± 0. 3 ° C. 
T h e s a m e b uff er wit h 1 5 0 m M N a Cl, w as t h e m ost  st a bl e ( 4 1. 5 ± 0. 6 ° C) i n t h e l o w s alt b uff ers 
t h er ef or e t his w as t h e s el e ct e d b uff er f or o ur bi o c h e mi c al a n al ysis of R N F 1 3 8. B.  Z N F 2, Z N F 3 
w as m or e st a bl e, wit h t h e hi g h est m elti n g t e m p er at ur e ( 5 8. 9 ± 0. 3 ° C) i n 5 0 m M H E P E S ( 4 -( 2-
h y dr o x y e t h yl)-1 -pi p er a zi n e et h a n es ulf o ni c a ci d) a n d 5 0 0 m M N a Cl. A l o w er m elti n g t e m p er at ur e 
w as o bs er v e d wit h l o w er s alt c o n c e ntr ati o ns, b ut t h e m elti n g t e m p er at ur e r e m ai n e d hi g h er t h a n 
R N F 1 3 8 W T , s u g g esti n g Z N F 2, Z N F 3 c o nstr u ct is m or e st a bl e. I n c o m p aris o n t o R N F 1 3 8W T  i n 5 0 
m M Tri s p H 7. 5 5 0 0 m M a n d 1 5 0 m M N a Cl Z N F 2, Z N F 3 h a d m elti n g t e m p er at ur es of 5 8. 5 ± 0. 6 ° C, 
a n d 5 7. 9 ± 0. 3 ° C r es p e cti v el y.  
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Te m p e r at u r e (  C )

M elti n g Te m p e r at u r e of F ull L e n gt h R N F 1 3 8  i n Diff e r e nt B uff e rs

5 0 m M Tris p H 7 .5 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 7 .5 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .0 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .0 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .5 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .5 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M H E P E S p H 8 .0 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M H E P E S p H 8 .0 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M C H E S p H 9 .0 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M C H E S p H 9 .0 1 5 0 m M N a Cl

-2 0 0
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1 8 0 0

2 8 0 0

3 8 0 0

4 8 0 0

2 0 .0 3 0 .0 4 0 .0 5 0 .0 6 0 .0

Fl
uo

re
se

nc
e 

(A
U

)

Te m p e r at u r e (  C )

M elti n g Te m p e r at u r e of Z N F 2 , Z N F 3 i n Diff e r e nt B uff e rs

5 0 m M Tris p H 7 .5 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 7 .5 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .0 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .0 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .5 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M Tris p H 8 .5 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M H E P E S p H 8 .0 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M H E P E S p H 8 .0 1 5 0 m M N a Cl

5 0 m M C H E S p H 9 .0 5 0 0 m M N a Cl

5 0 m M C H E S p H 9 .0 1 5 0 m M N a Cl

A

B
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3. 4. 2 R N F 1 3 8 P r ef e r e nti all y Bi n ds D N A O v e r h a n gs  

R N F 1 3 8 is r e cr uit e d t o D S B b y dir e ctl y bi n di n g D N A 1 2 9 .  T o c h ar a ct eri z e t h e D N A bi n di n g  

m e c h a nis m of R N F 1 3 8 , w e utili z e d  a n el e ctr o p h or eti c m o bilit y s hift ass a y ( E M S A) usi n g p urifi e d 

R N F 1 3 8 f ull l e n gt h, a n d diff er e nt pr ot ei n tr u n c ati o ns w hi c h w er e i n c u b at e d wit h diff er e nt 

fl u or es c e ntl y l a b ell e d D N A c o nstr u cts a n d w er e vis u ali z e d o n n ati v e g els st arti n g wit h a 4 0 b as e 

3’ F A M  l a b ell e d D N A (Fi g u r e 3 .4 ).  T h e t w o c o nstr u cts w hi c h s h o w e d si g nifi c a nt D N A bi n di n g 

a cti vit y w er e R N F 1 3 8 W T  a n d R N F 1 3 8 1 -2 2 5 , a n d b ot h s h o w e d a pr ef er e n c e f or D N A wit h 2 0 

n u cl e oti d es 3’ a n d 5’ o v er h a n g. A s hift is o bs er v e d at 2 0 0 n M a n d 2 μ M f or R N F 1 3 8 W T  a n d 

R N F 1 3 8 1 -2 2 5  r es p e cti v el y, s u g g esti n g a 1 0-f ol d str o n g er i nt er a cti o n wit h t h e wil dt y p e pr ot ei n 

c o m p ar e d t o t h e R N F 1 3 8 l a c ki n g a UI M  (Fi g u r e 3 .4 ). T his p att er n is als o o bs er v e d i n t h e c as e of 

t h e 5’ o v er h a n g (Fi g u r e 3 .4 ). A 2 -f ol d diff er e n c e b et w e e n 3’ a n d 5’ o v er h a n g D N A w a s o bs er v e d 

i n t h e c as e of R N F 1 3 8W T  wit h bi n di n g h a p p e ni n g at 4 0 0 n M of pr ot ei n. R N F 1 3 8 1 -2 2 5  a g ai n h a d a 

1 0 -f ol d w e a k er i nt er a cti o n as a s hift w as o bs er v e d at 4 μ M  (Fi g u r e 3 .4 ). I nt er esti n gl y, alt h o u g h 

t h e o v er h a n g r e gi o n r e m ai ns 2 0 n u cl e oti d es l o n g i n t h e 5’ o v er h a n g D N A c o nstr u ct, t h e d o u bl e 

str a n d e d r e gi o n of t h e D N A g ets s m all er. T his is b e c a us e all t h e D N A c o nstr u cts w er e d esi g n e d t o 

c o m pl e m e nt t h e 4 0 n u cl e oti d e F A M l a b ell e d  D N A str a n d, w hi c h m a y e x pl ai n t h e dis cr e p a n c y 

o bs er v e d b et w e e n 3’ a n d 5’ o v er h a n g D N A bi n di n g. T his s u g g est s t h at t h e d u pl e x e d r e gi o n of t h e 

o v er h a n g c o nstr u cts m a y aff e ct pr ot ei n bi n di n g.  I n t h e c as e of 4 0 b as e si n gl e-str a n d e d (ss D N A) 

a n d 4 0 b as e -p air e d d o u bl e -str a n d e d ( ds D N A), R N F 1 3 8 W T  b o u n d b ot h wit h si mil ar affi niti es, 

s hifti n g t h e D N A at 8 0 0 n M of pr ot ei n, w h er e as R N F 1 3 8 1 -2 2 5  s h o w e d bi n di n g at 8 μ M t o t h e 

ss D N A a n d 4 μ M t o ds D N A  (Fi g u r e 3 .4 ). O v er all, t h e r es ults r e v e al t h at R N F 1 3 8 h as a str o n g 

pr ef er e n c e f or D N A o v er h a n gs, a n d r e m o vi n g t h e UI M l e a ds t o a m ar k e d dr o p i n D N A bi n di n g 

affi nit y. A d diti o n all y, t h e s h ort e ni n g of t h e d u pl e x e d r e gi o n i n t h e 5’ o v er h a n g c o nstr u ct w as 



8 4  
 

o bs er v e d t o r e d u c e t h e bi n di n g affi nit y b y 2 -f ol d, si g n alli n g a n i n v ol v e m e nt of t h e d o u bl e-str a n d e d 

r e gi o n of D N A. I nt er e sti n gl y, t h e D N A bi n di n g a cti vit y of R N F 1 3 8 d o es n ot pl at e a u at hi g h er 

c o n c e ntr ati o ns, s u g g esti n g a n o n -s p e cifi c bi n di n g, w h er ei n i n cr e asi n g c o n c e ntr ati o ns of R N F 1 3 8 

l e a d t o t h e l o a di n g of m or e pr ot ei n m ol e c ul es o nt o t h e D N A. 

 

Fi g u r e 3 .4 . A n al y zi n g R N F 1 3 8 W T  a n d R N F 1 3 8 1 -2 2 5  B i n di n g t o D N A S u bst r at es b y E M S A.  

R N F 1 3 8 W T R N F 1 3 8 1 -2 2 5

5  
3   5  

3  

5  
3   5  

3  

3   5  

3   5  
5  3  
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T h e l eft p a n el c orr es p o n ds t o R N F 1 3 8 W T  a n d t h e ri g ht t o R N F 1 3 8 1 -2 2 5 . T o p t o b ott o m i n b ot h p a n els 
t h e D N A c o nstr u cts us e d c orr es p o n d t o 4 0 b as e str a n ds of F A M l a b ell e d D N A a n n e al e d or si n gl e 
str a n d e d t o 6 0 b as es ( 2 0 b p 3’ o v er h a n g), 2 0 b as es ( 5’ o v er h a n g), 4 0 b as e ss D N A, a n d 4 0 b p bl u nt 
e n d i n di c at e d t o t h e l eft of e a c h g el r o w. I n cr e asi n g c o n c e ntr ati o ns of pr ot ei n  
( 0/ 0. 0 2/ 0. 0 4/ 0. 0 8/ 0. 2/ 0. 4/ 0. 8/ 2/ 4/ 8 μ M) i n di c at e d b y a bl a c k w e d g e a b o v e e a c h g el, w er e titr at e d 
a g ai nst 2 0 n M of 3’ F A M l a b ell e d D N A i n di c at e d b y t h e ast eris k.   
 

3. 4. 3 R N F 1 3 8 bi n ds D N A i n a si z e -d e p e n d e nt m a n n e r  

 
 Mr e 1 1 e n d o n u cl e as e a cti vit y cr e at es l ar g e o v er h a n gs b ef or e t h e r e cr uit m e nt of s u bs e q u e nt 

D N A e n d r es e cti o n m a c hi n er y 2 7 . It h as b e e n pr e vi o usl y s h o w n t h at R N F 1 3 8 bi n ds t o D N A o n t h e 

s c al e of t h e mi ni m all y r es e ct e d D N A i niti at e d b y Mr e 1 1 ( ~ 1 0 0 b as e o v er h a n g) 1 2 9 . We g e n er at e d a 

li br ar y of D N A i n w hi c h t h e l e n gt hs of b ot h t h e o v er h a n g a n d t h e d u pl e x r e gi o ns w er e v ari e d t o 

e x a mi n e t h e d e p e n d e n c e of t h e si z e of t h e D N A o n R N F 1 3 8 bi n di n g. A n n e ali n g a 4 0 -n u cl e oti d e 

str a n d of D N A t o a 3 0 n u cl e oti d e F A M l a b ell e d D N A  (Fi g u r e 3 .5 , l eft c ol u m n), w hi c h h al v e d t h e 

si z e of t h e 3’ o v er h a n g fr o m 2 0 t o 1 0 n u cl e oti d es, l e d t o a 4 -f ol d r e d u cti o n i n bi n di n g affi nit y t o 

D N A, wit h a s hift o c c urri n g at 8 0 0 n M . T h e s a m e p att er n w as als o o bs er v e d w h e n a 2 0 -n u cl e oti d e 

str a n d w as a n n e al e d t o t h e 3 0 -n u cl e oti d e cr e ati n g a 1 0 b as e 5’ o v er h a n g, wit h a s hift o c c urri n g at 

2 μ M of R N F 1 3 8. T h er e w as n o bi n di n g o bs er v e d f or t h e 3 0 -b as e ss D N A. A 1 0 -f ol d r e d u cti o n i n 

bi n di n g w as n ot e d f or t h e 3 0 -b as e p air bl u nt e n d c o nstr u ct, c o m p ar e d t o t h e 4 0 b as e p air d u pl e x es, 

wit h a s hift o bs er v e d at 4 μ M of R N F 1 3 8.  

 T h e l e n gt h of t h e d u pl e x e d r e gi o n w as r e d u c e d b y 1 0 n u cl e oti d es b y s h ort e ni n g t h e si n gl e -

str a n d e d F A M -l a b el e d D N A fr o m 3 0 t o 2 0 n u cl e oti d es  (Fi g u r e 3 .5 , c e nt er c ol u m n). T his s h ort e n e d 

str a n d w as t h e n a n n e al e d t o a 3 0 -b as e str a n d t o cr e at e a 3' o v er h a n g, or t o a 1 0 -b as e str a n d t o cr e at e 

5' o v er h a n gs. W h e n m ai nt ai ni n g a 1 0 -n u cl e oti d e o v er h a n g, t h e r e d u cti o n i n t h e d u pl e x e d r e gi o n 

of D N A r es ult e d i n d e cr e as e d bi n di n g affi n it y f or t h e 3' o v er h a n g t o 2 μ M. Si mil arl y, a n ot h er 1 0 -

b as e p air r e d u cti o n i n t h e d u pl e x e d r e gi o n d e cr e as e d bi n di n g t o t h e 5' o v er h a n g t o 4 μ M. N o 
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bi n di n g w as o bs er v e d wit h ss D N A, a n d w h e n t h e l e n gt h of t h e bl u nt -e n d D N A w as r e d u c e d t o 2 0 

b as es, t h e bi n di n g affi nit y s hift e d t o 8 μ M of R N F 1 3 8.  

 Fi n all y, R N F 1 3 8 s h o w e d a m ar k e dl y l o w er affi nit y f or b ot h 3’ a n d 5’ o v er h a n g D N A, wit h 

bi n di n g affi niti es at 4 μ M, w h e n t h e o v er h a n g r e gi o ns w er e h al v e d t o 5 n u cl e oti d es  (Fi g u r e 3 .5 , 

ri g ht c ol u m n).  N o bi n di n g w as o bs er v e d f or t h e 1 5 b as e p air  d o u bl e -str a n d e d  bl u nt e n d  D N A . 

C oll e cti v el y, t h es e r es ults p oi nt t o a si z e d e p e n d e n c e f or R N F 1 3 8 D N A bi n di n g a cti vit y wit h a 

c o nsi st e nt pr ef er e n c e f or l ar g er si n gl e -str a n d e d o v er h a n g D N A.  
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Fi g u r e 3 .5 . A n al y zi n g R N F 1 3 8W T  D N A bi n di n g affi nit y t o s m all e r D N A c o nst r u cts.  

S yst e m ati c r e d u cti o n i n si z es of D N A w er e titr at e d wit h R N F 1 3 8 W T  wit h i n cr e asi n g c o n c e ntr ati o ns 
( 0/ 0. 0 2/ 0. 0 4/ 0. 0 8/ 0. 2/ 0. 4/ 0. 8/ 2/ 4/ 8 μ M) i n di c at e d b y a bl a c k w e d g e a b o v e e a c h g el , a g ai nst 2 0 
n M of 3’ F A M l a b ell e d D N A i n di c at e d b y t h e a st eris k o n t h e s c h e m ati cs  o n t h e l eft . T h e n u m b ers 
o n t o p of t h e g els r ef er t o t h e n u m b er of n u cl e oti d es of e a c h o v er h a n g (t o p), a n d t h e n u m b er of 
n u cl e oti d es i n e a c h F A M l a b ell e d D N A c o nstr u cts ( b ott o m). T h e l eft p a n el c orr es p o n ds t o 

1 0 b as e o v e r h a n g
3 0 b as e F A M 2 0 b as e F A M 1 5 b as e F A M

R N F 1 3 8 W T

1 0 b as e o v e r h a n g 5 b as e o v e r h a n g

5  
3   5  

3  

5  
3   5  

3  

3   5  

3   5  
5  3  
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R N F 1 3 8 W T  t o p t o b ott o m i n b ot h p a n el s t h e D N A c o nstr u cts us e d c orr es p o n d t o p t o b ott o m:  3 0 
b as e str a n ds of F A M l a b ell e d D N A a n n e al e d t o or si n gl e str a n d e d 4 0 b as es ( 1 0 b p 3’ o v er h a n g), 2 0 
b as es ( 5’ o v er h a n g), 3 0 b as e ss D N A, a n d 3 0 b p bl u nt e n d i n di c at e d t o t h e l eft  of e a c h g el r o w. 
Mi d dl e p a n el t o p t o b ott o m: 2 0 b as e str a n ds of F A M l a b ell e d D N A a n n e al e d t o or si n gl e str a n d e d 
3 0 b as es ( 1 0 b p 3’ o v er h a n g), 1 0 b as es ( 5’ o v er h a n g), 2 0 b as e ss D N A, a n d 2 0 b p bl u nt e n d. Ri g ht 
p a n el t o p t o b ott o m: 1 5 b as e str a n ds of F A M l a b ell e d D N A a n n e al e d t o or si n gl e str a n d e d 2 0 b as es 
( 1 0 b p 3’ o v er h a n g), 1 0 b as es ( 5’ o v er h a n g), 1 5 b as e ss D N A, a n d 1 5 b p bl u nt e n d.  
 
3. 4. 4 Si g nifi c a nt t r u n c ati o ns of R N F 1 3 8 a bl at e D N A bi n di n g  

 Zi n c fi n g ers ar e m otifs i m pli c at e d i n D N A bi n di n g. M or e s p e cifi c all y , R N F 1 3 8’s zi n c 

fi n g ers h a v e b e e n i m pli c at e d i n t h e r e cr uit m e nt of R N F 1 3 8 a n d r et e nti o n at D N A D S B 1 2 9 . T o t est 

f or t h e e xt e nt of i n v ol v e m e nt of t h e zi n c fi n g ers i n D N A bi n di n g, t hr e e m or e tr u n c ati o ns w er e 

t est e d f or D N A bi n di n g usi n g E M S A: RI N G Z N F 1, Z N F 1-3 ( Z N F 1, 2, 3) a n d Z N F 2, 3  (Fi g u r e 

3 .6 ). I nt er esti n gl y, t h e N -t er mi n al r e gi o n RI N G Z N F 1 c o nstr u ct s h o w e d s o m e bi n di n g t o D N A 

(Fi g u r e 3 .6 , l eft c ol u m n), alt h o u g h t h e p att er n o bs er v e d wit h e a c h of t h e D N A c o nstr u cts si g n als 

n o n -s p e cifi c bi n di n g as it o c c ur s at hi g h pr ot ei n c o n c e ntr ati o ns a n d b a n ds w er e o bs er v e d t o b e n e ar 

t h e w ells of t h e g el wit h s m e ari n g i n ot h er l a n es, si g n alli n g a g gr e g ati o n. Z N F 1 -3 c o nt ai ns t h e 

Z N F 1, L 1, a n d Z N F 2, Z N F 3  (Fi g u r e 3 .6 , c e nt er c ol u m n). I nt er esti n gl y, t h e pr ot ei n a p p e ar e d t o 

als o a g gr e g at e, s e q u est eri n g D N A i n t h e w ell. T his c o nstr u ct w as t h e l e ast st a bl e of t h e tr u n c ati o ns, 

s u g g esti n g a p o orl y f ol d e d pr ot ei n, c o nsist e nt wit h t h e o bs er v e d a g gr e g ati o n i n E M S A. T h e l ast 

c o nstr u ct w e t est e d, Z N F 2, 3, h a d t h e t w o C -t er mi n al zi n c fi n g ers, Z N F 2 a n d Z N F 3, a n d s h o w e d 

n o D N A bi n di n g  (Fi g u r e 3 .6 , ri g ht c ol u m n). All i n all, o ur fi n di n gs s u g g est all t h e d o m ai ns 

c o ntri b ut e t o R N F 1 3 8’s D N A bi n di n g a cti vit y, w h et h er dir e ctl y i nt er a cti n g wit h D N A or i n dir e ctl y, 

vi a str u ct ur al st a bili z ati o n.  
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Fi g u r e 3 .6 . A n al y zi n g R N F 1 3 8 Tr u n c ati o ns D N A Bi n di n g A cti vit y . 
 
R N F 1 3 8 c o nstr u cts fr o m l eft t o ri g ht: RI N G Z n F 1, Z N F 1, Z N F 2, Z N F 3 a n d Z N F 2, Z N F 3. T o p t o 
b ott o m i n b ot h p a n els t h e D N A c o nstr u cts us e d c orr es p o n d t o 4 0 b as e str a n ds of F A M l a b ell e d 
D N A a n n e al e d t o or si n gl e str a n d e d 6 0 b as es ( 2 0 b p 3’ o v er h a n g), 2 0 b as es ( 5’ o v er h a n g), 4 0 b as e 
ss D N A, a n d 4 0 b p bl u nt e n d i n di c at e d t o t h e l eft of e a c h g el r o w. I n cr e asi n g c o n c e ntr ati o ns of 
pr ot ei n ( 0/ 0. 0 2/ 0. 0 4/ 0. 0 8/ 0. 2/ 0. 4/ 0. 8/ 2/ 4/ 8 μ M) i n di c at e d b y a bl a c k w e d g e a b o v e e a c h g el, w er e 
titr at e d a g ai nst 2 0 n M of 3’ F A M l a b ell e d D N A i n di c at e d b y t h e ast eris k.    
 

 

 

Z n F 2 ,3R I N G -Z n F 1 Z n F 1 ,2 ,3

5  
3   5  

3  

5  
3   5  

3  

3   5  

3   5  
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3. 4. 5 Al p h a F ol d 2 M o d elli n g R e v e als a Fl e xi bl e P r ot ei n wit h L o c ali z e d St r u ct u r al D o m ai ns  

 
 C h ar a ct eri zi n g R N F 1 3 8’s D N A bi n di n g a cti vit y r e v e al e d a n i n v ol v e m e nt of all of t h e 

d o m ai ns of R N F 1 3 8 w hi c h d e m a n d e d str u ct ur al c h ar a ct eri z ati o n t o ai d us i n u n d erst a n di n g m or e 

a b o ut it s f u n cti o n. R N F 1 3 8 r e m ai ns t o b e str u ct ur all y c h ar a ct eri z e d, a n d o n g oi n g tri als h a v e y et t o 

yi el d a n e x p eri m e nt al str u ct ur e. Pr e di cti n g pr ot ei n str u ct ur es s ol el y b as e d o n a mi n o a ci d s e q u e n c e 

h as b e e n a n o n g oi n g pr o bl e m f or m a n y y e ar s. R e c e ntl y, a c o m p ut ati o n al m et h o d e m pl o yi n g 

m a c hi n e l e ar ni n g c all e d Al p h a F ol d 2 s c or e d hi g hl y i n t h e Criti c al Ass ess m e nt of Pr ot ei n  Str u ct ur e 

Pr e di cti o n –  a n i nt er n ati o n al c o m p etiti o n ai m e d at b e n c h m ar ki n g pr ot ei n f ol di n g al g orit h ms –  a n d 

si n c e h as b e c o m e t h e g ol d st a n d ar d f or pr ot ei n str u ct ur al pr e di cti o n 1 5 5, 1 5 8 . We e m pl o y e d 

Al p h a F ol d 2 t o gl e a n i nsi g ht s i nt o R N F 1 3 8’s str u ct ur e al o n gsi d e cr yst all o gr a p hi c tri als  (Fi g u r e 

3 .7 ). T h e m o d ell e d str u ct ur e r e v e al e d a fl e xi bl e N-t er mi n al r e gi o n, f oll o w e d b y a RI N G d o m ai n, 

L 1, a n d Z N F 1  (Fi g u r e 3 .7 A) . T h e RI N G d o m ai n c o or di n at es t w o zi n c i o ns, wit h a C 2 C H 

c o nfi g ur ati o n f or o n e bi n di n g sit e a n d a C 4 c o nfi g ur ati o n f or t h e ot h er. T h e C 2 H C Z N F e x hi bits a 

β β α f ol d, c h ar a ct eristi c of Z N F d o m ai ns, wit h α -h eli c es fr o m fl a n ki n g li n k ers c a p pi n g b ot h e n ds  

(Fi g u r e 3 .7 A) . T h e N -t er mi n al d o m ai ns ar e c o n n e ct e d t o t w o m or e zi n c fi n g ers, Z N F 2 a n d Z N F 3 

pr e di ct e d t o b e p a c k e d a g ai nst e a c h ot h er, f oll o w e d b y a n ot h er li n k er c o n n e cti n g t h e UI M  Fi g u r e 

3 .7 A) . A cl os er l o o k at N -t er mi n al RI N G a n d Z N F 1 r e v e al s a n i ntri c at e n et w or k of h y dr o p h o bi c 

a n d el e ctr ost ati c a n d h y dr o g e n b o n di n g i nt er a cti o ns, st e m mi n g fr o m t h e RI N G d o m ai n, Z N F 1 a n d 

s o m e c o ntri b uti o ns fr o m t h e li n k er f oll o wi n g Z N F 1  (Fi g u r e 3 .7 B) . M or e r e c e ntl y, a p arti al 

str u ct ur e of R N F 1 2 5, a pr ot ei n r el at e d t o R N F 1 3 8 i n si z e, a mi n o a ci d s e q u e n c e, a n d d o m ai n 

or g a ni z ati o n, h as b e e n c h ar a ct eri z e d 1 3 2, 1 3 4, 1 5 3 . T h e N-t er mi n al r e gi o n of R N F 1 2 5 w as cr yst alli z e d, 

r e v e ali n g a n e arl y i d e nti c al n et w or k of i nt er a cti o ns t o R N F 1 3 8  (Fi g u r e 3 .7 C) . T h e r esi d u es 

i n v ol v e d, s p e cifi c all y m et hi o ni n e 9 8 ( M 9 8 i n R N F 1 3 8, M 1 1 2 i n R N F 1 2 5) i n t h e c e nt er of t h e 
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h y dr o p h o bi c i nt er a cti o n , ar e hi g hl y c o ns er v e d b et w e e n b ot h pr ot ei ns, a n d t h es e r esi d u es ar e als o 

c o ns er v e d i n t w o ot h er f a mil y m e m b ers r el at e d t o R N 1 2 5 a n d R N F 1 3 8 –  R N F 1 6 6, a n d R N F 1 1 4  

(Fi g u r e 3 .8 ). It is n ot e w ort h y t h at t h e c o nstr u ct c o nt ai ni n g o nl y t h e t hr e e zi n c fi n g ers wit h o ut t h e 

RI N G d o m ai n e x hi bit e d t h e l o w est st a bilit y, s u g g esti n g a p ot e nti al misf ol di n g of t h e N -t er mi n al 

d o m ai n w h e n it l a c ks t h e RI N G d o m ai n. A n al ysis of t h e t w o C -t er mi n al zi n c fi n g ers r e v e als a 

n et w or k of h y dr o p h o bi c r esi d u es e m a n ati n g fr o m Z N F 2, a n d Z N F 3, w hi c h w er e m o d ell e d t o p a c k 

a g ai nst o n e a n ot h er. T h e r esi d u es i n v ol v e d wit h t h e i ntri c at e n et w or k ar e hi g hl y c o ns er v e d a cr oss 

ot h er f a mil y m e m b ers r el at e d t o R N F 1 3 8  (Fi g u r e 3 .8 ). T h e UI M w as pr e di ct e d t o b e al p h a-h eli c al, 

w hi c h is c o nsist e nt wit h pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d str u ct ur es.  

 

Fi g u r e 3 .7 .  Al p h a F ol d 2 M o d elli n g of R N F 1 3 8 W T .  
 
A. Hi g h est r a n k e d Al p h a F ol d 2 pr e di ct e d m o d el of R N F 1 3 8 wit h a n o v er all pr e di ct e d t e m pl at e 
m o d elli n g ( p T M) v al u e of 0. 6 9 9. T h e i n di vi d u al d o m ai ns ar e c ol o ur e d r es p e cti v el y: li n k ers i n 
w hit e, RI N G i n c y a n, zi n c fi n g ers ( Z N F) i n bl u e, a n d t h e u bi q uiti n i nt er a cti n g m otif ( UI M) i n d ar k 
y ell o w. Zi n c i o ns ar e m o d ell e d as gr e y s p h er es. T h e RI N G d o m ai n f ol ds o nt o Z N F 1 ( hi g hli g ht e d 
b y bl a c k b o x), wit h a li n k er ( L 1) i n b et w e e n a cti n g li k e a hi n g e. A s e c o n d l o n g er li n k er ( L 2), w hi c h 
is 5 4 a mi n o a ci ds l o n g j oi ns t h e N-t er mi n al RI N G a n d Z N F 1 t o Z N F 2 a n d Z N F 3, w hi c h a p p e ar t o 

Z N F 1

Z N F 2

Z N F 3

U I M

R I N G
F 9 5

M 9 8

R 9 9

Y 1 0 7

V 2 4

E 2 3

E 4 2

Y 1 2 2

R 1 1 3

M 1 1 2

V 4 3

L 1 0 9 I 1 9 1

L 2 1 1

V 2 0 8

L 1 7 3

L 1 7 2

A B

C

D

L 2

N -t e r m

L 1

L 3

C -t e r m
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p a c k a n d f or m a f ol d e d str u ct ur e a n d ar e f oll o w e d b y a s h ort li n k er ( L 3) a n d t h e UI M.  B. 
I nt er d o m ai n i nt er a cti o ns i n v ol v e d b et w e e n t h e RI N G d o m ai n a n d Z N F 1. M 9 8, a n d F 9 8 i n Z N F 1, 
f or m h y dr o p h o bi c i nt er a cti o ns wit h V 2 4. R 9 9 f or ms el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns wit h t h e RI N G E 2 3. 
A d diti o n all y, Y 1 0 7 fr o m L 2 is e xt e n d e d t o f or m h -b o n di n g wit h t h e RI N G  d o m ai n. C.  
S u p eri m p os e d cr yst al str u ct ur e of R N F 1 2 5’s RI N G Z N F 1 d o m ai ns i n gr e e n. Pr ot ei n d at a b a n k 
( P D B) a c c e ssi o n c o d e: 5 D K A. M et, a n d Val ar e c o ns er v e d, a n d L e u r e pl a c es P h e i n R N F 1 2 5. T h e 
p ol ar c h ar g e d r esi d u es Gl u, Ar g, a n d T yr (fr o m L 2) ar e als o c o ns er v e d i n R N F 1 2 5. D.  Cl os e -u p 
o n t h e pr e di ct e d p a c ki n g of Z N F 2, a n d Z N F 3. A n et w or k of h y dr o p h o bi c i nt er a cti o ns is o bs er v e d 
wit h L 1 7 2, a n d L 1 7 3 fr o m Z N F 2, ar e p a c k e d cl os el y t o I 1 9 1, V 2 0 8, a n d L 2 1 1 of Z N F 3.   
 

 
Fi g u r e 3 .8 . S e q u e n c e A li g n m e nt of R N F 1 3 8 wit h R el at e d P r ot ei ns . 
 
Cl ust al O m e g a pr ot ei n s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e RI N G E 3 li g as e f a mil y w hi c h R N F 1 3 8 is p art 
of. All 4 E 3 li g as es ar e si mil ar i n si z e a n d h a v e si mil ar d o m ai ns. Diff er e nt s h a di n gs c orr es p o n d t o 
diff er e nt t hr es h ol ds of c o ns er v ati o n, bl a c k b ei n g c o ns er v e d i n all 4 s e q u e n c es. D ar k Gr e y 
c orr es p o n ds c o ns er v e d m ut ati o ns wit h a n o v er all b ett er si mil arit y b et w e e n t h e 4 s e q u e n c es, 
c o m p ar e d t o li g ht er gr e y w hi c h m a y i n cl u d e mi ss e ns e m ut ati o ns. t h e bl a c k b o x es hi g hli g ht t h e 
diff er e nt d o m ai ns st arti n g wit h RI N G d o m ai n i n di c at e d b y C 3 H C 4 (t h e r esi d u es i n v ol v e d i n 

C 2 H 2

R N F 1 3 8
R N F 1 2 5
R N F 1 6 6
R N F 1 1 4

R N F 1 3 8
R N F 1 2 5
R N F 1 6 6
R N F 1 1 4

R N F 1 3 8
R N F 1 2 5
R N F 1 6 6
R N F 1 1 4

R N F 1 3 8
R N F 1 2 5
R N F 1 6 6
R N F 1 1 4

R N F 1 3 8
R N F 1 2 5
R N F 1 6 6
R N F 1 1 4

R N F 1 3 8
R N F 1 2 5
R N F 1 6 6
R N F 1 1 4

C 3 H C 4

C 2 H C

C 2 H 2
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N -t e r m
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c o or di n ati n g 2 zi n c i o ns), Z N F 1 ( C 2 H C), Z N F 2, Z N F 3 b ot h c o or di n ati n g zi n c i o ns wit h a C 2 H 2 
c o nfi g ur ati o n, a n d t h e UI M. R e d a st eris ks p oi nt t o t h e r esi d u es o bs er v e d i n t h e i nt er -d o m ai n 
i nt er a cti o ns b et w e e n t h e RI N G a n d Z N F 1, i n t h e cr yst al str u ct ur es of R N F1 2 5 ( P D B: 5 D K A) a n d 
o ur Al p h a F ol d 2 m o d el of R N F 1 3 8, e vi d e ntl y r el ati v el y c o ns er v e d a cr oss all f o ur m e m b ers. T h e 
r e d d ots i n di c at e t h e h y dr o p h o bi c c or e r esi d u es b et w e e n Z N F 2, a n d Z N F 3 w hi c h w er e o bs er v e d 
t o f ol d cl os el y, als o  c o ns er v e d a cr oss all f o ur m e m b er s of t h e f a mil y.  
 
3. 4. 6 Al p h a F ol d F ol d M o d elli n g R e v e als RI N G Z N F 1 E 2 I nt e r a cti o n  

 R e c e nt i n n o v ati o ns i n Al p h a F ol d 2 h a v e all o w e d f or t h e pr e di cti o n of pr ot ei n c o m pl e x es, 

all o wi n g f or t h e str u ct ur al pr e di cti o n of pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o ns usi n g t h e m ulti m er 

i m pl e m e nt ati o n1 5 4, 1 5 7 . RI N G d o m ai ns i n RI N G E 3 li g as es h a v e a pri m ar y f u n cti o n of pr ot ei n-

pr ot ei n i nt er a cti o ns 1 5 1 . A w ell-c h ar a ct eri z e d i nt er a cti o n i n RI N G E 3 li g as es is t h e n o n -c o v al e nt 

i nt er a cti o n wit h E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e s, wit h c o v al e ntl y li n k e d u bi q uiti n, f or s u bstr at e 

tr a nsf er1 5 0 ,1 5 1 . R N F 1 3 8 h as b e e n f o u n d t o i nt er a ct wit h s e v er al E 2 c o nj u g ati n g e n z y m es, 

s y nt h esi zi n g diff er e nt u bi q uiti n c h ai ns 1 2 1, 1 3 0, 1 3 2 . We utili z e d Al p h a F ol d-m ulti m er t o m o d el 

R N F 1 3 8 i nt er a cti o n wit h U b c H 5 b, a n E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e s h o w n t o w or k wit h R N F 1 3 8 t o 

u bi q uit yl at e s u bstr at es 1 3 0  (Fi g u r e 3 .9 ). T h e m o d el r e v e al s t h e i n v ol v e m e nt of N -t er mi n al el e m e nts 

i n bi n di n g t o t h e E 2, s p e cifi c all y t h e RI N G d o m ai n, Z N F 1, a n d s o m e bi n di n g c o ntri b uti o ns fr o m 

t h e li n k er r e gi o n (Fi g u r e 3 .9 A) . A cl os er l o o k r e v e als c a n o ni c al i nt er a cti o ns t y pi c all y i n v ol v e d 

b et w e e n t h e E 2 a n d RI N G d o m ai ns, m ai nl y b et w e e n hi g hl y c o ns er v e d h y dr o p h o bi c r esi d u es o n 

t h e l o o p c o or di n ati n g zi n c i o ns wit hi n t h e RI N G d o m ai n: V 2 0, A 4 6, a n d P 5 7 wit h t h e h y dr o p h o bi c 

p at c h o n t h e E 2 e n z y m e  (Fi g u r e 3 .9 B) . A d diti o n al el e ctr ost ati c, a n d h y dr o g e n b o n di n g  i nt er a cti o ns 

w er e  o bs er v e d b et w e e n Q 2 2 a n d t h e hi g hl y c o ns er v e d R 5 8 r esi d u e i n R N F 1 3 8  (Fi g u r e 3 .9 B) . 

N o n -c a n o ni c al E 2 -E 3 i nt er a cti o ns w er e als o o bs er v e d, m ai nl y i nt er a cti o ns st e m mi n g fr o m Z N F 1 

a n d t h e f oll o wi n g li n k e r (Fi g u r e 3 .9 C) . S p e cifi c all y, R 8 7 fr o m Z N F 1 f or ms a cr u ci al h y dr o g e n 

b o n d wit h t h e al p h a h eli x, b el o w t h e h y dr o p h o bi c p at c h of t h e E 2. T hr e e r esi d u es fr o m t h e li n k er, 

Y 1 0 8, Y 1 1 2, a n d N 1 1 1, f urt h er c o ntri b ut e t o b o n di n g wit h p ol ar r esi d u es o n t h e s a m e h eli x  (Fi g u r e 
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3 .9 C) . A str u ct ur al ali g n m e nt wit h R N F 1 3 8 i n c o m p aris o n t o ot h er cr yst alli z e d E 2-E 3 li g as e 

c o m pl e x es r e v e als a si mil ar o v er all p att er n  (Fi g u r e 3 .9 D) . Cr u ci al r esi d u es i n v ol v e d i n t h e E 2 -E 3  

c o m pl e x es ar e c o ns er v e d (Fi g u r e 3 .9 E) . M or e r e c e ntl y t h e str u ct ur e of t h e R IN G -Z N F 1 of 

R N F 1 2 5 w a s cr yst alli z e d wit h U b c H 5 b, s h o wi n g c a n o ni c al RI N G i nt er a cti o ns b et w e e n R N F 1 2 5, 

a n d U b c H 5 b, a n d t h e n o n -c a n o ni c al r esi d u es as w ell 1 5 3 , c o nsist e nt wit h Al p h a F ol d m o d elli n g of 

R N F 1 3 8. I n c o n cl usi o n, m o d eli n g of R N F 1 3 8’s N -t er mi n al r e gi o ns wit h t h e E 2 U b c H 5 b, s u g g est 

t hi s m a y f or m a c o m pl e x t o a cti v at e t h e E 2. T h e r ol e of Z N F 1 m a y e xt e n d b e y o n d str u ct ur all y 

st a bili zi n g t h e RI N G d o m ai n a n d c o ul d pl a y a r ol e i n dir e ct i nt er a cti o n wit h t h e E 2, wit h s o m e 

r esi d u es fr o m t h e li n k er c o mi n g i nt o c o nt a ct as w ell. 
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Fi g u r e 3 .9 . Al p h a F ol d 2-M ulti m e r M o d elli n g of R N F 1 3 8 Int e r a cti o n wit h U b c H 5 b.   

A.  Hi g h est r a n k e d m o d el s h o w n i n s urf a c e r e pr es e nt ati o n of U b c H 5 b ( pi n k) b o u n d t o R N F 1 3 8 
( p ur pl e) wit h a n i nt erf a c e (i) p T M of 0. 8 7 3. O nl y t h e N-t er mi n al r e gi o n wit h s o m e r esi d u es of L 2 
ar e s h o w n f or cl arit y. T h e o v er all str u ct ur e s h o ws a dir e ct i nt er a cti o n of t h e RI N G d o m ai n, as L 1 
a ct s li k e a hi n g e, bri n gi n g Z N F 1 a n d el e m e nts of L 2 cl os er t o E 2 cr e ati n g a cl a m p li k e str u ct ur e. 
B.  Cl os e u p o n t h e c a n o ni c al RI N G i nt er a cti o ns m o d ell e d b y Al p h a F ol d. I nt er a cti o ns b et w e e n 
V 2 0, P 5 7, a n d A 4 6 o n t h e RI N G d o m ai n wit h  A 9 6 P 8 5, a n d F 6 2 o n U b c h 5 b cr e at e a h y dr o p h o bi c 
c or e fl a n k e d b y h y dr o g e n b o n di n g a n d el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns. M ai nl y: R 5 a n d S 9 4 of U b c h 5 b 
h y dr o g e n b o n d t h e m ai n c h ai n at o ms of P 5 7, a n d V 2 0 of t h e RI N G d o m ai n. R 5 8, a n d Q 2 2 
e xt e n di n g fr o m t h e RI N G i nt er a ct wit h t h e m ai n c h ai n of Q 9 2, a n d h y dr o g e n b o n d wit h R 5 o n 

P 5 7
A 4 6

V 2 0

R 5 8

Q 2 2

R 5

P 9 5

F 6 2
S 9 4

Q 9 2

T 4 5

R N F 1 3 8 1 8
R N F 1 2 5 3 7
R N F 1 4 6 3 7
R N F 3 8 4 6 3
BI R C 7 2 5 2
M Y LI P 3 8 7

C B L 3 8 1
RI N G 1 B 4 8
R N F 1 2 5 8 5

R N F 1 6 5 2 9 4

5 8
7 6
7 5
5 0 4
2 8 6
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Y 1 1 2
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U b c H 5 b, r es p e cti v el y. C. E xt e n d e d n o n -c a n o ni c al E 2 -E 3 i nt er a cti o ns of c h ar g e d r esi d u es fr o m 
Z N F 1 ( R 8 7) a n d L 2 ( Y 1 0 8, Y 1 1 2, a n d N 1 1 1) wit h p ol ar r esi d u es a n d c h ar g e d r esi d u es ( N 7, K 8, 
S 1 1, D 1 2) o n t h e h eli x p a c k e d a g ai nst R N F 1 3 8. D.  Str u ct ur al ali g n m e nt of m o n o m eri c RI N G E 3 
li g as es ( c y a n) cr yst alli z e d wit h t h eir r es p e cti v e E 2s ( gr e y). R N F 1 3 8 is i n p ur pl e, a n d R N F 1 2 5 
( RI N G Z N F 1) cr yst alli z e d wit h U b c H 5 b is i n gr e e n ( P D B a c c e ssi o n c o d e: 8 G B Q). E.  Cl ust al 
O m e g a s e q u e n c e ali g n m e nt of RI N G d o m ai ns str u ct ur all y al i g n e d wit h i n p a n el D. R esi d u es 
o bs er v e d i n t h e e x p eri m e nt al str u ct ur es a n d o ur m o d el ar e hi g hli g ht e d i n t h e r e d b o x es.  
 

3. 4. 7 R esi d u es L o c at e d at t h e N -t e r mi n al of t h e RI N G D o m ai n C o nt ri b ut e t o St a bili zi n g t h e 

Cl os e d C o nf o r m ati o n  

 T o f a cilit at e t h e tr a nsf er of u bi q uiti n, it's wi d el y a c k n o wl e d g e d t h at RI N G E 3 li g as es n e e d 

t o st a bili z e t h e cl os e d c o nf or m ati o n of t h e b o u n d E 2∼ U b c o nj u g at e 1 2 0 . T his i n v ol v es est a blis hi n g 

c o nt a cts wit h b ot h t h e E 2 a n d t h e c o nj u g at e d U b, p ositi o ni n g u bi q uiti n i n a w a y w hi c h is ess e nti al 

f or m a ki n g t h e t hi o est er b o n d b et w e e n t h e E 2 a n d u bi q uiti n o p e n t o n u cl e o p hili c att a c k. I n a r e c e nt 

st u d y, t h e RI N G -Z N F 1 d o m ai ns  of R N F 1 2 5 b o u n d t o U b c H 5 b -U b, b ut n ot t h e E 2 al o n e, i n 

p ull d o w n e x p eri m e nts s u g g esti n g R N F 1 2 5 i nt er a cts wit h u bi q uiti n 1 5 3 .  

 We utili z e d Al p h a F ol d -m ulti m er t o m o d el i nt er a cti o ns of R N F 1 3 8 E 2 ~ U b  (Fi g u r e 3 .1 0 ). 

T h e m o d eli n g s h o w e d i nt er a cti o ns b et w e e n u bi q uiti n a n d t h e RI N G d o m ai n of R N F 1 3 8, c o nsi st e nt 

wit h i nt er a cti o ns o bs er v e d i n ot h er RI N G E 3 pr ot ei ns. N ot a bl y, R 5 8, a hi g hl y c o ns er v e d r esi d u e 

f o u n d i n ot h er m o n o m eri c RI N G E 3 li g as es, is p ositi o n e d i n cl os e pr o xi mit y t o b ot h t h e E 2 e n z y m e 

a n d u bi q uiti n (Fi g u r e 3 .1 0 A) . R 5 8 pl a ys a cr u ci al r ol e i n st a bili zi n g t h e cl os e d c o nf or m ati o n b y 

i nt er a cti n g wit h b ot h pr ot ei ns a n d p ositi o ni n g t h e u bi q uiti n m ol e c ul e i n a c o nf or m ati o n t h at 

f a cilit at es n u cl e o p hili c att a c k1 5 3 . F urt h er m or e, L 5 6, a n ot h er hi g hl y c o ns er v e d p ositi o n i n RI N G 

d o m ai ns, p a c ks a g ai nst I 3 6 i n u bi q uiti n  (Fi g u r e 3 .1 0 A) . A d diti o n all y, r esi d u es N -t er mi n al t o t h e 

RI N G d o m ai n, s u c h as D 1 5, c o nt a ct a n d f or m el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns wit h K 1 1 o n u bi q uiti n, 

c o nsi st e nt wit h si mil ar i nt er a cti o ns f o u n d b et w e e n R N F 1 2 5 a n d u bi q uiti n 1 3 4, 1 5 3  (Fi g u r e 3 .1 0 A) . 

A n i ntri g ui n g o bs er v ati o n ari s es fr o m a str u ct ur al o v erl a y of pr e vi o usl y cr yst alli z e d RI N G 
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d o m ai ns b o u n d t o E 2 ~ U b, w hi c h r e v e al e d a si mil ar p att er n of pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n wit h 

R N F 1 3 8 (Fi g u r e 3 .1 0 C) . U p o n cl os er e x a mi n ati o n of Z N F 1 i n o ur m o d el, w e o bs er v e d its 

i nt er a cti o ns wit h t h e N-t er mi n al r e gi o n of t h e E 2 e n z y m e. It a p p e ar e d t o wr a p ar o u n d a n d o p e n  

t h e RI N G-Z N F 1 i nt erf a c e t o f a cilit at e t his i nt er a cti o n  (Fi g u r e 3 .1 0 B) . T his i nt er a cti o n w as als o 

o bs er v e d i n t h e R N F 1 2 5 e x p eri m e nt al str u ct ur e a n d w as f o u n d t o b e cr u ci al f or t h e a cti v ati o n of 

t h e E 2 e n z y m e1 5 3  (Fi g u r e 3 .1 0 C, D) . C oll e cti v el y, o ur m o d el s u g g ests t h e N -t er mi n al e xt e nsi o n of 

R N F 1 3 8, i n c o nj u n cti o n wit h c h ar a ct eristi cs s h ar e d b y ot h er RI N G E 3 li g as es, w or ks t o st a bili z e 

t h e cl os e d c o nf or m ati o n of t h e E 2 ∼ U b c o nj u g at e, a n d li k el y f a cilit at e c at al yti c a cti vit y.  

 

R 5 8

L 5 6

D 1 5

K 1 1

I 3 6

A

B

9 0  9 0  

C

D
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Fi g u r e 3 .1 0 . Al p h a F ol d-M ulti m e r M o d el of R N F 1 3 8 B o u n d t o E 2 ~ U b . 

A.  RI N G Z N F 1 of R N F 1 3 8 ( p ur pl e) m o d ell e d wit h E 2 ( gr e y) a n d u bi q uiti n ( br o w n). C o ns er v e d 
R 5 6 i nt er a cts wit h b ot h t h e E 2, a n d u bi q uiti n p a c ki n g a g ai nst b ot h i p T M 0. 8 8 5. L 5 6 f or ms a 
h y dr o p h o bi c i nt er a cti o n wit h I 3 6 h y dr o p h o bi c p at c h o n u bi q uiti n. El e ctr ost ati c  i nt er a cti o ns 
b et w e e n D 1 5 i n t h e fl e xi bl e N -t er mi n al r e gi o n of R N F 1 3 8, a n d K 1 1 fr o m u bi q uiti n ar e als o 
o bs er v e d. B.  9 0   r ot ati o n of p a n el A. Z N F 1 a n d L 2 e xt e n d a n d wr a p ar o u n d t o t h e b a c ksi d e ( N -
t er mi n al r e gi o n) of t h e E 2 e n z y m e s u g g esti n g all ost eri c a cti vati o n i n t h e pr es e n c e of t h e E 3 li g as e. 
C.  Ali g n m e nt of e x p eri m e nt all y d et er mi n e d str u ct ur es of RI N G E 3 d o m ai ns ( c y a n), b o u n d t o a n 
E 2 pr ot ei n (s urf a c e gr e y), a n d u bi q uiti n ( w hit e). R N F 1 3 8 is i n bl u e, a n d R N F 1 2 5 is gr e e n. O v er all, 
all str u ct ur es h a d a n R M S D l es s t h a n 0. 8 0 0 Å w h e n ali g n e d o n R N F 1 3 8 , s u g g esti n g a n o v er all 
c o ns er v e d bi n di n g i nt erf a c e b et w e e n E 3 -E 2 ~ u bi q uiti n. D.  9 0   r ot ati o n of p a n el C e x cl u di n g all 
str u ct ur es b ut R N F 1 2 5 RI N G Z N F 1 -U b c h H 5 b ~ U b. T h e e xt e n d e d i nt er a cti o ns wit h t h e b a c ksi d e 
of t h e E 2 e n z y m e is e vi d e nt i n t h e e x p eri m e nt al str u ct ur e of R N F 1 2 5, c o ns er v e d i n o ur m o d el of 
R N F 1 3 8.  
 
3. 4. 8 Al p h a F ol d 2 St atisti c al M et ri cs a n d A n al ysi s  

 Al p h F ol d 2 st atisti c al m etri cs i n cl u d es p T M a n d i P T M, w hi c h st e m fr o m a m e a s ur e c all e d 

t e m pl at e m o d elli n g ( T M) s c or e, w hi c h e v al u at es t h e pr e cisi o n of t h e o v er all pr ot ei n str u ct ur e a n d 

t e n ds t o b e l ess aff e ct e d b y l o c ali z e d i n a c c ur a ci es1 5 9 . p T M s p e cifi c all y is a c o m pr e h e nsi v e m etri c 

i n di c ati n g t h e a c c ur a c y of Al p h a F ol d m o d el1 5 6, 1 5 7 . O v er all, a p T M v al u e gr e at er t h a n 0. 5 i n di c at es 

a n a c c ur at e o v er all f ol d of t h e pr e di ct e d str u ct ur e, m e a ni n g it mi g ht b e si mil ar t o t h e “tr u e ” 

str u ct ur e 1 5 6, 1 5 9 . A s c or e b el o w 0. 5 is i n di c ati v e of a p o orl y pr e di ct e d or t h e pr e di cti o n is li k el y 

wr o n g 1 5 6, 1 5 9 .  C o n v ers el y, i p T M e v al u at e s t h e pr e cisi o n of t h e pr e di ct e d p ositi o ns of t h e c o nstit u e nt 

s u b u nits wit hi n a pr ot ei n -pr ot ei n c o m pl e x 1 5 4 . S c or es e x c e e di n g 0. 8 i n di c at e c o nfi d e nt, hi g h-q u alit y 

pr e di cti o ns, w h er e as s c or es b el o w 0. 6 i n di c at e p ot e nti al pr e di cti o n f ail ur e 1 5 4 . T h e pr e di ct e d 

ali g n m e nt err or ( P A E) a n d t h e pr e di ct e d l o c al dist a n c e diff er e n c e t est ( p L D D T) ar e t w o a d diti o n al  

m etri cs t o t a k e i nt o c o nsi d er ati o n. P A E r e pr es e nts a c o m pr e h e nsi v e ass ess m e nt of d o m ai n p ositi o n 

c o nfi d e n c e s p a n ni n g l o n g dist a n c es, c o m p ut e d f or e a c h r esi d u e i n c o m p aris o n t o all ot h er s 1 5 4 – 1 5 7 . 

It q u a ntifi es t h e pr e di ct e d err or i n A n gstr o ms ( Å) f or r esi d u e x w h e n t h e m o d el is ali g n e d wit h t h e 

"tr u e " str u ct ur e at r esi d u e y. I m p ort a ntl y, P A E's a p pli c a bilit y e xt e n ds b e y o n d r esi d u es wit hi n t h e 
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s a m e m o n o m er, e n a bli n g c o n v e ni e nt a n al ysi s of b ot h i ntr a - a n d i nt er -p ositi o n c o nfi d e n c e 1 5 4 – 1 5 7 . A 

s m all er P A E v al u e b et w e e n r esi d u es of disti n ct d o m ai ns s u g g ests a l o w er e x p e ct e d err or, i n di c ati n g 

Al p h a F ol d 2's c o nfi d e n c e i n t h e p ositi o ni n g of t h es e r esi d u es, a n d vi c e v ers a 1 5 5 . p L D D T pl ot is a 

m e a s ur e of l o c al c o nfi d e n c e of e a c h i n di vi d u al r esi d u e 1 6 0 . T h e s c al e r a n g es fr o m 0 t o 1 0 0, w h er e 

hi g h er s c or es si g nif y gr e at er c o nfi d e n c e a n d t y pi c all y a m or e pr e cis e pr e di cti o n 1 5 4 – 1 5 7 ,1 6 0 . 

S p e cifi c all y, s c or es e x c e e di n g 7 0 i n di c at e a hi g h d e gr e e of c o nfi d e n c e i n t h e p ositi o ni n g of t h e C ɑ 

at o m, w hil e s c or es s ur p assi n g 9 0 i n di c at e a hi g h l e v el of c o nfi d e n c e i n t h e arr a n g e m e nt of si d e 

c h ai n at o m s 1 5 4 – 1 5 7 ,1 6 0 .     

  O v er all t h e p T M v al u e f or t h e t o p r a n k e d m o d el of R N F 1 3 8 is 0. 6 9 9 s u g g esti n g a c orr e ct 

s ol uti o n. T h e m e di a n p L D D T s c or e f or t h e w h ol e str u ct ur e w as 8 8. 9, s u g g esti n g  a n o v er all  hi g h 

l o c al c o nfi d e n c e i n o ur m o d el (Fi g u r e 3 .1 1 B) . S p e cifi c all y, t h e N-t er mi n al r e gi o n, h a d a m e di a n 

p L D D T s c or e of 8 8. 9  (Fi g u r e 3 .1 1 B) . F urt h er m or e, t h e C-t er mi n al d o m ai ns h a d a m e di a n p L D D T 

s c or e of 8 7. 9 4  (Fi g u r e 3 .1 1 B) , i n di c ati v e of hi g h l o c al c o nfi d e n c e. I nt er esti n gl y, t h e m e di a n 

p L D D T s c or e f or L 2 w as  2 6. 1  (Fi g u r e 3 .1 1 B) , c o nsi st e nt wit h a dis or d er e d r e gi o n, r e pr es e nt e d as 

a ri b b o n i n o ur m o d el.  M or e s p e cifi c all y M 9 8, t h e r esi d u e i n t h e c e nt er of t h e h y dr o p h o bi c 

i nt er a cti o ns b et w e e n t h e RI N G a n d Z N F 1 h a d a p L D D T s c or e of 9 0. 9 (Fi g u r e 3 .1 1 B) . 

A d diti o n all y, L 2 1 2 i n v ol v e d i n k e y i nt er a cti o ns b et w e e n Z N F 2, a n d Z N F 3 h a d a p L D D T s c or e of 

8 8. 1  (Fi g u r e 3 .1 1 B) . T h e hi g h p L D D T s c or es i n di c at e a hi g h l e v el of c o nfi d e n c e i n t h e pr e di ct e d 

str u ct ur e a n d i nt er a cti o ns at t h es e s p e cifi c sit es. T h e r eli a bilit y of t h es e pr e di cti o ns s u g g est s t h at 

t h e m o d el e d str u ct ur e a c c ur at el y r e pr es e nt s t h e s p ati al arr a n g e m e nt of t h es e r esi d u es. T o v ali d at e 

t h e i nt er a cti o n a n d p ositi o ni n g of t h e o v er all d o m ai ns, w e c o n d u ct e d a n a n al ysis of t h e P A E pl ot 

g e n er at e d fr o m o ur m o d el  (Fi g u r e 3 .1 1 A) . O v er all, t h e m e di a n v al u e of P A E f or t h e w h ol e 

str u ct ur e w as 2 2. 3 6  Å. H o w e v er, i n t h e RI N G a n d Z N F 1 r e gi o ns of t h e pl ot, a m e di a n P A E v al u e 
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of 2. 8 2  Å is o bs er v e d  (Fi g u r e 3 .1 1 A) , si mil arl y i n t h e Z N F 2, a n d Z N F 3 r e gi o ns a m e di a n P A E 

err or v al u e of 2. 1 2 Å is o bs er v e d  (Fi g u r e 3 .1 1 A) . T h e l o w P A E v al u e s i n di c at e t h at t h er e is 

a c c ur at e pl a c e m e nt of d o m ai ns r el ati v e t o o n e a n ot h er i n t h es e r e gi o ns , b ut o v er all R N F 1 3 8 is 

fl e xi bl e d u e t o t h e hi g hl y d y n a mi c li n k er s e p ar ati n g t h e N-t er mi n al a n d C-t er mi n al d o m ai ns.  

 

Fi g u r e 3 .1 1 . Al p h F ol d 2 C o nfi d e n c e M et ri cs of R N F 1 3 8  
 
A. A pl ot ill ustr ati n g t h e P A E w as g e n er at e d f or t h e str u ct ur e of R N F 1 3 8. P A E s er v es as a l o n g -
r a n g e m etri c f or d o m ai n p ositi o n c o nfi d e n c e, e v al u ati n g t h e c o nfi d e n c e of e a c h r esi d u e r el ati v e t o 
all ot h ers T h e N -t er mi n al d o m ai ns of R N F 1 3 8 e x hi bit e d hi g h-c o nfi d e n c e P A E v al u e s, wit h a 
m e di a n pr e di ct e d err or of 2. 8 2  Å. C o n v ers el y, t h e fl e xi bl e li n k er li n ki n g t h e N -t er mi n al a n d C-
t er mi n al d o m ai ns s h o w e d a hi g h pr e di ct e d err or, wit h a m e di a n p A E v al u e of 2 2. 3 6 Å, i n di c ati n g 
a fl e xi bl e r e gi o n wit hi n t h e pr ot ei n. F or t h e C -t er mi n al Z N F 2, Z N F 3 , t h e m e di a n p A E w as 2. 1 2  Å, 
i n di c ati n g a hi g h-c o nfi d e n c e pr e di cti o n. P A E is u s ef ul f or ass essi n g b ot h i ntr a - a n d i nt er -p ositi o n 
c o nfi d e n c e si n c e it d o es n ot r e q uir e r esi d u es t o b el o n g t o t h e s a m e m o n o m er . Alt h o u g h t h e N - a n d 
C -t er mi n al d o m ai ns r esi d e wit hi n t h e s a m e m o n o m er a n d e x hi bit f ol di n g a n d i nt er a cti o n, t h e y ar e 
s e p ar at e d b y a l ar g e fl e xi bl e li n k er. T h e p A E err or b et w e e n t h e N -t er mi n al a n d C-t er mi n al d o m ai ns 
is r el ati v el y hi g h ( 1 6. 7 7 Å) d u e t o t h e d y n a mi c li n k er, m a ki n g it c h all e n gi n g t o c o nfi d e ntl y pr e di ct 
r esi d u es i n v ol v e d i n t h eir i nt er a cti o n. O v er all, t his m o d eli n g s u g g ests t h at R N F 1 3 8 is a fl e xi bl e 
a n d d y n a mi c pr ot ei n s us c e pti bl e t o p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n. B. p L D D T pl ot of R N F 1 3 8 t h e 
m o d el. T h e m o d el w as c o nfi d e ntl y pr e di ct e d o v er all, as i n di c at e d b y a m e di a n p L D D T  s c or e of 
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8 8. 9. R esi d u es wit hi n t h e N -t er mi n al RI N G d o m ai n, as w ell as Z N F 1, Z N F 2, Z N F 3, a n d UI M 
c o nsi st e ntl y s h o w e d hi g h p L D D T v al u e s ( > 8 0). H o w e v er, L 2 e x hi bit e d l o w s c or es ( < 5 0), 
s u g g esti n g dis or d er.  
 
 W h e n b o u n d t o U b c H 5 b a n d u bi q uiti n , R N F 1 3 8 h a d a m e di a n p L D D T v al u e of 6 3. 8 

(Fi g u r e 3 .1 2 B) . T h e l o c al c o nfi d e n c e pl ot s h o ws r e d u cti o n i n c o nfi d e n c e of t h e C -t er mi n al 

d o m ai ns. O v er all, t h e  N -t er mi n al d o m ai n m ai nt ai n e d hi g h p L D D T v al ue , wit h a m e di a n s c or e of 

9 2. 9, s u g g esti n g hi g h l o c al c o nfi d e n c e  (Fi g u r e 3 .1 2 B) . I nt er esti n gl y cr u ci al r esi d u es i n t h e RI N G 

d o m ai n, Z N F 1, a n d L 2 ( D 1 5, V 2 0, Q 2 2, T 4 5, A 4 6, P 5 7, a n d R 5 8 , R 8 7, Y 1 0 8, Y 1 1 2, a n d N 1 1 1)   

i d e ntifi e d t o b e p art of t h e i nt erf a c e wit h U b c H 5 b a n d u bi q uiti n h a d m e di a n  p L D D T v al u e s  of 

9 2. 3. T h e hi g h p L D D T v al u e s ass o ci at e d wit h t h es e r esi d u es si g nif y a hi g h l e v el of c o nfi d e n c e i n 

t h eir pr e di ct e d p ositi o ns wit hi n t h e pr ot ei n str u ct ur e . T h e P A E pl ot g e n er at e d f or R N F 1 3 8  b o u n d 

t o U b c H 5 b, a n d u bi q uiti n r e v e al e d t h e str u ct ur e d r e gi o ns RI N G Z N F 1, a n d Z N F 2, Z N F 3 h a d 

m e di a n P A E v al u e s of 2. 9 2 Å a n d 9. 2 3 Å  (Fi g u r e 3 .1 2 A) , s u g g esti n g a str o n g pr e di cti o n of t h e N -

t er mi n al d o m ai ns of R N F 1 3 8. T h e bi n di n g of U b c H 5 b dist ort e d t h e p ositi o ns of Z N F 2, Z N F 3 a s 

Al p h a F ol d 2 is u n a bl e t o m o d el t h e dis or d er e d s e c o n d li n k er r eli a bl y, t h er ef or e i n cr e asi n g  err or i n 

t h e m o d el. U b c H 5 b a n d u bi q uiti n w er e b ot h pr e di ct e d a c c ur at el y wit h m e di a n P A E v al u e s of 2. 3 5 

Å a n d 1. 8 9 Å r es p e cti v el y  (Fi g u r e 3 .1 2 C, D, B) . I m p ort a ntl y, t h e m e di a n P A E of 4. 4 4 Å o bs er v e d 

f or t h e RI N G, Z N F 1, L 2, a n d U b c H 5 b hi g hli g hts  t h e pr e cisi o n of t h eir s p ati al arr a n g e m e nt wit hi n 

t h e pr e di ct e d m o d el (Fi g u r e 3 .1 2 B) . A d diti o n all y, t h e m e di a n P A E b et w e e n RI N G Z N F 1 L 2, a n d 

U bi q uiti n is 4. 3 9 Å  (Fi g u r e 3 .1 2 B) . Fi n all y, t h e m e di a n P A E v al u e b et w e e n U b c 5 H b a n d u bi q uiti n 

is 3. 9 1 Å (Fi g u r e 3 .1 2 B) . C oll e cti v el y t h e l o w m e di a n P A E err or v al u es c o m bi n e d wit h a n i P T M 

s c or e of 0. 8 8 5 s u g g est a hi g hl y a c c ur at e m o d el of t h e i nt er a cti o ns b et w e e n N -t er mi n al r e gi o ns of 

R N F 1 3 8 wit h U b c H 5 b a n d u bi q uiti n.  
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Fi g u r e 3 .1 2 . C o nfi d e n c e M et ri cs of t h e M o d ell e d P r ot ei ns: R N F 1 3 8, U b c H 5 b a n d U bi q uiti n 
 
A.  P A E pl ot f or  t h e pr e di ct e d str u ct ur e of R N F 1 3 8, U b c H 5 b, a n d u bi q uiti n. T h e q u a dr a ns 
c orr es p o n di n g t o e a c h ali g n e d a n d s c or e d str u ct ur e ar e l a b ell e d b esi d es, or b el o w r es p e cti v el y.  
p L D D T pl ots of R N F 1 3 8 W T , U b c H 5 b, a n d u bi q uiti n ( A., B., a n d C.) r es p e cti v el y. E.  Fr o m l eft t o 
ri g ht: R N F 1 3 8, U b c H 5 b, a n d u bi q uiti n c ol o ur e d a c c or di n g p L D D T s c or es. T h e c ol ors d ar k bl u e 
a n d r e d r e pr es e nt p L D D T s c or es i n di c ati n g hi g h c o nfi d e n c e ( > 9 0) a n d l o w c o nfi d e n c e ( < 5 0) 
r es p e cti v el y. 

3. 5 Dis c ussi o n  

 I n t his st u d y, w e a ss es s e d t h e a bilit y of R N F 1 3 8 t o bi n d diff er e nt D N As r el e v a nt t o D N A 

d a m a g e r e p air, a n d t o u n d erst a n d t h e c o ntri b uti o ns of diff er e nt pr ot ei n d o m ai ns t o t h es e 
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i nt er a cti o ns. P urif yi n g R N F 1 3 8 a n d t h e v ari o us tr u n c ati o ns pr o v e d t o b e c h all e n gi n g, b ut t h es e 

c h all e n g es w er e cir c u m v e nt e d b y v ar yi n g b uff er c o n diti o ns, a n d k e e pi n g c o n c e ntr ati o ns l o w er 

u ntil m or e is r e q uir e d, w hi c h t h e n fr es h pr ot ei n w as us e d pr o m ptl y. B ot h R N F 1 3 8 W T a n d 

R N F 1 3 8 1 -2 2 5  s h o w e d D N A bi n di n g, wit h R N F 1 3 8 W T  bi n di n g o bs er v e d at 2 0 0 n M a n d R N F 1 3 8 1 -

2 2 5  bi n di n g at 4 μ M w h e n i n c u b at e d wit h 3’ o v er h a n g D N A, s u g g esti n g str o n g i n v ol v e m e nt of t h e 

e ntir e pr ot ei n i n D N A bi n di n g a cti vit y . S u p ers hifti n g w as o bs er v e d at hi g h er c o n c e ntr ati o ns of 

R N F 1 3 8, s u g g esti n g m ulti pl e R N F 1 3 8 m ol e c ul es mi g ht bi n d t h es e D N A s u bstr at es. I nt er esti n gl y 

o ur r es ults s h o w e d l o w er bi n di n g affi nit y r el ati v e t o pr e vi o usl y st u di es of t h e D N A bi n di n g of 

R N F 1 3 8. T his c o ul d b e attri b ut e d t o t h e l ar g er D N A s u bstr at es us e d i n t h e pr e vi o us st u d y. O ur 

D N As i n g e n er al c o nt ai n e d ~ 2 0 b as e si n gl e -str a n d e d r e gi o ns a n d ~ 4 0 b p d u pl e x e d r e gi o ns, w hil e 

t h e pr e vi o us st u d y us e d 5 0 b as e si n gl e-str a n d e d D N A, wit h a 5 0 b p d u pl e x e d r e gi o n. A d diti o n all y, 

t h e diff er e n c e c o ul d b e d u e t o t h e diff er e nt e x pr essi o n s yst e ms. T h e pr e vi o us st u d y us e d i ns e ct -

c ell e x pr ess e d R N F 1 3 8, w hi c h mi g ht h a v e a d diti o n al p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns, or m a y b e 

b ett er f ol d e d t h a n o ur E. c oli -e x pr ess e d m at eri al 1 2 9 . O ur E x pi 2 9 3F  e x pr essi o n s yst e m w as o ur 

att e m pt at cir c u m v e nti n g t hi s dis cr e p a n c y, b ut w e w er e u n a bl e t o e x pr ess us e a bl e a m o u nt s of 

R N F 1 3 8 i n t hi s w a y. F urt h er tr u n c ati o n of R N F 1 3 8 str o n gl y di mi nis h e d D N A bi n di n g, s u g g esti n g 

t h e i n v ol v e m e nt of all R N F 1 3 8’s d o m ai ns i n DN A bi n di n g a cti vit y. T h e s yst e m ati c r e d u cti o n i n 

t h e si z e of t h e D N A s u b str at e f urt h er di mi nis h e d t h e D N A bi n di n g affi nit y.  We i niti all y t h o u g ht 

t h e zi n c fi n g ers w o ul d li k el y bi n d D N A r e g ar dl ess of t h e pr es e n c e or a bs e n c e of ot h er d o m ai ns, 

b ut t hi s is n ot  t h e c as e. Li k el y, t h er e is dir e ct i n v ol v e m e nt of s e v er al diff er e nt el e m e nt s wit hi n 

R N F 1 3 8 r es p o nsi bl e f or D N A bi n di n g, a n d i n a d diti o n, t h er e ar e li k el y str u ct ur al c o ntri b uti o ns 

fr o m t h e ot h er d o m ai ns r e q uir e d f or o v er all pr ot ei n st a bilit y w hi c h ar e n ot d ir e ctl y i n v ol v e d i n 

D N A bi n di n g.  
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  I nsi g hts fr o m Al p h a F ol d 2 m o d el s a b o ut t h e o v er all str u ct ur e of R N F 1 3 8 r e v e al a hi g hl y 

fl e xi bl e pr ot ei n wit h l o c ali z e d or d er e d d o m ai ns. RI N G E 3 li g as es, s u c h as T R A F 6, ar e k n o w n i n 

c ert ai n c as es t o w or k as di m ers. N o e vi d e n c e of di m eri z ati o n w as o bs er v e d d uri n g pr ot ei n 

p urifi c ati o n, a n d Al p h a F ol d f ail e d t o m o d el a di m eri c str u ct ur e t h er ef or e w e pr o c e e d e d t o tr e at 

R N F 1 3 8 as a m o n o m eri c RI N G E 3 li g as e. T h e N -t er mi n al r e gi o n of R N F 1 3 8 h as a n i ntri c at e 

n et w or k of i nt er a cti o ns b et w e e n t h e RI N G d o m ai n a n d Z N F 1. T h e r esi d u es i n v ol v e d i n t h e 

i nt er a cti o ns w er e c o ns er v e d a cr oss r el at e d pr ot ei ns RN F 1 2 5, R N F 1 6 6, a n d R N F 1 1 4. I nt er esti n gl y, 

t h e e x p eri m e nt al str u ct ur e of R N F 1 2 5 RI N G Z N F 1 r e v e als a n e arl y i d e nti c al p att er n of bi n di n g 

b et w e e n t h e RI N G d o m ai n, a n d Z N F 1, s u g g esti n g a n i m p ort a nt str u ct ur al r ol e of Z N F 1 a n d o v er all 

st a bili z ati o n of t h e RI N G d o m ai n. D u e t o t h e fl e xi bilit y i n L 2, t h e e x a ct o v er all str u ct ur e of t h e C -

t er mi n al r e gi o ns is n ot c o nfi d e ntl y m o d ell e d, b ut w e c a n c o m m e nt o n Z N F 2, 3 w hi c h w er e 

m o d ell e d t o b e  p a c k e d a g ai nst e a c h ot h er wit h c o ns er v e d h y dr o p h o bi c r esi d u es f a cilit ati n g t h e 

i nt er a cti o n. 

 T h e bi n di n g i nt er a cti o n m o d ell e d b y Al p h a F ol d 2 b et w e e n t h e RI N G d o m ai n a n d t h e E 2 

e n z y m e mirr ors si mil ar i nt er a cti o ns o bs er v e d i n e x p eri m e nt all y c h ar a ct eri z e d str u ct ur es of RI N G -

E 2 c o m pl e x es. I nt er esti n gl y, t h e r e c e ntl y p u blis h e d str u ct ur e of R N F 1 2 5 RI N G -Z N F 1, a n d E 2 

r e v e al e d t h e i m p ort a nt c a n o ni c al i nt er a cti o ns of t h e RI N G d o m ai n wit h t h e E 2. T h os e i nt er a cti n g 

r esi d u es ar e c o ns er v e d i n R N F 1 3 8 a n d w er e o bs er v e d i n t h e Al p h a F ol d 2 m o d el of t h e R N F 1 3 8 -

E 2 c o m pl e x. I n a d diti o n t o t h e RI N G d o m ai n, n o n -c a n o ni c al i nt er a cti o ns w er e als o o bs er v e d wit h 

t h e Z N F 1 a n d L 2. O ur m o d el is c o nsist e nt wit h  pr e vi o us e x p eri m e nt al fi n di n gs i n t h e str u ct ur e 

R N F 1 2 5 -U b c H 5 b, s u g g esti n g a n i m p ort a nt r ol e of t h e N -t er mi n al r e gi o n i n c at al yti c a cti vit y. 

I nt er esti n gl y it w as f o u n d t h at t h e RI N G al o n e i s n ot e n o u g h f or t h e c at al yti c a cti vit y of R N F 1 2 5, 

f urt h er i m pli c ati n g Z N F 1 an d r esi d u es i n L 2 i n t h e c at al yti c a cti vit y of R N F 1 3 8 1 3 4, 1 5 3 . Li k e 
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R N F 1 3 8, t w o e xt e nsi v el y st u di e d RI N G -E 3s, L N X 1 a n d T R A F 6, e a c h f e at ur e at l e ast o n e Z N F 

p ositi o n e d C -t er mi n all y t o t h e RI N G d o m ai n1 6 1 – 1 6 3 . I n b ot h L N X 1 a n d T R A F 6, t h e RI N G d o m ai ns 

f or m di m ers, w hil e t h e C-t er mi n al Z N F d o es n ot ti g htl y i nt er a ct wit h t h e RI N G d o m ai n. I nst e a d, 

t h e Z N F l o c at e d C-t er mi n al t o t h e RI N G d o m ai n i nt er a cts wit h t h e u bi q uiti n m ol e c ul e t o m ai nt ai n 

t h e a cti v at e d st at e of t h e E 2∼ U b c o nj u g at e b o u n d t o t h e RI N G d o m ai n of its di m eri c c o u nt er p art. 

L N X 1 is p arti c ul arl y n ot e w ort h y as it n ot o nl y c o nt ai ns a C -t er mi n al Z N F d o m ai n b ut als o 

h ar b o urs a n ot h er Z N F d o m ai n N -t er mi n al t o t h e RI N G d o m ai n1 6 2, 1 6 3 . I n t his str u ct ur al 

arr a n g e m e nt, t h es e t w o Z N Fs p a c k t o g et h er, e xt e n di n g t h e RI N G di m er i nt erf a c e a n d st a bili zi n g 

t h e a cti v at e d st at e of t h e c o nj u g at e. I nt er esti n gl y, R N F 1 3 8 as a m o n o m eri c RI N G E 3 li g as e, 

i nt er a cts wit h t h e u bi q uiti n a n d E 2 t hr o u g h a c o nser v e d R 5 8  r esi d u e, pr e di ct e d t o b e t h e li n c h pi n 

r esi d u e st a bili zi n g a n d p ositi o ni n g u bi q uiti n f or n u cl e o p hili c att a c k 1 5 3 . A n ot h er c o ns er v e d r esi d u e 

is t h e L 5 6, w hi c h i nt er a cts wit h t h e h y dr o p h o bi c p at c h o n u bi q uiti n. B ot h ar e c a n o ni c al RI N G 

u bi q uiti n i nt er a cti o ns o bs er v e d i n ot h er m o n o m eri c RI N G E 3 li g as es 1 2 0 . A n i nt er esti n g o bs er v ati o n 

is t h e i m p ort a n c e of r e gi o n N -t er mi n al of t h e RI N G d o m ai n, w h er e i m p ort a nt el e ctr ost ati c 

i nt er a cti o ns w er e o bs er v e d i n o ur m o d el c o ntri b uti n g t o t h e i nt er a cti o n wit h u bi q uiti n. I n a d diti o n 

t o t h e a cti v ati o n of U b c H 5 b b y i nt er a cti o n wit h t h e E 3, a n u m b er of st u di es h a v e s h o w n t h at t h e 

i nt er a cti o n of u bi q uiti n wit h t h e N-t er mi n al r e gi o n of t h e E 2, oft e n r ef err e d t o as t h e b a c ksi d e-

bi n di n g sit e, si g nifi c a ntl y e n h a n c e s a cti vit y 1 5 3, 1 6 4 – 1 6 6 . T h e u bi q uiti n m ol e c ul e t h at bi n ds t o t h e 

b a c ksi d e of U b c H 5 b e n h a n c e s a cti vit y, at l e ast i n p art, b e c a us e it r estri cts t h e fl e xi bilit y of 

U b c H 5 b 1 5 3 . T his f or m of all ost eri c r e g ul ati o n w arr a nt e d a cl os er l o o k at n o n-RI N G el e m e nts of 

R N F 1 3 8 as fr o m t h e Al p h a F ol d m o d el a n e xt e n d e d i nt er a cti o n b et w e e n R N F 1 3 8 a n d U b c H 5 b is 

o bs er v e d . U p o n r ot ati n g t h e str u ct ur al m o d el 9 0 d e gr e es, it b e c a m e e vi d e nt t h at Z N F 1 is e xt e n d e d 

a n d wr a ps ar o u n d t h e N -t er mi n al r e gi o n of t h e E 2. I nt er e sti n gl y, t hi s w as als o o bs er v e d i n t h e 
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e x p eri m e nt al str u ct ur e of t h e R N F 1 2 5 N -t er mi n al r e gi o n wit h E 2. Bi o c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n 

f urt h er r e v e al e d t his e xt e n d e d i nt er a cti o n f a cilit at e E 2 a cti vit y.  M ut ati o ns i n r esi d u es c o nt a cti n g 

t h e E 2 fr o m Z N F 1, l e a d t o a r e d u cti o n i n c at al yti c a cti vit y. In d e e d, t h e b a c k -si d e i nt er a cti o n of 

n o n -RI N G el e m e nts wit h E 2 h as b e e n o bs er v e d i n ot h er E 3 li g as es, w hi c h is t h e c as e f or t h e RI N G 

E 3s A 0 7 a n d g p 7 8 1 6 5, 1 6 6 . I n a d diti o n t o t h e c or e RI N G i nt er a cti o n wit h t h e E 2, t h e y h a v e a n 

a d diti o n al h eli x w hi c h i nt er a cts wit h t h e b a c ksi d e N -t er mi n al r e gi o n of t h e E 2 e n z y m e. 

C oll e cti v el y, o ur m o d el u n d ers c or es t h e i m p ort a n c e of t h e N -t er mi n al r e gi o n of R N F 1 3 8 i n 

c at al yti c a cti vit y, a n d li k el y o v er all str u ct ur e of R N F 1 3 8. T hr o u g h t h e o v er all str u ct ur al 

st a bili z ati o n of R N F 1 3 8, w hi c h m a y m e di at e D N A bi n di n g a n d r et e nti o n o n D S Bs . 

3. 6 A c k n o wl e d g e m e nts  

We ar e gr at ef ul f or Dr. Bri a n L e e , a n d Dr. L e o S p yr a c o p o ul os  f or t h e D N A c o nstr u cts f or b ot h t h e 

pr ot ei n c o nstr u cts a n d i niti al s et of oli g o n u cl e oti d es us e d i n o ur E M S A st u di es.  

3. 7 F u n di n g  

T h e w or k i n t h e J. N. M. G. l a b or at or y is f u n d e d b y t h e N at ur al S ci e n c es a n d E n gi n e eri n g R es e ar c h 

C o u n cil of C a n a d a ( N S E R C Dis c o v er y Gr a nt R G PI N -2 0 1 6 -0 5 1 6 3) a n d t h e C a n a di a n I nstit ut es of 

H e alt h R es e ar c h ( CI H R 1 6 8 9 7 2). I w as als o s u p p ort e d b y N o v artis P h ar m a c e uti c als C a n a d a I n c 

Gr a d u at e S c h ol ar s hi p, Q u e e n Eli z a b et h II Gr a d u at e S c h ol ars hi p, T h e D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y  

D o ct or al R e cr uit m e nt S c h ol ars hi p, Al b ert a Gr a d u at e E x c ell e n c e S c h ol ars hi p, a n d D a vi d L a ws o n 

A w ar d.  
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3. 8  C o nfli ct of I nt e r est  

T h e a ut h or s d e cl ar e n o c o nfli cts.  

3. 9  A ut h o r C o nt ri b uti o ns  

J. N. M. G  a n d R. A. F wr ot e a n d e dit e d t h e m a n us cri pt. R. A. F c o n d u ct e d all t h e e x p eri m e nts, wit h 

S. C. assi sti n g i n pr ot ei n p urifi c ati o n a n d E M S A e x p eri m e nts. R. A. F a n d A.J. L  est a bli s h e d  t h e 

m a m m ali a n e x pr essi o n s yst e m a n d p urif i e d m a m m ali a n  e x pr ess e d  pr ot ei ns. L. S. s u p pli e d t h e D N A 

c o nstr u cts of R N F 1 3 8 a n d t h e oli g o n u cl e oti d es us e d i n t h e i niti al e x p eri m e nts. I. H.I. pr o vi d e d 

ess e nti al i nsi g hts a n d s u p er vis e d A.J. L . J. N. M. G  c o n c ei v e d t h e pr oj e ct, s e c ur e d f u n di n g, a n d 

pr o vi d e d o v er all s u p er visi o n.  
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C h a pt e r 4  –  T h e R ol e of R N F 1 3 8 i n D N A E n d 

R es e cti o n is R e g ul at e d b y U bi q uit yl ati o n a n d C D K 

P h os p h o r yl ati o n  

4. 1 A bst r a ct  

D o u bl e -str a n d br e a ks ( D S Bs) ar e D N A l esi o ns t h at p os e a si g nifi c a nt t hr e at t o g e n o mi c 

st a bilit y. T h e r e p air of D S Bs b y t h e h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) p at h w a y is pr e c e d e d b y D N A 

e n d r es e cti o n, t h e 5’ t o 3’ n u cl e ol yti c d e gr a d ati o n of D N A a w a y fr o m t h e D S B. We a n d ot h ers 

pr e vi o usl y i d e ntifi e d a r ol e f or R N F 1 3 8, a RI N G fi n g er E 3 u bi q uiti n li g as e, i n sti m ul ati n g D N A 

e n d r es e cti o n a n d H R. Yet, littl e is k n o w n a b o ut h o w R N F 1 3 8’s f u n cti o n is r e g ul at e d i n t h e c o nt e xt 

of D S B r e p air. H er e, w e s h o w t h at R N F 1 3 8 is p h os p h or yl at e d at r esi d u e T 2 7 b y c y cli n -d e p e n d e nt 

ki n as e ( C D K) a cti vit y d uri n g t h e S a n d G 2 p h as es of t h e c ell c y cl e. We als o o bs er v e t h at R N F 1 3 8 

is u bi q uit yl at e d c o nstit uti v el y, wit h u bi q uit yl ati o n o c c urri n g i n p art o n r esi d u e K 1 5 8 a n d ri si n g 

d uri n g t h e S/ G 2 p h as es. I nt er esti n gl y, R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n d e cr e as es u p o n g e n ot o xi c str ess. B y 

m ut ati n g R N F 1 3 8 at r esi d u es T 2 7, K 1 5 8, a n d t h e pr e vi o usl y i d e ntifi e d S 1 2 4 A T M p h o s p h or yl ati o n 

sit e ( H a n et al. , 2 0 1 6, r ef. 2 2), w e fi n d t h at p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns at all t hr e e p ositi o ns 

m e di at e D S B r e p air. C ell s e x pr essi n g t h e T 2 7 A, K 1 5 8 R, a n d S 1 2 4 A v ari a nts of R N F 1 3 8 ar e 

i m p air e d i n D N A e n d r es e cti o n, H R a cti vit y, a n d ar e m or e s e nsiti v e t o i o ni zi n g r a di ati o n c o m p ar e d 

t o t h os e e x pr es si n g wil dt y p e R N F 1 3 8. O ur fi n di ngs s h e d m or e li g ht o n h o w R N F 1 3 8 a cti vit y is 

c o ntr oll e d b y t h e c ell d uri n g H R  
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4. 2 I nt r o d u cti o n  

D N A d o u bl e -str a n d br e a ks ( D S Bs) o c c ur w h e n b ot h D N A str a n ds ar e s e v er e d i n cl os e 

pr o xi mit y a n d ar e c o nsi d er e d t h e m ost d a n g er o us D N A l esi o n 1 6 7 . T h e y ar e m ai nl y r e p air e d b y t w o 

m aj or m e c h a nis ms, n a m el y h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) a n d n o n -h o m ol o g o us e n d j oi ni n g 

( N H EJ). H R t y pi c all y us es t h e sist er c hr o m ati d as a t e m pl at e f or r e p air 1 6 8 . As t h e sist er c hr o m ati d 

is g e n er at e d u p o n D N A r e pli c ati o n, t hi s r estri cts H R a cti vit y t o t h e S a n d G 2 p h as es of t h e c ell 

c y cl e 1 6 9, 1 7 0 . H R c o m m e n c es wit h D N A e n d r es e cti o n, t h e 5’ t o 3’ n u cl e ol yti c d e gr a d ati o n of D N A 

a w a y fr o m t h e D S B 1 7 1 . T h e pr o c ess g e n er at es 3’ si n gl e-str a n d e d D N A (s s D N A) o v er h a n gs w hi c h 

ar e r a pi dl y c o at e d b y R P A (r e pli c ati o n pr ot ei n A) c o m pl e x es 1 7 1 . E n d r es e cti o n is i niti at e d b y t h e 

n u cl e as e a cti viti es of t h e M R N ( Mr e 1 1 -R a d 5 0 -N bs 1) c o m pl e x 1 7 1 , t h e Mr e 1 1 e n d o n u cl e as e a cti vit y 

b ei n g a cti v at e d u p o n bi n di n g t o CtI P 1 7 2 – 1 7 4 . T h e o v er h a n gs ar e f urt h er e xt e n d e d b y t h e 

e x o n u cl e as es E x o 1 a n d D n a 2 1 7 1 , aft er w hi c h R P A is e x c h a n g e d f or t h e R a d 5 1 r e c o m bi n as e. R a d 5 1 

a cti vit y t h e n dri v es t h e s e ar c h f or t h e h o m ol o g o us l o c us i n t h e sist er c hr o m ati d, i niti ati n g str a n d 

i n v asi o n a n d t h e e v e nt u al r est or ati o n of t h e sit e of d a m a g e b y D N A s y nt h esi s1 6 8 . 

If D S Bs ar e i nst e a d r e p air e d b y N H EJ, t h e t w o D N A e n ds ar e dir e ctl y li g at e d t o g et h er o n c e 

t h e y ar e m a d e t o b e c h e mi c all y c o m p ati bl e b y e n d pr o c essi n g2 2 . N H EJ r e q uir es bi n di n g of t h e 

D N A e n ds b y t h e K u 7 0 -K u 8 0 ( K u) h et er o di m er 1 7 5 , w hi c h s er v es as a pl atf or m t o ass e m bl e t h e 

N H EJ m a c hi n er y 2 2, 1 7 6, 1 7 7 . N H EJ is a cti v e d uri n g all p h as es of t h e c ell c y cl e1 7 0 , b ut is es p e ci all y 

i m p ort a nt i n G 1 p h as e as t h at is w h e n H R is n ot a cti v e. T h e d e ci si o n of w h et h er t o p erf or m N H EJ 

or H R is a d y n a mi c pr o c ess g o v er n e d b y m ulti pl e d e cisi o n p oi nt s 1 7 8 . E n d r es e cti o n bi as es c ells t o 

p erf or mi n g H R, as t h e r es ulti n g ss D N A o v er h a n gs ar e n ot a m e n a bl e t o li g ati o n b y N H EJ, a n d K u 

it s elf h as l o w affi nit y t o ss D N A1 7 5 . H o w e v er, K u r e cr uits t o D S Bs r e g ar dl ess of t h e c ell c y cl e 
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p h as e 1 2 9 , a n d it s pr es e n c e o n c hr o m ati n is a bl o c k t o e n d r es e cti o n2 4, 1 7 9 . T h us, t h e r e m o v al of K u 

is r e q uir e d f or b ot h e n d r es e cti o n a n d H R t o pr o c e e d2 4, 1 7 9 .  

A r e c urri n g t h e m e i n t h e r e g ul ati o n of D S B r e p air is p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n ( P T M), 

t h e r e v ersi bl e c o v al e nt c o nj u g ati o n of pr ot ei n or c h e mi c al gr o u ps o nt o bi o m ol e c ul es. P T Ms 

i n cl u d e p h os p h or yl ati o n, c at al y z e d b y ki n as es s u c h as t h e c y cli n -d e p e n d e nt ki n as es ( C D Ks) 1 8 0 , 

a n d b y m e m b ers of t h e PI -3 -ki n as e -r el at e d ki n as e ( PI K K) f a mil y, s u c h as A T M ( at a xi a 

t el a n gi e ct asi a m ut at e d), w hi c h is a cti v at e d b y D N A d a m a g e3 8 . U bi q uit yl ati o n als o pl a ys m aj or 

r ol es i n t h e D S B r es p o ns e 1 8 1 . H er e, t h e u bi q uiti n pr ot ei n is c o nj u g at e d t o its t ar g et s u bstr at es 

t hr o u g h s e q u e nti al a cti vit y of t hr e e cl as s es of e n z y m e, E 1, E 2 a n d E 3. We a n d ot h er s h a v e s h o w n 

t h at t h e E 3 u bi q uiti n li g as e R N F 1 3 8 pr o m ot es H R3 5, 1 2 9 – 1 3 1 . Ori gi n all y f o u n d t o i n hi bit W nt-β -

c at e ni n si g n ali n g 1 2 1 , R N F 1 3 8 b el o n gs t o a f a mil y of E 3s wit h si mil ar d o m ai n str u ct ur e1 3 2 . T his 

i n cl u d es a n N-t er mi n al RI N G (R e all y Int er esti n g N e w G e n e) fi n g er d o m ai n, w hi c h i nt er a cts wit h 

t h e E 2 u bi q uiti n c o nj u g ati n g e n z y m e1 2 1, 1 3 0, 1 3 2 , t hr e e zi n c fi n g er ( Z N F) d o m ai ns, a n d a C-t er mi n al 

u bi q uiti n i nt er a cti n g m otif ( UI M). T h e zi n c fi n g er d o m ai ns m e di at e it s r e cr uit m e nt t o D N A 

d a m a g e 1 2 9 – 1 3 1  a n d bi n d D N A 1 2 9, 1 3 0 , s h o wi n g pr ef er e n c e f or ss D N A o v er h a n gs1 2 9 . M e c h a nisti c all y, 

R N F 1 3 8 pr o m ot es H R b y sti m ul ati n g D N A e n d r es e cti o n 1 2 9, 1 3 0 . It pr o m ot es t h e u bi q uit yl ati o n of 

K u 8 0, w hi c h e vi cts K u fr o m c hr o m ati n 1 2 9 . It als o m e di at es t h e u bi q uit yl ati o n of CtI P, f a cilit ati n g 

CtI P’s a c c u m ul ati o n at D S B sit es 1 3 0 . T h es e p ar all el a cti o ns –  pr o m oti n g t h e r e cr uit m e nt of CtI P, a 

sti m ul at or of r es e cti o n, a n d f a cilit ati n g t h e diss o ci ati o n of K u, w hi c h bl o c ks r es e cti o n –  h el p e ns ur e 

e n d r es e cti o n c a n pr o c e e d 1 8 2 . D o w nstr e a m of e n d r es e cti o n, a t hir d t ar g et of R N F 1 3 8-d e p e n d e nt 

u bi q uit yl ati o n w as f o u n d t o b e R a d 5 1 D 3 5, 1 3 1 , a R a d 5 1 p ar al o g u e t h at m a y c o ntri b ut e t o R a d 5 1 

fil a m e nt ass e m bl y1 8 3 . Alt h o u g h it is n ot cl e ar h o w R a d 5 1 D u bi q uit yl ati o n c o ntri b ut es t o H R3 5 , t h e 

r e cr uit m e nt of R a d 5 1 D t o D N A d a m a g e i s d e p e n d e nt o n R N F 1 3 8 1 3 1 . 



1 1 1  
 

W hil e it is est a blis h e d t h at R N F 1 3 8 p arti ci p at es i n H R, h o w it s a cti vit y is c o ntr oll e d i n H R 

h as n ot b e e n e xt e nsi v el y i n v esti g at e d. I ntri g ui n gl y, i n r es p o ns e t o I R, R N F 1 3 8 -d e p e n d e nt 

u bi q uit yl ati o n of K u 8 0 o c c ur s i n S/ G 2 p h as e, b ut n ot G 1 p h as e. 1 2 9  T his hi nt s R N F 1 3 8 a cti vit y 

mi g ht b e u n d er c ell c y cl e r e g ul ati o n t o c oi n ci d e wit h t h e o ns et of H R. We als o w o n d er e d if 

R N F 1 3 8 c o ul d b e r e g ul at e d b y u bi q uiti n c o nj u g ati o n. I n t his st u d y, w e fi n d t h at R N F 1 3 8 is 

p h os p h or yl at e d i n S a n d G 2 p h as e b y C D K a cti vit y o n r esi d u e T 2 7, a n d is als o u bi q uit yl at e d o n 

r esi d u e K 1 5 8. B ot h sit es m e di at e R N F 1 3 8 f u n cti o n i n D S B r e p air, as c ells e x pr es si n g t h e T 2 7 A 

a n d K 1 5 8 R m ut a nts e x hi bit d ef e cti v e D N A e n d r es e cti o n, H R a cti vit y, a n d h ei g ht e n e d s e nsiti vit y 

t o i o ni zi n g r a di ati o n r el ati v e t o t h os e e x pr essi n g wil dt y p e R N F 1 3 8. We als o i n v esti g at e w h et h er 

t h e s a m e pr o c ess es ar e i m p a ct e d b y m ut ati o ns at S 1 2 4, a pr e vi o usl y i d e ntifi e d A T M 

p h os p h or yl ati o n sit e o n R N F 1 3 8 1 3 1 . O ur fi n di n gs u n c o v er h o w R N F 1 3 8 a cti vit y is g o v er n e d b y 

t h e c ell, pr o vi di n g m or e i nsi g ht i nt o its c o ntri b uti o n t o D S B r e p air. 

4. 3 M et h o ds  
 

4. 3. 1 D N A C o nst r u cts a n d si R N As  

 T h e F L A G -R N F 1 3 8 v e ct or ( c o nt ai ni n g t h e f ull -l e n gt h R N F 1 3 8 O R F a n d a si n gl e F L A G 

t a g ( D Y K D D D D K) dir e ctl y C -t er mi n al t o it, wit hi n t h e A b Ve c 2. 0 e x pr essi o n v e ct or) w as a gift 

fr o m Mi c h a el H e n d z el ( U ni v er sit y of Al b ert a). p E G F P-R N F 1 3 8 -W T a n d -Δ UI M ( wit h t h e 

R N F 1 3 8 O R F C -t er mi n al of t h e G F P t a g) w er e g e n er at e d pr e vi o usl y1 2 9 ; t h e Δ UI M m ut a nt c o nt ai ns 

r esi d u es 1-2 2 8 of f ull -l e n gt h R N F 1 3 8. p C D N A 3-H A -u bi q uiti n -W T a n d -L 7 3 P ( b ot h c o nt ai ni n g 

r esi d u es 2-7 6 of u bi q uiti n) pl as mi ds w er e gifts fr o m T o n y T. H u a n g ( N e w Y or k U ni v ersit y S c h o ol 

of M e di ci n e) 1 8 4 . p c D N A 4-T O -h y gr o m y ci n -sf G F P -M A P w as a gift fr o m D a n n el M c C oll u m 

( A d d g e n e pl as mi d # 4 4 1 0 0; htt p:// n 2t. n et/ a d d g e n e: 4 4 1 0 0; R RI D: A d d g e n e _ 4 4 1 0 0) 1 8 5 . T h e si R N A-

r esist a nt R N F 1 3 8 O R F w as i ns ert e d i nt o t h e p c D N A 4-T O -h y gr o m y ci n -sf G F P -M A P v e ct or 
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b et w e e n t h e s u p erf ol d er G F P (sf G F P) -N 1 7 5 a n d His 8  m o d ul es b y G e n S cri pt Bi ot e c h ( Pis c at a w a y, 

N e w J er s e y, U S A), pr o d u ci n g t h e p c D N A 4 -T O -h y gr o m y ci n -sf G F P -R N F 1 3 8 -M A P ( a b br e vi at e d 

sf G F P -R N F 1 3 8) c o nstr u ct. T h e si R N A -r esist a nt R N F 1 3 8 O R F w as i ns ert e d i nt o t h e p m C h err y-

C 1 v e ct or b y Bi o m ati k C or p or ati o n ( Kit c h e n e r, O nt ari o, C a n a d a), pr o d u ci n g t h e m C h err y-

R N F 1 3 8 c o nstr u ct. T h e sf G F P -R N F 1 3 8 -T 2 7 A, -S 1 2 4 A, a n d -K 1 5 8 R m ut a nts w er e g e n er at e d b y 

G e n S cri pt Bi ot e c h ( Pis c at a w a y, N e w J er s e y, U S A). All ot h er m ut a nts w er e g e n er a t e d usi n g t h e Q 5 

Sit e -Dir e ct e d M ut a g e n esi s Kit ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s 

i nstr u cti o ns. S e q u e n c es w er e v erifi e d b y S a n g er s e q u e n ci n g p erf or m e d b y t h e M ol e c ul ar Bi ol o g y 

S er vi c e U nit ( D e pt. of Bi ol o gi c al S ci e n c es, U ni v ersit y of Al b ert a). D N A pri m ers us e d f or S a n g er 

s e q u e n ci n g (T a bl e 4 .1 ) a n d sit e -dir e ct e d m ut a g e n esis (T a bl e 4 .2 ) a n d si R N A (T a bl e 4 .3 ) w er e 

c ust o m s y nt h esi z e d b y Si g m a -Al dri c h ( St. L o uis, Miss o uri, U S A).  
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T a bl e 4 .1 . P ri m e rs f o r D N A S e q u e n ci n g. 

N a m e  S e q u e n c e ( 5’ –  3’)  C o nst r u ct  Di r e cti o n  

R N F 1 3 8 2 1 F or  G G C C A C G T C C T A C A C C G A  a n y c o nt ai ni n g R N F 1 3 8  f or w ar d 

R N F 1 3 8  2 1 0 
F or  

A C G G G C C T T A G A C C T T G A A A  a n y c o nt ai ni n g R N F 1 3 8  f or w ar d 

R N F 1 3 8  1 6 9 
R e v  

A T A G G G G A C A A T G T G C T C C G  a n y c o nt ai ni n g R N F 1 3 8  r e v ers e 

F L A G -R N F 1 3 8  
8 4 5 R e v  

T G A A A T T T G T G A T G C T A T T G C T T T  F L A G -R N F 1 3 8  r e v ers e 

p E G F P -C 1 F or  C A T G G T C C T G C T G G A G T T C G T G  G F P -R N F 1 3 8  f or w ar d 

p E G F P -C 1 R e v  C A G G T T C A G G G G G A G G T G T G G  G F P -R N F 1 3 8  r e v ers e 
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T a bl e 4 .2  P ri m e rs f o r Q 5 Sit e -Di r e ct e d M ut a g e n esi s ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs ). 

M ut ati o n  T e m pl at es  S e q u e n c es of P ri m e r P ai rs ( 5’ –  3’)  
A n n e ali n g 
T e m p.  

R N F 1 3 8 -
T 2 7 A  

F L A G -
R N F 1 3 8 -W T, 
G F P -R N F 1 3 8 -
W T, m C h err y -
R N F 1 3 8 -W T  

F or w ar d: G G T G C T C A A A g c g C C C G T G C G G A  
R e v ers e: T C C T G A C A G A C G G G G C A G T A G  

7 2 ° C  

R N F 1 3 8 -
T 2 7 E  

G F P -R N F 1 3 8 -
W T,  sf G F P -
R N F 1 3 8 -W T, 
m C h err y -
R N F 1 3 8 -W T  

F or w ar d: 
G G T G C T C A A A g a g C C C G T G C G G A C  
R e v ers e: T C C T G A C A G A C G G G G C A G  

6 7 ° C  

R N F 1 3 8 -
K 1 5 8 R  

G F P -R N F 1 3 8 -
W T, m C h err y -
R N F 1 3 8  
-W T/ -T 2 7 A/ -
S 1 2 4 A/  
-T 2 7 A -S 1 2 4 A  

F or w ar d: C C T A C T T T T a g g T G T C C C C T G  
R e v ers e: A T G A C C A G A A G A A C T T G T A T T C  

6 0 ° C  

R N F 1 3 8 -
S 1 2 4 A  

F L A G -
R N F 1 3 8 -W T,  
G F P -R N F 1 3 8 -
W T,  
m C h err y -
R N F 1 3 8  
-W T/ -T 2 7 A  

F or w ar d: C T T T C A G A T C g ct C A A G A T T C A G  
R e v ers e: T T T G G A A T G A T A G A A G A A A C A C  

5 8 ° C  

R N F 1 3 8 -
S 1 2 4 E  

sf G F P -
R N F 1 3 8 -W T, 
m C h err y -
R N F 1 3 8 -W T  

F or w ar d: 
C T T T C A G A T C g a g C A A G A T T C A G T A G G G  
R e v ers e: T T T G G A A T G A T A G A A G A A A C A C  

5 7 ° C  
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T a bl e 4 .3 . si R N As. 

N a m e  T a r g et  S e ns e S e q u e n c e ( 5’ –  3’)  

si C T R L  
L u cif er as e  
( n e g ati v e c o ntr ol) 

C G U A C G C G G A A U A C U U C G A  

si R N F 1 3 8  
R N F 1 3 8  
c o di n g r e gi o n ( 2 0) 

C C A A A C U G C U G U U G A A G A A  

si R N F 1 3 8 
U T R  
( us e d o nl y i n 
Fi g. S 1 A)  

R N F 1 3 8 3’ U T R 
(s e q u e n c es  w er e 
s el e ct e d  b y 
D h ar m a c o n I n c.)  

T h e f oll o wi n g si R N As p o ol e d t o g et h er: 
G G A G G G A A U U G U A U U G A U A  
A A A G A G U G G U G U U U A C U A U  
G G G A A U A G G G A U A G A C U U U  
A G C C A U A C A U C U U A A U G A A  

si C D K 1  C D K 1  C C U A G U A C U G C A A U U C G G G A A A U U U  
si C D K 2  C D K 2  C C U A U U C C C U G G A G A U U C U G A G A U U  

 

4. 3. 2 C ell Li n es, Tiss u e C ult u r e, a n d Tr a nsf e cti o n of N u cl ei c A ci ds  

 All c ells w er e m ai nt ai n e d at 3 7 ° C i n a h u mi difi e d at m os p h er e c o nt ai ni n g 5 % C O 2 . U nl ess 

i n di c at e d, all c ells w er e c ult ur e d i n l o w gl u c os e D ul b e c c o’s M o difi e d E a gl e’s m e di u m ( D M E M) 

s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % f et al b o vi n e s er u m ( F B S, Gi b c o), 5 0 u nit s/ m L p e ni cilli n a n d 5 0 μ g/ m L 

str e pt o m y ci n ( b ot h Gi b c o). C ells a p pr o a c hi n g c o nfl u e n c y w er e d et a c h e d usi n g tr y psi n -E D T A 

s ol uti o n, 0. 2 5 % ( Si g m a -Al dri c h) pri or t o s u b c ult ur e. All c ell li n es w er e t est e d f or M y c o pl as m a  

usi n g D A PI st ai ni n g. H e L a c ells w er e a gift fr o m Alfr e d C. O. Vert e g a al ( L ei d e n U ni v ersit y). T h e 

H e L a H B -u bi q uiti n c ell li n e 1 8 6  w as a gift fr o m P et er K ais er ( U ni v ersit y of C alif or ni a, Ir vi n e). 

H E K 2 9 3 c ell s w er e a gift fr o m Mi c h a el H e n d z el ( U ni v ersit y of Al b ert a). U 2 O S c ells st a bl y 

e x pr essi n g d o x y c y cli n e -i n d u ci bl e I-S c e I a n d t h e D R -G F P r e p ort er ( T RI -D R -U 2 O S) w er e a gift 

fr o m P hili p p O b er d o erff er (J o h ns H o p ki ns U ni v ersit y) 1 8 7 . U 2 O S c ells st a bl y i nt e gr at e d wit h F R T 

(fli p p as e r e c o g niti o n t ar g et) sit es a n d t h e Tet R t etr a c y cli n e r e pr es s or-e x pr essi n g p c D N A 6/ T R 

v e ct or ( U 2 O S -T R E x c ells) w er e a gift fr o m Ar mi n G a m p er ( U ni v ersit y of Al b ert a). T h e Fl p 

r e c o m bi n as e ( Fl p-I n) s yst e m w as n ot e x pl oit e d t o g e n er at e st a bl e c ell li n es i n U 2 O S -T R E x. 

I nst e a d, p c D N A 4-T O -h y gr o m y ci n -sf G F P -R N F 1 3 8 -M A P c o nstr u cts w er e st a bl y i nt e gr at e d i nt o 

U 2 O S -T R E x c ells u p o n tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n a n d s el e cti o n i n D M E M s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % 
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c h ar c o al -stri p p e d F B S ( Si g m a -Al dri c h) a n d 2 0 0 μ g/ m L h y gr o m y ci n B (I n vitr o g e n). T o e nri c h f or 

c ells e x pr essi n g t h e sf G F P -R N F 1 3 8 c o nstr u cts, 5 μ g/ m L d o x y c y cli n e ( Si g m a -Al dri c h) w as a d d e d 

t o t h e c ult ur e m e di u m f or 2 0-2 4 h o urs, t h e n G F P +  c ells w er e is ol at e d b y fl u or es c e n c e -a cti v at e d 

c ell s orti n g ( F A C S). U 2 O S -T R E x c ell s st a bl y e x pr essi n g R N F 1 3 8 c o nstr u cts w er e m ai nt ai n e d i n 

D M E M wit h 1 0 % F B S, 1 5 0 t o 2 0 0 μ g/ m L h y gr o m y ci n B, a n d 1 0 μ g/ m L bl asti ci di n S ( Gi b c o). 

U nl ess i n di c at e d ot h er wis e, pl a s mi d D N A w as tr a nsf e ct e d i nt o c ells usi n g Eff e ct e n e Tr a nsf e cti o n 

R e a g e nt ( Qi a g e n) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns 1 8 -2 4 h o urs b ef or e ass a ys w er e 

p erf or m e d. si R N A w as tr a nsf e ct e d i nt o fr es hl y s e e d e d c ell s usi n g Li p of e ct a mi n e R N Ai M a x 

Tr a nsf e cti o n R e a g e nt (I n vitr o g e n) o n c e ~ 4 8 h o urs b ef or e ass a ys w er e t o b e p erf or m e d. U nl ess 

i n di c at e d ot h er wis e, si R N A (T a bl e 4 .3 ) t o R N F 1 3 8 w as tr a nsf e ct e d at a fi n al c o n c e ntr ati o n of 6 0 

n M, w hil e si R N As t o C D K 1 a n d C D K 2 w er e tr a nsf e ct e d at a fi n al c o n c e ntr ati o n of 5 0 n M. C o ntr ol 

si R N A t ar g eti n g l u cif er as e w as tr a nsf e ct e d at t h e s a m e fi n al c o n c e ntr ati o n as t h e t ar g et e d si R N A.  

4. 3. 3 C ell C y cl e S y n c h r o ni z ati o n  

 H e L a c ells w er e s y n c hr o ni z e d b y t h e d o u bl e t h y mi di n e bl o c k m et h o d. T h y mi di n e ( 4 m M 

fi n al c o n c e ntr ati o n) w as a d d e d t o t h e c ult ur e m e di u m of as y n c hr o n o us c ells at ~ 4 0 % c o nfl u e n c y 

f or 1 6-1 8 h o urs ( bl o c k # 1). T h e c ell s w er e t h e n w as h e d t wi c e wit h r o o m t e m p er at ur e st eril e P B S, 

r e pl a c e d wit h w ar m e d D M E M + 1 0 % F B S, a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C (r el e as e). 7 -8 h o urs p ost -r el e as e, 

c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h D N A c o nstr u cts, if n e c ess ar y. 2 -3 h o urs p ost -tr a nsf e cti o n ( or 9-1 1 h o urs 

p ost -r el e as e), t h y mi di n e ( 4 m M fi n al c o n c e ntr ati o n) w as a g ai n a d d e d t o t h e c ult ur e m e di u m a n d 

k e pt f or 1 2 -1 4 h o urs ( bl o c k # 2). At t his p oi nt t h e c ells w er e c o nsi d er e d s y n c hr o ni z e d t o t h e G 1/ S 

tr a nsiti o n. T o all o w s y n c hr o n o us pr o gr essi o n t hr o u g h t h e c ell c y cl e, t h e c ells w er e r el e as e d b y 2 

w as h es wi t h i c e-c ol d P B S f oll o w e d b y 3 7 ° C i n c u b ati o n i n w ar m D M E M + 1 0 % F B S. C ells w er e 
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t h e n h ar v est e d at v ari o us ti m e p oi nts p ost-r el e as e t o e nri c h f or s p e cifi c c ell c y cl e p h as es ( e. g. 3 

h o urs f or S p h as e, 7 h o urs f or G 2 p h as e, 1 1 h o urs f or G 1 p h as e).  

4. 3. 4 H a r v esti n g C ells  

 F or H E K 2 9 3, t h e c ells w er e disl o d g e d fr o m t h e c ult ur e v ess el b y fl us hi n g t h e s urf a c e wit h 

t h e c ult ur e m e di u m. C ells w er e t h e n p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n at 5 2 5 g f or 5 mi n ut es at 4 ° C. T h e 

ot h er c ell li n es w er e disl o d g e d vi a tr y psi ni z ati o n: t h e y w er e w as h e d t wi c e i n i c e -c ol d P B S ( 1 3 7 

m M N a Cl, 2. 7 m M K Cl, 1 0 m M N a 2 H P O 4 , 1. 8 m M K H2 P O 4 , p H 7. 4), d et a c h e d wit h tr y psi n-

E D T A s ol uti o n, 0. 2 5 % ( Si g m a -Al dri c h) at 3 7 ° C f or 5 mi n ut es, r es us p e n d e d i nt o 4 v ol u m es of i c e -

c ol d D M E M + 1 0 % F B S, a n d p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n at 5 2 5 g f or 5 mi n ut es at 4 ° C. All c ells 

w er e t h e n r es us p e n d e d i nt o i c e -c ol d P B S a n d c e ntrif u g e d a g ai n ( 5 2 5 g , 5 mi n ut es, 4 ° C). Aft er 

r e m o vi ng t h e s u p er n at a nt, t h e p ell et w as fl as h fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n b ef or e st or a g e at -8 0 ° C.  

4. 3. 5 C ell C y cl e P r ofili n g b y Fl o w C yt o m et r y  

 If n e e d e d, t his pr o c e d ur e w as p erf or m e d d uri n g t h e a b o v e c ell h ar v esti n g m et h o d. W h e n 

c ells w er e r es us p e n d e d i n P B S aft er t h e first c e ntrif u g ati o n, 1 0 -2 0 % of t h e c ell p ell et w as s a v e d. 

T o t hi s fr a cti o n, m u c h of t h e s u p er n at a nt w as r e m o v e d, aft er w hi c h t h e c ell s w er e v ort e x e d i nt o a n 

i c e-c ol d mi xt ur e of P B S pr e p ar e d wit h 7 0 % et h a n ol as t h e s ol v e nt. T h e c ell s w er e fi x e d b y -2 0 ° C 

i n c u b ati o n f or at l e a st 3 0 mi n ut es. T h e c ells w er e w as h e d o n c e i n P B S, t h e n t u m bl e d e n d-o v er -e n d 

f or 3 0 mi n ut es at r o o m t e m p er at ur e i n P B S c o nt ai ni n g 1 0 0 μ g/ m L R N as e A (I n vitr o g e n) a n d 3. 8 

m M s o di u m citr at e. Pr o pi di u m i o di d e w as a d d e d t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 5 0 μ g/ m L, a n d t h e 

c ells w er e a g ai n t u m bl e d e n d -o v er -e n d at r o o m t e m p er at ur e f or at l e ast 3 0 mi n ut es. T h e pr o pi di u m 

i o di d e i nt e nsit y w as t h e n m e as ur e d f or si n gl e c ell s b y fl o w c yt o m etr y usi n g a F A C S C a nt o II ( B D 

Bi os ci e n c es).  
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4. 3. 6 C ell Tr e at m e nts  

 All i n hi bit ors w er e p ur c h as e d fr o m Milli p or e -Si g m a or S ell e c k C h e mi c als a n d diss ol v e d 

i n D M S O ( or, f or h y dr o x y ur e a, w at er). I n hi bit or s w er e dil ut e d i n w ar m e d ( 3 7 ° C) c ult ur e m e di u m 

i m m e di at el y pri or t o c ell tr e at m e nt. Ve hi cl e c o ntr ols c o nt ai n e d o nl y t h e s olv e nt of t h e i n hi bit ors 

dil ut e d t o t h e s a m e e xt e nt. U nl ess i n di c at e d ot h er wis e, c ells w er e tr e at e d wit h t h e f oll o wi n g 

c o n c e ntr ati o ns of i n hi bit ors: 2 5 μ M r os c o viti n e, 2. 5 μ M A Z D 5 4 3 8, 1 0 μ M R O -3 3 0 6, 1 0 μ M 

S B 2 0 3 5 8 0. F or tr e at m e nt wit h ultr a vi ol et li g ht ( U V),  c ell m o n ol a y ers w er e w as h e d i n P B S, w hi c h 

w as t h e n r e m o v e d, a n d e x p os e d t o 2 0 s e c o n ds of U V ( e q ui v al e nt t o ~ 6 0 J/ m 2 ). T h e c ult ur e m e di u m 

w as q ui c kl y r e -a d d e d a n d c ells w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 1 h o ur aft er w hi c h t h e y w er e h ar v est e d. 

F or tr e at m e nt wit h i o ni zi n g r a di ati o n, c ells w er e e x p os e d t o 1 0 G y fr o m a 6 0 C o s o ur c e ( G a m m a c ell 

2 2 0 Irr a di ati o n U nit, p ur c h as e d 1 9 7 8, At o mi c E n er g y of C a n a d a Li mit e d), all o w e d t o r e c o v er f or 

1 h o ur at 3 7 ° C, t h e n h ar v est e d. F or t h e r e m ai ni n g D N A d a m a gi n g a g e nts, c ells w er e r e pl a c e d wit h 

c ult ur e m e di u m c o nt ai ni n g t h e a g e nts a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C ( 1 μ M c a m pt ot h e ci n f or 1 h o ur; 2 5 

μ M p hl e o m y ci n f or 1 h o ur; 2 m M h y dr o x y ur e a f or 4 h o urs), t h e n h ar v est e d.  

4. 3. 7 P r e p a r ati o n of W h ol e C ell E xt r a cts  

 Fr o z e n p ell ets ( o bt ai n e d fr o m t h e a b o v e c ell h ar v esti n g pr ot o c ol) w er e r es us p e n d e d i nt o 

i c e-c ol d Hi g h S D S L ysi s B uff er ( 2 5 m M H E P E S p H 7. 4, 5 0 0 m M N a Cl, 2 % s o di u m d o d e c yl 

s ulf at e, 1 % Trit o n X -1 0 0, 0. 5 % s o di u m d e o x y c h ol at e, 1 m M E D T A) s u p pl e m e nt e d wit h 2 X 

c O m pl et e pr ot e as e i n hi bit or c o c kt ail, E D T A -fr e e ( c O m pl et e, R o c h e) a n d 1 X p h os S T O P 

p h os p h at as e i n hi bit or c o c kt ail ( p h os S T O P, R o c h e). T h e mi xt ur e w as t h e n s o ni c at e d wit h a Fis h er 

S ci e ntifi c M o d el 7 0 5 S o ni c Dis m e m br at or wit h mi cr oti p pr o b e ( at a m plit u d e 1 t o 5, f or 1 mi n ut e). 

4 X S D S S a m pl e B uff er ( 2 5 0 m M Tri s p H 6. 8, 8 % s o di u m d o d e c yl s ulf at e, 4 0 % gl y c er ol, 0. 2 % 

br o m o p h e n ol bl u e) w as t h e n a d d e d t o att ai n a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 X, w hil e 2 -m er c a pt o et h a n ol 
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( B M E) w as a d d e d t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 5 %. T h e s a m pl es w er e tr e at e d at 9 5 ° C f or 5 mi n ut es 

at 9 0 0 r p m o n a T h er m o Mi x er F 1. 5 ( E p p e n d orf) pri or t o r es ol uti o n b y S D S -P A G E (s o di u m 

d o d e c yl s ulf at e p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esis).  

4. 3. 8 S D S -P A G E a n d I m m u n o bl otti n g  

 S a m pl es w er e l o a d e d i nt o h a n d -c ast mi ni -g els c o m prisi n g Tris ( 3 7. 5 m M, p H 8. 8 f or t h e 

r es ol vi n g l a y er; 1 2. 5 m M, p H 6. 8 f or t h e st a c ki n g l a y er), 0. 1 % s o di u m d o d e c yl s ulf at e ( S D S), a n d 

5 -1 2 % p ol y a cr yl a mi d e. Pr e ci si o n Pl us pr ot ei n d u al c ol or st a n d ar ds ( Bi o -R a d) w er e l o a d e d as t h e 

m ol e c ul ar w ei g ht l a d d er. El e ctr o p h or esis w as p erf or m e d at 1 5 0 V i n R u n ni n g B uff er ( 2 5 m M Tris 

p H 8. 3, 1 9 2 m M gl y ci n e, 0. 1 % S D S). T h e r es ol v e d pr ot ei ns w er e t h e n w et el e ctr o -tr a nsf err e d o nt o 

0. 2 μ m nitr o c ell ul os e m e m br a n e f or 1 h o ur a t 1 1 0 V i n Tr a nsf er B uff er ( 2 5 m M Tri s p H 8. 3, 1 9 2 

m M gl y ci n e, 2 0 % m et h a n ol). T o p erf or m i m m u n o bl ot, t h e nitr o c ell ul os e w as first bl o c k e d i n 4 % 

fi s h s ki n g el ati n ( F S G) diss ol v e d i n T B S ( 5 0 m M Tri s p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl) at r o o m t e m p er at ur e. 

T B S wit h 5 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A) w as us e d as t h e bl o c ki n g s ol uti o n w h e n p h os p h o -

s p e cifi c a nti b o di es w er e us e d as t h e pri m ar y a nti b o d y. T h e pri m ar y a nti b o di es w er e dil ut e d i n 

fr es hl y pr e p ar e d T B S + 0. 1 % T w e e n-2 0 ( T B S T). F or p h os p h o -s p e cifi c a nti b o di es, 5 % B S A w as 

i n clu d e d i n t his s ol uti o n, w hil e f or t h e a nti -R N F 1 3 8 a nti b o di es, 2 % F S G w a s i n cl u d e d. T h e dil ut e d 

a nti b o di es w er e i n c u b at e d wit h t h e m e m br a n es f or eit h er 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e or o v er ni g ht 

at 4 ° C u n d er g e ntl e r o c ki n g. T h e m e m br a n es w er e t h e n s h a k e n i n T B S T ( 3 ti m es, 1 0 mi n ut es e a c h), 

i n c u b at e d f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e wit h h ors er a dis h p er o xi d as e ( H R P)-, I R D y e 6 8 0 R D- or 

I R D y e 8 0 0 C W-c o nj u g at e d s e c o n d ari es ( all LI -C O R Bi os ci e n c es) i n T B S T u n d er g e ntl e r o c ki n g, 

a n d s h a k e n i n T B S T ( 3 ti m es, 1 0 mi n ut es e a c h) a n d T B S ( o n c e, 1 0 mi n ut es). H R P a cti vit y w as 

d et e ct e d b y i n c u b ati n g t h e m e m br a n es i n A m ers h a m E C L Pri m e West er n Bl otti n g D et e cti o n 

R e a g e nt ( C yti v a) f or 2 mi n ut es. E n h a n c e d c h e mil u mi n es c e n c e ( H R P) or fl u or es c e n c e (I R D y e) 
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si g n als w er e a c q uir e d o n t h e O d yss e y F c I m a gi n g S yst e m a n d q u a ntifi e d b y d e nsit o m etr y wit h 

I m a g e St u di o s oft w ar e ( b ot h LI-C O R Bi os ci e n c es). If r e -pr o bi n g w as r e q uir e d, m e m br a n e s w er e 

tr e at e d wit h Stri p pi n g B uff er ( 1 0 0 m M gl y ci n e p H 2. 2, 1 % S D S) f or 3 0 mi n ut es wit h vi g or o us 

s h a ki n g, ri ns e d wit h distill e d w at er, a n d air -dri e d o v er ni g ht. T h e y w er e t h e n r e -bl o c k e d a n d pr o b e d 

wit h t h e n e c ess ar y pri m ar y a n d s e c o n d ar y a nti b o di es. T o e ns ur e i m m u n o bl ots f or l o a di n g c o ntr ols 

of w h ol e c ell e xtr a cts ( a cti n, t u b uli n) a n d i m m u n o pr e ci pit ati o ns ( a nti -G F P o n G F P -R N F 1 3 8, a nti -

F L A G o n F L A G -R N F 1 3 8) c o ul d b e q u a ntifi e d wit h o ut s at ur ati o n, i n s u c h sit u ati o ns pri m ar y 

a nti b o di es w er e us e d at l o w c o n c e ntr ati o ns (T a bl e 4 .4 ) a n d bl ot s w er e d et e ct e d vi a fl u or es c e n c e 

(I R D y e) i nst e a d of e n h a n c e d c h e mil u mi n es c e n c e.  

T a bl e 4 .4 . A nti b o di es. 

A nti b o d y  S o u r c e  
C at al o g u e 
N u m b e r  

I d e ntifi e r  Dil uti o n ( A p pli c ati o n)  

r a b bit a nti-β -a cti n  Si g m a  A 5 0 6 0  R RI D: A B _ 4 7 6 7 3 8  
1: 1 0 0 0 0 –  1: 2 0 0 0 0  
f or 1 h o ur (I B) 

m o us e a nti -Br d U  
C yti v a  Lif e 
S ci e n c es  

R P N 2 0 2  R RI D: A B _ 2 3 1 4 0 3 2  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I F)  

m o us e a nti -C D K 1  
S a nt a  Cr u z 
Bi ot e c h n ol o g y  

s c-5 4  R RI D: A B _ 6 2 7 2 2 4  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

r a b bit a nti-C D K 2  
S a nt a  Cr u z 
Bi ot e c h n ol o g y  

s c-1 6 3  R RI D: A B _ 6 3 1 2 1 5  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

r a b bit  a nti-p h os p h o -
C h k 1 ( S er 3 4 5)  

C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

2 3 4 8  R RI D: A B _ 3 3 1 2 1 2  1: 5 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

r a b bit  a nti-p h os p h o -
C h k 2 ( T hr 6 8)  

C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

2 1 9 7  R RI D: A B _ 2 0 8 0 5 0 1  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

r a b bit a nti-C y cli n A  
S a nt a  Cr u z 
Bi ot e c h n ol o g y  

s c-7 5 1  R RI D: A B _ 6 3 1 3 2 9  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

m o us e a nti -F L A G t a g  Milli p or e Si g m a  F 1 8 0 4  R RI D: A B _ 2 6 2 0 4 4  
1: 4 0 0 0 –  1: 8 0 0 0  
f or 1 h o ur (I B) 

r a b bit a nti-F L A G t a g  
C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

1 4 7 9 3  R RI D: A B _ 2 5 7 2 2 9 1  
1: 4 0 0 0 –  1: 8 0 0 0  
f or 1 h o ur (I B) 

r a b bit a nti-G e mi ni n  
C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

5 1 6 5  R RI D: A B _ 1 0 6 2 3 2 8 9  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

m o us e a nti -G F P  
S a nt a  Cr u z 
Bi ot e c h n ol o g y  

s c-9 9 9 6  R RI D: A B _ 6 2 7 6 9 5  
1: 2 0 0 0 –  1: 6 0 0 0  
f or 1 h o ur (I B) 

r a b bit a nti-G F P  Pr ot ei nt e c h  5 0 4 3 0 -2 -A P  R RI D: A B _ 1 1 0 4 2 8 8 1  1: 5 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  
r a b bit  a nti-p h os p h o -
H 2 A X ( S er 1 3 9)  

C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

2 5 7 7  R RI D: A B _ 2 1 1 8 0 1 0  1: 3 0 0 0 f or 1 h o ur (I F)  

r a b bit a nti-H A t a g  A b c a m  a b 9 1 1 0  R RI D: A B _ 3 0 7 0 1 9  
1: 4 0 0 0 –  1: 8 0 0 0  
 o v er ni g ht (I B)  

r a b bit a nti-R N F 1 3 8  
St  J o h n's 
L a b or at or y  

S TJ 1 1 2 3 4 2  R RI D: A B _ 2 9 3 8 9 8 2  
1: 1 0 0 0 –  1: 4 0 0 0  
o v er ni g ht (I B)  

r a b bit a nti-R N F 1 3 8  A b c a m  a b 9 2 7 3 0  R RI D: A B _ 2 2 3 8 7 1 9  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  
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( u s e d o nl y i n Fi g. S 3 A)  

m o us e a nti -R P A 2  A b c a m  a b 2 1 7 5  R RI D: A B _ 3 0 2 8 7 3  
1: 8 0 0 0 f or 1 h o ur (I F)  
1: 2 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

r a b bit  a nti-p h os p h o -
R P A 2 ( S er 4/ S er 8)  

B et h yl 
L a b or at ori es  

A 3 0 0 -2 4 5 A  R RI D: A B _ 2 1 0 5 4 7  
1: 4 0 0 0 –  1: 1 2 0 0 0  
o v er ni g ht (I B)  

r a b bit  a nti-p h os p h o -
S er/ T hr  ( P -S/ T Q; 
A T M/ A T R s u bstr at e)  

C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

2 8 5 1  R RI D: A B _ 3 3 0 3 1 8  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

m o us e a nti - 
p h os p h o -T hr -Pr o ( P -T P)  

C ell  Si g n ali n g 
T e c h n ol o g y  

9 3 9 1  R RI D: A B _ 3 3 1 8 0 1  
1: 5 0 0 –  1: 1 0 0 0  
o v er ni g ht (I B)  

m o us e a nti -ɑ -T u b uli n  G e n s cri pt  A 0 1 4 1 0  R RI D: A B _ 1 9 6 8 9 4 3  
1: 2 0 0 0 0 –  1: 2 5 0 0 0  
f or 1 h o ur (I B) 

m o us e a nti -U bi q uiti n  
S a nt a  Cr u z 
Bi ot e c h n ol o g y  

s c-8 0 1 7  R RI D: A B _ 2 7 6 2 3 6 4  1: 1 0 0 0 o v er ni g ht (I B)  

d o n k e y  a nti -m o u s e 
I g G— I R D y e 6 8 0 R D 

LI -C O R 
Bi ot e c h n ol o g y  

9 2 6 -6 8 0 7 2  R RI D: A B _ 1 0 9 5 3 6 2 8  1: 2 0 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

d o n k e y  a nti -r a b bit 
I g G— I R D y e 6 8 0 R D 

LI -C O R 
Bi ot e c h n ol o g y  

9 2 6 -6 8 0 7 3  R RI D: A B _ 1 0 9 5 4 4 4 2  1: 2 0 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

d o n k e y  a nti -m o u s e 
I g G— I R D y e 8 0 0 C W 

LI -C O R 
Bi ot e c h n ol o g y  

9 2 6 -3 2 2 1 2  R RI D: A B _ 6 2 1 8 4 7  1: 2 0 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

d o n k e y  a nti -r a b bit 
I g G— I R D y e 8 0 0 C W 

LI -C O R 
Bi ot e c h n ol o g y  

9 2 6 -3 2 2 1 3  R RI D: A B _ 6 2 1 8 4 8  1: 2 0 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

g o at a nti -m o us e I g G —
H R P  

LI -C O R 
Bi ot e c h n ol o g y  

9 2 6 -8 0 0 1 0  R RI D: A B _ 2 7 2 1 2 6 3  1: 5 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

g o at a nti -r a b bit I g G—
H R P  

LI -C O R 
Bi ot e c h n ol o g y  

9 2 6 -8 0 0 1 1  R RI D: A B _ 2 7 2 1 2 6 4  1: 5 0 0 0 f or 1 h o ur (I B)  

g o at a nti -m o us e I g G —
C y 3  

J a c ks o n 
I m m u n o R es e ar c h 
L a b or at ori es  

1 1 5 -1 6 5 -1 4 6  R RI D: A B _ 2 4 9 1 0 0 7  1: 5 0 0 f or 1 h o ur (I F)  

g o at a nti -r a b bit I g G—
Al e x a Fl u or 6 4 7  

I n vitr o g e n A -2 1 2 4 4  R RI D: A B _ 2 5 3 5 8 1 2  1: 2 5 0 f or 1 h o ur (I F)  

 

4. 3. 9 F L A G I m m u n o p r e ci pit ati o n  

 P ell ets of F L A G -R N F 1 3 8 -e x pr essi n g H e L a c ells fr o m a 1 0 0 m m dis h w er e r es us p e n d e d 

i nt o i c e-c ol d N E T N -5 0 0 ( 5 0 m M Tri s p H 8. 0 at 4 ° C, 5 0 0 m M N a Cl, 0. 5 % I G E P A L C A -6 3 0, 1 

m M E D T A) s u p pl e m e nt e d wit h fr es h 2 X c O m pl et e, 1. 2 5 X p h os S T O P, a n d 5 0 m M N -

et h yl m al ei mi d e ( N E M) a n d s h a k e n o n i c e ( 2 5 0 r p m, 2 0 mi n ut es). T h e l ys at e w as cl arifi e d b y 

c e ntrif u g ati o n at 2 0 0 0 0 g f or 1 5 mi n ut es at 4 ° C, a n d t h e r es ulti n g p ell et w as dis c ar d e d. 1 0 % of t h e 

s u p er n at a nt w as s a v e d as a n i n p ut c o ntr ol a n d mi x e d wit h a n e q u al v ol u m e of 2 X S D S S a m pl e 

B uff er ( 1 2 5 m M Tri s p H 6. 8, 4 % s o di u m d o d e c yl s ulf at e, 2 0 % gl y c er ol, 0. 1 % br o m o p h e n ol bl u e) 

al o n g wit h B M E t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 5 %. T h e i n p ut c o ntr ol w as t h e n h e at e d t o 9 5 ° C f or 5 
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mi n ut es at 9 0 0 r p m o n a T h er m o Mi x er F 1. 5. T h e r e m ai ni n g s u p er n at a nt ( 9 0 %) w as dil ut e d t o 

r e d u c e t h e N a Cl c o n c e ntr ati o n t o 1 5 0 m M, t h e n mi x e d wit h 2 0 μ L of a nti -F L A G M 2 m a g n eti c 

b e a ds ( Si g m a) t h at w er e pr e -w as h e d t wi c e i n i c e -c ol d T B S + 0. 5 % I G E P A L C A -6 3 0 ( T B S N). T h e 

mi xt ur e w as t u m bl e d e n d -o v er -e n d f or 2 h o urs at 4 ° C. N o n -s p e cifi c bi n di n g w as r e m o v e d b y 4 

w as h es i n i c e -c ol d T B S N. E a c h w as h i n v ol v e d v ort e xi n g f or 2 0 s e c o n ds, c e ntrif u gi n g at 2 7 0 0 g  f or 

2 mi n ut es, pl a ci n g t h e s a m pl e o n a m a g n eti c r a c k, a n d as pi r ati n g t h e s u p er n at a nt. B o u n d pr ot ei ns 

w er e el ut e d off t h e b e a ds b y a d di n g 2 X S D S S a m pl e B uff er a n d h e ati n g f or 1 0 mi n ut es at 9 5 ° C at 

1 2 0 0 r p m ( T h er m o Mi x er F 1. 5). T h e el u at e a n d i n p ut c o ntr ol fr a cti o ns w er e t h e n pr o c ess e d f or 

S D S -P A G E a n d i m m u n o bl ott e d. F o r t h e el u at e fr a cti o n, t h e m o difi c ati o n of i nt er est ( e. g. 

p h os p h or yl ati o n) w as bl ott e d f or first, t h e n t h e m e m br a n e w as stri p p e d a n d r e -pr o b e d t o d et e ct 

i m m u n o pr e ci pit at e d F L A G-R N F 1 3 8.  

4. 3. 1 0 G F P I m m u n o p r e ci pit ati o n  

 P ell ets of G F P c o nstr u ct -e x pr essi n g H E K 2 9 3 c ells fr o m a 1 0 0 m m dis h w er e r es us p e n d e d 

i nt o i c e-c ol d RI P A B uff er ( 5 0 m M Tris p H 7. 4 at 4 ° C, 1 5 0 m M N a Cl, 1 % I G E P A L C A -6 3 0, 1 % 

s o di u m d e o x y c h ol at e, 0. 1 % S D S, 1 m M E D T A) s u p pl e m e nt e d wit h fr es h 2 X c O m pl et e, 1. 2 5 X  

p h os S T O P, a n d 5 0 m M N E M a n d s h a k e n o n i c e ( 2 5 0 r p m, 2 0 mi n ut es). T h e l ys at e w as c e ntrif u g e d 

( 2 0 0 0 0g , 1 5 mi n ut es, 4 ° C), a n d t h e p ell et dis c ar d e d. 1 0 % of t h e s u p er n at a nt w as t a k e n o ut as a n 

i n p ut c o ntr ol a n d pr o c ess e d as i n t h e F L A G I m m u n o pr e ci pit ati o n pr oc e d ur e ( a b o v e). T h e 

r e m ai ni n g s u p er n at a nt ( 9 0 %) w as mi x e d wit h 1 5 μ L of G F P S el e ct or a g ar os e b e a ds ( N a n o Ta g 

Bi ot e c h n ol o gi es, G ötti n g e n, G er m a n y ) t h at w er e pr e-w as h e d t wi c e i n i c e -c ol d RI P A B uff er, t h e n 

t u m bl e d e n d-o v er -e n d at 4 ° C f or 1 h o ur. T o r e m o v e n o n -s p e cifi c bi n di n g, t h e b e a ds w er e w as h e d 

t wi c e i n i c e-c ol d RI P A B uff er, t h e n 4 ti m es i n i c e -c ol d Stri n g e nt Was h B uff er ( 5 0 m M Tri s p H 8. 0 

at 4 ° C , 2 M N a Cl, 1 % I G E P A L C A-6 3 0, 0. 2 5 % s o di u m d e o x y c h ol at e, 0. 1 % S D S, 1 m M E D T A). 
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E a c h w as h i n v ol v e d v ort e xi n g f or 2 0 s e c o n ds, c e ntrif u gi n g at 3 0 0 0 g  f or 2 mi n ut es, a n d as pir ati n g 

t h e s u p er n at a nt. B o u n d pr ot ei ns w er e el ut e d b y a d di n g t o t h e b e a ds 2 X S D S S a m pl e B uff er wit h 

5 % B M E a n d h e ati n g o n t h e T h er m o mi x er ( 9 5 ° C, 3 0 mi n ut es, 1 2 0 0 r p m). B ot h t h e i n p ut a n d el u at e 

fr a cti o ns w er e t h e n s u bj e ct e d t o S D S-P A G E a n d i m m u n o bl ot a n al ysis. F or t h e el u at e fr a cti o n, t h e 

m o difi c ati o n of i nt er est ( e. g. u bi q uit yl ati o n) w as bl ott e d f or first, t h e n t h e m e m br a n e w as stri p p e d 

a n d r e -pr o b e d t o d et e ct t h e i m m u n o pr e ci pit at e d G F P -t a g g e d pr ot ei n. 

4. 3. 1 1 C o -I m m u n o p r e ci pit ati o n  

 P ell ets of G F P c o nstr u ct -e x pr essi n g H E K 2 9 3 c ells fr o m a 1 0 0 m m dis h w er e pr o c ess e d as 

i n t h e pr o c e d ur e f or G F P I m m u n o pr e ci pit ati o n ( a b o v e), wit h t h e f oll o wi n g c h a n g es: N E T N-1 5 0 

( 5 0 m M Tris p H 8. 0 at 4 ° C, 1 5 0 m M N a Cl, 0. 5 % I G E P A L C A -6 3 0, 1 m M E D T A) w as us e d i n 

pl a c e of RI P A B uff er, 2 0 μ L of G F P S el e ct or a g ar os e b e a ds ( N a n o Ta g Bi ot e c h n ol o gi es) w er e us e d, 

a n d t h e b e a ds w er e w as h e d 4 ti m es wit h o nl y N E T N -1 5 0 t o r e m o v e n o n -s p e cifi c i nt er a cti o ns.  

4. 3. 1 2 C D K 2 i n vitr o Ki n as e Ass a y  

 H E K 2 9 3 c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h D N A c o nstr u cts e n c o di n g G F P, G F P -R N F 1 3 8 -W T, or 

G F P -R N F 1 3 8 -T 2 7 A ( 2 1 5 0 m m dis h es p er c o nstr u ct) a n d h ar v est e d t h e n e xt d a y. T h e c ell p ell ets 

w er e t h e n r es us p e n d e d i nt o i c e -c ol d RI P A B uff er ( as a b o v e) s u p pl e m e nt e d wit h fr es h 2 X c O m pl et e 

a n d 1 X p h os S T O P a n d s h a k e n o n i c e ( 2 5 0 r p m, 2 0 mi n ut es), aft er w hi c h t h e l ys at es w er e cl arifi e d 

b y c e ntrif u g ati o n ( 2 0 0 0 0 g , 1 5 mi n ut es, 4 ° C) a n d t u m bl e d e n d-o v er -e n d at 4 ° C f or ~ 3 -4 h o urs wit h 

2 0 μ L of G F P S el e ct or a g ar os e b e a ds t h at h a d b e e n  pr e -w as h e d t wi c e i n RI P A B uff er. T h e b e a ds 

w er e t h e n w as h e d t hr e e ti m es i n i c e -c ol d RI P A B uff er a n d t hr e e ti m es i n i c e -c ol d T B S N b uff er ( as 

a b o v e). Was h es w er e p erf or m e d as p er t h e G F P I m m u n o pr e ci pit ati o n pr o c e d ur e ( a b o v e). A n y 

r esi d u al T B S N a b o v e t h e b e ads w as t h e n r e m o v e d, a n d t h e b e a d s us p e nsi o n f or e a c h c o nstr u ct w as 

e v e nl y s plit i nt o t w o p orti o ns of ~ 1 3 μ L e a c h. E a c h p orti o n w as pr o m ptl y mi x e d o n i c e wit h 
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c o m p o n e nts fr o m a C D K 2 Ass a y Kit ( c at al o g u e n u m b er 7 9 5 9 9, B P S Bi os ci e n c e, S a n Di e g o, C A, 

U S A) t o a fi n al v ol u m e of 4 5 μ L: 6 μ L of 5 X ki n as e ass a y b uff er 1, 1 μ L of 5 0 0 μ M A T P, 5 μ L of 

st eril e d o u bl e -distill e d w at er, a n d 2 0 μ L of eit h er C D K 2/ C y cli n A 2 mi xt u r e ( c o n c e ntr ati o n of 

st o c k: 2. 5 n g/ μ L i n 1 X ki n as e ass a y b uff er 1) or 1 X ki n as e ass a y b uff er 1. T h e r e a cti o n mi xt ur es 

w er e t h e n i n c u b at e d at 3 0 ° C ( 3 0 0 r p m, T h er m o Mi x er F 1. 5). T h e r e a cti o n w as q u e n c h e d 4 5 mi n ut es 

l at er b y a d di n g 4 5 μ L of 2 X S D S S a m pl e B uff e r a n d h e ati n g t h e mi xt ur e t o 9 5 ° C f or 5 mi n ut es 

( 9 0 0 r p m, T h er m o Mi x er F 1. 5). U p o n S D S-P A G E, t h e r el ati v e ki n as e a cti vit y of C D K 2 w a s 

d et e ct e d b y i m m u n o bl otti n g f or p h os p h o -T hr -Pr o ( P -T P) a n d G F P.  

4. 3. 1 3 Is ol ati o n of U bi q uiti n C o nj u g at es b y Ni c k el Affi nit y P u rifi c ati o n  

 H e L a H B -u bi q uiti n c ells fr o m 1 5 0 m m dis h es w er e h ar v est e d as d es cri b e d a b o v e, e x c e pt 

pri or t o p ell eti n g f or fl as h fr e e zi n g, t h e c ells w er e r es us p e n d e d i nt o i c e -c ol d P B S a n d 1 0 % of e a c h 

s a m pl e w as t a k e n o ut t o s er v e as t h e i n p ut c o ntr ol. All s a m pl es w er e t h e n p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n 

( 5 2 5g , 5 mi n ut es, 4 ° C) a n d fl as h fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n b ef or e st or a g e at -8 0 ° C. T h e 1 0 % i n p ut 

c o ntr ol w as pr o c ess e d s e p ar at el y f or l ysi s t o pr e p ar e w h ol e c ell e xtr a ct ( as a b o v e) w hil e t h e 

r e m ai n d er w as pr o c ess e d f or ni c k el affi nit y p urifi c ati o n, d es cri b e d h er e.  All b uff er s w er e pr e p ar e d 

at m ost 4 h o urs b ef or e us e. All w as h es e nt ail e d v ort e xi n g i n t h e i n di c at e d b uff er f or at l e ast 2 0 

s e c o n ds, c e ntrif u g ati o n at 7 5 0 g  f or 2 mi n ut es, a n d r e m o v al of t h e s u p er n at a nt vi a v a c u u m 

as pir ati o n. C ell p ell ets w er e diss o ci at e d i nt o i c e-c ol d G u a ni di n e L ysis B uff er ( 6 M g u a ni di n e -H Cl, 

1 0 0 m M s o di u m p h os p h at e b uff er p H 8. 0, 1 0 m M Tri s, 5 m M i mi d a z ol e, 5 m M B M E) b y v ort e x 

a n d s o ni c at e d f or 1 mi n ut e ( a m plit u d e 2 5, Fis h er S ci e ntifi c M o d el 7 0 5 S o ni c Dis m e m br at or wit h 

mi cr oti p pr o b e). T h e l ys at e w as t h e n mi x e d wit h 1 5 0 μ L of Ni -N T A a g ar os e b e a ds ( Qi a g e n) t h at 

w er e pr e -w as h e d t hr e e ti m es i n G u a ni di n e L ysis B uff er. T h e mi xt ur e w as a git at e d o n a r o c k er f or 

4 h o urs at r o o m t e m p er at ur e. N o n -s p e cifi c i nt er a cti o ns w er e r e m o v e d wit h s e q u e nti al w as h es at 
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r o o m t e m p er at ur e: o n c e i n G u a ni di n e Was h B uff er ( 6 M g u a ni di n e -H Cl, 1 0 0 m M s o di u m 

p h os p h at e b uff er p H 8. 0, 1 0 m M Tris, 1 0 m M i mi d a z ol e, 0. 1 % Trit o n X -1 0 0, 5 m M B M E), o n c e 

i n p H 8 Ur e a Was h B uff er ( 8 M ur e a, 1 0 0 m M s o di u m p h os p h at e b uff er p H 8. 0, 1 0 m M Tri s, 1 0 

m M i mi d a z ol e, 0. 1 % Trit o n X -1 0 0, 5 m M B M E), a n d t hr e e ti m es i n p H 6. 3 Ur e a Was h B uff er ( 8 

M ur e a, 1 0 0 m M s o di u m p h os p h at e b uff er p H 6. 3, 1 0 m M Tri s, 0. 1 % Trit o n X -1 0 0, 5 m M B M E). 

B o u n d pr ot ei ns w er e el ut e d off t h e b e a ds wit h Ni -N T A El uti o n B uff er ( 1 5 0  m M Tris p H 6. 7, 2 0 0 

m M i mi d a z ol e, 5 % s o di u m d o d e c yl s ulf at e, 3 0 % gl y c er ol, 0. 0 5 % br o m o p h e n ol bl u e, 5 % B M E) at 

6 0 ° C f or 3 0 mi n o n a T h er m o Mi x er F 1. 5 ( E p p e n d orf) at 1 2 0 0 r p m a n d r es ol v e d b y S D S -P A G E 

f or s u bs e q u e nt i m m u n o bl otti n g. 

4. 3. 1 4 C y cl o h e xi mi d e C h as e Ass a y  

 H E K 2 9 3 c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h t h e i n di c at e d G F P -R N F 1 3 8 D N A c o nstr u cts. 2 0 h o urs 

l at er, c y cl o h e xi mi d e w as a d d e d t o t h e c ult ur e m e di u m t o 1 0 0 μ g/ m L wit h or wit h o ut M G 1 3 2 ( 5 

μ M fi n al c o n c e ntr ati o n). C ells w er e i n c u b at e d f or v ari o us ti m e p oi nts u p t o 1 6 h o urs a n d t h e n 

h ar v est e d. W h ol e c ell e xtr a cts w er e pr e p ar e d, a n d pr ot ei n e x pr essi o n l e v els w er e a n al y z e d b y 

fl u or es c e n c e-b as e d i m m u n o bl otti n g, wit h G F P i nt e nsit y n or m ali z e d t o t h e i nt e nsit y of a cti n.  

4. 3. 1 5 L as e r Mi c r oi r r a di ati o n of Li v e C ells  

 U 2 O S c ells w er e s e e d e d o n 3 5 m m gl as s -b ott o m dis h es ( M at Te k C or p or ati o n). 2 4 h o urs 

l at er, t h e y w er e tr a nsf e ct e d wit h 2 0 0 n g of t h e i n di c at e d D N A c o nstr u ct a n d i n c u b at e d f or ∼ 1 6 

h o urs. Pri or t o i m a gi n g, c ells w er e pr e -s e nsiti z e d wit h 0. 5 μ g/ m L H o e c hst 3 3 2 5 8 f or 3 0 mi n at 

3 7 ° C, w as h e d wit h P B S, a n d r e pl a c e d wit h w ar m e d p h e n ol r e d -fr e e D M E M c o nt ai ni n g 2 5 m M 

H E P E S + 1 0 % F B S ( b ot h Gi b c o). T h e dis h e s w er e m ai nt ai n e d at 3 7 ° C i n a h u m i difi e d 5 % C O2  

at m os p h er e w hil e b ei n g i m a g e d o n a Ni p k o w s pi n ni n g dis k c o nf o c al s yst e m ( Ultr a VI E W E R S, 

P er ki n El m er) m o u nt e d o n a n A xi o v ert 2 0 0 M i n v ert e d mi cr os c o p e ( Z ei ss) a n d e q ui p p e d wit h a n 
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s C M O S c a m er a ( Pri m e B SI, P h ot o m etri cs). L o c ali z e d D N A d a m a g e w as i n d u c e d i n a si n gl e 1 μ m 

t hi c k li n e s p a n ni n g t h e wi dt h of t h e c ell n u cl e us usi n g a 5 m W 4 0 5 n m di o d e l as er c o u pl e d t o a 

F R A P (fl u or es c e n c e r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g) m o d ul e ( Ultr a VI E W P h o t o ki n esis, 

P er ki n El m er) wit h t h e f oll o wi n g s etti n gs: 2 0 % p o w er o ut p ut, 2 0 it er ati o ns. T h e G F P  f usi o n 

pr ot ei ns w er e t h e n e x cit e d wit h a 4 8 8 n m ar g o n l as er a n d s e e n t hr o u g h a 6 3 X, 1. 4 n u m eri c al 

a p ert ur e oil i m m ersi o n DI C Pl a n -A p o c hr o m at o bj e cti v e l e ns ( Z eiss ). Ti m e-l a ps e i m a g es i n t h e 

G F P e mi ssi o n c h a n n el w er e r e c or d e d usi n g Vol o cit y 6. 3 s oft w ar e ( P er ki n El m er). T h e fl u or es c e n c e 

i nt e nsit y at t h e l as er stri p e o v er ti m e w as d et er mi n e d vi a I m a g e J s oft w ar e. M e as ur e m e nts fr o m 

3 0 -7 5 c ells p o ol e d fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts w er e a v er a g e d.  

4. 3. 1 6 I m m u n ofl u o r es c e n c e St ai ni n g  

 St a bl e c ell li n es g e n er at e d i n U 2 O S -T R E x w er e s e e d e d o nt o st erili z e d gl as s c o v ersli ps 

( # 1. 5 t hi c k n ess, El e ctr o n Mi cr os c o p y S ci e n c es) a n d tr a nsf e ct e d wit h si R N A 1 h o ur l at er. ~ 2 8 h o urs 

p ost -tr a nsf e cti o n, 5 μ g/ m L d o x y c y cli n e w as a d d e d t o t h e c ult ur e m e di u m f or ~ 1 6 -2 0 h o urs t o 

i n d u c e sf G F P-R N F 1 3 8 e x pr essi o n. Aft er a 1 -h o ur  tr e at m e nt wit h 1 μ M c a m pt ot h e ci n, t h e c ells 

w er e w as h e d t wi c e wit h i c e -c ol d P B S, t h e n i n c u b at e d t wi c e, 3 mi n ut es e a c h, wit h i c e -c ol d R P A 

E xtr a cti o n B uff er ( 2 5 m M H E P E S p H 7. 9 at 4 ° C, 3 0 0 m M  s u cr os e, 5 0 m M N a Cl, 0. 5 % Trit o n X -

1 0 0, 1 m M E D T A, 3 m M M g Cl 2 ). T h e y w er e t h e n w as h e d a g ai n t wi c e wit h i c e-c ol d P B S pri or t o 

fi x ati o n at r o o m t e m p er at ur e f or 2 0 mi n ut es i n 2 % p ar af or m al d e h y d e i n P B S. T h e r e a cti o n w as 

q u e n c h e d f or 1 0 mi n ut es i n 1 0 0 m M N H 4 Cl i n P B S, a n d t h e c ells w er e p er m e a bili z e d f or 5 mi n ut es 

i n P B S + 0. 5 % T w e e n-2 0. T h e c ells w er e t h e n i n c u b at e d wit h pri m ar y a nti b o di es f or 1 h o ur at 

r o o m t e m p er at ur e or o v er ni g ht at 4 ° C, i n c u b at e d i n P B S + 0. 1 % T w e e n-2 0 f or 5 mi n ut es, w as h e d 

6 ti m es i n P B S , a n d i n c u b at e d wit h s e c o n d ar y a nti b o di es f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e. All 

a nti b o di es w er e dil ut e d i n P B S, a n d a nti b o d y i n c u b ati o ns w er e p erf or m e d wit h t h e c o v er sli ps 
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b ei n g i n v ert e d i nt o 7 5 μ L dr o pl ets of t h e a nti b o d y s ol uti o n. T h e c ell s w er e t h e n c o u nt erst ai n e d i n 

1 0 n g/ μ L D A PI i n P B S f or 2 0 mi n ut es, w as h e d 6 ti m es i n P B S, a n d m o u nt e d o nt o mi cr os c o p y 

sli d es i n M o u nti n g M e di u m ( 2 % pr o p yl g all at e i n P B S pr e p ar e d wit h 1 0 %  D M S O a n d 8 0 % 

gl y c er ol as t h e s ol v e nt). I m a g es w er e a c q uir e d o n a fl u or es c e n c e mi cr os c o p e ( Z ei ss 

A xi oI m a g er. Z 2) usi n g v ersi o n 7. 1 0. 4 of M et a M or p h s oft w ar e ( M ol e c ul ar D e vi c es). T h e 

mi cr os c o p e utili z e d a 1. 4 n u m eri c al a p ert ur e 4 0 X oil i m m ersi o n DI C M 2 7 Pl a n -A p o c hr o m at 

o bj e cti v e l e ns ( Z ei ss) a n d Pri m e B SI s C M O S c a m er a ( Tel e d y n e P h ot o m etri cs). E xtr a cti o n -

r esist a nt n u cl e ar f o ci w er e q u a ntifi e d usi n g t h e C ell I nt e nsit y M e a n of Vesi cl es f e at ur e of t h e 

St atisti cs m o d ul e of I m ari s x 6 4 s oft w ar e v ersi o n 9. 9. 1 ( O xf or d I nstr u m e nts). 

4. 3. 1 7 I n vi v o H o m ol o g o us R e c o m bi n ati o n ( D R -G F P) R e p o rt e r Ass a y  

 P er c o n diti o n, ~ 4 X 1 0 6 T RI -D R -U 2 O S c ells w er e el e ctr o p or at e d wit h 6 0 n M si R N A a n d 

if n e c es s ar y, 2 μ g of m C h err y -R N F 1 3 8 D N A vi a a 4 D -N u cl e of e ct or X U nit ( pr o gr a m C M -1 0 4) 

wit h S E C ell Li n e 4 D -N u cl e of e ct or X Kit L ( b ot h L o n z a Bi os ci e n c e). 8 h o urs p ost -tr a nsf e cti o n, 1 

μ g/ m L d o x y c y cl i n e ( D o x) w as a d d e d t o t h e c ult ur e m e di u m f or 2 4 h o urs t o i n d u c e e x pr essi o n of 

I-S c e I. T h e c ult ur e m e di u m w as t h e n r e pl a c e d a n d c ells w er e c ult ur e d wit h o ut d o x y c y cli n e f or 

a n ot h er 2 4 h o urs. C ells w er e c oll e ct e d a c c or di n g t o t h e a b o v e c e ll h ar v esti n g pr o c e d ur e e x c e pt 

t h at i nst e a d of b ei n g fl as h fr o z e n, t h e c ells w er e v ort e x e d i nt o 2 % p ar af or m al d e h y d e i n P B S a n d 

i n c u b at e d f or 2 0 mi n ut es f or fi x ati o n. T h e c ells w er e t h e n w as h e d 3 ti m es i n P B S. T h e fr e q u e n c y 

of G F P +  c ells w as m e as ur e d b y fl o w c yt o m etr y ( F A C S C a nt o II, B D Bi os ci e n c es) o n at l e ast 

1 0 0, 0 0 0 c ells.  

4. 3. 1 8 Cl o n o g e ni c S u r vi v al Ass a y  

 St a bl e c ell li n es of U 2 O S -T R E x w er e s e e d e d i n 1 0 0 m m dis h e s a n d tr a nsf e ct e d wit h si R N A 

1 h o ur l at er. ~ 4 0 h o urs p ost -tr a nsf e cti o n, t h e c ells w er e d et a c h e d b y tr y psi ni z ati o n a n d k e pt o n i c e. 
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T h e c ell d e nsit y w as m e as ur e d o n a n a ut o m at e d c ell c o u nt er ( C or ni n g) e q ui p p e d wit h C yt o S M A R T 

Cl o u d ( C yt o S M A R T Te c h n ol o gi es). C ells w er e t h e n s e e d e d i n d u pli c at e o nt o 6 0 m m dis h e s a n d 

i n c u b at e d at 3 7 ° C wit h or wit h o ut 5 μ g/ m L d o x y c y cli n e f or ~ 1 6 h o urs. T h e n u m b er of c ell s s e e d e d 

p er dis h w er e as f oll o ws: p ar e nt al + si C T R L –  9 0 0 c ell s, p ar e nt al or sf G F P -R N F 1 3 8 -W T + 

si R N F 1 3 8 –  4 0 0 0 c ells, all ot h er c ell li n es + si R N F 1 3 8 –  1 2 0 0 0 c ells. T h e dis h e s w er e e x p os e d t o 

u p t o 5 G y of i o ni zi n g r a di ati o n fr o m a 6 0 C o s o ur c e ( G a m m a c ell 2 2 0 Irr a di ati o n U nit, p ur c h as e d 

1 9 7 8, At o mi c E n er g y of C a n a d a Li mit e d), aft er w hi c h t h e c ult ur e m e di u m w as r e pl a c e d. T h e c ells 

w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 7 -1 0 d a ys; 5 μ g/ m L d o x y c y cli n e w as i n cl u d e d i n t h e m e di u m if sf G F P -

R N F 1 3 8 e x pr es si o n w as  r e q uir e d. T h e m e di u m w as t h e n r e m o v e d a n d c ells w er e fi x e d a n d st ai n e d 

i n 0. 5 % Cr yst al Vi ol et/ 2 5 % m et h a n ol. C ol o ni es of ≥ 5 0 c ells w er e c o u nt e d. T h e s ur vi vi n g fr a cti o n 

w as c al c ul at e d b y di vi di n g t h e n u m b er of c ol o ni es f or m e d at a gi v e n d os e b y t h e n u m b er t h at 

f or m e d at 0 G y. 

4. 3. 1 9 S e q u e n c e Ali g n m e nt  

 A mi n o a ci d s e q u e n c es of R N F 1 3 8 ort h ol o g u es w er e o bt ai n e d fr o m U ni Pr ot, ali g n e d wit h 

Cl ust al O m e g a ( E ur o p e a n Bi oi nf or m ati cs I nstit ut e, E ur o p e a n M ol e c ul ar Bi ol o g y L a b or at or y), a n d 

a n n ot at e d i n E S Pri pt 3. 0 1 8 8 . 

4. 3. 2 0 Al p h a F ol d M o d eli n g  

 R N F 1 3 8 m o d eli n g a n d pr e di cti o ns w er e p erf or m e d usi n g t h e C ol a b F ol d i m pl e m e nt ati o n 

of Al p h a F ol d ( htt ps:// git h u b. c o m/ s o kr y pt o n/ C ol a b F ol d )1 5 4 – 1 5 7 . T h e Al p h a F ol d _ M M s e qs 2 G o o gl e 

C ol a b n ot e b o o k ( v ersi o n 1. 5. 2) w a s us e d as pr e vi o usl y d es cri b e d 1 8 9 . C o nfi d e n c e m etri cs w er e 

pl ott e d  wit h  Mi cr os oft  E x c el  ( v ersi o n  2 2 0 4)  a n d  M or p h e us 

(htt ps://s oft w ar e. br o a di nstit ut e. or g/ m or p h e us ). 

https://github.com/sokrypton/ColabFold
https://software.broadinstitute.org/morpheus
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4. 3. 2 1 I m a g e a n d D at a P r o c essi n g  

 R a w mi cr o gr a p hs a n d i m m u n o bl ot s c a ns w er e a dj ust e d wit h t h e L e v els t o ol a n d cr o p p e d 

i n A d o b e P h ot os h o p 2 0 2 3 a n d 2 0 2 1, r es p e cti v el y. F or i m m u n ofl u or es c e n c e mi cr o gr a p hs, i m a g es 

fr o m t h e s a m e bi ol o gi c al r e pli c at e w er e s c al e d t o i d e nti c al s etti n gs. F or G F P i m m u n o pr e ci pit ati o n 

ass a ys, G F P -R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n w as q u a ntifi e d fr o m d e nsit o m etr y r e a di n gs of i m m u n o bl ots 

wit h I m a g e St u di o s oft w ar e ( LI -C O R Bi os ci e n c es). H A si g n al fr o m i m m u n o pr e ci pit at es w as 

n or m ali z e d t o t h e G F P si g n al i m m u n o pr e ci pit at e d. All gr a p hs w er e g e n er at e d i n Pris m 9 

( Gr a p h P a d) a n d dis pl a y t h e m e a n wit h err or b ars s h o wi n g t h e st a n d ar d d e vi ati o n. U nl ess i n di c at e d 

ot h er wis e, or di n ar y o n e -w a y A N O V A wit h Ší d á k's m ulti pl e c o m p aris o ns t est w as p erf or m e d t o 

d et er mi n e st atisti c al si g nifi c a n c e. Ast eris ks d e pi ct st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c es: ns ( n ot 

si g nifi c a nt),   ( p  ≤ 0. 0 5),    ( p  ≤ 0. 0 1),     ( p  < 0. 0 0 1),      ( p  < 0. 0 0 0 1). Fi g ur es w er e arr a n g e d 

a n d l a b el e d usi n g A d o b e Ill ustr at or 2 0 2 3.  

4. 4 R es ults  

4. 4. 1 R N F 1 3 8 P r ot ei n E x p r essi o n is M ai nt ai n e d O v e r t h e C o u rs e of t h e C ell C y cl e  

 T o as c ert ai n h o w R N F 1 3 8 is r e g ul at e d, w e first as k e d if its e x pr essi o n w as c o ntr oll e d i n a 

c ell c y cl e -d e p e n d e nt m a n n er. As t h e e x pr essi o n of t h e H R f a ct or B R C A 1 p e a ks d uri n g t h e S a n d 

G 2 p h as es 1 9 0 – 1 9 2 , w e s ur mis e d R N F 1 3 8 pr ot ei n l e v els c o ul d b e h a v e si mil arl y, c oi n ci di n g wit h it s 

r ol e i n m e di ati n g K u 8 0 u bi q uit yl ati o n a n d e vi cti o n fr o m c hr o m ati n i n S/ G 2 1 2 9 . We c h os e t o 

e x a mi n e R N F 1 3 8 e x pr essi o n i n H e L a c ells as t h e y c a n b e effi ci e ntl y s y n c hr o ni z e d t o t h e G 1/ S 

tr a nsiti o n b y d o u bl e t h y mi di n e bl o c k. H e L a c a n t h e n b e r el e as e d f or diff er e nt ti m e p oi nts t o 

a p pr o a c h s p e cifi c c ell c y cl e p h as es ( 3 0). Fl o w c yt o m etri c a n al ysis c o nfir m e d t h at t h e c h os e n 

ti m e p oi nts s uffi ci e ntl y e nri c h e d f or c ells i n eit h er S, G 2 or G 1 p h as e (Fi g u r e 4 .1 A ). W h e n w h ol e 

c ell e xtr a cts fr o m t h es e s a m pl es w er e i m m u n o bl ott e d, w e d et e ct e d a pr o mi n e nt i m m u n or e a cti v e 
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b a n d a b o v e 2 5 k D a i n all c ell c y cl e p h as es (Fi g u r e 4 .1 B) . As R N F 1 3 8’s m ol e c ul ar w ei g ht is 

pr e di ct e d t o b e 2 8 k D a, a n d tr a nsf e cti n g c ells wit h s h ort i nt erf eri n g R N A (si R N A) t ar g eti n g b ot h 

c o di n g a n d n o n -c o di n g r e gi o ns of t h e R N F 1 3 8  g e n e r e d u c e d d et e cti o n of t h e b a n d (Fi g u r e 4 .2 A ), 

t h e i m m u n o bl ot si g n al j ust a b o v e 2 5 k D a r e pr es e nt s e n d o g e n o us R N F 1 3 8. I nt er esti n gl y, w hil e a 

mi n or i n cr e as e i n R N F 1 3 8 e x pr essi o n w as s e e n at G 2 p h as e, R N F 1 3 8 w as still a d e q u at el y 

e x pr ess e d i n G 1 p h as e, a n d o v er all, s u bst a nti al c h a n g es i n e x pr essi o n w er e n ot s e e n at a n y 

p arti c ul ar p h as e (Fi g u r e 4 .1 C) . We t h us c o n cl u d e t h at i n H e L a c ells, R N F 1 3 8 pr ot ei n e x pr essi o n 

is r el ati v el y c o nst a nt o v er t h e c o urs e of t h e c ell c y cl e.  

4. 4. 2 R N F 1 3 8 is P h os p h o r yl at e d at R esi d u e T 2 7 b y C D K -D e p e n d e nt A cti vit y  

 We r e as o n e d R N F 1 3 8 a cti vit y mi g ht b e r e g ul at e d d uri n g t h e c ell c y cl e b y a diff er e nt 

m e c h a nis m. Tr a nsiti o ns i n t h e c ell c y cl e ar e c o ntr oll e d b y C D Ks, w h os e a cti viti es a c c u m ul at e at 

s p e cifi c p h as es, a n d ar e sti m ul at e d w h e n b o u n d t o t h eir r e g ul at or y s u b u nits , t h e c y cli ns4 4, 1 9 3 . C D K 

a cti vit y pr o m ot es H R a n d D N A e n d r es e cti o n 4 5, 1 9 4, 1 9 5 , a n d pl a y ers i n D N A e n d r es e cti o n s u c h as 

Mr e 1 1, N bs 1, CtI P, D n a 2, a n d E x o 1 ar e i n d e e d t ar g ets of C D K p h os p h or yl ati o n 1 9 6 – 2 0 3 . A n al ysi s of 

R N F 1 3 8’s pri m ar y str u ct ur e r e v e al e d a si n gl e p ut ati v e C D K c o ns e ns us p h os p h or yl ati o n m otif 

( S/ T-P -X -K/ R) 4 3 , wit h t h e p ot e nti al p h os p h or yl ati o n sit e at t hr e o ni n e 2 7 ( T 2 7). T his m otif is 

c o ns er v e d i n R N F 1 3 8 ort h ol o g u es s p a n ni n g X e n o p us l a e vi s , c hi c k e n, a n d m a m m al s (Fi g u r e 

4 .1 D) , a n d w as pr e di ct e d t o b e t h e o nl y C D K sit e o n R N F 1 3 8 b y t h e al g orit h m G P S 6. 0 2 0 4  (Fi g u r e 

4 .2 B) . F urt h er, t h e Al p h a F ol d pr e di cti o n of R N F 1 3 8’s str u ct ur e s h o ws T 2 7, d es pit e b ei n g l o c at e d 

wit hi n t h e RI N G d o m ai n, is s ol v e nt -a c c es si bl e a n d p ot e nti all y a v ail a bl e f or p h os p h or yl ati o n 

(Fi g u r e 4 .8 A -E) . T 2 7 is als o at t h e c e ntr e of a p ositi v el y c h ar g e d s urf a c e of t h e RI N G ( K 2 6, R 4 0, 

K 4 1, R 4 8, R 8 0 ) (Fi g u r e 4 .8 B) , t h e a d diti o n of a p h os p h or yl gr o u p p ot e nti all y alt eri n g 
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el e ctr ost ati cs i n t h e r e gi o n. We t h us h y p ot h esi z e d R N F 1 3 8 is p h os p h or yl at e d at r esi d u e T 2 7 b y 

C D K a cti vit y.  

T o u n c o v er if R N F 1 3 8 w as p h os p h or yl at e d, w e first tr a nsf e ct e d H e L a c ell s wit h F L A G -

t a g g e d R N F 1 3 8, a n d p erf or m e d a nti-F L A G i m m u n o pr e ci pit ati o n t o e nri c h f or e x o g e n o us 

R N F 1 3 8. E x pr essi n g F L A G -R N F 1 3 8 yi el d e d a pr ot ei n t h at mi gr at e d at 3 7 k D a u p o n s o di u m 

d o d e c yl s ulf at e p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esis ( S D S -P A G E) (Fi g u r e 4 .1 E) , d es pit e R N F 1 3 8 

b ei n g pr e di ct e d t o b e 2 8 k D a. W hil e e n d o g e n o us R N F 1 3 8 mi gr at e d at t h e e x p e ct e d p ositi o n u p o n 

S D S -P A G E (Fi g u r e 4 .1 E ,Fi g u r e  4 .2 A) , i m m u n o pr e ci pit at e d F L A G-R N F 1 3 8 w as d et e ct e d at 3 7 

k D a b y a n a nti -R N F 1 3 8 a nti b o d y  (Fi g u r e 4 .4 A) . We t h us attri b ut e t h e r e d u c e d el e ctr o p h or eti c 

m o bilit y of F L A G -R N F 1 3 8 t o t h e F L A G t a g, s p e c ul ati n g t h e t a g’s fi v e n e g ati v el y c h ar g e d 

as p art at e r esi d u es hi n d er S D S bi n di n g t o t h e pr ot ei n, i m p e di n g it s mi gr ati o n d uri n g 

el e ctr o p h or esis. We n e xt i m m u n o bl ott e d t h e F L A G i m m u n o pr e ci pit at es f or t h e pr es e n c e of 

p h os p h o -t hr e o ni n e i m m e di at el y N-t er mi n al of a pr oli n e r esi d u e ( p h os p h o-T hr -Pr o, or P -T P), a 

m otif s h ar e d b y t h e s u bstr at es of b ot h C D Ks a n d mit o g e n -a cti v at e d pr ot ei n ki n as es ( M A P Ks). We 

o bs er v e d P -T P si g n al  o n F L A G -R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 E) , s u g g esti n g R N F 1 3 8 w as a s u bstr at e f or 

p h os p h or yl ati o n at T P sit es. T o d et e ct if R N F 1 3 8 w as p h os p h or yl at e d i n a c ell c y cl e -d e p e n d e nt 

m a n n er, w e tr a nsf e ct e d H e L a c ells wit h F L A G -R N F 1 3 8 a n d s y n c hr o ni z e d t h e m t o S, G 2, or G 1 

p h as e. T h e c ells w er e s uit a bl y e n ri c h e d f or t h e p h as es of i nt er est, alt h o u g h t h e s y n c hr o ni z ati o n 

effi ci e n c y w as l es s t h a n i n u ntr a nsf e ct e d H e L a c ells (Fi g u r e 4 .1 F , c o m p ar e t o Fi g u r e 4 .1 A ), li k el y 

fr o m mi n or c yt ot o xi cit y r es ulti n g fr o m F L A G-R N F 1 3 8 o v er e x pr essi o n. F L A G  

i m m u n o pr e ci pit ati o n r e v e al e d P-T P si g n al t h at p e a k e d at S p h as e a n d pr o gr essi v el y w e a k e n e d as 

c ells a p pr o a c h e d t h e G 2 a n d t h e n G 1 p h as es (Fi g u r e 4 .1 G) . I n s u p p ort of t hi s, P-T P si g n al w as 

p arti all y r e d u c e d i n c ells t h at w er e n ot s y n c hr o ni z e d b y d o u bl e t h y mi di n e bl o c k (Fi g u r e 4 .1 G) , 
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w hi c h pri m aril y c o nt ai n c ells i n G 1 p h as e (Fi g u r e 4 .1 F) . I m p ort a ntl y, t h e P-T P si g n al o c c urr e d at 

3 7 k D a, a n d di d n ot a p p e ar i n i m m u n o pr e ci pit at es fr o m u ntr a nsf e ct e d c ells (Fi g u r e 4 .1 E, G) , 

i n di c ati n g t h e P-T P si g n al w as ass o ci at e d wit h F L A G -R N F 1 3 8. We t h us c o n cl u d e R N F 1 3 8 is 

p h os p h or yl at e d i n a c ell c y cl e -d e p e n d e nt m a n n er, wit h t h e m o difi c ati o n o c c urri n g pri m aril y i n S 

a n d G 2 p h as e.  

 C D K 2 a n d C D K 1 a cti vit y tri g g er pr o gr essi o n t hr o u g h t h e S a n d G 2 p h as es ( 3 1). T o c o nfir m 

t h at t h e P-T P si g n al o bs er v e d o n R N F 1 3 8 w as d e p e n d e nt o n C D K a cti vit y, w e tr e at e d H e L a c ells 

e x pr essi n g F L A G -R N F 1 3 8 wit h r os c o viti n e a n d A Z D 5 4 3 8, i n hi bit ors t h at t ar g et b ot h C D K 1 a n d 

C D K 2 a cti vit y 2 0 5, 2 0 6 , a n d R O-3 3 0 6, a n i n hi bit or of C D K 1 a cti vit y 2 0 7 . T h e P-T P si g n al i n F L A G 

i m m u n o pr e ci pit at es w as r e d u c e d u p o n tr e at m e nt wit h e a c h i n hi bit or (Fi g u r e 4 .1 H) . As a c o ntr ol, 

tr e ati n g t h e c ells wit h S B 2 0 3 5 8 0, a n i n hi bit or of M A P K a cti vit y, di d n ot aff e ct t h e P-T P si g n al, 

i n di c ati n g t h e p h os p h or yl ati o n o n R N F 1 3 8 ar os e s ol el y fr o m C D K-d e p e n d e nt a cti vit y (Fi g u r e 

4 .4 B) . We als o ass e ss e d t h e P-T P si g n al o n F L A G -R N F 1 3 8 w h e n c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h 

si R N A t ar g eti n g C D K 1 or C D K 2. K n o c ki n g d o w n eit h er ki n as e c a p a bl y r e d u c e d R N F 1 3 8 T P 

p h os p h or yl ati o n (Fi g u r e 4 .1 I) .W hil e C D K 1 or C D K 2 d e pl eti o n di d d e cr e as e t h e pr o p orti o n of 

c ells i n S or G 2 p h as e, i n b ot h c as es fr o m 4 9. 5 % t o ~ 4 5 % (Fi g u r e 4 .4 C) , a c c o u nti n g f or t his 

diff er e n c e still r es ult e d i n t h e P -T P si g n al dr o p pi n g ~ 5 0 % w h e n eit h er C D K w as d e pl et e d (Fi g u r e 

4 .1 I). T h us, t h e P-T P si g n al o n R N F 1 3 8 is d e p e n d e nt o n C D K 1 a n d C D K 2. I n s u p p ort of a r ol e 

f or C D K 2 i n R N F 1 3 8 p h os p h or yl ati o n, C D K 2 a n d its bi n di n g p art n er C y cli n A c o ul d c o -

i m m u n o pr e ci pit at e wit h R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 J) , i n di c ati n g R N F 1 3 8 m a y f or m a c o m pl e x wit h 

C D K 2 -C y cli n A. C o nsist e nt wit h t hi s, G F P -R N F 1 3 8 w as c a p a bl y p h os p h or yl at e d b y 

C D K 2/ C y cli n A 2 i n vit r o. M or e o v er, c o m p ar e d t o G F P-R N F 1 3 8, G F P it s elf w as o nl y mi ni m all y 

p h os p h or yl at e d b y C D K 2/ C y cli n A 2, d e m o nstr ati n g t h e s p e cifi cit y of C D K 2 a cti vit y t o w ar d 
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R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 K) . O v er all, o ur fi n di n gs s u g g est R N F 1 3 8 is p h os p h or yl at e d b y t h e a cti o n of 

C D K 1 a n d C D K 2.  

 T o d e m o nstr at e t h at T 2 7 is t h e sit e of T P p h os p h or yl ati o n o n R N F 1 3 8, w e a bl at e d t h e sit e 

b y m ut ati n g T 2 7 t o a n o n -p h os p h or yl at a bl e al a ni n e r esi d u e ( T 2 7 A) i n t h e F L A G -R N F 1 3 8 

c o nstr u ct. P -T P si g n al w as s e v er el y i m p air e d i n i m m u n o pr e ci pit at es of T 2 7 A r el ati v e t o wil dt y p e 

( W T) F L A G-R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 L) . At first, w e c o ul d n ot c o m pl et el y eli mi n at e P-T P si g n al fr o m 

t h e T 2 7 A m ut a nt (Fi g u r e 4 .1 L , ri g ht p a n el), s p e c ul ati n g r esi d u al si g n al aris es fr o m ot h er pr ot ei ns 

c o -pr e ci pit ati n g wit h F L A G -R N F 1 3 8 at t h e s a m e m ol e c ul ar w ei g ht. I n li n e wit h t his, l o a di n g a 

s m all er a m o u nt of t h e i m m u n o pr e ci pit at es f or S D S -P A G E c o m pl et el y a br o g at e d P -T P si g n al i n 

t he T 2 7 A m ut a nt (Fi g u r e 4 .4 D) . As w ell, u nli k e G F P-R N F 1 3 8 -W T, t h e T 2 7 A v ari a nt w as n ot 

p h os p h or yl at a bl e b y C D K 2/ C y cli n A 2 i n vit r o (Fi g u r e 4 .1 K) . Alt o g et h er, o ur r es ults s u g g est 

R N F 1 3 8 is p h os p h or yl at e d at p ositi o n T 2 7 i n a C D K 1 - a n d C D K 2 -d e p e n d e nt m a n n er.  
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Fi g u r e 4 .1 . R N F 1 3 8 is P h os p h o r yl at e d b y C D K -D e p e n d e nt A cti vit y . 
 

A.  Fl o w c yt o m etri c a n al ysis of pr o pi di u m i o di d e si g n al i n H e L a c ells t h at w er e l eft as y n c hr o n o us 

( as y n c) or w er e s y n c hr o ni z e d b y d o u bl e-t h y mi di n e bl o c k wit h o ut r el e as e ( n ot r el) or wit h r el e as e 

t o t h e S, G 2, a n d G 1 p h as es. B . I m m u n o bl ot of w h ol e c ell e xtr a cts fr o m c ells tr e at e d as i n A). 

G e mi ni n e x pr essi o n w as us e d t o c o nfir m e nri c h m e nt f or c ells i n S p h as e, w hil e C y cli n A 

e x pr essi o n w as us e d t o c o nfir m e nri c h m e nt i n t h e S/ G 2 p h as es. C) Q u a ntifi c ati o n of e n d o g e n o us 

R N F 1 3 8 e x pr essi o n fr o m B). R N F 1 3 8 e x pr essi o n w as n or m ali z e d t o ⍺ -t u b uli n l e v els. D . Cl ust al 

O m e g a  a mi n o a ci d  s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e C D K c o ns e ns us p h os p h or yl ati o n m otif fr o m h u m a n 

R N F 1 3 8 a n d it s ort h ol o g u es. U ni Pr ot a c c e ssi o n n u m b ers ar e i n di c at e d i n Fi g u r e 4 .6 A . E . F L A G 

i m m u n o pr e ci pit ati o n (I P) fr o m as y n c hr o n o us H e L a c ell s e x pr essi n g F L A G-R N F 1 3 8, 

i m m u n o bl ott e d f or p h os p h or yl at e d T P sit es ( P-T P). F . As i n A), b ut wit h H e L a tr a nsf e ct e d wit h 

F L A G -R N F 1 3 8 d uri n g t h e first r el e as e st e p of d o u bl e t h y mi di n e bl o c k. G . F L A G I P a n d I B of 

c ells pr o c ess e d as i n F). H . F L A G -R N F 1 3 8 -e x pr essi n g as y n c hr o n o us H e L a c ells tr e at e d wit h t h e 

C D K i n hi bit ors r os c o viti n e (r os c o), A Z D 5 4 3 8, or R O -3 3 0 6 or v e hi cl e c o ntr ol ( D M S O) f or 4 h o urs 

b ef or e h ar v est, F L A G I P, a n d I B. I. H e L a c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h si R N A (si) t o l u cif er as e 

( C T R L), C D K 1 or C D K 2, al o n g wit h F L A G-R N F 1 3 8 D N A, a n d s u bj e ct e d t o F L A G I P a n d I B. 

Q u a ntifi c ati o n  of r el ati v e P -T P si g n al is a dj ust e d f or t h e alt er e d pr o p orti o n of c ell s i n S or G 2 

p h as e r es ulti n g fr o m k n o c k d o w n of C D K 1 or C D K 2 fr o m t h e s a m e bi ol o gi c al r e pli c at e (Fi g u r e 

4 .4 C) . J . G F P  c o -i m m u n o pr e ci pit ati o n f or e n d o g e n o us C D K 2 a n d C y cli n A i n H E K 2 9 3 c ells 

tr a nsf e ct e d wit h sf G F P-M A P -t a g g e d ( 5 8) R N F 1 3 8 or t h e e m pt y v e ct or ( v e ct or). K . C D K 2 i n vit r o 

ki n as e ass a y, wit h G F P, G F P -R N F 1 3 8 -W T or -T 2 7 A as p ot e nti al s u bstr at es. T h e G F P c o nstr u cts 

w er e e x pr ess e d i n H E K 2 9 3 c ells a n d i m m u n o pr e ci pit at e d. Ki n as e a cti vit y w as d et e ct e d b y 

i m m u n o bl otti n g f or P-T P.  : a n o n -s p e cifi c b a n d d et e ct e d b y t h e G F P a nti b o d y. L . As i n E ., b ut 

wit h F L A G -R N F 1 3 8 -W T a n d -T 2 7 A. T h e I P el u at es w er e l o a d e d at diff er e nt v ol u m es (first a n d 

s e c o n d r u ns; t h e s e c o n d r u n, wit h 1/ 4 t h e v ol u m e l o a d e d, is s h o w n i n (Fi g u r e 4 .4 D) . M W: 

m ol e c ul ar w ei g ht st a n d ar ds. S h o w n ar e r e pr es e nt ati v e r es ult s fr o m at l e a st 2 (I), 3 ( G, H, K, L), at 

l e a st 3 ( E, J), a n d 4 ( B) bi ol o gi c al r e pli c at es. A v er a g es w er e c al c ul at e d fr o m at l e a st 2 ( A, C) or at 

l e a st 5 ( F) bi ol o gi c al r e pli c at es p o ol e d t o g eth er.  
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Fi g u r e 4 .2 . R el at e d t o Fi g u r e 1 
 

A)  I m m u n o bl ots (I Bs) of U 2 O S c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h si R N A t ar g eti n g l u cif er as e (si C T R L) 

or t h e R N F 1 3 8  g e n e (si R N F 1 3 8) wit hi n its c o di n g or 3’ u ntr a nsl at e d r e gi o n ( U T R). si R N A 

t ar g eti n g t h e R N F 1 3 8  U T R w as c o m pris e d of a p o ol of f o ur si R N As, e a c h at 4 0 n M. B) R es ult s 

fr o m t h e s c a n of t h e pri m ar y s e q u e n c e of f ull-l e n gt h h u m a n R N F 1 3 8 b y t h e G P S ( Gr o u p-b as e d 

Pr e di cti o n S yst e m) 6. 0 w e b s er v er ( 4 4) f or c o ns e ns us p h os p h or yl ati o n m otifs of t h e c y cli n-

d e p e n d e nt  ki n as e  ( C D K)  s u bs et  of  t h e  C M G C  f a mil y  of  ki n as es 

(htt p:// g ps. bi o c u c k o o. c n/ o nli n e. p h p ).  

 

4. 4. 3 R N F 1 3 8 is a T a r g et f o r P ol y u bi q uit yl ati o n  

 T h e r e p air of D S Bs is c o or di n at e d b y a c as c a d e of u bi q uit yl ati o n e v e nts, c o ntri b uti n g t o 

pr ot ei n r e cr uit m e nt t o sit es of d a m a g e, t h e ass e m bl y a n d dis ass e m bl y of c o m pl e x es i n v ol v e d i n 

r e p air, a n d pr ot ei n t ur n o v er1 8 1, 2 0 8 . We c o ns e q u e ntl y w er e c uri o us if R N F 1 3 8 w as als o a t ar g et of 

u bi q uit yl ati o n. Pr e vi o usl y, w e st u di e d S U M O yl ati o n of CtI P i n H e L a c ells st a bl y e x pr essi n g His -

A

B

http://gps.biocuckoo.cn/online.php


1 3 7  
 

t a g g e d S U M O-2; S U M O -2 is a u bi q uiti n -li k e m o difi er als o c o nj u g at e d t o pr ot ei ns2 0 9 . Fr o m t h es e 

c ells, w e is ol at e d t h e p o ol of His -t a g g e d pr ot ei ns b y ni c k el affi nit y p urifi c ati o n ( “ His p ull-d o w n ”), 

w hi c h r e pr es e nt e d t h os e t h at h a d i n c or p or at e d S U M O -2. We att e m pt e d t o us e t h e s a m e str at e g y t o 

st u d y t h e u bi q uit yl ati o n of e n d o g e n o us R N F 1 3 8,  t hi s ti m e usi n g H e L a c ells st a bl y e x pr essi n g 

6 x His -bi oti n -t a g g e d u bi q uiti n ( H e L a H B-u bi q uiti n) 1 8 6 , wit h t h e g o al of e x pl oiti n g t h e 6 x His 

c o m p o n e nt f or ni c k el affi nit y p urifi c ati o n. Ni c k el b e a ds c o ul d s u c c e ssf ull y e nri c h u bi q uit yl at e d 

pr ot ei ns fr o m e xtr a cts of t h es e c ells r el ati v e t o pl ai n H e L a c ells n ot e x pr essi n g H B -u bi q uiti n 

(Fi g u r e 4 .4 E) . H o w e v er, d es pit e o ur b est eff orts, w e w er e u n a bl e t o d et e ct u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 

i n t h e His p ull-d o w n fr a cti o n, e v e n t h o u g h R N F 1 3 8 e x pr essi o n w as o bs er v e d i n w h ol e c ell e xtr a cts 

(Fi g u r e 4 .4 E) , ri g ht m ost p a n el). M o n o u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 s h o ul d i n cr e as e i n m ol e c ul ar w ei g ht 

b y ~ 1 0 k D a, a n d s u c h a s p e ci es ( ~ 3 8 k D a) w as n ot cl e arl y o bs er v e d i n H e L a H B -u bi q uiti n r el ati v e 

t o pl ai n H e L a c ells (Fi g u r e 4 .4 E) . P er h a ps u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 is of l o w a b u n d a n c e, s u c h t h at 

t h es e s p e ci es ar e b el o w t h e d et e cti o n li mit of o ur i m m u n o bl otti n g a p pr o a c h. T h e iss u e is 

e x a c er b at e d b y R N F 1 3 8 a nti b o di es d et e cti n g n o n -s p e cifi c si g n als d uri n g i m m u n o bl otti n g (Fi g u r e 

4 .4 E , ri g ht m ost p a n el). It is diffi c ult t o dis c er n w hi c h hi g h er or d er s p e ci e s i n t h e His p ull-d o w n 

ari s e fr o m u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 or ar e si m pl y n o n -s p e cifi c i n n at ur e, c o m pli c ati n g o ur a n al ysis. 

T h us, i n o ur h a n ds, w e d o n ot c o n si d er His p ull -d o w n a vi a bl e a p pr o a c h t o st u d y R N F 1 3 8 

u bi q uit yl ati o n .  

 As a n alt er n at e str at e g y t o d et e ct R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n, w e t ur n e d t o e x o g e n o us c o -

e x pr essi o n of gr e e n fl u or es c e nt pr ot ei n ( G F P) -t a g g e d R N F 1 3 8 a n d H A-t a g g e d u bi q uiti n ( H A-U b) 

i n c ells f oll o w e d b y i m m u n o pr e ci pit ati o n f or G F P. T his a p pr o a c h w o ul d b o ost e x pr essi o n of b ot h 

u bi q uiti n a n d R N F 1 3 8, i m pr o vi n g t h e d et e cti o n of u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8. I n a d diti o n t o W T -

u bi q uiti n, w e als o us e d a n H A -t a g g e d m ut a nt, wit h l e u ci n e 7 3 s u bstit ut e d wit h pr oli n e ( H A-U b -
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L 7 3 P), t h at is c o nj u g a bl e t o s u bstr at es b ut r esist a nt t o d e u bi q uiti n ati n g e n z y m e s ( 5 1). We h o p e d 

t hi s w o ul d st a bili z e u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8, i n cr e asi n g t h e li k eli h o o d of it s d et e cti o n. We als o 

p erf or m e d t h es e e x p eri m e nt s i n H E K 2 9 3 c ells, w hi c h c a p a bl y t ol er at e d o v er e x pr essi o n of G F P -

R N F 1 3 8. G F P -R N F 1 3 8 w as is ol at e d b y i m m u n o pr e ci pit ati o n wit h  a nti -G F P b e a ds u n d er stri n g e nt 

c o n diti o ns. El u at es fr o m t h e b e a ds w er e t h e n pr o c ess e d f or S D S -P A G E a n d s u bj e ct e d t o 

i m m u n o bl otti n g f or t h e H A t a g. W h e n H A-U b -W T a n d G F P -R N F 1 3 8 w er e c o -e x pr ess e d, w e 

d et e ct e d a s m e ar of i m m u n or e a cti vit y t o H A a p p e ari n g u n d e r 7 5 k D a a n d e xt e n di n g b e y o n d 2 5 0 

k D a, w h er e t h e si g n al gr e atl y i nt e nsifi e d (Fi g u r e 4 .3 A ), str o n gl y s u g g esti n g G F P-R N F 1 3 8 

(t h e or eti c all y ~ 5 5 k D a i n si z e b ut mi gr ati n g at ~ 6 3 k D a t o st art) w as p ol y u bi q uit yl at e d. T his si g n al 

w as a bs e nt i n c ells w h e n H A -U b -W T w as c o -e x pr ess e d wit h e m pt y v e ct or G F P (Fi g u r e 4 .3 A) . 

N ot a bl y, hi g h er or d er H A si g n al w as als o pr es e nt w h e n t h e s a m e e x p eri m e nt w as p erf or m e d wit h 

H A -U b -L 7 3 P (Fi g u r e 4 .3 A) . Si mil arl y, t his si g n al w as m u c h r e d u c e d w h e n G F P w as us e d i n pl a c e 

of G F P -R N F 1 3 8. H o w e v er, usi n g H A -U b -L 7 3 P s hift e d t h e b ul k of t h e H A s m e ar b et w e e n < 7 5 t o 

~ 1 5 0 k D a, a n d r e d u c e d t h e i nt e nsit y of t h e si g n al a p p e ari n g > 2 5 0 k D a (Fi g u r e 4 .3 A) . At l o w er 

m ol e c ul ar w ei g ht s, t h e s m e ar r es ol v e d t o a disti n ct l a d d eri n g p att er n p er h a ps r e v e ali n g diff er e nt 

s p e ci es of u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8, e a c h b a n d s u g g esti v e of a diff er e nt n u m b er of u bi q uiti n m oi eti es 

att a c h e d t o t h e pr ot ei n. T h e dis cr e p a n c y i n h o w R N F 1 3 8 c o nj u g at es a p p e ar usi n g H A -U b -W T or 

-L 7 3 P is c o nsist e nt wit h t h e o bs er v ati o n t h at L 7 3 P -U b is c o nj u g at e d t o t ar g ets l es s effi ci e ntl y t h a n 

W T -U b i n vit r o ( 5 1). O n u bi q uiti n, L 7 3 sit s i n a h y dr o p h o bi c p at c h us e d b y s o m e E 3 li g as es t o 

ass e m bl e p ol y u bi q uiti n c h ai ns, a n d t h e pr oli n e s u bstit uti o n disr u pts h y dr o p h o bi c p a c ki n g i n t his 

r e gi o n1 8 4 . I n o ur c as e, it is cl e ar e x pr essi n g L 7 3 P- i nst e a d of W T-U b r estri ct s t h e e xt e nt b y w hi c h 

R N F 1 3 8 c a n b e p ol y u bi q uit yl at e d, b ut it is still p ol y u bi q uit yl at e d n o n et h el e ss. W hil e s m e ari n g 

a b o v e u n m o difi e d G F P -R N F 1 3 8 di d n ot a p p e ar w h e n w e first r e -pr o b e d t h e  i m m u n o pr e ci pit at es 
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f or G F P (Fi g u r e 4 .3 A) , t h es e i m m u n o bl ot s w er e p erf or m e d usi n g i nfr ar e d-fl u or es c e nt s e c o n d ar y 

a nti b o di es, w hi c h w e fi n d ar e l es s s e nsiti v e t o si g n als of l o w a b u n d a n c e. W h e n c h e mil u mi n es c e n c e 

w as i nst e a d us e d t o d e v el o p t h e G F P i m m u n o bl ots, w e o bs er v e d s m e ari n g a b o v e t h e u n c o nj u g at e d 

G F P -R N F 1 3 8 b a n d, alt h o u g h t h e l a d d eri n g w as n ot as disti n ct as t h at d et e ct e d b y H A 

i m m u n o bl otti n g (Fi g u r e 4 .3 B) . 

C o nti n ui n g o n, t o c o nfir m R N F 1 3 8 is u bi q uit yl at e d, w e o bs er v e d t h at t h e l a d d er of H A 

si g n al i n i m m u n o pr e ci pit at es of G F P -R N F 1 3 8 w a s a bs e nt if H A -U b -L 7 3 P w as n ot tr a nsf e ct e d i nt o 

c ells (Fi g u r e 4 .3 C) , i n di c ati n g t h e si g n al r es ult e d fr o m H A-U b -L 7 3 P c o -e x pr essi o n. We als o c o -

e x pr ess e d a tr u n c at e d G F P -R N F 1 3 8 d el et e d of it s UI M ( Δ UI M) (Fi g u r e 4 .4 E)  wit h H A -U b -L 7 3 P. 

H er e, t h e b a n ds i n t h e H A -U b l a d d er e x hi bit e d a d o w n w ar d s hift i n si z e r el ati v e t o t h os e fr o m 

G F P -R N F 1 3 8 -W T, c o nsist e nt wit h t h e d e cr e as e i n m ol e c ul ar w ei g ht r es ulti n g fr o m d el eti n g t h e 

UI M (Fi g u r e 4 .3 D) . T his d efi niti v el y s h o w e d t h at t h e H A si g n al o n G F P-R N F 1 3 8 ari s es fr o m 

u bi q uit yl ati o n e v e nt s o n R N F 1 3 8 it s elf, a n d n ot fr o m pr ot ei ns t h at ar e i n a d v ert e ntl y c o -

i m m u n o pr e ci pit at e d. We t h us c o n cl u d e t h at R N F 1 3 8 is c o nstit uti v el y p ol y u bi q uit yl at e d i n c ells. 
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Fi g u r e 4 .3 . R N F 1 3 8 is C o nstit uti v el y P ol y u bi q uit yl at e d. 
 

Stri n g e nt G F P i m m u n o pr e ci pit ati o ns (I P) w er e p erf or m e d f or H E K 2 9 3 c ell s e x pr es si n g A.  a n d B.  

H A -u bi q uiti n -W T or -L 7 3 P a n d G F P -R N F 1 3 8 or fr e e G F P, C . G F P or G F P -R N F 1 3 8 wit h or 

wit h o ut H A -U b -L 7 3 P, or D . H A -U b -L 7 3 P wit h G F P or G F P -R N F 1 3 8 -W T or -Δ UI M, t h e pr o d u cts 

of w hi c h w er e t h e n i m m u n o bl ott e d. B . c o nt ai ns s el e ct i m m u n o pr e ci pit at e s a m pl es fr o m A), wit h 

G F P i m m u n o bl ot si g n als b el o w 7 5 k D a d e v el o p e d b y i nfr ar e d -fl u or es c e nt (I R) s e c o n d ar y 

a nti b o di es, a n d G F P si g n als a b o v e 7 5 k D a d e v el o p e d b y h ors er a dis h p er o xi d as e -c o u pl e d 

s e c o n d ar y a nti b o di es a n d e n h a n c e d c h e mil u mi n es c e n c e ( E C L). S h o w n ar e r e pr es e nt ati v e r es ults 

fr o m at l e ast 4 bi ol o gi c al r e pli c at es ( e a c h of A, C, D). M W: m ol e c ul ar w ei g ht st a n d ar ds.  
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A. F L A G i m m u n o pr e ci pit at es (I Ps) of H E K 2 9 3 c ells e x pr essi n g F L A G -R N F 1 3 8 or n ot w er e 

i m m u n o bl ott e d f or t h e F L A G e pit o p e or R N F 1 3 8 ( A b c a m a nti b o d y). B. G 2 -s y n c hr o ni z e d H e L a 

c ells w er e tr e at e d wit h 0. 2 % D M S O v e hi cl e c o ntr ol ( v e h), 5 0 μ M r os c o viti n e (r os c o), or t h e M A P 

ki n as e i n hi bit or S B 2 0 3 5 8 0 ( M A P Ki) at 1 0 μ M f or 4 h o urs. C ell e xtr a ct s w er e t h e n I P’ d f or 

R N F 1 3 8 or wit h c o ntr ol i m m u n o gl o b uli n G (I g G) a n d i m m u n o bl ott e d f or p h os p h or yl at e d T P sit es 

( P-T P) or R N F 1 3 8. C) Fl o w c yt o m etri c a n al ysis of pr o pi di u m i o di d e si g n al i n H e L a c ells tr e at e d 

as i n Fi g u r e 4 .1 I. A v er a g es i n C) w er e c al c ul at e d fr o m 3 bi ol o gi c al r e pli c at es p o ol e d t o g et h er. D. 

F L A G I P fr o m as y n c hr o n o us H e L a c ells e x pr essi n g F L A G -R N F 1 3 8 -W T or -T 2 7 A a n d 

i m m u n o bl ott e d f or P-T P a n d F L A G. T h e first r u n of t h e I P a n d t h e i n p ut c o ntr ol is s h o w n i n Fi g u r e 

4 .1 L . T h e s e c o n d r u n of t h e I P is s h o w n h er e; 1/ 4 t h e v ol u m e of t h e I P el u at e fr o m t h e fir st r u n is 

l o a d e d. mI g G: m o us e a nti-F L A G i m m u n o gl o b uli n G fr a g m e nts us e d f or I P, d et e ct e d b y t h e a nti -

m o us e — H R P s e c o n d ar y a nti b o d y. E.  9 0 % of a si n gl e p ell et of pl ai n H e L a c ells a n d 3 c ell p ell ets 

of H e L a st a bl y e x pr essi n g 6 X His -bi oti n -u bi q uiti n ( H e L a H B -u bi q uiti n) w as s u bj e ct e d t o ni c k el 

affi nit y p urifi c ati o n ( “ His p ull -d o w n ”), w hil e t h e r e m ai ni n g 1 0 % w as pr o c ess e d t o g e n er at e w h ol e 

c el l e xtr a ct (i n p ut). T h e s a m pl es w er e res ol v e d b y S D S -P A G E a n d tr a nsf err e d t o nitr o c ell ul os e 

m e m br a n e. T h e His p ull -d o w n fr a cti o n w as first st ai n e d f or t ot al pr ot ei n wit h R E V E R T t ot al 

pr ot ei n st ai n ( LI -C O R Bi os ci e n c es), t h e n i m m u n o bl ott e d (I B’ d) f or R N F 1 3 8, a n d fi n all y stri p p e d 

a n d I B’ d f or u bi q uiti n. F or t h e r e m ai ni n g 1 0 % of c ells, w h ol e c ell e xtr a cts w er e pr e p ar e d f or t h e 

i n p ut c o ntr ol (ri g ht m ost p a n el) a n d I B’ d f or R N F 1 3 8. N ot e t h e R N F 1 3 8 a nti b o d y d et e cts ot h er 

s p e ci es b e y o n d R N F 1 3 8 ( ) . R N F 1 3 8 it s elf ( pr e di ct e d m ol e c ul ar w ei g ht: 2 8 k D a) is d et e ct e d j ust 

a b o v e 2 5 k D a ( arr o w). M W: m ol e c ul ar w ei g ht st a n d ar ds. F. S c h e m ati c di a gr a ms of t h e str u ct ur al 

d o m ai ns i n wil dt y p e ( W T) a n d t h e Δ UI M m ut a nt of G F P -t a g g e d R N F 1 3 8. G. Q u a ntifi c ati o n of 

I Bs (s u c h as Fi g u r e 4 .7 G ) f or d o x y c y cli n e ( D o x)-i n d u ci bl e e x pr essi o n of sf G F P-R N F 1 3 8 v ari a nts 

i n U 2 O S-T R E x c ells st a bl y i nt e gr at e d wit h t h eir D N A. H. E x a m pl e titr ati o n of D o x c o n c e ntr ati o ns 

t o i n d u c e sf G F P-R N F 1 3 8 -W T a n d -T 2 7 E e x pr essi o n, d et e ct e d b y I B. D . is a r e pr es e nt ati v e r es ult 

fr o m at l e ast 6 bi ol o gi c al r e pli c at es. A v er a g es i n G. w er e c al c ul at e d fr o m at l e ast 7 bi ol o gi c al 

r e pli c at es p o ol e d t o g et h er. 

 

4. 4. 4 I nsi g hts i nt o t h e D y n a mi cs of R N F 1 3 8 U bi q uit yl ati o n  

H a vi n g d et er mi n e d t h at R N F 1 3 8 is a t ar g et f or u bi q uit yl ati o n, w e s o u g ht t o u n d erst a n d 

h o w diff er e nt c ell ul ar c o n diti o ns w o ul d aff e ct R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n. We first as k e d if t h e c ell 

c y cl e f a ct or e d i nt o t h e d e gr e e of R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n. We s y n c hr o ni z e d H e L a c ells t o t h e S, 

G 2, a n d G 1 p h as es, a n d d uri n g t h e pr o c ess c o -e x pr ess e d i n t h e m l o w l e v els of H A -U b -W T a n d 

G F P -R N F 1 3 8. D es pit e tr a nsf e cti n g i n l o w l e v els of G F P -R N F 1 3 8, it s e x pr essi o n w as sli g htl y 

c yt ot o xi c t o H e L a, r es ulti n g i n a r e d u cti o n i n s y n c hr o n i z ati o n effi ci e n c y (Fi g u r e 4 .5 , c o m p ar e 
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wit h Fi g u r e 4 .1 A ). Still, G F P i m m u n o pr e ci pit ati o n c o nsist e ntl y r e v e al e d m or e R N F 1 3 8 

u bi q uit yl ati o n i n s a m pl es e nri c h e d f or S p h as e c ells c o m p ar e d t o o n es e nri c h e d f or G 1 p h as e c ells 

(Fi g u r e 4 .5 B -C) . As w ell, s a m pl es e nri c h e d f or c ell s i n G 2 h a d si mil ar or gr e at er l e v els of 

u bi q uit yl ati o n t h a n t h os e e nri c h e d f or S p h as e c ells ( o n a v er a g e, 1. 9 8 6 ti m es m or e). We i nf er t h e n 

t h at R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n is c ell c y cl e-d e p e n d e nt, wit h u bi q uit yl ati o n i n cr e asi n g i n S a n d G 2 

p h as e a n d d e cr e asi n g i n G 1 p h as e.  

We als o e x a mi n e d if g e n ot o xi c str ess w o ul d alt er R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n. We e x pr ess e d 

H A -U b -W T a n d G F P -R N F 1 3 8 i n H E K 2 9 3 c ells a n d tr e at e d t h e c ells wit h v ari o us D N A d a m a gi n g 

a g e nt s. We us e d i o ni zi n g r a di ati o n fr o m a g a m m a s o ur c e (I R) a n d p hl e o m y ci n ( p hl e o) t o i n d u c e 

D S Bs. We als o tr e at e d c ell s wit h ultr a vi ol et li g ht ( U V), al o n g wit h t h e r e pli c ati o n str ess -i n d u ci n g 

a g e nt s c a m pt ot h e ci n ( C P T, w hi c h als o i n d u c e s D S Bs) a n d h y dr o x y ur e a ( H U). Tr e ati n g c ells wit h 

a n y of t h e a g e nts r e d u c e d t h e si g n al of hi g h er or d er H A -U b o n G F P -R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .5 D -E) . 

T his w as n ot d u e t o v ari a bl e e x pr essi o n of H A -U b -W T b et w e e n t h e s a m pl es, as si g n als fr o m H A -

U b -W T c o nj u g at es w er e c o m p ar a bl e i n w h ol e c ell e xtr a cts (Fi g u r e 4 .5 D) . T h er ef or e, D N A 

d a m a g e i n d u c es a r e d u cti o n i n R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n. O v er all, o ur d at a r e v e al diff er e nti al 

u bi q uit yl ati o n of R N F 1 3 8 d e p e n di n g o n c ell st at us, wit h u bi q uit yl ati o n risi n g w h e n c ells ar e i n 

S/ G 2 p h as e a n d l ess e ni n g u p o n g e n ot o xi c str ess . 
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Fi g u r e 4 .5 . T h e D y n a mi cs of R N F 1 3 8 U bi q uit yl ati o n U p o n C ell C y cl e P r o g r essi o n a n d D N A 
D a m a g e . 
 

A.  Fl o w c yt o m etri c a n al ysis of pr o pi di u m i o di d e si g n al i n H e L a c ells s y n c hr o ni z e d b y d o u bl e -

t h y mi di n e bl o c k a n d r el e as e. T h e c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h G F P-R N F 1 3 8 a n d H A -u bi q uiti n -W T 

d uri n g t h e first r el e as e. B . G F P i m m u n o pr e ci pit ati o n (I P) ass a y fr o m c ell s tr e at e d as i n A). C . 

Q u a ntifi c ati o n of u bi q uit yl at e d G F P -R N F 1 3 8 fr o m B). H A si g n al i n t h e I P fr a cti o n w as n or m ali z e d 

A B C

D

E
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t o G F P si g n al i n t h e I P fr a cti o n.   :  a p air e d, t w o-t ail e d, p ar a m etri c t-t est c o m p ari n g t h e S a n d G 1 

p h as e c o n diti o ns f or u bi q uit yl at e d G F P -R N F 1 3 8 gi v es p  = 0. 0 0 4 3 ( p  ≤ 0. 0 1). D . H E K 2 9 3 c ells 

w er e tr a nsf e ct e d wit h H A -u bi q uiti n -W T a n d G F P or G F P -R N F 1 3 8 a n d e x p os e d t o p hl e o m y ci n 

( p hl e o), i o ni zi n g r a di ati o n (I R), c a m pt ot h e ci n ( C P T), h y dr o x y ur e a ( H U), or ultr a vi ol et li g ht ( U V). 

T h e c ells w er e t h e n s u bj e ct e d t o G F P i m m u n o pr e ci pit ati o n a n d i m m u n o bl ot a n al ysi s. C h k 1 a n d 

C h k 2 p h os p h or yl ati o n ( P) at S 3 4 5 a n d T 6 8, r e s p e cti v el y, ar e m ar k ers f or a cti v ati o n of t h e D N A 

d a m a g e r es p o ns e. E) Q u a ntifi c ati o n of D . as p er C. S h o w n ar e r e pr es e nt ati v e r es ult s fr o m 3 ( D) 

a n d at l e ast 6 ( B) bi ol o gi c al r e pli c at es. A v er a g es w er e c al c ul at e d fr o m 3 ( E), at l e ast 4 ( A), or at 

l e a st 5 ( C) bi ol o gi c al r e pli c at es p o ol e d t o g et h er. 

 

4. 4. 5 K 1 5 8 is a Sit e of R N F 1 3 8 U bi q uit yl ati o n  

 F o ur pr ot e o mi c s cr e e ns h a v e i d e ntifi e d r esi d u e K 1 5 8 as a u bi q uit yl ati o n sit e o n R N F 1 3 8 

e x pr ess e d i n H E K 2 9 3, H e L a c ell s, a n d J ur k at c ells 2 1 0 – 2 1 3 . K 1 5 8 w as als o a sit e of u bi q uit yl ati o n i n 

a st u d y t h at f o u n d R N F 1 3 8 pr o m ot es o n c o g e ni c si g n ali n g i n l y m p h o m as e x pr es si n g L 2 6 5 P -

m ut at e d M y D 8 8 1 2 4 . I nt er esti n gl y, t h e K 1 5 8 r esi d u e is c o ns er v e d a cr oss R N F 1 3 8 ort h ol o g u es 

(Fi g u r e 4 .6 A) . It is als o pr e di ct e d t o b e s ol v e nt-e x p os e d (Fi g u r e 4 .8 A , C -E ), i n li n e wit h it b ei n g 

a c c e ssi bl e f or m o difi c ati o n. T o d et er mi n e if K 1 5 8 w as i n d e e d a u bi q uit yl ati o n sit e i n o ur s yst e m, 

w e g e n er at e d a K 1 5 8 R m ut a nt of G F P -R N F 1 3 8, t h e ar gi ni n e s u bstit uti o n m ai nt ai ni n g t h e p ositi v e 

c h ar g e b ut a bl ati n g t h e sit e of u bi q uit yl ati o n. G F P i m m u n o pr e ci pit at es of t h e c o nstr u ct e x hi bit e d 

a n ot a bl e r e d u cti o n i n H A -U b si g n al r el ati v e t o W T -R N F 1 3 8 w h e n c o -e x pr ess e d wit h H A -U b -

L 7 3 P (Fi g u r e 4 .6 B) , s u bst a nti ati n g K 1 5 8 as a sit e f or R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n. 

 As p ol y u bi q uiti n c h ai ns ar e k n o w n t o t ar g et pr ot ei ns f or d e gr a d ati o n b y t h e pr ot e as o m e 2 1 4 , 

w e d et er mi n e d t h e i m p a ct of disr u pti n g K 1 5 8 u bi q uit yl ati o n o n R N F 1 3 8 st a bilit y b y a 

c y cl o h e xi mi d e c h as e ass a y. We e x pr ess e d G F P -R N F 1 3 8 -W T or -K 1 5 8 R i n H E K 2 9 3 c ells, 

i n hi bit e d pr ot ei n s y nt h esis wit h c y cl o h e xi mi d e, a n d m o nit or e d e x o g e n o us R N F 1 3 8 l e v els o v er 

ti m e. We f o u n d t h at t h e K 1 5 8 R m ut a nt w as t ur n e d o v er at a r e d u c e d r at e c o m p ar e d t o W T-R N F 1 3 8 

(Fi g u r e 4 .6 C -D ). I n t h e s a m e e x p eri m e nt, w e als o i n hi bit e d pr ot e as o m e a cti vit y wit h t h e 

c o m p o u n d M G 1 3 2. M G 1 3 2 tr e at m e nt p arti all y a n d f ull y r est or e d W T - a n d K 1 5 8 R -R N F 1 3 8 



1 4 7  
 

st a bilit y, r es p e cti v el y (Fi g u r e 4 .6 C, E ), i n di c ati n g R N F 1 3 8 t ur n o v er is at l e ast p artl y d e p e n d e nt o n 

pr ot e as o m al a cti vit y. Ta k e n t o g et h er, t h es e fi n di n gs i n di c at e K 1 5 8 is a sit e of c o nstit uti v e 

u bi q uit yl ati o n o n R N F 1 3 8, a n d m o difi c ati o n of t hi s sit e b y u bi q uiti n c a n pr o m ot e pr ot e as o m e -

m e di at e d t ur n o v er of t h e pr ot ei n .  
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Fi g u r e 4 .6 . K 1 5 8 i s a Sit e of R N F 1 3 8 U bi q uit yl ati o n . 
 

A.  Cl ust al O m e g a  a mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e r e gi o n c o nt ai ni n g t h e K 1 5 8 r esi d u e fr o m 

h u m a n R N F 1 3 8 wit h it s ort h ol o g u es. B . Stri n g e nt G F P i m m u n o pr e ci pit ati o n (I P) w as p erf or m e d 

f or H E K 2 9 3 c ells tr a nsf e ct e d wit h H A-U b -L 7 3 P a n d G F P or G F P -R N F 1 3 8 -W T, -K 1 5 8 R, or -

Δ UI M a n d t h e n i m m u n o bl ott e d. M W: m ol e c ul ar w ei g ht st a n d ar ds. C) I m m u n o bl ot of w h ol e c ell 

e xtr a cts of H E K 2 9 3 c ells tr a nsf e ct e d wit h G F P -R N F 1 3 8 -W T or -K 1 5 8 R a n d tr e at e d wit h 

c y cl o h e xi mi d e ( C H X) wit h or wit h o ut M G 1 3 2 f or v ari o us ti m e p oi nts. D . a n d E . Q u a ntifi c ati o ns 

of C). S h o w n ar e r e pr es e nt ati v e r es ults fr o m 2 ( C) a n d at l e a st 5 ( B) bi ol o gi c al r e pli c at es. A v er a g es 

i n D) a n d E) ar e of 2 bi ol o gi c al r e pli c at e s p o ol e d t o g et h er.  

 

4. 4. 6 T 2 7 a n d K 1 5 8 a r e N ot R e q ui r e d f o r t h e R e c r uit m e nt of R N F 1 3 8 t o Sit es of D a m a g e  

We s o f ar o bs er v e d C D K -d e p e n d e nt p h os p h or yl ati o n of R N F 1 3 8 o n r esi d u e T 2 7 a n d, i n 

s u p p ort of pr e vi o us fi n di n gs 1 2 4 ,2 1 0 – 2 1 3 , u bi q uit yl ati o n o n R N F 1 3 8 at K 1 5 8. T o st u d y h o w t h es e p ost-

tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns i m p a ct R N F 1 3 8’s f u n cti o n i n t h e D S B r es p o ns e, w e c o nti n u e d o ur 

i n v esti g ati o ns i n U 2 O S ost e os ar c o m a c ell s, a st a n d ar d c ell li n e us e d t o st u d y t h e D S B r es p o ns e. 

T h e t hr e e  zi n c fi n g er d o m ai ns ( Z N F 1, Z N F 2, a n d Z N F 3) ar e t o g et h er ess e nti al f or t ar g eti n g 

R N F 1 3 8 t o D N A d a m a g e sit es 1 2 9 . Z N F 2 a n d Z N F 3 ar e pr e di ct e d t o p a c k t o g et h er i n a si n gl e 

d o m ai n; t his Z N F 2/ 3 d o m ai n is fl e xi bl y t et h er e d t o t h e r est of t h e pr ot ei n b y a l o n g li n k er (Fi g u r e 

4 .8 A, C -E) . As K 1 5 8 is sit u at e d i m m e di at el y N-t er mi n al of Z N F 2 i n R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .7 A) , w e 

as k e d if u bi q uit yl ati o n at K 1 5 8 mi g ht c o ntri b ut e t o R N F 1 3 8 r e cr uit m e nt t o D N A d a m a g e. We 

tr a nsi e ntl y tr a nsf e ct e d U 2 O S c ells wit h mi ni m al a m o u nt s of D N A e n c o di n g G F P-R N F 1 3 8 -W T or 

-K 1 5 8 R. T o i n d u c e D N A d a m a g e, w e pr e -s e nsiti z e d c ells wit h H o es c ht 3 3 3 5 8,  t h e n irr a di at e d 

n u cl ei wit h a stri p e of 4 0 5 n m li g ht. Ti m el a ps e fl u or es c e n c e i m a gi n g w as us e d t o m o nit or t h e 

r e cr uit m e nt of t h e f usi o n pr ot ei ns t o t h e r e gi o ns of d a m a g e o v er 5 mi n ut es. B ot h G F P -R N F 1 3 8 -

W T a n d -K 1 5 8 R eff e cti v el y a c c u m ul at e d at l as er stri p es  (Fi g u r e 4 .7 B) , alt h o u g h t h e K 1 5 8 R 

m ut a nt e x hi bit e d a mi n or i m p air m e nt w h e n t h e r e cr uit m e nt ki n eti cs w er e e x a mi n e d ( ~ 2 5 % 



1 5 0  
 

d e cr e as e i n si g n al r el ati v e t o W T at 2 0 0 s) (Fi g u r e 4 .7 C) . We c o n cl u d e t h e n t h at t h e K 1 5 8 sit e 

pr o m ot es b ut i s n ot ess e nti al f or R N F 1 3 8’s a c c u m ul ati o n o n d a m a g e d D N A.  

We n e xt as k e d if T 2 7 pl a y e d a r ol e i n R N F 1 3 8 r e cr uit m e nt t o d a m a g e. T his ti m e, w e 

g e n er at e d p h os p h o -a bl ati n g al a ni n e ( T 2 7 A) a n d p h os p h o -mi mi c ki n g gl ut a m at e ( T 2 7 → E 2 7, T 2 7 E) 

s u bstit uti o ns f or T 2 7 i n t h e c o nt e xt of G F P -R N F 1 3 8. W hil e t h e W T a n d T 2 7 A G F P -R N F 1 3 8 

c o nstr u cts w er e c a p a bl y e nri c h e d at l as er mi cr oirr a di at e d stri p es (Fi g u r e 4 .7 D) , t h e T 2 7 A m ut a nt 

dis pl a y e d a s u btl e d ef e ct i n r et e nti o n o v er ti m e ( ~ 1 0 % d e cr e as e i n si g n al r el ati v e t o W T at 2 4 0 s) 

(Fi g u r e 4 .7 E) . M e a n w hil e, t h e T 2 7 E v ari a nt a c c u m ul at e d at l as er stri p es, b ut e x hi bit e d a sli g ht 

d ef e ct i n a c cr u al ( 1 4. 7 5 % d e cr e as e i n si g n al r el ati v e t o W T at 1 0 0 s) a n d a dis c er ni bl e d ef e ct i n 

r et e nti o n ( 3 6. 2 2 % d e cr e as e i n si g n al r el ati v e t o W T at 3 0 0 s) (Fi g u r e 4 .7 D -E ). It a p p e ars t h e n t h at 

a p er m a n e nt n e g ati v e c h ar g e at T 2 7 m a y i m p a ct s ust ai n e d l o c ali z ati o n of R N F 1 3 8 t o c hr o m ati n, 

p er h a ps o wi n g t o el e ctr ost ati c r e p ulsi o n i m p a cti n g D N A bi n di n g p ot e nti all y c o ntri b ut e d b y t h e 

p ositi v el y c h ar g e d s urf a c e of t h e RI N G d o m ai n (Fi g u r e 4 .8 A, B) . R e g ar dl ess, it is cl e ar t h e 

f u n cti o n of r esi d u e T 2 7 is n ot r e q uir e d f or R N F 1 3 8’s l o c ali z ati o n t o sit es of D N A d a m a g e. 

C oll e cti v el y, t h es e d at a s u g g est m o difi c ati o ns at K 1 5 8 a n d T 2 7 ar e n ot r e q uir e d f or R N F 1 3 8’s 

a c cr u al at D N A d a m a g e, b ut m a y h a v e mi n or r ol es i n pr o m oti n g r e cr uit m e nt t o ( K 1 5 8) a n d 

r e g ul ati n g r et e nti o n o n ( T 2 7) c hr o m ati n. 
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Fi g u r e 4 .7 . R e c r uit m e nt Ki n eti cs of R N F 1 3 8 M ut a nts at T 2 7 a n d K 1 5 8 t o Sit es of D N A 
D a m a g e; St a bl e E x p r essi o n of T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 V a ri a nts i n U 2 O S -T R E x C ell s . 
 

A.  S c h e m ati c di a gr a m of t h e str u ct ur al d o m ai ns i n wil dt y p e ( W T) R N F 1 3 8 a n d t h e p ositi o ns of 

t h e p ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n sit es i n v esti g at e d. B.  R e pr es e nt ati v e mi cr o gr a p hs of li v e U 2 O S 

A

B C

D E

F G
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c ells tr a nsf e ct e d wit h G F P -R N F 1 3 8 -W T or -K 1 5 8, mi cr oirr a di at e d i n a li n e a cr oss t h e n u cl e us 

wit h a 4 0 5 n m l as er, a n d m o nit or e d b y ti m e -l a ps e mi cr os c o p y ( arr o w: r e gi o n irr a di at e d). C. 

Q u a ntifi c ati o n of r el ati v e fl u or es c e n c e i nt e nsit y o v er ti m e at t h e mi cr oirr a di at e d r e gi o n i n B). T h e 

r el ati v e r e cr uit m e nt ki n eti cs of 3 0 c ell s p er c o nstr u ct, p o ol e d fr o m 3 bi ol o gi c al r e pli c at e s, w er e 

a v er a g e d. D. As i n B) b ut f or U 2 O S e x pr essi n g G F P -R N F 1 3 8 -W T, -T 2 7 A, a n d -T 2 7 E. E. 

Q u a ntifi c ati o n of r el ati v e fl u or es c e n c e i nt e nsi t y o v er ti m e at t h e mi cr oirr a di at e d r e gi o n i n D). F or 

a si n gl e r e pli c at e, t h e m e a n r e cr uit m e nt ki n eti cs of ~ 2 5 c ell s w er e c al c ul at e d f or e a c h c o nstr u ct. 

T h e n or m ali z e d m e a ns fr o m 3 bi ol o gi c al r e pli c at es w er e t h e n a v er a g e d a n d pl ott e d ( ~ 7 5 c ells t ot al 

p er c o nstr u ct). F.  F L A G i m m u n o pr e ci pit ati o n (I P) a n d s u bs e q u e nt i m m u n o bl ot of H e L a c ells 

e x pr essi n g F L A G -R N F 1 3 8 -W T or -S 1 2 4 A a n d tr e at e d wit h c a m pt ot h e ci n ( C P T) or n ot f or 1 h o ur. 

G. I B of p ar e nt al or st a bl e sf G F P-R N F 1 3 8 v ari a nt -e x pr essi n g U 2 O S -T R E x c ells i n d u c e d wit h 

d o x y c y cli n e ( D o x) or n ot. S h o w n ar e r e pr es e nt ati v e r es ult s fr o m 3 ( B, D), 4 ( F), a n d at l e a st 7 ( G) 

bi ol o gi c al r e pli c at es. S c al e b ars d e n ot e 1 0 μ m . 



1 5 3  
 

 
Fi g u r e 4 .8 . Al p h a F ol d-P r e di ct e d M o d el of R N F 1 3 8’s St r u ct u r e.  
 

 A . Pr e di ct e d m o d el 1 5 4 – 1 5 6  of h u m a n R N F 1 3 8 ( U ni Pr ot a c c essi o n Q 8 W V D 3) wit h i n di vi d u al 

d o m ai ns c ol o ur e d r es p e cti v el y: li n k ers i n w hit e, RI N G i n gr e e n, zi n c fi n g ers ( Z N F) i n bl u e, 

u bi q uiti n i nt er a cti n g m otif ( UI M) i n d ar k y ell o w. T h e RI N G d o m ai n f ol ds o nt o Z N F 1, li n k e d 

t o g et h er b y a hi n g e -li k e li n k er. A l o n g er li n k er ( 5 4 r esi d u es) c o n n e ct s t h e N-t er mi n al RI N G a n d 

Z N F 1 t o Z N F 2 a n d Z N F 3, w hi c h a p p e ar t o p a c k a n d f or m a f ol d e d str u ct ur e a n d ar e f oll o w e d b y 

t h e UI M. T h e p ost-tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n sit es d es cri b e d i n t his st u d y ar e hi ghli g ht e d: T 2 7 

(r e d), S 1 2 4 ( d ar k bl u e), a n d K 1 5 8 ( or a n g e). B . Cl os e u p vi e w of r esi d u e T 2 7 i n A), hi g hli g hti n g 

p ositi v e r esi d u es i n cl os e pr o xi mit y a n d f or mi n g a p ositi v el y c h ar g e d s urf a c e i n t h e RI N G d o m ai n. 

C ., D. Pr e di ct e d L o c al Dist a n c e Diff er e n c e Test ( p L D D T) 1 6 0  pl ot of t h e pr e di ct e d m o d el of 

A

B

D

C

E
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R N F 1 3 8. p L D D T s c or es r a n g e fr o m 0 t o 1 0 0, w h er e s c or es a b o v e 7 0 i n di c at e a hi g h l e v el of 

c o nfi d e n c e i n t h e p ositi o n of t h e C ɑ at o m, a n d s c or es a b o v e 9 0 i n di c at e a hi g h l e v el of c o nfi d e n c e 

i n t h e pl a c e m e nt of si d e c h ai n at o ms. S c or es b el o w 5 0 ar e g e n er all y c o nsi d er e d as i n di c ati o ns of 

l o w c o nfi d e n c e a n d s u g g est dis or d er1 6 0 . D ar k bl u e a n d r e d c orr es p o n d t o hi g h c o nfi d e n c e ( > 9 0) 

a n d l o w c o nfi d e n c e ( < 5 0) p L D D T s c or es, r es p e cti v el y. T h e c ol o ur gr a di e nt o n t h e gr a p h ( D) 

c orr es p o n ds t o t h e s a m e c ol o ur s c h e m e i n p a n el C). O v er all, t h e m o d el w as pr e di ct e d wit h hi g h 

c o nfi d e n c e wit h a m e di a n p L D D T of 8 8. 9. T h e r esi d u es i n t h e N -t er mi n al RI N G d o m ai n a n d Z N F 1 

h a d c o nsi st e ntl y hi g h p L D D T hi g h v al u e s. N ot a bl y, T 2 7 h a d a s c or e of 9 1. 6. T h e li n k er c o n n e cti n g 

t h e N-t er mi n al d o m ai ns t o t h e C-t er min al d o m ai ns w as pr e di ct e d wit h l o w c o nfi d e n c e, s u g g esti n g 

fl e xi bilit y wit hi n t h os e r esi d u es. S 1 2 4 is p ositi o n e d i n t h e fl e xi bl e li n k er wit h a p L D D T s c or e of 

2 6. 0 5, s u g g esti n g a d y n a mi c or fl e xi bl e r e gi o n 1 5 5 – 1 5 7, 1 6 0 . T h e C-t er mi n al zi n c fi n g ers a n d UI M w er e 

pr e di ct e d wit h hi g h c o nfi d e n c e. I nt er esti n gl y, r esi d u e K 1 5 8, pr e c e di n g Z N F 2, h a d a p L D D T s c or e 

of 9 4. 1 2. E . Pl ot r e pr es e nti n g t h e pr e di ct e d ali g n m e nt err or ( p A E) f or t h e pr e di ct e d str u ct ur e of 

R N F 1 3 8. I n c o ntr ast t o p L D D T, w hi c h m e as ur es l o c al c o nfi d e n c e, p A E is a l o n g -r a n g e d o m ai n 

p ositi o n c o nfi d e n c e m etri c t h at c al c ul at es t h e c o nfi d e n c e of e a c h r esi d u e i n r el a ti o n t o all ot h er 

r esi d u es1 5 4 – 1 5 7 .  It q u a ntifi es t h e pr e di ct e d err or i n A n gstr o ms (Å) f or r esi d u e x  if t h e m o d el w er e 

ali g n e d o nt o t h e tr u e str u ct ur e at r esi d u e y . T h e p A Es wit hi n t h e N-t er mi n al d o m ai ns of R N F 1 3 8 

w er e of hi g h c o nfi d e n c e, wit h a m e di a n pr e di ct e d err or of 2. 8 2 Å. T h e fl e xi bl e li n k er c o n n e cti n g 

t h e N-t er mi n al a n d C-t er mi n al d o m ai ns h a d hi g h pr e di ct e d err or, wit h a m e di a n p A E v al u e of 2 2. 3 6 

Å, f urt h er s u g g esti n g a fl e xi bl e r e gi o n i n t h e pr ot ei n. T h e C -t er mi n al d o m ai ns h a d a m e di a n p A E 

of 5. 1 Å, s u g g esti n g a hi g h c o nfi d e n c e pr e di cti o n. p A E is pr a cti c al f or m e a s uri n g a n d a n al y zi n g 

b ot h i ntr a - a n d i nt er p ositi o n c o nfi d e n c e b e c a us e it d o es n ot i m p os e t h e r e q uir e m e nt f or t h e r esi d u es 

t o b el o n g t o t h e s a m e m o n o m er1 5 5, 1 5 7 . Alt h o u g h t h e N- a n d C -t er mi n al d o m ai ns ar e wit hi n t h e s a m e 

m o n o m er a n d a p p e ar t o f ol d a n d i nt er a ct, t h e y ar e s e p ar at e d b y t h e l ar g e fl e xi bl e li n k er. T h e p A E 

err or b et w e e n t h e N -t er mi n al d o m ai ns a n d C-t er mi n al d o m ai ns is r el ati v el y hi g h ( 1 6. 7 7 Å) d u e t o 

th e d y n a mi c li n k er m a ki n g it diffi c ult t o c o nfi d e ntl y pr e di ct r esi d u es i n v ol v e d i n t h e i nt er a cti o n 

b et w e e n t h e N - a n d C -t er mi n al d o m ai ns. O v er all, t his m o d eli n g s u g g ests R N F 1 3 8 is a fl e xi bl e a n d 

d y n a mi c pr ot ei n a c c essi bl e t o p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o n. 

 

4. 4. 7 T h e R N F 1 3 8 P T M Sit es T 2 7, S 1 2 4 a n d K 1 5 8 a r e I m p o rt a nt f o r D N A E n d R es e cti o n  

A n a d diti o n al r esi d u e o n R N F 1 3 8, S 1 2 4, h as b e e n r e p ort e d t o b e p h os p h or yl at e d i n a n 

A T M ki n as e - a n d D N A d a m a g e -d e p e n d e nt m a n n er 1 3 1 . S 1 2 4 r esi d es i n t h e l o n g, fl e xi bl e li n k er 

b et w e e n Z N F 1 a n d Z N F 2 (Fi g u r e 4 .7 A ,Fi g u r e  4 .8 A, C -E) , s o it w o ul d als o b e a v ail a bl e f or 

p h os p h or yl ati o n. We c o nfir m e d t h at S 1 2 4 w as t h e s ol e D N A d a m a g e -i n d u c e d p h os p h or yl ati o n sit e 

o n R N F 1 3 8 b y i m m u n o bl otti n g i m m u n o pr e ci pit at es of F L A G -R N F 1 3 8 -W T a n d -S 1 2 4 A f or t h e 

p h os p h or yl at e d PI K K s u bstr at e c o ns e ns us m ot if ( p h os p h o-S er/ T hr -Gl n, or P -S/ T Q) (Fi g u r e 4 .7 F) . 
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Tr e ati n g H e L a c ells wit h C P T i n d u c e d S/ T Q p h os p h or yl ati o n o n F L A G -R N F 1 3 8 -W T, w hil e t hi s 

si g n al w as c o m pl et el y a b oli s h e d i n t h e S 1 2 4 A m ut a nt. W hil e it h as b e e n r e p ort e d t h at t h e S 1 2 4 A 

m ut a nt is pr ofi ci e nt i n r e cr uit m e nt t o l as er -mi cr oirr a di at e d stri p es 1 3 1 , t h e eff e cts of S 1 2 4 

p h os p h or yl ati o n o n ot h er as p e ct s of H R h a v e n ot b e e n i n v esti g at e d.  

As R N F 1 3 8 pr o m ot es D N A e n d r es e cti o n i n H R 1 2 9, 1 3 0 , w e n e xt e x a mi n e d w h at i m p a ct 

m ut ati o ns at T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 w o ul d h a v e o n t h e effi ci e n c y of D N A e n d r es e cti o n. We o pt e d 

f or a si m ult a n e o us k n o c k d o w n a n d c o m pl e m e nt ati o n a p pr o a c h i n U 2 O S c ells, d e pl eti n g 

e n d o g e n o us R N F 1 3 8 a n d r e -e x pr essi n g e x o g e n o us, si R N A -r esist a nt W T-R N F 1 3 8 or v ersi o ns 

w h er e t h e P T M sit es w er e m ut at e d. We e m pl o y e d t h e t etr a c y cli n e -r e g ul at e d e x pr essi o n ( T R E x) 

s yst e m t o e n a bl e i n d u ci bl e e x pr es si o n of e x o g e n o us R N F 1 3 8 i n t h e b ul k of c ell s. T his s yst e m w as 

c o m pris e d of U 2 O S c ells st a bl y e x pr es si n g t h e Tet R t etr a c y cli n e r e pr ess or ( U 2 O S -T R E x) b ei n g 

tr a nsf e ct e d wit h t h e p C D N A 4-T O -h y gr o m y ci n -sf G F P -M A P v e ct or 1 8 5 . T h e v e ct or c o nt ai ns Tet 

o p er at or s e q u e n c es w hi c h ar e b o u n d b y Tet R, e n a bli n g tr a ns cri pti o n al r e pr essi o n of t h e e n c o d e d 

tr a ns g e n e i n t h e a bs e n c e of t etr a c y cli n e or d o x y c y cli n e, b ut i n d u ci bl e e x pr es si o n i n t h eir pr es e n c e. 

Usi n g t hi s v e ct or, w e g e n er at e d U 2 O S -T R E x c ell s st a bl y e x pr essi n g si R N A -r esist a nt R N F 1 3 8-

W T or its m ut a nt s t a g g e d wit h all f o ur of t h e F L A G, 8 X His, str e pt a vi di n bi n di n g p e pti d e ( S B P), 

a n d s u p erf ol d er G F P (sf G F P) t a gs 1 8 5 . W h e n i n d u c e d wit h d o x y c y cli n e, t h es e c ell li n es pr o d u c e d 

f usi o n pr ot ei ns of ~ 6 5 k D a (Fi g u r e 4 .7 G) , fr o m h er e o n r ef err e d t o as sf G F P-R N F 1 3 8 c o nstr u cts. 

T h e W T a n d K 1 5 8 R v ari a nts of R N F 1 3 8 w er e e x pr ess e d at si mil ar l e v els as m e a s ur e d b y 

q u a ntit ati v e i m m u n o bl otti n g (Fi g u r e 4 .7 G ,Fi g u r e  4 .7 G) . O n t h e ot h er h a n d, t h e T 2 7 A, T 2 7 E, 

S 1 2 4 A, a n d S 1 2 4 E m ut a nt s w er e e x pr ess e d, o n a v er a g e, 2. 7 -3. 7 ti m es hi g h er t h a n W T. We 

att e m pt e d t o a dj ust t h e d o x y c y cli n e c o n c e ntr ati o ns t o i n d u c e si mil ar e x pr essi o n l e v els of t h e 

v ari a nts, b ut t h es e diff er e n c es c o ul d n ot b e eli mi n at e d at t h e c o n c e ntr ati o ns t est e d ( 0. 1 μ g/ m L –  5 
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μ g/ m L) (Fi g u r e 4 .4 H) . P er h a ps t h e diff er e n c es i n e x pr essi o n r efl e ct ot h er f a ct ors a m o n g t h e c ell 

li n es, s u c h as t h e fr e q u e n c y of v e ct or i nt e gr ati o n or i nt e gr ati o n i n h et er o c hr o m ati c v ers us 

e u c hr o m ati c r e gi o ns. N o n et h el ess, w e a c hi e v e d i n d u ci bl e e x pr essi o n of e x o g e n o us R N F 1 3 8 i n 

U 2 O S -T R E x c ells, a n d i m p ort a ntl y t h e e x pr essi o n l e v els of W T/ K 1 5 8 R, T 2 7 A/ T 2 7 E, a n d 

S 1 2 4 A/ S 1 2 4 E w er e c o m p ar a bl e wit hi n e a c h p air, r es p e cti v el y.  

 Wit h t h e T R E x s yst e m r e a d y, w e e x a mi n e d t h e a bilit y f or U 2 O S -T R E x c ells e x pr essi n g 

t h es e m ut a nts t o u n d er g o e n d r es e cti o n i n r es p o ns e t o tr e at m e nt wit h C P T. C P T w as c h os e n as it 

i n hi bits D N A T o p ois o m er as e I ( T O P 1), st a bili zi n g T O P 1 cl e a v a g e c o m pl e x es t h at, u p o n c ollisi o n 

wit h a D N A r e pli c ati o n f or k, ar e c o n v ert e d i nt o si n gl e -e n d e d D S Bs 2 1 5 . I n t hi s w a y, C P T-i n d u c e d 

D S Bs ar e g e n er at e d i n a n S p h as e -d e p e n d e nt m a n n er 2 1 5 , bi asi n g r e p air p at h w a y c h oi c e t o D N A 

e n d r es e cti o n a n d H R. T o m o nit or e n d r es e cti o n, w e d et e ct e d t h e o c c urr e n c e of ss D N A b y 

i m m u n ofl u or es c e n c e st ai ni n g (I F). U 2 O S-T R E x c ells w er e l a b el e d wit h t h e br o mi n at e d n u cl e osi d e 

5 -br o m o -2’ -d e o x y uri di n e ( Br d U), w hi c h is i n c or p or at e d i nt o D N A. T h e pr o c ess of r es e cti o n 

g e n er at es ss D N A, e x p osi n g a n e pit o p e o n Br d U t h at c a n b e d et e ct e d b y I F u n d er n o n -d e n at uri n g 

c o n diti o ns. T h e a p p e ar a n c e of Br d U f o ci i n r es p o ns e t o C P T is t h us i n di c ati v e of a cti v e D N A e n d 

r es e cti o n2 1 6, 2 1 7 . As e x p e ct e d, tr e ati n g p ar e nt al U 2 O S-T R E x c ell s wit h C P T si g nifi c a ntl y i n cr e as e d 

t h e i nt e nsit y of Br d U f o ci (Fi g u r e 4 .1 1 A -B, Fi g u r e 4 .9 A -C) . I n a c c or d a n c e wit h R N F 1 3 8 b ei n g 

s h o w n t o pr o m ot e D N A e n d r es e cti o n1 2 9, 1 3 0 , t his i nt e nsit y w as si g nifi c a ntl y r e d u c e d w h e n t h e c ell s 

w er e tr a nsf e ct e d wit h si R N A t ar g eti n g R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 1 A -B, Fi g u r e 4 .9 A -C) . We n e xt 

p erf or m e d fl o w c yt o m etri c a n al ysis t o c h e c k if t h e diff er e n c e w as d u e t o c h a n g es i n t h e r ati o of S 

p h as e c ell s. D e pl eti n g R N F 1 3 8 i n U 2 O S -T R E x di d n ot s u bst a nti all y alt er t h e pr o p orti o n of c ells 

i n S p h as e (Fi g u r e 4 .1 1 E) . T h er ef or e, t h e c h a n g e i n Br d U f o c al i nt e nsit y di d n ot aris e fr o m a s hift 



1 5 7  
 

i n t h e fr e q u e n c y of S p h as e-c y cli n g c ells, r at h er r efl e cti n g a p ert ur b ati o n i n effi ci e nt D N A e n d 

r es e cti o n. 
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Fi g u r e 4 .9 . T h e R N F 1 3 8 P T M Sit es T 2 7, S 1 2 4 a n d K 1 5 8 a r e I m p o rt a nt f o r D N A E n d 

R es e cti o n . 

 

A ., B., C. L eft p a n el: R e pr es e nt ati v e Br d U i m m u n ofl u or es c e n c e (I F) mi cr o gr a p hs of sf G F P -

R N F 1 3 8 v ari a nt -e x pr essi n g U 2 O S -T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h si R N A t o R N F 1 3 8 (si R N F 1 3 8) 

a n d tr e at e d wit h d o x y c y cli n e ( D o x) t o i n d u c e e x pr essi o n of sf G F P -R N F 1 3 8 fr o m a si n gl e 

bi ol o gi c al r e pli c at e. C . i n cl u d e s p ar e nt al U 2 O S-T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h or wit h o ut si R N F 1 3 8. 

I n all, c ell s w er e tr e at e d wit h c a m pt ot h e ci n ( C P T) or n ot f or 1 h o ur. Ɣ H 2 A X w as us e d t o i n di c at e 

D N A d a m a g e, w hil e D A PI st ai n l a b el e d t h e n u cl e us. Ri g ht p a n el: q u a ntifi c ati o ns of r el a ti v e 

i nt e nsit y of n u cl e ar Br d U f o ci. F or C P T-tr e at e d c ells, o nl y Ɣ H 2 A X+ c ells w er e q u a ntifi e d. T h e 

fl u or es c e n c e i nt e nsiti es of f o ci f or c o n diti o ns wit hi n a gi v e n c ell li n e w er e n or m ali z e d t o e a c h 

ot h er, wit h t h e a v er a g e fl u or es c e n c e i nt e nsit y s et at 1 f or t h e u ntr e at e d s a m pl e ( n o C P T). A v er a g es 

w er e d eri v e d fr o m t h e f o c al i nt e nsit y of at l e a st 1 5 0 c ells e a c h fr o m 2 bi ol o gi c al r e pli c at es ( at l e ast 

3 0 0 c ells t ot al p er c o n diti o n). D ., E., F. As i n A .-C ., b ut p erf or mi n g I F f or R P A 2 f o ci. S c al e b ars 

d e n ot e 1 0 μ m. S e e Fi g u r e 4 .1 1 A -D  f or a d diti o n al r e pr es e nt ati v e mi cr o gr a p hs fr o m e x p eri m e nts 

d e pi ct e d i n  Fi g u r e 4 .9 A , B,D E .  I n all, or di n ar y o n e-w a y A N O V A wit h Ší d á k's m ulti pl e 

c o m p aris o ns t est w as p erf or m e d t o d et er mi n e w h et h er diff er e n c es b et w e e n c o n diti o ns w er e 

st atisti c all y si g nifi c a nt.     : p  v al u es w er e < 0. 0 0 0 1. F or A), ns: p = 0. 8 9 2 1. F or B), ns: p > 0. 9 9 9 9. 

F or D),    : p = 0. 0 0 0 2.  

 

We n e xt e x a mi n e d t h e i m p a ct of R N F 1 3 8 m ut ati o ns o n D N A e n d r es e cti o n. U 2 O S -T R E x 

c ells w er e d e pl et e d of e n d o g e n o us R N F 1 3 8 a n d c o m pl e m e nt e d wit h W T or m ut at e d sf G F P -

R N F 1 3 8 b y tr e at m e nt wit h d o x y c y cli n e. I n a gr e e m e nt wit h T 2 7 b ei n g a n i m p ort a nt 

p h os p h or yl ati o n sit e, a v er a g e Br d U f o c al i nt e nsit y i n t h e c ell li n e e x pr es si n g t h e T 2 7 A m ut a nt w as 

s u bst a nti all y r e d u c e d c o m p ar e d t o c ell s e x pr essi n g W T-R N F 1 3 8, a n d at l e v els b ar el y a b o v e t h at 

of t h e s a m e c ells n ot tr e at e d wit h C P T (Fi g u r e 4 .9 A) , i n di c ati n g dr a m ati c all y r e d u c e d e n d 

r es e cti o n. T h e c o ntr ar y w as o bs er v e d f or t h e T 2 7 E m ut a nt, wit h m e a n Br d U f o c al i nt e nsit y 

e xt e nsi v el y hi g h er t h a n W T (Fi g u r e 4 .9 A) . P er h a ps t h e n e g ati v el y c h ar g e d gl ut a m at e s u bstit uti o n 

r es ults i n c o nstit uti v el y a cti v e R N F 1 3 8, c o nst a ntl y pr o m oti n g r es e cti o n. H e n c e, t h e 

p h os p h or yl ati o n of R N F 1 3 8 at T 2 7 pl a ys a cr u ci al r ol e i n R N F 1 3 8’s a bilit y t o pr o m ot e D N A e n d 

r es e cti o n. P erf or mi n g th e s a m e ass a y o n t h e S 1 2 4 A m ut a nt s h o w e d r e d u c e d Br d U f o c al i nt e nsit y 

r el ati v e t o W T (Fi g u r e 4 .9 B) , d e m o nstr ati n g a r ol e f or S 1 2 4 p h os p h or yl ati o n i n R N F 1 3 8 f u n cti o n. 
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I nt er esti n gl y, u nli k e T 2 7 E, t h e S 1 2 4 E m ut ati o n w as u n a bl e t o r est or e Br d U f o c al i nt e nsit y (Fi g u r e 

4 .9 B) . P er h a ps gl ut a m at e s u bstit uti o n at S 1 2 4 is i ns uffi ci e nt t o c a us e t h e s a m e c o nf or m ati o n al 

c h a n g es eli cit e d b y s eri n e p h os p h or yl ati o n. N e v ert h el es s, t h e f a ct t h at b ot h S 1 2 4 A a n d S 1 2 4 E 

m ut ati o ns r e d u c e Br d U i nt e nsit y u n d ers c or es t h e i m p ort a n c e of t h e S 1 2 4 si t e i n R N F 1 3 8 f u n cti o n. 

We als o p erf or m e d t h e s a m e ass a y f or t h e K 1 5 8 R s u b stit uti o n m ut a nt. U 2 O S -T R E x c ells 

e x pr essi n g sf G F P -R N F 1 3 8 -K 1 5 8 R e x hi bit e d r e d u c e d i nt e nsit y i n Br d U f o ci r el ati v e t o c ells 

e x pr essi n g W T (Fi g u r e 4 .9 C) , i n di c ati n g K 1 5 8 pl a ys a r ol e i n R N F 1 3 8’s a bilit y t o pr o m ot e D N A 

e n d r es e cti o n. As a c o ntr ol, w e c o nfir m e d t h at c o n c urr e ntl y d e pl eti n g e n d o g e n o us R N F 1 3 8 w hil e 

i n d u ci n g e x pr essi o n of sf G F P-R N F 1 3 8 -W T wit h d o x y c y cli n e di d n ot s e v er el y alt er t h e pr o p orti o n 

of  c ell s i n S p h as e (Fi g u r e 4 .1 1 E ). We als o c h e c k e d if t hi s pr o p orti o n w as aff e ct e d b y e x pr essi n g 

a n y of t h e R N F 1 3 8 m ut a nts. T h e S p h as e fr a cti o n w as si mil ar ( ~ 3 1 -3 7 %) a m o n g all t h e U 2 O S -

T R E x c ell li n es, w h et h er e x pr essi o n of t h e sf G F P -R N F 1 3 8 m ut a nts w as i n d u c e d or n ot (Fi g u r e 

4 .1 1 F) . T h us, t h e o bs er v e d diff er e n c es i n Br d U f o c al i nt e nsit y w er e n ot fr o m c ells b ei n g m or e or 

l es s r es p o nsi v e t o C P T fr o m c h a n g es i n t h e fr a cti o n i n S p h as e. 

 As a cti v e e n d r es e cti o n g e n er at es ss D N A o v er h a n gs t h at ar e r a pi dl y c o at e d a n d pr ot e ct e d 

b y t h e bi n di n g of R P A c o m pl e x es 1 7 1, 2 1 6, 2 1 8 ,2 1 9 , w e as k e d if t h e o bs er v e d c h a n g es i n Br d U f o c al 

i nt e nsit y w o ul d c orr el at e wit h R P A bi n di n g. T o d o s o, w e p erf or m e d a si mil ar I F ass a y i n U 2 O S-

T R E x, t hi s ti m e d et e cti n g e xtr a cti o n -r esist a nt f o ci of t h e R P A c o m pl e x s u b u nit R P A 2 i n r es p o ns e 

t o C P T. As s e e n wit h Br d U f o ci (Fi g u r e 4 .9 A -C, Fi g u r e  4 .1 1 A ,B) , k n o c ki n g d o w n R N F 1 3 8 

r e d u c e d R P A f o c al i nt e nsit y (Fi g u r e 4 .9 D -F ,Fi g u r e  4 .1 1 C, D ), i n di c ati n g t h e i n hi biti o n of e n d 

r es e cti o n. N ot a bl y, C P T-i n d u c e d R P A f o c al i nt e nsit y w as p arti all y r es c u e d u p o n c o n c urr e nt 

e x pr essi o n of sf G F P -R N F 1 3 8 -W T (Fi g u r e 4 .9 D -F) . As w ell, t h e T 2 7 A, S 1 2 4 A, a n d K 1 5 8 R 

v ari a nts e x hi bit e d si g nifi c a ntl y r e d u c e d R P A 2 f o c al i nt e nsit y r el ati v e t o W T -R N F 1 3 8 (Fi g u r e 
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4 .9 D -F ). Li k e wis e, R P A 2 f o c al i nt e nsit y w as r es c u e d b y t h e T 2 7 E m ut a nt, b ut n ot b y t h e S 1 2 4 E 

m ut a nt (Fi g u r e 4 .9 D ). O ur r es ult s wit h R P A 2 f o ci t h er e b y r e c a pit ul at e o ur fi n di n gs s e e n wit h 

n ati v e Br d U f o ci.  

T h e N -t er mi n al r e gi o n of R P A 2 is p h os p h or yl at e d b y t h e PI K Ks i n r es p o ns e t o D N A 

d a m a g e 2 1 9 . As S er 4 a n d S er 8 p h os p h or yl ati o n o n R P A 2 ( P-S 4/ S 8 -R P A 2) is d e p e n d e nt o n CtI P 

1 3 0, 1 7 4  a n d o c c urs aft er t h e bi n di n g of R P A c o m pl e x es t o ss D N A 2 1 9 – 2 2 1 , it h as b e e n us e d as a r e a d o ut 

f or e n d r es e cti o n1 3 0, 2 0 0 . T o f urt h er s u p p ort t h at e n d r es e cti o n is r e g ul at e d b y P T Ms o n R N F 1 3 8, w e 

d et e ct e d C P T -i n d u c e d P-S 4/ S 8 -R P A 2 i n t h e s a m e c ell li n es b y i m m u n o bl ot (Fi g u r e 4 .1 0 A ,B) . 

C o nsist e nt wit h o ur pr e vi o us fi n di n gs 1 2 9 , c ell s tr a nsf e ct e d wit h si R N A t o R N F 1 3 8 e x hi bit e d 

r e d u c e d R P A 2 p h os p h or yl ati o n u p o n sti m ul ati o n wit h C P T. C ells k n o c k e d d o w n of R N F 1 3 8 a n d 

e x pr essi n g sf G F P -R N F 1 3 8 -T 2 7 A, -S 1 2 4 A, -S 1 2 4 E, or -K 1 5 8 R c o ul d n ot r est or e P -S 4/ S 8 -R P A 2 

t o t h e l e v els s e e n wit h W T-R N F 1 3 8, a gr e ei n g wit h o ur I F d at a wit h Br d U a n d R P A 2 f o ci. I n f a ct, 

t h e c ell s e x hi bit e d P-S 4/ S 8 -R P A 2 l e v els b el o w t h at of p ar e nt al U 2 O S -T R E x c ells tr e at e d wit h 

R N F 1 3 8 -t ar g eti n g si R N A. U nli k e t h e I F d at a h o w e v er, t h e T 2 7 E m ut a nt di d n ot r e c o v er P-S 4/ S 8 -

R P A 2 t o l e v els n e ar or a b o v e W T -R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 0 A, B ,Fi g u r e  4 .1 1 A, D ). It m a y b e t h at t h e 

r es e cti o n i n d u c e d b y T 2 7 E, s e e n b y I F, s o m e h o w c a n n ot tri g g er R P A 2 p h os p h or yl ati o n as 

eff e cti v el y as h a vi n g a p h os p h or yl gr o u p o n T 2 7, a n d t h at R P A 2 p h os p h or yl ati o n r e q uir es e v e nts 

a d diti o n al t o R P A bi n di n g ss D N A. Still, t his d at a r e v e al t h e i m p ort a n c e of t h e T 2 7 sit e i n e arl y 

R N F 1 3 8 -d e p e n d e nt D S B si g n ali n g. O v er all, t h e a n al ysis of Br d U f o ci, R P A 2 f o ci, a n d p h os p h o -

R P A 2 l e v els s u g g est p h os p h or yl ati o n at T 2 7 a n d S 1 2 4 a n d u bi q uit yl ati o n at K 1 5 8 ar e i m p ort a nt 

f or R N F 1 3 8’s r ol e i n pr o m oti ng D N A e n d r es e cti o n.  
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Fi g u r e 4 .1 0 . T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 o n R N F 1 3 8 a r e  i m p o rt a nt f o r R P A 2 P h os p h o r yl ati o n, 
H R  a cti vit y, a n d  c ell  s u r vi v al. 
 

A.  I m m u n o bl ot of w h ol e c ell e xtr a cts of p ar e nt al or sf G F P-R N F 1 3 8 v ari a nt -e x pr essi n g U 2 O S -

T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h or wit h o ut si R N A t o R N F 1 3 8 a n d tr e at e d wit h c a m pt ot h e ci n ( C P T) 

or n ot f or 1 h o ur. Arr o w: m ai n b a n d f or P -R P A ( S 4/ S 8); n ot e it s r e d u c e d el e ctr o p h or eti c m o bilit y 

c o m p ar e d t o u n m o difi e d R P A 2. B. Q u a ntifi c ati o n of f ol d i n d u cti o n of P -R P A 2 ( S 4/ S 8) si g n al fr o m 

A). P -R P A 2 ( S 4/ S 8) si g n al w as n or m ali z e d t o t h at of R P A 2 e x pr essi o n. T h e r es ulti n g v al u e s fr o m 

C P T -tr e at e d s a m pl es w er e t h e n r ati o e d t o t h os e l eft u ntr e at e d. C. S c h e m ati c di a gr a m of t h e D R -

G F P r e p ort er ass a y i n T RI -D R -U 2 O S c ells e x pr essi n g d o x y c y cli n e ( D o x) -i n d u ci bl e I-S c e I. D. D R -

G F P r e p ort er ass a y i n T RI -D R -U 2 O S c ells tr a nsf e ct e d wit h si R N A t o l u cif er as e (si C T R L) or 

R N F 1 3 8 (si R N F 1 3 8) a n d c o m pl e m e nt e d wit h si R N A -r esist a nt m C h err y-R N F 1 3 8 v ari a nt s or n ot.  

G F P +  c ells w er e q u a ntifi e d b y fl o w c yt o m etr y. E. B ott o m: Cl o n o g e ni c s ur vi v al ass a y f or p ar e nt al 

or sf G F P -R N F 1 3 8 -W T -e x pr essi n g U 2 O S -T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h si C T R L or si R N F 1 3 8, 

i n d u c e d wit h D o x if n e c es s ar y, a n d tr e at e d wit h i n cr e asi n g d os es of i o ni zi n g r a di ati o n (I R). T o p: 

i m m u n o bl ot of e n d o g e n o us a n d e x o g e n o us R N F 1 3 8 e x pr essi o n of c ells us e d f or t h e cl o n o g e ni c 

s ur vi v al ass a y  at ti m e of irr a di ati o n. F. Cl o n o g e ni c s ur vi v al ass a y f or p ar e nt al or sf G F P -R N F 1 3 8 

v ari a nt -e x pr essi n g U 2 O S -T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h si C T R L or si R N F 1 3 8, i n d u c e d wit h D o x or 

n ot, a n d tr e at e d wit h i n cr e asi n g d os es of I R. Wit hi n e a c h bi ol o gi c al r e pli c at e, t h e s ur vi vi n g 

fr a cti o ns o bt ain e d w er e n or m ali z e d t o t h e s ur vi vi n g fr a ct i o n of t h e p ar e nt al c ells + si C T R L + 1 G y 

c o n diti o n. A) is a r e pr es e nt ati v e r es ult fr o m at l e a st 2 bi ol o gi c al r e pli c at es. A v er a g es w er e 

c al c ul at e d fr o m 2 ( B), at l e a st 2 ( D, F), a n d 6 -1 0 ( E) bi ol o gi c al r e pli c at es p o ol e d t o g et h er.  

 

4. 4. 8 T 2 7, S 1 2 4 a n d K 1 5 8 o n R N F 1 3 8 a r e I m p o rt a nt f o r H R a n d C ell S u r vi v al  

I n H R, t h e pr o c ess es of h o m ol o g y s e ar c h, str a n d i n v asi o n, a n d D N A s y nt h esis o c c ur 

d o w nstr e a m of D N A e n d r es e cti o n ( 2). As T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 aff e ct e d t h e effi ci e n c y of e n d 

r es e cti o n, w e n e xt d et er mi n e d if t h e fr e q u e n c y of H R w as i m p a ct e d b y t h e s a m e m ut ati o ns. T o d o 

s o, w e us e d t h e dir e ct r e p e at G F P ( D R -G F P) r e p ort er ass a y ( 6 7), utili zi n g U 2 O S c ells i nt e gr at e d 

wit h t w o r e p e at s of t h e G F P o p e n r e a di n g fr a m e ( O R F) (Fi g u r e 4 .1 0 C ). T h es e c o pi es ar e m ut at e d 

s u c h t h at n eit h er pr o d u c es a fl u or es c e nt pr ot ei n pr o d u ct; t h e u pstr e a m c o p y c o nt ai ns st o p c o d o ns 

a n d a r e c o g niti o n sit e f or t h e r estri cti o n e n d o n u cl e as e I -S c e I, w hil e t h e d o w nstr e a m c o p y is 

tr u n c at e d, wit h t h e N- a n d C -t er mi n al r e gi o ns r e m o v e d. E x pr essi o n of I-S c e I i n d u c es a sit e-s p e cifi c 

D S B i n t h e u pstr e a m c o p y of t h e G F P O R F. If t h e D S B is r e p air e d b y H R usi n g t h e d o w nstr e a m 
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c o p y as a t e m pl at e, t h e s e q u e n c e e n c o di n g i nt a ct, fl u or es c e nt G F P is g e n er at e d. C o ns e q u e ntl y, t h e 

pr o p orti o n of G F P + c ells aft er I -S c e I e x pr essi o n r efl e cts t h e effi ci e n c y of H R. We g e n er at e d 

si R N A -r esist a nt, m C h err y-t a g g e d c o nstr u cts of W T-R N F 1 3 8 a n d its P T M sit e m ut a nt s ( T 2 7 A, 

T 2 7 E, S 1 2 4 A, S 1 2 4 E, K 1 5 8 R), t h e n tr a nsf e ct e d t h e m i nt o T RI -D R -U 2 O S c ells st a bl y e x pr essi n g 

d o x y c y cli n e -i n d u ci ble I -S c e I a n d d e pl et e d of e n d o g e n o us R N F 1 3 8. As e x p e ct e d, I-S c e I i n d u cti o n 

al o n e m ar k e dl y i n cr e as e d t h e fr e q u e n c y of G F P +  c ell s, a n d t his fr e q u e n c y w as s h ar pl y i n hi bit e d 

w h e n t h e c ells w er e d e pl et e d of R N F 1 3 8 ( 1 4) (Fi g u r e 4 .1 0 D) . C o nsist e nt wit h o ur I F d at a f or e n d 

r es e cti o n d et e ct e d b y R P A 2 f o ci (Fi g u r e 4 .9 D -F, Fi g u r e  4 .1 1 C, D ), a d di n g b a c k m C h err y-

R N F 1 3 8 -W T a n d -T 2 7 E i n t h e pr es e n c e of R N F 1 3 8 si R N A p arti all y r es c u e d t h e fr e q u e n c y of H R 

t o l e v els s e e n i n c ells e x pr essi n g e n d o g e n o us R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 0 D) . O n t h e ot h er h a n d, c ells 

e x pr essi n g t h e -T 2 7 A, -S 1 2 4 A, a n d -K 1 5 8 R m ut a nts e x hi bit e d s e v er el y r e d u c e d H R fr e q u e n ci es 

(Fi g u r e 4 .1 0 D) . I nt er esti n gl y, t h e S 1 2 4 E m ut a nt w as f ull y c a p a bl e of r est ori n g H R fr e q u e n c y, i n 

f a ct t o l e v els s ur p assi n g t h at of W T-R N F 1 3 8, si mil ar t o t h e T 2 7 E m ut a nt (Fi g u r e 4 .1 0 D) . It 

a p p e ar s t h at i n t hi s s p e cifi c c o nt e xt ( D R -G F P r e p ort er ass a y, m C h err y -t a g g e d R N F 1 3 8), S 1 2 4 E 

r es e m bl es t h e a cti o ns of c o nstit uti v el y p h os p h or yl at e d R N F 1 3 8. T h us, t h e T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 

sit es ar e i m p ort a nt f or R N F 1 3 8’s a bilit y t o pr o m ot e H R.  

 Wit h e n d r es e cti o n a n d t h e o c c urr e n c e of H R d e p e n d e nt o n t h e af or e m e nti o n e d P T M sit es, 

w e as k e d if c ell s ur vi v al u p o n D N A d a m a g e w o ul d als o b e i m p a ct e d b y m ut ati o ns at t h e sit es. T o 

d o s o, w e p erf or m e d cl o n o g e ni c s ur vi v al ass a ys o n U 2 O S -T R E x c ells tr e at e d  wit h 1 t o 5 G y of I R. 

K n o c ki n g d o w n R N F 1 3 8 i m p e d e d t h e c ol o n y f or mi n g a bilit y of p ar e nt al U 2 O S -T R E x (Fi g u r e 

4 .1 0 E) , i n li n e wit h pr e vi o us o bs er v ati o ns ( 1 4, 2 0). T his w as n ot d u e t o i n dir e ct eff e cts o n t h e c ell 

c y cl e fr o m R N F 1 3 8 d e pl eti o n, as t h e pr o p orti o n of c ells i n S or G 2 p h as e ( a n d t h er ef or e c o n d u ci v e 

t o H R) i n cr e as e d sli g htl y w h e n R N F 1 3 8 w as d e pl et e d (Fi g u r e  4 .1 1 B) . C o n v ers el y, cl o n o g e ni c 
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s ur vi v al w as r es c u e d i n sf G F P -R N F 1 3 8 -W T -e x pr essi n g U 2 O S -T R E x c ells d e pl et e d of 

e n d o g e n o us R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 0 E) . As a c o ntr ol, w h e n d o x y c y cli n e w as n ot a d d e d t o t h e c ult ur e 

m e di u m, pr e v e nti n g e x pr essi o n of sf G F P -R N F 1 3 8 -W T, s ur vi v al w as r e d u c e d (Fi g u r e 4 .1 0 E) . 

A g ai n, t h e s e eff e cts w er e n ot fr o m i n dir e ct c h a n g es o n t h e c ell c y cl e, as t h e S/ G 2 fr a cti o n of c ells 

w as si mil ar w h et h er d o x y c y cli n e w as a d d e d or n ot (Fi g u r e  4 .1 1 E) . H a vi n g c o nfir m e d t h at s ur vi v al 

t o I R is d e p e n d e nt o n R N F 1 3 8, w e t est e d h o w t h e P T M sit e m ut a nt s w o ul d f ar e i n c ol o n y f or mi n g 

a bilit y usi n g U 2 O S -T R E x c ells st a bl y e x pr essi n g t h e sf G F P -R N F 1 3 8 v ari a nt s. C o nsist e nt wit h o ur 

I F r es ults f or r es e cti o n (Fi g u r e 4 .9 A -F) , c ells e x pr essi n g t h e T 2 7 A, S 1 2 4 A, S 1 2 4 E, a n d K 1 5 8 R 

m ut a nts e x hi bit e d r el ati v e s ur vi vi n g fr a cti o ns si mil ar t o or b el o w t h at of p ar e nt al U 2 O S -T R E x 

c ells d e pl et e d of R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 0 F) . At 1, 2, a n d 3 G y, c ells e x pr essi n g t h e T 2 7 E m ut a nt 

s h o w e d i nt er m e di at e s ur vi v al, gr e at er t h a n t h e f or m er m ut a nts b ut l es s t h a n W T-R N F 1 3 8. N o n e of 

t h es e eff e cts w er e fr o m fl u ct u ati o ns i n t h e c ell c y cl e distri b uti o n, as t h e st a bl e c ell li n es di d n ot 

s h o w a p pr e ci a bl e diff er e n c es i n t h e S/ G 2 p h as e fr a cti o n ( ~ 5 8 % t o 6 3. 6 %) u p o n d o x y c y cli n e 

i n d u cti o n (Fi g u r e  4 .1 1 F) . 

All i n all, t h es e d at a e x e m plif y t h e r ol e of t h e T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 R r esi d u es i n pr o m oti n g 

H R a n d c ell ul ar s ur vi v al i n t h e f a c e of D S Bs. T h e y ar e als o m ostl y c o n c or d a nt wit h t h e p h e n ot y p es 

o bs er v e d f or t h e m ut a nts i n D N A e n d r es e cti o n, ass a y e d b y R P A 2 a n d  Br d U f o ci f or m ati o n (Fi g u r e 

4 .9 A -F ,Fi g u r e  4 .1 1 A -D) . 
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Fi g u r e 4 .1 1 .  R el at e d t o Fi g u r es Fi g u r e 4 .9  a n d Fi g u r e 4 .1 0 . 
 

A. a n d B. A d diti o n al r e pr es e nt ati v e mi cr o gr a p hs fr o m  Fi g u r e 4 .9 . R e pr es e nt ati v e Br d U 

i m m u n ofl u or es c e n c e (I F) mi cr o gr a p hs of p ar e nt al U 2 O S-T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h or wit h o ut 

si R N A t o R N F 1 3 8 (si R N F 1 3 8) a n d tr e at e d wit h c a m pt ot h e ci n ( C P T) or n ot f or 1 h o ur. Ɣ H 2 A X 

w as us e d t o i n di c at e D N A d a m a g e, w hil e D A PI st ai n l a b e l e d t h e n u cl e us. Mi cr o gr a p hs ar e d eri v e d 

fr o m t h e s a m e bi ol o gi c al r e pli c at es pr es e nt e d i n t h e l eft p a n els of Fi g u r e 4 .9  ( A) a n d Fi g u r e 4 .9 B  

( B), r es p e cti v el y. C. a n d D.  As p er A) a n d B), b ut f or R P A 2 f o ci i nst e a d. Mi cr o gr a p hs ar e d eri v e d 

fr o m t h e s a m e bi ol o gi c al r e pli c at es pr es e nt e d i n t h e l eft p a n els of Fi g u r e 4 .9 D  ( C) a n d Fi g u r e 

A B

C D

E F
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4 .9 E ( D), r es p e cti v el y. E. Fl o w c yt o m etri c a n al ysi s of pr o pi di u m i o di d e si g n al i n p ar e nt al or 

sf G F P -R N F 1 3 8 -W T -e x pr es si n g U 2 O S -T R E x c ells tr a nsf e ct e d wit h si R N A t o R N F 1 3 8 or n ot, a n d 

wit h or wit h o ut d o x y c y cli n e ( D o x) i n d u cti o n. F. Fl o w c yt o m etri c a n al ysis of pr o pi di u m i o di d e 

si g n al i n sf G F P -R N F 1 3 8 v ari a nt -e x pr essi n g U 2 O S -T R E x c ells i n d u c e d wit h D o x or n ot. A v er a g es 

w er e c al c ul at e d fr o m 2 ( F) or at l e a st 2 ( E) bi ol o gi c al r e pli c at es p o ol e d t o g et h er. S c al e b ars d e n ot e 

1 0 μ m.  

 

4. 4. 9 I n v esti g ati n g t h e I nt e r pl a y B et w e e n P ost -Tr a nsl ati o n al M o difi c ati o ns o n R N F 1 3 8  

L astl y, w e i n v esti g at e d w h et h er i nt er pl a y o c c ur s b et w e e n t h e P T Ms o n R N F 1 3 8. We first 

p erf or m e d i m m u n o pr e ci pit ati o n e x p eri m e nts o n t h e si n gl e P T M sit e s u bstit uti o n v ari a nts of G F P -

R N F 1 3 8 e x pr ess e d i n H E K 2 9 3 c ells. We ass e ss e d t h e i m p a ct of S 1 2 4 A a n d K 1 5 8 R o n t h e P -T P 

si g n al (Fi g u r e 4 .1 2 A) , t h e i m p a ct of T 2 7 A a n d K 1 5 8 R o n t h e C P T-i n d u c e d P-S/ T Q si g n al (Fi g u r e 

4 .1 2 B) , a n d t h e i m p a ct of T 2 7 A a n d S 1 2 4 A o n R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n b y H A-U b -W T (Fi g u r e 

4 .1 2 C) . We o bs er v e d t h at t h e K 1 5 8 R s u bstit uti o n h a d n o eff e ct o n t h e P-T P a n d P -S/ T Q si g n als 

o n R N F 1 3 8 (Fi g u r e 4 .1 2 A, B) , c o n cl u di n g t h at K 1 5 8 is dis p e ns a bl e f or p h os p h or yl ati o n e v e nts at 

T 2 7 a n d S 1 2 4. N e xt, t h e S 1 2 4 A s u bstit uti o n p arti all y r e d u c e d t h e P -T P si g n al (Fi g u r e 4 .1 2 A) , 

s u g g esti n g S 1 2 4 p h os p h or yl ati o n m a y s u p p ort b ut is n ot r e q uir e d f or p h os p h or yl ati o n o n T 2 7. 

H o w e v er, t h e T 2 7 A m ut ati o n str o n gl y i m p air e d t h e P -S/ T Q si g n al (Fi g u r e 4 .1 2 B) . As w ell, b as al 

hi g h er -or d er u bi q uit yl ati o n o n G F P -R N F 1 3 8 w a s n ot a bl y r e d u c e d b y t h e T 2 7 A a n d S 1 2 4 A 

m ut ati o ns, pr e v e nti n g t h e d e cr e as e i n R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n i n d u c e d b y C P T fr o m b ei n g s e e n 

(Fi g u r e 4 .1 2 C ,Fi g u r e  4 .5 D ,E) . T h er ef or e, T 2 7 p h os p h or yl ati o n m a y s er v e as a pr er e q uisit e f or 

S 1 2 4 p h os p h or yl ati o n, a n d f u n cti o n al T 2 7 a n d S 1 2 4 sit es s e e m t o b e i m p ort a nt f or R N F 1 3 8 

u bi q uit yl ati o n .  

Wit h t his i nt er d e p e n d e n c y i n mi n d, w e as k e d w h at eff e ct e x pr essi n g t h e T 2 7 A -S 1 2 4 A ( T S), 

T 2 7 A -K 1 5 8 R ( T K), a n d S 1 2 4 A -K 1 5 8 R ( S K) d o u bl e m ut a nts, as w ell as t h e T 2 7 A -S 1 2 4 A -K 1 5 8 R 

( T S K) tri pl e m ut a nt, w o ul d h a v e o n t h e a bilit y f or c ells t o p erf or m H R. T h e af or e m e nti o n e d 
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m ut ati o ns w er e i n c or p or at e d i n si R N A -r esist a nt m C h err y-R N F 1 3 8 b y s e q u e nti al sit e -dir e ct e d 

m ut a g e n esi s, t h e pr o d u cts of w hi c h w er e us e d i n t h e D R -G F P H R r e p ort er ass a y u p o n c o n c urr e nt 

d e pl eti o n of e n d o g e n o us R N F 1 3 8. E x pr essi n g t h e d o u bl e a n d tri pl e m ut a nts r es ult e d i n si mil ar l o w 

H R fr e q u e n ci es u p o n I -S c e I e x pr essi o n (Fi g u r e 4 .1 2 D) . T h es e v al u e s w er e als o si mil ar t o t h os e 

f or t h e T 2 7 A, S 1 2 4 A, a n d K 1 5 8 R si n gl e m ut a nts, w hi c h w er e alr e a d y l o w t o st art a n d si mil ar t o 

H R fr e q u e n ci es f or c ells d e pl et e d of e n d o g e n o us R N F 1 3 8. As a bl ati o n of a n y of t h e P T M sit es, or 

a n y c o m bi n ati o n of t h e m,  w as s uffi ci e nt t o i m p air H R t o b as eli n e l e v els, t hi s fi n di n g e m p h a si z es 

t h e i m p ort a n c e of all t hr e e sit es i n t h e f u n cti o n of R N F 1 3 8 a n d s u g g ests  t h e y c o ul d all a ct wit hi n 

t h e s a m e p at h w a y o n R N F 1 3 8. T his is i n a gr e e m e nt wit h t h e d e p e n d e n c e of R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n 

o n t h e T 2 7 a n d S 1 2 4 r esi d u es (Fi g u r e 4 .1 2 C) , a n d t h e d e p e n d e n c e of S 1 2 4 p h os p h or yl ati o n o n 

t h e T 2 7 sit e (Fi g u r e 4 .1 2 B) . 
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Fi g u r e 4 .1 2 . I n v esti g ati n g t h e I nt e r pl a y B et w e e n P ost -Tr a nsl ati o n al M o difi c ati o ns o n T 2 7, 
S 1 2 4, a n d K 1 5 8 R o n R N F 1 3 8 . 
 
A., B.  Stri n g e nt G F P i m m u n o pr e ci pit ati o ns (I P) w er e p erf or m e d f or H E K 2 9 3 c ells e x pr essi n g G F P 
or G F P -R N F 1 3 8 v ari a nts a n d i m m u n o bl ott e d f or p h os p h or yl at e d T P sit es ( P -T P) ( A) or tr e at e d 
wit h c a m pt ot h e ci n ( C P T) or n ot f or 1 h o ur a n d i m m u n o bl ott e d f or p h os p h or yl at e d S/ T Q sit es ( P -
S/ T Q) ( B). C): Stri n g e nt G F P I P a n d s u bs e q u e nt i m m u n o bl otti n g w as p erf or m e d f or H E K 2 9 3 c ells 
c o -e x pr essi n g H A -U b -W T a n d G F P or G F P -R N F 1 3 8 v ari a nts a n d tr e at e d wit h C P T or n ot f or 1 
h o ur. I n all s a m pl es, 1 0 μ M M G 1 3 2 w as a d d e d t o t h e c ult ur e m e di u m st arti n g 1 h o ur pri or t o C P T 
tr e at m e nt t o i m pr o v e pr es er v ati o n of H A-U b si g n als. D. D R -G F P r e p ort er ass a y i n T RI -D R -U 2 O S 
c ells tr a nsf e ct e d wit h si R N A t o l u cif er as e (si C T R L) or R N F 1 3 8 (si R N F 1 3 8) a n d c o m pl e m e nt e d 
wit h m C h err y e m pt y v e ct or ( e m p) or si R N A -r esist a nt m C h err y-R N F 1 3 8 v ari a nts or n ot.  I-S c e I 
e x pr essi o n w as i n d u c e d b y d o x y c y cli n e ( D o x). G F P +  c ells w er e q u a ntifi e d b y fl o w c yt o m etr y. W T: 
wil dt y p e, T: T 2 7 A, S: S 1 2 4 A, K: K 1 5 8 R, T S: T 2 7 A -S 1 2 4 A, T K: T 2 7 A -K 1 5 8 R, S K: S 1 2 4 A -
K 1 5 8 R, T S K: T 2 7 A -S 1 2 4 A -K 1 5 8 R.  S h o w n ar e r e pr es e nt ati v e r es ults fr o m 2 ( A, B) a n d 3 ( C) 
bi ol o gi c al r e pli c at es. A v er a g es i n D) w er e c al c ul at e d fr o m 2 bi ol o gi c al r e pli c at es p o ol e d t o g et h er.  
 

4. 5 Dis c ussi o n  

M ulti pl e r e p orts h a v e i m pli c at e d a r ol e f or R N F 1 3 8 i n t h e D N A d a m a g e r es p o ns e 3 5, 1 2 7 – 1 3 1 . 

As a n E 3 u bi q uiti n li g as e, R N F 1 3 8 f a cilit at es t h e u bi q uit yl ati o n of K u 8 0, CtI P, a n d R a d 5 1 D, 

a cti o ns t h at pr o m ot e t h e o c c urr e n c e of H R 3 5, 1 2 9 – 1 3 1 . Littl e h o w e v er is k n o w n a b o ut h o w it s a cti vit y 

is r e g ul at e d i n t h e c o nt e xt of D S B r e p air. W hil e R N F 1 3 8 w a s r e p ort e d t o b e p h os p h or yl at e d b y 

A T M i n r es p o ns e t o I R at p ositi o n S 1 2 4 1 3 1 , t h e f u n cti o n al si g nifi c a n c e of t hi s m o difi c ati o n 

r e m ai n e d u n cl e ar, as it di d n ot aff e ct R N F 1 3 8’s r e cr uit m e nt t o sit es of D N A d a m a g e 1 3 1 . 

F urt h er m or e, as R N F 1 3 8 sti m ul at es K u 8 0 u bi q uit yl ati o n i n S/ G 2, b ut n ot G 1 p h as e 1 2 9 , it a p p e ar e d 

R N F 1 3 8 a cti vit y c o ul d b e r e g ul at e d b y t h e c ell c y cl e, alt h o u g h h o w t hi s o c c urr e d w as n ot 

pr e vi o usl y e x pl or e d. T h us, w e s o u g ht t o el u ci d at e a d diti o n al m e c h a ni s ms b y w hi c h R N F 1 3 8 c o ul d 

b e r e g ul at e d. I n H e L a c ell s, w e d et e ct e d a sli g ht i n cr e as e i n R N F 1 3 8 pr ot ei n l e v els d uri n g G 2 

p h as e (Fi g u r e 4 .1 C) , c o nsist e nt wit h t h e r e p ort e d i n cr e as e i n R N F 1 3 8 m es s e n g er R N A tr a ns cri pt s 

i n G 21 2 2 . H o w e v er, R N F 1 3 8 pr ot ei n w as e x pr ess e d t hr o u g h o ut t h e c ell c y cl e, a n d at r el ati v el y 

c o nst a nt l e v els (Fi g u r e 4 .1 A -C) . As H R is s p e cifi c t o t h e S/ G 2 p h as es1 7 8 , w e s p e c ul at e R N F 1 3 8 

e x pr essi o n i n G 1 m a y s er v e its r ol es o utsi d e of H R, s u c h as bi n di n g i nt er a ct or s a n d u bi q uit yl ati n g 
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s u bstr at es i n N F κ B or W nt -β -c at e ni n si g n ali n g 1 2 1, 1 2 4, 1 2 5, 2 2 2 . R e g ar dl ess, it b e c a m e cl e ar t h at f a ct ors 

b e y o n d pr ot ei n l e v el r e g ul at e R N F 1 3 8 a cti vit y i n H R. We l o c at e d a p ut ati v e C D K s u bstr at e 

c o ns e ns us m otif wit hi n R N F 1 3 8’s a mi n o a ci d s e q u e n c e (Fi g u r e 4 .1 D) . I n a d diti o n, R N F 1 3 8 w a s 

a hit i n pr ot e o mi c s cr e e ns f or u bi q uit yl at e d pr ot ei ns 2 1 0 – 2 1 3 , a n d u bi q uit yl ati o n e v e nts ar e w ell 

k n o w n t o g o v er n t h e r es p o ns e t o D S Bs 1 8 1 . We t h er ef or e a d dr ess e d if u bi q uit yl ati o n a n d C D K-

d e p e n d e nt p h os p h or yl ati o n o c c urr e d o n R N F 1 3 8 a n d w er e i n v ol v e d i n it s f u n cti o n i n H R.  

We r e p ort h er e t h at R N F 1 3 8 is p h os p h or yl at e d i n a C D K -d e p e n d e nt m a n n er. T his 

p h os p h or yl ati o n p e a k e d d uri n g S p h as e, w as d e p e n d e nt o n C D K 1 a n d C D K 2, o c c urr e d o n r esi d u e 

T 2 7 (Fi g u r e 4 .1 G -I, K, L, Fi g u r e  4 .4 D) , a n d, i m p ort a ntl y, sti m ul at e d R N F 1 3 8-m e di at e d D N A e n d 

r es e cti o n (Fi g u r e 4 .9 A, D, Fi g u r e  4 .1 0 A ,B) . W hil e t h e pr e cis e m e c h a nis m b y w hi c h C D K 

p h os p h or yl ati o n a cti v at es R N F 1 3 8 r e q uir es f urt h er st u d y, it ali g ns wit h a pr o -r es e cti o n f u n cti o n 

f or C D K a cti vit y i n S/ G 2. R N F 1 3 8 h as b e e n s h o w n t o m e di at e u bi q uit yl ati o n of t h e pr o -r es e cti o n 

f a ct or CtI P, e n a bli n g CtI P’s r e cr uit m e nt t o D S Bs 1 3 0 . R N F 1 3 8-d e p e n d e nt u bi q uit yl ati o n of K u 8 0 

als o pr o m ot es t h e e vi cti o n of t h e D N A e n d -pr ot e cti n g a n d N H EJ -pr o m oti n g 1 7 6, 1 7 7  K u h et er o di m er 

fr o m c hr o m ati n1 2 9 . As K u dis pl a c e m e nt is r e q uir e d f or D N A e n d r es e cti o n t o b e gi n2 4, 1 7 9 , t his 

c o ntri b ut es a s e c o n d m o d e t o tri g g er e n d r es e cti o n. N ot a bl y, CtI P its elf is p h os p h or yl at e d b y C D K 

a cti vit y, t h e p h os p h or yl at e d v ersi o n a cti v ati n g t h e e n d o n u cl e as e a cti vit y of Mr e 1 1 t o i niti at e D N A 

e n d r es e cti o n 1 7 2, 1 7 3, 1 9 9 – 2 0 1, 2 2 3 . T h e K u h et er o di m er is als o a s u bstr at e f or C D K a cti vit y; K u 7 0 is 

p h os p h or yl at e d b y C D K 1 a n d C D K 2 d uri n g S, G 2, a n d M p h as e 2 2 4 , a n d i n b u d di n g y e ast, C D K-

p h os p h or yl at e d Y k u 8 0 pr o m ot es H R a n d i m p air s N H EJ 2 2 5 . P h os p h or yl at e d K u, si mil ar t o 

u bi q uit yl at e d K u 2 2 6 , h as b e e n f o u n d t o diss o ci at e fr o m D N A2 4, 2 2 4 . T h e e vi d e n c e p oi nts t o a m o d el 

w h er e c o n c ert e d C D K a cti vit y i n S a n d G 2, a cti n g o n m ulti pl e fr o nts, li k e R N F 1 3 8, CtI P, K u, a n d 

ot h er r es e cti o n f a ct ors 1 9 6 – 1 9 8, 2 0 2, 2 0 3 , c ul mi n at e s t o dri v e t h e pr o c ess of D N A e n d r es e cti o n. 
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I nt er esti n gl y, o ur l as er mi cr oirr a di ati o n d at a als o s u g g ests t h at b e y o n d pr o m oti n g D N A e n d 

r es e cti o n, T 2 7 p h os p h or yl ati o n m a y s er v e a mi n or r ol e i n r e g ul ati n g R N F 1 3 8’s r et e nti o n o n 

c hr o m ati n (Fi g u r e 4 .7 D ,E) . 

We als o fi n d t h at R N F 1 3 8 is c o nstit uti v el y p ol y u bi q uit yl at e d, wit h K 1 5 8 s er vi n g as a sit e 

of m o difi c ati o n (Fi g u r e 4 .3 A -D, Fi g u r e  4 .6 B, Fi g u r e  4 .1 2 C) . T his is i n li n e wit h a r e c e nt r e p ort 

i d e ntif yi n g K 1 5 8 as a u bi q uit yl ati o n sit e o n R N F 1 3 8, wit h t h e K 1 5 8 R s u bstit uti o n a bl e t o s u p pr ess 

n e g ati v e r e g ul ati o n of o n c o g e ni c M y D 8 8 si g n ali n g 1 2 4 . As t h e K 1 5 8 R m ut a nt c o ul d n ot c o m pl et el y 

eli mi n at e H A -U b -L 7 3 P si g n al i n G F P -R N F 1 3 8 i m m u n o pr e ci pit at es (Fi g u r e 4 .6 B ), t h er e ar e li k el y 

ot h er r esi d u es b y w hi c h R N F 1 3 8 i s u bi q uit yl at e d. I n d e e d, f o ur a d diti o n al l ysi n e r esi d u es o n 

R N F 1 3 8 w er e d et e ct e d t o b e u bi q uit yl at e d i n o n e pr ot e o mi c s cr e e n 2 1 2 . Yet, K 1 5 8 is pr o b a bl y a n 

a b u n d a nt sit e f or u bi q uit yl ati o n, as it w as t h e o nl y u bi q uit yl ati o n sit e pr e di ct e d b y U b Pr e d 

s oft w ar e 1 2 4 , a n d w as c o nsist e ntl y u bi q uit yl at e d i n f o ur pr ot e o mi c s cr e e ns, d et e ct e d i n t hr e e of t h es e 

as t h e o nl y sit e of m o difi c ati o n o n R N F 1 3 8 2 1 0 – 2 1 3 . P h e n ot y pi c all y, d es pit e e x hi biti n g r e d u c e d 

t ur n o v er a n d pr ol o n g e d st a bilit y, t h e K 1 5 8 R m ut a nt w as still cl e arl y d ef e cti v e i n pr o m oti n g D N A 

e n d r es e cti o n (Fi g u r e 4 .6 C, D ,Fi g u r e 4 .9 C, F, Fi g u r e  4 .1 0 A ,B) . Alt h o u g h K 1 5 8 w as n ot ess e nti al 

f or R N F 1 3 8 r e cr uit m e nt t o l as er stri p es, t h e K 1 5 8 R m ut a nt als o s h o w e d a mi n or i m p air m e nt i n 

r e cr uit m e nt (Fi g u r e 4 .7 C) , a n d t hi s c h a n g e c o ul d c o ntri b ut e at l e ast p artl y t o t h e d ef e ct i n e n d 

r es e cti o n. O v er all, t h e d at a s u g g ests u bi q uit yl ati o n o n K 1 5 8 a cti v at es R N F 1 3 8 f or e n d r es e cti o n. 

T his is s u p p ort e d b y t h e i n cr e as e i n u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n i n t h e S a n d G 2 p h as es 

(Fi g u r e 4 .5 B ,C) , o v erl a p pi n g wit h t h e ti m es e n d r es e cti o n a n d H R ar e a cti v e. As R N F 1 3 8 is 

a p pr e ci a bl y e x pr ess e d d uri n g all c ell c y cl e p h as es (Fi g u r e 4 .1 C) , w e s us p e ct t h e e n h a n c e d 

u bi q uit yl ati o n i n S/ G 2 s er v es m or e t o a cti v at e t h e pr ot ei n f or e n d r es e cti o n a n d H R r at h er t h a n 

a cti v el y t ar g et it f or pr ot e as o m al d e gr a d ati o n. F urt h er st u d y, p arti c ul arl y of t h e li n k a g es i n t h e 
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u bi q uiti n c h ai ns c o nj u g at e d t o R N F 1 3 8, is r e q uir e d t o v ali d at e t his i d e a. We als o o bs er v e d t h at 

R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n w as r e d u c e d u p o n D S Bs, U V, a n d r e pli c ati o n str ess (Fi g u r e 4 .5 D ,E, 

Fi g u r e 4 .1 2 C) . I n s u p p ort of t his, a pr ot e o mi c s cr e e n f o u n d u bi q uit yl ati o n at K 1 5 8 w as r e d u c e d 3 

h o urs aft er H E K 2 9 3 c ells w er e e x p os e d t o U V irr a di ati o n 2 1 0 . Si n c e K 1 5 8 u bi q uit yl ati o n pr o m ot es 

D N A e n d r es e cti o n (Fi g u r e 4 .9 C, F, Fi g u r e 4 .1 0 A ,B) , t h e r e d u cti o n i n u bi q uit yl ati o n, s e e n aft er 1 

h o ur of g e n ot o xi c str ess (Fi g u r e 4 .5 D ,E ), m a y r efl e ct a n e g ati v e r e g ul at or y m e c h a nis m, 

c o nstr ai ni n g R N F 1 3 8 a cti vit y aft er a cti o ns t o r es ol v e t h e str ess h a v e c o m m e n c e d. F or H R, t his 

mi g ht pr e v e nt o v ersti m ul ati o n of D N A e n d r es e cti o n, w hi c h c o ul d l e a d t o a l oss of g e n eti c 

i nf or m ati o n. U n c o ntr oll e d r es e cti o n mi g ht als o d e pl et e l o c al R P A p o ols, c a usi n g a b err a nt 

a n n e ali n g, s e c o n d ar y str u ct ur es, a n d d e gr a d ati o n i n u n pr ot e ct e d ss D N A 2 1 9 . T o g et h er, o ur d at a 

s u g g est R N F 1 3 8 is r e g ul at e d b y u bi q uit yl ati o n, wit h u bi q uiti n c o nj u g ati o n t o K 1 5 8 s er vi n g t o 

a cti v at e t h e pr ot ei n i n D S B r e p air.  

O ur w or k t h us i d e ntifi es t w o a d diti o n al P T Ms t h at c o ntri b ut e t o R N F 1 3 8’s f u n cti o n i n D S B 

r e p air, t h e af or e m e nti o n e d K 1 5 8 u bi q uit yl ati o n a n d C D K-d e p e n d e nt T 2 7 p h os p h or yl ati o n. B ot h 

pr o m ot e R N F 1 3 8’s r ol e i n sti m ul ati n g D N A e n d r es e cti o n, as t h e T 2 7 A a n d K 1 5 8 R v ari a nt s i n hi bit 

R N F 1 3 8 -d e p e n d e nt r es e cti o n i n r es p o ns e t o C P T (Fi g u r e 4 .9 A, C -D, F, Fi g u r e  4 .1 0 A ,B) . Usi n g t h e 

S 1 2 4 A m ut a nt, w e als o d e m o nstr at e S 1 2 4 p h os p h or yl ati o n p ositi v el y r e g ul at es R N F 1 3 8’s r ol e i n 

e n d r es e cti o n (Fi g u r e 4 .9 B, E, Fi g u r e  4 .1 0 A ,B) , pr o vi di n g f u n cti o n al si g nifi c a n c e t o t h e k n o w n 

A T M -d e p e n d e nt m o difi c ati o n 1 3 1 . Ali g ni n g wit h t h es e o bs er v ati o ns, t h e T 2 7 A, S 1 2 4 A, a n d K 1 5 8 R 

m ut ati o ns dr a m ati c all y r e d u c e d H R fr e q u e n c y i n vi v o (Fi g u r e 4 .1 0 D)  a n d s e nsiti z e d c ell s t o D N A 

d a m a g e b y I R (Fi g u r e 4 .1 0 F) , s u g g esti n g t h e d ef e cts i n e n d r es e cti o n tr a nsl at e d t o n e g ati v e 

c o ns e q u e n c es d o w nstr e a m. S u p p orti n g t h e i m p ort a n c e of T 2 7 p h os p h or yl ati o n, t h e p h os p h o -

mi mi c ki n g T 2 7 E v ari a nt c o ul d r est or e D N A e n d r es e cti o n, H R, a n d cl o n o g e ni c s ur vi v al (Fi g u r e 
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4 .9 A, D ,Fi g u r e  4 .1 0 D, F) , d es pit e h a vi n g a p arti al d ef e ct i n r et e nti o n o n c hr o m ati n (Fi g u r e 

4 .7 D ,E ). I ntri g ui n gl y, li k e T 2 7 E, t h e S 1 2 4 E m ut a nt w as als o c a p a bl e of r est ori n g H R (Fi g u r e 

4 .1 0 D) , alt h o u g h it w as u n a bl e t o r es c u e e n d r es e cti o n a n d cl o n o g e ni c s ur vi v al (Fi g u r e 

4 .9 B, E, Fi g u r e  4 .1 0 A ,B, F) . We n ot e t h at t h e e n d r es e cti o n a n d s ur vi v al ass a ys w er e c o n d u ct e d 

wit h sf G F P -R N F 1 3 8, w hil e t h e H R r e p ort er ass a y utili z e d t h e m C h err y -R N F 1 3 8 f usi o n. B e y o n d 

t h e diff er e nt fl u or es c e nt pr ot ei ns, t h e sf G F P c o nstr u ct als o c o nt ai ns t hr e e ot h er e pit o p e t a gs1 8 5 . We 

s p e c ul at e c o nstr u ct -s p e cifi c c o nf or m ati o n al diff er e n c es c o ul d e x pl ai n t h e dis cr e p a n c y i n r es ults 

f or S 1 2 4 E. Alt er n ati v el y, it c o ul d b e t h at t h e S 1 2 4 E v ari a nt d o es n ot s uffi ci e ntl y pr o m ot e e n d 

r es e cti o n y et is c a p a bl e of a cti v ati n g H R t hr o u g h a s e p ar ate m e c h a ni s m. I n d e e d, w e di d n ot ass ess 

if t h e st a bilit y or r e cr uit m e nt of R a d 5 1 D, a n ot h er t ar g et of R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n i n H R3 5, 1 3 1 , w er e 

i m p a ct e d b y t h e P T M sit e m ut ati o ns i n R N F 1 3 8. We t h us c a n n ot c o n cl u d e if t h e eff e cts o n H R a n d 

s ur vi v al ari s e s ol el y fr o m c h a n g es i n e n d r es e cti o n or if alt er ati o ns i n R a d 5 1 D f u n cti o n als o 

c o ntri b ut e. N e v ert h el ess, o ur f u n cti o n al r e a d o uts r eit er at e t h at P T Ms at T 2 7, S 1 2 4, a n d K 1 5 8 ar e 

i m p ort a nt t o t h e r ol e of R N F 1 3 8 i n pr ot e cti n g c ell s fr o m D S Bs. 

O ur d at a ulti m at el y p oi nt t o a s c e n ari o w h er e p h os p h or yl ati o ns at T 2 7 a n d S 1 2 4 a n d 

u bi q uit yl ati o n at K 1 5 8 all p ositi v el y r e g ul at e R N F 1 3 8 a cti vit y i n e n d r es e cti o n a n d H R. T his m a y 

e n a bl e R N F 1 3 8 t o i nt e gr at e si g n als of b ot h D N A d a m a g e a n d c ell c y cl e st a g e, e ns uri n g it is f ull y 

a cti v e w h e n D S B br e a ks o c c ur d uri n g S/ G 2 p h as e. A n attr a cti v e i d e a is t h at c ell c y cl e -d e p e n d e nt 

u bi q uit yl ati o n a n d C D K -d e p e n d e nt T 2 7 p h os p h or yl ati o n pri m e R N F 1 3 8 t o f u n cti o n i n S/ G 2. 

A T M -d e p e n d e nt p h os p h or yl ati o n at S 1 2 4, tri g g er e d b y D S Bs, c o ul d p er h a ps gi v e t h e fi n al g o -

a h e a d si g n al t o li c e ns e R N F 1 3 8 a cti vit y. S u p p ort f or t his n oti o n m a y c o m e fr o m t h e o bs er v ati o n 

t h at a f u n cti o n al T 2 7 sit e is i m p ort a nt f or t h e D N A d a m a g e-d e p e n d e nt p h os p h or yl ati o n of R N F 1 3 8 

o n S 1 2 4 (Fi g u r e 4 .1 2 B ), s u g g esti n g T 2 7 p h os p h or yl ati o n c o ul d pr e c e d e p h os p h or yl ati o n o n S 1 2 4. 
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T his of c o urs e n e e ds t o b e t est e d f urt h er, a n d m or e st u d y is n e e d e d t o d e ci p h er t h e m ol e c ul ar 

m e c h a nis m s b y w hi c h e a c h of t h e P T Ms a cti v at e R N F 1 3 8. I n t h e e n d, o ur d at a pr o vi d e a d diti o n al 

i ntri c a ci es t o t h e ti g htl y or c h estr at e d m ol e c ul ar e v e nts tri g g er e d up o n D S B d a m a g e.  

4. 6 F u n di n g  

F u n di n g f or t hi s w or k w as pr o vi d e d b y a CI H R ( C a n a di a n I nstit ut es of H e alt h R es e ar c h) Pr oj e ct 

Gr a nt ( gr a nt n u m b er 1 5 4 4 8 5) t o I. H.I., a CI H R ( C a n a di a n I nstit ut es of H e alt h R es e ar c h) Pr oj e ct 

Gr a nt ( gr a nt n u m b er 1 6 8 9 7 2) t o J. N. M. G., a n N S E R C ( N at ur al S ci e n c es a n d E n gi n e eri n g 

R es e ar c h C o u n cil of C a n a d a) Dis c o v er y Gr a nt ( R G PI N -2 0 1 7 - 0 5 7 5 2) t o I. H.I, a n d C RI N A 

( C a n c er R es e ar c h I nstit ut e of N ort h er n Al b ert a) Bri d g e F u n di n g t o I. H.I. pr o vi d e d b y Terr y a n d 

B ett y D a vis. A.J. L. w as s u p p ort e d b y t h e R a c h el M a n d el S c h ol ar s hi p i n L y m p h o m a a n d Ot h er 

Bl o o d C a n c ers, t h e Dr. H er b ert M elt z er M e m ori al  F ell o ws hi p, a n d t h e Ya u F a mil y F o u n d ati o n 

A w ar d.  R. A. F w as s u p p ort e d b y Al b ert a Gr a d u at e E x c ell e n c e S c h ol ars hi p, a n d D a vi d L a ws o n 

A w ar d.  

4. 7 A c k n o wl e d g e m e nts  

We ar e gr at ef ul t o J os e p h Dr a k e, Allis o n Tr a n, A d h a m S h o us h a, Kristi B a k er, a n d A n n e G all o w a y 

f or t e c h ni c al assist a n c e.  

4. 8 C o nfli ct of I nt e r est  

T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o nfli cts of i nt er est wit h t h e c o nt e nts of t hi s arti cl e.  

4. 9 A ut h o r C o nt ri b uti o ns  

A.J. L. a n d R. A. F. f or m al a n al ysis a n d vis u ali z ati o n; A.J. L., R. A. F., C. T., E. Z., F. M., J. Y. H. A. a n d 

I. H.I. i n v esti g ati o n; A.J. L. a n d I. H.I. m et h o d ol o g y a n d writi n g –  ori gi n al dr aft; A.J. L., R. A. F., 

J. N. M. G. a n d I. H.I. writi n g –  r e vi e w & e diti n g; I. H.I. a n d J. N. M. G. f u n di n g a c q uisiti o n a n d 

s u p er visi o n; I. H.I. c o n c e pt u ali z ati o n.  
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C h a pt e r 5  –  C o n cl usi o ns  a n d F ut u r e Di r e cti o ns  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 7 7  
 

5. 1 B ri ef St u d y O v e r vi e w  

T his t h esis pr es e nts c o m pr e h e nsi v e i n v esti g ati o ns i nt o t h e E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e U b c 1 3 

a n d t h e RI N G E 3 li g as e R N F 1 3 8. Str u ct ur al c h ar a ct eri z ati o n of U b c 1 3 w as c o n d u ct e d al o n g wit h 

a st u d y of t h e m o d ul ati o n of its a cti vit y usi n g s m all m ol e c ul e i n hi bit or s. A d diti o n all y, w e e x pl or e d 

t h e D N A bi n di n g a cti vit y of t h e RI N G E 3 li g as e R N F 1 3 8, g ai n e d i nsi g hts i nt o it s str u ct ur e usi n g 

Al p h a F ol d 2, a n d e x a mi n e d it s r e g ul ati o n i n m a m m ali a n c ells, p arti c ul arl y i n r es p o ns e t o D N A 

d a m a g e.  

5. 2 C o n cl usi o ns a n d F ut u r e Di r e cti o ns: C h a r a ct e ri z ati o n of U b c 1 3  
 

5. 2. 1 N e w U b c 1 3 St r u ct u r e R e v e als N e w A cti v e Sit e L o o p C o nf o r m ati o n  

  O ur w or k b e g a n w h e n w e cr yst alli z e d a n e w f or m of U b c 1 3 -M ms 2 u n d er m or e n ati v e 

c o n diti o ns t h a n h a d b e e n us e d pr e vi o usl y.  E 2 e n z y m e s f e at ur e a g ati n g l o o p n e ar t h e a cti v e sit e 

c yst ei n e, s hi el di n g it fr o m s ol v e nt eff e cts a n d c o ntr olli n g u bi q uiti n a c c ess 8 8, 1 0 0, 1 0 3, 1 0 5, 1 0 6 . Alt h o u g h 

all E 2s p oss ess t hi s l o o p,  U b c 1 3’s g ati n g l o o p (r esi d u e s 1 1 4 -1 2 4) dis pl a ys a u ni q u e c o nf or m ati o n 

wit hi n t h e E 2 f a mil y 8 9, 1 0 0, 1 0 3 . L 1 2 1, a c o ns er v e d r esi d u e, t y pi c all y o bstr u cts t h e att a c k of t h e 

a c c e pt or u bi q uiti n K 6 3 o n t h e a cti v e sit e C 8 7 8 9, 1 0 3 . W h e n C 8 7 is b o u n d t o t h e C-t er mi n us of a 

d o n or u bi q uiti n, t h e g ati n g l o o p s hifts t o e n a bl e a c c es s t o C 8 7 b y r e ori e nti n g L e u 1 2 1, r e arr a n gi n g 

U b c 1 3 t o a c o nf or m ati o n si mil ar t o t h at s e e n i n ot h er E 2s f or e x a m pl e, U b c H 5 c 5 5, 8 8, 8 9 . T his g ati n g 

m e c h a nis m is b eli e v e d t o b e e x cl usi v e t o U b c 1 3 a n d pl a ys a pi v ot al r ol e i n it s a bilit y t o s y nt h esi z e 

L ys 6 3 u bi q uiti n c h ai ns 5 5, 8 8, 8 9 . Pr e vi o us w or k b y o ur gr o u p h as e x pl or e d t h e a cti v e sit e of U b c 1 3 

usi n g s m all m ol e c ul e c o m p o u n ds 1 0 0 . T his a p pr o a c h is b as e d o n t h e pr e mis e t h at t h e u ni q u e 

str u ct ur e of t h e U b c 1 3 g ati n g l o o p e n a bl es s el e cti v e i n hi biti o n b y s m all m ol e c ul es 8 9, 1 0 0 . 

N S C 6 9 7 9 2 3 –  dis c o v er e d t hr o u g h a hi g h -t hr o u g h p ut c ell-b as e d ass a y t ar g eti n g N F -k B si g n ali n g 

i n hi bit or s –  s p e cifi c all y i n hi bits U b c 1 3 wit h o ut aff e cti n g ot h er E 2s i n u bi q uiti n ati o n ass a ys 1 1 6 . T his 
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i n hi biti o n m e c h a ni s m i n v ol v es t h e c o v al e nt m o difi c ati o n of a cti v e C 8 7 b y N S C 6 9 7 9 2 3, d e p e n d e nt 

o n a p o c k et f or m e d b y t h e g ati n g l o o p 1 0 0 . A U b c 1 3 m ut a nt ( U b c 1 3Q D ) wit h f o ur a mi n o a ci d 

s u bstit uti o ns st a bili z e d t h e g ati n g l o o p i n t h e c o nf or m ati o n f o u n d i n ot h er E 2s l a c ks t h e 

N S C 6 9 7 9 2 3 -bi n di n g p o c k et, r e n d eri n g it r esist a nt t o N S C 6 9 7 9 2 3 i n hi biti o n i n bi o c h e mi c al 

ass a ys 1 0 0 . I n o ur n e wl y c h ar a ct eri z e d str u ct ur e ( P D B: 9 BI V), t h e a cti v e sit e l o o p e x hi bits a 

str u ct ur al diff er e n c e c o m p ar e d t o k n o w n str u ct ur es of U b c 1 3, w h et h er u bi q uiti n is b o u n d ( 2 G MI) 5 5  

or n ot ( 1J 7 D) 9 8 . T h e n e wl y o bt ai n e d str u ct ur e m a y r e pr es e nt a n i nt er m e di at e st at e b et w e e n t h e 

u n b o u n d a n d u bi q uiti n -b o u n d f or ms. I n t h e u n b o u n d f or m, a s p e cifi c c o nf or m ati o n of t h e g ati n g 

l o o p is st a bili z e d b y i nt er n al h y dr o g e n b o n di n g w hil e, i n t h e u bi q uiti n-b o u n d f or m,  i nt er a cti o n 

wit h u bi q uiti n tri g g ers c o nf or m ati o n al c h a n g es i n t h e l o o p, all o wi n g it t o n o l o n g er o bstr u ct t h e 

a cti v e sit e. T h e n e wl y o bt ai n e d str u ct ur e e x hi bit s c h ar a ct eri sti cs of b ot h st at es, i n di c ati n g a 

tr a nsiti o n al st at e. A n a n al ysis of str u ct ur es of U b c 1 3 w h e n b o u n d t o v ari o us E 3 li g as es or ot h er 

r e g ul at or y f a ct ors s u c h as O T U B 1 a n d Os pI r e v e al s di v ers e c o nf or m ati o ns of t h e a cti v e sit e l o o p. 

T his i m pli es t h at t h e bi n di n g of t h es e f a ct ors m a y i m p a ct U b c 1 3's c at al yti c a cti vit y b y aff e cti n g 

t h e c o nf or m ati o n of t h e a cti v e sit e l o o p. T his s u g g est s t h e a cti v e sit e l o o p of U b c 1 3 m a y b e m or e 

fl e xi bl e t h a n pr e vi o usl y b eli e v e d, p ot e nti all y a d o pti n g m ulti pl e c o nf or m ati o n al st at es.  

5. 2. 2 P r o bi n g U b c 1 3 A cti v e Sit e wit h S m all M ol e c ul e C o m p o u n ds  

T o e x pl or e t h e fl e xi bilit y of t h e a cti v e sit e, w e i n v esti g at e d t w o n e w c o m p o u n ds: 

N S C 2 9 1 0 6 8 a n d a 2 -nitr of ur a n fr a g m e nt. B ot h c o m p o u n ds e x hi bit e d a t h er m al s hift u p o n 

i n c u b ati o n wit h U b c 1 3, i n di c ati n g f a v or a bl e i nt er a cti o ns wit h t h e pr ot ei n, a n d dis pl a y e d a d e gr e e 

of s p e cifi cit y. N S C 2 9 1 0 6 8 s p e cifi c all y t ar g et e d t h e a cti v e sit e c yst ei n e, a n d it hi n d er e d u bi q uiti n 

c h ai n f or m ati o n i n vit r o, b ut it als o i n hi bit e d U b c 1 3Q D , s u g g esti n g a n i n hi bit or y m e c h a nis m n ot 

d e p e n d e nt o n t h e bi n di n g gr o o v e i n U b c 1 3. T h e 2 -nit r of ur a n fr a g m e nt s h o w e d s p e cifi cit y, o nl y 
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i n hi biti n g u bi q uiti n c h ai n s y nt h esis f or U b c 1 3W T b ut n ot U b c 1 3 Q D . A str u ct ur al o v erl a y b et w e e n 

9 BI V a n d 1J 7 D r e v e al s t h e a v ail a bilit y of N 1 2 3 i n t h e a cti v e sit e. T his s u g g est s 2 -nitr of ur a n is 

li k el y c a p a bl e of i n hi biti n g b ot h f or ms of U b c 1 3 as it c a n li k el y f or m t h e h y dr o g e n b o n d i n t h e 

a cti v e sit e. T h e c o m p o u n ds N S C 6 2 7 7 0 8, N S C 6 4 6 1 2 4, a n d N S C 6 5 6 8 3 5, l a c ki n g t h e 2 -nitr of ur a n 

m oi et y, all d e m o nstr at e d a n i n a bilit y t o i n hi bit U b c 1 3, u n d ers c ori n g t h e cr u ci al r ol e of t h e 2 -

nitr of ur a n m oi et y i n U b c 1 3 i n hi biti o n. A n attr a cti v e m e c h a nis m of a cti o n is t h at 2 -nitr of ur a n 

i n hi bits U b c 1 3 si mil arl y t o N S C 6 9 7 9 2 3, t h er e b y i n hi biti n g U b c 1 3 s p e cifi c all y, b ut t hr o u g h a n o n-

c o v al e nt i nt er a cti o n. T his dis c o v er y o p e ns pr o misi n g a v e n u es f or t h e d e v el o p m e nt of n o n -c o v al e nt 

i n hi bit ors t ar g eti n g U b c 1 3 i n f ut ur e r es e ar c h.  I nt er esti n gl y, N S C 2 9 1 0 5 7, o bs er v e d t o r e a ct wit h 

r e d u ci n g a g e nts, w as n ot o bs er v e d t o dir e ctl y bi n d or i n hi bit U b c 1 3. T hi s is p er h a ps d u e t o t h e 

l ar g e si z e of t h e c o m p o u n d w hi c h i s u n a bl e t o b e a c c o m m o d at e d i n t h e a ctiv e sit e.  

5. 2. 3 N e xt G e n e r ati o n I n hi bit o rs of U b c 1 3  

 T h e m oti v ati o n f or d e v el o pi n g s m all -m ol e c ul e i n hi bit ors t ar g eti n g U b c 1 3 h as b e e n 

dis c uss e d pr e vi o usl y i n C h a pt er 2. R e c e nt r es e ar c h h as hi g hli g ht e d t h e i n v ol v e m e nt of t hi s E 2 

e n z y m e i n t h e p at h o g e n esi s of v ari o us c a n c ers, as w ell as it s r ol e i n t h e d e v el o p m e nt of r esist a n c e 

t o c o n v e nti o n al c h e m ot h er a pi es1 1 3, 1 1 4 -1 1 8 ,2 2 7, 2 2 8 . U b c 1 3 p oss ess es s e v er al c h ar a ct eristi cs m a ki n g it 

a n attr a cti v e t ar g et f or i n hi biti o n 8 9 . S p e cifi c all y, it is a u ni q u e e n z y m e i n h u m a ns, m e a ni n g t h er e 

ar e n o alt er n ati v e pr ot ei ns c a p a bl e of p erf or mi n g of its f u n cti o n of s y nt h esi zi n g K 6 3 -li n k e d 

u bi q uiti n c h ai ns 8 9 . U b c 1 3 pl a ys a si g nifi c a nt r ol e i n t w o criti c al p at h w a ys, N F-κ B si g n ali n g a n d 

t h e D N A d a m a g e r es p o ns e, b ot h cr u ci al f or c a n c er c ell pr olif er ati o n a n d s ur vi v al5 8, 6 7, 9 1, 9 5, 9 6, 1 3 9 . 

A n ot h er c o m p elli n g as p e ct of U b c 1 3 as a t ar g et f or c h e mi c al i n hi biti o n i n c a n c er tr e at m e nt is t h e 

dis c o v er y of it s disti n ct a cti v e sit e 8 9, 1 0 3, 1 0 5, 1 0 6 . As dis c uss e d i n C h a pt er 2, tr a diti o n al E 2 e n z y m es 

ar e n ot t y pi c all y a m e n a bl e t o dr u g t ar g eti n g d u e t o t h eir l a c k of d e e p, c o m pl e x a cti v e sit e p o c k ets 
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c o m m o nl y t ar g et e d b y s m all m ol e c ul e i n hi bit ors 8 9 . M or e o v er, a s u bs et of h u m a n E 2 e n z y m es ( ~ 1 7 

o ut of a p pr o xi m at el y 3 4) s h ar e a hi g h d e gr e e of str u ct ur al si mil arit y a n d a mi n o a ci d 

c o ns er v ati o n 1 3 7 . T h er ef or e, o ur i d e ntifi c ati o n of a u ni q u e a cti v e sit e l o o p c o nf or m ati o n a n d s m all 

bi n di n g p o c k et is ess e nti al f or s p e cifi c all y i n hi biti n g U b c 1 3, disti n g uis hi n g it fr o m ot h er E 2 

e n z y m es 8 9, 9 8, 1 0 0 . O ur w or k h as c h ar a ct eri z e d a c o v al e nt c o m p o u n d N S C 2 9 1 0 6 8 s h o wi n g i n cr e as e d 

pr o mis c uit y c o m p ar e d t o t h e pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d c o m p o u n d N S C 6 9 7 9 2 3 1 0 0 . W hil e t h es e 

r es ults ar e pr o misi n g, t h e hi g h l e v els of r e a cti vit y of b ot h c o m p o u n ds t o s ulf h y dr yl gr o u ps li mit 

t h e t h er a p e uti c p ot e nti al of t h es e c o m p o u n ds. F or n e xt g e n er ati o n i n hi bit ors, c o nsi d eri n g a m or e 

el e ctr o n wit h dr a wi n g or el e ctr o n d o n ati n g gr o u p w o ul d r e n d er t h e ar o m ati c s ulf o n e ( ar yl s ulf o n e) 

gr o u p a p o or er l e a vi n g gr o u p, m a ki n g t h e c o m p o u n d l es s r e a cti v e 2 2 9 . We h a v e als o e x pl or e d t h e 

p ossi bilit y of fi n di n g a n o n c o v al e nt i n hi bit or of U b c 1 3. We f o u n d t h at 2 -nitr of ur a n c o ul d bi n d a n d 

i n hi bit U b c 1 3 c at al yti c a cti vit y. W hil e t hi s c o m p o u n d o nl y b o u n d wit h l o w affi nit y, it w as s h o w n 

t o bi n d a n d s p e cifi c all y i n hi bit U b c 1 3 a n d n ot ot h er E 2s, pr o vi di n g s o m e pr o mis e t h at it mi g ht 

off er a p ot e nti al i n hi bit or l e a d. We h y p ot h esi z e t h at 2 -nitr of ur a n i n hi bits b y bi n di n g t h e U b c 1 3 

p o c k et i n m u c h t h e s a m e w a y t h at t h e nitr of ur a n d o c ks i n t h e c as e of c o v al e nt i n hi biti o n, f or mi ng 

a h y dr o g e n b o n d wit h N 1 2 3. T his w o ul d i m m o bili z e t h e l o o p i n its i n a cti v e c o nf or m ati o n t o bl o c k 

U b c 1 3 c at al yti c a cti vit y. Fr o m a p h ar m a c e uti c al st a n d p oi nt, nitr o gr o u ps ar e fr e q u e ntl y l ess 

f a v or e d b e c a us e of t h eir m et a b oli c i nst a bilit y a n d k n o w n t o xi citi es 2 3 0 . S u bstit uti o ns f or t h e nitr o 

gr o u p i n t h e f ur a n ri n g wit h alt er n ati v e el e ctr o n -wit h dr a wi n g gr o u ps t h at ar e si mil ar i n si z e a n d 

str u ct ur e mi g ht still m ai nt ai n h y dr o g e n b o n di n g i nt er a cti o ns wit h t h e U b c 1 3 .  It is e x p e ct e d t h at 

s u bstit uti n g t h e nitr o gr o u p wit h l ess el e ctr o n -wit h dr a wi n g gr o u ps will r e d u c e t h e c o m p o u n d's 

o v er all r e a cti vit y, p ot e nti all y e n h a n ci n g s p e cifi cit y. 
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5. 2. 4 S y nt h eti c L et h alit y  

A n a d diti o n al c h ar a ct eristi c of U b c 1 3 w hi c h m a k es it a d esir a bl e t ar g et li es i n t h e pri n ci p al 

of s y nt h eti c l et h alit y. S y nt h eti c l et h alit y r ef ers t o t h e p h e n o m e n o n w h er e t h e c o m bi n ati o n of t w o 

g e n eti c alt er ati o ns, n eit h er of w hi c h al o n e is l et h al t o t h e or g a nis m, r es ult s i n c ell d e at h or i m p air e d 

vi a bilit y 2 3 1 . Ess e nti all y, it d es cri b es a sit u ati o n w h er e t h e si m ult a n e o us pr es e n c e of t w o s p e cifi c 

m ut ati o ns or p ert ur b ati o ns l e a ds t o a p h e n ot y p e t h at is l et h al or u n a bl e t o s ur vi v e, w hil e e a c h 

i n di vi d u al alt er ati o n al o n e is vi a bl e2 3 1 . T his c o n c e pt is p arti c ul arl y r el e v a nt i n c a n c er r es e ar c h a n d 

dr u g d e v el o p m e nt 2 3 1 – 2 3 4 . R e c e ntl y, U b c 1 3 k n o c k d o w n h as b e e n i d e ntifi e d as s y nt h eti c all y l et h al 

wit h t h e G -q u a dr u pl e x ( G 4) li g a n d c urr e ntl y i n cli ni c al tri als, C X -5 4 6 1 2 3 5 . G-q u a dr u pl e x ( G 4) 

str u ct ur es, w hi c h f or m tr a nsi e ntl y at g u a ni n e -ri c h s e q u e n c es i n D N A a n d R N A a cr oss v ari o us 

or g a nis ms, pl a y cr u ci al r ol es i n bi ol o gi c al pr o c ess es li k e g e n e r e g ul ati o n, t el o m er e m ai nt e n a n c e, 

a n d D N A r e pli c ati o n 2 3 6 – 2 3 8 . D uri n g D N A r e pli c ati o n a n d tr a ns cri pti o n, t h e pr es e n c e of st a bl e G-

q u a dr u pl e x ( G 4) str u ct ur es c a n l e a d t o r e pli c ati o n st alli n g a n d tr a ns cri pti o n al d ysr e g ul ati o n 2 3 1 . 

Vari o us f a ct ors ar e i n v ol v e d i n r es ol vi n g t h es e st a bl e str u ct ur es t o f a cilit at e d u pl e x r ef ol di n g, 

r e pli c ati o n, or tr a ns cri pti o n2 3 9, 2 4 0 . W h e n f a ct ors r es p o nsi bl e f or G 4 r es ol uti o n ar e l a c ki n g, g e n o m e 

i nt e grit y c a n b e c o m pr o mis e d, l e a di n g t o c hr o m os o m al d el eti o ns, r e arr a n g e m e nts, or 

m ut ati o ns 2 3 5, 2 3 6, 2 3 9, 2 4 0 . I n m a m m ali a n c ells w hi c h l a c k h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) f a ct ors 

B R C A 1 a n d B R C A 2, i n st a bilit y at G 4 t e m pl at es is o bs er v e d i n t h e pr es e n c e of G 4 li g a n ds li k e 

C X -5 4 6 1 2 3 5, 2 4 1, 2 4 2 . C X-5 4 6 1 e x hi bits t w o si g nifi c a nt a cti viti es: st a bili zi n g G -q u a dr u pl e x ( G 4) 

str u ct ur es a n d i n hi biti n g ri b os o m al R N A (r R N A) s y nt h esis t hr o u g h R N A p ol y m er a s e I 2 4 3 – 2 4 5 . 

Alt h o u g h t h es e a cti viti es m a y n ot b e m ut u all y e x cl usi v e, C X -5 4 6 1 h as s h o w n a n i niti al h u m a n 

s af et y pr ofil e i n a d v a n c e d m y el o m as, n o n -H o d g ki n l y m p h o m as, a n d a c ut e l e u k e mi as, as 

d e m o nstr at e d i n a p h as e I cli ni c al tri al 2 4 5 . F urt h er m or e, pr e cli ni c al st u di es h a v e i n di c at e d 
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pr o misi n g a ntit u m or eff e cts a g ai nst v ari o us c a n c er t y p es, i n cl u di n g M Y C N -a m plifi e d 

n e ur o bl ast o m as, o v ari a n, a n d pr ost at e c a n c ers 2 4 6 – 2 5 2 . R e c e nt fi n di n gs s u g g est t h at C X-5 4 6 1's G 4 

st a bili zi n g a cti vit y i n d u c es D N A d a m a g e, p artl y t hr o u g h r e pli c ati o n st alli n g, w hi c h is s y nt h eti c all y 

l et h al wit h l oss of h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n r e p air a n d i n d e p e n d e nt of R N A p ol y m er a s e I 

a cti vit y 2 3 5 . S p e cifi c all y, k n o c ki n g d o w n U b c 1 3, a n d R N F 1 6 8 s e nsiti z e d c ells t o G 4 st a bili z ers2 3 5 . 

A d diti o n all y, t h e c o m bi n ati o n of C X -5 4 6 1 wit h N S C 6 9 7 9 2 3 w as s h o w n t o e n h a n c e t o xi cit y i n 

c a n c er c ell s 2 3 5 . S y nt h eti c l et h alit y pr o vi d es a str at e g y f or d e v el o pi n g t ar g et e d c a n c er t h er a pi es2 3 1 –

2 3 4 . B y e x pl oiti n g t h e g e n eti c v ul n er a biliti es of c a n c er c ells, s y nt h eti c l et h al i nt er a cti o ns c a n b e 

t ar g et e d t o s p e cifi c all y kill c a n c er c ell s w hil e s p ari n g n or m al c ells2 3 1 – 2 3 4 . F urt h er m or e, s y nt h eti c 

l et h alit y off ers a w a y t o o v er c o m e dr u g r esist a n c e m e c h a nis ms o bs er v e d i n c a n c er tr e at m e nt 2 5 3 . 

E x pl ori n g s y nt h eti c l et h al p at h w a ys i n v ol vi n g U b c 1 3 h ol ds gr e at pr o mis e f or f ut ur e r es e ar c h, 

es p e ci all y as n e xt -g e n er ati o n i n hi bit ors c o nti n u e t o b e d e v el o p e d.  

5. 3 C o n cl usi o ns a n d F ut u r e Di r e cti o ns: C h a r a ct e ri z ati o n of R N F 1 3 8 

D N A Bi n di n g A cti vit y a n d St r u ct u r e  
 

5. 3. 1 R N F 1 3 8 P r ef e r e nti all y Bi n ds D N A O v e r h a n gs  

T his st u d y f o c us e d o n u n d erst a n di n g t h e f u n cti o n al d o m ai ns of R N F 1 3 8 a n d t h eir 

i nt er a cti o ns wit h v ari o us D N A s u bstr at es. Wit h a r e m ar k a bl e i m pr o v e m e nt i n c ost, a n d i n cr e as e d 

a v ail a bilit y of t h e E x pi 2 9 3 F e x pr essi o n s yst e m, w e o pt e d t o e x pr ess R N F 1 3 8 i n m a m m ali a n c ells. 

E x pr essi n g R N F 1 3 8 i n E x pi 2 9 3 F c ell s w as a n att e m pt t o a d dr es s t h e c h all e n g es e n c o u nt er e d wit h 

R N F 1 3 8 e x pr ess e d i n E. c oli . T hr o u g h E x pi 2 9 3 F c ells, w e ai m e d t o pr o vi d e a m or e n ati v e 

e n vir o n m e nt c o n d u ci v e t o pr o p er pr ot ei n f ol di n g a n d st a bilit y.  T his c ell ul ar s yst e m off er s t h e 

pr es e n c e of m a m m ali a n c h a p er o n es a n d f a cilit at es k e y p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns, p ot e nti all y 

r es ulti n g i n e n h a n c e d st a bilit y a n d p urit y of R N F 1 3 8 2 5 4, 2 5 5 . U nf ort u n at el y, w e i niti all y e n c o u nt er e d 



1 8 3  
 

c h all e n g es i n e x pr essi n g s uffi ci e nt l e v els of R N F 1 3 8 aft er i ntr o d u cti o n i nt o E x pi 2 9 3 F c ell li n es. 

W h e n R N F 1 3 8 w as e x pr ess e d wit h a G F P a n d His t a g, w e w er e a bl e t o d et e ct t h e pr ot ei n at e v er y 

st e p of p urifi c ati o n wit h a nti -G F P a nti b o di es, b ut f urt h er o pti m i z ati o n of t h e s yst e m is r e q uir e d as 

pr ot ei n yi el ds w er e t o o l o w t o b e us ef ul. D es pit e f a ci n g c h all e n g es i n p urif yi n g R N F 1 3 8 i n h u m a n 

c ells, w e w er e a bl e t o o bt ai n s uffi ci e nt q u a ntiti es fr o m E. c oli  e x pr essi o n f or o ur st u di es b y fi n e -

t u ni n g b uff er c o n diti ons a n d m eti c ul o usl y c o ntr olli n g pr ot ei n c o n c e ntr ati o ns. B ot h R N F 1 3 8 W T  a n d 

R N F 1 3 8 1 -2 2 5 e x hi bit e d D N A bi n di n g a cti vit y, wit h v ar yi n g affi niti es, wit h R N F 1 3 8 W T  e x hi biti n g 

str o n g er bi n di n g i nt er a cti o ns at l o w er c o n c e ntr ati o ns c o m p ar e d t o R N F 1 3 8 1 -2 2 5 .  T h e r e m ai ni n g 

tr u n c ati o ns di d n ot s h o w D N A bi n di n g a cti vit y. T his is li k el y d u e t o t h e dir e ct a n d i n dir e ct 

i n v ol v e m e nt of all d o m ai ns wit hi n R N F 1 3 8 t o D N A bi n di n g affi nit y. A str o n g pr ef er e n c e f or 

o v er h a n g D N A w as o bs er v e d, wit h t h e si z e of t h e o v er h a n g s o n b ot h e n ds t h e si n gl e str a n d e d a n d 

d u pl e x e d r e gi o ns aff e cti n g bi n di n g affi niti es. T his fi n di n g ali g ns wit h a pr e vi o us st u d y, w hi c h 

d e m o nstr at e d t h at R N F 1 3 8 e x hi bit e d str o n g er bi n di n g affi nit y t o l ar g er D N A m ol e c ul es, 

p arti c ul arl y t h os e wit h e xt e n d e d o v er h a n gs 1 2 9 . P er h a ps t hi s pr ef er e n c e p oi nt s t o t h e r e cr uit m e nt of 

R N F 1 3 8 p o st Mr e -1 1 n u cl e as e a cti vit y 2 7, 1 2 9 . R N F 1 3 8 c o nt ai ns a UI M, w hi c h ar e k n o w n t o 

r e c o g ni z e a n d bi n d u bi q uiti n2 5 6 . Pr e vi o us c ell ul ar st u di es h a v e i n di c at e d t h at t h e UI M pl a ys a 

cr u ci al r ol e i n D N A str a n d r et e nti o n, u n d ers c ori n g t h e si g nifi c a n c e of s u bstr at e r e c o g niti o n i n t his 

pr o c ess 1 2 9 . I nt er esti n gl y, as hi g h er c o n c e ntr ati o ns of pr ot ei n w er e titr at e d, a n oti c e a bl e s u p er-

s hifti n g of t h e b a n ds o n t h e g els w as o bs er v e d, i n di c ati n g m ulti pl e pr ot o m er s bi n di n g t h e D N A at 

hi g h er c o n c e ntr ati o ns 2 5 7 . 

5. 3. 2 I nsi g hts i nt o t h e St r u ct u r e of R N F 1 3 8  Usi n g Al p h a F ol d 2  

 A n e x p eri m e nt al str u ct ur e of R N F 1 3 8 h as y et t o b e d et er mi n e d, a n d o n g oi n g eff orts t o 

a c hi e v e t hi s r e m ai n u ns u c c es sf ul. T h e str u ct ur al i nsi g ht s o bt ai n e d fr o m Al p h a F ol d 2 1 5 6 – 1 5 8  m o d els 
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pr o vi d e d v al u a bl e i nf or m ati o n a b o ut t h e fl e xi bilit y of R N F 1 3 8 a n d t h e or g a ni z ati o n of its or d er e d 

d o m ai ns. Li k el y t h e o v er all fl e xi bilit y of t h e pr ot ei n l e a ds t o s ol u bilit y iss u es.  Fl e xi bilit y b e c o m es 

a p p ar e nt u p o n cl os er e x a mi n ati o n of P A E st ati sti c al r e p orts, w hi c h s h o w hi g hl y l o c ali z e d ar e as of 

c o nfi d e n c e i nt ers p ers e d wit h pr e di ct e d r e gi o ns of dis or d er. T h e i nt er d o m ai n i nt er a cti o ns i n 

R N F 1 3 8 f urt h er e m p h a si z e s iss u es o bs er v e d i n o ur diff er e nt c o nstr u cts. T h e c o nstr u ct Z N F 1, 

Z N F 2, Z N F 3 w as u nst a bl e, p er h a ps b e c a us e it l a c ks t h e RI N G d o m ai n t h at is r e q uir e d t o i nt er a ct 

wit h Z N F 1 f or pr o p er f ol di n g. Z N F 2 a n d Z N F 3, li k e t h e N -t er mi n al d o m ai n, w er e c o nfi d e ntl y 

pr e di ct e d, a n d o ur st u d y's c o nstr u ct e x hi bit e d st a bilit y, i m pl yi n g p ot e nti al i nt er pl a y i n t h e f ol di n g  

of t h e Z N Fs. S ur prisi n gl y, t hi s c o nstr u ct di d n ot s h o w D N A bi n di n g, li k el y d u e t o t h e r e q uir e m e nt 

of ot h er el e m e nts wit hi n R N F 1 3 8. It is p ossi bl e t h at el e m e nts fr o m t h e s e c o n d li n k er ( L 2), w hi c h 

c o n n e ct s t h e N -t er mi n al d o m ai ns t o t h e C-t er mi n al d o m ai ns ( ZN F 2 a n d Z N F 3), dir e ctl y p arti ci p at e 

i n D N A bi n di n g. T h es e el e m e nts m a y r el y o n t h e pr es e n c e of ot h er d o m ai ns f or str u ct ur al s u p p ort 

a n d pr o p er f ol di n g. Al p h a F ol d 2 m o d eli n g of t h e N -t er mi n al RI N G a n d Z N F 1 d o m ai ns str o n gl y 

s u g g ests t h eir i n v ol v e m e nt i n E 3 c a t al yti c a cti vit y, as e vi d e n c e d b y t h e r o b ust i nt er d o m ai n 

i nt er a cti o ns o bs er v e d, a ki n t o t h os e s e e n i n R N F 1 2 5 a n d T R A F 61 3 2, 1 3 4, 1 5 3 . A d diti o n all y, 

Al p h a F ol d 2 m ulti m er 1 5 4, 1 5 7  c o nfi d e ntl y pr e di ct e d t h at t h e RI N G, Z N F 1, a n d el e m e nts fr o m L 2 

i nt er a ct wit h t h e E 2 a n d u bi q uiti n. T h e cr yst al str u ct ur e of R N F 1 2 5 wit h E 2, c o m bi n e d wit h 

e x p eri m e nt al d at a fr o m t e c h ni q u es li k e n u cl e ar m a g n eti c r es o n a n c e, i n di c at e t h at R N F 1 2 5 

f u n cti o ns as a m o n o m er 1 3 4, 1 5 3 . A d diti o n all y, it is o bs er v e d t h at el e m e nts b e y o n d t h e RI N G d o m ai n 

pl a y a r ol e i n st a bili zi n g a n d a cti v ati n g t h e u bi q uiti n -E 2 c o m pl e x 1 3 4, 1 5 3 . T his s u g g ests t h at t h es e 

el e m e nts o utsi d e of t h e RI N G d o m ai n li k el y f u n cti o n i n d e p e n d e ntl y of di m eri z ati o n. Al p h a F ol d 2 

m o d eli n g of R N F 1 3 8 str o n gl y pr e di ct e d a m o n o m eri c str u ct ur e, a n d t h e r es ults o bt ai n e d fr o m si z e 

e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y d uri n g pr ot ei n  p urifi c ati o n i n di c at es t h at R N F 1 3 8 d o es n ot f or m di m ers 
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i n s ol uti o n. A n i nt er esti n g o bs er v ati o n is t h e pl a c e m e nt of u bi q uiti n b o u n d t o t h e UI M i n R N F 1 3 8 

i n o n e of t h e m o d el s (Fi g u r e 5 .1 ). UI Ms ar e s h ort h eli c al str u ct ur es, i n v ol v e d i n u bi q uiti n 

r e c o g niti o n2 5 6 . T y pi c al UI M i nt er a cti o ns o c c ur b et w e e n h y dr o p h o bi c r esi d u es i n t h e UI M h eli x 

a n d h y dr o p h o bi c r esi d u es i n t h e u bi q uiti n h y dr o p h o bi c p at c h 2 5 6 . F urt h er i nt er a cti o ns ar e 

s u p pl e m e nt e d wit h a C -t er mi n al p ositi v el y c h ar g e d p at c h o n u bi q uiti n a n d N-t er mi n al a ci di c p at c h 

i n UI Ms2 5 6 . 

 
Fi g u r e 5 .1 . R N F 1 3 8 UI M i n C o m pl e x wit h U bi q uiti n . 
 

T h e UI M h eli x ( bl u e) c o m pl e x wit h u bi q uiti n (s urf a c e r e pr es e nt ati o n gr e y). P ur pl e s urf a c e 
r e pr es e nts t h e h y dr o p h o bi c p at c h o n u bi q uiti n. T h e bl u e s urf a c e r e pr es e nts a p ositi v el y c h ar g e d C -
t er mi n al p at c h o n u bi q uiti n. A c a n o ni c al bi n di n g i nt erf a c e of Y 2 3 3 T 2 3 5, A 2 3 6, V 2 3 7, a n d F 2 4 1 
of R N F 1 3 8’s UI M ar e pr e di ct e d t o c o m pl e x wit h u bi q uiti n. A d diti o n al i nt er a cti o ns ar e t y pi c all y 
o bs er v e d i n all UI Ms N -t er mi n al t o t h e h y dr o p ho bi c r esi d u es, wit h a c o ns er v e d m otif ( D E E E) 
w hi c h f or m el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns wit h t h e C -t er mi n al r e gi o n of u bi q uiti n. E 2 2 9, a n d E 2 3 0 ar e 
s h o w n c o m pl e x e d 2 5 6 .   

E 2 2 9

E 2 3 0 Y 2 3 3

T 2 3 5

A 2 3 6
V 2 3 7

F 2 4 1
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5. 3. 3 A m o d el of R N F 1 3 8 A cti vit y o n D N A O v e r h a n gs.  

 B as e d o n o ur st u d y, w e c a n s p e c ul at e a n d pr o p os e a m o d el f or t h e m e c h a ni s m of h o w 

R N F 1 3 8 a cti v at es u bi q uit yl ati o n i n r es p o ns e t o D N A str a n d br e a k bi n di n g (Fi g u r e 5 .2 ). T h e N-

t er mi n al r e gi o n is i n v ol v e d i n c at al ysis. S p e cifi c all y, t h e RI N G d o m ai n, Z N F 1, a n d s e v er al 

r esi d u es fr o m L 2, bi n d a n d pr o m ot e u bi q uit yl ati o n of s u bstr at e wit h t h e E 2 ~ u bi q uiti n c o m pl e x. 

T h e r e m ai n d er of L 2, Z N F 2 a n d Z N F 3 ar e i n v ol v e d i n D N A bi n di n g a n d r e cr uit m e nt t o D N A 

o v er h a n gs. T h e D N A w as m o d ell e d usi n g zi n c fi n g er 1 of P ol y [ A D P -ri b os e] p ol y m er as e 1 

( P A R P 1) b o u n d t o D N A, w hi c h w as o v erl a y e d  o v er zi n c fi n g er 2 of R N F 1 3 8. All t h e d o m ai ns ar e 

i n v ol v e d i n o v er all str u ct ur al st a bili z ati o n of t h e li n k er, t h er ef or e ar e n e c ess ar y f or st a bl e D N A 

bi n di n g. Fi n all y, t h e UI M is i n v ol v e d i n r e c o g ni zi n g u bi q uit yl at e d s u bstr at es, a n d is i n v ol v e d i n 

s u bstr at e r e c o g niti o n.  

Ulti m at el y, t h e m o d el s g e n er at e d b y Al p h a F ol d 2 r e q uir e f urt h er e x p eri m e nt al v ali d ati o n. 

C h all e n g es s u c h as t h e i n a bilit y t o m o d el p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns a n d m ut ati o ns, w hi c h 

c a n si g nifi c a ntl y i m p a ct pr ot ei n f u n cti o n, p os e diffi c ulti es i n el u ci d at i n g t h e m e c h a nis m1 5 5, 1 5 6 . 

F ut ur e st u di es s h o ul d ai m t o s ol v e t h e e x p eri m e nt al str u ct ur e of R N F 1 3 8 ai d e d b y Al p h a F ol d 2 f or 

c o nstr u ct d esi g n. T his m a y r e v e al i nsi g hts i nt o t h e f u n cti o n of t h e i n d e p e n d e nt d o m ai ns. 

F urt h er m or e, c o -cr yst alli z ati o n tri als wit h t h e pr ef err e d D N A s u bstr at es c o ul d b e si g nifi c a nt i n 

r e v e ali n g D N A bi n di n g a cti vit y of R N F 1 3 8. Str at e gi es t o a d dr ess c o o p er ati v e bi n di n g, m a y r e q uir e 

s ol uti o n -b as e d a n al ysis of R N F 1 3 8. A p o w erf ul a p pr o a c h t o i n v esti g at e t h e m e c h a nis m of R N F 1 3 8 

D N A bi n di n g is S m all A n gl e X -R a y S c att eri n g ( S A X S) 2 5 8, 2 5 9 . D es pit e it s l o w r es ol uti o n, S A X S i s 

a t e c h ni q u e us e d t o vis u ali z e pr ot ei ns i n s ol uti o n, pr o vi di n g d y n a mi c i nsi g hts i nt o pr ot ei n b e h a vi or 

r at h er t h a n st ati c s n a ps h ots2 5 8, 2 5 9 . Al p h a F ol d 2 m o d el s s er v e as v al u a bl e t o ols f or m ol e c ul ar 

r e pl a c e m e nt i n p h asi n g n o v el str u ct ur es or c a n b e e m pl o y e d f or S A X S e n v el o p e fitti n g i n t h e 
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a bs e n c e of e x p eri m e nt al str u ct ur es 2 6 0 – 2 6 3 . All m o d els c a n t h e n b e t est e d b y str u ct ur al g ui d e d 

m ut a g e n esi s, vi a i n vitr o st u di es s u c h as E M S As, m ut ati n g k e y r esi d u es i d e ntifi e d i n t h e m o d el s 

t o s e e t h e o ut c o m e. A d diti o n all y, i n vi v o st u di es c a n b e c arri e d o ut f or m o d el v erifi c ati o n. T his 

str at e g y is n ot li mit e d f or D N A bi n di n g a cti vit y b ut c a n als o b e e xt e n d e d t o c h ar a ct eri zi n g 

R N F 1 3 8’s E 3 li g as e a cti vit y.  

 

Fi g u r e 5 .2 . A m o d el of R N F 1 3 8 A cti vit y o n D N A O v e r h a n gs.   
 
T h e R N F 1 3 8 m o d el ( bl u e) w as c o nstr u ct e d b as e d o n t h e m o d el e d str u ct ur e of R N F 1 3 8 wit h E 2 -
U bi q uiti n ( pi n k a n d or a n g e) a n d ali g n e d t o s h o w u bi q uiti n b o u n d t o UI M i n t h e s e c o n d -r a n k e d 
m o d el. D N A w as m o d el e d usi n g D N A -b o u n d P A R P 1 zi n c fi n g ers ( P D B: 4 D Q Y), wit h t h e zi n c 
fi n g er p orti o n alig n e d t o Z N F 2 of R N F 1 3 8. H o w e v er, c a uti o n is a d vis e d i n i nt er pr eti n g t h e p ositi o n 
of t h e li n k er, as it is dis or d er e d a n d li k el y fl e xi bl e. Al p h a F ol d 2 c a n n ot m o d el dis or d er e d r e gi o ns, 
s o t his m o d el r e m ai ns s p e c ul ati v e a n d r e q uir es v ali d ati o n.  
 

N -t e r mi n al 
d o m ai n 
c at al ysis

Z N F 2 , Z N F 3 
L 2 D N A 
bi n di n g

U I M
s u b st r at e
r e c o g niti o n 

R N F 1 3 8

E 2 -U bi q uiti n

U I M -U bi q uiti n

1 0 b a s e 
O v e r h a n g D N A
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5. 4 I n v e sti g ati n g t h e R e g ul ati o n of R N F 1 3 8  
 

5. 4. 1 R N F 1 3 8 is R e g ul at e d b y U bi q uit yl ati o n a n d P h os p h o r yl ati o n  

We pr o c e e d e d wit h o ur e x pl or ati o n of R N F 1 3 8, f o c usi n g o n s p e cifi c p ost -tr a nsl ati o n al 

m o difi c ati o n ( P T M) sit es t h at a p p e ar e d t o b e criti c al f or it s r e g ul ati o n. We o bs er v e a r e g ul at or y 

r ol e f or t h e E 3 u bi q uiti n li g as e R N F 1 3 8 i n e n d r es e cti o n, c o ntr oll e d b y b ot h u bi q uit yl ati o n a n d 

C D K -d e p e n d e nt p h os p h or yl ati o n e v e nts. I nt er esti n gl y, R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n l e v els fl u ct u at e 

d uri n g diff er e nt c ell c y cl e p h as es, b ei n g el e v at e d d uri n g S a n d G 2 p h as es b ut d e cr e as e d u n d er 

pr ol o n g e d g e n ot o xi c str ess. T his s u g g est s a p ot e nti al r ol e as a s wit c h, t o pri m e a n d r estri ct R N F 1 3 8 

a cti vit y. P h os p h or yl ati o n als o pl a ys a cr u ci al r ol e i n r e g ul ati n g R N F 1 3 8 a cti vit y i n e n d r es e cti o n 

a n d H R pr o gr essi o n. P h os p h o -a bl ati o n m ut ati o ns at T 2 7 a n d S 1 2 4 sit es i m p air H R -d e p e n d e nt g e n e 

c o n v er si o n, w hil e p h os p h o -mi mi c ki n g s u bstit uti o ns at t h es e p ositi o ns r es c u e H R a cti vit y b e y o n d 

wil dt y p e l e v els. T h es e fi n di n gs pr o vi d e d e e p er i nsi g hts i nt o t h e m ol e c ul ar si g n als a n d e v e nts 

g o v er ni n g D N A e n d r es e cti o n. I n f ut ur e i n v esti g ati o ns of t h e R N F 1 3 8 st u d y, t h e f o c us s h o ul d 

i niti all y b e o n u n d erst a n di n g t h e u bi q uit yl ati o n pr o c ess of R N F 1 3 8. We h y p ot h esi z e t h at i n cr e as e d 

u bi q uit yl ati o n d uri n g t h e S/ G 2 p h as es a cti v at es R N F 1 3 8 r at h er t h a n m ar ki n g it f or pr ot e as o m al 

d e gr a d ati o n. T o s u p p ort t hi s h y p ot h esis, w e pl a n  t o i d e ntif y t h e t y p es of u bi q uiti n c h ai n li n k a g es 

f or m e d o n R N F 1 3 8. O n e a p pr o a c h i n v ol v es p erf or mi n g G F P i m m u n o pr e ci pit ati o ns o n H E K 2 9 3 

c ells c o -e x pr es si n g G F P -R N F 1 3 8 a n d H A -U b, f oll o w e d b y pr o bi n g wit h a nti b o di es s p e cifi c t o 

diff er e nt u bi q uiti n c h ai n li n k a g es. Alt er n ati v el y, d e u bi q uiti n as es ( D U Bs) c a n b e us e d t o d et er mi n e 

u bi q uiti n c h ai n li n k a g es 2 6 4 . D U Bs ar e e n z y m es t h at cl e a v e u bi q uiti n m ol e c ul es fr o m pr ot ei ns or 

dis a ss e m bl e p ol y u bi q uiti n c h ai ns 1 8 4, 2 6 4, 2 6 5 . B y s el e cti v el y t ar g eti n g s p e cifi c u bi q uiti n li n k a g es, 

D U Bs c a n r e v e al t h e t y p es of u bi q uiti n c h ai ns pr es e nt o n a pr ot ei n or wit hi n a c ell ul ar 
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e n vir o n m e nt 1 8 4, 2 6 4, 2 6 5 . U bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 c a n b e i m m u n o pr e ci pit at e d a n d s u bj e ct t o a 

tr e at m e nt wit h a li br ar y of D U Bs t o d et er mi n e s p e cifi c u bi q uiti n li n k a g es2 6 4 .  

A n ot h er ar e a of e x pl or ati o n i n v ol v es i d e ntif yi n g t h e E 3 u bi q uiti n li g as e r es p o nsi bl e f or 

a d di n g u bi q uiti n m ol e c ul es t o R N F 1 3 8. Si n c e R N F 1 3 8 it s elf is a n E 3 li g as e, it is w ort h 

i n v esti g ati n g w h et h er t h e u bi q uit yl ati o n of t h e pr ot ei n o c c urs t hr o u g h a ut o c at alyti c a cti vit y. T o 

a d dr ess t hi s q u esti o n, w e c o ul d disr u pt t h e f u n cti o n of t h e RI N G d o m ai n b y m ut ati n g s p e cifi c 

r esi d u es t h at w er e i d e ntifi e d t o pl a y a r ol e i n c at al ysis, f or e x a m pl e M et 9 8, w hil e mi ni mi zi n g 

str u ct ur al i nst a bilit y, a n d t h e n ass e ss w h et h er u b i q uiti n si g n als ar e still pr es e nt. If a ut o c at al ysis is 

n ot r es p o nsi bl e f or R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n, w e c o ul d e x pl or e ot h er p ot e nti al E 3 li g as es f or 

R N F 1 3 8 b y d e pl eti n g t h e m usi n g si R N A a n d e x a mi ni n g R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n o n c e a g ai n. O n e 

p ot e nti al c a n di d at e E 3 li g as e is A 2 0, k n o w n f or it s r ol e i n i n hi biti n g N F κ B si g n ali n g 3 6, 1 2 4 . I n c ert ai n 

B c ell m ali g n a n ci es, A 2 0's E 3 a cti vit y is i n v ol v e d i n u bi q uit yl ati n g R N F 1 3 8, t h er e b y s u p pr essi n g 

t h e o n c o g e ni c a cti vit y of L 2 6 5 P-m ut at e d M y D 8 8 1 2 4 . I nt er esti n gl y, A 2 0 h as b e e n f o u n d t o 

n e g ati v el y r e g ul at e D S B si g n ali n g i n d e p e n d e ntl y of it s c at al yti c a cti vit y b y i n hi biti n g H 2 A 

u bi q uit yl ati o n a n d t h e a c c u m ul ati o n of R N F 1 6 8 a n d 5 3 B P 1 t hr o u g h dir e ct bi n di n g t o R N F 1 6 8. 

We h a v e pr e vi o usl y att e m pt e d t o a n al y z e R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n a cti vit y i n vit r o b y usi n g U b c 1 3 

as t h e E 2 e n z y m e i n t h e r e a cti o n. R N F 1 3 8 s e e ms t o o nl y b uil d u bi q uiti n c h ai ns at el e v at e d 

c o n c e ntr ati o ns, c o m p ar e d t o R N F 8, a w ell c h ar a ct eri z e d E 3 li g as e i n v ol v e d i n s y nt h esi zi n g K 6 3 -

li n k e d u bi q uiti n c h ai ns. M o vi n g f or w ar d, o ur r es e ar c h c a n e xt e n d t his i n vit r o ass a y b y i n cl u di n g 

b ot h k n o w n s u bstr at es of R N F 1 3 8 a n d b y v ar yi n g t h e E 2 c o nj u g ati n g e n z y m es us e d. S u c h 

a p pr o a c h es c a n c o ntri b ut e t o a c o m pr e h e nsi v e u n d erst a n di n g of it s c at al yti c a cti vit y, p ot e nti all y 

s h e d di n g li g ht o n it s a ut o c at al yti c pr o p erti es. S u c h a p pr o a c h es c a n c o ntri b ut e t o a c o m pr e h e nsi v e 
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u n d erst a n di n g of it s c at al yti c a cti vit y, p ot e nti all y s h e d di n g li g ht o n it s a ut o c at al yti c pr o p erti es as 

w ell.  

5. 4. 2 C ell C y cl e D e p e n d e nt R e g ul ati o n of R N F 1 3 8  

O ur r es e ar c h d e m o nstr at es t h at t h e u bi q uit yl ati o n a n d C D K -m e di at e d p h os p h or yl ati o n of 

R N F 1 3 8 v ar y wit h t h e c ell c y cl e. We o bs er v e d i n cr e as es i n b ot h u bi q uit yl ati o n a n d T P m otif 

p h os p h or yl ati o n d uri n g t h e S/ G 2 p h as es. We e x pl or e d p ot e nti al i nt er a cti o ns b et w e e n t h es e P T Ms 

i n R N F 1 3 8. O ur o bs er v ati o ns r e v e al e d t h at t h e K 1 5 8 R s u bstit uti o n di d n ot alt er t h e p-T P a n d p -

S/ T Q si g n als o n R N F 1 3 8. T his i n di c at e s t h at K 1 5 8 is n ot ess e nti al f or p h os p h or yl ati o n e v e nt s at 

T 2 7 a n d S 1 2 4. C o n v ers el y, t h e S 1 2 4 A s u bstit uti o n l e d t o a p arti al r e d u cti o n i n t h e p -T P si g n al, 

s u g g esti n g t h at S 1 2 4 p h os p h or yl ati o n m a y c o ntri b ut e t o, b ut is n ot i n di s p e ns a bl e f or, 

p h os p h or yl ati o n at T 2 7. H o w e v er, t h e T 2 7 A m ut ati o n si g nifi c a ntl y di mi nis h e d t h e p -S/ T Q si g n al. 

A d diti o n all y, t h e b as al l e v els  of hi g h er -or d er u bi q uit yl ati o n o n G F P -R N F 1 3 8 w er e n ot a bl y 

d e cr e as e d b y t h e T 2 7 A a n d S 1 2 4 A m ut ati o ns, m as ki n g t h e e x p e ct e d r e d u cti o n i n R N F 1 3 8 

u bi q uit yl ati o n i n d u c e d b y C P T. C o ns e q u e ntl y, T 2 7 p h os p h or yl ati o n m a y b e a pr er e q uisit e f or S 1 2 4 

p h os p h or yl ati o n, a n d b ot h f u n cti o n al T 2 7 a n d S 1 2 4 sit es a p p e ar cr u ci al f or R N F 1 3 8 

u bi q uit yl ati o n. C o nsi d eri n g t his i nt er c o n n e ct e d n ess, w e s o u g ht t o i n v esti g at e t h e i m p a ct of 

e x pr essi n g t h e T 2 7 A -S 1 2 4 A ( T S), T 2 7 A -K 1 5 8 R ( T K), a n d S 1 2 4 A -K 1 5 8 R ( S K) d o u bl e m ut a nts, 

as w ell as t h e T 2 7 A -S 1 2 4 A -K 1 5 8 R ( T S K) tri pl e m ut a nt, o n t h e c ell's a bilit y t o e n g a g e i n H R. 

E x pr essi o n of b ot h d o u bl e a n d tri pl e m ut a nts l e d t o si mil arl y l o w H R fr e q u e n ci es. T h es e 

fr e q u e n ci e s w er e c o m p ar a bl e t o t h os e o bs er v e d f or t h e T 2 7 A, S 1 2 4 A, a n d K 1 5 8 R si n gl e m ut a n ts, 

w hi c h w er e i niti all y l o w a n d a ki n t o H R fr e q u e n ci e s i n c ell s l a c ki n g e n d o g e n o us R N F 1 3 8. T h e 

d e pl eti o n of a n y P T M sit e, or a n y c o m bi n ati o n t h er e of, w as a d e q u at e t o r e d u c e H R t o b as eli n e 

l e v els, u n d ers c ori n g t h e si g nifi c a n c e of all t hr e e sit es i n R N F 1 3 8 f u n cti o n a n d i n di c ati n g t h eir 
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p ot e nti al i n v ol v e m e nt i n a s h ar e d p at h w a y. I nt er esti n gl y, K 1 5 8 is n ot t h e o nl y u bi q uit yl ati o n sit e 

d et e ct e d o n R N F 1 3 8 as K 2 6 a n d K 4 1 w er e als o d et e ct e d. Al p h a F ol d 2 m o d elli n g r e v e als k e y 

i nsi g hts i nt o t h e p osttr a nsl ati o n al m o difi c ati o n sit es1 5 5 – 1 5 7 . S 1 2 4 a n d K 1 5 8 ar e b ot h e x p os e d a n d 

f all i n L 2. T 2 7 is wit hi n t h e RI N G d o m ai n. T h e Al p h a F ol d m o d el i n di c at es t h at w hil e T 2 7 is 

e x p os e d t o s ol v e nt, t h e pr oli n e a n d ar gi ni n e r esi d u es of t h e C D K p h os p h or yl ati o n m otif ar e b uri e d, 

p ot e nti all y o bstr u cti n g r e c o g niti o n b y C D Ks. F or C D Ks t o p h os p h or yl at e T 2 7, t h e RI N G d o m ai n 

w o ul d li k el y n e e d t o b e u nf ol d e d. It is p ossi bl e t h at u bi q uit yl ati o n at K 2 6 a n d/ or K 4 1 f a cilit at es 

t hi s pr o c ess b y i n d u ci n g c o nf or m ati o n al c h a n g es t h at u nf ol d t h e RI N G d o m ai n a n d all o w f ull 

a c c essi bilit y of R N F 1 3 8' s p h os p h or yl ati o n m otif t o C D K a cti vit y. T h er ef or e, f urt h er i n v esti g ati o n 

i nt o t h e r ol es of K 2 6 a n d/ or K 4 1 i n R N F 1 3 8 u bi q uit yl ati o n, a n d w h et h er T 2 7 p h os p h or yl ati o n 

r eli es o n t h e i nt e grit y of o n e or b ot h l ysi n e sit es is w arr a nt e d. 

Ulti m at el y, o ur fi n di n gs s u g g est t h at p h os p h or yl ati o n e v e nts at T 2 7 a n d S 1 2 4, al o n g wit h 

u bi q uit yl ati o n at K 1 5 8, c oll e cti v el y e n h a n c e R N F 1 3 8 a cti vit y i n e n d r es e cti o n a n d H R pr o c ess es. 

T h e q u esti o n r e m ai ns h o w, a n d as pr e vi o usl y m e nti o n e d, i n vit r o  c h ar a ct eri z ati o n of R N F 1 3 8 is 

i m p er ati v e t o a ns w er t h e q u esti o ns. F or e x a m pl e, t o t est t h e eff e cts of t h e P T Ms i n vitr o, 

p h os p h or yl at e d R N F 1 3 8 c a n b e us e d i n i n vitr o ass a ys t o d et er mi n e if E 3 li g as e a cti vit y is 

i n cr e as e d. F urt h er m or e, D N A bi n di n g affi nit y st u di es c o ul d b e c o n d u ct e d wit h p h os p h or yl at e d or 

u bi q uit yl at e d R N F 1 3 8 t o d et er mi n e t h e aff e cts o n D N A bi n di n g affi nit y. Al p h a F ol d 2 is li mit e d i n 

t h at is u n a bl e t o m o d el p ost tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns, t h er ef or e a n e x p eri m e nt al str u ct ur e of 

R N F 1 3 8 wit h p osttr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns m a y r e v e al i nsi g hts i nt o t h e o v er all m e c h a nis m of 

a cti o n. I n s u m m ar y, o ur i n v esti g ati o n i nt o R N F 1 3 8 r e g ul ati o n n ot o nl y s h e ds li g ht o n it s i ntri c at e 

c o ntr ol m e c h a nis ms b ut r ais es a pl et h or a of c o m p elli n g q u esti o ns, o p e ni n g e x citi n g  a v e n u es f or 

f urt h er e x pl or ati o n i nt o t h e pr e cis e r e g ul ati o n of R N F 1 3 8 f u n cti o n. 
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5. 4. 3 T h e r a p e uti c I m pli c ati o ns of R N F 1 3 8  

T h e t h er a p e uti c si g nifi c a n c e of R N F 1 3 8 is u n d ers c or e d b y it s i n v ol v e m e nt i n v ari o us 

c a n c er -r el at e d pr o c ess es1 2 5, 1 2 7, 1 2 8, 1 3 5 . It is n ot a bl y o v er e x pr ess e d i n gli o m a c ell s, a p arti c ul arl y 

a g gr essi v e f or m of br ai n c a n c er, w h er e it pr o m ot es pr olif er ati o n, m et ast asis, a n d r esist a n c e t o 

r a di ati o n t h er a p y1 3 5 . F urt h er m or e, R N F 1 3 8 h a s b e e n i m pli c at e d i n c o nf erri n g r esist a n c e t o 

cis pl ati n i n g astri c c a n c er c ell s 1 2 8 . C h a n g es i n i n di vi d u al a mi n o a ci ds wit hi n pr ot ei ns c a n 

s o m eti m es c a us e mi ni m al i m p a ct, b ut t h e y oft e n disr u pt pr ot ei n f ol di n g, a cti vit y, or st a bilit y 2 6 6 –

2 6 8 . W hil e o nl y a s m all p orti o n of t h es e v ari a nts h as b e e n st u di e d e x p eri m e nt all y ( 4 milli o n 

mi ss e ns e v ari a nts, 2 % cli ni c all y c h ar a ct eri z e d as b e ni g n or p at h o g e ni c) 2 6 9 , t h er e is a v ast a m o u nt 

of bi ol o gi c al s e q u e n c e d at a a v ail a bl e t h at c a n b e us e d f or m a c hi n e l e ar ni n g p ur p os es 2 6 6 – 2 6 9 . 

Al p h a Mi ss e ns e is a c o m p ut ati o n al t o ol d esi g n e d t o ass e ss t h e p ot e nti al h ar mf ul n ess of mi ss e ns e 

v ari a nts 2 6 9 . It us es a r efi n e d v ersi o n of Al p h a F ol d, w hi c h h as b e e n s p e cifi c all y a d a pt e d a n d 

o pti mi z e d usi n g d at a o n mi ss e ns e v ari a nts f o u n d i n h u m a n a n d pri m at e p o p ul ati o ns 2 6 9 . B y tr ai ni n g 

o n t hi s v ari a nt p o p ul ati o n d at a a n d i n c or p or ati n g i nf or m ati o n a b o ut t h e fr e q u e n c y of t h es e v ari a nts, 

Al p h a Mi ss e ns e l e ar ns t o pr e di ct w h et h er a gi v e n miss e ns e v ari a nt is li k el y t o c a us e h ar m or 

n ot 2 6 9, 2 7 0 . F or all 7 1 milli o n p ossi bl e si n gl e miss e ns e v ari a nts i n t h e h u m a n g e n o m e, it pr o vi d es a 

pr o b a bilit y s c or e i n di c ati n g t h e li k eli h o o d of t h e v ari a nt b ei n g "li k el y b e ni g n " if t h e v ari a nt is 

pr o b a bl y h ar ml ess, "li k el y p at h o g e ni c " if it is li k el y t o c a us e h ar m, or " u n c ert ai n " if t h e pr e di cti o n 

is u n cl e ar2 6 9, 2 7 0 . Al p h a Mis s e ns e h as pr e di ct e d 5 1 1 p ossi bl e mi ss e ns e v ari a nts t o b e li k el y 

p at h o g e ni c i n R N F 1 3 8. 2 0 li k el y p at h o g e ni c pr e di cti o ns f all o n r esi d u es c h ar a ct eri z e d i n o ur 

st u di es (Fi g u r e 5 .3 ). M ut ati o ns o c c ur at s e v er al k e y sit es wit hi n R N F 1 3 8: T 2 7, a cr u ci al 

p h os p h or yl ati o n sit e; R 5 8, ess e nti al f or i nt er a cti n g wit h t h e E 2 a n d u bi q uiti n; M 9 8, a r esi d u e 

l o c at e d wit hi n t h e c or e of h y dr o p h o bi c i nt er a cti o ns b et w e e n t h e RI N G d o m ai n a n d Z N F 1; I 1 9 1, 
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k e y i n t h e h y dr o p h o bi c p a c ki n g b et w e e n Z N F 2 a n d Z N F 3; a n d fi n all y, A 2 3 6, w hi c h i nt er a cts wit h 

t h e u bi q uiti n h y dr o p h o bi c p at c h wit hi n t h e UI M. F ut ur e c h ar a ct eri z ati o n of R N F 1 3 8 c a n us e t hi s 

t o ol as a st arti n g p oi nt i n c h ar a ct eri zi n g t h es e v ari a nts, t o tr y to u n d erst a n d t h e u n d erl yi n g r es ult 

of t h e m ut ati o ns o n R N F 1 3 8 f u n cti o n. U n d erst a n di n g t h e eff e cts of t h es e m ut ati o ns i n p ati e nt 

t u m ors c o ul d h el p i d e ntif y w h et h er t u m or c ells ar e pr ofi ci e nt or d efi ci e nt i n h o m ol o g o us 

r e c o m bi n ati o n ( H R), t h us d et er mi ni n g t heir s e nsiti vit y t o tr e at m e nt. T his i n t ur n c a n ai d i n f ut ur e 

d e v el o p m e nt of t h er a p e uti cs, a n d p ers o n ali z e d tr e at m e nts f or s p e cifi c t u m o ur pr ofil es i n p ati e nts.  
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Fi g u r e 5 .3 . Al p h a Miss e ns e M o d el of R N F 1 3 8 A n n ot at e d wit h P r e di ct e d P at h o g e ni c 
M ut ati o ns  

I n d e xA .A .

0 .9 8 7 3R 5 8 G

0 .9 9 8R 5 8 S

0 .9 2 6 3R 5 8 H

0 .9 9 2 8R 5 8 L

0 .9 9 7 6R 5 8 P

I n d e xA .A .

0 .9 2 4 4M 9 8 V

0 .9 8 9 7M 9 8 R

0 .9 8 4 9M 9 8 K

0 .9 9 7 4M 9 8 T

0 .9 8 9 4M 9 8 I

I n d e xA .A .

0 .8 8 6T 2 7 P

0 .8 2 2T 2 7 K

I n d e xA .A .

0 .9 9 6 7A 2 3 6 P

0 .8 7 0 6A 2 3 6 T

0 .9 9 6 9A 2 3 6 D

0 .8 8 2 1A 2 3 6 G

I n d e xA .A .

0 .9 8 7 3I1 9 1 N

0 .9 9 8I1 9 1 S

0 .9 2 6 3I1 9 1 T

0 .9 9 2 8I1 9 1 M

A

B
C

D

E
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Al p h a Mi ss e ns e m o d el of R N F 1 3 8 c ol or e d a c c or di n g t o t h e li k eli h o o d of p at h o g e n esis at e v er y 

a mi n o a ci d  ( htt ps:// al p h a mi ss e ns e. h e g el a b. or g/). B e ni n g v ari a nts ar e s c or e d 0. 1-0. 2 ( bl u e). 
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J err y C h e n ‡ , R a bi h A b o u F arr aj‡ , D a ni el Li m o nt a,‡ , S e y e d A mir T a b at a b a ei D a k hili, E v a n M. 
K er e k, As hi m B h att a c h ar y a 7, Fili p M. R ef or m at, Ol a M. M a br o u k, B e nj a mi n Bri g a nt, T o m A. 
Pf eif er, M ar k T. M c D er m ott, J o h n R. Uss h er, T o m C. H o b m a n, J. N. M ar k Gl o v er, a n d B asil P. 
H u b b ar d. R e v ersi bl e a n d irr e v ersi bl e i n hi bit or s of c or o n a vir us Ns p 1 5 e n d ori b o n u cl e as e.  J o ur n al 
of Bi ol o gi c al C h e mist r y . 

‡ T h es e a ut h ors c o ntri b ut e d e q u all y.  
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R e c ei v e d f or p u bli c ati o n,  M a y 3 1, 2 0 2 3, a n d i n r e vis e d f or m,  O ct o b er 4, 2 0 2 3 P u blis h e d, P a p ers i n Pr ess,  O ct o b er 1 1, 2 0 2 3,
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J err y  C h e n 1, ‡ , R a bi h  A b o u F arr aj2, ‡ ,  D a ni el Li m o nt a3, 4, 5, ‡ , S e y e d  A mir T a b at a b a ei  D a k hili6 , E v a n  M. K er e k1 ,
A s hi m B h att a c h ar y a 7 , Fili p  M. R ef or m at1 ,  Ol a  M.  M a br o u k8 , B e nj a mi n Bri g a nt1, 9 , T o m  A. Pf eif er1 0 ,
M ar k T.  M c D er m ott 8 , J o h n R.  U s s h er6 , T o m  C.  H o b m a n3 , J.  N.  M ar k  Gl o v er2 , a n d B a sil P.  H u b b ar d1, 7, *

Fr o m t h e 1 D e p art m e nt of P h ar m a c ol o g y, 2 D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y, a n d 3 D e p art m e nt of C ell Bi ol o g y, Li K a S hi n g I nstit ut e of
Vir ol o g y,  U ni v ersit y of Al b ert a, E d m o nt o n, Al b ert a, C a n a d a; 4 Q u a ntit ati v e Bi os ci e n c es I nstit ut e ( Q BI),  U ni v ersit y of C alif or ni a S a n
Fr a n cis c o, S a n Fr a n cis c o, C alif or ni a,  U S A; 5 Gl a dst o n e I nstit ut e of  D at a S ci e n c e a n d Bi ot e c h n ol o g y,  Gl a dst o n e I nstit ut es, S a n
Fr a n cis c o, C alif or ni a,  U S A; 6 F a c ult y of P h ar m a c y a n d P h ar m a c e uti c al S ci e n c es,  U ni v ersit y of Al b ert a, E d m o nt o n, Al b ert a, C a n a d a;
7 D e p art m e nt of P h ar m a c ol o g y a n d T o xi c ol o g y,  U ni v ersit y of T or o nt o, T or o nt o,  O nt ari o, C a n a d a; 8 D e p art m e nt of C h e mistr y,
U ni v ersit y of Al b ert a, E d m o nt o n, Al b ert a, C a n a d a; 9 D e p art m e nt of Cli ni c al a n d  M ol e c ul ar  M e di ci n e,  N or w e gi a n  U ni v ersit y of
S ci e n c e a n d T e c h n ol o g y, Tr o n d h ei m,  N or w a y; 1 0 Hi g h T hr o u g h p ut Bi ol o g y F a cilit y, Lif e S ci e n c es I nstit ut e,  U ni v ersit y of Britis h
C ol u m bi a, V a n c o u v er, Britis h C ol u m bi a, C a n a d a

R e vi e w e d b y  m e m b ers of t h e J B C E dit ori al B o ar d. E dit e d b y Cr ai g C a m er o n
T h e e m e r g e n c e of s e v e r e a c ut e r e s pi r at o r y s y n d r o m e c o r o-

n a vi r u s 2, t h e c a u s ati v e a g e nt of c o r o n a vi r u s di s e a s e 2 0 1 9, h a s

r e s ult e d i n t h e l a r g e st p a n d e mi c i n r e c e nt hi st o r y.  C u r r e nt

t h e r a p e uti c st r at e gi e s t o  miti g at e t hi s di s e a s e h a v e f o c u s e d o n

t h e d e v el o p m e nt of v a c ci n e s a n d o n d r u g s t h at i n hi bit t h e vi r al

3 C L p r ot e a s e o r  R N A- d e p e n d e nt  R N A p ol y m e r a s e e n z y m e s.  A

l e s s- e x pl o r e d a n d p ot e nti all y c o m pl e m e nt a r y d r u g t a r g et i s

N s p 1 5, a u r a cil- s p e ci fi c  R N A e n d o n u cl e a s e t h at s hi el d s c o r o-

n a vi r u s e s a n d ot h e r ni d o vi r u s e s f r o m  m a m m ali a n i n n at e i m-

m u n e d ef e n s e s.  H e r e,  w e p e rf o r m a hi g h-t h r o u g h p ut s c r e e n of

o v e r 1 0 0, 0 0 0 s m all  m ol e c ul e s t o i d e ntif y  N s p 1 5 i n hi bit o r s.  W e

c h a r a ct e ri z e t h e p ot e n c y,  m e c h a ni s m, s el e cti vit y, a n d p r e di ct e d

bi n di n g  m o d e of fi v e l e a d c o m p o u n d s.  W e s h o w t h at o n e of

t h e s e, I P A- 3, i s a n i r r e v e r si bl e i n hi bit o r t h at  mi g ht a ct vi a

c o v al e nt  m o di fi c ati o n of  C y s r e si d u e s  wit hi n  N s p 1 5.  M o r e o v e r,

w e d e m o n st r at e t h at t h r e e of t h e s e i n hi bit o r s ( h e x a c hl o r o-

p h e n e, I P A- 3, a n d  CI D 5 6 7 5 2 2 1) bl o c k s e v e r e a c ut e r e s pi r at o r y

s y n d r o m e c o r o n a vi r u s 2 r e pli c ati o n i n c ell s at s u bt o xi c d o s e s.

T hi s st u d y p r o vi d e s a pi p eli n e f o r t h e i d e nti fi c ati o n of  N s p 1 5

i n hi bit o r s a n d pi n p oi nt s l e a d c o m p o u n d s f o r f u rt h e r d e v el o p-

m e nt a g ai n st c o r o n a vi r u s di s e a s e 2 0 1 9 a n d r el at e d c o r o n a vi r u s

i nf e cti o n s.

Si n c e its a p p e ar a n c e i n l at e 2 0 1 9, s e v er e a c ut e r es pir at or y
s y n dr o m e c or o n a vir us 2 ( S A R S- C o V- 2) h as i nf e ct e d h u n dr e ds
of  milli o ns of i n di vi d u als gl o b all y a n d kill e d  m or e t h a n 1 8
milli o n p e o pl e ( 1 , 2 ). E x p os ur e t o t his vir us c a n l e a d t o r es-
pir at or y pr o bl e ms, s yst e mi c i n fl a m m ati o n, a n d  m ulti or g a n
d ysf u n cti o n,  w hi c h c oll e cti v el y d e fi n e c or o n a vir us dis e as e 2 0 1 9
( C O VI D- 1 9) (1 ).  C or o n a vir us es ar e c h ar a ct eri z e d b y l ar g e
si n gl e-str a n d e d p ositi v e s e ns e  R N A g e n o m es of r o u g hl y 3 0 k B
a n d a “c or o n a ” str u ct ur e i n t h eir e n v el o p e ( 3 – 5 ). S A R S- C o V- 2
‡ T h e s e a ut h or s c o ntri b ut e d e q u all y t o t hi s  w or k.
* F or c orr e s p o n d e n c e: B a sil P.  H u b b ar d, b a sil. h u b b ar d @ ut or o nt o. c a .

© 2 0 2 3 T H E A U T H O R S. P u blis h e d b y Els e vi er I n c o n b e h alf of A m eri c a n S o ci et y f or B

B Y li c e ns e ( htt p:// cr e ati v e c o m m o ns. or g/li c e ns es/ b y/ 4. 0/ ).
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is cl assifi e d as a li n e a g e  B b et a c or o n a vir us al o n gsi d e its  m ost
p h yl o g e n eti c all y si mil ar r el ati v e, S A R S- C o V- 1 ( 4 ).  Tr a nsl ati o n
of t h e S A R S- C o V- 2 vir al g e n o m e is p erf or m e d b y h ost c ell
ri b os o m es a n d g e n er at es f o ur str u ct ur al pr ot ei ns: a n e n v el o p e
pr ot ei n i n v ol v e d i n vir al ass e m bl y a n d b u d di n g, a  m e m br a n e
pr ot ei n i n v ol v e d i n d e fi ni n g viri o n s h a p e, a n u cl e o c a psi d
pr ot ei n t h at p a c k a g es g e n o mi c  R N A, a n d a s pi k e pr ot ei n
i n v ol v e d i n h ost att a c h m e nt a n d e ntr y (6 , 7 ). S A R S- C o V- 2 als o
c o nt ai ns 1 6 n o nstr u ct ur al pr ot ei ns ( Ns ps) i n cl u di n g t h e 3 C-
Li k e  m ai n pr ot e as e ( 3 C L pr o/ M Pr o,  Ns p 5), t h e p a p ai n-li k e
pr ot e as e ( P L Pr o,  Ns p 3), a n d t h e  R N A- d e p e n d e nt  R N A p ol y-
m er as e ( R d R p) c o m pl e x ( Ns p 7,  Ns p 8, a n d  Ns p 1 2) ( 5 , 8 , 9 ).
Fi n all y, ni n e o p e n r e a di n g fr a m es t h at e n c o d e a d diti o n al
a c c ess or y pr ot ei ns h a v e b e e n a n n ot at e d ( 5 , 8 , 9 ).

C urr e nt str at e gi es t o c o m b at  C O VI D- 1 9 h a v e f o c us e d o n
t h e d e v el o p m e nt of pr o p h yl a cti c v a c ci n es  m ostl y dir e ct e d
a g ai nst t h e S A R S- C o V- 2 s pi k e pr ot ei n ( 1 0 ) a n d s m all-
m ol e c ul e dr u gs t ar g eti n g t h e 3 C L pr o ( 1 1 ), P L Pr o (1 2 ), a n d
R d R p c o m pl e x ( 1 3 ).  R e c e ntl y, t h e F o o d a n d  Dr u g  A d mi nis-
tr ati o n a p pr o v e d t h e fi rst t w o s m all- m ol e c ul e dr u gs, nir m a-
tr el vir/rit o n a vir a n d  m ol n u pir a vir,  w hi c h t ar g et t h e 3 C L pr o
(1 4 ) a n d  R d R p (1 5 ) c o m pl e x, r es p e cti v el y, f or t h er a p e uti c us e.
D es pit e t h es e a d v a n c es, tr a ns missi o n of S A R S- C o V- 2 c o n-
ti n u es i n t h e p o p ul ati o n, a n d s e v er e o ut c o m es i n cl u di n g d e at h
p ersist ( 1 6 ).  T his is i n p art b e c a us e of t h e e v ol uti o n of n e w
vir al v ari a nts t h at a c q uir e  m ut ati o ns i n g e n es t h at e n c o d e
v a c ci n e-i n d u c e d a nti b o d y t ar g ets ( 1 6 , 1 7 ). F urt h er m or e, it h as
b e e n s u g g est e d t h at c urr e nt p h ar m a c e uti c al tr e at m e nts a g ai nst
C O VI D- 1 9 c o ul d als o b e r e n d er e d i n eff e cti v e i n t h e f ut ur e
b e c a us e of r esist a n c e ( 1 8 ).  T h us, t h er e is a n e e d t o br o a d e n t h e
r e p ert oir e of c or o n a vir us a nti vir al tr e at m e nts t o a d diti o n al
t ar g ets i n t h e S A R S- C o V- 2 pr ot e o m e.

A pr o misi n g b ut l ess e x pl or e d S A R S- C o V- 2 dr u g t ar g et is
Ns p 1 5, a ni d o vir al e n d ori b o n u cl e as e t h at s el e cti v el y cl e a v es 3 0

of uri d yl at es ( N e n d o U) t o g e n er at e 2 0, 30- c y cli c p h os p h o di est er
a n d 5 0- h y dr o x yl t er mi ni pr o d u cts (1 9 , 2 0 ).  Ns p 1 5 cl e a v es b ot h
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 1
i o c h e mistr y a n d  M ol e c ul ar Bi ol o g y. T his is a n o p e n a c c ess arti cl e u n d er t h e C C
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I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
ss R N A a n d ds R N A b ut n ot  D N A ( 2 0 , 2 1 ). Str u ct ur all y, it is
c o m pris e d of a h e x a m er f or m e d b y t h e di m eri z ati o n of t w o
tri m ers (2 0 ).  X-r a y cr yst al (2 0 ) a n d cr y o- E M str u ct ur es (2 2 )
r e v e al t h at e a c h  m o n o m eri c u nit h as t hr e e d o m ai ns: a n
N-t er mi n al d o m ai n i n v ol v e d i n  m ulti m eri z ati o n, a  mi d dl e
d o m ai n, a n d t h e  C-t er mi n al c at al yti c c or e ( 2 0 ).  T h e a cti v e sit e
c o nt ai ns r esi d u es t h at ar e r e mi nis c e nt of t h e c at al yti c tri a d
f o u n d i n  R N as e  A, i n cl u di n g t w o histi di n e r esi d u es ( His 2 3 5
a n d  His 2 5 0) t h at a ct as g e n er al a ci d – b as e c at al ysts a n d a l ysi n e
r esi d u e ( L ys 2 9 0) (1 9 , 2 0 ).  T w o ot h er i m p ort a nt r esi d u es  wit hi n
t h e a cti v e sit e ar e S er 2 9 4 a n d  T yr 3 4 3,  w hi c h ar e t h o u g ht t o
e nf or c e ur a cil s p e ci fi cit y ( 2 0 ).  U nli k e  R N as e  A,  Ns p 1 5 r e q uir es
c o or di n at e d  m a n g a n es e i o ns ( M n 2 + ) f or c at al ysis (2 0 ).  T h es e
i o ns ar e p ur p ort e d t o  m ai nt ai n a cti v e sit e c o nf or m ati o n a n d
s u bstr at e bi n di n g ( 2 0 ).

T h e r ol e of  N s p 1 5 i n c or o n a vir u s r e pli c ati o n a n d p at h o-
g e n e si s i s c o m pl e x a n d  m ultif a c et e d ( 5 ). S e v er al st u di e s h a v e
s u g g e st e d a n e s s e nti al r ol e f or N s p 1 5 i n vir al r e pli c ati o n, a s
m ut ati o n of  N s p 1 5 bl o c k s vir al  R N A s y nt h e si s i n c ert ai n c ell
t y p e s (2 3 ) a n d att e n u at e s di s e a s e p h e n ot y p e s i n  mi c e (2 4 ).
E x p eri m e nt al d at a s u g g e st t h at  N s p 1 5 al s o pl a y s a n i m p or-
t a nt r ol e i n s hi el di n g vir u s e s fr o m i n n at e h o st c ell i m m u nit y
(2 4 ). It h a s b e e n pr o p o s e d t h at  N s p 1 5 f a cilit at e s e v a si o n of
d s R N A s e n s o r s t h at  w o ul d n or m all y a cti v at e a t y p e I
i nt erf er o n (I F N) r e s p o n s e b y cl e a vi n g vir al d s R N A o ut si d e
t h e r e pli c ati o n c o m pl e x e s (2 4 ).  T hi s i s s u p p ort e d b y st u di e s
wit h S A R S- C o V- 1 s h o wi n g t h at  N s p 1 5- d ef e cti v e vir u s e s
i n d u c e  M D A 5, P K R, a n d  O A S/ R N a s e L d s R N A s e n si n g
p at h w a y s ( 5 , 2 4 – 2 6 ) a n d b y st u di e s  wit h S A R S- C o V- 2
i m pli c ati n g  N s p 1 5 i n s u p pr e s si o n of I F Nβ pr o d u cti o n ( 2 7 ).
Fi n all y, r e c e nt  w or k h a s s h o w n t h at  N s p 1 5 cl e a v e s 5 0 p ol y-
uri di n e s fr o m n e g ati v e s e n s e vir al  R N A ( P U N  R N A) a n d
t h er e b y d e cr e a s e s  M D A 5- m e di at e d I F N r e s p o n s e (2 8 ).
W hil e it s  m ulti pl e r ol e s i n vir al bi ol o g y ar e still b ei n g
el u ci d at e d, it i s a p p ar e nt t h at  N s p 1 5 pl a y s a criti c al r ol e i n
c or o n a vir u s p at h o g e n e si s ( 2 4 ) a n d i s t h er ef or e a n attr a cti v e
c a n di d at e f or dr u g d e si g n.

O nl y a f e w  Ns p 1 5 i n hi bit ors h a v e b e e n e x p eri m e nt all y
v ali d at e d t o d at e ( 5 ).  T h es e i n cl u d e b e n z o p ur p uri n  B,  w hi c h
i n hi bits  R N as e  A a n d n u m er o us ni d o vir al  Ns p 1 5 h o m ol o gs
(1 9 ), b et ul o ni c a ci d d eri v ati v es t h at i n hi bit  Ns p 1 5 fr o m  H C o V-
2 2 9 E b ut n ot S A R S- C o V- 2 vir us es ( 2 9 ), a n d ti pir a cil,  w hi c h
a cts as a c o m p etiti v e i n hi bit or of  Ns p 1 5 ( 3 0 ).  T h e β - a m yl oi d
a nti a g gr e g ati o n  m ol e c ul e E x e br yl- 1 als o r o b ustl y i n hi bits
S A R S- C o V- 2  Ns p 1 5 i n vitr o b ut dis pl a ys  w e a k er p ot e n c y i n
c ells ( E C 5 0 of r o u g hl y 6 5 μ M i n  C al u- 3 c ells) ( 5 ).  W hil e t h es e
a n d ot h er st u di es ( 3 1 , 3 2 ) h a v e cl e arl y d e m o nstr at e d t h e p o-
t e nti al t o c h e mi c all y i n hi bit  Ns p 1 5, s m all- m ol e c ul e s c aff ol ds
t h at ar e p ot e nt, bi o a cti v e, a n d n o nt o xi c r e m ai n el usi v e.  H er e,
w e p erf or m a hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e n ( H T S) of o v er 1 0 0, 0 0 0
di v ers e c o m p o u n ds t o i d e ntif y  Ns p 1 5 i n hi bit ors t h at  m e et
t h es e crit eri a.  W e r efi n e o ur i niti al list of hits b y usi n g a
w or k fl o w t h at e n c o m p ass es a s eri es of bi o c h e mi c al a n d bi o-
p h ysi c al e x p eri m e nts t o eli mi n at e p a n- ass a y i nt erf er e n c e
( P AI N) c o m p o u n ds (3 3 ).  W e t h e n c h ar a ct eri z e t h e p ot e n c y,
s el e cti vit y a g ai nst ot h er  Ns p 1 5 ort h ol o gs, ki n eti c  m e c h a nis ms,
pr e di ct e d bi n di n g  m o d e, a n d c ell ul ar a cti vit y/t o xi cit y of fi v e
2 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
2 2 1
l e a d c o m p o u n ds.  T h es e i n cl u d e t h e a nti mi cr o bi al dr u g h e x a-
c hl or o p h e n e ( 3 4 ), t h e P A K 1 ki n as e i n hi bit or I P A- 3 (3 5 ), a n d
t hr e e pr o pri et ar y  m ol e c ul es ( CI D 5 2 2 0 9 9 4,  CI D 5 2 6 6 9 8 6, a n d
CI D 5 6 7 5 2 2 1) fr o m t h e  C h e m Bri d g e  DI V E R S et li br ar y.  W e
fi n d t h at t h es e i n hi bit ors o p er at e t hr o u g h r e v ersi bl e  m e c h a-
nis ms,  wit h t h e e x c e pti o n of I P A- 3,  w hi c h is irr e v ersi bl e a n d
li k el y c o v al e nt.  M or e o v er,  w e d e m o nstr at e t h at h e x a c hl or o-
p h e n e, I P A- 3, a n d  CI D 5 6 7 5 2 2 1 i n hi bit S A R S- C o V- 2 r e pli c a-
ti o n i n  V er o  C C L- 8 1 c ells at s u bt o xi c d os es.  O v er all, t his  w or k
pr o vi d es a c o m pr e h e nsi v e pl atf or m f or t h e i d e nti fi c ati o n a n d
v ali d ati o n of s m all- m ol e c ul e  Ns p 1 5 i n hi bit ors a n d i d e nti fi es
s e v er al p ot e nt, bi o a cti v e, a n d r el ati v el y n o nt o xi c l e a d c o m-
p o u n ds  wit h p ot e nti al f or f urt h er d e v el o p m e nt i nt o tr e at m e nts
a g ai nst  C O VI D- 1 9 a n d r el at e d ill n ess es.
R e s ult s

M e a s ur e m e nt of S A R S- C o V- 2  N s p 1 5 e n z y m e ki n eti c s

T o  m e as ur e  Ns p 1 5 e n z y m e ki n eti cs a n d d et er mi n e t h e i d e al
p ar a m et ers f or a hi g h-t hr o u g h p ut c o m p o u n d s cr e e n,  w e
a d a pt e d a pr e vi o usl y d es cri b e d bi o c h e mi c al ass a y ( 2 1 ).  T his
ass a y e m pl o ys a  m o n o uri d yl at e d ss R N A s u bstr at e t h at is
fl a n k e d b y a 6- c ar b o x y fl u or es c ei n ( 6- F A M)  m oi et y at t h e 5 0 e n d
a n d a t etr a m et h ylr h o d a mi n e q u e n c h er at t h e 3 0 e n d ( 2 1 ).
Cl e a v a g e of t h e s u bstr at e b y  Ns p 1 5 eli mi n at es F R E T b et w e e n
t h e fl u or o p h or e a n d q u e n c h er, r es ulti n g i n a fl u or es c e nt si g n al
(2 1 ). F or o ur st u di es,  w e s u bstit ut e d t h e t etr a m et h ylr h o d a mi n e
gr o u p  wit h a 3 0 bl a c k h ol e q u e n c h er ( Fi g. 1 A ),  w hi c h h as b e e n
d e m o nstr at e d t o yi el d  m or e c o nsist e nt r es ults i n bi o c h e mi c al
ass a ys ( 3 6 ).  W e p urifi e d r e c o m bi n a nt S A R S- C o V- 2  Ns p 1 5 fr o m
Esc h eri c hi a c oli a n d t est e d its a bilit y t o cl e a v e s e v er al ss R N As of
diff er e nt s e q u e n c e l e n gt h a n d c o m p ositi o n al o n gsi d e p ositi v e
a n d n e g ati v e c o ntr ols ( Fi g. S 1 , A a n d B ).  W e i d e ntifi e d o n e
s e q u e n c e,  R N A 2 ( 5 0- F A M- C A A C U A A A C G A A C- B H Q 1- 30),
w hi c h yi el d e d l o w b a c k gr o u n d a n d r o b ust si g n al i n t h e pr es e n c e
of  Ns p 1 5 ( Fi g. S 1 B ).  T his s u bstr at e  w as us e d i n s u bs e q u e nt
e x p eri m e nts.  N e xt,  w e v eri fi e d t h at t h e si g n al b ei n g  m e as ur e d i n
t h e ass a y r e q uir e d  Ns p 1 5 a cti vit y usi n g a c at al yti c histi di n e
m ut a nt ( H 2 5 0 A) a n d a n i n a cti v e  m o n o m eri c tr u n c at e d pr ot ei n
v ari a nt ( Fi g. 1 B ) (2 6 , 3 7 ). I n a d diti o n,  w e c o nfi r m e d t h at t h e
si g n al  w as e n h a n c e d b y  m a n g a n es e i o ns ( Fi g. S 1 C ) a n d a br o-
g at e d b y  m et al c h el ati o n  wit h E D T A ( Fi g. S 1 D ).  T h es e e x p eri-
m e nts v ali d at e d t h e a bilit y of o ur ass a y t o r eli a bl y  m e as ur e
Ns p 1 5 a cti vit y.

E n z y m e a n d s u bstr at e c o n c e ntr ati o ns a n d r e a cti o n ti m e
m ust b e c ar ef ull y c h os e n t o e ns ur e o pti m al hit i d e nti fi c ati o n
w h e n p erf or mi n g  H T Ss ( 3 8 ).  T o d et er mi n e t h e K m of  R N A 2,
w e fi rst  m e as ur e d fl u or es c e n c e o v er a ti m e  wi n d o w f or r e-
a cti o ns c o nt ai ni n g v ari a bl e a m o u nts of s u bstr at e at a fi x e d
e n z y m e c o n c e ntr ati o n ( Fi g. 1 C ). I n a d diti o n,  w e s eri all y dil ut e d
pr e cl e a v e d ( fl u or es c e nt)  R N A t o g e n er at e a st a n d ar d c ur v e
r el ati n g fl u or es c e n c e si g n al t o t h e a m o u nt of pr o d u ct pr o d u c e d
(Fi g. 1 D ).  N e xt,  w e pl ott e d t h e sl o p es ( d eri v ati v es) of t h e li n es i n
Fi g ur e 1 C v ers us R N A s u bstr at e c o n c e ntr ati o n a n d us e d t h e
st a n d ar d c ur v e e q u ati o n ( Fi g. 1 D ) t o tr a nsf or m t h e y - a xis t o
r e a cti o n r at e (Fi g. 1 E ). Fitti n g t his pl ot t o a  Mi c h a elis– M e nt e n
c ur v e yi el d e d a K m v al u e of 3 μ M f or  R N A 2 a n d a V m a x v al u e



A B

C D

E F

Fi g ur e 1.  C h ar a ct eri z ati o n of  N s p 1 5 a cti vit y u si n g a n F R E T- b a s e d a s s a y. A , s c h e m ati c of  N s p 1 5 a cti vit y a s s a y.  A n R N A s u b str at e fl a n k e d b y 5 0fl u or e s c ei n
( F A M) a n d 30bl a c k h ol e q u e n c h er 1 ( B H Q 1)  m o di fi c ati o n s i s cl e a v e d b y  N s p 1 5 i n t h e pr e s e n c e of  m a n g a n e s e. B , b ar gr a p h s h o wi n g t h e a cti vit y of v ari o u s
N s p 1 5  m ut a nt pr ot ei n s u si n g t h e F R E T- b a s e d a s s a y. R e a cti o n s  w er e all o w e d t o pr o c e e d f or 4 0  mi n at 3 7 C;  m e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 3). C , r e a cti o n pr o gr e s s
o v er ti m e at v ari o u s c o n c e ntr ati o n s of R N A s u b str at e;  m e a n  ± S D s h o w n ( n  = 3). P oi nt s  w er e fi t t o li n e ar e q u ati o n s. D , st a n d ar d c ur v e (li n e ar fi t) s h o wi n g t h e
r el ati o n s hi p b et w e e n R N A cl e a v a g e ( u si n g a p o siti v e c o ntr ol R N A l a c ki n g t h e q u e n c h er) a n d fl u or e s c e n c e;  m e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 3). E , pl ot s h o wi n g t h e
r el ati o n s hi p b et w e e n r e a cti o n r at e a n d s u b str at e c o n c e ntr ati o n g e n er at e d u si n g d at a fr o m C . K M a n d V m a x v al u e s  w er e d et er mi n e d b y fi tti n g d at a t o t h e
Mi c h a eli s – M e nt e n e q u ati o n ( v  = V m a x [ S]/(K M + [ S])) u si n g  Gr a p h P a d Pri s m;  m e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 3). F , r e a cti o n pr o gr e s s c ur v e s u si n g a fi x e d c o n-
c e ntr ati o n of 0. 5 μ M R N A at diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of  N s p 1 5 e n z y m e;  m e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 3).  All e x p eri m e nt s  w er e r e p e at e d t hr e e ti m e s  wit h si mil ar
r e s ult s.  N s p, n o n str u ct ur al pr ot ei n.

I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
of 0. 3 μ M/ mi n,  w hi c h ar e i n a gr e e m e nt  wit h r e c e ntl y p u b-
lis h e d r es ults (3 1 ). Fi n all y, t o o pti mi z e t h e e n z y m e c o n c e ntr a-
ti o n a n d ti m e f or o ur  H T S,  w e g e n er at e d r e a cti o n pr o gr ess
c ur v es at a fi x e d s u bstr at e c o n c e ntr ati o n ( 0. 5 μ M) at v ari o us
e n z y m e c o n c e ntr ati o ns.  As s h o w n i n Fi g ur e 1 F ,  w e f o u n d t h at
pr o d u ct cl e a v a g e pr o gr ess e d u ntil s at ur ati o n  w as r e a c h e d b e-
t w e e n 3 0 a n d 6 0  mi n, d e p e n di n g o n t h e e n z y m e c o n c e ntr a-
ti o n us e d.  T h es e d at a  w er e us e d t o g ui d e t h e s el e cti o n of
p ar a m et ers f or o ur fi x e d e n d- p oi nt hi g h-t hr o u g h p ut c o m p o u n d
s cr e e n.

H T S f or s m all- m ol e c ul e i n hi bit or s of S A R S- C o V- 2  N s p 1 5
T h e i d e nti fi c ati o n of  N s p 1 5 i n hi bit ors  w a s a c c o m pli s h e d

b y c arr yi n g o ut a s cr e e n of o v er 1 0 8, 0 0 0 s m all  m ol e c ul e s,
2 2 2
c o m pri s e d of c o m p o u n ds s o ur c e d fr o m  M a y bri d g e, Pr e-
st wi c k,  Mi cr o s o u r c e S p e ctr u m, L O P A C- 1 2 8 0,  Ti m T e c, a n d
C h e m Bri d g e  DI V E R S et c oll e cti o n s.  O v erl a p b et w e e n c o m-
p o u n d li br ari e s  w a s < 0. 1 %.  Aft er a c o u sti c di s p e n si n g of
b uff er, e n z y m e, a n d c o m p o u n d i nt o  w ell s of 3 8 4- w ell pl at e s,
a n i niti al r e a d  w a s p e rf or m e d t o  m e a s u r e b a c k gr o u n d a n d
a c c o u nt f or a ut o fl u or e s c e n c e.  N e xt, s u b st r at e  w a s a d d e d,
a n d r e a cti o n s  w er e all o w e d t o pr o c e e d f or 2 0  mi n b ef or e
b ei n g st o p p e d vi a t h e a d diti o n of 1 0 0  m M E D T A, at  w hi c h
ti m e a s e c o n d  m e a s ur e m e nt  w a s r e c or d e d. Fi n all y, a 5 0F A M
R N A l a c ki n g a q u e n c h er  w a s a d d e d t o e a c h r e a cti o n, a n d a
t hir d  m e a s ur e m e nt  w a s p erf or m e d t o a c c o u nt f or p ot e nti al
si g n al q u e n c hi n g c a u s e d b y e a c h c o m p o u n d.  R e a cti o n s  wit h
b e n z o p ur p uri n  B (i n hi bit or) a n d r e a cti o n s  wit h o ut e n z y m e
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 3



I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
w er e u s e d a s p ositi v e c o ntr ol s o n e a c h pl at e ( 1 9 ),  w h er e a s
r e a cti o n s i n t h e pr e s e n c e of 0. 2 % di m et h yl s ulf o xi d e
( D M S O)  w er e u s e d a s a n e g ati v e c o ntr ol ( n o i n hi biti o n).  T h e
si g n al/ n oi s e r ati o of a c c e pt e d pl at e s  w a s > 5 wit h a n a v er a g e
Z 0 s c or e of 0. 4 7  ± 0. 1 1 ( st a n d a r d d e vi ati o n).  A s t hi s  w a s a
c h all e n gi n g a s s a y  wit h r e s p e ct t o r e a d ti mi n g a n d r e a g e nt
a d diti o n s, pl at e s  wit h a  Z 0 s c or e > 0. 3  w er e a c c e pt e d a s
A

C

E

G

Fi g ur e 2. I d e nti fi c ati o n a n d v ali d ati o n of S A R S- C o V- 2  N s p 1 5 i n hi bit or s.
t hr o u g h p ut s cr e e n u si n g t h e F A M- B H Q 1 R N A s u b str at e.  D M S O  w a s u s e d a s 
pr e s e n c e of b e n z o p ur p uri n B,  w er e u s e d a s p o siti v e c o ntr ol s. B , s c h e m ati c o ut
n ati v e R N A cl e a v a g e a s s a y s i n t h e pr e s e n c e of i n cr e a si n g c o n c e ntr ati o n s of ( C
I P A- 3.  N s p 1 5 ( 7. 5 n g/μ l) a n d R N A s u b str at e ( 2 5 n g/μ l)  w er e i n c u b at e d  wit h c o
B a n d s r e pr e s e nti n g t h e u n cl e a v e d s u b str at e a n d t h e 2 1- nt cl e a v e d pr o d u ct  w er
G ol d st ai ni n g. R e pr e s e nt ati v e g el s ar e s h o w n; e x p eri m e nt s  w er e r e p e at e d t hr e
s ulf o xi d e; F A M, c ar b o x y fl u or e s c ei n;  N s p, n o n str u ct ur al pr ot ei n; S A R S- C o V- 2, s e

4 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
2 2 3
c o m pl et e si n c e t h e hi g h si g n al/ n oi s e r ati o e n a bl e d r e a s o n-
a bl y g o o d di sti n cti o n of a cti v e s. Pl ot s s u m m ari zi n g t h e r e-
s ult s of t h e s cr e e n ar e s h o w n i n Fi g u r e 2 A a n d Fi g. S 2 A .
Aft e r fi lt eri n g o ut c o m p o u n ds di s pl a yi n g hi g h a ut o-
fl u or e s c e n c e (r e a d 1) or q u e n c hi n g (r e a d 3 – r e a d 2),  w e
i d e ntifi e d 1 2 8 0 r e a cti o n s  wit h fl u or e s c e n c e v al u e s > 2 st a n-
d ar d d e vi ati o n s fr o m t h e  m e a n.  T h e c orr e s p o n di n g
B

D

F

A , pl ot s u m m ari zi n g t h e r e s ult s of t h e pri m ar y 1 0 8, 0 0 0 c o m p o u n d hi g h-
a n e g ati v e c o ntr ol, a n d r e a cti o n s  wit h o ut e n z y m e, or  wit h e n z y m e i n t h e
li ni n g t h e pi p eli n e u s e d t o pri oriti z e hit s.  G el s s h o wi n g t h e r e s ult s of  N s p 1 5
) CI D 5 2 2 0 9 9 4, (D ) CI D 5 2 6 6 9 8 6, (E ) CI D 5 6 7 5 2 2 1, (F ) h e x a c hl or o p h e n e, or (G )
m p o u n d s a n d a 3 1- nt si n gl e “r U”- c o nt ai ni n g R N A s u b str at e f or 1 h at 3 7 C.

e vi s u ali z e d b y p erf or mi n g d e n at uri n g g el el e ctr o p h or esi s f oll o w e d b y S Y B R
e ti m e s  wit h si mil ar r e s ult s. B H Q 1, bl a c k h ol e q u e n c h er 1;  D M S O, di m et h yl
v er e a c ut e r e s pir at or y s y n dr o m e c or o n a vir u s 2.



I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
c o m p o u n ds fr o m t h e s e r e a cti o n s  w er e s el e ct e d f or f urt h er
i n s p e cti o n, a s o utli n e d i n t h e  w or kfl o w i n Fi g ur e 2 B .

W e p erf or m e d a s e c o n d ar y s cr e e n of o u r i niti al hit s u si n g a
s u b st r at e i n  w hi c h 5 0F A M  w a s r e pl a c e d  wit h 5 0C y 5 ( a r e d-
s hift e d d y e) t o eli mi n at e c o m p o u n d s yi el di n g artif a ct u al i n-
hi biti o n b e c a u s e of i nt er a cti o n  wit h t h e 5 0F A M gr o u p.  T h e
r e s ult s of t hi s e x p eri m e nt ar e s h o w n i n Fi g. S 2 , B a n d C .
R e a cti o n s  wit h o ut e n z y m e a n d r e a cti o ns  wit h e n z y m e a n d
D M S O o nl y  w er e u s e d a s p o siti v e a n d n e g ati v e c o ntr ol s,
r e s p e cti v el y.  T h e 2 0  m ost p ot e nt i n hi bit or s i d e nti fi e d i n t h e
C y 5 s cr e e n, t a k e n fr o m t h e p o ol of hit s gr e at e r t h a n t hr e e
st a n d a r d d e vi ati o n s a w a y fr o m t h e  m e a n,  w er e p ur c h a s e d or
r e s y nt h e si z e d a n d t h e n i n di vi d u all y t e st e d f or  N s p 1 5 i n hi bi-
ti o n a n d fl u or e s c e n c e q u e n c hi n g u si n g b ot h t h e 5 0F A M a n d
5 0C y 5- c o nj u g at e d s u bstr at e s.  T h e r e s ult s of t hi s a n al y si s,
s h o w n i n Fi g. S 3 , i d e ntifi e d ei g ht c o m p o u n d s ( CI D 5 2 2 0 9 9 4,
CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1,  CI D 5 3 2 6 4 2 9, h e x a c hl or o p h e n e,
I P A 3, β -l a p a c h o n e,  R e a cti v e  Bl u e 2) t h at i n hi bit e d  N s p 1 5
u si n g eit h er s u b st r at e,  wit h o ut a p pr e ci a bl e q u e n c hi n g.
V ali d ati o n of  H T S hit s

O n e of o ur hits, β -l a p a c h o n e, h a d pr e vi o usl y b e e n i d e nti fi e d
i n a n  Ns p 1 5 i n hi bit or s cr e e n (5 ) a n d  w as s h o w n t o i n d u c e
n o ns p e ci fi c e n z y m e i n hi biti o n t hr o u g h pr o d u cti o n of r e a cti v e
o x y g e n s p e ci es.  W e c o n fi r m e d t his fi n di n g usi n g a n  A m pl e x
R e d ass a y,  w hi c h  m e as ur es h y dr o g e n p er o xi d e f or m ati o n
c a us e d b y r e d u ci n g a g e nts s u c h as  D T T u n d er g oi n g r e d o x
c y cli n g i n t h e pr es e n c e of o x y g e n or c ert ai n c o m p o u n ds
(Fi g. S 4 ) (3 9 ).  C o ns e q u e ntl y, β -l a p a c h o n e  w as e x cl u d e d fr o m
f urt h er a n al ysis.

I nt er a cti o ns  wit h t h e s u bstr at e or artifi ci al c h e mi c al  m oi-
eti es o n t h e s u bstr at e c a n b e a s o ur c e of ass a y i nt erf er e n c e
(4 0 ).  T o e ns ur e t h at o ur c o m p o u n ds c o ul d i n hi bit  Ns p 1 5 a c-
ti vit y o n n ati v e s u bstr at es,  w e t est e d t h e r e m ai ni n g s e v e n
c o m p o u n ds i n a P A G E- b as e d  R N A cl e a v a g e ass a y.  Bri e fl y, t his
ass a y e m pl o y e d a 3 1- nt p ol y( A) ss R N A s u bstr at e c o nt ai ni n g a
si n gl e uri d yl at e,  w hi c h  w h e n cl e a v e d b y  Ns p 1 5 g e n er at es  R N A
fr a g m e nts of 1 0- nt a n d 2 1- nt i n l e n gt h.  W e s et u p cl e a v a g e
r e a cti o ns  wit h  Ns p 1 5 a n d n ati v e s u bstr at es i n t h e a bs e n c e or
t h e pr es e n c e of 2 5 μ M or 5 0 μ M of e a c h c o m p o u n d a n d
a n al y z e d t h e r e a cti o n pr o d u cts o n a S Y B R  G ol d-st ai n e d g el. I n
o ur i niti al ass a y s h o w n i n Fi g. S 5 , t hr e e of s e v e n c o m p o u n ds
dis pl a y e d r o b ust i n hi bit or y a cti vit y,  w h er e as t h e ot h ers dis-
pl a y e d  w e a k er eff e cts. I n hi biti o n of  Ns p 1 5 b y  CI D 5 3 2 6 4 2 9  w as
m o d est a n d s p or a di c, a n d  R e a cti v e  Bl u e 2 pr o d u c e d a fl u o-
r es c e nt artif a ct, r es ulti n g i n t h es e c o m p o u n ds b ei n g d e pri ori-
ti z e d.  Titr ati o ns of t h e r e m ai ni n g fi v e c o m p o u n ds,
CI D 5 2 2 0 9 9 4,  CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1, h e x a c hl or o p h e n e,
a n d I P A- 3, usi n g t h e n ati v e s u bstr at e ass a y r e v e al e d t h at all
fi v e dis pl a y e d d os e- d e p e n d e nt eff e cts ( Fi g. 2 , C – G ).

P AI N c o m p o u n ds ar e n uis a n c e  m ol e c ul es t h at c o m m o nl y
c o m e u p as hits i n  H T Ss b e c a us e of t h eir a bilit y t o i nt erf er e
wit h c o m m o n bi o c h e mi c al ass a ys or i n a cti v at e e n z y m es i n a
pr o mis c u o us  m a n n er ( 3 3 ).  W e p erf or m e d a b att er y of t ests t o
e v al u at e if a n y of o ur hits dis pl a y e d t h es e pr o p erti es. First,  w e
i n v esti g at e d if o ur l e a d hits c o ul d b e f or mi n g c oll oi d al
2 2 4
a g gr e g at es t h at bl o c k  Ns p 1 5 a cti vit y b y c arr yi n g o ut r e a cti o ns
i n t h e pr es e n c e of a n o ni o ni c d et er g e nt, t o s e e if i n hi biti o n
w o ul d b e r eli e v e d ( 4 1 ).  As s h o w n i n Fi g. S 6 , t h er e  w as a n i n-
cr e as e i n  Ns p 1 5 a cti vit y  wit h  CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1,
h e x a c hl or o p h e n e, a n d I P A- 3 a n d a hi g h er i n cr e as e i n a cti vit y
wit h  CI D 5 2 2 0 9 9 4,  w h e n r e a cti o ns  w er e p erf or m e d i n t h e
pr es e n c e of eit h er 0. 0 1 %  Trit o n- X or  C H A P S.  H o w e v er,  w e
als o o bs er v e d a r o u g hl y t w of ol d i n cr e as e i n t h e b as eli n e a c-
ti vit y of  Ns p 1 5 i n t h e pr es e n c e of d et er g e nts,  w hi c h a c c o u nt e d
f or s o m e of t h e i n cr e as e d e n z y m e a cti vit y o bs er v e d  wit h t h e
i n hi bit ors.  T his i n cr e as e i n e n z y m e a cti vit y i n r es p o ns e t o
d et er g e nts h as pr e vi o usl y b e e n d o c u m e nt e d a n d is s p e c ul at e d
t o o c c ur b e c a us e of r e d u c e d a d h esi o n of a cti v e e n z y m e t o
pl asti c s urf a c es i n  w ells ( 4 2 ). S e c o n d,  w e t est e d if a n y of o ur
c o m p o u n ds i n hi bit e d  Ns p 1 5 b y i n d u ci n g pr ot ei n a g gr e g ati o n
a n d/ or d e n at ur ati o n. F or t his p ur p os e, a d y n a mi c li g ht s c at-
t eri n g ( D L S) ass a y t h at esti m at es  Ns p 1 5 pr ot ei n p arti cl e
di a m et er b as e d o n t h e r at e at  w hi c h s c att er e d li g ht fl u ct u at es
i n t h e s ol uti o n  w as p erf or m e d, i n t h e a bs e n c e or t h e pr es e n c e
of e a c h of o ur hits ( 4 3 ).  T h e r es ults of t his a n al ysis yi el d e d a
si n gl e s h ar p p e a k o n t h e i nt e nsit y si z e distri b uti o n pl ot f or all
s a m pl es,  wit h p ol y dis p ersit y i n d e x v al u es r a n gi n g fr o m 0. 0 6 t o
0. 0 9 a n d c o nsist e nt p arti cl e di a m et ers r a n gi n g fr o m 1 2. 2 t o
1 3. 0 n m.  T h es e d at a r e fl e ct a  m o n o dis p ers e a n d h o m o g e n o us
s a m pl e (4 4 ) a n d i n di c at e t h at pr ot ei n a g gr e g ati o n  w as n ot
i n d u c e d b y t h e c o m p o u n ds at t h e t est e d c o n c e ntr ati o ns
(Fi g. S 7 ). Fi n all y, t o r ul e o ut g e n er al R N A – c o m p o u n d i n-
t er a cti o ns,  w e p erf or m e d fl u or es c e n c e p ol ari z ati o n ass a ys  wit h
a n  R N A pr o b e i n t h e pr es e n c e of e a c h of t h e fi v e c o m p o u n ds.
As s h o w n i n Fi g. S 8 ,  w e di d n ot d et e ct a n y a p pr e ci a bl e bi n di n g
b et w e e n t h e c o m p o u n ds a n d t h e  R N A s u bstr at e.  C oll e cti v el y,
t h es e d at a i m pl y t h at  CI D 5 2 2 0 9 9 4,  CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1,
h e x a c hl or o p h e n e, a n d I P A- 3 i n hi bit  Ns p 1 5 a cti vit y vi a
n o ntri vi al  m e c h a nis ms.
C h ar a ct eri z ati o n of l e a d c o m p o u n d s

T o c h ar a ct eri z e o ur v ali d at e d hits,  w e p erf or m e d d et ail e d
d os e – r es p o ns e titr ati o ns t o q u a ntif y t h e c o n c e ntr ati o n at
w hi c h e a c h of t h e m i n hi bit e d  Ns p 1 5 a cti vit y b y 5 0 % (I C 5 0 ).  As
s h o w n i n Fi g ur e 3 ,  CI D 5 2 2 0 9 9 4 a n d  CI D 5 2 6 6 9 8 6 h a d r el a-
ti v el y hi g h I C5 0 v al u es ( 5 0 a n d 7 8 μ M),  w h er e as  CI D 5 6 7 5 2 2 1
w as a str o n g er i n hi bit or (I C 5 0 of 2 0 μ M), a n d h e x a c hl or o-
p h e n e a n d I P A- 3  w er e t h e  m ost p ot e nt (I C 5 0s of 1 μ M a n d

7 μ M, r es p e cti v el y).  T h es e v al u es  w er e g e n er all y c o nsist e nt
wit h t h e r es ults of t h e s e mi q u a ntit ati v e n ati v e s u bstr at e ass a y
(Fi gs. 2 a n d 3 ).  T h e f a ct t h at  CI D 5 6 7 2 2 1 a p p e ars l ess p ot e nt i n
t h e g el- b as e d ass a y t h a n t h e fl u or es c e nt ass a y c a n b e e x pl ai n e d
o n t h e b asis t h at it e x hi bits s o m e q u e n c hi n g i n t h e 5 0 F A M
c h a n n el ( Fi g. S 3 ).  N e xt,  w e p erf or m e d titr ati o ns of  R N A s u b-
str at e i n t h e pr es e n c e of fi x e d c o n c e ntr ati o ns of e a c h i n hi bit or
t o g ai n i nsi g ht i nt o t h eir ki n eti c  m e c h a nis ms.  M o d eli n g t h es e
r es ults usi n g st e a d y-st at e e n z y m e ki n eti cs ( 3 8 ),  w e f o u n d t h at
CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1, a n d h e x a c hl or o p h e n e dis pl a y e d
mi x e d  m e c h a nis ms of i n hi biti o n (i n cr e as e d K m a n d d e cr e as e d
V m a x ),  w h er e as  CI D 5 2 2 0 9 9 4 a p p e ar e d t o b e c o m p etiti v e  wit h
s u bstr at e (i n cr e as e d K m o nl y), a n d I P A- 3  w as n o n c o m p etiti v e
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 5



Fi g ur e 3. I C 5 0 d et er mi n ati o n of l e a d c o m p o u n d s u si n g t h e F R E T- b a s e d  N s p 1 5 a cti vit y a s s a y. Pl ot s s h o wi n g  N s p 1 5 a cti vit y i n t h e pr e s e n c e of i n cr e a si n g
d o s e s of ( A ) CI D 5 2 2 0 9 9 4, (B ) CI D 5 2 6 6 9 8 6, (C ) CI D 5 6 7 5 2 2 1, (D ) h e x a c hl or o p h e n e, or (E ) I P A- 3.  N s p 1 5 ( 1 n g/μ l) a n d R N A s u b str at e ( 2 5 n g/μ l)  w er e i n c u b at e d
wit h c o m p o u n ds f or 1 2  mi n at 3 7 C. V al u e s  w er e n or m ali z e d t o a cti vit y i n t h e a b s e n c e of i n hi bit or. I C 5 0 v al u e s  w er e c al c ul at e d u si n g [i n hi bit or] v ers us
n or m ali z e d r e s p o n s e v ari a bl e sl o p e c ur v e s g e n er at e d b y  Gr a p h P a d Pri s m ( y = 1 0 0/( 1  + (I C 5 0 /[I])

Hill Sl o p e ));  m e a n  ± S D of r e pli c at e s i s s h o w n ( n  = 3).  All
e x p eri m e nt s  w er e r e p e at e d t hr e e ti m e s  wit h si mil ar r e s ult s.  N s p, n o n str u ct ur al pr ot ei n.

I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
( d e cr e as e d V m a x o nl y, Fi g. S 9 ).  C al c ul at e d K i v al u es f or t h e
i n hi bit ors r a n g e d fr o m 1 t o 7 3 μ M ( Fi g. S 9 F ). Fi n all y, t o
est a blis h if t h es e i n hi bit ors  w er e r e v ersi bl e or irr e v ersi bl e,  w e
o bt ai n e d r e a cti o n pr o gr ess c ur v es f oll o wi n g r el e as e of pr e-
i n c u b at e d e n z y m e– i n hi bit or c o m pl e x es b y dil uti o n (Fi g. 4 A ).
T h es e d at a r e v e al e d t h at  Ns p 1 5 a cti vit y  w as r est or e d o n c e
c o n c e ntr ati o ns of  CI D 5 2 2 0 9 9 4,  CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1,
a n d h e x a c hl or o p h e n e  w er e dr a m ati c all y l o w er e d,  w h er e as
I P A- 3 i n hi biti o n  w as irr e v ersi bl e.

Pr e vi o us st u di es h a v e c h ar a ct eri z e d I P A- 3 as a s el e cti v e,
all ost eri c, a n d irr e v ersi bl e i n hi bit or of t h e P a k 1 ki n as e ( 3 5 , 4 5 ).
I P A- 3 c o nt ai ns a c e ntr al dis ulfi d e b o n d ( Fi g. 2 G ), a n d  w hil e it
d o es n ot f or m  mi x e d dis ul fi d es  wit h s urf a c e- e x p os e d c yst ei n es
o n P a k 1, it c o v al e ntl y  m o di fi es c yst ei n es  wit hi n its r e g ul at or y
d o m ai n a n d bl o c ks bi n di n g t o its u pstr e a m a cti v at or,  C d c 4 2
(4 5 ).  T o t est if t h e I P A- 3  mi g ht b e i n hi biti n g  Ns p 1 5 vi a its
r e a cti v e dis ulfi d e gr o u p,  w e fi rst p erf or m e d  Ns p 1 5 cl e a v a g e
r e a cti o ns i n t h e pr es e n c e of st a n d ar d ( 1  m M) a n d hi g h
( 1 0  m M) c o n c e ntr ati o ns of  D T T r e d u ci n g a g e nt. Pr e vi o us
6 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
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w or k s h o w e d t h at  D T T c o n c e ntr ati o ns gr e at er t h a n 1  m M
r eli e v e d P a k 1 i n hi biti o n b y I P A- 3 ( 3 5 ). I n li n e  wit h t h es e r e-
s ults,  w e f o u n d t h at e x c ess  D T T n e arl y c o m pl et el y r e v ers e d
i n hi biti o n b y I P A- 3, i m pli c ati n g t hi ol gr o u ps i n its  m e c h a nis m
of i n hi biti o n ( Fi g. S 1 0 ).

W e us e d  T O F  m ass s p e ctr o m etr y t o f urt h er c h ar a ct eri z e t h e
i nt er a cti o n.  W e f o u n d t h at pr ei n c u b ati o n of  Ns p 1 5  wit h I P A- 3
r es ult e d i n a 3 3 3  D a p e a k s hift v ers us t h e a p o pr ot ei n
(Fi gs. 4 B a n d S 1 1 ), c orr es p o n di n g r o u g hl y t o t h e  m ol e c ul ar
w ei g ht of o n e I P A- 3  m ol e c ul e ( 3 5 0  D a).  N e xt,  w e att e m pt e d t o
m a p t h e l o c ati o n of t h e  m o di fi e d r esi d u es usi n g L C – M S/ M S.
T h er e ar e a t ot al of fi v e  C ys r esi d u es  wit hi n  Ns p 1 5, a n d s e v er al
of t h es e ar e k n o w n t o i n fl u e n c e  Ns p 1 5 a cti vit y ( 4 6 ).  W hil e  w e
w er e u n a bl e t o d et e ct a n y  m o di fi e d p e pti d es,  w e di d n ot e t h e
a bs e n c e of a p arti c ul ar p e pti d e s p e ci es, c orr es p o n di n g t o
a mi n o a ci ds 2 9 1 t o 3 0 8 i n  Ns p 1 5, i n t h e I P A- 3-tr e at e d s a m pl e
v ers us t h e c o ntr ol (Fi g. 4 C ). I m p ort a ntl y, t his p e pti d e c o n-
t ai n e d t w o c yst ei n es,  C ys 2 9 1 a n d  C ys 2 9 3, t h at  w er e r e c e ntl y
s h o w n t o f or m a d d u cts  wit h β - m er c a pt o et h a n ol (4 7 ).  Gi v e n
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Fi g ur e 4.  A s s e s s m e nt of i n hi bit or r e v er si bilit y a n d c h ar a ct eri z ati o n of c o v al e nt  m o di fi c ati o n s i m p art e d  b y I P A- 3. A , pl ot s h o wi n g  N s p 1 5 a cti vit y o v er
ti m e f oll o wi n g dil uti o n of i n hi bit or. E n z y m e ( 1 μ g)  w a s pr ei n c u b at e d  wit h t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s of i n hi bit or s i n a c ol d r o o m f or 6 0  mi n a n d s u b-
s e q u e ntl y dil ut e d 1: 5 0 i nt o r e a cti o n b uff er c o nt ai ni n g 1 μ M s u b str at e, at  w hi c h ti m e fl u or e s c e n c e  m e a s ur e m e nt s  w er e b e g u n ( t = 0).  M e a s ur e m e nt s  w er e
t a k e n e v er y 5  mi n f or a t ot al of 3 0  mi n.  A cti vit y v al u e s  w er e tr a n sf or m e d t o  mi cr o m ol ar r e a cti o n pr o d u ct u si n g a st a n d ar d c ur v e.  M e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 3).
P oi nt s  w er e fi t t o li n e ar e q u ati o n s. B , pl ot s h o wi n g i nt e n sit y v ers us m a s s t o c h ar g e r ati o di stri b uti o n f or u ntr e at e d  N s p 1 5 pr ot ei n ( bl a c k ) or  N s p 1 5 pr ot ei n
pr ei n c u b at e d  wit h I P A- 3 ( bl u e ), a s d et er mi n e d b y  M A L DI- T O F  m a s s s p e ctr o m etr y. T h e c al c ul at e d  m a s s i s i n di c at e d at t h e t o p of e a c h c e ntr al p e a k. T hi s
e x p eri m e nt  w a s r e p e at e d t hr e e ti m e s  wit h si mil ar r e s ult s. C , pl ot s h o wi n g i nt e n sit y v ers us ti m e, d et er mi n e d b y L C– M S/ M S, f or p e pti d e s d eri v e d fr o m
u ntr e at e d ( bl a c k ) or I P A- 3-tr e at e d (bl u e )  N s p 1 5 pr ot ei n. T h e s e q u e n c e of t h e p e pti d e c orr e s p o n di n g t o a mi n o a ci d s 2 9 1 t o 3 0 8 of  N s p 1 5,  w hi c h  w a s a b s e nt
i n t h e tr e at e d s a m pl e, i s i n di c at e d. D , c o m p ari s o n of t h e a cti vit y of  wil dt y p e  N s p 1 5  wit h  N s p 1 5- C 2 9 1 A/ C 2 9 3 A a n d  N s p 1 5- C 2 9 1 W/ C 2 9 3 W  m ut a nt pr ot ei n s
u si n g t h e F R E T- b a s e d a s s a y.  N s p 1 5 ( 1 n g/ μ l)  w a s i n c u b at e d  wit h 1 μ M s u b str at e, a n d r e a cti o n s  w er e all o w e d t o pr o c e e d f or 1 5  mi n.  A cti vit y  w a s n or m ali z e d
t o t h e  wil dt y p e pr ot ei n.  M e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 3). T hi s e x p eri m e nt  w a s r e p e at e d t hr e e ti m e s  wit h si mil ar r e s ult s. E , di a gr a m s h o wi n g t h e r e s ult s of a n  M D
si m ul ati o n c o m p ari n g t h e a cti v e sit e of  wil dt y p e  N s p 1 5 pr ot ei n t o t h at of a C 2 9 1 W/ C 2 9 3 W- N s p 1 5  m ut a nt pr ot ei n; d ur ati o n i s i n di c at e d o n t h e x - a xi s. T h e
a cti v e sit e i s c ol or e d i n or a n g e , a n d r e si d u es b ei n g s u b stit ut e d ar e s h o w n i n r e d.  M D,  m ol e c ul ar d y n a mi c s;  N s p, n o n str u ct ur al pr ot ei n.

I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
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I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
t his,  w e s p e c ul at e d t h at  C ys 2 9 1 a n d  C ys 2 9 3  mi g ht b e u n d er-
g oi n g s plit I P A- 3  m o di fi c ati o n ( h alf of t h e str u ct ur e),  w hi c h
w o ul d als o e x pl ai n t h e c orr es p o n di n g p e a k s hift.  M or e o v er, as
t h es e r esi d u es ar e a dj a c e nt t o L ys 2 9 0 a n d S er 2 9 4, t w o k e y
a cti v e sit e r esi d u es i n v ol v e d i n c at al ysis ( 1 9 , 2 0 ),  w e i n v esti-
g at e d  w h at eff e cts t h eir  m o di fi c ati o n  mi g ht h a v e o n  Ns p 1 5
e n z y m e a cti vit y.  W e g e n er at e d  C 2 9 1 A/ C 2 9 3 A a n d  C 2 9 1 W/
C 2 9 3 W  m ut a nt pr ot ei ns a n d f o u n d t h at s u bstit uti o n of t h es e
C ys r esi d u es  wit h  Al a r e d u c e d e n z y m e a cti vit y, a n d t h at
r e pl a c e m e nt  wit h  Tr p r esi d u es,  w hi c h st eri c all y  mi mi c t h e
b ul k y di p h e n yl of t h e s plit I P A- 3  m o di fi c ati o n, i n a cti v at e d t h e
e n z y m e ( Fi g. 4 D ).  W e a n al y z e d t h e  m ut a nt pr ot ei ns usi n g si z e-
e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y.  As s h o w n i n Fi g. S 1 2 ,  w e f o u n d
t h at t h e  wil dt y p e pr ot ei n a n d b ot h  m ut a nts yi el d e d si n gl e
p e a ks at si mil ar el uti o n v ol u m es ( 4 8 ).  W hil e gl o b al c h a n g es i n
str u ct ur e a n d h e x a m eri z ati o n c a n n ot b e f ull y r ul e d o ut as a
p ossi bl e e x pl a n ati o n f or t h e l oss of a cti vit y of t h e  m ut a nts,
m ol e c ul ar d y n a mi cs ( M D) si m ul ati o ns c o m p ari n g t h e str u c-
t ur e of  wil dt y p e  Ns p 1 5 (2 0 ) t o t h at of a c o m p ut ati o n all y
m o d el e d  C 2 9 1 W/ C 2 9 3 W  m ut a nt pr ot ei n r e v e al e d t h at t h e
b ul k y r esi d u es li k el y c a us e a dist orti o n of t h e a cti v e sit e.  T his
c o ul d l e a d t o i m p air e d s u bstr at e bi n di n g or i m pr o p er p osi-
ti o ni n g  wit hi n t h e c at al yti c c or e (Fi g. 4 E ).  T o g et h er, t h es e d at a
i n di c at e t h at I P A- 3 i n hi bits  Ns p 1 5 a cti vit y irr e v ersi bl y t hr o u g h
c o v al e nt  m o di fi c ati o n of  C ys r esi d u es, a n d t h at  C ys 2 9 1 a n d
C ys 2 9 3 ar e li k el y i m pli c at e d i n t h e  m e c h a nis m of i n hi biti o n.

W e att e m pt e d t o c o cr yst alli z e t h e r e v ersi bl e i n hi bit ors  wit h
Ns p 1 5 t o g ai n d e e p er i nsi g ht i nt o t h eir  m e c h a nis ms.  W hil e  w e
w er e a bl e t o g e n er at e a n o v el str u ct ur e of a n  Ns p 1 5- H 2 5 0 A
c at al yti c  m ut a nt pr ot ei n ( 2 6 ) (Fi gs. 1 B a n d S 1 3 ),  w e  w er e u n-
a bl e t o o bt ai n str u ct ur es f or t h e  Ns p 1 5 – i n hi bit or c o m pl e x es.
T h er ef or e,  w e us e d  m ol e c ul ar  m o d eli n g a n d  M D si m ul ati o n
st u di es as a n alt er n ati v e str at e g y. I n a d diti o n t o t h e pr e vi o usl y
r e p ort e d a cti v e sit e ( 2 0 ),  w e i d e ntifi e d a d e e p er all ost eri c
bi n di n g sit e o n t h e s urf a c e of t h e e n z y m e t h at c o ul d  m e di at e
i nt er a cti o ns  wit h t h e n o n c o m p etiti v e i n hi bit ors (Fi g. 5 A ).
S e v er al r esi d u es  wit hi n t his p o c k et i n cl u di n g  T yr 2 7 9 h a v e
pr e vi o usl y b e e n i m pli c at e d i n c h e mi c al i nt er a cti o ns  wit h
E x e br yl- 1 ( 5 ) a n d ot h er  Ns p 1 5 i n hi bit ors (3 2 ). I niti all y,  w e
d o c k e d t h e f o ur r e v ersi bl e i n hi bit ors i nt o b ot h t h e a cti v e a n d
all ost eri c sit es i n or d er t o d et er mi n e t h eir diff er e nti al af fi nit y
f or e a c h sit e. S u bs e q u e ntl y,  Ns p 1 5– i n hi bit or c o m pl e x es  w er e
s u bj e ct e d t o a 1 5 0 ns  M D si m ul ati o n i n or d er t o i n v esti g at e t h e
bi n di n g d y n a mi cs a n d fr e e e n er gi es of e a c h i n hi bit or i n b ot h
a cti v e a n d all ost eri c sit es. I n a gr e e m e nt  wit h o ur e x p eri m e nt al
d at a, t h e  M M P B S A bi n di n g af fi nit y of t h e c o m p etiti v e i n hi b-
it or  CI D 5 2 2 0 9 9 4  w as hi g h er i n t h e a cti v e sit e c o m p ar e d  wit h
t h e all ost eri c sit e (Fi g. 5 B ). I nt er esti n gl y, t h e  mi x e d i n hi bit ors
( CI D 5 2 6 6 9 8 6 a n d  CI D 5 6 7 5 2 2 1) e x hi bit e d affi nit y f or b ot h
bi n di n g sit es, alt h o u g h t h e af fi nit y f or t h e all ost eri c sit e  w as
si g nifi c a ntl y hi g h er ( Fi g. 5 B ).  U nf ort u n at el y,  w e  w er e u n a bl e t o
m o d el h e x a c hl or o p h e n e bi n di n g b e c a us e of its c hl ori n e at o ms
i nt erf eri n g  wit h t h e t ot al si m ul ati o n s yst e m c h ar g es.  Bi n di n g
m o d es of  CI D 5 6 7 5 2 2 1 i nt o t h e a cti v e sit e a n d all ost eri c sit e ar e
s h o w n i n Fi g ur e 5 , C a n d D ,  wit h t h e r es ulti n g a cti v e sit e
dist orti o n hi g hli g ht e d i n Fi g ur e 5 E .  D e pi cti o ns of t h e bi n di n g
m o d es of  CI D 5 2 2 0 9 9 4 a n d CI D 5 2 6 6 9 8 6 ar e pr es e nt e d i n
8 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
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Fi g. S 1 4 .  C oll e cti v el y, t h es e d at a pr o vi d e a t h e or eti c al b asis f or
t h e ki n eti c  m e c h a nis ms of t h e l e a d c o m p o u n ds a n d pr o vi d e
str u ct ur al i nsi g ht i nt o h o w t h es e  m ol e c ul es  m a y b e i n hi biti n g
Ns p 1 5 a cti vit y.

A s s a y of a bilit y of l e a d c o m p o u n d s t o s u p pr e s s S A R S- C o V- 2
r e pli c ati o n i n c ell s

T o tr a nsl at e o ur fi n di n gs t o c ells,  w e fi rst e v al u at e d t h e
t o xi cit y of t h e fi v e l e a d c o m p o u n ds usi n g a l u mi n es c e nt  A T P-
b as e d c ell vi a bilit y ass a y ( C ell Tit er- Gl o) i n  V er o  C C L- 8 1 c ells.
T h es e ar e  m o n k e y ki d n e y c ells t h at h a v e pr e vi o usl y b e e n us e d
as a  m o d el f or S A R S- C o V- 2 i nf e cti o n ( 4 9 ).  CI D 5 6 7 5 2 2 1 h a d a
v er y hi g h  C C 5 0 v al u e ( > 2 4 0 μ M),  w h er e as  CI D 5 2 2 0 9 9 4,
CI D 5 2 6 6 9 8 6, h e x a c hl or o p h e n e, a n d I P A- 3  w er e  m o d er at el y
t o xi c t o c ells at hi g h er d os es,  wit h  C C5 0 v al u es r a n gi n g fr o m

1 5 t o 4 2 μ M ( Fi g. S 1 5 ).  N e xt,  w e us e d a pl a q u e ass a y t o t est
t h e a bilit y of t h es e c o m p o u n ds t o i n hi bit pr o d u cti o n of i n-
f e cti o us S A R S- C o V- 2 viri o ns at s u bt o xi c c o n c e ntr ati o ns;
r e m d esi vir  w as us e d as a p ositi v e c o ntr ol.  As s h o w n i n
Fi g ur e 6 A ,  CI D 5 6 7 5 2 2 1, h e x a c hl or o p h e n e, I P A- 3, a n d t h e
p ositi v e c o ntr ol si g ni fi c a ntl y r e d u c e d vir al tit ers,  w h er e as t h e
eff e cts of  CI D 5 2 2 0 9 9 4 a n d  CI D 5 2 6 6 9 8 6  w er e n ot st atisti c all y
diff er e nt fr o m t h e c o ntr ol.

T o est a blis h t h e a p pr o xi m at e s el e cti vit y i n d e x es f or t h e
t hr e e bi o a cti v e c o m p o u n ds,  w e p erf or m e d d os e titr ati o ns a n d
m e as ur e d t h eir i n hi bit or y eff e cts o n vir al r e pli c ati o n a n d c ell
vi a bilit y i n p ar all el.  C ell ul ar I C 5 0 v al u es  w er e 2 0 μ M, 1 μ M,
a n d 1 0 μ M f or  CI D 5 6 7 5 2 2 1, h e x a c hl or o p h e n e, a n d I P A- 3,
r es p e cti v el y (Fi g. 6 , B – D ),  mirr ori n g o ur i n vitr o r es ults
(Fi g. 3 , C – E ).  Usi n g t h es e d at a i n c o m bi n ati o n  wit h t h e c yt o-
t o xi cit y  m e as ur e m e nts (Fi g. 6 , B – D ),  w e d et er mi n e d t h e
s el e cti vit y i n d e x of t h e s m all  m ol e c ul es t o b e  CI D 5 6 7 5 2 2 1

1 5, h e x a c hl or o p h e n e 1 6, a n d I P A- 3 5. Fi n all y, as c o m-
pl e m e nt ar y ass a ys f or ass essi n g vir us r e pli c ati o n a n d i nf e cti o n,
r es p e cti v el y,  w e  m e as ur e d i ntr a c ell ul ar S A R S- C o V- 2  R N A
usi n g q u a ntit ati v e  R T – P C R a n d ass ess e d l e v els of t h e vir al
s pi k e pr ot ei n i n c ells usi n g i m m u n o fl u or es c e n c e i n t h e
a bs e n c e or t h e pr es e n c e of e a c h c o m p o u n d.  W e f o u n d t h at all
t hr e e c o m p o u n ds si g nifi c a ntl y r e d u c e d vir al  R N A i n a d os e-
d e p e n d e nt  m a n n er ( Fi g. 6 , E – G ) a n d d e cr e as e d t h e pr es e n c e
of vir al s pi k e pr ot ei ns i n  V er o  C C L- 8 1 c ells ( Fi g. S 1 6 ).  T h es e
fi n di n gs est a blis h s e v er al n e w  Ns p 1 5 i n hi bit ors t h at a cti v el y
i n hi bit S A R S- C o V- 2 r e pli c ati o n i n c ells at n o nt o xi c d os es.

S el e cti vit y of i n hi bit or s a g ai n st  N s p 1 5 h o m ol o g s a n d
u nr el at e d pr ot ei n s

Ns p 1 5 fr o m S A R S- C o V- 2 is hi g hl y si mil ar t o h o m ol o gs
fr o m S A R S- C o V- 1 a n d  Mi d dl e E ast r es pir at or y s y n dr o m e
( M E R S) (Fi g. S 1 7 ), dis pl a yi n g a mi n o a ci d i d e ntit y of 8 8 % a n d
5 1 %, r es p e cti v el y ( 2 0 ).  B as e d o n t his,  w e  w o n d er e d if o ur l e a d
i n hi bit ors  mi g ht als o b e eff e cti v e i n i n hi biti n g t h es e r el at e d
e n z y m es.  W e t est e d t h e a bilit y of t h e fi v e l e a d c o m p o u n ds t o
i n hi bit t h e  Ns p 1 5 h o m ol o gs fr o m t h es e vir us es at t w o d os es
c orr es p o n di n g r o u g hl y t o t h e S A R S- C o V- 2 I C 5 0 a n d I C 1 0 0

v al u es. I n a gr e e m e nt  wit h o ur h y p ot h esis,  w e f o u n d t h at t h e
eff e cts of t h e c o m p o u n ds o n  Ns p 1 5 fr o m S A R S- C o V- 1  w er e



Fi g ur e 5.  Bi n di n g sit e a n al y si s a n d  m ol e c ul ar  m o d eli n g of s e v er al l e a d  N s p 1 5 i n hi bit or s. A , pr ot ei n str u ct ur e s s h o wi n g t h e  N s p 1 5 c at al yti c ( a cti v e) sit e
c ol or e d i n or a n g e a n d t h e i d e nti fi e d all o st eri c sit e c ol or e d i n gr e e n . B , fr e e e n er g y of bi n di n g f or s el e ct i n hi bit or s i n t h e a cti v e or all o st eri c p o c k et s. Bi n di n g
m o d e of t h e  mi x e d i n hi bit or CI D 5 6 7 5 2 2 1 i n si d e t h e ( C ) c at al yti c p o c k et or (D ) all o st eri c p o c k et of  N s p 1 5 aft er 1 5 0 n s of  M D si m ul ati o n.  H y dr o g e n b o n d s a n d
h y dr o p h o bi c c o nt a ct s ar e s h o w n u si n g d as h e d bl u e a n d r e d li n es, r e s p e cti v el y. E , di a gr a m hi g hli g hti n g t h e a cti v e sit e di st orti o n c a u s e d b y bi n di n g of
CI D 5 6 7 5 2 2 1 i nt o t h e all o st eri c sit e.  M D,  m ol e c ul ar d y n a mi c s;  N s p, n o n str u ct ur al pr ot ei n.

I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
virt u all y e q ui v al e nt t o t h os e o bs er v e d  wit h t h e S A R S- C o V- 2
e n z y m e,  wit h t h e e x c e pti o n of h e x a c hl or o p h e n e,  w hi c h  w as
l ess p ot e nt (Fi g. S 1 8 A ).  W e als o o bs er v e d s o m e d e gr e e of i n-
hi biti o n of  M E R S  Ns p 1 5 b y all l e a d c o m p o u n ds, al b eit  wit h
r e d u c e d p ot e n c y.  T his  w as es p e ci all y e vi d e nt f or  CI D 5 2 2 0 9 9 4
a n d  CI D 5 2 6 6 9 8 6, a n d t o s o m e e xt e nt I P A- 3,  w hi c h dis pl a y e d
o nl y  m o d est eff e cts ( Fi g. S 1 8 B ).  W e n e xt t est e d if t h es e c o m-
p o u n ds c o ul d i n hi bit t h e a cti vit y of  R N As e  A, a  m or e dist a ntl y
r el at e d  R N A e n d o n u cl e as e t h at us es a si mil ar c at al yti c  m e c h-
a nis m.  As s h o w n i n Fi g. S 1 8 C ,  w e di d n ot o bs er v e a n y i n hi-
biti o n of t his e n z y m e b y t h e c o m p o u n ds. Fi n all y,  w e t est e d t h e
eff e cts of t h e l e a d c o m p o u n ds o n a c o m pl et el y u nr el at e d
e n z y m e, t h e  N A D- d e p e n d e nt l ysi n e d e a c et yl as e SI R T 1 ( 4 0 ).  As
a nti ci p at e d, n o n e of t h e c o m p o u n ds i n hi bit e d SI R T 1 e n z y-
m ati c a cti vit y ( Fi g. S 1 8 D ). I n s u m, t h es e d at a s h o w t h at
2 2 8
CI D 5 2 2 0 9 9 4,  CI D 5 2 6 6 9 8 6,  CI D 5 6 7 5 2 2 1, h e x a c hl or o p h e n e,
a n d I P A- 3 ar e a bl e t o s el e cti v el y i n hi bit  Ns p 1 5 h o m ol o gs fr o m
m ulti pl e c or o n a vir us es  wit h o ut alt eri n g t h e a cti vit y of ot h er
R N A e n d o n u cl e as es a n d u nr el at e d e n z y m es.
Di s c u s si o n

O ut br e a ks of S A R S- C o V- 2 ar o u n d t h e  w orl d c o nti n u e, a n d
t h er e r e m ai ns a n e e d t o d e v el o p n e w t h er a p e uti cs t o e ns ur e
t h at tr e at m e nts a g ai nst e v ol v e d v ari a nts ar e a v ail a bl e (1 ). Fr o m
a s cr e e n of o v er 1 0 0, 0 0 0 s m all  m ol e c ul es,  w e i d e nti fi e d fi v e
pr o misi n g l e a d c o m p o u n ds t h at i n hi bit  Ns p 1 5 a cti vit y i n a
n ati v e s u bstr at e ass a y i n vitr o (Fi g. 2 ).  T hr e e of t h es e, h e x a-
c hl or o p h e n e, I P A- 3, a n d  CI D 5 6 7 5 2 2 1,  w er e eff e cti v e i n
bl o c ki n g S A R S- C o V- 2 vir al r e pli c ati o n i n c ells ( Fi g. 6 ).  T h e
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 9



Fi g ur e 6.  D et er mi n ati o n of a nti- S A R S- C o V- 2 a cti vit y of  N s p 1 5 i n hi bit or s i n c ell s. A , b ar gr a p h s h o wi n g S A R S- C o V- 2 r e pli c ati o n, a s d et er mi n e d b y vir al
pl a q u e a s s a y s, i n t h e a b s e n c e or t h e pr e s e n c e of  N s p 1 5 i n hi bit or s. V er o C C L- 8 1 c ell s  w er e i nf e ct e d  wit h S A R S- C o V- 2 ( M OI  = 0. 1) a n d tr e at e d  wit h a si n gl e
c o n c e ntr ati o n of r e m d e si vir ( p o siti v e c o ntr ol), CI D 5 2 2 0 9 9 4, CI D 5 2 6 6 9 8 6, CI D 5 6 7 5 2 2 1, h e x a c hl or o p h e n e, I P A- 3, or v e hi cl e ( D M S O). Tit er s  w er e d et er mi n e d b y
pl a q u e a s s a y of s u p er n at a nt s c oll e ct e d 2 4 h p o sti nf e cti o n a n d n or m ali z e d t o t h e  D M S O c o ntr ol.  M e a n  ± S D i s s h o w n ( n  = 2). Pl ot s s h o wi n g t h e eff e ct of
i n cr e a si n g c o n c e ntr ati o n s of (B ) CI D 5 6 7 5 2 2 1, (C ) h e x a c hl or o p h e n e, or (D ) I P A- 3 o n vir al i n hi biti o n (bl u e c ur v e ), a n d c ell vi a bilit y (r e d c ur v e). T h e  % i n hi biti o n
a n d  % vi a bilit y  w er e c al c ul at e d r el ati v e t o a  D M S O c o ntr ol s a m pl e. Vir al tit er s  w er e d et er mi n e d b y pl a q u e a s s a y f oll o wi n g a 2 4 h i nf e cti o n of V er o C C L-
8 1 c ell s i nf e ct e d  wit h S A R S- C o V- 2 ( M OI  = 0. 1) i n t h e a b s e n c e or t h e pr e s e n c e of c o m p o u n d s. C ell vi a bilit y  w a s a s s e s s e d at t h e s a m e ti m e p oi nt b y  m e a s uri n g
t h e i ntr a c ell ul ar  A T P l e v el s. I C5 0 a n d C C 5 0 v al u e s ar e i n di c at e d a b o v e t h e c ur v e s a n d  w er e c al c ul at e d b y fi tti n g p oi nt s t o a f o ur- p ar a m et er l o gi sti c c ur v e (y =
b ott o m  + ([I] Hill Sl o p e ) * (t o p − b ott o m)/([I] Hill Sl o p e + I C 5 0

Hill Sl o p e )) u si n g  Gr a p h P a d Pri s m.  M e a n  ± S D of t w o bi ol o gi c al r e pli c at e s i s s h o w n. Eff e ct of t h e i n di c at e d
d o s e s of ( E ) CI D 5 6 7 5 2 2 1, (F ) h e x a c hl or o p h e n e, or (G ) I P A- 3 o n l e v el s of S A R S- C o V- 2 vir al R N A i n V er o C C L- 8 1 c ell s a s d et er mi n e d b y q R T– P C R fr o m t ot al
c ell ul ar R N A f oll o wi n g a 2 4 h i nf e cti o n  wit h S A R S- C o V- 2 ( M OI  = 0. 1).  M e a n  ± S D ( n  = 2) i s s h o w n. * d e n ot e s p < 0. 0 5, * * d e n ot e s p < 0. 0 1, a n d * * * d e n ot e s
p < 0. 0 0 1 si g ni fi c a n c e u si n g a o n e-t ail e d St u d e nt ’s t t e st v ers us t h e  D M S O c o ntr ol s a m pl e.  D M S O, di m et h yl s ulf o xi d e;  M OI,  m ulti pli cit y of i nf e cti o n;  N s p,
n o n str u ct ur al pr ot ei n; q R T – P C R, q u a ntit ati v e R T – P C R; S A R S- C o V- 2, s e v er e a c ut e r e s pir at or y s y n dr o m e c or o n a vir u s 2.

I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e

1 0 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
2 2 9



I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
r es ults of t his st u d y a d d t o t h e gr o wi n g b o d y of e vi d e n c e ( 5 , 3 2 )
t h at s u g g ests f ull y o pti mi z e d  Ns p 1 5 i n hi bit ors c o ul d 1 d a y b e
e m pl o y e d as alt er n ati v e or c o m pl e m e nt ar y t h er a p e uti cs t o
c urr e nt st at e- of-t h e- art  C O VI D- 1 9 dr u gs.

Li pi ns ki ’s r ul e of 5 is a cl assi c pr e di ct or of h o w s uit a bl e a
m ol e c ul e  m a y b e as a dr u g ( 5 0 ).  T his t h e or y st at es t h at a dr u g-
li k e  m ol e c ul e s h o ul d ( 1) h a v e n o  m or e t h a n fi v e h y dr o g e n
b o n ds, ( 2) h a v e n o  m or e t h a n t e n h y dr o g e n b o n d a c c e pt ors, ( 3)
h a v e a  m ol e c ul ar  w ei g ht of < 5 0 0  D a, a n d ( 4) h a v e a li p-
o p hili cit y ( L o g P) v al u e of < 5 ( 5 0 ).  As s h o w n i n Fi g. S 1 9 , o ur
fi v e l e a d c o m p o u n ds f ul fi ll e d all t h es e crit eri a,  wit h t h e
e x c e pti o n of h e x a c hl or o p h e n e,  w hi c h h a d a l ar g er L o g P v al u e
of 7. 2 5.  H o w e v er, o ur e m piri c al d at a i d e nti fi e d s e v er al pr o p-
erti es of t h es e fi rst- g e n er ati o n i n hi bit ors t h at  w o ul d n e e d t o b e
r e v a m p e d t o r e ali z e t h eir t h er a p e uti c p ot e nti al. F or e x a m pl e,
b ot h  CI D 5 2 2 0 9 9 4 a n d  CI D 5 2 6 6 9 8 6, t h e t w o  w e a k est i n-
hi bit ors, c a us e d t o xi cit y i n c ells at c o n c e ntr ati o ns cl os e t o t h eir
i n vitr o I C5 0 v al u es ( Fi gs. 3 , 6 a n d S 1 5 ). I nt er esti n gl y,
CI D 5 2 6 6 9 8 6 b e ars stri ki n g str u ct ur al si mil arit y t o E x e br yl- 1, a
c o m p o u n d c urr e ntl y i n cli ni c al tri als f or t h e tr e at m e nt of
Al z h ei m er ’s dis e as e t h at  w as r e c e ntl y c h ar a ct eri z e d as a  mi x e d
i n hi bit or of  Ns p 1 5 (5 ).

H e x a c hl or o p h e n e ( N a b a c) h as a l o n g hist or y of us e as a
bi o ci d e i n t o ot h p ast e, s o a ps, a n d t o pi c al tr e at m e nts, alt h o u g h it
h as r e c e ntl y b e e n r e m o v e d fr o m  m a n y n o n pr es cri pti o n pr o d u cts
b e c a us e of c o n c er ns o v er n e ur ot o xi cit y ( 5 1 ). Its a nti mi cr o bi al
a cti vit y r es ults fr o m its a bilit y t o i n hi bit t h e  m e m br a n e- b o u n d
p art of t h e el e ctr o n tr a ns p ort c h ai n, l e a di n g t o i n hi biti o n of
r es pir ati o n a n d c ell l e a k a g e (5 2 ). I n a d diti o n, it i n hi bits a br o a d
r a n g e of diff er e nt e n z y m es, i n cl u di n g p h os p h at as es s u c h as
S H P 2 ( 5 3 ), a d e n yl yl c y cl as es (5 4 ), a n d s u c ci n at e d e h y dr o g e n as e
(5 5 ).  O ur d at a s h o w t h at h e x a c hl or o p h e n e als o p ot e ntl y i n hi bits
t h e  Ns p 1 5 e n z y m e a n d bl o c ks S A R S- C o V- 2 vir al r e pli c ati o n i n
c ells  wit h a n I C 5 0 of 1 t o 2 μ M ( Fi gs. 3 a n d 6 ).  W hil e  w e ar e
t h e fi rst t o r e p ort i n hi biti o n of  Ns p 1 5 b y t his c o m p o u n d, s e v er al
p ast st u di es h a v e i m pli c at e d h e x a c hl or o p h e n e i n r el at e d a nti vir al
a cti vit y. F or e x a m pl e, a pr e vi o us p u bli c ati o n s h o w e d t h at
h e x a c hl or o p h e n e a br o g at e d S A R S- C o V- 2 r e pli c ati o n i n  V er o
c ells ( 5 6 ).  M or e o v er, a s e p ar at e p u bli c ati o n c h ar a ct eri z e d
h e x a c hl or o p h e n e as a c o m p etiti v e i n hi bit or of t h e 3 C L pr ot e as e
fr o m S A R S- C o V- 1 (5 7 ).  W hil e its pr o mis c uit y, t o xi cit y, a n d
c h e mi c al pr o p erti es pr e cl u d e it fr o m b ei n g us e d s yst e mi c all y,
o ur fi n di n gs s u g g est t h at h e x a c hl or o p h e n e c o ul d b e a pr o misi n g
a d diti v e t o t o pi c al f or m ul ati o ns ai m e d at r e d u ci n g t h e s pr e a d of
C O VI D- 1 9 vi a h a n d a n d s ki n s a niti z ati o n. F or e x a m pl e, t h e
pr es cri pti o n s ki n cl e a n er p His o H e x c o nt ai ns a 3 %  w/ w e m ulsi o n
of h e x a c hl or o p h e n e,  w hi c h c orr es p o n ds t o a c o n c e ntr ati o n of
7 3. 7  m M ( 5 8 ).  W hil e t o pi c al a g e nts usi n g t his d os e c arr y s o m e
ris k b e c a us e of a bs or pti o n a n d t o xi cit y ( 5 1 ), o ur r es ults i n di c at e
t h at a d os e 1 0, 0 0 0 ti m es l o w er ( Fi g. 6 )  w o ul d b e s uffi ci e nt t o
bl o c k S A R S- C o V- 2 r e pli c ati o n.

S A R S- C o V- 2  Ns p 1 5 c o nt ai ns fi v e c yst ei n e r esi d u es ( C ys 1 0 3,
C ys 1 1 7,  C ys 2 9 1,  C ys 2 9 3, a n d  C ys 3 3 4) t h at h a v e b e e n i m pli-
c at e d i n s u b u nit oli g o m eri z ati o n ( 5 9 ) a n d i nt er a cti o ns  wit h t h e
R N A s u bstr at e ( 4 7 ).  O ur fi n di n g t h at I P A- 3 i n hi bits  Ns p 1 5
a cti vit y t hr o u g h p ot e nti al c o v al e nt  m o di fi c ati o n of c yst ei n es is
s u p p ort e d b y pr e vi o us  w or k d e m o nstr ati n g t h e s a m e  m o d e of
2 3 0
a cti o n a g ai nst t h e P a k 1 ki n as e ( 6 0 ).  W hil e t h er e is a 1 6 t o
1 8  D a dis cr e p a n c y b et w e e n t h e s u m of t h e  m ass es of  Ns p 1 5
a n d I P A- 3 ( 4 2, 2 5 7  D a) a n d t h e e x p eri m e nt all y d et er mi n e d
m ass f or t h e  m ai n  Ns p 1 5-I P A- 3 a d d u ct ( 4 2, 2 4 0  D a), t his c o ul d
b e e x pl ai n e d b y t h e l oss of o n e h y dr o x yl gr o u p o n I P A- 3,
al o n e, or i n c o m bi n ati o n  wit h t h e l oss of r e d u c e d c yst ei n e
h y dr o g e ns o n t h e pr ot ei n d uri n g c o v al e nt r e a cti o n.  H o w e v er,
f urt h er i n v esti g ati o n is n e e d e d t o el u ci d at e t h e e x a ct c h e mistr y
of t h e r e a cti o n.  O ur ass erti o n t h at  C ys 2 9 1 a n d  C ys 2 9 3 ( Fi g. 4 )
pl a y a cr u ci al r ol e i n t his pr o c ess is s u p p ort e d b y a pr e vi o us
cr y o- E M st u d y t h at d esi g n at e d t h es e r esi d u es as r e a cti v e ( 4 7 ).
M or e o v er,  m o d eli n g fr o m t his st u d y i n di c at e d t h at  C ys 2 9 1
m a y p arti ci p at e i n s u bstr at e i nt er a cti o ns i n t h e p ost cl e a v a g e
st at e of t h e e n z y m e ( 4 7 ).  O ur i n d e p e n d e nt d o c ki n g a n d
si m ul ati o n st u di es s h o w t h at  m o di fi c ati o n of t h es e r esi d u es b y
b ul k y ar o m ati c gr o u ps, s u c h as t h os e f o u n d  wit hi n I P A- 3,
c a us es a dist orti o n i n t h e a cti v e sit e t h at  m a y i m p air s u b-
str at e p ositi o ni n g a n d/ or r el e as e ( Fi g. 4 E ).  T his fi n di n g  w as
c o n fi r m e d e x p eri m e nt all y b y o ur  m ut ati o n st u di es s h o wi n g
t h at s u bstit uti o n of t h es e r esi d u es  wit h tr y pt o p h a n r es ults i n a
l oss of e n z y m e a cti vit y (Fi g. 4 D ). Fi n all y, t h e f a ct t h at I P A- 3
i n hi bits  Ns p 1 5 fr o m S A R S- C o V- 1 a n d S A R S- C o V- 2  wit h
e q u al p ot e n c y, b ut s h o ws r e d u c e d eff e ct o n t h e  M E R S h o-
m ol o g ( Fi g. S 1 8 ), c o ul d b e e x pl ai n e d o n t h e b asis of t h e c o n-
s er v ati o n of b ot h  C ys 2 9 1/ C ys 2 9 3 a m o n gst t h e S A R S vir us es
b ut o nl y  C ys 2 9 3 i n  M E R S ( Fi g. S 1 7 ).

I P A- 3 h as pr e vi o usl y b e e n c h ar a ct eri z e d as a n is of or m-
s el e cti v e n o n- A T P c o m p etiti v e i n hi bit or of t h e p 2 1- a cti v at e d
ki n as e P a k 1, a n d it is c urr e ntl y b ei n g i n v esti g at e d as a p ot e n-
ti al a nti c a n c er dr u g (3 5 , 6 0 ).  W hil e i niti al r e p orts s h o w e d t h at
I P A- 3 di d n ot r e a ct  wit h s urf a c e- e x p os e d c yst ei n es o n P a k 1
(3 5 ), l at er r e p orts d e m o nstr at e d its  m e c h a nis m of i n hi biti o n t o
b e c o v al e nt  m o di fi c ati o n of t h e pr ot ei n r e g ul at or y d o m ai n
(4 5 ).  C o v al e nt i n hi bit ors bi n d t o t ar g ets i n t w o disti n ct st e ps:
( 1) e q uili bri u m b o n d f or m ati o n or r e v ersi bl e i nt er a cti o n a n d
( 2) c o v al e nt b o n d f or m ati o n or irr e v ersi bl e i nt er a cti o n (6 1 ).
D es pit e pr e vi o usl y b ei n g cl assi fi e d as P AI N  m ol e c ul es ( 6 2 ),
m o d er n c o v al e nt i n hi bit ors ar e e m er gi n g  wit h a d v a nt a g es o v er
tr a diti o n al  m e c h a nisti c i n hi bit ors, i n cl u di n g i n cr e as e d p o-
t e n c y, t h e a bilit y t o t ar g et s h all o w bi n di n g sit es, a n d d ef e ns e
a g ai nst dr u g r esist a n c e ( 6 1 ). I n f a ct, t h e r e c e ntl y a p pr o v e d
C O VI D- 1 9 dr u g p a xl o vi d a cts t hr o u g h r e v ersi bl e c o v al e nt i n-
hi biti o n of t h e 3 C L pr ot e as e ( 6 3 ).  Alt h o u g h I P A- 3 i n hi bits
m ulti pl e e n z y m es a n d is n ot s p e ci fi c f or  Ns p 1 5 ( 3 5 ),  m e di ci n al
c h e mistr y  w or k c o ul d b e p erf or m e d t o r e fi n e its bi n di n g
s el e cti vit y.  M or e o v er, t h e n o v el  m e c h a nis m of c o v al e nt i n hi-
biti o n of  Ns p 1 5 i n v ol vi n g  C ys 2 9 1/ 2 9 3 dis c o v er e d i n t his st u d y
c o ul d b e e x pl oit e d t o d e v el o p n e w r ati o n all y d esi g n e d  Ns p 1 5
i n hi bit ors.

CI D 5 6 7 5 2 2 1 is a n o v el c o m p o u n d b as e d o n a r h o d a ni n e
s c aff ol d,  w hi c h is f o u n d i n dr u gs s u c h as t h e al d os e r e d u ct as e
i n hi bit or e p alr est at (6 4 ).  T his s m all  m ol e c ul e d e m o nstr at e d
ef fi c a c y a g ai nst S A R S- C o V- 2  wit h a n I C 5 0 of < 2 0 μ M a n d  w as
t h e l e ast t o xi c of a n y l e a d hit i n o ur st u d y (Fi gs. 6 a n d S 1 5 ).
O ur ki n eti c e x p eri m e nts r e v e al e d t h at t his c o m p o u n d h a d a n
a p p ar e nt  mi x e d  m o d e of i n hi biti o n ( Fi g. S 9 ).  H o w e v er, o ur
str u ct ur al st u di es s u g g est a pri m aril y n o n c o m p etiti v e
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 1 1



I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
m e c h a nis m of i n hi biti o n f or  CI D 5 6 7 5 2 2 1, st e m mi n g fr o m t h e
f or m ati o n of  m ulti pl e h y dr o g e n b o n ds  wit h r esi d u es l o c at e d i n
t h e  N-t er mi n al all ost eri c p o c k et, i n cl u di n g  T yr 2 7 9,  As n 2 0 0,
S er 2 7 4, a n d  As n 2 7 3 ( Fi g. 5 , D a n d E ).  W e o bs er v e d t h at
bi n di n g of  CI D 5 6 7 5 2 2 1 t o t h e all ost eri c sit e dist orts  Gl n 3 4 7,
a n ess e nti al r esi d u e of t h e  Ns p 1 5 c at al yti c sit e ( Fi g. 5 , D a n d E ).
M or e pr e cis el y,  CI D 5 6 7 5 2 2 1 e x erts str u ct ur al str ai n o n
Gl n 3 4 7, s h ort e ni n g t h e dist a n c e b et w e e n it a n d  V al 2 9 2 fr o m
1 6. 6 t o 4. 8  Å, c a usi n g cl os ur e of o n e si d e of t h e c at al yti c sit e
(Fi g. 5 E ).  W hil e  w e s p e c ul at e t h at  CI D 5 6 7 5 2 2 1- m e di at e d
Ns p 1 5 i n hi biti o n is c a us e d  m ostl y b y bi n di n g t o t h e all o-
st eri c a n d n ot t h e a cti v e sit e, o ur o bs er v ati o ns d uri n g t h e  M D
si m ul ati o n d o a c c o u nt f or  mi x e d i n hi bit or y eff e cts ( Fi g. 5 ).

B as e d o n t his  m o d el, s e v er al r e fi n e m e nts t o t h e c h e mi c al
str u ct ur e of  CI D 5 6 7 5 2 2 1 c a n b e pr o p os e d. F or e m ost,  w e
pr o p os e eli mi n ati n g t h e nitr o gr o u p fr o m t h e  m ol e c ul e, as t his
m oi et y h as cl assi c all y b e e n c o nsi d er e d a t o xi c o p h or e b y  m e-
di ci n al c h e mists ( 6 5 ).  O ur i n sili c o m o d el i n di c at es t h at bi o-
is ost eri c r e pl a c e m e nt of t his gr o u p  wit h a c ar b o x yli c a ci d
w o ul d n ot alt er  m ol e c ul ar st a bilit y or af fi nit y of t h e i n hi bit or
f or t h e all ost eri c p o c k et. I n a d diti o n,  w e h y p ot h esi z e t h at
i ntr o d u cti o n of a h y dr o x yl gr o u p t o t h e ort h o p ositi o n of t h e
b e n z e n e ri n g, r es ulti n g i n a h y dr o g e n b o n d g ai n,  w o ul d i m p os e
a d diti o n al str ai n o n  T yr 2 7 9 a n d  Gl n 3 4 7.  W hil e t h es e  m o di fi -
c ati o ns ar e o nl y b as e d o n pr eli mi n ar y str u ct ur al st u di es,  w e
s p e c ul at e t h at  CI D 5 6 7 5 2 2 1 is a n attr a cti v e l e a d hit f or f urt h er
d e v el o p m e nt usi n g  m e di ci n al c h e mistr y a p pr o a c h es.

O v er all, t his st u d y i d e nti fi es a s et of fi v e l e a d i n hi bit ors f or
S A R S- C o V- 2  Ns p 1 5, a pr o misi n g c or o n a vir us dr u g t ar g et ( 2 9 ),
t h at o p er at e t hr o u g h di v ers e r e v ersi bl e a n d irr e v ersi bl e ( c o-
v al e nt)  m e c h a nis ms.  W e pr o p os e t h at d eri v ati z ati o n of t h es e
m ol e c ul es t hr o u g h c h e mistr y, s u p p ort e d b y a d diti o n al cr ys-
t all o gr a p hi c st u di es, a n d/ or r ati o n al d esi g n of n e w  m ol e c ul es
t h at h ar n ess t h e  m e c h a nis ms d es cri b e d i n t his  w or k, c o ul d l e a d
t o s e c o n d- g e n er ati o n i n hi bit ors  wit h i m pr o v e d p ot e n c y a n d
dr u g-li k e pr o p erti es.  As  m a n y of t h es e s c aff ol ds ar e a cti v e
a g ai nst  Ns p 1 5 v ari a nts fr o m ot h er c or o n a vir us es ( Fi g. S 1 8 ),
o pti mi z e d  Ns p 1 5 i n hi bit or t h er a p e uti cs  w o ul d b e us ef ul n ot
o nl y f or t h e tr e at m e nt of  C O VI D- 1 9 b ut als o i nf e cti o ns fr o m
S A R S- C o V- 1,  M E R S, a n d r el at e d c or o n a vir us es t h at ar e
k n o w n or y et t o b e dis c o v er e d.
E x p eri m e nt al  pr o c e d ur e s

C o n str u ct s a n d cl o ni n g

T h e s e q u e n c e e n c o di n g  wil dt y p e S A R S- C o V- 2  Ns p 1 5 pr o-
t ei n ( Pr ot ei n  D at a  B a n k [ P D B] I D: 6 V W W) (2 0 )  w as c o d o n
o pti mi z e d f or b a ct eri al e x pr essi o n a n d p ur c h as e d as a c ust o m
g e n e s y nt h esis pl as mi d fr o m I D T ( T a bl e S 1 ).  T his s e q u e n c e
w as P C R a m pli fi e d usi n g pri m ers f o u n d i n T a bl e S 2 a n d
i ns ert e d i nt o a p E T- b as e d v e ct or ( d eri v e d fr o m p C 0 1 3;
A d d g e n e # 9 0 0 9 7) usi n g t h e  N E B uil d er  Hi Fi  D N A ass e m bl y
cl o ni n g kit ( N E B), a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er ’s i n-
str u cti o ns.  T h e r es ulti n g c o nstr u ct  w as v eri fi e d b y S a n g er
s e q u e n ci n g usi n g  T 7 pri m ers ( T a bl e S 2 ).  T h e Δ 0 – 2 8
Δ 3 3 6 – 3 4 7  Ns p 1 5  m ut a nt c o nstr u ct  w as pr e p ar e d i n a si mil ar
f as hi o n usi n g its s p e cifi c pri m ers ( T a bl e S 2 ).  T o pr e p ar e t h e
1 2 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
2 3 1
Ns p 1 5  H 2 5 0 A,  C 2 9 1 A/ C 2 9 3 A, a n d  C 2 9 1 W/ C 2 9 3 W  m ut a nts,
Q 5 sit e- dir e ct e d  m ut a g e n esis ( N E B)  w as p erf or m e d o n t h e
wil dt y p e  Ns p 1 5 c o nstr u ct usi n g t h e pri m er s e q u e n c es i n cl u d e d
i n T a bl e S 2 , as p er t h e  m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. S e q u e n c es
c orr es p o n di n g t o S A R S- C o V- 1  Ns p 1 5 a n d  M E R S  Ns p 1 5  w er e
or d er e d as b a ct eri al c o d o n- o pti mi z e d g Bl o c ks fr o m I D T (s e-
q u e n c es i n T a bl e S 1 ) a n d  w er e cl o n e d i nt o t h e  B a m HI a n d
Hi n dIII r estri cti o n sit es of a p E T- 2 8 B( +) pl as mi d.  All pl as mi ds
w er e v ali d at e d b y s e q u e n ci n g.

N s p 1 5 pr ot ei n p uri fi c ati o n

Wil dt y p e a n d  m ut a nt  Ns p 1 5 pr ot ei ns  w er e p uri fi e d as pr e-
vi o usl y d es cri b e d ( 2 0 ),  wit h s e v er al  m o difi c ati o ns.  Bri e fl y,
B L 2 1( D E 3) p L Ys S c ells  w er e tr a nsf or m e d  wit h pl as mi ds
e n c o di n g  Ns p 1 5. St art er c ult ur es  w er e gr o w n o v er ni g ht
( 1 6 h) at 3 7 C  wit h 5  ml of L B br ot h i n t h e pr es e n c e of
5 0 μ g/ ml c ar b e ni cilli n.  A b o ut 1  ml of t his c ult ur e  w as t h e n us e d
t o i n o c ul at e 2 l of L B– c ar b e ni cilli n, a n d t his c ult ur e  w as gr o w n
as a b o v e u ntil a n a bs or b a n c e of 0. 6 at 6 0 0 n m  w as r e a c h e d.
F oll o wi n g t his, I P T G  w as a d d e d t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of
1  m M, a n d t h e c ult ur e  w as i n c u b at e d at 1 8 C o v er ni g ht.  C ells
w er e p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n at 3 5 0 0 g f or 1 5  mi n a n d
r es us p e n d e d i n l ysis b uff er ( 2 0  m M  Tris – Cl, p H 7. 5, 2 5 0  m M
N a Cl, 5  m M i mi d a z ol e, p H 8. 0) s u p pl e m e nt e d  wit h  R o c h e
C o m pl et e  Ultr a pr ot e as e i n hi bit or ( Si g m a) a n d 0. 1  M P M S F.
T h e  mi xt ur e  w as i n c u b at e d o n i c e f or 3 0  mi n b ef or e b ei n g
s o ni c at e d ( 1 5 s p uls e- o n a n d 5 9 s p uls e- off f or a t ot al of 1 5  mi n
at 5 5 % a m plit u d e).  C ell ul ar d e bris  w as p ell et e d b y c e ntrif u gi n g
at 2 8, 0 0 0 g f or 1 h.  N e xt, t h e l ys at e  w as c oll e ct e d a n d s u bj e ct e d
t o fi lt eri n g t hr o u g h a 0. 4 5 μ M p ol y vi n yli d e n e di fl u ori d e
m e m br a n e.  T h e fi lt er e d l ys at e  w as l o a d e d o nt o a 1  ml  His Tr a p
H P c ol u m n ( Si g m a) a n d p uri fi e d usi n g a n  A K T A St art S yst e m
( C yti v a).  T h e c ol u m n  w as  w as h e d  wit h b uff er ( 2 0  m M  Tris– Cl,
p H 8. 0, 2 5 0  m M  N a Cl, 1 0  m M i mi d a z ol e, p H 8. 0) u ntil  U V
b as eli n e  w as r e a c h e d a n d s u bs e q u e ntl y el ut e d i n gr a di e nt
f as hi o n.  T h e fi n al el uti o n b uff er  w as c o m pris e d of 2 0  m M  Tris –
Cl, p H 8. 0, 2 5 0  m M  N a Cl, 2 5 0  m M i mi d a z ol e, p H 8. 0. P o ol e d
pr ot ei n fr a cti o ns  w er e c o n c e ntr at e d  wit h a Pi er c e Pr ot ei n
c o n c e ntr at or 1 0 K ( T h er m o).  D uri n g c o n c e ntr ati o n, t h e b uff er
w as e x c h a n g e d  wit h 2 0  m M 3 0  H e p es – K O H, p H 7. 5, 5 0 0  m M
N a Cl, 1  m M  D T T, a n d 1 0 % gl y c er ol.  C o n c e ntr at e d pr ot ei n  w as
ali q u ot e d a n d st or e d at − 8 0 C u ntil us a g e. Pr ot ei n c o n c e n-
tr ati o n  w as  m e as ur e d usi n g t h e  D T T-r esist a nt Pi er c e 6 6 0 n M
Pr ot ei n  B C A  Ass a y kit ( T h er m o).

N s p 1 5 F R E T- b a s e d a cti vit y a s s a y

W e a d a pt e d a pr e vi o usl y d es cri b e d F R E T- b as e d ass a y,
w hi c h e m pl o ys a ur a cil- c o nt ai ni n g  R N A s u bstr at e t h at is
fl a n k e d b y fl u or o p h or e a n d q u e n c h er  m oi eti es ( 2 1 ). S e q u e n c es
f or t h e s u bstr at es ar e list e d i n T a bl e S 3 .  R e a cti o ns  w er e s et u p
i n bl a c k 9 6- w ell fl at- b ott o m p ol yst yr e n e pl at es ( C or ni n g) i n
6 0 μ l v ol u m e of r e a cti o n b uff er ( 2 5  m M  H e p es, 5 0  m M  N a Cl,
5  m M  M n Cl 2 , a n d 1  m M  D T T) a n d c o nt ai n e d 1 n g/μ l  Ns p 1 5
a n d 1 μ M s u bstr at e u nl ess ot h er wis e st at e d.  W h er e a p pli c a bl e,
c o m p o u n ds  w er e diss ol v e d i n  D M S O a n d s u bs e q u e ntl y a d d e d
t o t h e r e a cti o n ( D M S O c o n c e ntr ati o n  w as k e pt t o l ess t h a n



I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
1 %).  R e a cti o ns  w er e i n c u b at e d at 3 7 C f or t h e i n di c at e d ti m es
a n d r e a d at e x cit ati o n/ e missi o n  w a v el e n gt hs of 4 9 0/ 5 2 0 n m f or
F A M or 6 4 5/ 6 7 0 n m f or  C y 5 usi n g a S p e ctr a M a x i 3 x s p e c-
tr o p h ot o m et er ( M ol e c ul ar  D e vi c es).

H T S

S cr e e ni n g  w as p erf or m e d at t h e  Hi g h  C o nt e nt  A n al ysis  C or e
f a cilit y at t h e  U ni v ersit y of  Al b ert a a n d at t h e  Bi of a ct ori al  Hi g h
T hr o u g h p ut  Bi ol o g y F a cilit y at t h e  U ni v ersit y of  Britis h
C ol u m bi a.  T h e li br ar y of c o m p o u n ds s cr e e n e d  w as c o m pris e d
of r o u g hl y 3 0, 0 0 0 c o m p o u n ds fr o m t h e  C a n a di a n  C h e mi c al
Bi ol o g y  N et w or k c oll e cti o n, 1 2 8 0 fr o m L O P A C, 3 0 4 0 fr o m t h e
Ti m T e c c oll e cti o n, 5 0, 0 0 0 fr o m t h e  C h e m Bri d g e  DI V E R S et
c oll e cti o n, a n d 2 4, 0 0 0  C h e m Bri d g e c o m p o u n ds fr o m t h e
Gl y c o N et c oll e cti o n.  C o m p o u n d o v erl a p b et w e e n t h e c oll e c-
ti o ns  w as < 0. 1 %.  R e a g e nts  w er e distri b ut e d i nt o 3 8 4- w ell bl a c k
fl at b ott o m pl at es ( Gr ei n er) usi n g eit h er a J A N U S 3 8 4- w ell
li q ui d h a n dli n g s yst e m ( P er ki n El m er) or a n E c h o 5 2 5 a c o usti c
dis p e ns er ( B e c k m a n  C o ult er) c o nt ai n e d i n a L a b c yt e  A c c ess
W or kst ati o n.  T h e r e a cti o n s et u p  w as si mil ar t o t h at d es cri b e d
pr e vi o usl y, i n  w hi c h t h e fi n al c o n c e ntr ati o n of  Ns p 1 5  w as 1 n g/
μ l a n d t h at of  R N A  w as 0. 5 μ M.  T h e r e a cti o n v ol u m e  w as
2 0 μ l. S e q u e n c es f or t h e p ositi v e c o ntr ol,  R N A 2, a n d  C y 5  R N A
s u bstr at es ar e list e d i n T a bl e S 3 .  C o m p o u n ds  w er e diss ol v e d i n
D M S O a n d s cr e e n e d at a fi n al c o n c e ntr ati o n of r o u g hl y
1 0 μ M.  D M S O  wit h o ut a n y i n hi bit ors  w as us e d as a n e g ati v e
c o ntr ol, a n d eit h er 1 0 0 μ M of b e n z o p ur p uri n  B or a r e a cti o n
wit h o ut  Ns p 1 5  w as us e d as a p ositi v e c o ntr ol.  R e a di n gs  w er e
t a k e n at e x cit ati o n/ e missi o n  w a v el e n gt hs of 4 9 0/ 5 2 0 n m f or
F A M or 6 4 5/ 6 7 0 n m f or  C y 5.  R e a d 1  m e as ur e d a ut o-
fl u or es c e n c e i n a r e a cti o n  mi xt ur e c o nt ai ni n g b uff er,  Ns p 1 5,
a n d c o m p o u n d. S u bs e q u e ntl y,  R N A s u bstr at e  w as a d d e d, a n d
f oll o wi n g i n c u b ati o n at 3 7 C i n a h u mi di fi e d i n c u b at or f or
2 0  mi n, t h e r e a cti o n  w as st o p p e d b y a d diti o n of 1 0 0  m M
E D T A a n d r e a d 2  w as p erf or m e d.  Aft er t h e a d diti o n of 1 μ M of
p ositi v e c o ntr ol F A M- R N A ( T a bl e S 3 ) t o t h e r e a cti o n, r e a d 3
w as t a k e n t o t est f or p ot e nti al q u e n c hi n g. P er c e nt i n hi biti o n
v al u es  w er e c al c ul at e d as f oll o ws: (r e a d 2 − r e a d 1)/ a v er a g e
n e g ati v e c o ntr ol.  C o m p o u n ds t h at  w er e f o u n d t o q u e n c h t h e
p ositi v e c o ntr ol b y > 5 0 % i n r e a d 3  w er e e x cl u d e d fr o m f urt h er
a n al ysis.

A m pl e x R e d a s s a y

R e d o x r e a cti vit y of t h e l e a d c o m p o u n ds  w as ass ess e d usi n g
t h e  A m pl e x  R e d  H y dr o g e n P er o xi d e/ P er o xi d as e  Ass a y  Kit
(I n vitr o g e n), a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns.
Bri e fl y, t est c o m p o u n ds  w er e dil ut e d i n ass a y b uff er t o a fi n al
c o n c e ntr ati o n of 1 0 0 μ M i n t h e pr es e n c e of t h e i n di c at e d
c o n c e ntr ati o ns of  D T T i n 9 6- w ell pl at es.  H y dr o g e n p er o xi d e at
a c o n c e ntr ati o n of 1 0 μ M  w as us e d as a p ositi v e c o ntr ol.  T h e
r e a cti o n  w as st art e d b y a d diti o n of 0. 2  U/ ml h ors er a dis h
p er o xi d as e a n d 5 0 μ M fi n al c o n c e ntr ati o n of  A m pl e x  R e d r e-
a g e nt.  T h e r e a cti o n  w as i n c u b at e d i n t h e d ar k f or 1 5  mi n at
r o o m t e m p er at ur e. Pl at es  w er e r e a d usi n g a S p e ctr a M a x i 3 x
s p e ctr o p h ot o m et er at e x cit ati o n a n d e missi o n  w a v el e n gt hs of
5 6 0 n m a n d 5 9 0 n m, r es p e cti v el y.
2 3 2
N s p 1 5 n ati v e R N A cl e a v a g e a s s a y

T h e n ati v e  R N A cl e a v a g e ass a ys e m pl o y e d a 3 1 n u cl e oti d e
( nt) ss R N A (I D T a n d  Bi os y nt h esis)  wit h t h e s e q u e n c e
5 0-r Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ur Ar-
Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar Ar A- 3 0,  w h os e cl e a v a g e at t h e “r U” sit e r e-
s ults i n 2 1 nt a n d 1 0 nt fr a g m e nts.  T h e r e a cti o n  w as s et u p i n a
1 0 μ l v ol u m e c o nt ai ni n g a fi n al c o n c e ntr ati o n of 7. 5 n g/ μ l
Ns p 1 5 a n d 2 5 0 n g of  R N A i n ass a y b uff er ( 2 5  m M  H e p es,
5 0  m M  N a Cl, 5  m M  M n Cl 2 , a n d 1  m M  D T T) a n d all o w e d t o
r u n f or t h e i n di c at e d ti m e. Pri or t o g el l o a di n g, s a m pl es  w er e
pr e p ar e d  wit h 2 × f or m a mi d e- b as e d  R N A l o a di n g d y e ( N E B)
a n d  w er e b oil e d at 9 5 C f or 5  mi n. S a m pl es  w er e el e ctr o-
p h or es e d o n a d e n at uri n g 1 5 %  Mi ni- Pr ot e a n  T B E – U R E A
p ol y a cr yl a mi d e g el ( Bi o- R a d) at 2 0 0  V f or 4 0  mi n at r o o m
t e m p er at ur e.  G els  w er e st ai n e d  wit h S Y B R  G ol d ( T h er m o
Fis h er) f or 2 0  mi n a n d i m a g e d at  C y 3 fl u or es c e nt c h a n n els
( 5 2 0/ 6 0 5 n m e x cit ati o n/ e missi o n)  wit h a n  A m ers h a m I m a g er
6 8 0 ( C yti v a).

D L S

D L S  w as p erf or m e d  wit h a s ol uti o n c o nt ai ni n g 1  m g/ ml of
wil dt y p e  Ns p 1 5 i n st or a g e b uff er ( 5 0  m M  H e p es [ p H 8],
1 5 0  m M  N a Cl, a n d 1  m M  Tris( 2- c ar b o x y et h yl) p h os p hi n e
al o n g  wit h a 1 %  D M S O), i n t h e a bs e n c e or t h e pr es e n c e of t h e
i n di c at e d c o m p o u n ds.  C o m p o u n ds  w er e t est e d at a c o n c e n-
tr ati o n of fi v ef ol d e x c ess c o m p ar e d  wit h pr ot ei n,  wit h a
c o nsist e nt 1 %  D M S O c o n c e ntr ati o n.  T h e s ol uti o ns  w er e s p u n
d o w n a n d s u bj e ct e d t o a n al ysis usi n g a  Z et asi z er  Ultr a  R e d
( M al v er n P a n al yti c al) i nstr u m e nt i n r e us a bl e 5 0 μ l c u v ett es.
M e as ur e m e nts  w er e p erf or m e d usi n g a  H e – N e l as er e mitti n g
at 6 3 3 n m, at a s c att eri n g a n gl e of 9 0 , at a t e m p er at ur e of
2 5 C, a n d  wit h a l as er p o w er of 1 0  m W. S a m pl es  w er e
a n al y z e d i n t hr e e c y cl es, a n d t h e c orr el ati o n f u n cti o n gr a p hs
w er e a v er a g e d.  T h e p arti cl e ’s h y dr o d y n a mi c di a m et er  w as
d eri v e d fr o m t h e c orr el ati o n f u n cti o n usi n g  Z S  X pl or er s oft-
w ar e ( M al v er n P a n al yti c al, v ersi o n 1. 0).

Fl u or e s c e n c e p ol ari z ati o n a s s a y

I n cr e asi n g c o n c e ntr ati o ns of  Ns p 1 5 pr ot ei n or i n hi bit or  w er e
titr at e d a g ai nst a c o nst a nt c o n c e ntr ati o n of  R N A s u bstr at e.  A
l a b el e d  R N A s u bstr at e ( 2 0 n M)  w as us e d i n a r e a cti o n v ol u m e
of 2 0 μ l a n d dis p e ns e d i n  O pti Pl at e 3 8 4 F bl a c k  mi cr o pl at es
( P er ki n El m er) aft er a 1 0  mi n i n c u b ati o n. 6- F A M fl u or es c e n c e
w as e x cit e d at 4 8 0 n m, a n d its e missi o n  w as  m e as ur e d at
5 3 5 n m usi n g a n E n Visi o n 2 1 0 3  M ultil a b el Pl at e  R e a d er ( P er-
ki n El m er, I n c).  T h e c h a n g e i n p ol ari z ati o n  w as pl ott e d a g ai nst
t h e l o g arit h mi c c o n c e ntr ati o n of t h e pr ot ei n or i n hi bit or.

M A L DI- T O F  m a s s s p e ctr o s c o p y

A b o ut 2 0  m g/ ml of  wil dt y p e  Ns p 1 5 pr ot ei n  w as pr e-
i n c u b at e d o v er ni g ht i n t h e a bs e n c e or t h e pr es e n c e of a fi v e-
f ol d  m ol ar e x c ess of e a c h c o m p o u n d. S a m pl es  w er e dil ut e d 1 0-
f ol d ( 5 0 % a c et o nitril e/ w at er + 0. 1 % trifl u or o a c eti c a ci d), a n d 1
μ l of e a c h  w as t h e n  mi x e d  wit h 1 μ l of si n a pi ni c a ci d ( 1 0  m g/
ml i n 5 0 % a c et o nitril e/ w at er + 0. 1 % tri fl u or o a c eti c a ci d).  T h e
s a m pl e – m atri x s ol uti o ns  w er e s p ott e d o nt o a st ai nl ess-st e el
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 1 3



I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
t ar g et pl at e a n d all o w e d t o air dr y.  M ass s p e ctr a  w er e a c q uir e d
usi n g a n  A ut o fl e x S p e e d  M A L DI- T O F  m ass s p e ctr o m et er
( Br u k er  D alt o ni k)  wit h a S m art b e a m-II l as er at a fr e q u e n c y of
2  K H z. I o ns  w er e a n al y z e d i n p ositi v e  m o d e, a n d e xt er n al
c ali br ati o n  w as p erf or m e d usi n g a st a n d ar d pr ot ei n  mi xt ur e.

L C – M S/ M S  m a p pi n g of  m o di fi e d p e pti d e s

S a m pl es of r e c o m bi n a nt  Ns p 1 5 pr ot ei n ( 1 0 μ g)  w er e i n c u-
b at e d i n a b uff er s ol uti o n ( 2 5  m M  H e p es/ p H 7. 5  wit h 5 0  m M
N a Cl, 5  m M  M n Cl 2 , 0. 1  m M  D T T) i n t h e a bs e n c e or t h e
pr es e n c e of 6 7 μ M I P A- 3 f or p eri o ds of eit h er 4 h or 1 6 h, at
2 5 C or 4 C, r es p e cti v el y. S u bs e q u e ntl y, s a m pl es  w er e pr e-
p ar e d f or L C – M S/ M S a n al ysis. S a m pl es  w er e diss ol v e d i n
1 0 0  m M a m m o ni u m bi c ar b o n at e, r e d u c e d ( D T T), al k yl at e d
(i o d o a c et a mi d e), a n d s u bj e ct e d t o di g esti o n  wit h tr y psi n
( Pr o m e g a s e q u e n ci n g gr a d e) o v er ni g ht at 3 7 C.  T h e p H of t h e
s a m pl es  w as t h e n a dj ust e d t o 3 t o 4  wit h f or mi c a ci d, a n d t h e y
w er e dri e d, diss ol v e d i n  w at er + 0. 2 % f or mi c a ci d, a n d d es alt e d
( Pi er c e  C 1 8 ti ps).  T h e tr y pti c p e pti d es  w er e r es ol v e d a n d
i o ni z e d b y usi n g n a n o fl o w  H P L C ( E as y- n L C 1 0 0 0;  T h er m o
S ci e nti fi c) c o u pl e d t o a  Q E x a cti v e or bitr a p  m ass s p e ctr o m et er
( T h er m o S ci e ntifi c)  wit h a n E A S Y- S pr a y c a pill ar y  H P L C c ol-
u m n ( c at al o g n o.: E S 9 0 2;  T h er m o S ci e nti fi c).  T h e  m ass s p e c-
tr o m et er  w as o p er at e d i n d at a- d e p e n d e nt a c q uisiti o n  m o d e,
r e c or di n g hi g h- a c c ur a c y a n d hi g h-r es ol uti o n s ur v e y or bitr a p
s p e ctr a usi n g e xt er n al  m ass c ali br ati o n,  wit h a r es ol uti o n of
3 5, 0 0 0 a n d a n m/ z r a n g e of 3 0 0 t o 1 7 0 0.  T h e 1 2  m ost i nt e ns e
m ulti pl y c h ar g e d i o ns  w er e s e q u e nti all y fr a g m e nt e d b y usi n g
hi g h- e m er g y c ollisi o n al diss o ci ati o n, a n d s p e ctr a of t h eir
fr a g m e nts  w er e r e c or d e d i n t h e or bitr a p at a r es ol uti o n of
1 7, 5 0 0.

X-r a y cr y st all o gr a p h y

Cr yst als of t h e  Ns p 1 5  H 2 5 0 A  m ut a nt pr ot ei n  w er e gr o w n b y
sitti n g dr o p v a p or diff usi o n  wit h a r es er v oir s ol uti o n c o n-
t ai ni n g 0. 2  M c al ci u m a c et at e, 0. 1  M i mi d a z ol e,  H Cl ( p H 8),
a n d 1 0 % ( w/ v) P E G 8 0 0 0.  Diffr a cti o n d at a  w er e c oll e ct e d o n a
h o m e s o ur c e r ot ati n g a n o d e, a n d i n d e x e d, i nt e gr at e d, a n d
s c al e d usi n g  H K L 2 0 0 0 ( H K L  R es e ar c h I n c).  M ol e c ul ar
r e pl a c e m e nt  w as c arri e d o ut usi n g P H A S E R (s e ar c h  m o d el
P D B I D: 6 V W W ( htt ps:// w w w.r cs b. or g/str u ct ur e/ 6 V W W ),
c h ai n  A).  D at a q u alit y ass ess m e nt  w as c arri e d o ut usi n g
Xtri a g e ( P h e ni x).  T wi n ni n g  w as d et e ct e d ( T wi n l a w: h, - h- k,
a n d -l), a n d t h e t wi n ni n g l a w  w as a p pli e d i n f urt h er r e fi n e m e nt
st e ps.  R e fi n e m e nt i n P H E NI X utili z e d a ut o m at e d n o n-
cr yst all o gr a p hi c s y m m etr y a n d r ef er e n c e  m o d el r estr ai nts
t hr o u g h o ut,  wit h t h e l att er b ei n g r e m o v e d f or t h e fi n al
r efi n e m e nt r o u n d.

M ol e c ul ar  m o d eli n g

T h e cr yst al str u ct ur e of  Ns p 1 5  w as o bt ai n e d fr o m t h e P D B
( P D B I D: 6 W X C) (3 0 ), a n d S c hr o di n g er’s  M astr o a n d E PI K
(6 6 )  w er e us e d t o pr e p ar e t h e pr ot ei n str u ct ur e b y r e m o vi n g
c h ai n  B, f oll o w e d b y a s h ort  mi ni mi z ati o n, a d diti o n of  missi n g
si d e c h ai ns, a n d e q uili br ati o n of t h e pr ot o n at e d gr o u p t o t h e
bi ol o gi c al p H ( 7. 0).  T h e Sit e M a p  m o d ul e of S c hr o di n g er ( 6 7 )
1 4 J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1
2 3 3
w as us e d t o d et e ct bi n di n g sit es o n t h e s urf a c e of  Ns p 1 5
pr ot ei n.  T h e 3 D str u ct ur es of t h e i n hi bit ors  w er e pr e p ar e d f or
d o c ki n g usi n g t h e  U C S F  C HI M E R A,  V 1. 1 0. 2 d o c k pr e p t o ol i n
t h e fr a m e w or k of t h e  A M B E R 9 9 S B f or c e fi el d ( 6 8 ).  Usi n g
A ut o D o c k  Vi n a ( 6 9 ), all t h e c o m p o u n ds  w er e d o c k e d i nt o t h e
t w o i d e ntifi e d bi n di n g p o c k ets  wit h a gri d b o x of 4 0 × 4 0 × 4 0
a n d a s p a ci n g of 0. 3 7 5  Å.  A t ot al of 1 2 d o c ki n g r u ns  w er e
p erf or m e d  wit h e x h a usti v e n ess of 4 0 f or e a c h i n hi bit or. Pri or
t o d oi n g t h e  m ol e c ul ar d y n a mi c si m ul ati o n o n t h e e n z y m e–
i n hi bit or c o m pl e x es, a n  M D si m ul ati o n o n t h e a p o pr ot ei n
w as p erf or m e d usi n g t h e  G R O M A C S 2 0 2 1 p a c k a g e ( 7 0 ).
TI P 3 P  w at er  m o d els  w er e utili z e d t o s ol v at e t h e pr ot ei n  wit h a
1 n m  m ar gi n al c us hi o n o n e a c h si d e.  T h e b o x  w as t h e n
n e utr ali z e d usi n g  N a Cl, a n d t h e s yst e m  w as  mi ni mi z e d usi n g
t h e  A M B E R 9 9 S B 0I L D N f or c e fi el d.  T h e s yst e m  w as h e at e d t o
3 0 0  K a n d e q uili br at e d f or 5 0 0 ps usi n g t h e  B er e n ds e n  T h er-
m ost at.  Usi n g t h e is ot h er m al – is o b ari c e ns e m bl e at 1 b ar  wit h
t h e P arri n ell o– R a h m a n b ar ost at, a n a d diti o n al e q uili br ati o n
w as als o p erf or m e d.  A 1 5 0 ns pr o d u cti o n r u n  w as p erf or m e d
usi n g t h e p eri o di c b o u n d ar y c o n diti o n.  T h e L e n ar d – J o n es, t h e
C o ul o m b ( c ut off = 1. 0 n m), a n d t h e p arti cl e  m es h E w al d  w er e
us e d t o c al c ul at e t h e  V a n  D er  W a als a n d el e ctr ost ati c i n-
t er a cti o ns.  T h e e n z y m e– i n hi bit or c o m pl e x es  w er e a n al y z e d
usi n g t h e s a m e c o n diti o ns.  T h e  A nt e C h a m b er P yt h o n P ars er
i nt erf a c E (7 1 )  w as us e d f or li g a n d p ar a m et eri z ati o n.  All t h e
d at a  w er e pl ott e d usi n g S c hr o di n g er ’s P y M O L p a c k a g e a n d
C hi m er a X ( 7 2 ).  T h e fr e e e n er g y of i nt er a cti o n b et w e e n e a c h
i n hi bit or a n d  Ns p 1 5  w as c al c ul at e d usi n g t h e g m x _ M M P B S A
t o ol (7 3 ). T h e  C 2 9 1 W/ C 2 9 3 W  m ut a nt pr ot ei n str u ct ur e  w as
g e n er at e d a n d pr e p ar e d usi n g S c hr o di n g er ’s  M a estr o. M D
si m ul ati o n f or t his pr ot ei n  w as p erf or m e d as d es cri b e d pr e vi-
o usl y, a n d s n a ps h ots  w er e t a k e n e v er y 7 5 ns f or str u ct ur al
c o m p aris o n, ass ess m e nt, a n d a n al ysis.

V er o C C L- 8 1 c ell c ult ur e

C ells  w er e o bt ai n e d fr o m  A m eri c a n  T y p e  C ult ur e  C oll e c-
ti o n a n d  w er e pr e vi o usl y a ut h e nti c at e d a n d s h o w n t o b e
n e g ati v e f or  m y c o pl as m a at t h e ti m e of p ur c h as e.  C ells  w er e
m ai nt ai n e d i n hi g h gl u c os e  D ul b e c c o ’s  m o di fi e d E a gl e ’s  m e-
di u m ( T h er m o Fis h er) s u p pl e m e nt e d  wit h 1 0 % f et al b o vi n e
s er u m,  C a n a di a n ori gi n ( Si g m a), a n d 1 × p e ni cilli n – str e pt o-
m y ci n – gl ut a mi n e ( T h er m o), a n d gr o w n i n a 3 7 C h u mi di fi e d
i n c u b at or  wit h 5 %  C O2 .

C ell c yt ot o xi cit y a s s a y

V e r o  C C L- 8 1 c ell s  w er e s e e d e d i n 9 6- w ell pl at e s
( Gr ei n e r) at 1 0, 0 0 0 c ell s p e r  w ell o v e r ni g ht b ef o r e c o m-
p o u n d s  w e r e a d d e d t o  w ell s at t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s
al o n g si d e a  D M S O c o nt r ol.  T w e nt y-f o u r h o u r s l at e r, c ell
vi a bilit y  w a s a s s a y e d u si n g t h e  C ell Tit e r- Gl o L u mi n e s c e nt
C ell  Vi a bilit y  A s s a y ( P r o m e g a), a c c o r di n g t o t h e  m a n uf a c-
t u r e r’s i n st r u cti o n s. B ri e fl y, t hi s a s s a y r eli e s o n t h e q u a n-
tifi c ati o n of  A T P u si n g a p r o p ri et a r y  Ult r a- Gl o L u cif er a s e
t h at c o n v ert s l u cif e ri n t o l u mi n e s c e nt o x yl u cif e ri n i n t h e
p r e s e n c e of  A T P.  C ell s  w er e i n c u b at e d i n 1 0 0 μ l of c o m-
pl et e  m e di a  wit h 1 0 0 μ l of r e c o n stit ut e d  C ell Tit e r- Gl o
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I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
R e a g e nt ( b uff er pl u s s u b st r at e). S a m pl e s  w e r e  mi x e d b y
s h a ki n g f o r 1 0  mi n, a n d t h e n l u mi n e s c e n c e  w a s  m e a s u r e d
u si n g a S p e ct r a m a x i 3 x ( M ol e c ul a r  D e vi c e s) d e vi c e.  D at a
f r o m e x p e ri m e nt al  w ell s  w e r e n o r m ali z e d t o t h e a p p r o-
p ri at e  D M S O c o nt r ol.
S A R S- C o V- 2 s o ur ci n g a n d pr o p a g ati o n

T h e  C a n a di a n cli ni c al is ol at e of S A R S- C o V- 2 7 2 B/ C A/
C A L G ( 7 4 )  w as pr o p a g at e d at t h e bi os af et y l e v el 3 l a b or at or y
at t h e  U ni v ersit y of  Al b ert a i n  V er o- E 6 c ells ( A m eri c a n  T y p e
C ult ur e  C oll e cti o n), gr o w n i n  D ul b e c c o ’s  m o di fi e d E a gl e ’s
m e di u m s u p pl e m e nt e d  wit h 3 % f et al b o vi n e s er u m, 1 5  m M
H e p es, 1 × L - gl ut a mi n e, a n d p e ni cilli n– str e pt o m y ci n.  All e x-
p eri m e nts usi n g li v e vir us  w er e c arri e d o ut at t his f a cilit y, i n
a c c or d a n c e  wit h a p pr o v e d pr ot o c ols.
S A R S- C o V- 2 pl a q u e a s s a y

S A R S- C o V- 2 s u p er n at a nt s a m pl es  w er e s eri all y dil ut e d ( 1 0-
f ol d dil uti o ns) i n fr es h  m e di a a n d us e d t o i nf e ct  m o n ol a y ers of
1 × 1 0 5 V er o- C C L- 8 1 c ells i n 2 4- w ell pl at es ( Gr ei n er) f or 1 h.
S u bs e q u e ntl y, vir al s u p er n at a nts  w er e r e m o v e d, a n d c ell
m o n ol a y ers  w er e o v erl ai d  wit h a  mi xt ur e of  M E M ( T h er m o
Fis h er S ci e nti fi c) a n d 0. 7 5 t o 1. 5 % c ar b o x y m et h yl c ell ul os e
( Si g m a– Al dri c h).  C ells  w er e  m ai nt ai n e d at 3 7 C f or 3 d a ys t o
all o w pl a q u e d e v el o p m e nt t o o c c ur.  B ef or e pl a q u e c o u nti n g,
c ells  w er e fi x e d  wit h 1 0 % f or m al d e h y d e a n d st ai n e d  wit h 1 %
cr yst al vi ol et i n 2 0 % et h a n ol.
A s s e s s m e nt of S A R S- C o V- 2 R N A l e v el s f oll o wi n g dr u g
tr e at m e nt

V er o  C C L- 8 1 c ells  w er e s e e d e d i n 9 6- w ell pl at es ( Gr ei n er) at
1 × 1 0 4 c ells p er  w ell.  T h e n e xt d a y, c ells  w er e ri ns e d o n c e  wit h
P B S, a n d S A R S- C o V- 2 at a  m ulti pli cit y of i nf e cti o n of 0. 1  w as
a d d e d t o t h e  w ells usi n g fr es h  m e di a s u p pl e m e nt e d  wit h 1 0 %
f et al b o vi n e s er u m c o nt ai ni n g eit h er  D M S O or i n hi bit ors.  T h e
c ells  w er e t h e n i n c u b at e d at 3 7 C f or 2 4 h.  N e xt, f oll o wi n g
r e m o v al of t h e s u p er n at a nt, t ot al  R N A fr o m  V er o  C C L- 8 1 c ells
w as e xtr a ct e d usi n g t h e  N u cl e o S pi n  R N A kit ( M a c h er e y –
N a g el), f oll o wi n g t h e  m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol.  T ot al  R N A  w as
r e v ers e tr a ns cri b e d usi n g 0. 5 t o 1 μ g of t ot al  R N A a n d
I m Pr o m-II  R e v ers e  Tr a ns cri pt as e ( Pr o m e g a), a c c or di n g t o t h e
m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol.  Q u a ntit ati v e  R T – P C R  w as p er-
f or m e d  wit h P erf e C T a S Y B R  Gr e e n S u p er Mi x ( Q u a nt a  Bi o-
S ci e n c es) usi n g a  C F X 9 6  T o u c h  R e al- Ti m e P C R  D et e cti o n
S yst e m ( Bi o- R a d).  T h e c y cli n g c o n diti o ns  w er e 4 5 c y cl es of
9 4 C f or 3 0 s, 5 5 C f or 6 0 s, a n d 6 8 C f or 2 0 s.  G e n e
e x pr essi o n (f ol d c h a n g e)  w as c al c ul at e d usi n g t h e 2 (− Δ Δ C T)

m et h o d usi n g h u m a n β - a cti n  m ess e n g er  R N A as t h e h o us e-
k e e pi n g g e n e.  T h e β - a cti n pri m ers us e d f or t his a n al ysis  w er e
5 0- T G G A T C A G C A A G C A G G A G T A T G- 3 0 a n d 5 0- G C A T T T
G C G G T G G A C G A T- 3 0.  T h e S A R S- C o V- 2 s pi k e pri m ers  w er e
5 0- C A A T G G T T T A A C A G G C A C A G G- 3 0 a n d 5 0- C T C A A G T G
T C T G T G G A T C A C G- 3 0.  R e m d esi vir ( M e d k o o) at 2. 5 μ M  w as
us e d as p ositi v e c o ntr ol i n s el e ct e d ass a ys.
2 3 4
A s s e s s m e nt of S A R S- C o V- 2 pr ot ei n l e v el s vi a
i m m u n ofl u or e s c e n c e f oll o wi n g dr u g tr e at m e nt

V er o  C C L- 8 1 c ells  w er e gr o w n o v er ni g ht o n c o v ersli ps at
1 × 1 0 5 c ells p er  w ell i n 1 2- w ell pl at es ( Gr ei n er).  D M S O or
i n hi bit ors  w er e a d d e d t o t h e c ells i n fr es h  m e di a c o m bi n e d
wit h S A R S- C o V- 2 vir us at a  m ulti pli cit y of i nf e cti o n of 0. 1.
Aft er 2 4 h of i n c u b ati o n, c o v ersli ps  w er e c oll e ct e d f or st ai ni n g
a n d i m a gi n g of vir al a nti g e ns.  T h e c o v ersli ps  w er e fi x e d  wit h
4 % p ar af or m al d e h y d e a n d p er m e a bili z e d a n d bl o c k e d  wit h a
Trit o n  X- 1 0 0 ( 0. 2 %) – b o vi n e s er u m al b u mi n ( 3 %) s ol uti o n.
C ells  w er e i n c u b at e d  wit h a 1: 2 5 0 dil uti o n of  m o us e  m o n o-
cl o n al a nti- S A R S- C o V/ S A R S- C o V- 2 s pi k e pr ot ei n a nti b o d y
( 1 A 9;  G e n e T e x) at r o o m t e m p er at ur e f or 1. 5 h.  N e xt, t h e y
w er e  w as h e d t wi c e a n d t h e n i n c u b at e d  wit h  Al e x a Fl u or 6 4 7
s e c o n d ar y a nti m o us e a nti b o di es (I n vitr o g e n), dil ut e d at
1: 1 0 0 0, a n d 4 0, 6- di a mi di n o- 2- p h e n yli n d ol e ( 1 μ g/ ml)  w as
a d d e d f or 1 h at r o o m t e m p er at ur e pri or t o b ei n g  w as h e d (t w o
ti m es).  A nti b o di es  w er e dil ut e d i n bl o c ki n g b uff er, a n d P B S
c o nt ai ni n g 0. 3 % b o vi n e s er u m al b u mi n  w as us e d f or t h e  w as h
st e ps. S a m pl es  w er e vis u ali z e d usi n g a n  Ol y m p us 1 × 8 1
s pi n ni n g- dis k c o nf o c al  mi cr os c o p e. I m a g es  w er e a n al y z e d us-
i n g  V ol o cit y ( P er ki n El m er) or  G e n 5 ( Bi o T e k) s oft w ar e.

D at a a n al y si s a n d s oft w ar e

Gr a p h P a d Pris m ( Gr a p h P a d S oft w ar e, I n c)  w as us e d f or
g e n er al pl otti n g a n d st atisti cs.  C h e mi c al str u ct ur es  w er e
g e n er at e d usi n g  C h e m Dr a w ( C h e m A x o n), a n d c h e mi c al
pr o p erti es ( Fi g. S 1 9 )  w er e pr e di ct e d usi n g P er c e pt a s oft w ar e
( A C D/ L a bs).

Q u a nti fi c ati o n a n d st ati sti c al a n al y si s

N u m b ers of tri al r e pli c at es a n d a p pr o pri at e st atisti c al
m e as ur es a n d t ests ar e i n di c at e d i n t h e fi g ur e c a pti o ns.

D at a a v ail a bilit y

All d at a r el ati n g t o t his st u d y ar e i n cl u d e d i n t h e arti cl e a n d
s u p p orti n g i nf or m ati o n fi l es. I n q uiri es r el ati n g t o t his st u d y
a n d r e a g e nt r e q u ests s h o ul d b e dir e ct e d t o t h e c orr es p o n di n g
a ut h or,  Dr  B asil P.  H u b b ar d ( b asil. h u b b ar d @ ut or o nt o. c a ).  All
n e w pl as mi d c o nstr u cts g e n er at e d fr o m t his pr oj e ct  will b e
m a d e p u bli cl y a v ail a bl e o n  A d d g e n e ( “htt p:// w w w. a d d g e n e.
or g ”). Str u ct ur al d at a c orr es p o n di n g t o  Ns p 1 5- H 2 5 0 A h a v e
b e e n d e p osit e d i n P D B ( a c c essi o n c o d e: 8 D 3 4).  R a w L C – M S/
M S d at a fi l es h a v e b e e n d e p osit e d i n t h e  M assI V E r e p osit or y
(“htt ps:// m assi v e. u cs d. e d u ”) a n d ar e fr e el y a v ail a bl e:
M S V 0 0 0 0 9 2 5 4 1.

S u p p orti n g i nf or m ati o n — T his arti cl e c o nt ai ns s u p p orti n g i nf or m a-
ti o n (2 1 , 7 5 , 7 6 ).

A c k n o wl e d g m e nts — W e t h a n k  R y a n  M c L a u g hli n f or t h e c o m p ut a-
ti o n al s kills us e d t o cr e at e s e v er al fi g ur es a n d r e c o g ni z e assist a n c e
fr o m t h e  U B C  G R E x  Bi ol o gi c al  R esili e n c e I niti ati v e i n s u p p ort of
Bi of a ct ori al,  U B C ’s  Hi g h  T hr o u g h p ut  Bi ol o g y F a cilit y.  A d diti o n al
s u p p ort  w as pr o vi d e d b y t h e f a ciliti es of t h e S h ar e d  Hi er ar c hi c al
A c a d e mi c  R es e ar c h  C o m p uti n g  N et w or k ( S H A R C N E T: w w w.
J. Bi ol. C h e m. ( 2 0 2 3) 2 9 9( 1 1) 1 0 5 3 4 1 1 5
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I n hi bit or s of c or o n a vir u s  N s p 1 5 e n d ori b o n u cl e a s e
s h ar c n et. c a ) a n d t h e  Di git al  R es e ar c h  Alli a n c e of  C a n a d a (“htt ps://
alli a n c e c a n. c a/ ”).  W e als o t h a n k t h e d e v el o p ers of  C hi m er a X at
t h e  R es o ur c e f or  Bi o c o m p uti n g,  Vis u ali z ati o n, a n d I nf or m ati cs at
t h e  U ni v ersit y of  C alif or ni a, S a n Fr a n cis c o, a n d t h e  Offi c e of  C y b er
I nfr astr u ct ur e a n d  C o m p ut ati o n al  Bi ol o g y,  N ati o n al I nstit ut e of
All er g y a n d I nf e cti o us  Dis e as es.

A ut h or c o ntri b uti o ns — J.  C. a n d  B. P.  H. c o n c e pt u ali z ati o n; J.  C. a n d
B. P.  H.  m et h o d ol o g y; J.  C.,  R.  A. F.,  D. L., S.  A.  T.  D., E.  M.  K.,  A.  B.,
F.  M.  R.,  O.  M.  M.,  B.  B., a n d  T.  A. P. i n v esti g ati o n; J.  C.,  R.  A. F.,  D.
L., S.  A.  T.  D., E.  M.  K.,  A.  B., F.  M.  R.,  O.  M.  M.,  B.  B.,  T.  A. P.,  M.  T.
M., J.  R.  U.,  T.  C.  H., J.  N.  M.  G., a n d  B. P.  H.  writi n g – ori gi n al dr aft;
M.  T.  M., J.  R.  U.,  T.  C.  H., a n d J.  N.  M.  G. s u p er visi o n.

F u n di n g a n d a d diti o n al i nf or m ati o n — T his  w or k  w as s u p p ort e d b y
a  C O VI D- 1 9 a n d E m er gi n g P at h o g e ns  R es e ar c h F u n d gr a nt fr o m
t h e Li  K a S hi n g I nstit ut e of  Vir ol o g y ( U ni v ersit y of  Al b ert a) a n d a
C O VI D- 1 9  R a pi d  R es e ar c h F u n di n g  O p er ati n g  Gr a nt fr o m t h e
C a n a di a n I nstit ut es f or  H e alt h  R es e ar c h ( CI H R;  wit h Fr a n c ois J e a n
a n d  Art e m  C h er k as o v fr o m t h e  U ni v ersit y of  Britis h  C ol u m bi a as
pri n ci p al i n v esti g at ors) t o  B. P.  H.  R es e ar c h i n t h e  T.  C.  H. l a b o-
r at or y  w as als o f u n d e d i n p art b y a  CI H R  C O VI D- 1 9  R a pi d
R es p o ns e F u n di n g  O p er ati n g  Gr a nt. S.  A.  T.  D. is a  CI H R p ost-
d o ct or al f ell o w ( gr a nt n o.:  M F E- 1 8 6 3 5 2).

C o n fl i ct of i nt er est— T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o n fl i cts
of i nt er est  wit h t h e c o nt e nts of t his arti cl e.

A b br e vi ati o ns — T h e a b br e vi ati o ns us e d ar e:  C O VI D- 1 9, c or o n a vir us
dis e as e 2 0 1 9;  D L S, d y n a mi c li g ht s c att eri n g;  D M S O, di m et h yl
s ulf o xi d e; F A M, c ar b o x y fl u or es c ei n;  H T S, hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e n;
I F N, i nt erf er o n;  M D,  m ol e c ul ar d y n a mi cs;  M E R S,  Mi d dl e E ast
r es pir at or y s y n dr o m e;  Ns p, n o nstr u ct ur al pr ot ei n; P AI N, p a n- ass a y
i nt erf er e n c e; P D B, Pr ot ei n  D at a  B a n k; S A R S- C o V, s e v er e a c ut e
r es pir at or y s y n dr o m e c or o n a vir us.
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D e s pit e si g ni fi c a nt  pr o gr e s s i n  u n d er st a n di n g t h e  p at h -

o g e n e si s  of t y p e 2  di a b et e s ( T 2 D), t h e c o n diti o n r e m ai n s

dif fi c ult t o  m a n a g e.  H e n c e,  n e w t h er a p e uti c  o pti o n s t ar -

g eti n g  u ni q u e  m e c h a ni s m s  of a cti o n ar e r e q uir e d.  W e

h a v e  pr e vi o u sl y  o b s er v e d t h at el e v at e d s k el et al  m u s cl e

s u c ci n yl  C o A: 3 - k et o a ci d  C o A tr a n sf er a s e ( S C O T) a cti v -

it y, t h e r at e -li miti n g e n z y m e  of k et o n e  o xi d ati o n, c o n -

tri b ut e s t o t h e  h y p er gl y c e mi a c h ar a ct eri zi n g  o b e sit y

a n d  T 2 D.  M or e o v er,  w e i d e nti fi e d t h at t h e t y pi c al a nti -

p s y c h oti c a g e nt  pi m o zi d e i s a  S C O T i n hi bit or t h at c a n

all e vi at e  o b e sit y -i n d u c e d  h y p er gl y c e mi a.  W e  n o w e x -

t e n d t h o s e  o b s er v ati o n s  h er e,  u si n g c o m p ut er - a s si st e d

i n sili c o  m o d eli n g a n d i n vi v o  p h ar m a c ol o g y st u di e s t h at

hi g hli g ht  S C O T a s a  n o n c a n o ni c al t ar g et s h ar e d a m o n g

t h e  di p h e n yl b ut yl pi p eri di n e ( D P B P)  dr u g cl a s s,  w hi c h i n-

cl u d e s  p e n fl uri d ol a n d fl u s piril e n e.  All t hr e e  D P B P s t e st e d

( pi m o zi d e,  p e nfl uri d ol, a n d fl u s piril e n e) i m pr o v e d  gl y c e mi a

i n  o b e s e  mi c e.  W hil e t h e c a n o ni c al t ar g et  of t h e  D P B P s i s

t h e  d o p a mi n e 2 r e c e pt or, st u di e s i n  o b e s e  mi c e  d e m o n-

str at e d t h at a c ut e  or c hr o ni c tr e at m e nt  wit h a str u ct ur all y

u nr el at e d a nti p s y c h oti c  d o p a mi n e 2 r e c e pt or a nt a g o ni st,

l ur a si d o n e,  w a s  d e v oi d  of  gl u c o s e-l o w eri n g a cti o n s.  W e

f u rt h e r  o b s e r v e d t h at t h e  D P B P s i m p r o v e d  gl y c e mi a i n

a  S C O T - d e p e n d e nt  m a n n e r i n s k el et al  m u s cl e, s u g -

g e sti n g t h at t hi s  ol d e r  cl a s s  of  a nti p s y c h oti c  a g e nt s

m a y  h a v e  utilit y i n  b ei n g r e p u r p o s e d f o r t h e t r e at m e nt

of  T 2 D.

It i s i m p er ati v e t h at n e w tr e at m e nt s c o nti n u e t o b e d e v el-
o p e d f or t y p e 2 di a b et es ( T 2 D), a s t h e  m aj orit y of i n di vi d-
u al s  wit h T 2 D  will e v e nt u all y r e q uir e  m ulti pl e t h er a pi e s
t o c o ntr ol t h eir gl yc e mi a ( 1, 2).  R ec e nt o bs er v ati o n s h a v e
d e m o nstr at e d t h at hi g h-f at di et ( H F D) – i n d uc e d o b esit y i n
mic e i ncr e as es t h e e x pr e ssi o n/ acti vit y of s u cci n yl  C o A: 3-
k et o a ci d  C o A tr a nsf er as e ( S C O T) i n s k el et al  m us cl e, t h e
r at e-li miti n g e n z y m e of k et o n e o xi d ati o n ( 3). It  w a s d et er-
mi n e d t h at a  m us cl e-s p ecific k n o c k o ut ( K O) of S C O T
( S C O TM us cl e K O ) i n  mic e i m pr o v es gl yc e mi a i n r es p o ns e t o
e x p eri m e nt al o b esit y, i m pl yi n g t h at t hi s  m et a b olic a d a pt a-
ti o n  m a y c o ntri b ut e t o t h e p at h ol o g y of o b esit y-i n d uc e d
T 2 D. I ntri g ui n gl y, it  w as d e m o nstr at e d  wit h i n silic o
m o d eli n g t h at pi m o zi d e, a n a nti p s yc h oti c dr u g fr o m t h e
di p h e n yl b ut yl pi p eri di n e ( D P B P) f a mil y,  w as a S C O T i n hi b-
it or. I n vi v o st u di es c o nfir m e d t h at pi m o zi d e i n hi bit e d
S C O T,  w hil e r ec a pit ul ati n g t h e gl u c o s e-l o w eri n g eff ect o b-
s er v e d i n o b es e S C O T M us cl e K O mic e.  M or e o v er, pi m o zi d e
f ail e d t o i m pr o v e gl yc e mi a i n o b e s e S C O TM us cl e K O mic e,
c o nfi r mi n g t h at it s a bilit y t o i m p r o v e gl y c e mi a d e-
p e n d e d o n S C O T i n hi biti o n a n d n ot it s c a n o ni c al a nti-
p s y c h oti c a cti o n s  w h e r e it p ri m a ril y i n hi bit s t h e
d o p a mi n e 2 ( D 2 ) r e c e pt o r ( 4).

1 F a c ult y of P h ar m a c y a n d P h ar m a c e uti c al S ci e n c e s, U ni v er sit y of Al b ert a,

E d m o nt o n, Al b ert a, C a n a d a
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Pi m o zi d e a n d ot h er  m e m b ers of t h e  D P B P f a mil y,  w er e

s y nt h esi z e d as  D 2 r ec e pt or a nt a g o nists i n t h e l at e 1 9 6 0s t o
tr e at sc hi z o p hr e ni a a n d ot h er  m e nt al dis or d ers ( 5– 7). Pi m o-

zi d e is c urr e ntl y us e d t o  m a n a g e tics i n T o ur ett e s y n dr o m e,

as t y pic al a nti ps yc h otic a g e nts h a v e b e e n pr e d o mi n a ntl y
s u p pl a nt e d b y at y pic al a nti ps yc h otics ( e. g., l ur asi d o n e) ( 8).

I n r el ati o n t o pr e vi o us fi n di n gs d e m o nstr ati n g t h at pi m o-

zi d e i m pr o v es gl yc e mi a i n o b esit y t hr o u g h S C O T i n hi biti o n,
o ur ai m  w as t o d et er mi n e  w h et h er t h e a bilit y of pi m o zi d e

t o i n hi bit S C O T is pr es er v e d a m o n g t h e  D P B Ps,  w hic h  m a y

s u g g est n e w t h er a p e utic utilit y i n r e p ur p osi n g t his dr u g
cl ass f or t h e p ot e nti al tr e at m e nt of T 2 D.

R E S E A R C H  D E SI G N  A N D  M E T H O D S

A n e x p a n d e d v ersi o n of o ur r es e arc h d esi g n a n d  m et h o d s

c a n b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt ar y  M at eri al.

A ni m al s

All a ni m al pr oc e d ur es  w er e a p pr o v e d b y t h e i nstit uti o n ’s

h e alt h sci e nc es a ni m al  w elf ar e c o m mitt e e,  wit h a ni m als r e-

c ei vi n g c ar e acc or di n g t o g ui d eli n es fr o m t h e C a n a di a n
C o u ncil o n  A ni m al C ar e. T o i n d uc e e x p eri m e nt al o b esit y,

8- w e e k- ol d  m al e C 5 7 B L/ 6 J  mic e  w er e f e d eit h er a l o w-f at

di et ( L F D) ( D 1 2 4 5 0 J; R es e arc h  Di ets) or a n  H F D ( D 1 2 4 5 1;
R es e arc h  Di ets) f or 1 2  w e e ks.  M al e  mic e  w er e r a n d o ml y as-

si g n e d t o r ec ei v e eit h er v e hicl e c o ntr ol (c or n oil) or pi m o-

zi d e, fl us piril e n e, or p e nfl uri d ol ( 1 0  m g/ k g o nc e e v er y
4 8 h) b y or al g a v a g e f or 4  w e e ks. All a ni m als  w er e s u bj ect e d

t o i ntr a p erit o n e al (I P) gl uc os e t ol er a nc e t ests (I P G T Ts) a n d

I P i ns uli n t ol er a nc e t ests (I PI T Ts) at 2 a n d 3  w e e ks p ost-
tr e at m e nt, r es p ecti v el y. At st u d y c o m pl eti o n, a ni m als  w er e

kill e d  wit h e ut h a n yl ( 1 2  m g), f oll o wi n g  w hic h t h eir tiss u es

w er e e xtr act e d a n d s n a p fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n f or st or-
a g e at 8 0 C.

M ol e c ul ar  M o d eli n g

T h e  D P B P str uct ur es  w er e pr e p ar e d i n t h e fr a m e w or k of
t h e A M B E R 9 9 S B f orc e fi el d usi n g t h e U ni v ersit y of C alif or-

ni a, S a n Fr a ncisc o, C hi m er a  D oc k Pr e p t o ol ( 9). T h e d oc ki n g

w as p erf or m e d usi n g A ut o D oc k  Vi n a ( 1 0), f oll o w e d b y t w o
s ets of  m ol ec ul ar d y n a mics ( M D) si m ul ati o ns, o n e f or t h e

a p o- S C O T ( Pr ot ei n  D at a B a n k I D: 3 D L X) a n d t h e ot h er f or

t h e S C O T- dr u g c o m pl e x usi n g  G R O M A C S 2 0 2 1 ( 1 1). T h e
s yst e m  w as n e utr ali z e d t o t h e p h ysi ol o gic al s alt c o nc e ntr a-

ti o n a n d t h e e n er g y  mi ni mi z e d usi n g t h e A M B E R 9 9 S B-

I L D N f orc e fi el d ( 1 2). T h e s yst e m  w as e q uili br at e d t o 1 b ar
a n d h e at e d t o 3 0 0  K b ef or e p erf or mi n g t h e 4 0- ns pr o d uc-

ti o n r u n f or a p o- S C O T a n d S C O T- dr u g c o m pl e x usi n g t h e

p eri o dic b o u n d ar y. R o ot  m e a n s q u ar e d e vi ati o n ( R M S D), li-
g a n d p ositi o n al R M S D, r o ot  m e a n s q u ar e fl uct u ati o n

( R M S F), a n d h y dr o g e n b o n di n g a n al ys es  w er e c alc ul at e d us-

i n g  G R O M A C S. All fi g ur es  w er e g e n er at e d usi n g C hi m er a X,
a n d P y m ol a n d  Dr u g  Disc o v er y St u di o  Vis u ali z er  w er e us e d

f or pr ot ei n- dr u g i nt er acti o n a n al ysis ( 1 3).

A s s e s s m e nt  of  Gl u c o s e  H o m e o st a si s

Aft er a n o v er ni g ht or 6- h f ast, I P G T T s a n d I PI T Ts  w er e
p erf or m e d f oll o wi n g a d mi ni str ati o n of gl u c o s e ( 2 g / k g) or

i ns uli n ( 0. 5 u nits/ k g), r es p ecti v el y,  wit h t h e  C o nt o ur  N e xt

bl o o d gl u c o s e  m o nit ori n g s yst e m ( B a y er) u s e d t o a ss es s
bl o o d gl u c o s e l e v els s a m pl e d fr o m t ail v ei n  w h ol e bl o o d.

S C O T  A cti vit y

Fr o z e n tis s u es  w er e h o m o g e ni z e d i n P B S ( p H 7. 2)  wit h
pr ot e as e i n hi bit ors ( H alt Pr ot e as e I n hi bit or C oc kt ail; T h er m o

Fi s h er S ci e ntifi c). T h e r e s ulti n g l y s at e  w a s c e ntrif u g e d at

2 0, 0 0 0 g f or 2 0  mi n at 4 C, a n d t h e s u p er n at a nt  w a s c ol-
l e ct e d f or  m e a s uri n g t h e r at e of a c et o a c et yl  C o A f or m a-

ti o n a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 1 4).

St ati sti c al  A n al y si s

All v al u es ar e pr e s e nt e d a s  m e a n ± S E M.  M ulti pl e gr o u p s

w er e c o m p ar e d u si n g a o n e- or t w o- w a y  A N O V A, f oll o w e d

b y B o nf err o ni p ost h oc a n al y si s.  Diff er e nc es  w er e c o n si d-
er e d si g nific a nt  w h e n P < 0. 0 5.  Gr a p h P a d Pris m 9 s oft-

w ar e  w as u s e d f or all d at a a n al ys es.

D at a a n d  R e s o ur c e  A v ail a bilit y

All d at a a ss oci at e d  wit h t hi s st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e

c orr es p o n di n g a ut h or u p o n r e a s o n a bl e r e q u est.

R E S U L T S

D P B P s  A n al o g o u sl y  Bi n d a n d I n hi bit  S C O T

T h e bi n di n g  m o d es of p e nfl uri d ol a n d fl u s piril e n e  w er e

c o m p ar e d  wit h t h at of pi m o zi d e  wit h  M D, f oll o w e d b y a n
M D si m ul ati o n t o d et er mi n e t h e st a bilit y a n d d y n a mi cs

of t h e  D P B P- e n z y m e c o m pl e x.  A n al ysis of t h e bi n di n g

m o d es r e v e al e d t h at all  D P B Ps, a n al o g o us t o pi m o zi d e,
pr o m ptl y ali g n e d a n d est a blis h e d a h y dr o g e n b o n d  wit h

t w o criti c al bi n di n g p oc k et r esi d u es, n a m el y L ys 3 6 8 a n d

Gl y 3 2 2 ( Fi g. 1 A – D ).
R M S D a n al ysis r e v e al e d t h at t h es e c o m p o u n ds di d n ot

i m p os e a n y si g nific a nt dist orti o n o n t h e b ac k b o n e of t h e

S C O T ( Fi g. 1 E ), a n d t h e t hr e e  D P B Ps  w er e s uffici e ntl y st a-

bl e i nsi d e t h e o x y a ni o n p oc k et of S C O T d uri n g  M D si m ul a-
ti o n ( Fi g. 1F ). T h e R M S F of t h e si d e c h ai ns a n al ysis of t h e

dr u g- e n z y m e c o m pl e x a n d a p o- S C O T str uct ur e c o nfir m e d

t h e i niti al d oc ki n g p os es, i n dic ati n g t h at t h e  D P B Ps u n d er
i n v esti g ati o n li n g er i n c o nt act  wit h t h e r esi d u es  m e nti o n e d

a b o v e t hr o u g h o ut t h e  M D si m ul ati o n ( Fi g. 1 G ).  H y dr o g e n

b o n d i nt er acti o ns  w er e als o c o m p ut e d t hr o u g h o ut t h e  M D
si m ul ati o n, hi g hli g hti n g t h eir i m p ort a nc e i n  D P B P- S C O T

i nt er acti o ns ( Fi g. 1H ).
W e n e xt u s e d a c ell-fr e e a ss a y s yst e m t o q u a ntif y a c e-

t o a c et yl  C o A f or m ati o n b y r ec o m bi n a nt S C O T i n t h e pr es-

e nc e of its e n d o g e n o us s u bstr at es ( Fi g. 1 I).  C o nsist e nt

wit h o ur i n silic o  m o d el, all t hr e e  D P B Ps bi n d t o S C O T
a n d r e d u c e S C O T ’s a bilit y t o s y nt h e si z e a c et o a c et yl  C o A

( Fi g. 1J ).
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D P B P - M e di at e d  S C O T I n hi biti o n  R e v er s e s

O b e sit y -I n d u c e d  H y p er gl y c e mi a

M al e  mic e  w er e s u bj ect e d t o e x p eri m e nt al o b esit y t hr o u g h
H F D s u p pl e m e nt ati o n ( o b e s e  mic e),  w h er e a s t h eir l e a n
c o u nt er p art s  w er e pr o vi d e d a n L F D (l e a n  mi c e).  Mic e
w er e tr e at e d  wit h eit h er v e hicl e c o ntr ol, pi m o zi d e, p e n-
fl uri d ol, or fl u s piril e n e ( e ac h at 1 0  m g / k g e v er y 4 8 h
t hr o u g h or al g a v a g e) d uri n g t h e fi n al 4  w e e ks ( Fi g. 2 A ).
All t hr e e  D P B Ps el e v at e d cir c ul ati n g b - h y dr o x y b ut yr at e
(b - O H B) l e v els i n r es p o n s e t o a n o v er ni g ht f ast, t h o u g h

t h er e  w a s n e gli gi bl e i m p act o n a d li bit u m /r a n d o m-f e d
b - O H B l e v el s ( Fi g. 2B ). T h e i m pr o v e m e nt i n gl y c e mi a f ol-
l o wi n g a n I P G T T pr e vi o usl y o bs er v e d  wit h pi m o zi d e ( 3)
w as  mirr or e d b y p e nfl uri d ol a n d fl u s piril e n e ( Fi g. 2 C )
w hil e a ss oci at e d  wit h l o w er cir c ul ati n g i ns uli n l e v el s ( Fi g.
2 D ).  C o n v er s el y, tr e at m e nt  wit h all t hr e e  D P B Ps di d n ot
i m pr o v e gl y c e mi a f oll o wi n g a n I PI T T ( Fi g. 2E a n d F ).
Tr e at m e nt  wit h t h e  D P B P s d o e s n ot i n d u c e h y p o gl y c e-
mi a, a s gl u c o s e pr ofil e s  w er e u n aff e ct e d f oll o wi n g a n
I P G T T i n l e a n  mi c e ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 1A a n d B ).
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Fi g ur e 1 — D P B P s  bi n d  S C O T a n d i n hi bit it s c at al yti c a cti vit y. A – D : T h e  pr e di ct e d  bi n di n g  m o d e s of  D P B P s i n t h e o x y a ni o n  p o c k et of
S C O T. T h e  X-r a y cr y st al str u ct ur e of h u m a n  S C O T ( Pr ot ei n  D at a  B a n k I D: 3 D L X)  w a s a c q uir e d, a n d  D P B P s  w er e  d o c k e d i nt o it s  bi n di n g
p o c k et. T h e  d o c k e d str u ct ur e s ’ h o m ol o g o u s  bi n di n g  m o d e s a n d i nt er a cti n g r e si d u e s of  S C O T ’s c at al yti c  p o c k et t h at c o ntri b ut e t o  pi m o-
zi d e ( A ),  p e nfl uri d ol ( B ), a n d fl u s piril e n e ( C )  bi n di n g ar e ill u str at e d. D : T h e o v erl ai d str u ct ur e s of t h e  D P B P s i n si d e t h e o x y a ni o n  p o c k et of
S C O T.  H y dr o g e n  b o n d s ar e r e pr e s e nt e d  wit h gr e e n, p - p i nt er a cti o n s  wit h r e d, h al o g e n  b o n d s  wit h c y a n, a n d p - al k yl i nt er a cti o n s  wit h a
br o k e n  p ur pl e li n e. E – H :  A n al y si s of t h e  M D si m ul ati o n of t h e  S C O T- dr u g c o m pl e x e s.  B a c k b o n e  R M S D (E ), li g a n d  p o siti o n al  R M S D (F ),
si d e c h ai n  R M S F of a p o- S C O T a n d  S C O T- dr u g c o m pl e x  wit h t h e  D P B P s ( G ), a n d t h e n u m b er of h y dr o g e n  b o n d c o nt a ct s of  D P B P s  wit h
S C O T ’s c at al yti c  p o c k et  d uri n g t h e l e n gt h of t h e  M D si m ul ati o n ( H ) ar e s h o w n. I:  S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e  S C O T a cti vit y a s s a y t h at
m e a s ur e s f or m ati o n of a c et o a c et yl  C o A. J :  S C O T a cti vit y (r e c o m bi n a nt e n z y m e) i n t h e  pr e s e n c e of  D M S O ( v e hi cl e c o ntr ol) a n d t h e t hr e e
D P B P s ( 5 0 0 n m ol/ L).  D at a ar e  m e a n  ±  S E M.  Diff er e n c e s  w er e  d et er mi n e d u si n g a t w o- w a y  A N O V A, f oll o w e d  b y  B o nf err o ni  p o st h o c a n al-
y si s. * P < 0. 0 5 v s. v e hi cl e c o ntr ol.
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Fi g u r e 2 — D P B P s i m pr o v e gl u c o s e h o m e o st a si s i n o b e s e  m al e  mi c e. A :  S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e e x p eri m e nt al  d e si g n t o  d et er-
mi n e  w h et h er  D P B P s i m p a ct gl y c e mi a i n o b e sit y.  Ei g ht- w e e k- ol d  m al e  C 5 7 B L/ 6 J  mi c e  w er e f e d eit h er a n  H F D ( o b e s e  mi c e) or L F D (l e a n
mi c e) f or 8  w e e k s  b ef or e r e c ei vi n g  pi m o zi d e, fl u s piril e n e, a n d  p e n fl uri d ol ( 1 0  m g/ k g e v er y 4 8 h) or all y f or 4  w e e k s ( w e e k 1 2). I P G T T  w a s
p erf or m e d at  w e e k 1 0, a n d I PI T T  w a s c o m pl et e d at  w e e k 1 1  b ef or e a ni m al e ut h a n a si a a n d ti s s u e c oll e cti o n at t h e e n d of t h e st u d y ( w e e k
1 2). B :  Cir c ul ati n g b - O H B l e v el s i n o b e s e  mi c e i n t h e f e d a n d f a st e d st at e ( 1 6 h) aft er 2  w e e k s of tr e at m e nt  wit h t h e  D P B P s ( n = 7 – 1 0).
C : I P G T T a n d it s a s s o ci at e d ar e a s u n d er t h e c ur v e ( A U C s) i n o b e s e  mi c e.  O b e s e  mi c e  w er e f a st e d o v er ni g ht ( 1 6 h)  b ef or e I P a d mi ni str ati o n
of gl u c o s e ( 2 g/ k g  b o d y  w ei g ht). D :  Pl a s m a i n s uli n l e v el s  b ef or e ( 0  mi n) a n d 3 0  mi n aft er I P gl u c o s e i nj e cti o n. E a n d F : I PI T T ( 0. 5 u nit s/ k g
b o d y  w ei g ht) a n d t h e c orr e s p o n di n g  p er c e nt a g e  dr o p i n t h e  bl o o d gl u c o s e l e v el s. G – I:  B o d y c o m p o siti o n a n al y si s of t h e o b e s e  mi c e  b e-
f or e a n d aft er 2  w e e k s of tr e at m e nt  wit h eit h er v e hi cl e c o ntr ol or t h e v ari o u s  D P B P s. F at  m a s s (G ), l e a n  m a s s (H ), a n d  b o d y  w ei g ht (I)  w er e
m e a s ur e d u si n g  q u a ntit ati v e n u cl e ar  m a g n eti c r e s o n a n c e r el a x o m etr y. J – L :  M e a s ur e m e nt of  S C O T a cti vit y i n t h e i s ol at e d ti s s u e s of t h e
o b e s e  mi c e tr e at e d  wit h eit h er v e hi cl e c o ntr ol or t h e t hr e e  D P B P s. T h e a m o u nt of a c et o a c et yl  C o A  pr o d u c e d  b y t h e e n d o g e n o u s  S C O T i n
t h e s ol e u s  m u s cl e (J ), g a str o c n e mi u s  m u s cl e (K ), a n d  br ai n (L ) of t h e  D P B P-tr e at e d o b e s e  mi c e i s s h o w n.  D at a ar e  m e a n  ±  S E M.  Diff er-
e n c e s  w er e  d et er mi n e d u si n g eit h er a o n e- or t w o- w a y  A N O V A, f oll o w e d  b y  B o nf err o ni  p o st h o c a n al y si s. $ P < 0. 0 5 v s. v e hi cl e c o ntr ol –
tr e at e d c o u nt er p art s; #P < 0. 0 5 v s. t h e r e s p e cti v e 0- mi n c o u nt er p art; * P < 0. 0 5 v s. all ot h er gr o u p s. T x, tr e at m e nt.

di a b et e sj o ur n al s. or g/ di a b et e s T a b at a b a ei  D a k hili a n d  A s s o ci at e s 1 2 9
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D P B P a d mi ni str ati o n i n o b es e  mic e d e m o nstr at e d n o i m-

p a ct o n f at  m a ss, l e a n  m a ss, or b o d y  w ei g ht ( Fi g. 2 G – I),
w hic h  w as r ec a pit ul at e d i n l e a n  mic e ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.

1 C – E ). F urt h er m or e, all t hr e e  D P B P s i n hi bit e d S C O T ac-

ti vit y i n s k el et al  m us cl e a n d br ai n l ys at es c oll ect e d at
st u d y c o m pl eti o n ( Fi g. 2 J – L ).

D P B P s  E x ert  Gl u c o s e  L o w eri n g  T hr o u g h  S u p pr e s si n g

M u s cl e a n d  Br ai n  S C O T  A cti vit y

C o nsist e nt  wit h pi m o zi d e f aili n g t o i m pr o v e gl yc e mi a i n

o b e s e S C O T M us cl e K O mi c e ( 3) ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 2 A – C ),
all t hr e e  D P B Ps f ail e d t o i m pr o v e gl u c o s e t ol er a nc e i n

o b e s e S C O T M u scl e K O mic e,  w h er e a s t h e y all e vi at e d gl u c o s e

i nt ol er a nc e i n o b e s e h u m a n a - s k el et al a cti n- Cr e ( H S ACr e )
mic e ( Fi g. 3 A – C ). T hi s i m pr o v e m e nt i n gl y c e mi a f or all

t hr e e  D P B Ps i n o b e s e  H S ACr e mic e  w as a ss oci at e d  wit h
l o w er cir c ul ati n g i ns uli n l e v els ( Fi g. 3D ),  w hil e all t hr e e

D P B Ps als o i ncr e a s e d cir c ul ati n g b - O H B l e v el s f oll o wi n g

a n o v er ni g ht f ast ( Fi g. 3 E ).
K et o n es ar e a n ess e nti al f u el s o urc e f or t h e br ai n d uri n g

pr ol o n g e d p eri o ds of st ar v ati o n ( 1 5), a n d br ai n e n er g y  m e-

t a b olis m c a n r e g ul at e  w h ol e- b o d y gl uc os e h o m e ost asis

( 1 6, 1 7). T h us,  w e g e n er at e d br ai n-s p ecific S C O T  K O
( S C O TBr ai n K O )  mic e t h at l ac k S C O T acti vit y  wit hi n t h e br ai n

( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 2D – F ). Tr e at m e nt of o b es e n esti nCr e

litt er m at es  wit h all t hr e e  D P B Ps o nc e a g ai n i m pr o v e d gl u-
c os e t ol er a nc e,  w h er e as tr e at m e nt  wit h all t hr e e  D P B Ps

f ail e d t o i m pr o v e gl uc os e t ol er a nc e i n o b es e S C O TBr ai n K O

mic e ( Fi g. 3 F – H ).  Alt h o u g h tr e at m e nt  wit h all t hr e e  D P B Ps
w as still ass oci at e d  wit h l o w er circ ul ati n g i ns uli n l e v els i n

t h e o b es e n esti nCr e mic e,  D P B P-tr e at e d o b es e S C O T Br ai n K O

mic e c o nsist e ntl y h a d hi g h er circ ul ati n g i ns uli n l e v els aft er
gl uc os e a d mi nistr ati o n t h a n t h eir n esti n Cr e mic e c o u nt er-

p arts ( Fi g. 3 I). I n a d diti o n, circ ul ati n g b - O H B l e v els f oll o wi n g

a n o v er ni g ht f ast  w er e el e v at e d i n t h e o b es e S C O T Br ai n K O

mic e or i n r es p o ns e t o tr e at m e nt  wit h t h e  D P B Ps i n t h e

n esti n Cr e litt er m at es ( Fi g. 3J ).

D 2 R e c e pt or I n hi biti o n I s  Di s p e n s a bl e f or

D P B P - M e di at e d  Gl u c o s e  L o w eri n g

T o ass ess t h e p ot e nti al c o ntri b uti o n of t h e c a n o nic al acti o ns

of  D P B Ps as  D 2 r ec e pt or a nt a g o nists t o w ar d o ur o bs er v a-

ti o ns,  w e n e xt tr e at e d o b es e  mic e  wit h a si n gl e I P i nj ecti o n
of a str uct ur all y u nr el at e d  D 2 r ec e pt or a nt a g o nist, l ur asi-

d o n e ( 1 0  m g/ k g) ( 1 8, 1 9) ( Fi g. 4 A ).  W h e n c o m p ar e d t o

tr e at m e nt  wit h pi m o zi d e,  w e o bs er v e d t h at l ur asi d o n e h a d
n o i m p act o n circ ul ati n g b - O H B l e v els a n d  w as u n a bl e t o

i m pr o v e gl yc e mi a d uri n g a n I P G T T ( Fi g. 4B a n d C ). I n a d di-

ti o n, l ur asi d o n e  w as d e v oi d of acti o ns t o di mi nis h S C O T
acti vit y ( Fi g. 4 D a n d E ). Si mil arl y, tr e at m e nt of o b es e  mic e

wit h l ur asi d o n e ( 1 0  m g/ k g) f or 4  w e e ks yi el d e d i d e ntic al

fi n di n gs t o ac ut e tr e at m e nt  w h er e b y n o c h a n g e i n gl uc os e
t ol er a nc e, circ ul ati n g b - O H B l e v els, or S C O T acti vit y  w as

o bs er v e d ( Fi g. 4 F – I).

DI S C U S SI O N

I n t his st u d y,  w e d e m o nstr at e d t h at t h e  D2 r ec e pt or a nt a g-
o nist  D P B Ps, ori gi n all y d e v el o p e d t o tr e at sc hi z o p hr e ni a,
als o i n hi bit S C O T acti vit y a n d i n d uc e gl uc os e l o w eri n g i n
o v er ni g ht-f ast e d o b es e  mic e.  W hil e t his  m a y n ot b e r e pr e-
s e nt ati v e of o b es e i n di vi d u als  wit h T 2 D  w h er e i m pr o v e-
m e nts i n gl yc e mi a n e e d t o i d e all y b e pr es e nt t hr o u g h o ut,
w e h a v e o bs er v e d t h at pi m o zi d e als o i n d uc es gl uc os e l o w er-
i n g  wit h s h ort-t er m f asti n g a n d i n t h e a d li bit u m st at e ( 3).
Wit h t h e us e of st at e- of-t h e- art i n silic o  m o d eli n g t ec h ni-
q u es,  w e s h o w t h at t h e  D P B Ps ti g htl y bi n d t o t h e c at al ytic
p oc k et of S C O T t o i n hi bit its e n z y m atic acti vit y.

O ur pr e vi o us st u di es  w er e li mit e d b ec a us e t h e y di d n ot
r ul e o ut a p ossi bl e r ol e f or t h e c a n o nic al a nti ps yc h otic ac-
ti o ns of pi m o zi d e as a  D2 r ec e pt or a nt a g o nist i n  m e di ati n g
gl uc os e l o w eri n g.  W e p osit e d t h at t h e gl uc os e-l o w eri n g ac-
ti o ns of pi m o zi d e a n d ot h er  D P B Ps  w o ul d b e i n d e p e n d e nt
of t h es e acti o ns, si nc e gl yc e mi a  w as i m pr o v e d i n n u m er o us
st u di es f oll o wi n g  D 2 r ec e pt or acti v ati o n ( 2 0– 2 2). F urt h er-
m or e, t h e p arti al  D 2 r ec e pt or a g o nist br o m ocri pti n e e x hi b-
its a nti h y p er gl yc e mic eff ects i n p e o pl e  wit h T 2 D ( 2 3).
N o n et h el ess, t o r ul e o ut t h es e acti o ns,  w e tr e at e d  mic e
wit h a str uct ur all y u nr el at e d a nti ps yc h otic a g e nt t h at i n-
hi bits  D 2 r ec e pt ors, l ur asi d o n e.  W e s p ecific all y c h os e l ur asi-
d o n e as its disti nct c h e mic al str uct ur e s h o ul d dict at e t h at
it d o es n ot i n hi bit S C O T acti vit y ( 2 4). T h e i n a bilit y of l ur a-
si d o n e t o i m pr o v e gl uc os e t ol er a nc e is c o nsist e nt  wit h o ur
d at a ill ustr ati n g t h at t h e  D P B P- m e di at e d all e vi ati o n of o b e-
sit y-i n d uc e d h y p er gl yc e mi a d e p e n ds e ntir el y o n t h e a bilit y
of t h e  D P B Ps t o i n hi bit S C O T.

W e o bs er v e d s o m e discr e p a nci es c o m p ar e d  wit h o ur pr e-
vi o us fi n di n gs  wit h pi m o zi d e ( 3), i n p artic ul ar, tr e at m e nt
wit h t h e  D P B Ps di d n ot i m pr o v e i ns uli n t ol er a nc e i n o b es e
mic e. T his  m a y b e e x pl ai n e d b y a r e d uc e d f asti n g p eri o d
( 6 h) v er s u s t h e o v er ni g ht f ast i m pl e m e nt e d i n o ur pr e vi-
o u s st u d y ( 3) a n d i s c o nsi st e nt  wit h o ur d at a f oll o wi n g a
5- h f a st, d e m o nstr ati n g t h at pi m o zi d e tr e at m e nt d o es n ot
i m pr o v e s k el et al  m u scl e i ns uli n s e nsiti vit y i n o b es e  mi c e
d uri n g a h y p eri ns uli n e mi c- e u gl yc e mic cl a m p.  W e p o sit
t h at n o ni ns uli n- m e di at e d gl u c os e di s p os al a cc o u nts f or
D P B P- m e di at e d gl u c o s e l o w eri n g. T his  m a y b e attri b ut e d
t o i ncr e a s e d gl uc os e o xi d ati o n i n  m us cl e s ec o n d ar y t o
sti m ul ati o n of p yr u v at e d e h y dr o g e n a s e ( P D H) acti vit y, t h e
r at e-li miti n g e n z y m e of gl uc os e o xi d ati o n. I n d e e d, it h as
b e e n s u g g est e d t h at i ncr e as e d  mit oc h o n dri al o xi d ati o n of
gl u c os e is s uffi ci e nt t o i m pr o v e gl y c e mi a i n d e p e n d e nt of
i ns uli n si g n ali n g ( 2 5), a n d  w e di d o bs er v e t h at  D P B P
tr e at m e nt of o b es e  mi c e d ecr e a s e d P D H p h o s p h or yl ati o n
(i n di c ati v e of i ncr e as e d P D H acti vit y) i n g a str o c n e mi us
m u scl e b ut n ot i n t h e br ai n ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 3 A – C ).

O n e of o ur s ur prisi n g o bs er v ati o ns is t h at r e d ucti o ns i n
br ai n S C O T acti vit y  m a y c o ntri b ut e t o t h e gl uc os e-l o w eri n g
acti o ns of t h e  D P B Ps.  Alt h o u g h t h e gl uc os e cl e ar a nc e pr o-
fil es of o b es e S C O TBr ai n K O mic e  w er e c o m p ar a bl e t o t h at of
o b es e n esti n Cr e mic e, t h e  D P B Ps f ail e d t o i m pr o v e gl yc e mi a
i n S C O TBr ai n K O mic e. As o ur pr e vi o us fi n di n gs r e v e al e d
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Fi g u r e 3 — T h e gl u c o s e-l o w eri n g a cti o n s of  D P B P s r e q uir e i n hi biti o n of  S C O T i n  b ot h s k el et al  m u s cl e a n d  br ai n. A – D : I P G T T s i n o b e s e
S C O T M u s cl e K O mi c e a n d t h eir  H S A Cr e litt er m at e s tr e at e d  wit h eit h er v e hi cl e c o ntr ol ( V C) or  pi m o zi d e (A ), fl u s piril e n e ( B ), or  p e nfl uri d ol ( C )
( 1 0  m g/ k g e v er y 4 8 h) a n d t h eir c orr e s p o n di n g cir c ul ati n g i n s uli n l e v el s at 0 a n d 3 0  mi n (D ) (n = 6 – 7). E :  Cir c ul ati n g b - O H B l e v el s i n o b e s e
S C O T M u s cl e K O mi c e a n d t h eir  H S A Cr e litt er m at e s tr e at e d  wit h eit h er  V C or t h e t hr e e  D P B P s  m e a s ur e d  b ef or e a n d aft er a 1 6- h f a st (n = 6 – 7).
F – I: I P G T T s i n o b e s e  S C O TBr ai n K O mi c e a n d t h eir n e sti n Cr e litt er m at e s tr e at e d  wit h eit h er  V C or  pi m o zi d e (F ), fl u s piril e n e ( G ), or  p e nfl uri d ol
(H ) ( 1 0  m g/ k g e v er y 4 8 h) a n d t h eir c orr e s p o n di n g cir c ul ati n g i n s uli n l e v el s at 0 a n d 3 0  mi n (I) (n = 4 – 5). J :  Cir c ul ati n g b - O H B l e v el s i n o b e s e

di a b et e sj o ur n al s. or g/ di a b et e s T a b at a b a ei  D a k hili a n d  A s s o ci at e s 1 3 1
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t h at pi m o zi d e i n hi bits S C O T i n a n o nc o m p etiti v e  m a n n er
( 3), o n e p ot e nti al e x pl a n ati o n f or t h e l ac k of eff ect i n
S C O T Br ai n K O mic e  m a y b e d u e t o t h e hi g h er circ ul ati n g k e-
t o n es i n t h es e mic e. S u bs e q u e nt el e v ati o ns i n m uscl e ac e-
t o ac et at e  w o ul d o v erc o m e t h e  D P B P- m e di at e d i n hi biti o n
of S C O T, s u p p orti n g t h e  D P B Ps ’ i n a bilit y t o pr o m ot e gl u-
c os e l o w eri n g.  A n alt er n ati v e e x pl a n ati o n c o ul d r el at e t o

t h e i n hi biti o n of br ai n S C O T acti vit y pl a yi n g a r e g ul at or y
r ol e i n  w h ol e- b o d y gl uc os e h o m e ost asis. T his r e g ul at or y
r ol e a p p e ars t o r e q uir e si m ult a n e o us i n hi biti o n of br ai n
a n d  m uscl e S C O T acti vit y/ k et o n e o xi d ati o n, si nc e t h e
D P B Ps r e m ai n c a p a bl e of i n hi biti n g br ai n S C O T acti vit y i n
S C O T M uscl e K O mic e or i n hi biti n g  m uscl e S C O T acti vit y i n
S C O T Br ai n K O mic e.  W hil e a p ot e nti al br ai n- m uscl e k et o n e

S C O T Br ai n K O mi c e a n d t h eir n e sti n Cr e litt er m at e s tr e at e d  wit h eit h er  V C or t h e t hr e e  D P B P s (n = 4 – 5).  D at a ar e  m e a n  ±  S E M.  Diff er e n c e s
w er e  d et er mi n e d u si n g eit h er a o n e- or t w o- w a y  A N O V A, f oll o w e d  b y  B o nf err o ni  p o st h o c a n al y si s. * P < 0. 0 5 v s.  V C-tr e at e d o b e s e
H S A Cr e or o b e s e n e sti n Cr e mi c e; # P < 0. 0 5 v s. t h e r e s p e cti v e 0- mi n c o u nt er p art; $ P < 0. 0 5 v s. t h e r e s p e cti v e n e sti n Cr e c o u nt er p art.  A U C,
ar e a u n d er t h e c ur v e.
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Fi g u r e 4 — D 2 r e c e pt or a nt a g o ni s m  d o e s n ot i m pr o v e gl y c e mi a i n o b e s e  m al e  mi c e. A :  Str u ct ur al c o m p ari s o n of  pi m o zi d e a n d l ur a si d o n e.
B : I P G T T a n d it s c orr e s p o n di n g ar e a u n d er t h e c ur v e ( A U C) i n o b e s e  mi c e t h at r e c ei v e d a si n gl e I P i nj e cti o n of eit h er v e hi cl e c o ntr ol ( c or n
oil); a str u ct ur all y  di s si mil ar  D 2 a nt a g o ni st, l ur a si d o n e ( 1 0  m g/ k g); or  pi m o zi d e ( 1 0  m g/ k g). C :  Cir c ul ati n g b - O H B l e v el s i n e a c h gr o u p ( n =
7 – 9). D a n d E :  S C O T a cti vit y (r e c o m bi n a nt e n z y m e) i n t h e  pr e s e n c e of  D M S O ( v e hi cl e),  pi m o zi d e ( 5 0 0 n m ol/ L), or l ur a si d o n e ( 5 0 0 n m ol/ L)
a n d it s c orr e s p o n di n g a cti vit y r at e ( n = 3). F a n d G : I P G T T a n d it s c orr e s p o n di n g  A U C i n o b e s e  mi c e tr e at e d f or 2  w e e k s  wit h eit h er v e hi cl e
c o ntr ol ( c or n oil), l ur a si d o n e ( 1 0  m g/ k g), or  pi m o zi d e ( 1 0  m g/ k g) a n d cir c ul ati n g b - O H B l e v el s i n e a c h gr o u p ( n = 3 – 4). H a n d I:  S C O T a cti v-
it y i n g a str o c n e mi u s  m u s cl e a n d it s c orr e s p o n di n g a cti vit y r at e (n = 3).  D at a ar e  m e a n  ±  S E M.  Diff er e n c e s  w er e  d et er mi n e d u si n g eit h er a
o n e- or t w o- w a y  A N O V A, f oll o w e d  b y  B o nf err o ni  p o st h o c a n al y si s. * P < 0. 0 5 v s. v e hi cl e c o ntr ol – tr e at e d o b e s e  mi c e.

1 3 2 T h e  Di p h e n yl b ut yl pi p eri di n e s  Ar e  S C O T I n hi bit or s Di a b et e s V ol u m e 7 2, J a n u ar y 2 0 2 3
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m et a b olis m a xis r e g ul ati n g gl yc e mi a a p p e ars i ntri g ui n g,
t h er e ar e s e v er al c o nc er ns r e g ar di n g n esti nCr e mic e a n d
p ert ur b e d  m et a b olic p h e n ot y p es t h at  m a k e s uc h a n i nt er-
pr et ati o n a m bi g u o us.  N esti n Cr e mic e f e d a n  H F D d e m o n-
str at e i m pr o v e d i ns uli n s e nsiti vit y  wit h n o i m pr o v e m e nt i n
gl uc os e l e v els ( 2 6). I n s u p p ort of t his, o ur c o m p aris o ns of
n esti n Cr e mic e, fl o x e d S C O T mic e, a n d t h eir Cr e/fl o x e d
S C O T – n e g ati v e  wil d-t y p e litt er m at es f e d a n  H F D i n dic at e
t h at n esti nCr e mic e d o e x hi bit i m pr o v e d i ns uli n s e nsiti vit y
wit h n o c h a n g e i n f asti n g gl uc os e l e v els, as  w ell as a g e n er-
ali z e d gr o wt h d ef ect ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 4 A – F ).  As t h e
D P B Ps w er e still c a p a bl e of i m pr o vi n g gl uc os e t ol er a nc e i n
n esti n Cr e mic e b ut n ot i n S C O T Br ai n K O mic e, t his s u g g ests
t h at br ai n S C O T acti vit y a n d k et o n e o xi d ati o n r e g ul at e gl y-
c e mi a e v e n if n esti n Cr e mic e h ar b or t h es e  m et a b olic p h e n o-
t y p es.  H o w e v er, Cr e e x pr essi o n dri v e n b y t h e n esti n
pr o m ot er is als o l e a k y,  wit h r e p ort e d e x pr essi o n i n  m uscl e
tiss u es ( 2 6).  Alt h o u g h  w e o bs er v e d n or m al S C O T e x pr es-
si o n i n g astr oc n e mi us  m uscl es fr o m S C O T Br ai n K O mic e, it is
p ossi bl e t h at S C O T e x pr essi o n  m a y h a v e b e e n d ecr e as e d i n
ot h er  m uscl es,  w hic h c o ul d als o acc o u nt f or t h e f ail ur e of
t h e  D P B Ps t o i n d uc e gl uc os e l o w eri n g i n t h es e  mic e.  As
s uc h, f urt h er i nt err o g ati o n of S C O T Br ai n K O mic e is still n ec-
ess ar y t o d et er mi n e  w h et h er br ai n k et o n e o xi d ati o n pl a ys
a critic al r ol e i n t h e r e g ul ati o n of gl yc e mi a i n o b esit y.

I n s u m m ar y, o ur st u d y h as d e m o nstr at e d t h at n ot o nl y
pi m o zi d e b ut t h e  D P B P dr u g cl a ss i n g e n er al ar e als o
S C O T i n hi bit or s. T hr o u g h t h es e a cti o ns a n d n ot t h eir
a bilit y t o i n hi bit  D 2 r ec e pt ors, t h e y i n d uc e p ot e nt gl u c o s e
l o w eri n g i n o b e sit y.  W hil e i ncr e as e s i n cir c ul ati n g k et o n e
l e v els s ec o n d ar y t o S C O T i n hi biti o n  m a y l e a d t o k et o a ci-
d osis a s a p ot e nti al a d v er s e eff ect, t h e e xt e nt of t hi s i n-
cr e a s e a p p e ars c o m p ar a bl e t o t h at o bs er v e d i n i n di vi d u al s
c o n s u mi n g k et o g e ni c di et s a n d i s  m or e r efl e cti v e of a n u-
triti o n al k et osis ( 1 5).  A s t h e  D P B Ps a p p e ar t o b e r el ati v el y
s af e i n h u m a ns,  w h er e t h e y h a v e b e e n pr e vi o usl y a p-
pr o v e d f or t h e tr e at m e nt of s c hi z o p hr e ni a/ ps y c h osis, t hi s
dr u g cl a ss  m a y h a v e utilit y i n b ei n g r e p ur p o s e d f or t h e
tr e at m e nt of T 2 D, t h o u g h c ar ef ul  m o nit ori n g of cir c ul at-
i n g k et o n es  will b e n e c es s ar y.

A c k n o wl e d g m e nt s. T h e i n sili c o  m o d eli n g st u di e s r e q uir e d a c c e s s t o

t h e C o m p ut e C a n a d a a n d S H A R C N E T o nli n e s er v er s.

F u n di n g. T hi s  w or k  w a s s u p p ort e d b y a C a n a di a n I n stit ut e s of H e alt h R e-

s e ar c h pr oj e ct gr a nt (t o J. R. U.). J. R. U. i s a Ti er 2 C a n a d a R e s e ar c h C h air

( P h ar m a c ot h er a p y of E n er g y  M et a b oli s m i n O b e sit y).

D u alit y  of I nt er e st. N o p ot e nti al c o n fl i ct s of i nt er e st r el e v a nt t o t hi s

arti cl e  w er e r e p ort e d.

A ut h or  C o ntri b uti o n s. S. A. T. D., A. A. G., K. Y., R. A. F., C. T. S., K. G.,

J. S. F. C., J. J. C., F. E., C. L., a n d R. A. p erf or m e d t h e e x p eri m e nt s. S. A. T. D.,

C. A. V.- M., P. A. C., J. N. M. G., R. A., a n d J. R. U. r e vi e w e d a n d e dit e d t h e  m a n u-

s cri pt. S. A. T. D., R. A., a n d J. R. U. d e si g n e d t h e e x p eri m e nt s. S. A. T. D. a n d

J. R. U. a n al y z e d t h e d at a a n d  wr ot e t h e  m a n u s cri pt. All a ut h or s r e a d a n d

a p pr o v e d t h e  m a n u s cri pt f or s u b mi s si o n. J. R. U. i s t h e g u ar a nt or of t hi s

w or k a n d, a s s u c h, h a d f ull a c c e s s t o all t h e d at a i n t h e st u d y a n d t a k e s

r e s p o n si bilit y f or t h e i nt e grit y of t h e d at a a n d t h e a c c ur a c y of t h e d at a

a n al y si s.

P ri or  Pr e s e nt ati o n. P art s of t hi s st u d y  w er e pr e s e nt e d i n a b str a ct

f or m at t h e 8 2 n d S ci e ntifi c S e s si o n s of t h e A m eri c a n Di a b et e s A s s o ci ati o n,

N e w Orl e a n s, L A, 3 – 7 J u n e 2 0 2 2.

R ef er e n c e s

1. Ri e d el A A, H ei e n H,  W o g e n J, Pl a u s c hi n at C A. L o s s of gl y c e mi c c o ntr ol

i n p ati e nt s  wit h t y p e 2 di a b et e s  m ellit u s  w h o  w er e r e c ei vi n g i niti al  m etf or mi n,

s ulf o n yl ur e a, or t hi a z oli di n e di o n e  m o n ot h er a p y. P h ar m a c ot h er a p y 2 0 0 7; 2 7:

1 1 0 2 – 1 1 1 0

2. T ur n er R C, C ull C A, Fri g hi V; U K Pr o s p e cti v e Di a b et e s St u d y ( U K P D S)

Gr o u p. Gl y c e mi c c o ntr ol  wit h di et, s ulf o n yl ur e a,  m etf or mi n, or i n s uli n i n

p ati e nt s  wit h t y p e 2 di a b et e s  m ellit u s: pr o gr e s si v e r e q uir e m e nt f or  m ulti pl e

t h er a pi e s ( U K P D S 4 9). J A M A 1 9 9 9; 2 8 1: 2 0 0 5– 2 0 1 2

3. Al B atr a n R, G o p al K, C a p ozzi  M E, et al. Pi m ozi d e all evi at es hy p er gly c e mi a i n

di et-i n d u c e d o b esity by i n hi biti n g s k el et al  m us cl e k et o n e oxi d ati o n. C ell  M et a b

2 0 2 0; 3 1: 9 0 9 – 9 1 9. e 8

4. T e c ott L H, K w o n g L L, U hr S, P er o ut k a S J. Diff er e nti al  m o d ul ati o n of

d o p a mi n e D 2 r e c e pt or s b y c hr o ni c h al o p eri d ol, nitr e n di pi n e, a n d pi m ozi d e.

Bi ol P s y c hi atr y 1 9 8 6; 2 1: 1 1 1 4 – 1 1 2 2

5. C arl s s o n A. A nti p s y c h oti c dr u g s, n e ur otr a n s mitt er s, a n d s c hiz o p hr e ni a.

A m J P s y c hi atr y 1 9 7 8; 1 3 5: 1 6 5 – 1 7 3

6. C h o ui n ar d G, A n n a bl e L, St ei n b er g S. A c o ntr oll e d cli ni c al tri al of

fl u s piril e n e, a l o n g- a cti n g i nj e ct a bl e n e ur ol e pti c, i n s c hiz o p hr e ni c p ati e nt s  wit h

a c ut e e x a c er b ati o n. J Cli n P s y c h o p h ar m a c ol 1 9 8 6; 6: 2 1 – 2 6

7. C h o ui n ar d G, L e h m a n n H E, B a n T A. Pi m ozi d e i n t h e tr e at m e nt of c hr o ni c

s c hiz o p hr e ni c p ati e nt s. C urr T h er R e s Cli n E x p 1 9 7 0; 1 2: 5 9 8 – 6 0 3

8.  M e y er J M. A nti p s y c h oti c s af et y a n d ef fi c a c y c o n c er n s. J Cli n P s y c hi atr y

2 0 0 7; 6 8( S u p pl. 1 4): 2 0 – 2 6

9. P ett ers e n E F, G o d d ar d T D, H u a n g C C, et al. U C S F C hi m er a – a vis u aliz ati o n

syst e m f or ex pl or at ory r es e ar c h a n d a n alysis. J C o m p ut C h e m 2 0 0 4; 2 5: 1 6 0 5 –

1 6 1 2

1 0. E b er h ar dt J, S a nt o s- M arti n s D, Till a c k A F, F orli S. A ut o D o c k Vi n a 1. 2. 0:

n e w d o c ki n g  m et h o d s, e x p a n d e d f or c e fi el d, a n d P yt h o n bi n di n g s. J C h e m I nf

M o d el 2 0 2 1; 6 1: 3 8 9 1 – 3 8 9 8

1 1. Pr o n k S, P all S, S c h ulz R, et al. G R O M A C S 4. 5: a hi g h-t hr o u g h p ut a n d

hi g hl y p ar all el o p e n s o ur c e  m ol e c ul ar si m ul ati o n t o ol kit. Bi oi nf or m ati c s

2 0 1 3; 2 9: 8 4 5 – 8 5 4

1 2. Li n d orff- L ars e n K, Pi a n a S, P al m o K, et al. I m pr o v e d si d e- c h ai n t or si o n

p ot e nti al s f or t h e A m b er ff 9 9 S B pr ot ei n f or c e fi el d. Pr ot ei n s 2 0 1 0; 7 8: 1 9 5 0 –

1 9 5 8

1 3. P ett er s e n E F, G o d d ar d T D, H u a n g C C, et al. U C S F C hi m er a X: str u ct ur e

vis u aliz ati o n f or r es e ar c h er s, e d u c at or s, a n d d ev el o p er s. Pr ot ei n S ci 2 0 2 1; 3 0:

7 0 – 8 2

1 4. C ott er D G, S c h u g ar R C,  W e nt z A E, d ’A vi g n o n D A, Cr a wf or d P A.

S u c c e s sf ul a d a pt ati o n t o k et o si s b y  mi c e  wit h ti s s u e- s p e ci fi c d e fi ci e n c y of

k et o n e b o d y o xi d ati o n. A m J P h y si ol E n d o cri n ol  M et a b 2 0 1 3; 3 0 4:

E 3 6 3 – E 3 7 4

1 5. P u c h al s k a P, Cr a wf or d P A.  M ulti- di m e n si o n al r ol e s of k et o n e b o di e s

i n f u el  m et a b oli s m, si g n ali n g, a n d t h er a p e uti c s. C ell  M et a b 2 0 1 7; 2 5:

2 6 2 – 2 8 4

1 6. L a m C K, C h ari  M, L a m T K. C N S r e g ul ati o n of gl u c o s e h o m e o st a si s.

P h y si ol o g y ( B et h e s d a) 2 0 0 9; 2 4: 1 5 9 – 1 7 0

1 7. R u u d J, St e c ul or u m S M, Br €u ni n g J C. N e ur o n al c o ntr ol of p eri p h er al

i n s uli n s e n siti vit y a n d gl u c o s e  m et a b oli s m. N at C o m m u n 2 0 1 7; 8: 1 5 2 5 9

1 8. L u o ni A, Ri c h ett o J, L o n g o L, Ri v a  M A. C hr o ni c l ur a si d o n e tr e at m e nt

n or m ali z e s G A B A er gi c  m ar k er alt er ati o n s i n t h e d or s al hi p p o c a m p u s of  mi c e

ex p os e d t o pr e n at al i m m u n e a ctiv ati o n. E ur N e ur o psy c h o p h ar m a c ol 2 0 1 7; 2 7:
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2 1. St o elz el C R, Z h a n g Y, Ci n c ott a A H. Cir c a di a n-ti m e d d o p a mi n e a g o ni st

tr e at m e nt r ev er s e s hi g h-f at di et-i n d u c e d di a b et o g e ni c s hift i n v e ntr o m e di al
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2 3. D efr o nz o R A. Br o m o cri pti n e: a s y m p at h ol yti c, d 2- d o p a mi n e a g o ni st f or
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C ar e 2 0 1 1; 3 4: 1 4 4 2]. Di a b et e s C ar e 2 0 1 1; 3 4: 7 8 9 – 7 9 4

2 4. Is hi b as hi T, H oris a w a T, T o k u d a K, et al. P h ar m a c ol o gi c al pr o fi l e of

l ur asi d o n e, a n ov el a nti psy c h oti c a g e nt  wit h p ot e nt 5- hy dr oxytry pt a mi n e 7 ( 5- H T 7)

a n d 5- H T 1 A r e c e pt or a ctivity. J P h ar m a c ol Ex p T h er 2 0 1 0; 3 3 4: 1 7 1 – 1 8 1

2 5.  M u oi o D M.  M et a b oli c i n fl e xi bilit y:  w h e n  mit o c h o n dri al i n d e ci si o n l e a d s t o

m et a b oli c gri dl o c k. C ell 2 0 1 4; 1 5 9: 1 2 5 3 – 1 2 6 2

2 6. H ar n o E, C ottr ell E C,  W hit e A.  M et a b oli c pitf all s of C N S Cr e- b a s e d

t e c h n ol o g y. C ell  M et a b 2 0 1 3; 1 8: 2 1– 2 8

1 3 4 T h e  Di p h e n yl b ut yl pi p eri di n e s  Ar e  S C O T I n hi bit or s Di a b et e s V ol u m e 7 2, J a n u ar y 2 0 2 3
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1 D e p a rt m e nt of Bi o c h e mi st r y, U ni v e r sit y of Al b e rt a, E d m o nt o n, A B T 6 G 2 R 3, C a n a d a
2 S c h o ol of H u m a n N ut riti o n, M c Gill U ni v e r sit y, S ai nt e A n n e d e B ell e v u e, Q C H 9 X 3 V 9, C a n a d a

* C o r r e s p o n d e n c e: m a r e k. mi c h al a k @ u al b e rt a. c a ( M. M.); l ui s. a g ell o n @ m c gill. c a ( L. B. A.)

A b str a ct: C al n e xi n i s a t y p e I i nt e g r al e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R) m e m b r a n e p r ot ei n wit h a n N-

t e r mi n al d o m ai n t h at r e si d e s i n t h e l u m e n of t h e E R a n d a C-t e r mi n al d o m ai n t h at e xt e n d s i nt o t h e

c yt o s ol. C al n e xi n i s c o m m o nl y r ef e r r e d t o a s a m ol e c ul a r c h a p e r o n e i n v ol v e d i n t h e f ol di n g a n d

q u alit y c o nt r ol of m e m b r a n e- a s s o ci at e d a n d s e c r et e d p r ot ei n s, a f u n cti o n t h at i s att ri b ut e d t o it s E R-

l o c ali z e d d o m ai n wit h a st r u ct u r e t h at b e a r s a st r o n g r e s e m bl a n c e t o a n ot h e r l u mi n al E R c h a p e r o n e

a n d C a 2 + - bi n di n g p r ot ei n k n o w n a s c al r eti c uli n. St u di e s h a v e di s c o v e r e d t h at t h e c yt o s oli c C-t e r mi n al

d o m ai n of c al n e xi n u n d e r g o e s di sti n ct p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s a n d i nt e r a ct s wit h a v a ri et y of

p r ot ei n s. H e r e, w e di s c u s s r e c e nt fi n di n g s a n d h y p ot h e si z e t h at t h e p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s

of t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n a n d it s i nt e r a cti o n wit h s p e ci fi c c yt o s oli c p r ot ei n s pl a y a r ol e i n

c o o r di n ati n g E R f u n cti o n s wit h e v e nt s t a ki n g pl a c e i n t h e c yt o s ol a n d ot h e r c ell ul a r c o m p a rt m e nt s.

K e y w or d s: c al ci u m bi n di n g p r ot ei n; c ell si g n ali n g; e n d o pl a s mi c r eti c ul u m; m ol e c ul a r c h a p e r o n e;

p r ot ei n – p r ot ei n i nt e r a cti o n s

1. I ntr o d u cti o n

T h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R) i s o r g a ni z e d a s a c o nti n u o u s m e m b r a n e n et w o r k

of b r a n c hi n g t u b ul e s a n d fl att e n e d s a c s t h at e n v el o p a si n gl e l u m e n. T h e E R p e rf o r m s a

pl et h o r a of f u n cti o n s i n c ell s, i n cl u di n g li pi d a n d st e r oi d s y nt h e si s, C a 2 + st o r a g e a n d si g n al-

i n g, p r ot ei n s y nt h e si s a n d m at u r ati o n i n v ol vi n g p r ot ei n f ol di n g a n d p o st-t r a n sl ati o n al m o d-

i fi c ati o n [1 – 3 ]. H u m a n c ell s e x p r e s s a p p r o xi m at el y 1 0, 0 0 0 diff e r e nt p r ot ei n s at a n y gi v e n

m o m e nt [ 4 ]. M o r e t h a n a t hi r d of all of t h e s e p r ot ei n s a r e s y nt h e si z e d o n E R m e m b r a n e-

b o u n d ri b o s o m e s w h e r e p r ot ei n s a r e eit h e r d e sti n e d f o r r e si d e n c e i n t h e E R, pl a s m a m e m-

b r a n e, G ol gi a p p a r at u s, l y s o s o m e s o r s e c r et e d f r o m t h e c ell [ 5 ]. E v e n t h o u g h t h e n ati v e

st r u ct u r e a n d c o nf o r m ati o n of a gi v e n p r ot ei n i s l a r g el y d et e r mi n e d b y it s a mi n o a ci d

s e q u e n c e [ 6 ], m a n y n e wl y s y nt h e si z e d p r ot ei n s r e q ui r e a s si st a n c e b y m ol e c ul a r c h a p e r o n e s

t o r e a c h t h ei r n ati v e f ol d at a bi ol o gi c all y r el e v a nt ti m e s c al e [7 ]. T o h el p f a cilit at e p r o p e r

f ol di n g a n d q u alit y c o nt r ol, t h e E R e m pl o y s t w o m aj o r f ol di n g s y st e m s: t h e g e n e r al p at h-

w a y t h at i s m e di at e d b y Bi P (t h e E R h o m ol o g of t h e 7 0- k D a h e at s h o c k p r ot ei n, H s p 7 0)

t o g et h e r wit h p r ot ei n di s ul fi d e i s o m e r a s e P DI A 1, a n d t h e N-li n k e d gl y c o p r ot ei n p at h w a y

w hi c h i s g o v e r n e d b y l e cti n c h a p e r o n e s c al n e xi n a n d c al r eti c uli n, c o m m o nl y r ef e r r e d t o a s

t h e c al n e xi n / c al r eti c uli n c y cl e [8 ]. B ot h c al r eti c uli n a n d c al n e xi n s h a r e st r u ct u r al si mil a rit y

wit h r e s p e ct t o t h ei r l e cti n-li k e d o m ai n s wit h c al r eti c uli n b ei n g a n E R l u m e n- r e si d e nt p r o-

t ei n w hil e c al n e xi n i s a t y p e I i nt e g r al E R m e m b r a n e p r ot ei n wit h a t r a n s m e m b r a n e h eli x

a n d c yt o s ol- e x p o s e d C-t e r mi n al d o m ai n. T hi s r e vi e w i s f o c u s e d o n t h e r ol e of c al n e xi n n ot

o nl y a s a n E R c h a p e r o n e i n v ol v e d i n t h e p r ot ei n q u alit y c o nt r ol p at h w a y b ut al s o o n t h e

e m e r gi n g vi e w o n it s i m p o rt a n c e i n c o o r di n ati n g E R a n d c yt o s oli c e v e nt s vi a t h e u ni q u e

i nt e r a cti o n s of c al n e xi n wit h a v a ri et y of p r ot ei n s at t h e E R – c yt o s ol i nt e rf a c e [9 – 1 4 ].

2. Di s c o v er y of C al n e xi n

I n 1 9 8 2 a n o v el E R- a s s o ci at e d p r ot ei n wit h a n a p p a r e nt m a s s of 9 0 k D a w a s d et e ct e d

u si n g p ol y cl o n al a nti s e r u m r ai s e d a g ai n st m e m b r a n e f r a cti o n s of r o u g h E R [ 1 5 ]. C ell

Cells 2 0 2 3 , 1 2 , 4 0 3. htt p s: / / d oi. o r g / 1 0. 3 3 9 0 / c ell s 1 2 0 3 0 4 0 3 htt p s: / / w w w. m d pi. c o m /j o u r n al / c ell s
2 4 9

https://doi.org/10.3390/cells12030403
https://doi.org/10.3390/cells12030403
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/cells
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-1627-8467
https://orcid.org/0000-0002-2209-8702
https://doi.org/10.3390/cells12030403
https://www.mdpi.com/journal/cells
https://www.mdpi.com/article/10.3390/cells12030403?type=check_update&version=3


Cells 2 0 2 3 , 1 2 , 4 0 3 2 of 1 6

c ult u r e i m m u n o fl u o r e s c e n c e a n al y si s u si n g t h e s e a nti- r o u g h E R a nti b o di e s r e v e al e d a n

e xt e n si v e, r eti c ul a r n et w o r k of m e m b r a n e o c c u p yi n g t h e e nti r e c yt o pl a s m a n d e xt e n di n g

t o t h e n u cl e a r m e m b r a n e [1 5 ]. H o w e v e r, it w a s n ot u ntil a d e c a d e l at e r w h e n t h e 9 0 k D a

p h o s p h o p r ot ei n ( r ef e r r e d t o a s p p 9 0) w a s i d e nti fi e d a s b ei n g a s s o ci at e d wit h E R si g n al

s e q u e n c e r e c e pt o r c o m pl e x e s i n c a ni n e p a n c r e ati c mi c r o s o m e s [ 1 6 ]. T w o ot h e r r e s e a r c h

g r o u p s si m ult a n e o u sl y r e p o rt e d t h e i d e nti fi c ati o n of p 8 8 ( r e p o rt e d a s a n 8 8 k D a p r ot ei n) i n

t r a n si e nt a s s o ci ati o n wit h p a rti all y a s s e m bl e d cl a s s I m aj o r hi st o c o m p ati bilit y m ol e c ul e s

i n m u ri n e l y m p h o m a c ell li n e s [1 7 ] a n d I P 9 0 ( r e p o rt e d a s a 9 0 k D a i nt r a c ell ul a r p r ot ei n)

i nt e r a cti n g wit h T- c ell a nti g e n a n d B- c ell a nti g e n r e c e pt o r c o m pl e x e s [1 8 ]. M ol e c ul a r

cl o ni n g a n d c h a r a ct e ri z ati o n of t h e c a ni n e I P 9 0 c D N A r e v e al e d t h at it s e n c o d e d p r ot ei n

w a s a t y p e I E R m e m b r a n e p r ot ei n [ 1 6 ]. D u e t o it s C a2 + - bi n di n g p r o p e rti e s [1 6 ] a n d a hi g h

d e g r e e of a mi n o a ci d s e q u e n c e si mil a rit y wit h c al r eti c uli n [ 1 9 ], a m aj o r C a2 + - bi n di n g E R

r e si d e nt p r ot ei n, t h e p p 9 0 p r ot ei n w a s n a m e d c al n e xi n [ 1 6 ,2 0 – 2 2 ]. Si n c e t h e n, c al n e xi n h a s

b e e n o b s e r v e d t o i nt e r a ct t r a n si e ntl y wit h a wi d e a r r a y of n a s c e nt m e m b r a n e o r s ol u bl e

N-li n k e d gl y c o p r ot ei n s.

C al n e xi n, t o g et h e r wit h c al r eti c uli n a n d E R p 5 7 ( al s o k n o w n a s P DI A 3) [ 2 3 ], f o r m s

t h e c o r e c o m p o n e nt s of a p at h w a y t h at f a cilit at e s t h e f ol di n g a n d q u alit y c o nt r ol of n e wl y

s y nt h e si z e d p r ot ei n s wit h N-li n k e d c a r b o h y d r at e si d e c h ai n s [ 2 4 ,2 5 ]. T hi s f ol di n g p at h w a y

h a s b e e n wi d el y st u di e d a n d t h e r ef o r e w ell c h a r a ct e ri z e d a n d d e s c ri b e d i n s e v e r al e x c ell e nt

r e vi e w a rti cl e s [ 2 6 – 3 1 ]. T o d a y it i s w ell e st a bli s h e d t h at c al n e xi n i s u bi q uit o u sl y e x p r e s s e d

i n all c ell s c o nt ai ni n g t h e E R m e m b r a n e. It i s hi g hl y c o n s e r v e d a m o n g diff e r e nt s p e ci e s

( Fi g u r e 1 ), wit h it s i nt r al u mi n al d o m ai n r e s p o n si bl e f o r c h a p e r o n e f u n cti o n di s pl a yi n g t h e

hi g h e st l e v el of c o n s e r v ati o n a n d i n di c ati n g t h e e v ol uti o n a r y i m p o rt a n c e of t h e c h a p e r o n e

d o m ai n of c al n e xi n. C al n e xi n c a n b e f o u n d di st ri b ut e d wit hi n diff e r e nt E R m e m b r a n e s u b-

d o m ai n s, i n cl u di n g a v a ri et y of E R m e m b r a n e c o nt a ct sit e s [ 3 2 ] s u c h a s p e ri n u cl e a r r o u g h

E R c o nt a ct s wit h t h e ri b o s o m e –t r a n sl o c o n c o m pl e x [ 3 3 ,3 4 ], s m o ot h E R, n u cl e a r e n v el o p e

a n d t h e mit o c h o n d ri a / E R c o nt a ct sit e s ( al s o r ef e r r e d t o a s t h e mit o c h o n d ri a- a s s o ci at e d

m e m b r a n e [ 1 2 ,3 5 ]. T h e c h a r a ct e ri sti c di st ri b uti o n of c al n e xi n m ol e c ul e s wit hi n E R m e m-

b r a n e s i s c o nt r oll e d b y t h e p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s i n cl u di n g p al mit o yl ati o n a n d

p h o s p h o r yl ati o n at it s C-t e r mi n al d o m ai n, w hi c h a r e di s c u s s e d l at e r. M o r e o v e r, it w a s

i niti all y r e p o rt e d t h at c al n e xi n i s p r e s e nt o n t h e c ell s u rf a c e of i m m at u r e t h y m o c yt e s i n

a c o m pl e x wit h t h e C D 3 a nti g e n d u e t o i n c o m pl et e E R r et e nti o n [ 3 6 ,3 7 ]. Ot h e r st u di e s

h a v e d et e ct e d s m all a m o u nt s of c al n e xi n o n t h e c ell s u rf a c e of v a ri o u s c ell t y p e s [ 3 8 ]; t h e

r e di st ri b uti o n of c al n e xi n b et w e e n E R a n d pl a s m a m e m b r a n e s w a s p r o p o s e d t o b e c o n-

t r oll e d b y t h e st at e of c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n p h o s p h o r yl ati o n a n d a s s o ci ati o n wit h

p h o s p h of u ri n a ci di c cl u st e r s o rti n g p r ot ei n 2 ( P A C S- 2) [ 3 9 ]. M o r e o v e r, pl a s m a m e m b r a n e

l o c ali z ati o n of c al n e xi n h a s b e e n d et e ct e d i n c a n c e r o u s t u m o r s s u c h a s o r al s q u a m o u s c ell

c a r ci n o m a a n d m el a n o m a [ 4 0 ] w hil e a n ot h e r st u d y r e p o rt e d c al n e xi n a s b ei n g s e c r et e d i n

t h e s e r u m of l u n g c a n c e r p ati e nt s, m a ki n g c al n e xi n a p o s si bl e s e r o- di a g n o sti c m a r k e r [4 1 ].

2. 1. C al ne xi n- De fi cie nt A ni m al M o dels

M u c h of t h e e a rl y w o r k o n c al n e xi n f o c u s e d o n bi o c h e mi c al a n d c ell ul a r a s p e ct s. T h u s,

a ni m al m o d el s l a c ki n g c al n e xi n w e r e c r e at e d t o g ai n i n si g ht i nt o it s p h y si ol o gi c al i m p o r-

t a n c e. D. mel a n o g aster h a s t h r e e g e n e s e n c o di n g c al n e xi n a m o n g w hi c h c al n e xi n 9 9 A h a s

t h e hi g h e st si mil a rit y wit h m a m m ali a n c al n e xi n [4 4 ]. M ut ati o n s i n c al n e xi n 9 9 A aff e ct e d

t h e m at u r ati o n a n d f u n cti o n of r h o d o p si n, w hi c h i n t u r n l e d t o a g e- d e p e n d e nt r eti n al

d e g e n e r ati o n [ 4 4 ]. A d diti o n all y, c al n e xi n 9 9 A m ut a nt s di s pl a y e d i m p ai r e d C a 2 + b uff e ri n g,

w hi c h c o nt ri b ut e d t o t h e d e v el o p m e nt of t h e r eti n al d e g e n e r ati o n p o s si bl y d u e t o C a 2 +

t o xi cit y [4 4 ]. I n a cti v ati o n of t h e c al n e xi n g e n e i n C. ele g a ns r e s ult e d i n d e v el o p m e nt al a n d

r e p r o d u cti v e d ef e ct s t h at w e r e t e m p e r at u r e s e n siti v e [ 4 5 ]. T h e s e m ut a nt w o r m s al s o e x hi b-

it e d g r o wt h i m p ai r m e nt u n d e r c al ci u m i n s uf fi ci e n c y [4 5 ]. F u rt h e r m o r e, R N Ai- m e di at e d

sil e n ci n g of t h e c al n e xi n g e n e r e s ult e d i n s u p p r e s s e d n e c r oti c-li k e c ell d e at h [ 4 6 ]. I n D.

reri o ( z e b r a fi s h), c al n e xi n i s r e q ui r e d f o r t h e d e v el o p m e nt of t h e m e c h a n o s e n s o r y s y st e m
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c all e d t h e l at e r al li n e [ 4 7 ]. U p o n t h e k n o c k d o w n of c al n e xi n, z e b r a fi s h e x hi bit e d r e d u c e d

p o st e ri o r l at e r al li n e c ell p r olif e r ati o n a n d i n c r e a s e d E R st r e s s- d e p e n d e nt a p o pt o si s [ 4 7 ].

Fi g ur e 1. A mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nt of c al n e xi n f r o m diff e r e nt s p e ci e s. T h e d ef a ult Cl u st al

X c ol o r s c h e m e w a s u s e d f o r si mil a r /i d e nti c al a mi n o a ci d r e si d u e s [ 4 2 ]: bl u e f o r h y d r o p h o bi c, r e d

f o r p o siti v el y c h a r g e d, m a g e nt a f o r n e g ati v el y c h a r g e d, g r e e n f o r p ol a r, c y a n f o r a r o m ati c, pi n k f o r

c y st ei n e, o r a n g e f o r gl y ci n e, y ell o w f o r p r oli n e a n d n o c ol o r f o r a mi n o a ci d r e si d u e s t h at a r e n ot

c o n s e r v e d. D a s h e s r e p r e s e nt g a p s i n t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e. T h e N-t e r mi n al si g n al s e q u e n c e,

i nt r al u mi n al d o m ai n, t r a n s m e m b r a n e d o m ai n a n d C-t e r mi n al d o m ai n a r e i n di c at e d b a s e d o n h u m a n

c al n e xi n p r ot ei n t o p ol o g y. T h e n u m b e ri n g of a mi n o a ci d r e si d u e s r ef e r r e d t o i n t h e fi g u r e a s w ell

a s t h e t e xt c o r r e s p o n d s t o t h e m at u r e h u m a n c al n e xi n p r ot ei n. Ali g n m e nt w a s p e rf o r m e d u si n g

M ulti pl e Ali g n m e nt u si n g F a st F o u ri e r Tr a n sf o r m ( M A F F T) hi g h s p e e d m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt

p r o g r a m ( htt p s: / /t o ol kit.t u e bi n g e n. m p g. d e /t o ol s / m afft ; a c c e s s e d 3 1 A u g u st 2 0 2 2). J al vi e w [4 3 ] w a s

u s e d t o vi s u ali z e a mi n o a ci d ali g n m e nt. A d diti o n al c al n e xi n s e q u e n c e s f r o m diff e r e nt s p e ci e s a r e

s h o w n i n S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e S 1.
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T w o i n d e p e n d e nt c al n e xi n- d e fi ci e nt m o u s e st r ai n s h a v e b e e n g e n e r at e d [ 4 8 ,4 9 ]. U nli k e

c al r eti c uli n d e fi ci e n c y w hi c h i s e m b r y o ni c l et h al d u e t o i m p ai r e d C a 2 + - d e p e n d e nt t r a n s c ri p-

ti o n al r e g ul ati o n r e s ulti n g i n d ef e cti v e c a r di a c d e v el o p m e nt [5 0 ], c al n e xi n- d e fi ci e nt mi c e

w e r e b o r n li v e b ut e x hi bit e d a hi g h d e g r e e of n e o n at al l et h alit y [ 4 8 ,4 9 ]. C al n e xi n- d e fi ci e nt

mi c e w e r e b o r n wit h n e u r ol o gi c al di s o r d e r s t h at i n cl u d e d s e v e r e at a xi a [ 4 8 ,4 9 ]; h o w e v e r,

o n e f u n cti o n al c al n e xi n all el e i s s uf fi ci e nt t o p r e v e nt t hi s d ef e ct [ 4 8 ]. T h e fi r st st u d y d e-

s c ri b e d t h e hi g h e a rl y p o st n at al m o rt alit y of c al n e xi n- d e fi ci e nt mi c e [ 4 9 ] a n d s u r vi vi n g

mi c e e x hi bit e d at a xi a d u e t o t h e s u b st a nti al l o s s of m ot o r n e r v e fi b e r s. T h e s u b s e q u e nt

st u d y b y K r a u s et al. [ 4 8 ] f o u n d h o w e v e r t h at s u r vi vi n g c al n e xi n- d e fi ci e nt mi c e w e r e f e rtil e,

h a d a n o r m al lif e s p a n, b ut w e r e 3 0 – 5 0 % s m all e r t h a n t h ei r wil d-t y p e litt e r m at e s. T h e s e

mi c e d e v el o p e d p e ri p h e r al n e u r o p at h y a b n o r m aliti e s m a nif e sti n g a s g ait di st u r b a n c e wit h

i n st a bilit y, s pl a yi n g of t h e hi n d li m b s, t r e m o r s a n d a r olli n g w al k b ut n o r e d u cti o n i n t h e

n u m b e r s of n e u r o n al fi b e r s w a s a p p a r e nt [ 4 8 ]. A d diti o n all y, a n ot h e r m o u s e st r ai n e x p r e s s-

i n g a m ut a nt f o r m of c al n e xi n-l a c ki n g a mi n o a ci d r e si d u e s 1 0 3 – 2 4 2 ( e n c o d e d b y e x o n s

4 – 6), w hi c h d el et e d t h e r e gi o n s i n v ol v e d i n di s ul fi d e b o n d f o r m ati o n ( C y s 1 4 1 a n d C y s 1 7 5 )

a n d c a r b o h y d r at e bi n di n g ( T y r 1 4 5 a n d L y s 1 4 7 ), e x hi bit e d f e at u r e s t h at w e r e i d e nti c al t o t h e

c al n e xi n- d e fi ci e nt mi c e, s u g g e sti n g t h at t h e l o s s of c h a p e r o n e f u n cti o n w a s r e s p o n si bl e f o r

t h e o b s e r v e d n e u r ol o gi c al d ef e ct [4 8 ,4 9 ]. C o n si st e nt wit h t hi s i d e a, mi c e t h at o nl y e x p r e s s

t h e t r u n c at e d v e r si o n of c al n e xi n l a c ki n g t h e C-t e r mi n al d o m ai n d o n ot h a v e a p p a r e nt

di st u r b a n c e s i n m ot o r f u n cti o n a n d di s pl a y n o r m al m ot o r a n d s e n s o r y n e r v e c o n d u cti o n

v el o citi e s [ 5 1 ]. S u r p ri si n gl y, c al n e xi n- d e fi ci e nt mi c e di s pl a y n o a p p a r e nt a b e r r ati o n s i n

i m m u n e s y st e m d e v el o p m e nt a n d f u n cti o n [4 8 ].

It i s i nt e r e sti n g t o n ot e t h at d e s pit e t h e u bi q uit o u s p r e s e n c e of c al n e xi n i n all c ell s t h at

p o s s e s s a n E R n et w o r k, t h e l o s s of c al n e xi n i n t h e w h ol e o r g a ni s m d o e s n ot p r o d u c e a

c o m m o n p h e n ot y p e b ut r at h e r m a nif e st s i n a v a ri et y of p h e n ot y p e s.

2. 2. C al ne xi n as a M ole c ul ar C h a per o ne

It i s p r e di ct e d t h at m o r e t h a n 3 0 % of all e u k a r y oti c p r ot ei n s a r e gl y c o p r ot ei n s wit h

m o r e t h a n 9 0 % of t h e s e c o nt ai ni n g N-li n k e d s u g a r s [ 5 2 ]. T h e f ol di n g a n d m at u r ati o n of

n e wl y s y nt h e si z e d gl y c o p r ot ei n s i n t h e E R i s a s si st e d b y c al n e xi n a n d it s s ol u bl e E R l u m e n-

r e si d e nt h o m ol o g, c al r eti c uli n. W h e r e a s c al n e xi n bi n d s t o gl y c a n s i n p r ot ei n d o m ai n s t h at

a r e cl o s e t o m e m b r a n e s, c al r eti c uli n i nt e r a ct s wit h gl y c a n s t h at e xt e n d d e e p e r i nt o t h e E R

l u m e n [3 1 ]. I m m e di at el y aft e r t h e n a s c e nt p ol y p e pti d e e xit s t h e t r a n sl o c o n a n d e nt e r s t h e

E R l u m e n, oli g o s a c c h a r ylt r a n sf e r a s e t r a n sf e r s d oli c h ol- p y r o p h o s p h at e- b o u n d b r a n c h e d

c o r e gl y c a n t o t h e si d e c h ai n nit r o g e n of t h e a s p a r a gi n e r e si d u e of t h e N- gl y c o s yl ati o n c o n-

s e n s u s s e q u e n c e m otif ( A s n- X- S e r / T h r, w h e r e X i s a n y a mi n o a ci d e x c e pt f o r p r oli n e) [ 5 3 ].

T h e b r a n c h e d c o r e oli g o s a c c h a ri d e i s c o m p ri s e d of t h r e e t e r mi n al gl u c o s e s, ni n e m a n n o s e s,

a n d t w o N- a c et yl- gl u c o s a mi n e s ( Gl c 3 M a n 9 Gl c N A c 2 ). Aft e r t h e gl y c o s yl ati o n, N-li n k e d

gl y c a n s a r e t h e n p r o c e s s e d b y t h e s u b s e q u e nt a cti o n of e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R) gl u-

c o si d a s e s I ( GI) a n d II ( GII) r e m o vi n g t h e o ut e r a n d mi d dl e gl u c o s e r e si d u e s, r e s p e cti v el y.

A s a r e s ult, t h e p r o c e s si n g i nt e r m e di at e c o nt ai ni n g t h e si n gl e t e r mi n al gl u c o s e m oi et y i s

s p e ci fi c all y r e c o g ni z e d b y c al n e xi n a n d c al r eti c uli n [ 2 4 ,5 4 ,5 5 ]. A d diti o n all y, u si n g t h ei r

e xt e n d e d a r m-li k e P- d o m ai n s, c al n e xi n a n d c al r eti c uli n r e c r uit E R p 5 7, c y cl o p hili n B a n d

E R p 2 9 ( al s o k n o w n a s P DI A 9) [ 5 6 – 6 0 ] t o p r o m ot e gl y c o p r ot ei n f ol di n g a n d m at u r ati o n.

S u b s e q u e ntl y, t h e r e m ai ni n g i n n e r m o st gl u c o s e m oi et y i s r e m o v e d b y GII r el e a si n g t h e

gl y c o p r ot ei n s u b st r at e f r o m t h e c al n e xi n – c al r eti c uli n c o m pl e x. If t h e p r ot ei n i s c o r r e ctl y

f ol d e d at t hi s p oi nt, it i s r el e a s e d f r o m t h e E R a n d t r a n sf e r r e d t o t h e G ol gi a p p a r at u s t o

c o nti n u e it s j o u r n e y al o n g t h e s e c r et o r y p at h w a y. H o w e v e r, if t h e p r ot ei n h a s n ot r e a c h e d

it s n ati v e t h r e e di m e n si o n al c o nf o r m ati o n, it i s r e- gl u c o s yl at e d b y t h e E R-f ol di n g s e n s o r

u ri di n e di p h o s p h at e ( U D P)- gl u c o s e: gl y c o p r ot ei n gl u c o s yl t r a n sf e r a s e ( U G G T) f a cilit ati n g

t h e r e- a s s o ci ati o n wit h c al n e xi n a n d c al r eti c uli n f o r a n a d diti o n al r o u n d of t h e f ol di n g

c y cl e [ 6 1 ]. T h u s, t h e p r ot ei n c a n r e- e nt e r t h e c al n e xi n / c al r eti c uli n c y cl e m ulti pl e ti m e s u ntil

t h e n ati v e c o nf o r m ati o n i s r e a c h e d.
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If n u m e r o u s f ol di n g c y cl e s f ail t o p r o p e rl y f ol d t h e p r ot ei n, t h e mi sf ol d e d p r ot ei n i s

m a r k e d f o r d e g r a d ati o n. Te r mi n all y mi sf ol d e d gl y c o p r ot ei n s a n d u n a s s e m bl e d oli g o m e r s

a r e r et r o-t r a n sl o c at e d t o t h e c yt o s ol a n d a r e d e g r a d e d b y t h e u bi q uiti n- p r ot e a s o m e s y st e m,

a p r o c e s s k n o w n a s E R- a s s o ci at e d d e g r a d ati o n ( E R A D) [ 6 2 ]. T hi s p r o c e s s i s r e g ul at e d

b y E R α - m a n n o si d a s e I [6 3 ] a n d E R d e g r a d ati o n- e n h a n ci n g α - m a n n o si d a s e-li k e p r ot ei n

( E D E M) [6 4 ]. P r ot ei n s u n d e r g oi n g m ulti pl e c al n e xi n / c al r eti c uli n c y cl e s a r e e v e nt u all y

s u bj e ct e d t o m a n n o s e t ri m mi n g b y E R α - m a n n o si d a s e I c o n v e rti n g M a n9 Gl c N A c 2 - gl y c a n s

t o M a n8 Gl c N A c 2 [6 5 ]. T h e sl o w ki n eti c s of t hi s e n z y m e e s s e nti all y a ct a s a ti m e r f o r

r e p e at e d gl y c o p r ot ei n f ol di n g c y cl e s [ 6 6 ]. A s a r e s ult, M a n8 Gl c N A c 2 b e c o m e s l e s s ef fi ci e nt

U G G T s u b st r at e [ 2 7 ] a n d i n st e a d i s r e c o g ni z e d b y E D E M w hi c h a ct s a s a si g n al t ri g g e ri n g

E R A D [ 6 7 ]. E D E M di r e ctl y i nt e r a ct s wit h c al n e xi n a n d a c c e pt s t e r mi n all y mi sf ol d e d

gl y c o p r ot ei n s u p o n m a n n o s e t ri m mi n g [ 6 8 ,6 9 ]. T hi s i s f oll o w e d b y r et r o-t r a n sl o c ati o n i nt o

t h e c yt o s ol w h e r e t h e mi sf ol d e d p r ot ei n s a r e p ol y u bi q uiti n at e d w hi c h a r e t h e n d e g r a d e d

b y t h e c yt o s oli c 2 6 S p r ot e a s o m e [ 7 0 ].

I n t h e e v e nt of p e r si st e nt E R st r e s s a n d t h e e xt e n si v e a c c u m ul ati o n a n d a g g r e g ati o n of

mi sf ol d e d p r ot ei n s, a s el e cti v e f o r m of a ut o p h a g y n a m e d E R- p h a g y i s u s e d t o e n s u r e t h e

ti m el y r e m o v al of d a m a g e d E R [7 1 ]. D u ri n g t hi s p r o c e s s e x c e s si v e o r d a m a g e d p o rti o n s

of E R a r e f r a g m e nt e d a n d s e q u e st e r e d t h r o u g h E R- p h a g y r e c e pt o r s b y d o u bl e- m e m b r a n e

a ut o p h a gi c v e si cl e s t h at e v e nt u all y f u s e wit h l y s o s o m e s f o r d e g r a d ati o n [ 7 1 ]. It h a s b e e n

s h o w n t h at c al n e xi n m a k e s a st a bl e c o m pl e x wit h t h e E R- p h a g y r e c e pt o r F A M 1 3 4 B [ 7 2 ]. I n

c oll a g e n- p r o d u ci n g c ell s c al n e xi n a ct s a s a c o- r e c e pt o r r e c o g ni zi n g mi sf ol d e d p r o c oll a g e n

m ol e c ul e s i n t h e E R l u m e n t ri g g e ri n g F A M 1 3 4 B t o r e c r uit a n d bi n d t h e a ut o p h a g o s o m e

m e m b r a n e- a s s o ci at e d p r ot ei n L C 3. I n t u r n, t hi s E R- p h a g y c o m pl e x d eli v e r s a t a r g et e d

p o rti o n of E R t h at c o nt ai n s b ot h mi sf ol d e d p r o c oll a g e n a n d c al n e xi n t o t h e l y s o s o m e f o r

d e g r a d ati o n [ 7 2 ]. A d diti o n all y, it h a s b e e n s h o w n t h at c al n e xi n- F A M 1 3 4 B c a n f a cilit at e t h e

cl e a r a n c e of p r ot e a s o m e- r e si st a nt p ol y m e r s of α 1- a ntit r y p si n Z i n E R t h r o u g h a diff e r e nt

v e si c ul a r t r a n s p o rt p at h w a y [ 7 3 ]. T hi s p at h w a y i s k n o w n a s t h e E R-t o-l y s o s o m e- a s s o ci at e d

d e g r a d ati o n ( E R L A D), si n c e E R- d e ri v e d v e si cl e s c o nt ai ni n g mi sf ol d e d p r ot ei n s a r e n ot

e n c a p s ul at e d b y a ut o p h a g o s o m e s b ut i n st e a d f u s e wit h e n d o s o m e s f o r d e g r a d ati o n [ 7 3 ].

It w a s i niti all y p r o p o s e d t h at c al n e xi n w a s a n i m p o rt a nt f a ct o r i n t h e d e v el o p m e nt of

t h e i m m u n e s y st e m, c o n si d e ri n g it s i m p o rt a n c e i n t h e f ol di n g a n d q u alit y c o nt r ol of s e c r et e d

a n d m e m b r a n e- b o u n d gl y c o p r ot ei n s. It h a s b e e n s u g g e st e d t h at c al n e xi n i s i n v ol v e d i n

t h e f ol di n g a n d a s s e m bl y of m aj o r hi st o c o m p ati bilit y c o m pl e x ( M H C) cl a s s I, alt h o u g h

o n e st u d y u si n g a c ult u r e d c ell m o d el s h o w e d t h at t h e s e p r ot ei n s c a n f ol d p r o p e rl y i n t h e

a b s e n c e of c al n e xi n [ 7 4 – 8 0 ]. A d diti o n all y, c al n e xi n p a rti ci p at e s i n M H C cl a s s II [8 1 ], T- c ell

a nti g e n r e c e pt o r ( T C R) [ 2 1 ,8 2 – 8 5 ] a n d B- c ell a nti g e n r e c e pt o r ( B C R) [8 6 – 8 8 ] a s s e m bl y a n d

m at u r ati o n. H o w e v e r, si n c e mi c e wit h w h ol e- b o d y c al n e xi n d e fi ci e n c y di s pl a y n o r m al

i m m u n e f u n cti o n, it i s a p p a r e nt t h at c al n e xi n i s n ot e s s e nti al f o r t h e d e v el o p m e nt of t h e

i m m u n e s y st e m i n t hi s s p e ci e s [4 8 ].

3. Str u ct ur e of C al n e xi n

T h e g e n e f o r h u m a n c al n e xi n ( C A N X ) i s l o c at e d t o w a r d s t h e di st al e n d of t h e l o n g

a r m of c h r o m o s o m e 5 ( 5 q 3 5. 3 l o c u s) s p a n ni n g ~ 3 3 k b p a n d c o m p ri s e d of 1 5 e x o n s [ 8 9 ]

( Fi g u r e 2 ). It m a k e s a m at u r e t r a n s c ri pt of 4 9 1 5 b p t h at i s t r a n sl at e d i nt o a 5 9 2 a mi n o a ci d

r e si d u e p ol y p e pti d e.

M e a n w hil e, t h e m o u s e c al n e xi n g e n e ( C a n x ) i s l o c at e d o n a r e v e r s e st r a n d of t h e l o n g

a r m of m u ri n e c h r o m o s o m e 1 1 a n d h a s a si mil a r a r r a n g e m e nt b ut wit h o nl y 1 4 e x o n s

t h at a r e t r a n s c ri b e d i nt o a 4 2 8 1 b p t r a n s c ri pt w hi c h e n c o d e s a p ol y p e pti d e of 5 9 1 a mi n o

a ci d r e si d u e s. T h e h u m a n c al n e xi n p ol y p e pti d e i s a 6 7 k D a t y p e-I i nt e g r al m e m b r a n e

p r ot ei n b ut i s oft e n mi st a k e nl y r ef e r r e d t o a s a 9 0 k D a p r ot ei n d u e t o it s hi g h c o nt e nt of

a ci di c r e si d u e s w hi c h el e ct r o st ati c all y r e p el S D S r e s ulti n g i n a n i n s uf fi ci e nt el e ct r o m oti v e

i n c e nti v e a n d a l o w e r e d el e ct r o p h o r eti c m o bilit y o n S D S- P A G E. T h e c al n e xi n p ol y p e pti d e

i s c o m p o s e d of t h r e e t o p ol o gi c al d o m ai n s ( Fi g u r e s 2 a n d 3 ): a n N-t e r mi n al E R i nt r al u mi n al

d o m ai n, a t r a n s m e m b r a n e s e g m e nt a n d a c yt o s ol-f a ci n g C-t e r mi n al d o m ai n [ 1 6 ]. T h e E R

2 5 3



Cells 2 0 2 3 , 1 2 , 4 0 3 6 of 1 6

l u mi n al d o m ai n i s r e s p o n si bl e f o r c h a p e r o n e f u n cti o n a n d t h u s i s oft e n r ef e r r e d t o a s t h e

f ol di n g m o d ul e [5 6 ,9 0 ]. T h e t r a n s m e m b r a n e s e g m e nt a n c h o r s c al n e xi n t o t h e E R m e m b r a n e

a n d p o s si bl y al s o c o nt ri b ut e s t o it s c h a p e r o n e f u n cti o n [ 9 1 ]. Fi n all y, t h e 9 0 a mi n o a ci d

l o n g C-t e r mi n al d o m ai n i s o ri e nt e d t o w a r d s t h e c yt o s ol a n d u n d e r g o e s s e v e r al di sti n ct

p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s [ 1 2 ,3 3 ,3 5 ,9 2 – 9 7 ].

Fi g ur e 2. S c h e m ati c li n e a r s e q u e n c e of t h e c al n e xi n g e n e a n d it s e n c o d e d p r ot ei n. T h e h u m a n c al n e xi n

g e n e i s l o c at e d o n a f o r w a r d st r a n d of di st al e n d of t h e l o n g a r m of c h r o m o s o m e 5 a n d i s c o m p ri s e d

of 1 5 e x o n s ( of w hi c h 1 4 a r e p r ot ei n- c o di n g e x o n s) t r a n s c ri b e d t o a m at u r e t r a n s c ri pt of 4 9 1 5 b p t h at i s

t r a n sl at e d i nt o a 5 9 2 a mi n o a ci d r e si d u e p ol y p e pti d e. Li n e a r s c h e m ati c r e p r e s e nt ati o n of t h e c al n e xi n

p r ot ei n a n d t h e c o r r e s p o n di n g e x o n s e n c o di n g t h e s p e ci fi c p r ot ei n d o m ai n s of c al n e xi n. T h e w hit e

b o x e s i n t h e g e n e s c h e m ati c di a g r a m c o r r e s p o n d t o t h e u nt r a n sl at e d r e gi o n s of t h e fi r st a n d l a st e x o n s.

T h e c al n e xi n p r ot ei n s c h e m ati c di a g r a m s h o w s t h e si g n al p e pti d e ( r e d), t h e l u mi n al d o m ai n ( g r e e n f o r

t h e N- d o m ai n a n d bl u e f o r t h e P- d o m ai n), t h e t r a n s m e m b r a n e d o m ai n ( T M, y ell o w) a n d t h e c yt o s oli c

C-t e r mi n al d o m ai n ( o r a n g e). T h e h at c h e d b o x r e p r e s e nt s a p o rti o n of t h e E R m e m b r a n e. F o u r r e p e at s

of M otif 1 a n d f o u r r e p e at s of M otif 2 a r e l a b ell e d a s “ 1 1 1 1 2 2 2 2 ” a n d d e pi ct t h e p r oli n e- ri c h a mi n o

a ci d s e q u e n c e r e p e at s i n t h e P- d o m ai n. T h e E R r et e nti o n si g n al ( R K P R R E) i s s h o w n a s t h e m o st di st al

C-t e r mi n al a mi n o a ci d s e q u e n c e.

3. 1. T he E R L u me n- L o c ali ze d N- Ter mi n al D o m ai n

T h e E R l u mi n al d o m ai n of c al n e xi n i s r e s p o n si bl e f o r it s l e cti n-li k e c h a p e r o n e f u n cti o n

a n d i s t h e sit e f o r i nt e r a cti o n wit h c y cl o p hili n B, E R p 2 9 a n d E R p 5 7 [ 5 6 – 6 0 ]. It al s o c o nt ai n s a

2 0 a mi n o a ci d r e si d u e N-t e r mi n al si g n al s e q u e n c e t h at i s r e s p o n si bl e f o r t a r g eti n g c al n e xi n

i nt o t h e E R. T h e c r y st al st r u ct u r e of t h e i nt r al u mi n al p o rti o n of c a ni n e c al n e xi n w a s s ol v e d

b y S c h r a g et al. [ 9 9 ] at 2. 9 Å r e s ol uti o n a n d r e v e al e d t h e a s y m m et r y f e at u ri n g t w o di sti n ct

st r u ct u r al c o m p o n e nt s c o m p ri s e d of a c o m p a ct gl o b ul a r d o m ai n t o w a r d s t h e N-t e r mi n u s

( r ef e r r e d t o a s t h e N- d o m ai n) a n d a n el o n g at e d a r m-li k e p r oli n e- ri c h d o m ai n ( r ef e r r e d

t o a s t h e P- d o m ai n) t o w a r d s t h e C-t e r mi n u s ( Fi g u r e 4 ) [9 9 ]. T h e N- d o m ai n i s c o m p o s e d

of c o n c a v e a n d c o n v e x a nti p a r all el β s h e et s t h at h a v e si x a n d s e v e n β st r a n d s, r e s p e c-

ti v el y, w hi c h t o g et h e r f o r m a β - s a n d wi c h st r u ct u r e [9 9 ]. T h e c al n e xi n l u mi n al d o m ai n

c o- c r y st alli z e d wit h α - D- gl u c o s e r e v e al e d t h e sit e f o r t h e c a r b o h y d r at e bi n di n g wit hi n

N- d o m ai n o n t h e c o n c a v e β s h e et, w h e r e T y r 1 4 4 , L y s1 4 6 , T y r1 6 5 , Gl u1 9 6 a n d Gl u 4 0 5 ( c o o r di-

n at e s r ef e r t o t h e h u m a n c al n e xi n a mi n o a ci d s e q u e n c e) f o r m h y d r o g e n b o n d s wit h gl u c o s e

h y d r o x yl g r o u p s, w hil e t h e M et 1 6 8 si d e c h ai n i nt e r a ct s wit h t h e gl u c o s e ri n g vi a v a n d e r

W a al s i nt e r a cti o n s [ 9 9 ].
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Fi g ur e 3. S c h e m ati c r e p r e s e nt ati o n of f ull-l e n gt h m e m b r a n e- e m b e d d e d c al n e xi n. C al n e xi n ( P r ot ei n

D at a B a n k D OI: 1 0. 2 2 1 0 / p d b 1J H N / p d b) h a s t h r e e d o m ai n s: l u mi n al d o m ai n ( c o m p ri s e d of N

a n d P s u b d o m ai n s), t r a n s m e m b r a n e d o m ai n a n d C-t e r mi n al d o m ai n ( n o e x p e ri m e nt al st r u ct u r al

i nf o r m ati o n a v ail a bl e). T h e y ell o w ci r cl e d e pi ct s a b o u n d C a2 + i o n. T h e n u m b e ri n g of a mi n o a ci d

r e si d u e s i n t h e C-t e r mi n al d o m ai n i s r el ati v e t o t h e m at u r e N-t e r mi n u s. T h e t r a n s m e m b r a n e d o m ai n

w a s m o d ell e d b a s e d o n m ol e c ul a r d y n a mi c s si m ul ati o n p e rf o r m e d b y L a k k a r aj u et al. [ 3 4 ] a n d s h o w s

t h at P r o4 9 4 i nt r o d u c e s a ki n k i n t h e h eli x l o c at e d a p p r o xi m at el y at t h e mi d p oi nt of t h e d o m ai n. T h e

C-t e r mi n al d o m ai n w a s m o d ell e d u si n g Al p h a F ol d [ 9 8 ]. T h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n u n d e r g o e s

di sti n ct p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s i n cl u di n g p al mit o yl ati o n at C y s 4 8 2 a n d C y s 4 8 3 [3 5 ] ( s h o w n

i n bl u e); s u m o yl ati o n at L y s5 0 5 [9 6 ] ( s h o w n i n g r e e n); a n d p h o s p h o r yl ati o n at S e r 5 3 4 , S e r5 4 4 a n d

S e r 5 6 3 [9 7 ] ( s h o w n i n r e d); A s p5 3 9 p r ot e ol yti c cl e a v a g e sit e ( s h o w n i n bl a c k). K n o w n a n d p ot e nti al

sit e s of p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s i n t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n s of v a ri o u s s p e ci e s a r e

s h o w n i n S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e S 1.

T h e P- d o m ai n [ 1 0 0 ] e xt e n d s 1 4 0 Å a w a y f r o m t h e N- d o m ai n a n d f o r m s a l a r g e h ai r pi n

l o o p ( Fi g u r e 4 ). T hi s l o o p c o n si st s of t w o t y p e s of m otif s ( M otif 1 a n d M otif 2) of p r oli n e- ri c h

s e q u e n c e r e p e at s b e a ri n g t h e c o n s e n s u s s e q u e n c e of I- D P( D / E) A- K P E D W D( D / E) a n d G-

W- P-I N- P- Y, r e s p e cti v el y. E a c h m otif i s r e p e at e d f o u r ti m e s a n d a r r a n g e d i n a li n e a r m a n n e r

‘ 1 1 1 1 2 2 2 2’ w h e r e f o u r r e p e at s of m otif 1 e xt e n d a w a y f r o m t h e N- gl o b ul a r d o m ai n a n d t h e n

f ol d b a c k o nt o t h e st r a n d wit h f o u r r e p e at s of m otif 2. E v e r y c o p y of m otif 1 i nt e r a ct s wit h
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a c o p y of m otif 2 i n a h e a d-t o-t ail f a s hi o n [ 9 9 ]. T hi s h o o k-li k e a r m i s f u rt h e r st a bili z e d vi a

h y d r o p h o bi c i nt e r a cti o n s of c o n s e r v e d i s ol e u ci n e r e si d u e s [ 2 6 ]. I n a d diti o n, t h e r e a r e t h r e e

r e gi o n s of hi g h a mi n o a ci d s e q u e n c e si mil a rit y, fl a n ki n g t h e r e p e at m otif s. B ot h N- gl o b ul a r

a n d P- d o m ai n h a r b o r s o n e di s ul fi d e b o n d: C y s 1 4 0 – C y s 1 7 4 a n d C y s 3 4 0 – C y s 3 4 6 , r e s p e cti v el y,

i n t h e h u m a n c al n e xi n s e q u e n c e [9 9 ].

Fi g ur e 4. C r y st al st r u ct u r e of t h e c al n e xi n l u mi n al d o m ai n a n d it s c h a r a ct e ri sti c s. ( A ) C r y st al st r u ct u r e

of t h e c al n e xi n i nt r al u mi n al d o m ai n. T h e gl o b ul a r N- gl o b ul a r d o m ai n i s s h o w n i n g r e e n w hil e t h e

P- d o m ai n i s d e pi ct e d i n y ell o w. ( B ) C al n e xi n p ut ati v e C a2 + - bi n di n g sit e, s h o wi n g a C a2 + i o n ( y ell o w

ci r cl e) c o o r di n at e d b y A s p 4 1 6 , A s p9 7 , S e r5 4 a n d p ot e nti all y L y s 9 8 . (C ) C al n e xi n c a r b o h y d r at e bi n di n g

sit e, s h o wi n g t h e si d e c h ai n s of T y r 1 4 4 , L y s1 4 6 , T y r1 6 5 , Gl u1 9 6 , Gl u4 0 5 a n d M et 1 6 8 i n v ol v e d i n t h e

bi n di n g of c a r b o h y d r at e m oi eti e s.

E a rl y st u di e s i n di c at e d t h at c al n e xi n h a r b o u s m ulti pl e l o w af fi nit y C a 2 + bi n di n g sit e s

i n b ot h t h e N- a n d C-t e r mi n al r e gi o n s [1 6 ,8 9 ]. H o w e v e r, t h e t h r e e- di m e n si o n al st r u ct u r e

of t h e l u mi n al d o m ai n r e v e al e d o nl y a si n gl e p ut ati v e C a 2 + bi n di n g sit e c o o r di n at e d

b y A s p 4 1 6 , A s p9 7 a n d S e r 5 4 [9 9 ]. T hi s C a2 + bi n di n g sit e i s hi g hl y c o n s e r v e d b et w e e n

c al n e xi n a n d c al r eti c uli n, a s t h e P- d o m ai n of c al r eti c uli n al s o bi n d s a si n gl e C a 2 + i o n wit h

hi g h af fi nit y [ 1 0 1 ] t h r o u g h A s p3 2 8 ( r ef e r s t o h u m a n c al r eti c uli n; h o m ol o g o u s t o A s p4 1 6 i n

c al n e xi n), Gl n 2 6 , L y s6 2 , a n d L y s6 4 , wit h t w o w at e r m ol e c ul e s [9 9 ]. M o r e o v e r, t h e bi n di n g

of C a 2 + t o t h e E R l u mi n al p o rti o n of c al n e xi n pl a y s a st r u ct u r al r ol e b y t ri g g e ri n g C a 2 + -

d e p e n d e nt c o nf o r m ati o n al c h a n g e s [ 1 0 2 ]. I n a d diti o n, t h e c al n e xi n l u mi n al d o m ai n w a s

s h o w n t o bi n d Z n 2 + a n d A T P; b ot h r e g ul at e c o nf o r m ati o n al c h a n g e s [ 1 0 2 ], w hil e A T P al o n e

e n h a n c e s t h e a g g r e g ati o n s u p p r e s si o n a biliti e s i n vit r o, e v e n t h o u g h n o A T P a s e a cti vit y

h a s b e e n r e p o rt e d [ 1 0 3 ], a n d Z n2 + f a cilit at e s t h e bi n di n g of E R p 5 7 [1 0 4 ].

3. 2. T he Tr a ns me m br a ne D o m ai n

U si n g a m ol e c ul a r d y n a mi c s si m ul ati o n, a si n gl e t r a n s m e m b r a n e s p a n ni n g d o m ai n

c o m p ri s e d o n a n α - h eli x w a s p r e di ct e d f o r c al n e xi n. T h e P r o4 9 4 ( r ef e r s t o t h e h u m a n

c al n e xi n s e q u e n c e) at a p p r o xi m at el y t h e mi d p oi nt of t h e α - h eli x i nt r o d u c e s a tilt of ~ 3 0◦

wit h r e s p e ct t o t h e s u rf a c e of t h e m e m b r a n e ( Fi g u r e 3 ) [3 4 ]. R e pl a c e m e nt of t h e P r o4 9 4 wit h
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l e u ci n e t o r e m o v e t h e ki n k i n t h e t r a n s m e m b r a n e h eli x n e g ati v el y aff e ct s t h e i nt e r a cti o n

b et w e e n c al n e xi n a n d t h e ri b o s o m e –t r a n sl o c o n c o m pl e x [ 3 4 ]. It w a s p r o p o s e d t h at t h e

a n c h o ri n g of c al n e xi n t o t h e E R m e m b r a n e f a cilit at e s it s a s s o ci ati o n wit h m e m b r a n e- b o u n d

s u b st r at e s, e n h a n ci n g it s c h a p e r o n e f u n cti o n [ 9 1 ].

3. 3. T he C yt os oli c C- Ter mi n al D o m ai n

M u c h of t h e w o r k c h a r a ct e ri zi n g t h e f u n cti o n of c al n e xi n h a s f o c u s e d o n t h e i nt r al u-

mi n al a n d t r a n s m e m b r a n e d o m ai n a n d c o n s e q u e ntl y littl e i s k n o w n a b o ut t h e C-t e r mi n al

d o m ai n. It i s k n o w n t h at t h e C-t e r mi n al d o m ai n pl a y s a n i m p o rt a nt r ol e i n t h e r et e nti o n of

c al n e xi n i n t h e E R a s t hi s d o m ai n c o nt ai n s t h e R K P R R E m otif, w hi c h a ct s a s a n E R r et e nti o n

s e q u e n c e [ 1 0 5 ]. T o d at e, n o st r u ct u r al i nf o r m ati o n a b o ut t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n i s

a v ail a bl e. T hi s hi g hl y a ci di c 9 0 a mi n o a ci d l o n g s e g m e nt (t h e o r eti c al pI of 4. 5 2 f o r h u m a n

c al n e xi n) f a c e s t h e c yt o s ol a n d i s t h o u g ht t o b e fl e xi bl e a n d u n st r u ct u r e d [ 1 6 ,2 6 ]. T h e a ci di c

n at u r e of t hi s d o m ai n c o nt ri b ut e s t o t h e u n u s u al el e ct r o p h o r eti c m o bilit y of t h e c al n e xi n

i n S D S- P A G E. B a s e d o n t h e n u m b e r of a mi n o a ci d s e n c o d e d b y t h e c al n e xi n m R N A, t h e

p r e di ct e d m ol e c ul a r m a s s of c al n e xi n i s 6 7 k D a. H o w e v e r, t h e a p p a r e nt m ol e c ul a r m a s s

of c al n e xi n o n S D S- P A G E g el s i s d r a m ati c all y i n c r e a s e d t o 9 0 k D a p r ot ei n. T h e a ni o ni c

c h a r a ct e r of t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n i m p a rt s t hi s d o m ai n wit h m ulti pl e l o w af fi nit y,

b ut hi g h c a p a cit y C a 2 + - bi n di n g sit e s [8 7 ].

4. P o st- Tr a n sl ati o n al M o di fi c ati o n s of t h e C al n e xi n C- Ter mi n al D o m ai n

U nli k e t h e c o m p a ct l u mi n al d o m ai n of c al n e xi n, t h e c yt o s ol- e x p o s e d C-t e r mi n al

d o m ai n a p p e a r s t o b e u n st r u ct u r e d w hi c h m a k e s it e a sil y a c c e s si bl e. I n d e e d, r e-

c e nt st u di e s h a v e f o u n d t h at t h e c yt o s ol- e x p o s e d C-t e r mi n al d o m ai n u n d e r g o e s p o st-

t r a n sl ati o n al m o difi c ati o n s, w hi c h i n cl u d e p al mit o yl ati o n [ 9 2 – 9 4 ], p h o s p h o r yl ati o n,

s u m o yl ati o n [ 1 2 ,3 3 ,3 5 ,9 5 – 9 7 ] a n d p r ot e ol yti c cl e a v a g e [1 0 ] ( Fi g u r e 3 ).

4. 1. P al mit o yl ati o n

C al n e xi n i s p al mit o yl at e d at b ot h j u xt a m e m b r a n o u s c y st ei n e s C y s 5 0 2 a n d C y s 5 0 3 ( o r

C y s 4 8 2 a n d C y s 4 8 3 c o u nti n g f r o m t h e m at u r e N-t e r mi n u s) b y a n E R p al mit o ylt r a n sf e r a s e

D H H C 6 [ 3 4 ]. O v e r 9 0 % of c al n e xi n m ol e c ul e s a r e S- a c yl at e d at a st e a d y st at e s u g g e sti n g

t h at t h e c ell m ai nt ai n s c o n st a nt p a mit o yl ati o n- d e p al mit o yl ati o n c y cl e s of c al n e xi n [3 4 ].

M o r e o v e r, m ol e c ul a r d y n a mi c s si m ul ati o n s p r e di ct e d t h at u p o n p al mit o yl ati o n, t h e C-

t e r mi n al d o m ai n a d o pt s diff e r e nt c o nf o r m ati o n s wit h r e s p e ct t o t h e t r a n s m e m b r a n e h eli x

a xi s s u g g e sti n g t h at p al mit o yl ati o n mi g ht aff e ct t h e c a p a cit y a n d / o r s el e cti vit y of c al n e xi n

t o i nt e r a ct wit h a d diti o n al p r ot ei n s o ut si d e t h e E R vi a it s c yt o s oli c C-t e r mi n al d o m ai n.

P al mit o yl ati o n at C y s 5 0 3 w a s p r e di ct e d t o h a v e a m o r e p r o mi n e nt eff e ct o n t h e c o nf o r m ati o n

of t h e C-t e r mi n al d o m ai n, s u g g e sti n g p o s si bl e f u n cti o n al / r e g ul at o r y diff e r e n c e b et w e e n

C y s 5 0 2 a n d C y s 5 0 3 st at e of p al mit o yl ati o n. U si n g b ot h c o m p ut ati o n al a n d e x p e ri m e nt al

a p p r o a c h e s, it h a s b e e n s h o w n t h at t h e c al n e xi n h alf-lif e i n c r e a s e s 9-f ol d u p o n p al mit o yl a-

ti o n [1 0 6 ]. A s a f u n cti o n al c o n s e q u e n c e, t h e p al mit o yl ati o n of b ot h c y st ei n e s p r ef e r e nti all y

l o c ali z e s c al n e xi n t o t h e p e ri n u cl e a r r o u g h E R w hil e al s o f a cilit ati n g t h e a s s o ci ati o n wit h

t h e ri b o s o m e –t r a n sl o c o n c o m pl e x. T hi s a s s o ci ati o n w a s s h o w n t o b e c r u ci al f o r c h a p e r o n e

f u n cti o n, a s c al n e xi n c a n c a pt u r e it s s u b st r at e s a s t h e y e m e r g e t h r o u g h t r a n sl o c o n [ 3 4 ].

Ot h e r st u di e s h a v e al s o s h o w n t h at p al mit o yl at e d c al n e xi n i s l o c ali z e d t o t h e mit o c h o n d ri a-

E R c o nt a ct sit e s [ 1 0 7 ,1 0 8 ], w h e r e it i nt e r a ct s a n d c o nt r ol s s a r c o- e n d o pl a s mi c r eti c ul u m C a 2 +

t r a n s p o rt A T P a s e 2 b ( S E R C A 2 b) [1 3 ], a n i nt e r a cti o n t h at m o d ul at e s E R- mit o c h o n d ri a C a 2 +

si g n ali n g [ 1 1 ,1 2 ,3 5 ]. It h a s b e e n s h o w n t h at u p o n s h o rt-t e r m E R st r e s s, t h e p o ol of p al mi-

t o yl at e d c al n e xi n i s r e d u c e d, s hifti n g n o n- p al mit o yl at e d c al n e xi n l o c ali z ati o n t o r o u g h E R

w h e r e it i nt e r a ct s wit h E R p 5 7 t o f a cilit at e p r ot ei n f ol di n g a n d q u alit y c o nt r ol [ 1 2 ]. F u rt h e r

st u di e s s h o ul d h el p t o cl a rif y t h e i m p a ct of c al n e xi n r e di st ri b uti o n o n t h e r e m o d eli n g of

c ell ul a r p r o c e s s e s a n d t h e r e g ul ati o n of c ell ul a r f u n cti o n.
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4. 2. P h os p h or yl ati o n

C al n e xi n h a r b o r s t h r e e p h o s p h o r yl ati o n sit e s i n it s C-t e r mi n al d o m ai n: S e r 5 3 4 , S e r5 4 4

a n d S e r 5 6 3 (i n t h e h u m a n c al n e xi n s e q u e n c e). T h e s e sit e s a r e k n o w n t o b e p h o s p h o r y-

l at e d b y c a s ei n ki n a s e C K 2 ( at S e r5 3 4 a n d S e r 5 4 4 ) [9 7 ,1 0 9 ] a n d e xt r a c ell ul a r si g n al- r e g ul at e d

ki n a s e- 1 E R K- 1 ( at S e r 5 6 3 ) [3 3 ]. E R K- 1 i s a cti v at e d b y mit o g e n- a cti v at e d p r ot ei n ki n a s e 1

M E K 1 u n d e r c o n diti o n s t h at p r o m ot e p r ot ei n mi sf ol di n g [ 1 1 0 ]; t h e r ef o r e, t h e p h o s p h o r y-

l ati o n st at e of S e r5 6 3 e x e m pli fi e s c al n e xi n f u n cti o n i n E R q u alit y c o nt r ol. U p o n E R st r e s s,

d et e cti o n of mi sf ol d e d p r ot ei n a c c u m ul ati o n l e a d s t o E R K- 1 a cti v ati o n a n d e n h a n c e d c al-

n e xi n p h o s p h o r yl ati o n at S e r 5 6 3 w hi c h i n t u r n l e a d s t o t h e s p e ci fi c r e c r uit m e nt of c al n e xi n

t o E R- m e m b r a n e b o u n d ri b o s o m e s. T hi s s p e ci fi c r e c r uit m e nt f a cilit at e s c al n e xi n f u n cti o n

a s a c h a p e r o n e t o e n h a n c e gl y c o p r ot ei n q u alit y c o nt r ol at t h e E R ri b o s o m e –t r a n sl o c o n

c o m pl e x b y p r ol o n gi n g it s a s s o ci ati o n wit h u nf ol d e d p r ot ei n s [ 3 3 ,9 5 ]. I n s y n e r g y wit h

t h e p h o s p h o r yl ati o n of S e r5 6 3 , t h e p h o s p h o r yl ati o n of S e r5 3 4 a n d S e r 5 4 4 b y C K 2 f u rt h e r

p r o m ot e s c al n e xi n – ri b o s o m e i nt e r a cti o n [ 3 3 ]. M o r e o v e r, t h e p h o s p h o r yl ati o n of t h e s e t w o

r e si d u e s di s r u pt s c al n e xi n i nt e r a cti o n wit h p h o s p h of u ri n a ci di c cl u st e r s o rti n g p r ot ei n 2

( P A C S- 2), a k e y r e g ul at o r of mit o c h o n d ri a / E R c o nt a ct sit e s [1 1 1 ], t h u s s hifti n g c al n e xi n

di st ri b uti o n f r o m t h e s e sit e s t o r o u g h E R [ 3 9 ]. A n ot h e r st u d y al s o s h o w e d t h at c al ci n e u ri n,

a C a 2 + - d e p e n d e nt p h o s p h at a s e, d e p h o s p h o r yl at e s S e r 5 6 3 [1 1 2 ] t h e r e b y c o nt r olli n g t h e p h o s-

p h o r yl ati o n st at u s of S e r 5 6 3 w hi c h w a s s h o w n t o al s o m o d ul at e c al n e xi n i nt e r a cti o n wit h

S E R C A 2 b w hi c h i n t u r n r e g ul at e i nt r a c ell ul a r C a 2 + o s cill ati o n s [ 1 3 ]. T a k e n t o g et h e r, p h o s-

p h o r yl ati o n of c al n e xi n i n it s C-t e r mi n al d o m ai n ill u st r at e s a n ot h e r l e v el of c o m pl e xit y i n

c o nt r olli n g c al n e xi n di st ri b uti o n a m o n g diff e r e nt E R m e m b r a n e s u b d o m ai n s a n d t h e r ef o r e

i n fl u e n c e s it s f u n cti o n.

4. 3. S U M O yl ati o n

S u m o yl ati o n i s a t y p e of p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n i n v ol vi n g t h e c o v al e nt at-

t a c h m e nt of t h e s m all u bi q uiti n- r el at e d m o di fi e r ( S U M O) p r ot ei n (∼ 1 0 k D a) t o c e rt ai n

p r ot ei n s [ 1 1 3 ]. C al n e xi n i nt e r a ct s wit h s u m o yl ati o n E 2 li g a s e U B C 9 vi a it s C-t e r mi n al

d o m ai n a n d u n d e r g o e s s u m o yl ati o n at L y s 5 0 5 [9 6 ]. S u m o yl at e d c al n e xi n i nt e r a ct s wit h

p r ot ei n t y r o si n e p h o s p h at a s e 1 B P T P 1 B [ 9 6 ], li n ki n g t h e p r ot ei n q u alit y c o nt r ol p at h w a y

wit h i n s uli n a n d l e pti n si g n ali n g [ 1 1 4 ].

4. 4. Pr ote ol yti c Cle a v a ge

It w a s p r e vi o u sl y r e p o rt e d t h at a p o pt oti c sti m uli c a u s e d c al n e xi n t o u n d e r g o p r ot e-

ol yti c cl e a v a g e at it s C-t e r mi n al d o m ai n b y eit h e r c a s p a s e- 3 o r c a s p a s e- 4 at a D X X D sit e

r e s ulti n g i n t h e att e n u ati o n of a p o pt o si s [ 9 ]. A n ot h e r st u d y s h o w e d t h at c ell s sti m ul at e d

wit h e pi d e r m al g r o wt h f a ct o r ( E G F) t ri g g e r s c a s p a s e- 8- d e p e n d e nt p r ot e ol yti c cl e a v a g e of

t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n at A s p5 1 9 yi el di n g a 6 3 a mi n o a ci d p e pti d e [ 1 0 ] t h at t r a n sl o-

c at e s t o t h e n u cl e u s w h e r e it m a k e s a st a bl e c o m pl e x wit h P r ot ei n I n hi bit o r of A cti v at e d

S T A T 3 ( PI A S 3) t h u s p r e v e nti n g PI A S 3 f r o m i n hi biti n g Si g n al Tr a n s d u c e r a n d A cti v at o r of

Tr a n s c ri pti o n 3 ( S T A T 3). P al mit o yl ati o n of c al n e xi n, w hi c h t a r g et s it t o mit o c h o n d ri a / E R

c o nt a ct sit e s, i s r e q ui r e d f o r E G F-i n d u c e d cl e a v a g e of c al n e xi n w h e r e a s E R st r e s s p r e v e nt s

it s p r ot e ol yti c cl e a v a g e [1 0 ].

D e s pit e s o m e v a ri ati o n i n t h e c al n e xi n C-t e r mi n al p ri m a r y st r u ct u r e ( Fi g u r e S 1), t h e

p o siti o n s of C y s 5 0 2 , C y s5 0 3 , S e r5 6 3 , S e r5 3 4 , S e r5 4 4 , L y s5 0 5 , w hi c h r e p r e s e nt sit e s f o r p o st-

t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s ( Fi g u r e 3 ), a r e m o d e r at el y c o n s e r v e d ( r a n gi n g f r o m 4 4 t o 6 5 %)

s u g g e sti n g si mil a r m o di fi c ati o n s mi g ht al s o o c c u r i n diff e r e nt o r g a ni s m s.

5. T h e C al n e xi n C- Ter mi n al D o m ai n, a C yt o s ol- E R R e g ul at or y N e x u s

I n a d diti o n t o m o dif yi n g e n z y m e s, r e c e nt st u di e s h a v e f o u n d t h at t h e C-t e r mi n al

d o m ai n of c al n e xi n i nt e r a ct s wit h a v a ri et y of p r ot ei n s [ 1 4 ,9 6 ,1 1 5 – 1 1 8 ] w hi c h, d e p e n di n g

o n t h e t y p e of m o di fi c ati o n s i nt r o d u c e d, h a v e a s u b st a nti al i m p a ct o n c ell ul a r h o m e o st a si s

a n d f u n cti o n. S o m e of t h e c ell ul a r p r o c e s s e s aff e ct e d b y t h e p o st-t r a n sl ati o n al m o di fi c ati o n

of t h e C-t e r mi n al d o m ai n h a v e al r e a d y b e e n d e s c ri b e d i n t h e p r e c e di n g s e cti o n.
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E n d o c yt o si s i s a n e x a m pl e of a c ell ul a r p r o c e s s t h at i s alt e r e d vi a t h e c al n e xi n C-

t e r mi n al d o m ai n. It h a s b e e n f o u n d t h at t h e bi n di n g of S GI P 1 t o t h e c al n e xi n C-t e r mi n al

d o m ai n i n hi bit s cl at h ri n- d e p e n d e nt e n d o c yt o si s i n n e u r o n al c ell s, a n d t h e a b s e n c e of

c al n e xi n i n mi c e c a u s e s a n i n c r e a s e d e n d o c yt o si s i n t h e n e r v o u s s y st e m [ 1 5 ]. C ell ul a r

ef fl u x of s u b st r at e c h ol e st e r ol i s si mil a rl y alt e r e d vi a t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n. T h e

bi n di n g of t h e h u m a n i m m u n o d e fi ci e n c y vi r u s ( HI V) p r ot ei n N ef t o A B C A 1, t h e m ai n

c ell ul a r c h ol e st e r ol t r a n s p o rt e r, di s r u pt s t h e i nt e r a cti o n of c al n e xi n wit h A B C A 1, l e a di n g

t o it s r et e nti o n i n t h e E R a n d e v e nt u al d e g r a d ati o n, t h e r e b y i n hi biti n g A B C A 1- d e p e n d e nt

c h ol e st e r ol ef fl u x [ 1 1 9 ]. T h e a c c u m ul ati o n of HI V-i nf e ct e d c ell s a c c u m ul at e c h ol e st e r ol i n

HI V i nf e ct e d c ell s l e a d s t o t h e i n c r e a s e d f o r m ati o n of pl a s m a m e m b r a n e li pi d r aft s w hi c h

s e r v e a s sit e s of HI V e nt r y, a s s e m bl y, a n d b u d di n g [ 1 2 0 ]. M o r e o v e r, N ef p r o m ot e s t h e

i nt e r a cti o n c al n e xi n wit h t h e HI V gl y c o p r ot ei n p r ot ei n g p 1 6 0 e n h a n ci n g HI V e n v el o p e

p r ot ei n m at u r ati o n [ 1 1 9 ].

F u rt h e r i n si g ht i nt o t h e p at h o p h y si ol o gi c al r el e v a n c e of t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o-

m ai n w a s p r o vi d e d b y r e c e nt st u di e s o n a c o m pl e x f o r m e d b y t h e c al n e xi n C-t e r mi n al

d o m ai n a n d t h e c yt o s oli c p r ot ei n F a b p 5 ( al s o r ef e r r e d t o a s e pi d e r m al f att y a ci d bi n di n g

p r ot ei n). T hi s u n e x p e ct e d c o m pl e x w a s d et e ct e d d u ri n g a s e a r c h f o r c al n e xi n i nt e r a cti o n

p a rt n e r s u si n g t h e y e a st t w o- h y b ri d s y st e m [ 1 1 8 ]. W hil e w h ol e- b o d y c al n e xi n d e fi ci e n c y

l e a d s t o m y eli n o p at h y i n mi c e [4 8 ], l o s s of c al n e xi n al s o c a u s e s r e si st a n c e t o i n d u cti o n

of e x p e ri m e nt al a ut oi m m u n e e n c e p h al o m y eliti s ( E A E), a m o d el of i n fl a m m at o r y c e nt r al

n e r v o u s s y st e m d e m y eli n ati o n, c oi n ci d e nt wit h t h e p h e n ot y p e of w h ol e- b o d y F a b p 5 d e fi-

ci e n c y [ 1 2 1 ,1 2 2 ]. I n f a ct, d el eti o n of t h e c al n e xi n c yt o s oli c C-t e r mi n al d o m ai n, t h e sit e f o r

F a b p 5 i nt e r a cti o n, i s s uf fi ci e nt t o i m p a rt r e si st a n c e t o E A E i n d u cti o n [ 5 1 ]. T hi s r e si st a n c e

d u e t o t h e i n hi biti o n of ci r c ul ati n g T- c ell i n filt r ati o n a c r o s s e n d ot h eli al c ell s of t h e bl o o d –

b r ai n b a r ri e r w h e n t h e f o r m ati o n of t h e c o m pl e x b et w e e n c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n a n d

F a b p 5 w a s p r e v e nt e d [ 5 1 ,1 2 1 ]. I n c o nt r a st, e x p e ri m e nt s u si n g a c ell c ult u r e m o d el of t h e

bl o o d – b r ai n b a r ri e r d e m o n st r at e d t h at p r o m oti n g t h e f o r m ati o n of t h e c al n e xi n / F a b p 5 c o m-

pl e x e n a bl e d T- c ell s t o t r a v e r s e t h e e n d ot h eli al c ell s of t h e bl o o d – b r ai n b a r ri e r m o d el [ 5 1 ].

It i s p o s si bl e t h at t h e st a bl e i nt e r a cti o n of F a b p 5 wit h t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n

p r e v e nt s c al n e xi n f r o m i nt e r a cti n g wit h ot h e r r e g ul at o r y p r ot ei n s o r f r o m r e di st ri b uti n g t o

s u b d o m ai n s of t h e E R m e m b r a n e s y st e m.

T h e a bilit y of t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n t o u n d e r g o di sti n ct p o st-t r a n sl ati o n al

m o di fi c ati o n s a n d i nt e r a ct wit h r e g ul at o r y p r ot ei n s s u g g e st s t h at t h e c al n e xi n C-t e r mi n al

d o m ai n i s a d y n a mi c all y m o di fi a bl e s e g m e nt of a k e y E R- r e si d e nt p r ot ei n t h at a ct s a s a n

i nt e rf a c e f o r f a cilit ati n g c o m m u ni c ati o n b et w e e n c yt o s oli c a n d E R p r o c e s s e s.

6. S u m m ar y

C al n e xi n w a s fi r st c h a r a ct e ri z e d a s a m ol e c ul a r c h a p e r o n e i n t h e E R. T h e st r u ct u r e of

c al n e xi n r e s e m bl e s c al r eti c uli n, a n ot h e r E R- r e si d e nt c h a p e r o n e a n d C a 2 + - bi n di n g p r ot ei n.

C al n e xi n a n d c al r eti c uli n, al o n g wit h a d diti o n al a c c e s s o r y E R p r ot ei n s t h at i n cl u d e E R p 5 7,

p a rti ci p at e i n t h e c al n e xi n / c al r eti c uli n c y cl e r e s p o n si bl e f o r t h e f ol di n g a n d m at u r ati o n

of gl y c o s yl at e d p r ot ei n s s y nt h e si z e d i n t h e E R s o m e of w hi c h a r e d e sti n e d f o r c ell ul a r

e x p o rt. U nli k e c al r eti c uli n h o w e v e r, c al n e xi n i s a n c h o r e d t o t h e E R m e m b r a n e vi a it s

t r a n s m e m b r a n e d o m ai n a n d it s C-t e r mi n al d o m ai n t h at e xt e n d s t o t h e c yt o s ol. R e c e nt

st u di e s h a v e di s c o v e r e d t h at t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n i s s u bj e ct t o p o st-t r a n sl ati o n al

m o di fi c ati o n f e at u ri n g li pi d ati o n, s u m o yl ati o n, p h o s p h o r yl ati o n a n d p r ot e ol yti c cl e a v a g e.

T h e s e m o di fi c ati o n s r e s ult i n t h e r e di st ri b uti o n of c al n e xi n wit hi n E R m e m b r a n e s a n d

a r e a s s o ci at e d wit h t h e r e m o d elli n g of c ell ul a r p r o c e s s e s. Ot h e r c yt o s oli c p r ot ei n s h a v e

al s o b e e n f o u n d t o i nt e r a ct wit h t h e c al n e xi n C-t e r mi n al d o m ai n a n d i n fl u e n c e c ell ul a r

f u n cti o n, i n di c ati n g t h at t h e s e i nt e r a cti o n s a r e i m p o rt a nt i n i nt e g r ati n g c yt o s oli c a n d E R

e v e nt s. T h e s e fi n di n g s h el p p a v e t h e w a y t o w a r d s t h e i d e nti fi c ati o n a n d c h a r a ct e ri z ati o n

of n e w c al n e xi n f u n cti o n s, i n a d diti o n t o it s w ell- r e c o g ni z e d r ol e a s a m ol e c ul a r c h a p e r o n e.
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S u p pl e m e nt ar y M at eri al s: T h e f oll o wi n g s u p p o rti n g i nf o r m ati o n c a n b e d o w nl o a d e d at: htt p s:

/ / w w w. m d pi. c o m / a rti cl e / 1 0. 3 3 9 0 / c ell s 1 2 0 3 0 4 0 3 / s 1 , Fi g u r e S 1: A mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nt of

c al n e xi n f r o m m ulti pl e s p e ci e s.

A ut h or C o ntri b uti o n s: C o n c e pt u ali z ati o n, T. P., M. M., L. B. A.; w riti n g — o ri gi n al d r aft p r e p a r ati o n,

T. P.; C o m p ut e r m o d eli n g, T. P., R. A. F.; w riti n g — r e vi e w a n d e diti n g, T. P., R. A. F., M. M., L. B. A.; f u n di n g

a c q ui siti o n, M. M., L. B. A. All a ut h o r s h a v e r e a d a n d a g r e e d t o t h e p u bli s h e d v e r si o n of t h e m a n u s c ri pt.

F u n di n g: O u r r e s e a r c h i s s u p p o rt e d b y g r a nt s f r o m t h e C a n a di a n I n stit ut e s of H e alt h R e s e a r c h a n d

t h e N at u r al S ci e n c e s a n d E n gi n e e ri n g R e s e a r c h C o u n cil of C a n a d a i n o u r l a b o r at o ri e s (t o L. B. A. a n d

t o M. M.), a n d a g e n e r o u s d o n ati o n f r o m t h e K e n n et h a n d S h e el a g h M c C o u rt f a mil y a n d U ni v e r sit y

H o s pit al F o u n d ati o n t o M. M.

I n stit uti o n al R e vi e w B o ar d St at e m e nt: N ot a p pli c a bl e.

I nf or m e d C o n s e nt St at e m e nt: N ot a p pli c a bl e.

D at a A v ail a bilit y St at e m e nt: N o n e w e x p e ri m e nt al d at a w e r e c r e at e d o r a n al y z e d i n t hi s st u d y. D at a
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