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1. DATOS BASICOS DEL TFG:

Titulo: Aproximacién PROTAC para antivirales de amplio espectro: inhibicién sinérgica de NEDD4
como diana ESCRT

Descripcion general (resumen y metodologia):

DESCRIPCION GENERAL Y METODOLOGIA

El trabajo que se propone se enmarca en una linea de investigacién cuyo objetivo general es el
desarrollo de antivirales de amplio espectro dirigidos contra dianas humanas esenciales para la
gemaciéon de mdultiples familias de virus, incluyendo retrovirus (VIH, HTLV), filovirus (Ebola,
Marburgo), rhabdovirus (Rabia) y arenavirus (Lassa). En el contexto de proyectos anteriores se han
identificado candidatos antivirales prometedores, que bloquean el reclutamiento de la ruta ESCRT
(encargada de la gestién de membranas en la célula), que es esencial para la gemacién y
proliferacion de muchas familias de virus. Una de las lineas de investigacién que se estan
explorando para la optimizacion de dichos candidatos es el desarrollo de estrategias tipo PROTACS
(proteolysis-targeting chimeras) disefiadas selectivamente para degradar componentes esenciales
de la ruta ESCRT. Uno de estos componentes es la ligasa de ubiquitina NEDD4

NEDD4 es una proteina multidominio que consta de un dominio de unién a calcio (C2), cuatro
dominios WW de reconocimiento de sustratos y un dominio catalitico tipo HECT.

En particular, uno de nuestros objetivos es aprovechar la actividad como ligasa de ubiquitina de la
proteina ESCRT NEDD4 para abordar una estrategia de bloqueo sinérgico del reclutamiento ESCRT
por dos vias (la interaccién de NEDD4-WW3 con dominios L viricos y la inhibicién de la actividad
catalitica de NEDD4).

Tipologia: Estudio de casos, tedricos o préacticos, relacionados con la tematica del Grado.
Objetivos planteados:

OBJETIVOS PLANTEADOS

El trabajo se realizard en el Departamento de Quimica Fisica de la UGR y tiene como objetivos:

1.- Puesta a punto de los protocolos de expresion y purificacion del dominio catalitico HECT de la
proteina NEDDA4.

2.- Caracterizacién de la actividad catalitica y evaluacién de la capacidad inhibitoria de candidatos

seleccionados. Este objetivo se desarrollard en colaboracién con profesor Marco Radi (Universidad

de Parma), quien proporcionard candidatos antivirales optimizados para testar su capacidad de

inhibicién de la actividad ubiquitina-ligasa de NEDD4-HECT.

PLAN DE TRABA)O:

Objetivo 1.- Puesta a punto del protocolo de expresion y purificacion de NEDD4-HECT

1. Busqueda bibliografica sobre la proteina NEDD4 (dominio HECT) y sus protocolos de expresion
y purificacién.

2. Expresiéon de la proteina mediante un pldsmido de ADN recombinante en bacterias e-coli.

3. Purificacién de la proteina expresada mediante distintas técnicas de cromatografia de afinidad

4. Seguimiento de todo el proceso mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

Objetivo 2.- Caracterizacion de la actividad catalitica y medida de la efectividad de

candidatos inhibidores

5. Busqueda bibliografica sobre la proteina NEDD4 (dominio HECT) y sus protocolos de medida
de su actividad catalitica. En caso necesario, la busqueda se extenderd a otras ligasas de
ubiquitina.




6. Identificacién de los dos mejores ensayos basados en técnicas espectroscépicas ortogonales.

7. Puesta a punto del protocolo experimental para la medida de la actividad ubiquitina ligasa.
Evaluacién de la calidad de ensayos.

8. Caracterizacién de la capacidad inhibitoria de candidatos prometedores proporcionados por el
Dr. Marco Radi.
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Recomendaciones y orientaciones para el estudiante:

Conocimientos de inglés a nivel B2 para la lectura y comprensién de articulos relacionados con la
tematica del trabajo
Interés en estudios biofisicos y biologia estructural de proteinas

Plazas: 1

2. DATOS DEL TUTOR/A:

Nombre y apellidos: IRENE LUQUE FERNANDEZ
Ambito de conocimiento/Departamento: QUIMICA FiSICA

Correo electrénico: ilugue@ugr.es

3. COTUTOR/A DE LA UGR (en su caso):
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