UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA FiSICA

EFECTO DE LAS MUTACIONES EN LA
ESTABILIDAD DE PROTEINAS: ASPECTOS
ELECTROSTATICOS Y EVOLUTIVOS

Raul Pérez Jiménez

TESIS DOCTORAL
GRANADA
2005



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Raul Pérez Jiménez

D.L.: Gr. 1004 - 2005

ISBN: 84-338-3454-1


USER
Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Raúl Pérez Jiménez
D.L.: Gr. 1004 - 2005
ISBN: 84-338-3454-1


UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FISICA

Memoria presentada para optar al grado de Doctor en Ciencias Quimicas

Fdo: Rall Pérez Jiménez

Licenciado en Ciencias Quimicas por la Universidad de Granada

Granada a 24 de Mayo de 2005

Directores de la Tesis:

Fdo: José Manuel Sanchez Ruiz Fdo: Beatriz Ibarra Molero
Catedratico de Quimica Fisica Profesora Titular

Departamento de Quimica Fisica Departamento de Quimica Fisica
Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias

Universidad de Granada Universidad de Granada






A mis padres
A mis hermanos






Agradecimientos

Sin duda las dos personas que merecen mi mas sincero agradecimiento son José
Manuel y Beatriz, los directores de esta Tesis. Ambos me han transmitido sus extensos
conocimientos y perseverancia, y han hecho posible, con sus actitudes, que mi trabajo

en estos afios haya sido fructifero y agradable. De todo corazén, gracias

A David, “el Canario”, su colaboracion en la parte final de esta Tesis ha sido
de vital importancia. Ademas, y aungue fue el Gltimo en llegar al grupo, en los ultimos
meses hemos entablado una profunda amistad, lo que ha hecho méas agradable, si cabe,

el dia a dia en el laboratorio.

A Antonio Parody, quien me abrid las puertas de la investigacion, cuando el

resto de puertas estuvieron cerradas.

Quiero agradecer al Dr. Garcia Ruiz y muy especialmente al Dr. Gavira
Gallardo, Gavi, (Laboratorio de Estudios Cristalograficos, CSIC) su valiosa

colaboracion en los experimentos de cristalizacion de proteinas.

Mi agradecimiento al Dr. Victor Mufioz, (University of Maryland, College Park,
USA) por su extraordinaria acogida durante mis dos estancias en Estados Unidos, las
cuales, sin duda, contribuyeron a ampliar mis conocimientos de la mano de un gran

cientifico y una gran persona.

Agradecer a la Dra. Carmen Barédn y al Dr. Luis Garcia (Universidad de
Almeria) el habernos facilitado el uso del calorimetro de su grupo cuando el nuestro se

averio.

A todos los comparieros del Departamento, Fernando, Antonio, Raquel, Adela,
Andrés. Bertrand, José Manuel y todos los profesores. Todos han estado ahi cuando

los necesité.



No me quiero olvidar de las personas que ya no estan (aunque algunos
volveran), como Salva, Eva, M. del Mar o Loli, con ellos coincidi en mis primeros afios

y de todos aprendi.

Y finalmente, a mis padres y hermanos. El apoyo incondicional de mi familia ha

sido fundamental siempre y mas adn en los momentos dificiles. Gracias.



INDICE

1. INEFOAUCCION. ..o 1
2. Materiales Y MELOUOS...........ccovveiiieiecee e 19
2.1 MAARIIALES. ...eeeeiieiiee et 21

2.1.1. REACTIVOS. c.uiieitieiee ettt st 21

2.1.2  INStrUMENtACION ....eouvieiiieiieeiiieiie ettt ettt et 23

2.2 MELOAOS ..ottt ettt 26

2.2.1 Obtencién de ADN de proteinas mutantes ............cceeeeeeeveereeeeneennen. 26

2.2.1.1 Procedimiento general ...........ccccceeviieeniieeiiieeiieeiee e 26

2.2.1.2 Disefio de OliZ0S.......ueeruerriieiiieieeiieee et 29

2.2.2 Expresion y purificacion de tiorredoxina, forma silvestre y formas

TIUEANTES. ..ttt ettt ettt ettt sat e et esbt e et eesaeesaaeesbaeeas 30

2.2.3 Ensayos de actividad.........ccccueeeiiiiiiieeciie e 35

2.2.3.1 Generalidades. .........ceeoueeriiiiiiiniieiiee e 35

2.2.3.2 Realizacion del eXperimento ..........cccceeeceereeeerieencveeneenneans 36

2.2.4 Preparacion de disoluciones concentradas de desnaturalizante .... 37

2.2.4.1 Preparacion de disoluciones concentradas de cloruro de

guanidinio y de tiocianato de guanidinio..............cccceuvenneee. 37

2.2.4.2 Preparacion de disoluciones concentradas de urea ............. 38
2.2.5 Calorimetria Diferencial de Barrido..........ccceevevieniiiinieninncnene 39
2.2.5.1 DESCIIPCION......eeeeiiieeeieeeiieeeiieesieeenteeeneteeenseeessneesseeenasees 39
2.2.5.2 El experimento de calorimetria diferencial de barrido......... 43

2.2.5.3 Anadlisis de los datos de DSC segun la termodinamica de

EQUILTDTIO 1.t e 44
2.2.5.4 Modelo de equilibrio de dos estados. ..........cceevveeveenrennnnnn. 45
2.2.5.5 Modelo de equilibrio multiestado..........cccceevveeevirercreeennenn. 54



2.2.5.6 Determinacion de las capacidades calorificas absolutas de
los estados nativo y desnaturalizado a partir de los
termogramas experimentales. ..........cccceeeveerieniieenieniiieneee, 57

2.2.5.7 Estimacion teorica de las capacidades calorificas de los

estados nativo y desnaturalizado ............ccceeveeiienienciienenne, 58
2.2.6 DICroiSIMO CITCULATL c.c.eeeeee et e e e e 59
2.2.6.1 Generalidades......cooveeeeeeeeee et eeeeea e .59

2.2.6.2 Dicroismo circular y la estructura secundaria de proteinas 62

2.2.6.3 M¢étodos para la estimacién de las estructuras secundarias

presentes en proteinas mediante dicroismo circular............. 63

2.2.6.4 Andlisis de perfiles de desnaturalizaciéon térmica
determinados mediante dicroismo circular...........cc.cccuenneene. 68

2.2.7 FIUOT@SCOICIA ...ttt sttt ettt ettt st s 69
2.2.7.1 Generalidades. ........cceeeevierierieiiinieseee e 69
2.2.7.2 Ensayos de desplegamiento y replegamiento de tiorredoxina

y andlisis de los perfiles CINEtiCOS ........coveeriieriieiiinienee 71

2.2.7.2.a Cinéticas en la direccion del desplegamiento......... 71

2.2.7.2.b Cinéticas en la direccion del replegamiento........... 73

2.2.8 Cristalizacion de formas mutantes de tiorredoxina en medios

QI USTVOS. ettt e 77
2.2.8.1. CONCEPLOS. .. veneteite ettt e 75
2.2.8.2. Procedimiento experimental..........................e.ee. 76

3. Estudio de la eficiencia de diferentes sales en el apantallamiento

de las interacciones eleCtroStAtiCAS .......coocovveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 79

3.1 IEEOAUCCION e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeeaaaaeeeaeneees 81

3.2 Estimacion tedrica de las interacciones carga-carga en la molécula de

(R L0Y W= 6 [0 )41 4 - T 84
3.3 Diseflo del MUutante T1AK ... e e e e e e e e eeeeaeaeaeas 90
3.4 Estudios de DicroiSmo CIrCULAT. ......ccoeeeeieeeeeeeee e eeeeeeeeee e e e 93

3.5 Efecto del cloruro de guanidinio en la desnaturalizacion térmica de

tiorredoxina WT y mutante T14K seguido por DSC........ccceevviiviiiiiiennnnnne. 97



3.6 Efecto del tiocianato de guanidinio en la desnaturalizacién térmica de

tiorredoxina WT seguido por DSC .......oooiiiiiiiieeieeeeee e 102
3.7 Efecto del cloruro sédico en la desnaturalizacion térmica de tiorredoxina
WT y mutante T14K seguido por DSC.......ccoooiieiiiiiieiiiiiieiecieeeeee 104
3.8 Calculo del cambio de energia libre de Gibbs ..........ccoovveeiievieriieiieeis 107
3.9 Determinacion de los valores de m a partir de experimentos de DSC...... 111

3.10 Determinacion de los valores de m,,, para tiorredoxina WT y el mutante
TTAK . ettt et et 113

3.11 Estimacién de los errores de los parametros termodinamicos mediante el
MEt0do Monte Carlo. .........ooiueeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 119

3.12 Dependencia del cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacion para
tiorredoxina con la concentracion de cloruro de guanidinio. .................. 121

3.13 Dependencia de la energia de Gibbs de desnaturalizacion con la
concentracion de cloruro SOAICO. .......eveevuerierienierierieeee e 128

3.14 Efecto de la mutacion T14K en la estabilidad de tiorredoxina............... 129
3.15 Valores de my; para tiorredoxina WT empleando tiocianato de guanidinio
................................................................................................................... 130
3.16 CONCIUSIONES ...c..eiiieniieiiieiieicee ettt 131

4. Empleo de la informacion obtenida del alineamiento de secuencias

en el diseNo de ProteiNas ... s 135

4.1 INEEOAUCCION......eieiiieiieeie ettt ettt et e et e et e e e e e e 137
4.2 Andlisis de covarianza del alineamiento de secuencias de tiorredoxina. ... 139
4.3 Analisis de la estabilidad mediante los ciclos de dobles y triples mutantes
................................................................................................................... 144
4.4 Caracterizacion estructural de las formas mutantes mediante CD vy
cristalografia de rayos X......cccoeviieriieiiiiiiieeieee e 154
4.5 Ensayos de actividad de los mutantes sugeridos por el alineamiento de
SECUECTICIAS. +eeuvtenureeniteruteentteetteeteesate e bt e sateebeesaee et eesbeeeabeesbeeeabeenbbeeaneenseenaseas 157
4.6 Empleo de mutaciones no sugeridas por el alineamiento de secuencias como
[670) 113 (o] KOOSR 159
4.7 CONCIUSIONES ....cuvenieiieiieie ettt sttt ettt sae et 164



5. Estudio del desplegamiento inducido por urea de tiorredoxina y

FOIMAS MUEANTES. ..o ettt e e e e e e e e e e e e e e e er e e e eae s 167

5.1 Estudio mediante medidas de fluorescencia de las cinéticas de
replegamiento y desplegamiento inducido por urea. ..........ccccceeevveennennne. 169

5.1.1 Analisis de los perfiles cinéticos de los ensayos de plegamiento y
desplegamiento .........cccueeiiiiriieiie e 169

5.1.2 Analisis segin el modelo cinético de dos estados. ..........cc.cc....... 177

5.2 Desplegamiento de P34H, WT y G74S inducido por urea seguido mediante
ensayos de doble St .........cecuiviiiiieiiieeee e .189
5.2.1 Conceptos y procedimiento experimental ...........cccccceeveereenennnens 189

5.2.2 Analisis de los perfiles de Al frente a C segun el modelo de dos
ESEAAOS. ..ttt e 192

5.2.3 Analisis global de los perfiles de Al frente a C y de los chevrons. 199

5.3 Analisis de los valores de M1/2, Mpt ¥ MN-fveeeeeerienieeiieeie e 203

5.4 Andlisis de los valores de AG obtenidos a partir de cinéticas de

replegamiento-desplegamiento inducido por urea. ...........ccceeeveereeneveennnnn. 211
5.5 Analisis de 10s valores de D.........c.coecveeeiiieeiiiieeiieeeee e 232
5.6 CONCIUSIONES ....ccuviieirieeieiieeciiieeeiteeeeiteeeteeeeteeesseeessseeesssaeensseeesseesnseeesnseeas 237

6. Analisis de la relacion entre los acoplamientos a larga distancia
obtenidos a partir de los alineamientos de secuencias y la estructura de

L] (11 =TSR 239

6.1 INtrOAUCCION ...coueiiiiiiiiiieiiee ettt e 241
6.2 Descripcion estadistica de la relacion entre estructura y alineamiento de
secuencias: aplicacion a tiorredoXina. ........c.eeevveeveerieeereenieesieeneeereenenes 243
6.3 Analisis estadistico de la relacion estructura-alineamientos para un set de
24 PTOLEINAS ..veeeeeiiiieeeeiieeeeettee e ettt e e e et ee e e sttt eeeenateeeesnbaeeesannneeeeennnees 249
6.4 CONCIUSIONES....c.uviiiiiiiiieiieeiie ettt ettt ettt e seteeaee e ens 253

7. ReSUMEN Y CONCIUSIONES. .........oovieeeeeeeeeeeeeeeeee e 255



8. APENAICES.......cocvieiieieeeee et 261

Apéndice Al: Determinacion del efecto de la concentracion de desnaturalizante
en [os valores de M .......cooiiiiiiiiiee e 263
Apendice A2: Desviacion de la linealidad de la dependencia de AG frente a

concentracion de desnaturalizante causada por uniones

especificas de desnaturalizante al estado nativo....................... 268
Apéndice B: Representaciones de 1 frente a f* .........ccooevveiiieieieiecieeene, 273
Apéndice C: Representaciones de p frente a distancia..............ceevevvevveevenenne. 285
Apéndice D: Realizacion de ajustes con MLAB ..........cccooeievieeeieciecieee. 309

9. Referencias bibliograficas ..., 311






Figural.l....ooooiiiiiiiiiie,
Figural.2. ..o
Figural3....ooooiiiiiiiiie e,

Figura2.1l....coooiiiiiiie e,
Figura2.2....cooeiii
Figura2.3.. .o,
Figura2.4......ccoooiiiiiiiee e,
Figura2.5.. .o,
Figura2.6......ccoveiiiiiiie
Figura2.7....cooeeeiiiece e,
Figura2.8......ccooiiiiiee e,
Figura2.9......coiiiiii e,
Figura2.10....cooiiii e
Figura2.11l......coooviiiiiie e,
Figura2.12.....coooviiiiiiiienn .
Figura2.13......coooiiii i,

Figura3.l.oooi i
Figura3.2.....ov e
Figura3.3......oooieie e
Figura3.4....ocoooiiiiii
Figura3.5....ccooiii
Figura3.6......coevve i,
Figura3.7.....coovvii i,
Figura3.8......oooiviiiii
Figura3.9....ccoo i
Figura3.10.......cooovveii v,
Figura3.11.......ccooeiiiiiienne.
Figura3.12......cooviiiiiiiiin,
Figura3.13. ..o

INDICE DE FIGURAS

.10
14

.29
.33
41
42
.48
.51
.64
.65
.66
.70
12
74
.78

.89
92
93
.95
.96
99
.100
.103
.105
.106
.108
.109
117

Figura3.14... ..o 120
Figura3.15....cooiii 125

Figurad.l......ocooiiiiiiiiiiiiiiens 142
Figurad.2....coooiiiiiiiiiii e 143
Figurad.3....ooiii i 145
Figurad.d....ooooiiiiiiiiiiiie e 147
Figurad.b......ooiiiiiiie . 148
Figura4.6....cccooviiiiie e, 152
Figurad. 7., 153
Figurad.8....cccooiiiiiiiee e, 153
Figurad.9.......cooiiiiiiiie e, 155
Figura4.10.......cooii i 156
Figurad.1l.......ooiiiiiiii s 157
Figurad.12.....cooviiii i, 158
Figurad.13.. ..o 161
Figurad.1l4... ..., 163
Figura4.15.....oiii i, 163
Figurad.16.......cccoevi i, 165

Figurab5.1l......ooiiiiiiiiiee s 170
Figurab5.2.. .o 171
Figurab5.3.. .o 172
Figurab.4.. .o 173
Figurab5.5.. ..o, 174
Figurab5.6....cccooiiii e, 175
Figura 5.7, 176
Figurab5.8.....cccooiiiiiiie e, 178
Figurab5.9.......cooiiiiiii e, 182
Figura5.10.....ccooii i 183
Figura5.11.....ooiiiiiiii s 184



Figura5.12............cccciieven.. . 185
Figura5.13..................eeellll.. 186
Figura5.14..............................187
Figura5.15. ..., 188
Figura5.16.......cccovviiiiiiien, 194
Figura5.17....ccooivi i 195
Figura5.17...............coe el 196
Figura5.19. ... 197
Figura5.20.......cooeiiiiiiii s 198
Figura5.21......coooviiiiiiiiee . 200
Figura5.22.......cccoeiiiiiiiie e, 201
Figura5.23.....ooiiii i, 202
Figura5.24.......coooi i, 204
Figura5.25......ccoiiie, 205
Figura5.26.......cccoeviviiiiieieenn, 206
Figurab5.27....ccovvii i 207
Figura5.28............ccoev el 207
Figura5.29...........cceiiiennn.....208
Figura5.30...............eeeenvennll... 208
Figura5.31......ccoooiii i, 209
Figura5.32.. ..o, 210
Figura5.33....ccoiii 213
Figura5.34....ccovviiiii i 213
Figura5.35....cccoviiiiiiiiiiciee 214
Figura5.36.....cccovviiiiiiiiienns 214
Figura5.37. ..o, 215
Figura5.38......ccoviii i, 215
Figura5.39.......ccceiii i, 216
Figura5.40.......ccoiii i, 216
Figura5.41.......c.coiiiiiiiiien, 217
Figura5.42.......cccoiiiiiiiiiiii e, 217
Figura5.43.......ccoiiiiiiiiiiien 218

FiguraS5.44.. ...,
Figura5.45.......cooiiii

Figurab5.46........cccceiiiiiiiiis 219
Figurab5.47....cooovii i, 220
Figura5.48.........cocoi i, 220
Figura5.49.......cooiiii i, 221
Figura5.50.......cccviiiiiiiii, 221
Figura5.51.....ccovviii i, 222
Figura5.52.. ..., 223
Figurab5.53....coiii 225
Figura5.54.......ooiiiiiii, 226
Figurab5.55.......covi i, 227
Figura5.56.........ccccev i, 228
Figura5.57 ..o, 229
Figura5.58.......coiii i, 230
Figura5.59......ccooviiiiii, 231
Figura5.60.........cccevvviiiieen, 231
Figurab5.61..........cccov i, 232
Figura6.1.....ccooviiiiiiiii s 247
Figura6.2......ccooviieiiiiee e 248
FiguraB.3......ccooiieiiieee e 251



INDICE DE TABLAS

Tabla3.1...cooiiiii 101
Tabla3.2....cccooviii 101
Tabla3.3...ci 104
Tabla34....ccooviiiiii 107
Tabla3.5....ccoiii 115
Tabla3.6.....ccccvvvvviiiiiiienn . 115
Tabla3.7...cooiiiii 116

Tablad.l......oovevii . 149
Tablad.2.....covvvei . 159
Tablad.3.. .o 162

Tablab5.1l....cooiiiiiiiiiiis
Tabla5.2....ccoiiiiiiiiiiiiii s
Tablab5.3.....cccoiiii
Tablab.4......cooiiiiiiiii .
Tabla5.5....c.ciiiii
Tabla5.6....ccccovviiiiiiins

Tabla6.1l.....cooeeeieiiii .

.189
.199
.203
234
.235
.236

.250






GLOSARIO DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Cy Capacidad calorifica de exceso

Cy Capacidad calorifica del estado desnaturalizado
cy Capacidad calorifica del estado nativo

AG, Energia de acoplamiento

I Estado de transicion

ADN Acido desoxirribonucleico

ASA Area accesible al disolvente

C Concentracion de desnaturalizante

Cip Concentracion de desnaturalizante a la que AG=0
CD Dicroismo circular

D Estado desnaturalizado de la proteina

DSC Calorimetria diferencial de barrido

GdnHCl Cloruro de guanidinio

GdnSCN Tiocianato de guanidinio

1 Estado intermedio; Fuerza ionica; Intensidad de fluorescencia
I, Intensidad de fluorescencia en el equilibrio

K Constante de equilibrio

k Constante de velocidad aparente

kp Constante de velocidad de desplegamiento

kr Constante de velocidad de replegamiento

LEM Método de extrapolacion lineal

n Indice de refraccion

N Estado nativo de la proteina
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qi carga del grupo i

R Constante de los gases

r Relacion entalpia calorimétrica/entalpia van’t Hoff

T Temperatura (Kelvin, °C)
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1. Introduccién

Las proteinas, ademéas de ser macromoléculas biologicas con funciones definidas
en los seres vivos, poseen multiples aplicaciones biotecnoldgicas debido a la gran
especificidad con la que pueden desarrollar procesos moleculares. En los ultimos afios
se han desarrollado procedimientos que permiten emplear a las proteinas como
catalizadores en procesos industriales, como farmacos tanto terapéuticos como de
diagnostico o como biosensores altamente especificos. El desarrollo de componentes
electronicos a nivel molecular es otro de los campos en los que las proteinas han
encontrado aplicacion, asi como en la industria de la alimentacion y en la industria

textil.

No obstante, las proteinas en ocasiones no poseen todas las propiedades
necesarias para ser empleadas en los procesos anteriormente citados. El mayor
inconveniente que poseen es su baja estabilidad. En este sentido bajo determinadas
condiciones de pH, elevadas temperaturas, o con la presencia de agentes quimicos en el
medio se puede alterar considerablemente su estabilidad. Ademas, muchas proteinas son
inestables desde un punto de vista temporal, es decir, pierden su actividad relativamente
rapido, dias e incluso horas, lo cual no es ventajoso a nivel industrial ya que requeriria
tener que renovar continuamente el reactivo. Esto también es un grave inconveniente en
el disefio de farmacos, ya que esto supondria un corto periodo de efectividad, también
conocido como shelf-life. En ocasiones sucede que las proteinas no poseen las
condiciones optimas de actividad y especificidad cuando se emplean en procesos
diferentes a los naturales, bien sea por los sustratos empleados, bien sea por la presencia

de codisolventes en el medio.
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Parece, por tanto, que el desarrollo de procedimientos de disefio de proteinas,
mediante técnicas de ingenieria genética, que permitan mejorar tanto su estabilidad
como su funcionalidad, es de gran interés y posee una gran aplicabilidad. El desarrollo
de procedimientos que nos permitan disefar proteinas de alta estabilidad es uno de los

objetivos fundamentales de la presente tesis.

Son muchas las estrategias propuestas a lo largo de los afios para estabilizar
proteinas. Algunas de las mas utilizadas son: la inmovilizacion de la proteina en una
superficie adecuada; la deshidratacion, ya que se disminuye notablemente la movilidad
de la proteina o la adicidon de sustancias estabilizantes, como la sarcosina que puede

producir incrementos notables en la estabilidad.

No obstante, en los ultimos afios, el empleo de la ingenieria genética se ha
convertido en la herramienta mas ampliamente utilizada y con mas posibilidades para
estabilizar proteinas (Stearman et al., 1988; Serrano et al., 1992; Cordes et al., 1996;
Malakauskas et al., 1998). Basicamente, se trata de introducir una o varias mutaciones
que alteren de manera adecuada, los factores que determinan, de manera mayoritaria, la
estabilidad y la estructura del estado nativo, que son: el efecto hidrofébico, los enlaces
de hidrogeno, las fuerzas de van der Waals y la entropia conformacional. Estas
mutaciones se pueden realizar sobre residuos internos o expuestos al disolvente, no
obstante, y debido a que los grupos expuestos al disolvente en la estructura nativa no
van a producir grandes alteraciones en la estabilidad al desplegarse la proteina, la

introduccion de mutaciones en posiciones internas ha sido mas ampliamente estudiada.
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Ademas, como veremos seguidamente, se han descrito procedimientos que
permiten estabilizar proteinas mediante la optimizacion de las interacciones carga-carga
(Ibarra-Molero et al., 1999, Loladze et al., 1999; Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001,
Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002). Lo sorprendente de estos procedimientos es que
se centran en las interacciones electrostaticas que en comparacion con los factores

anteriormente mencionados, son minoritarias en la estabilidad de proteinas.

En la presente tesis, se abordan estudios que proporcionan una base para el
disefio racional de proteinas y mejora de sus propiedades. En estos estudios también
obtendremos informacion relacionada con el estado desnaturalizado e informacion de

caracter evolutivo.

Estudio de las interacciones electrostaticas

Como se acaba de decir, las interacciones electrostaticas son una contribucion
minoritaria, si se compara con por ejemplo el efecto hidrofébico, ya que las primeras
son de unos pocos kJ/mol, mientras que la segunda es del orden de cientos de kJ/mol.
No obstante, el cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacion, que es la diferencia de
energia libre entre el estado desplegado y el estado nativo, es un nimero pequefio
debido a que es un balance entre los efectos fuertemente estabilizantes y los efectos
fuertemente desestabilizantes. Asi pues, la introduccién de mutaciones que modifiquen
las interacciones carga-carga puede tener efectos en la energia libre similares al cambio

total de ésta, siendo por tanto una estrategia muy razonable para estabilizar proteinas.
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La estabilizacion de proteinas mediante el disefio de las interacciones carga-
carga, ademas de producir mutaciones en posiciones superficiales en la estructura
nativa, las cuales provocan menos cambios en la estructura y en la actividad, posee una
ventaja realmente importante, y es que utilizando modelos electrostaticos relativamente
sencillos, se puede decidir que mutaciones se deben introducir para producir una
estabilizacion. En la presente tesis se ha empleado un procedimiento basado en el
modelo simple de Tanford-Kirkwood (1957) y la aproximacion de Bashford-Karplus
(1991) (Ibarra-Molero et al., 1999; Loladze et al., 1999; Sanchez-Ruiz y Makhatadze
2001). El modelo de Tanford-Kirkwood supone que la proteina es una esfera con una
constante dieléctrica mucho menor que la del disolvente en la cual las cargas se sitian
en la superficie de la proteina. Este modelo ha sido ya aplicado con éxito como puede
verse en la figura 1.1 (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001), en la que se representan,
para varias proteinas, los efectos en la temperatura de desnaturalizacion y el cambio en
la energia libre de Gibbs, de mutaciones en residuos cargados, frente a los cambios de
energia de Gibbs asociados a las interacciones carga-carga en el estado nativo,
calculados tedricamente mediante el procedimiento mencionado. Como puede
comprobarse existe una buena correlacion entre los valores que se obtienen
experimentalmente y los valores calculados. Esto es, mutaciones que optimizan las
interacciones carga-carga producen un aumento en la estabilidad que viene dado por un
aumento en la temperatura de desnaturalizacion y en el cambio en la energia de Gibbs
de desplegamiento. Ademas, esta correlacion se cumple incluso en el caso en el que la

mutacion es desestabilizante.
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Figura 1.1 Correlacion entre cambios en la energia de interaccion carga-carga AAGqq Y (a)
los cambios en la temperatura de desnaturalizacién (AT,) o (b) cambios en la energia de
Gibbs, AAG,. Los cambios en los parametros termodindmicos estan calculados como la
diferencia entre la proteina con las interacciones carga-carga alteradas y la forma silvestre.
Los valores de AG se calcularon con el procedimiento basado en el modelo de Tanford-
Kirkwood (Loladze et al., 1999; Ibarra-Molero et al., 1999). Los datos experimentales para las
temperaturas de desnaturalizacion y los cambios de energia de Gibbs son para CspN-Bc,
cuadros sélidos; CspB-Bs, circulos huecos; CspB-Tm, triangulos amarillos; dominio de union
de la subunidad periférica (psbd41), rombos verdes; ribonucleasa Sa, triangulos amarillos;
ubiquitina, circulos rojos y rubredoxina, cuadrados huecos (Sanchez-Ruiz y Makhatadze,
2001).

Por tanto, parece que el empleo de procedimientos basados en calculos
electrostaticos sencillos es perfectamente factible a la hora de predecir mutaciones
estabilizantes. La estrategia que seguiremos parte de la estructura de la proteina
determinada por rayos-X o resonancia magnética nuclear (NMR), la cual se puede

extraer del Protein Data Bank. A continuacion aplicamos un modelo electrostatico
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simple para determinar para calcular la energia de interaccion de cada carga con el resto
de las cargas presentes en la estructura en estado nativo de la proteina. A partir de estos
calculos podremos conocer qué residuos, suficientemente expuestos al disolvente, estan
inmersos en interacciones electrostaticas destabilizantes con cargas de su mismo signo
en la proteina. Estos residuos pueden ser mutados para generar interacciones
estabilizantes. Si la mutacién realizada elimina una carga, es decir se introduce un
residuo no cargado, se eliminaran algunas interacciones carga-carga y eso deberia
producir un aumento de la estabilidad. Si la mutacion produce una inversion de carga, la
estabilizacion esperada deberia de ser mayor ya que las interacciones destabilizantes se

convierten en estabilizantes.

Este procedimiento ha sido experimentalmente demostrado (Ibarra-Molero et al.,

1999; Loladze et al., 1999).

De hecho, el aumento de estabilidad mediante la optimizacion de las
interacciones electrostaticas, es algo que la Naturaleza podria estar utilizando para
disenar proteinas termofilicas. Esto lo podemos comprobar realizando un calculo de las
energias de interaccion carga-carga de los grupos ionizables en funcién del numero de
residuo en la secuencia para tres proteinas cold-shock de diferentes bacterias: CspB-Bs
mesofilica de Bacillus subtilis, CspB-Bc¢ termofilica de Bacillus caldolyticus y CspB-
Tm hipertermofilica de Thermotoga maritima (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001). El
resultado de este calculo empleando el procedimiento basado en el modelo de Tanford-
Kirkwood se puede ver en las representaciones de barras de la figura 1.2. En estas

representaciones, las barras hacia arriba simbolizan interacciones del grupo
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predominantemente desestabilizantes, por el contrario, las barras hacia abajo indican
interacciones predominantemente estabilizantes. Como puede verse en la figura 1.2 las
interacciones carga-carga juegan un papel importante en las diferencias de estabilidad
entre estas proteinas. A la vista de la figura 1.2, para el caso de la proteina mesofilica,
existe un mayor numero de interacciones electrostaticas desestabilizantes que en el caso
de las proteinas termofilica e hipertermofilica. Para el caso de la proteina
hipertermofilica, parece que su aumento de estabilidad con respecto a la mesofilica y la
termofilica se consigue por la eliminacion de las interacciones desestabilizantes y la
aparicion de nuevas interacciones estabilizantes. Uno de los objetivos, dentro de las
lineas de investigacion de muestro grupo, es poder imitar a la Naturaleza y redisefar la

distribucion superficial de carga.

Mas recientemente, y con el proposito de emular a la Naturaleza optimizando las
interacciones carga-carga, se ha desarrollado en nuestro grupo un procedimiento basado
en algoritmos genéticos, que permite redisefar toda la distribucion superficial de carga
(Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002). Con este procedimiento se generan numerosas
distribuciones de carga mediante un procedimiento iterativo, y sujetas a imposiciones,
como por ejemplo no modificar los residuos del sitio activo. Finalmente, se puede llegar
a varias distribuciones de carga las cuales propondran las mutaciones necesarias, en

términos de introduccion o eliminacion de cargas.

En la presente tesis y relacionado con las interacciones electrostaticas,
abordamos un estudio del efecto de diferentes sales en el apantallamiento de las

interacciones carga-carga.
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Figura 1.2. Energias de interaccion carga-carga para residuos ionizables individuales para
tres secuencias diferentes de proteina “cold-shock™ (Csp) de bacterias distintas: la mesofilica
Csp-Bs (B. Subtilis), la termofilica CspB-Bc (B. Caldolyticus) y la hipertermofilica CspB-Tm (T.
Maritima). Las energias positivas implican que las interacciones son desestabilizantes y las
energias de signo negativo implican que las interacciones son estabilizantes. La suma de todas
las interacciones carga-carga desestabilizantes en CspB-Bs, CspB-Bc y CspB-Tm es 8.7, 1.2 'y
0.4 kJ/mol, respectivamente. Como comparacion, la suma de todas las interacciones carga-
carga estabilizantes en estas tres proteinas es -16.5, -16.6 y -23.9 kJ/mol, respectivamente
(Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001).

Como quiera que las proteinas, tanto in vivo como a la hora de llevar a cabo
aplicaciones tecnologicas, se encuentran, la mayor parte de las veces, en medios

salinos, resulta de gran interés el conocer como pueden afectar a las interacciones
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electrostaticas y en suma a la estabilidad, la presencia de sales que interaccionen con las
cargas de la proteina. En esta tesis, se han realizado experimentos con sales como
cloruro sédico, cloruro de guanidinio y tiocianato de guanidinio con objeto de
comprobar la eficiencia en el apantallamiento de las interacciones carga-carga de dichas
sales, sugiriendo que dicha eficiencia estd correlacionada con el poder desnaturalizante

de las mismas.

Efectos asociados al estado desnaturalizado

Como se ha dicho anteriormente, la estabilidad termodindmica de una proteina
se mide como la diferencia entre la energia libre del estado desnaturalizado y la energia
libre del estado nativo. Asi pues, parece logico incluir en nuestros estudios el estado
desnaturalizado ya que cualquier factor que afecte a éste va a tener una incidencia

directa en la estabilidad de la proteina.

Tradicionalmente se ha considerado al estado desnaturalizado como un conjunto
de conformaciones mas o menos extendidas. No obstante recientes estudios
experimentales (Shortle et al., 2001; Klein-Seetharaman et al., 2002) sugieren la
existencia de interacciones de largo alcance y procesos cooperativos en estados

desnaturalizados.

Un estudio realizado con Ribonucleasa de dos organismos diferentes (Guzman-
Casado et al., 2003; Robic et al., 2003), uno mesofilico, E. coli y otro termofilico,

Thermus thermophilus, demuestran que existe una alteracion drastica de la capacidad

11
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calorifica del estado desnaturalizado en un margen muy estrecho de pH, apenas unas
décimas, y que este cambio tiene una incidencia directa en la estabilidad. Esta alteracion
se atribuye a la formacion de un cluster hidrofobico generado por un cambio en el
estado de protonacién, lo cual demuestra la importancia de las interacciones
electrostaticas en el estado desnaturalizado. Ademas, se ha demostrado que la
existencia de estructura residual en el estado desnaturalizado esta relacionada con la
mayor temperatura de desnaturalizacion y menor capacidad calorifica de la proteina del
organismo termofilico (lo cual produce valores de cambio de energia libre no muy altos
a temperatura ambiente). Asimismo, se sugiere la posibilidad de que los estados
desnaturalizados, estén disefiados por la evolucion al igual que los estados nativos, de

ahi la importancia del estudio del estado desnaturalizado.

Informacién obtenida del alineamiento de secuencias

Los alineamientos de secuencias se realizan a partir de bases de datos de
secuencias que podemos encontrar en Internet. En nuestro caso hemos usado la base de

datos SWALL y mas recientemente Uniprot/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl).

A partir del alineamiento de secuencias es posible obtener informaciéon que
podemos relacionar directamente con la estabilidad. Asi lo demuestra un reciente
estudio realizado por nuestro grupo (Godoy-Ruiz et al., 2004). En este trabajo se
realizan estudios experimentales del efecto de mutaciones conservativas en tiorredoxina
de E. coli. En concreto, se realizan mutaciones de acidos carboxilicos (Glu a Asp y Asp

a Glu) y mutaciones de residuos hidrofobicos (Val a Ile e Ile a Val). En ambos casos se

12
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trata de mutaciones que no introducen cambios muy drasticos, por lo que cabria esperar

que no hubiera un gran efecto en la estructura.

La realizacion de todas estas mutaciones y posterior determinacion de la
estabilidad mediante calorimetria diferencial de barrido sugiere la existencia de una
correlacion entre el efecto de la mutacion en la estabilidad y la frecuencia de aparicion
de los residuos en el alineamiento de secuencias, es decir, el alineamiento de secuencias
ofrece informacion sobre la estabilidad. La figura 1.3 muestra esta correlacion. Se
deduce, por tanto, que las mutaciones en posiciones altamente conservadas tiene un
efecto desestabilizante y esto puede ser debido a que la Naturaleza optimiza el ambiente

para cada residuo.

Esto ha permitido a nuestro grupo desarrollar un modelo, para el caso de las
mutaciones hidrofobicas, que describe el efecto de estas mutaciones en la estabilidad de
proteinas considerando la optimizacidén evolutiva de los ambientes de los residuos,
siendo este el primer modelo que tiene en cuenta esa optimizacion evolutiva (Godoy-

Ruiz et al., 2005 (en prensa)).

Otro de los aspectos importantes que se desprende del andlisis del alineamiento
de secuencias, es que contiene informacion acerca del acoplamiento a larga distancia de
residuos en el estado nativo y que esto puede tener implicacion tanto en la estabilidad

como en la estructura y la actividad.
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Como veremos, es posible realizar analisis estadisticos de calculos de covarianza para
determinar cuales son las parejas de residuos acopladas. Esta informacién junto con la
informacion estructural surgida de las estructura de rayos X, depositada en el Protein
Data Bank, permite obtener cuales de estas parejas ademas, poseen sus residuos

espacialmente alejados.
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Figura 1.3. Correlacién entre el efecto de las mutaciones | a V (simbolos rellenos), D a E
(simbolos huecos) en la estabilidad de tiorredoxina y la frecuencia de aparicion de lyVy Dy
E en el alineamiento de secuencias. Los cambios de estabilidad estdn medidos por el efecto de
la mutacién en la temperatura de desnaturalizacion y en el cambio de energia libre. Los
nameros grandes arriba a la izquierda en cada gréfica, indican el intervalo de similaridad

usado en el calculo del nimero de residuos: N;, Ny, Ne y Np.
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Si existe o no comunicacion a larga distancia, tal y como puede sugerir el
alineamiento de secuencias, se puede comprobar mediante la realizacion del ciclo del
doble y triple mutante (Horovitz y Fersht, 1990) de los residuos implicados en el
acoplamiento a larga distancia. Veremos como para el caso de tiorredoxina, existen
mutaciones correlacionadas a larga distancia y como podemos utilizar estas mutaciones
en el diseno de proteinas en base a la estabilidad y la actividad. Asi pues, veremos que
mutaciones que son fuertemente desestabilizantes producen variantes de tiorredoxina
mucho mas activas que la forma silvestre, y que es posible recuperar la estabilidad sin
perder actividad con respecto a la forma silvestre mediante otras variantes, todas ellas

sugeridas por el alineamiento de secuencias

Una de las dudas que surge es si esa interaccion a larga distancia afecta al estado
desnaturalizado. Se podria considerar posible que algunas mutaciones correlacionadas
en el alineamiento de secuencias reflejan efectos en el estado desnaturalizado y por
tanto ofrezcan informacion sobre estructura residual en el este desnaturalizado (Godoy-
Ruiz et al., 2004). No obstante, como veremos, esas mutaciones también podrian estar

afectando al estado de transicion.

Como hemos dicho antes, la informaciéon que obtenemos del alineamiento de
secuencias, ademas, puede usarse para generar procedimientos que nos permitan obtener
informacion estructural a partir de la secuencia. Uno de los factores principales en la
determinacion de contactos entre residuos a partir del alineamiento de secuencias, es la
existencia de interacciones a larga distancia, lo cual puede dificultar la derivacion de

mapas de contacto. Asi, propondremos un procedimiento para determinar la relacién
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entre la estructura y el alineamiento basado en la dependencia del nimero de residuos
acoplados por encima de un umbral de covarianza dado, con la distancia entre residuos
que nos permitird conocer el impacto de las interacciones a larga distancia en la relacion
entre la estructura de proteinas y el alincamiento de secuencias. Se analizard un
conjunto de 24 proteinas obtenidas de la base de datos CATH (Orengo et al., 1997). El
empleo de este procedimiento, produce resultados consistentes con un significativo
papel del acoplamiento a larga distancia que sugiere que nuestra descripcion estadistica
puede ser una simple pero eficiente herramienta para estudiar la distribucion de
distancias de mutaciones correlacionadas y las diferencias en las caracteristicas

estructurales reflejadas en el alineamiento de secuencias.

Objetivos

Por tanto, puede concluirse que los estudios recogidos en esta tesis, se relacionan

con los siguientes objetivos fundamentales:

1) Diseno de proteinas de alta estabilidad mediante la mejora de la distribucion
superficial de carga.

2) Estudio de la eficiencia de diferentes sales en el apantallamiento de las
interacciones carga-carga.

3) Empleo de la informacion obtenida del alineamiento de secuencias para el
disefio de proteinas de alta estabilidad basandonos en las interacciones a

larga distancia, asi como su influencia en la actividad.
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4) Estudio de los efectos en el estado desnaturalizado y estado de transicion de
las mutaciones sugeridas por los alineamientos de secuencias.
5) Desarrollo de descriptores estructurales a partir de los alineamientos de

secuencias.
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2.1 Materiales.

2.1.1 Reactivos.

A continuacién se detallan los reactivos utilizados para todos los experimentos

realizados.

De la casa Difco, se emplearon extracto de levadura, triptona y agar, todos para
la preparacion de medios de cultivo, segiin se describe en “Molecular Cloning, a

laboratory manual” (Sambrook et al, 1989).

De Merck, el cloruro sodico, acido clorhidrico, ambos usados en diferentes fases
experimentales; azida soddica, empleada en el tampon de purificacion de proteinas,
acetato sodico, usado en la cristalizacion de proteinas y cloruro calcico para la

preparacion de células competentes.

La casa Sigma suministré el EDTA (4cido etilendiaminotetrasodico) y Tris HCI,
ambos para los tampones de purificacion; para electroforesis en geles de poliacrilamida,
lauryl sulfato soédico, glicina y Brilliant Blue G, sulfato de estreptomicina, empleado
para precipitar acidos nucleicos durante la purificacion de tiorredoxina; HEPES para las
dialisis; urea, en los experimentos de fluorescencia y tiorredoxina reductasa para los

ensayos de actividad.
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De la casa Panreac, cloruro sodico, acido clorhidrico, fosfato potasico,

hidroxido sédico y glicerol, todos para los medios de cultivo.

Pierce proporciono el cloruro de guanidinio y el tiocianato de guanidinio, ambos

usados en experimentos de calorimetria.

De la marca Serva, la acrilamida y la bis-acrilamida para electroforesis.

De la casa Stratagene, los reactivos para la mutagénesis dirigida, como la
polimerasa Pfu Turbo®, la enzima de restriccion Dpnl, las células supercompetentes
XL-1 Blue®, la mezcla de nucledtidos dNTP y el tampon de reaccion. Estos
componentes se pueden adquirir por separado o bien en un kit denominado

comercialmente, QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit.

Qiagen suministrd el kit de purificacion de ADN, QI4Aprep® Spin Miniprep,

necesario para la obtencion de éste para su posterior secuenciacion.
De Calbiochem fueron los reactivos empleados en los ensayos de actividad,
como el suero de albumina bovina (BSA), el NADPH y el DTNB (acido 5,5 ditio-bis-

(2-nitrobenzoico)).

Los reactivos para la cristalizacion de proteinas fueron suministrados por la casa

Hampton Research, en forma de kit con numerosas disoluciones que representan
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diferentes condiciones de cristalizacion. Los capilares para la cristalizaciéon fueron

suministrados por Jena Biosciences.

El agua utilizada en todos los experimentos ha sido filtrada por un sistema de

resinas de intercambio i6nico denominado Milli-Q suministrado por la casa Millipore.

Por ultimo citar otros materiales, como membranas de dialisis, suministradas por
Spectrum, filtros de diferentes tamanos y con didmetros de poro de 0.22 y 0.45 pum, de
las casas Pall, Millipore y Whatman, concentradores de diferentes volimenes,

suministrados por Pall y Millipore.

2.1.2 Instrumentacion

Los instrumentos empleados en los experimentos se detallan a continuacion.

Todos los materiales y reactivos en contacto directo con las células deben estar

autoclavados, lo cual se hace con un autoclave de la casa Selecta modelo Autester-E.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se empled un termociclador

marca TECHNE Progene.

Durante la purificacion de las proteinas se emple6 una prensa French, de la casa
Aminco, para romper las paredes celulares; centrifugas, Kokusan H251 y Hettich Roto

Super 40, hasta 8000 r.p.m y Beckman LE-80K para mas de 20000 r.p.m que en esta
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etapa sirven para eliminar residuos celulares solidos. Una columna de exclusion
molecular de la casa Pharmacia modelo XK50, con resina de la misma casa Sephacryl
S100; otra columna de intercambio i6nico de la marca Biorad, de 250 ml de volumen,
con resina Fractogel EMD DEAE-650, de la casa Merck. En el caso de la columna de
exclusion molecular, se empled como sistema de inyeccidén un dispositivo HPLC de la
marca KONIC modelo 500-A, que en la ultima etapa de la experimentacion fue
sustituido por una bomba peristaltica suministrada por la casa Gilson, modelo Minipuls
3. Para la columna de intercambio i6nico se empled como sistema de inyecciéon una
bomba LKB modelo 2132 Microperpex. En ambos casos se usdé como sistema de
deteccion un dispositivo equipado con una lampara UV, Pharmacia LKB-Control Unit
UV-1, como sistema de registro un registrador LLOYD Graphic 450 y como sistema de

recoleccion un colector de fracciones de la casa Pharmacia modelo FRAC 100.

La medida de la concentracion de las proteinas se realizd mediante
espectrofotometria. En concreto se usaron dos espectrofotémetros, Beckman DU-70 y
Perkin Elmer Lambda 25. Ademas las medidas de actividad de las proteinas también se

realizaron usando el espectrofotometro.

Para las medidas de pH se utilizaron electrodos combinados de vidrio Crison
modelos 52-03, para volumenes grandes y 52-09 para volimenes pequefios. Estos
electrodos estaban conectados a un pHmetro Crison modelo 501, de sensibilidad 0.01
unidades. La calibracion del instrumento se hace usando disoluciones patréon de pH 7.01

y 4.00, también de Crison.
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Los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizaron con

un calorimetro de la casa Microcal modelo VP-DSC.

El dicroismo circular (CD) se realizé con un espectropolarimetro Jasco, modelo

J-715 equipado con un control de temperatura Jasco, PTC-348WI.

La realizacion de los experimentos de fluorescencia se hizo con un fluorimetro
Perkin Elmer modelo LS55, junto a un bafio termostatizado a 25 °C de la marca Selecta

modelo Ultraterm 6000383.

Se empled un refractometro de mano ATAGO modelo R5000, para medir la
concentracion de urea. La urea se purifica mediante una resina de intercambio i6nico
AG501-X8 de Biorad. Este refractometro se utilizd también para las medidas de

concentracion del cloruro de guanidinio.

Para el procesamiento de datos se utilizaron computadores equipados con
procesadores Pentium IV, y los programas comerciales utilizados fueron Sigmaplot
2000 MLAB y Matlab, los cuales se emplean para el tratamiento de datos

experimentales.
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2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion de ADN de proteinas mutantes.

2.2.1.1 Procedimiento general.

El empleo de la ingenieria genética para la obtencion de proteinas mutantes en
estudios de estructura y estabilidad de proteinas, estd ampliamente extendido. El
procedimiento, por el cual se puede producir la mutaciéon de uno o varios aminoacidos
en una proteina a partir del ADN, recibe el nombre de mutagénesis dirigida y para
producir esa mutacion es necesario partir del pldsmido que contiene el gen que codifica
la proteina en cuestion. El plasmido del que partimos, y que contiene el gen que codifica
para tiorredoxina se denomina pTk100, y es un derivado de puC18. A continuacion se
detalla tanto la secuencia de bases nitrogenadas del mencionado gen para tiorredoxina
forma silvestre (también llamada WT, de las siglas en inglés Wild Type), asi como la

secuencia de aminoacidos a la que da lugar:

Secuencia de bases nitrogenadas del gen de tiorredoxina en direccion 5°-3’:

Atgagcgataaaattattcacctgactgacgacagttttgacacggatgtactcaaagcggacggggcegatcctegatttetgg
gcagagtggtgcggtccgtgcaaaatgatcgecccgattetggatgaaatcgetgacgaatatcagggeaaactgaccegttge
aaaactgaacatcgatcaaaaccctggcactgcgecgaaatatggeatecgtggateccgactctgetgetgttcaaaaacgg

tgaagtggcggcaaccaaagtgggtgcactgtctaaaggtcagttgaaagagttcctcgacgetaacctggeg

26



2. Materiales y Métodos

Secuencia de aminoacidos para tiorredoxina WT:

SDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLT

VAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLA

En el procedimiento se utiliza ADN de doble cadena, denominado parental,
junto a dos oligos o fragmentos de ADN, en los que se ha introducido la mutacién
deseada, uno que hibrida con la cadena codificante y otro con la cadena molde, y que se
disefian siguiendo unas reglas que veremos en la seccidon siguiente. Los oligos son
complementarios a la doble cadena de ADN, excepto en el lugar donde estd la mutacion,
por lo que se uniran a la cadena y seran extendidos por la accion de una enzima
polimerasa mediante una reacciéon que se denomina cominmente PCR (de las siglas en
inglés Polimerase Chain Reaction) y mediante la cual se puede obtener un gran numero
de copias del gen en el que se ha producido la mutacion. Este procedimiento fue
descrito por Kary B. Mullis, el cual recibio por ello el Premio Nobel en 1993. La PCR

propiamente dicha, consiste fundamentalmente en 3 etapas:

1) Desnaturalizacion: Durante la desnaturalizacion a 95 °C, la doble
cadena de ADN se abre para originar dos cadenas simples.

2) Union de los oligos: Los oligos se unen a las cadenas simples de
ADN parental. Esto ocurre a temperaturas entre 50-60 °C

3) Extension: La polimerasa produce la extension de la cadena a la

temperatura de 72 °C.
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Un esquema se representa en la figura 2.1.

Una vez finalizado el proceso, tendremos unido al ADN parental una cadena que
diferira inicamente en el coddon nuevo introducido para producir la mutacion. Este
producto es tratado con una enzima de restriccion, la cual reconoce ADN metilado y
hemimetilado y lo elimina mediante un proceso de digestion. E1 ADN aislado a partir de
bacterias Escherichia coli dam™ siempre esta metilado, como es el caso del ADN
parental del que partimos, mientras que el que se sintetiza en el termociclador no esta
metilado. Una vez obtenido el plasmido con la mutacion deseada, hay que amplificarlo,
es decir, obtener una mayor cantidad. Esto se hace introduciendo el nuevo plasmido,
mediante un proceso de transformacion, en las células supercompetentes, que son
células que tienen una gran capacidad para absorber el plasmido a través de su pared
celular, cultivadas en medio NZY" (Sambrook et al, 1989). Es importante hacer notar
que los mutantes se han obtenido de forma individual, es decir, los mutantes simples se
obtienen a partir del plasmido silvestre y los mutantes dobles a partir de simples y asi

sucesivamente.

El ultimo paso para la obtencion del ADN de proteinas mutantes es secuenciar el
ADN obtenido. De esta forma conoceremos si efectivamente la mutagénesis dirigida ha
tenido éxito. Para ello primero se hace necesario obtener el ADN, lo cual se hace
mediante el kit de purificacion de ADN mencionado en la seccion de reactivos. Una vez
obtenido, todas las muestras se enviaron al servicio de secuenciacion Sistemas

Genomicos en Valencia, (Www.sistemasgenomicos.com).
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Figura 2.1 Esquema de la PCR mostrando las etapas fundamentales, desnaturalizacion del

plasmido, union de los oligos y extension de la polimerasa (ver texto).

2.2.1.2 Disefio de oligos

Para el disefio de los oligos con la mutacion deseada, se deben seguir una serie

de recomendaciones:

1. Los dos oligos deben contener la mutacion deseada, en forma de codoén, y deben
de ser complementarios e invertidos.

2. Los oligos deben contener entre 25 y 45 bases, y la temperatura de fusion del
oligo (7},), que es la temperatura a la que la mitad de la cadena se encuentra
como doble hélice, debe ser mayor o igual a 78 °C. El célculo de T, se realiza

de acuerdo con la expresion:
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Tm=81.5+0.41-(%GC) - 675/N- % mismatch (2.1)

donde N es la longitud del oligo en bases. El “mismatch”, es el tanto por cien de
modificaciones que hacemos sobre la secuencia de partida.
3. La mutacién deseada debe estar aproximadamente en el centro del oligo para
asegurar la union de los extremos del oligo por igual.
4. El contenido en GC debe de ser como minimo del 40 %, y debe de terminar en
una o varias G o C, ya que estas bases forman tres enlaces de hidrogeno en lugar
de dos como T y A.
5. El método de purificacion de los oligos debe de ser FPLC (Fast Polynucleotide

Liquid Chromatography).

2.2.2 Expresion y purificacion de tiorredoxina, forma silvestre y formas

mutantes.

La obtencion de proteina tiorredoxina es un proceso que requiere numerosas
etapas. El producto de partida es el ADN que contiene el gen que codifica para dicha
proteina. En el caso de la forma silvestre, como se ha dicho antes, es el plasmido
pTk100. Para las formas mutantes, hay que obtener primero el plasmido con el codon
correspondiente al aminoacido introducido, lo cual se realiza mediante mutagénesis

dirigida segun se describe en la seccion anterior, 2.2.1.

Para obtener proteinas a partir de una secuencia de ADN, empleamos un

organismo vivo con las enzimas necesarias para la producciéon de esta proteina. El
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organismo vivo del que partimos es una variante de Escherichia coli denominada
JF521, y tiene la particularidad de producir de forma abundante esta proteina sin
necesidad de inducir el proceso con agentes quimicos tales como IPTG
(Isopropiltiogalactopirandsido). La obtencion de tiorredoxina, bien forma silvestre,
bien alguna de las formas mutantes, se realiza en una serie de etapas que se resumen de

la siguiente forma:

- Obtencion de células competentes

Antes de introducir el pldsmido, es necesario que las células JF521 sean
competentes, esto es, que tengan la capacidad de absorber a través de su pared celular el
plasmido. El procedimiento utilizado para hacer competentes las células es el
tratamiento en CaCl,, el cual produce la apertura de los poros de la pared celular.

(Sambrook et al, 1989).

- Transformacion

La introduccion del plasmido se efectia mediante un proceso denominado
transformacion. La transformacion consiste en un pulso de calor de 45 segundos a 42 °C
en un bafo. Esto produce la apertura de los poros de la pared celular. Después se pone
el tubo en hielo durante dos minutos y la pared celular volvera a contraerse. El plasmido
se pone directamente en un tubo Falcon 2059 donde se encuentran las células
competentes suspendidas en CaCl,. La concentracion del plasmido debe ser

aproximadamente de 150 ng/pL.
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- Crecimiento, prensado y eliminacién de &cidos nucleicos

El crecimiento de las células se hace en dos etapas: un preindéculo en medio LB
(Sambrook et al., 1989) y posteriormente 6 matraces de 750 mL también de LB,
siempre empleando como antibidtico para seleccionar kanamicina a una concentracion
de 40 pg/mL. El crecimiento se produce durante toda una noche. Es al dia siguiente
cuando las células se centrifugan, se resuspenden en tampon TE (la elaboracion del
tampon SE TE muestra en Sambrook et al, 1989) y se prensan con ayuda de la prensa
French. Una vez eliminados los residuos solidos, se precipitan los acidos nucleicos con
sulfato de estreptomicina, el cual se vierte gota a gota a 4°C en agitacion y muy
lentamente para evitar la formacion de precipitados de gran tamafio que puedan atrapar

en su interior a la proteina. Este proceso se realiza durante la noche.

- Cromatografia de exclusiéon molecular

El siguiente paso es la cromatografia de exclusion molecular. Esta cromatografia
se basa en la separacion de proteinas debido a su diferente tamafio, mediante un gel
formado de pequeiiisimas particulas, ya que cada proteina va a viajar de forma diferente
a través del entramado que forma el gel en el interior de una columna. El montaje se

completa con otros dispositivos mencionados en la seccion de instrumentacion.

El reconocimiento de la proteina se hace mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida. Tenemos que introducir muestras de todos los picos junto con un patrén

de tiorredoxina, que nos indicard qué banda corresponde a nuestra proteina y podremos
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conocer qué fracciones corresponden a ese pico. Un ejemplo representativo del
resultado de la electroforesis lo podemos ver en la figura 2.2

1 2 3 4 5 6 7

Figura 2.2. Gel de poliacrilamida de tiorredoxina forma silvestre. Electroforesis realizada
después de la cromatografia de exclusion molecular. La calle numero 1 corresponde al patron,

las calles 4 a 7 corresponden al pico de tiorredoxina del cromatograma.

- Cromatografia de intercambio idnico

Una vez conocidas las fracciones que conforman el pico de la proteina deseada
se retiran estas fracciones y de nuevo se someten a un proceso de cromatografia, pero
esta vez de intercambio i6nico. En la cromatografia de intercambio idnico las proteinas
interaccionan de forma electrostatica con la resina, de forma que, algunas de ellas
quedaran unidas a la misma. Solo la presencia de un agente salino que interaccione mas
fuertemente con la resina, las desplazara. La elucion de la proteina se hace mediante un
gradiente de 0-0.5 M de NaCl, con un dispositivo de vasos comunicantes que conecte
un vaso con tampoén TE, con un vaso con tampon TE 0.5 M NaCl. Habrd una
determinada concentracion de sal la cual hard que la proteina se despegue, y ésta no

serd la misma para todas las posibles proteinas que haya. El resto de dispositivos a la
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salida de la columna son iguales que en el caso de la exclusion molecular. En esta
purificacion se van a obtener pocos picos y de muy diferente altura. El pico
correspondiente a la proteina esta claramente diferenciado porque ya la exclusion
molecular tiene una gran eficiencia y la proteina entra bastante pura en la columna de
intercambio i6nico, si bien, siempre se hace necesaria la electroforesis para confirmar el

éxito del proceso.

- Dialisis de la proteina

Después de la cromatografia de intercambio ionico, la proteina esta casi lista
para poder ser utilizada. El ultimo paso es la dialisis exhaustiva. Basicamente, se trata
de equilibrar la proteina con el tampon en el que se vayan a realizar los experimentos.
El tampon en el que se realiza la didlisis es HEPES 5 mM pH 7 preparado a partir de las
formas acida y basica. En la dialisis se utiliza una membrana de celulosa natural con un
tamafio de poro de 6000-8000 ya que el peso molecular de la proteina tiorredoxina es
de unos 11700 g/mol. Se pone la disolucion de proteina (unos pocos mililitros) salida de
la columna de intercambio i6nico, en el interior de la membrana de diélisis. El conjunto
se pone dentro del bufer en el que queremos tener finalmente la proteina. El volumen de
bufer que se suele utilizar es de 500 mL, y se hacen tres cambios de 8 horas cada uno.
Para el caso de los experimentos de cristalizacion de proteinas, la didlisis se hace en
tampon acetato sodico 15 mM pH 3.5. El pH se ajusta con &cido clorhidrico

concentrado.
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2.2.3 Ensayos de actividad.

2.2.3.1 Generalidades.

Tiorredoxina contiene un puente disulfuro en su centro activo entre las cisteinas
en posicion 32 y 35, el cual puede ser reducido con NADPH en una reaccion catalizada
por la flavoproteina tiorredoxina reductasa, pudiendo ser reoxidada segun las

reacciones:

Tiorredoxina-S; + NADPH — Tiorredoxina-(SH), + NADP"

Tiorredoxina-(SH), + DTNB — Tiorredoxina-S, + 2 TNB

Este ensayo con DTNB (Slaby y Holgrem, 1979), que actia como aceptor de
electrones, permite determinar la actividad enzimética debido a la paulatina aparicion de

TNB el cual absorbe a 412 nm.

La actividad se define como el nimero de micromoles de NADPH oxidados por
minuto y por miligramo de proteina. Como quiera que la relacion estequiométrica entre
el NADPH consumido y el TNB formado es 1:2, puede seguirse la formacion de TNB,
espectrofotométricamente, teniendo en cuenta que el coeficiente de extincion molar para

TNB es 13.6 mM-cm™.

Los ensayos de actividad nos permiten verificar si el efecto de las mutaciones

realizadas tiene incidencia sobre la actividad de la enzima.
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2.2.3.2 Realizacion del experimento.

En dos cubetas de 1 cm de paso de luz se pone 50 uL de 1.0 M Tris-HCI, pH 8.0,
10 pL de 0.2 M EDTA pH 7.5, 20 uL de 0.01 M DTNB en etanol absoluto, 10 pL de
suero de albumina bovina a 5.0 mg/mL. En ambas cubetas se pone 20 pL de
tiorredoxina reductasa 1uM. Una de las cubetas sirve como blanco y en la otra se pone
tiorredoxina, comenzando la reaccion que es seguida espectrofotométricamente a 412
nm durante unos 5 minutos. El experimento se hace a 37°C para lo cual se

termostatizan los reactivos, la muestra y el propio espectrofotometro.

La actividad se calcula como sigue:

(AADbs412/min) x Volumen en ml / (13.6 x 2) = Actividad en pmol NADPH.

AAbsyio/min, es la pendiente de la recta de absorbancia frente a tiempo, esta

pendiente se puede determinar con el propio programa del espectrofotometro.

Para considerar el efecto de la concentracion de tiorredoxina, se realizaron
experimentos empleando diferentes cantidades de proteina, desde 0.001 mg hasta 0.005
mg. La representacion de la actividad frente a los mgs de proteina, da una recta de cuya

pendiente se obtiene la actividad por mg de proteina.

36



2. Materiales y Métodos

2.2.4 Preparacion de disoluciones concentradas de desnaturalizante

En todo el proceso experimental se utilizan diferentes agentes desnaturalizantes,
como el cloruro de guanidinio, el tiocianato de guanidinio y la urea. A continuacion

detallaremos la preparacion de disoluciones concentradas de los mismos.

2.2.4.1 Preparacion de disoluciones concentradas de cloruro de guanidinio y

de tiocianato de guanidinio.

Tanto para el cloruro de guanidinio como para el tiocianato de guanidinio el
procedimiento es el mismo. En ambos casos lo que se pretende preparar es una
disolucion 5 mM HEPES vy la concentracion deseada de desnaturalizante a pH 7. Para
preparar el HEPES se parte de sus formas 4cida y bésica. Se pesa la cantidad deseada de
ambas formas y junto con ellas la cantidad deseada de desnaturalizante, luego para cada
caso se enrasa al volumen deseado con agua Milli-Q. La disoluciéon a pH 7 se prepara
mezclando ambas formas. Posteriormente se filtra con un filtro de 0.45 pum. Para el caso
del cloruro de guanidinio, la concentracién se determina de forma exacta mediante
medidas del indice de refraccion (Pace et al., 1989). La diferencia entre el indice de
refraccion de la disolucion de cloruro de guanidinio y el correspondiente al tampon
acuoso, que en este caso es el mismo que el del agua, An = nganrci-Niampon, N0s dard An
que esta relacionado con la concentracion de cloruro de guanidinio (en mol/l) por la

siguiente expresion (Nozaki, 1972):

[GdnHCI] = 57.147-An + 38.68:(An)* —91.60-(An)’ (2.2)
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Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente.

Para el caso del tiocianato de guanidinio la concentracion se determind por

pesada directa.

2.2.4.2 Preparacion de disoluciones concentradas de urea.

La preparacion de disoluciones de urea requiere ciertas precauciones, ya que ésta
descompone lentamente originando iones amonio y cianato (Hagel et al., 1971). Los
iones cianato pueden interaccionar con los grupos amino de la proteina (Stark, 1965).
Para dicha preparacion, en primer lugar pesamos la cantidad de urea necesaria, y
disolvemos en agua Milli-Q hasta el volumen deseado. La solubilidad de la urea a 25 °C
es 10.5 M, por ello, para facilitar la disolucion se puede calentar ligeramente sin que en
ningln caso se superen los 30 °C ya que facilitariamos la descomposicion. Cuando se ha
conseguido disolver toda la urea, se pasa la disolucidon por una resina de intercambio

i6nico como se menciono en el apartado 2.1.2.

Hasta ahora lo que tenemos es la disolucion de urea sin tampdn. En este caso
también las condiciones finales son HEPES 5 mM y la concentracion de urea deseada, a
pH 7. Seguidamente preparamos una pequeia cantidad de tampon HEPES 200 mM a
pH 7 a partir de las formas 4cida y bésica. De este tampon, se pone la cantidad necesaria
en la disolucidn de urea para que la concentracion final sea 5 mM. Después se mide el

pH para confirmar que no hay cambios significativos si bien, la presencia de
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desnaturalizantes influye en las medidas de pH (Acevedo et al., 2002). En esta caso, al

igual que antes, también se filtra la disolucion resultante con un filtro de 0.45 um.

Para determinar la concentracién exacta de las disoluciones de urea se utiliza
también la medida del indice de refraccion, n. De la misma manera que en el caso
anterior, la diferencia entre el indice de refraccion de la disolucion de urea y el tampdn
acuoso en el que se disuelve, An = nyreq-Niampon, N0s dard un An el cual esta relacionado

con la concentracion de urea mediante la expresion (Warren et al., 1966):

[urea] = 117.66 - An +29.753 - (An)> + 185.568 - (An)’ (2.3)

2.2.5 Calorimetria Diferencial de Barrido

2.2.5.1 Descripcion

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica muy util para la
caracterizacion de cambios conformacionales producidos por la temperatura en
proteinas y otras macromoléculas biologicas. De hecho, los estudios por DSC de la
desnaturalizacién térmica de proteinas han tenido un papel muy importante en el
desarrollo de los puntos de vista actuales sobre los factores que determinan la
estabilidad de proteinas (Privalov, 1979, 1982 y 1989; Mateo, 1984; Sturtevant, 1987;

Sanchez-Ruiz y Mateo, 1987, Freire et al., 1990; Freire 1995; Sanchez-Ruiz, 1995).
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Un calorimetro diferencial de barrido tiene dos células, una de referencia y otra
para la muestra. En la célula de referencia se sita la disolucion tampon y en la célula de
muestra, el mismo tampon o proteina diluida en el tampon en cuestion, segun el barrido
que se esté realizando. Podemos ver un esquema detallado de un calorimetro en la
figura 2.3 (Plotnikov et al., 1997). Las dos cé¢lulas se calientan simultineamente a una
velocidad de calentamiento constante, siendo la sefial de salida del aparato proporcional
a la diferencia de capacidad calorifica entre las dos células. Un perfil tipico de DSC esta
representado en la figura 2.4. Para una proteina se puede ver normalmente un pico o
transicion que se asocia con la desnaturalizacion de la misma. Si el desplegamiento de
la proteina es complejo ese pico puede producirse por el solapamiento de varias
componentes ¢ incluso pueden llegar a aparecer varios picos claramente diferenciados.
En la figura 2.4 también esta representada la linea base instrumental que se obtiene en
un barrido de DSC cuando, tanto la célula de referencia como la de la muestra, estan
llenas con tampon. Esta linea base se suele restar a los barridos donde se ha puesto
proteina en la célula de la muestra para corregir las posibles distorsiones instrumentales.
En la mayoria de los casos esta sustraccion da como resultado valores negativos, lo que
quiere decir que la capacidad calorifica de la referencia es mayor que la de la muestra
como consecuencia del menor contenido de agua de esta ultima por el hecho de

contener proteina.
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Figura 2.3. Representacion esquematica del calorimetro diferencial de barrido VP-DSC: (1,2) Células
de muestra y referencia con los tubos capilares de entrada para el llenado y limpieza, (3,4) calentadores
principales situados sobre las células, controlados por el voltaje V,, de la fuente de alimentacion (5).
Esta a su vez estd conectada al computador (6) a través de una tarjeta conversora analdgico/digital
(4/D) (30), (18,19) elementos auxiliares de calentamiento, activados a través de la tarjeta A/D (30),
utilizados en la calibracion y en el modo de retroalimentacion; dispositivo de medida del efecto térmico
(7) y sensor de cristal (8) para medir la diferencia de temperatura AT, entre las dos células. Rodeando a
las dos células se encuentra una coraza (9) con dispositivos de calentamiento/enfriamiento (10) dirigidos
por un controlador (11), que responde a una senial que procede de un sistema de amplificacion (15). El
amplificador recibe, a su vez, una sefial entrante en un terminal (20) procedente del sensor (12) que mide
la diferencia de temperatura AT, entre las células y la coraza. El otro terminal (16) recibe un voltaje V;
de la fuente de alimentacion (17), controlada por el computador a través de la tarjeta A/D (30). La
coraza tiene ademas un dispositivo (13) para la medida de temperaturas absolutas activado mediante un
sensor (14) dispuesto en la coraza térmica, de manera que la sefial que sale de él pasa por el computador
a través de la tarjeta A/D (30). Las seniales calibradas de entrada al computador (que corresponden a
AT, y AT,), asi como la temperatura absoluta T son seguidas continuadamente durante el experimento y

almacenadas en la memoria del computador (40) a intervalos sefialados por el operador.
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Figura 2.4. Perfiles de DSC. Se representa el termograma de una proteina y la linea base

instrumental.

El anélisis de los experimentos de DSC seglin la termodindmica de equilibrio

permite, en principio, obtener:

-La capacidad calorifica molar parcial de una proteina.

-El conjunto de parametros termodinamicos asociados a la transicién o
transiciones inducidas por temperatura: cambio de entalpia (AH), cambio de entropia
(AS) y cambio de capacidad calorifica (ACp).

-La funcion de particion de la proteina en funcion de la temperatura y
consecuentemente la poblacion de estados intermedios y sus parametros

termodinamicos.
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2.2.5.2 El experimento de calorimetria diferencial de barrido.

El primer paso para realizar un experimento calorimétrico es preparar la
muestra. Para ello la proteina se dializa frente al tampon correspondiente como se ha
indicado en el apartado 2.2.2. Una vez dializada la muestra, se filtra y se mide la
concentracion. Es importante conservar el tampon de didlisis para utilizarlo como
referencia. Debido a que las dos células del calorimetro no son exactamente iguales, es
necesario registrar barridos con tampén en ambas células para después sustraerlos del
barrido realizado con proteina, eliminando asi los efectos instrumentales. Ademas suele
suceder que, las primeras lineas base instrumentales no son completamente
reproducibles y para obtener resultados optimos es preciso hacer varios barridos hasta
alcanzar la completa reproducibilidad. Por lo tanto, para realizar la experiencia primero
se rellenan las dos células con el tampon sobrante después de dializar la proteina
(equilibrado con la disolucion de proteina) y se realizan barridos consecutivos hasta que
se aprecie reproducibilidad de los perfiles. En todos los casos la velocidad de barrido

fue de 1.5 K/min.

Para hacer el barrido de la muestra, s6lo es necesario extraer el tampon de
dialisis de la célula de muestra tras los barridos sucesivos y poner la muestra. Las
unicas precauciones que deben tenerse en cuenta son: rellenar rdpidamente cuando el
calorimetro est4 enfriando y se encuentra a una temperatura lo més cercana posible a la
ambiente, para no romper el ciclo térmico del calorimetro, asi como eliminar cualquier

burbuja que se hubiera podido introducir durante el proceso con ayuda de la jeringa.
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Una vez realizado el primer barrido a la muestra es necesario realizar un
segundo barrido, ya que para poder aplicar la termodindmica de equilibrio el proceso
tiene que ser reversible térmicamente. Por esta razon, en todos los casos se hicieron

segundos barridos con la muestra dentro del calorimetro.

En nuestro caso, ademas, se realizaron experimentos en presencia de
codisolvente, cloruro de guanidinio, tiocianato de guanidinio o cloruro sodico. El
experimento se realiza de la misma forma si bien es necesario preparar disoluciones de

cloruro de guanidinio en la forma descrita en el apartado 2.2.4.1.

Es importante realizar experimentos a varias concentraciones de proteina, para
comprobar que no existe efecto de concentracion en la temperatura de desnaturalizacion
(Ladbury et al., 1993). En nuestro caso, se hicieron experimentos para tiorredoxina y
formas mutantes, en el rango de concentracion 0.1-0.5 mg/mL, no detectandose efectos

en la temperatura de desnaturalizacion.

2.2.5.3 Analisis de los datos de DSC segun la termodinamica de equilibrio.

Como se ha indicado en la seccion anterior, para poder aplicar la termodinamica
de equilibro a transiciones de DSC, es necesario que el proceso transcurra a través de
estados de equilibrio del sistema. Normalmente se acepta que un proceso es de
equilibrio cuando se obtiene reversibilidad calorimétrica. Para el caso de tiorredoxina y

las formas mutantes obtenidas la reversibilidad resulté ser superior al 90 %, calculada a
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partir de las alturas de las transiciones, cuando se calienta hasta justo después de la

transicion.

Una vez comprobado que un sistema es calorimétricamente reversible se
intentan ajustar al modelo termodindmico mas sencillo posible los perfiles obtenidos. El
modelo para el analisis de los experimentos en este trabajo se describe en detalle a

continuacion.

2.2.5.4 Modelo de equilibrio de dos estados.

Es el mecanismo de desnaturalizaciéon mas simple, y es aquél en el que solo se
encuentran poblados de forma significativa los estados nativo (N) y desplegado (D) de
la proteina.

N D (2.4)

Las proporciones relativas de dichos estados a una temperatura dada estan

determinadas por el valor de la constante de equilibrio (K) a esa temperatura:

x - D] (2.5)

En general, los cambios en un pardmetro termodindmico producidos por la
desnaturalizacion, AL])VJ , se definen como las diferencias entre los valores de dicho

parametro en el estado desnaturalizado y el nativo:
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AR J =J(D)—-J(N)

donde J puede ser la energia de Gibbs (G), entalpia (H), entropia (S),

(2.6)

capacidad

calorifica a presion constante (C,), etc. Esta definicion implica que se estd tomando

como estado de referencia el estado nativo. Asi, el cambio de entalpia de exceso y la

capacidad calorifica de exceso vienen dadas por:

K

AH)=x, A" H =
(A ) = x, A 1+K

AT H

ex 8<AH> (All)\fH)z K D
CP aT RTZ (1 + K)2 + xD NCp

K ., .
donde x, = oK es la fracciobn de proteina que se encuentra en
+

(2.7)

(2.8)

el estado

desnaturalizado y A3,C,=C, —C, donde C; es la capacidad calorifica del estado

desplegado y C;V la del estado nativo, y para expresar la dependencia con la

temperatura de K y de A, H se han utilizado las ecuaciones de van’t Hoff y de

Kirchoft:

olnK AVH
oT RT?
ONH

or G

(2.9)

(2.10)
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El segundo término en el lado derecho de la ecuacion (2.8) representa la
capacidad calorifica media de la proteina y corresponde a la linea base quimica,
mientras que el primer término proviene del desplazamiento inducido por la temperatura

en el equilibrio de desnaturalizacion.

Se define la temperatura de desnaturalizacion (7,,) como la temperatura en la que
xp=0.5, y por lo tanto K=1 y A2 G=0. En las transiciones de dos estados esta

temperatura es muy cercana a la temperatura del maximo de capacidad calorifica.

El é4rea encerrada entre la transicion y la linea base quimica es igual al cambio
total de entalpia en el proceso de desnaturalizacion, como muestra la figura 2.5;
normalmente se denomina cambio de entalpia calorimétrica y se corresponde con
A® H . Seglin la ecuacion de Kirchoff, esta entalpia depende de la temperatura. Si la
transicion es simétrica y estrecha no se comete mucho error si se desprecia esta
dependencia dentro del rango estrecho de la transicion y se asigna esta entalpia a la 7,
denominandose AH,,. Como a esta temperatura el cambio de energia de Gibbs es cero,

el cambio de entropia a la 7, se puede calcular como:

AS ="m (2.11)
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40 60 80 100

Figura 2.5. Representacion grdfica de un perfil de DSC. En él se representa la curva de
capacidad calorifica (trazo continuo) en funcion de la temperatura, para el proceso de
desnaturalizacion térmica de una proteina hipotética sencilla. CPN representa la capacidad
calorifica del estado nativo y CPD la del estado desplegado. En trazo discontinuo se representa
también la capacidad calorifica intrinseca. El drea encerrada entre ambas curvas es el cambio
de entalpia de desnaturalizacion, AH. T,, es la temperatura a la que se localiza el maximo de la
transicion y AC, es el incremento de capacidad calorifica que existe entre ambos estados,

nativo (N) y desplegado (D).

En principio, el cambio de capacidad calorifica en el proceso de

desnaturalizacion también se puede determinar desde el perfil de DSC, y por lo tanto los
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valores de AYG, AYH y A2S a cualquier temperatura T se pueden calcular usando

ecuaciones termodinamicas estandar:

N H(T)= M H(T, )+ [ A5C,dT (2.12)

ANVH(T,) r ANC
D _ m N .
A2S(T)= NTm +ij — (2.13)
AP G(T)= A2 H(T)-T-A°S(T) (2.14)

Si se considera el cambio de capacidad calorifica constante con la temperatura

las ecuaciones (2.12), (2.13) y (2.14) pasarian a ser:

ANVH(T)=AH, + A,C (T -T,) (2.15)
AYS(T)= A]{{ + A?chqn(;j (2.16)

D T D T
A°G(T)=AH, - 1= [+A%C, T-T,-Tn - (2.17)
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La dependencia de AG con la temperatura se conoce como curva de estabilidad.

Un ejemplo de esta curva se puede ver en la figura 2.6. Las propiedades fundamentales

de la curva de estabilidad son (Becktel y Schellman, 1987; Schellman, 1987):

’NG/  _—AYC,

- La curvatura viene dada por o =

T > que tiene siempre valores

negativos porque el cambio de capacidad calorifica de desnaturalizacion es

siempre positivo.

D
- Lapendiente de la curva es Ay %T = A2 S y presenta un Unico extremo (un

maximo) a la temperatura, T, a la que A} .S =0 (figura 2.6, tomada de Sanchez-
Ruiz, 1995). La temperatura Ty, a la que la entalpia de desnaturalizacion es cero,
es ligeramente inferior a 7s5. La proteina nativa es estable en el rango de

temperatura en que A2 G >0. Segln se puede ver en la figura 2.6 la curva de

estabilidad cruza la linea de A7,G=0 en dos puntos diferentes, siendo la

temperatura mas alta la correspondiente a la temperatura de desnaturalizacion,
T, usada en el célculo de la curva de estabilidad. El punto de corte menor es el
resultado de la extrapolacion de la curva e indica que es posible desnaturalizar la
proteina también por frio (desnaturalizacién fria), segin predijo Brandts
(Brandts, 1964) y se demostré experimentalmente con posterioridad (véase por

ejemplo Privalov et al., 1986; Ibarra-Molero et al., 1999b)
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Figura 2.6. (A) Dependencia con la temperatura de los incrementos de entalpia, entropia y
energia libre de Gibbs de desnaturalizacion de una proteina hipotética. (B) ampliacion que
muestra las principales caracteristicas de la curva de estabilidad (representacion de AG frente
a T); se indican las temperaturas correspondientes a la desnaturalizacion caliente T,, y fria,
T,", asi como las temperaturas de inversién de entalpia Ty y Ts a las que AH y AS se hacen

cero, respectivamente.
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En la mayoria de los casos, la temperatura predicha para la desnaturalizacion fria
esta cerca o por debajo de 0 °C, aunque es posible detectarla experimentalmente si se
sobreenfria la disolucion de proteina o por adicidon de urea o cloruro de guanidinio, de

forma que se desplace la temperatura a valores superiores.

Numerosos estudios de DSC (Privalov et al., 1986; Griko et al., 1988, 1989;
Tamura et al.,1991; Griko y Privalov, 1992; Azuaga et al., 1992) sugieren que la
desnaturalizacién fria es una propiedad comun a las proteinas globulares, confirmando

asi las caracteristicas mencionadas de la curva de estabilidad de proteinas.

La aplicabilidad del modelo de dos estados es posible a partir de un analisis
directo de la transicion de DSC. Si realizamos simulaciones dando diferentes valores al
cambio de entalpia de desnaturalizacion en la ecuacion (2.8), veremos que ésta
determina el area bajo la transicion asi como su anchura. La entalpia de
desnaturalizacion calculada a partir de la forma (anchura) de la transicion se conoce
como entalpia aparente o de van't Hoff (AH™). Se puede derivar una expresion para
¢ésta a partir del término debido al desplazamiento del equilibrio de desnaturalizacion

por efecto de la temperatura en la ecuacion (2.8) y considerando 7=T7,, y por tanto K=1:

D
N m

AC
AH"™ = 4RT2-[ ;Im } (2.18)

donde AC,, es la capacidad calorifica de exceso a la temperatura 7, medida sobre la

linea base quimica. El cociente AC,, / A" H, no depende de la cantidad de proteina
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presente en la célula del calorimetro, pero si es sensible a la forma (anchura) de la

transicion.

Obviamente, no puede haber dos cambios de entalpia para el mismo proceso. A la
ecuacion (2.18) se llega suponiendo un modelo de dos estados, de manera que si
realmente el proceso de desnaturalizacidon en estudio transcurre segun este modelo,
encontraremos que las entalpias de van’t Hoff y la calorimétrica son iguales dentro del
error experimental. Si por el contrario existen diferencias significativas entre los valores
se concluye que el proceso de desnaturalizacion no ocurre siguiendo un modelo de dos

estados. Los resultados de este test del modelo de dos estados se suelen dar como la
relacion entre las entalpias calorimétrica y de van't Hoff: r = A H, / AH™ . Asi, si

estados intermedios llegan a poblarse significativamente durante el proceso, entonces la
transicion de DSC sera mas ancha que la predicha por el modelo de dos estados, y por
consiguiente, la entalpia de van’'t Hoff serd menor que la calorimétrica. Otro caso que
puede conducir a un parametro r aparentemente distinto de la unidad, es la presencia de
desnaturalizacion fria en la traza calorimétrica, ya que en este caso la entalpia de van’t
Hoff y la calorimétrica podrian no estar bien determinadas con las ecuaciones

habituales.

Privalov y colaboradores han encontrado una relacion de r = 1.05+0.03 para
diversas proteinas globulares pequefias (Privalov, 1979), indicando una baja proporcion
de estados intermedios, y por tanto, una buena concordancia con el modelo de dos

estados.
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2.2.5.5 Modelo de equilibrio multiestado.

En ocasiones existen transiciones calorimétricas reversibles que no pueden ser
explicadas con un modelo tan sencillo como el de dos estados. Son los casos en los que
aparecen varias transiciones separadas, o bien, aquellos en los que aun existiendo un
solo pico, las entalpias calorimétrica y de van’t Hoff no coinciden. Es aqui donde el
pardmetro r resulta de gran utilidad. Si r<l indica que existe cooperatividad
intermolecular, es decir, la unidad cooperativa no es un mondémero sino un dimero u
otro estado de agregacion superior al que se suponia inicialmente. Si r >1 debemos
considerar la presencia de estados intermedios en la desnaturalizacion térmica de la

proteina en estudio. En este apartado nos centraremos en este tltimo caso.

Esquema multiestado

Un mecanismo general para la desnaturalizacion térmica de proteinas en
equilibrio fue propuesto por Freire y Biltonen (1978). Estos autores sugieren que el

estado nativo (Iy) pasa al estado desnaturalizado (/,,) a través de n-1 estados intermedios:

I, ol ol ... <1, o1,

El andlisis se simplifica si usamos el formalismo de la funcidon de particion.
Tomamos como referencia el estado nativo y definimos los pesos estadisticos (w;), para
cada uno de los estados, como el cociente entre su concentracion y la del estado de

referencia:
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[E—

o, =" =K. =exp(~A,AG/RT) (2.19)

Toda la informacién relevante sobre el sistema esta contenida en la funcidén de

particion (Z) que se define como la suma de los pesos estadisticos:

Z=> o =Y exp(-A,G/RT) =1+ exp(-A,G/RT) (2.20)
i=0

i=0 i=1

La fraccion de proteina (x;) presente en un determinado estado /;, viene dada por el

cociente entre el peso estadistico de ese estado y la funcion de particion:
x, =w,/Z=>0/Z)exp(-N,G/RT) (2.21)

La entalpia de exceso, promedio de las contribuciones de todos los estados

presentes, viene dada por:

<AH >="x N H =(1/Z)Y A\ Hexp(-AyG/RT) (2.22)

i=0 i=0
y la capacidad calorifica de exceso:

Cy=8<AH > /0T =(<AH® > - < AH >*)/(RT*)+ < AC, > (2.23)
donde <AH*> es el valor medio de AH* [= 2 x7(A'y H)*]. El primer término de la

ecuacion (2.23) se debe al desplazamiento del equilibrio de desnaturalizacion inducido
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por la temperatura, mientras que el segundo término es la capacidad calorifica media de

la proteina y corresponde a la linea base quimica.

A partir de la ecuacion (2.22) y mediante una doble integracion es posible

obtener la funcidn de particion como funcion de la temperatura:
T 2 T 2 T
In[Z(T)] = L (1/RT*)< AH >dT = jT (1/RT )-( jT C;"-dT)-dT (2.24)

donde 7) es una temperatura en la que toda la proteina est4 presente en estado nativo.

Vemos cémo un perfil de DSC contiene toda la informacioén requerida para
caracterizar completamente el proceso de desnaturalizacion en equilibrio, como ya
sefialaron Freire y Biltonen. Estos autores desarrollaron un procedimiento recursivo por
pasos para determinar el nimero de estados intermedios significativamente poblados y
caracterizados termodinamicamente. También es posible encontrar en la bibliografia
modos alternativos de deconvolucionar un perfil de DSC (Filimonov et al., 1982; Gill et

all., 1985).

Es posible generalizar el formalismo de la funcion de particion descrito para

incluir efectos de union de ligando y oligomerizacion (Thorolfsson et al., 2002)
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2.2.5.6 Determinacion de las capacidades calorificas absolutas de los estados

nativo y desnaturalizado a partir de los termogramas experimentales.

Es posible obtener valores de capacidad calorifica absoluta a partir de la
dependencia con la concentracion de proteina de la funcién de capacidad calorifica
aparente AC,,,, que es la capacidad calorifica de la proteina tomando como referencia la
linea base tampon-tampon. AC,,, es un nimero negativo ya que en la célula de muestra
la cantidad de agua es menor, y ésta tiene una capacidad calorifica mayor que la

proteina. AC,,, de una proteina puede expresarse como:

_ 4
AC,,, =CV,10 6-(01,,,3 —VPCpﬂW] (2.25)

/4

donde C es la concentracion de proteina expresada en mM, V) es el volumen de la célula
del calorimetro en ml, C, p y C, w son las capacidades calorificas de la proteina y el agua
(tampdn) respectivamente y Vp y Vi son los volimenes molares de la proteina y el
agua. El volumen especifico de la proteina se puede calcular mediante procedimientos
descritos (Makhatadze et al., 1990). A partir de la ecuacion anterior se puede calcular la
capacidad calorifica absoluta mediante la representacion de AC,, frente a la
concentracion de proteina, la cual es lineal pasando por el origen y con una pendiente

: V
7,10 6-((71,”,3 —VPCP,W].

w
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2.2.5.7 Estimacion teorica de las capacidades calorificas de los estados nativo

y desnaturalizado:

A partir de la composicion de aminoacidos es posible determinar la capacidad
calorifica teorica de los estados nativo y desnaturalizado. Para el caso del estado

desnaturalizado podemos emplear (Privalov y Makhatadze, 1990):

20
Cz? = Zni'cp,i +(N - 1)'Cp,NH—CO + Cp.NH2 + Cp,COOH (2.26)

i=1

donde N es el nimero de aminoacidos de la proteina, el subindice i se refiere a los 20
aminodcidos naturales, n; es el nimero de aminoacidos del tipo i, y C, nu.co, Cp,coon 'y

C son las capacidades calorificas de la unidad peptidica y los grupos carboxilo y

p.NH,
amino terminal para los que se emplean los valores de representaciones polindmicas de

los datos de Privalov y Makhatadze (1990) dados por Freire (1995).

Los valores estimados para la capacidad calorifica de las proteinas en estado
nativo se pueden obtener en funcidon de la temperatura a partir de la ecuacion dada por

Freire (1995):

C[],V =(1.323+0.0067-T)-M, (2.27)

donde M, es la masa molecular de la proteina y el resultado se obtiene en J-K™'mol”.
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2.2.6 Dicroismo Circular

2.2.6.1 Generalidades.

El dicroismo circular es una técnica instrumental muy util en la determinacién
de la estructura de macromoléculas. Las moléculas quirales, entre las que estan las
proteinas, interaccionan de distinta manera con la luz polarizada circularmente hacia la
derecha y hacia la izquierda en ausencia de campos magnéticos (Woody, 1996).
Concretamente, el dicroismo circular (CD, de las siglas en inglés Circular Dichroism)
se define como la diferencia entre la absorcion de luz polarizada circularmente hacia la

derecha y hacia la izquierda.

La luz polarizada circularmente se consigue con dos haces de luz ortogonales
que estan polarizados en el plano y que se encuentran fuera de fase en 90°. El vector
eléctrico de la luz polarizada circularmente se puede expresar matematicamente (Michl

y Thulstrup, 1986; Kliger et al., 1990) como:

E. = E, (i +ij)exp2ai(vt —z/ )] (2.28)

donde + indica luz circular polarizada a la derecha y — indica luz circular polarizada a la
izquierda, Ey es la amplitud de la onda, i y j son los vectores unidad en las coordenadas

X e y respectivamente en un sistema de coordenadas cartesiano hacia la derecha en el

12

que + z es la direccion de propagacion, i es (-1) “y vy A son la frecuencia y la longitud

de onda de la luz.
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La absorbancia de luz polarizada hacia la izquierda se puede expresar como:

0
4, = loglo(? ]= g Cl (2.29)

1

Y hacia la derecha:

10
A, =log,, [;J =¢,CI (2.30)

d

donde I’ e I son las intensidades de luz polarizada que inciden y que salen de la muestra
respectivamente, / es la distancia que recorre la luz a través de la muestra, C es la
concentracion de soluto quiral y ¢ es el coeficiente de extincion molar del soluto para la

luz polarizada hacia el lado correspondiente. En consecuencia, segun la definicion de

CD:
A =4 -A,=¢Cl-¢,Cl=(5—¢&,)Cl=A&Cl (2.31)
donde Ages el CD decimal molar.

Ademas de expresar el CD en forma de Ag, en bioquimica también se utiliza el
método de medida original propuesto por Lowry (Lowry, 1935). Cuando una luz
polarizada circularmente pasa a través de un medio circularmente dicroico, la absorcion

diferencial de las dos componentes circulares hace que a la salida de la muestra cada
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componente siga estando circularmente polarizada, pero los radios de los circulos
trazados por los vectores eléctricos son ahora diferentes, y cuando estas dos ondas
luminosas opuestas, polarizadas circularmente, se combinan, el resultado sea luz
polarizada elipticamente. Cuando los vectores eléctricos de las dos componentes
circulares van en el mismo sentido, la suma de sus magnitudes es el eje mayor de la
elipse, y cuando van en sentidos opuestos, la resta de sus magnitudes nos da el valor del
eje menor de la elipse. Ahora el CD se puede caracterizar por la relacion entre los ejes
mayor y menor, que es la tangente de un angulo 0, al que se denomina elipticidad.

Como 0 es normalmente muy pequefio, puede expresarse como:

— 4, —4,
O(rad) =tanf = —— 9 = (2.32)
Ei|+|Eq (‘Aij (_Ad]
exp 5 +exp )

Expandiendo las exponenciales, teniendo en cuenta el valor despreciable de A4

frente a la unidad y convirtiendo a grados:

0(grad) = 180-In10-A4/ 4m = 32.98A4 (2.33)

de donde obtenemos que la elipticidad es proporcional al dicroismo circular.

La elipticidad molar se define como:
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0

[0]=100~ (2.34)
o bien la elipticidad molar normalizada:
[0],n =100 gf}{;/{ (2.35)
donde M; es la masa molecular y N el numero de aminoacidos.
Si se sustituyen las ecuaciones (2.31) y (2.33) en la (2.34) obtenemos:
[6]=3298A¢ (2.36)

2.2.6.2 Dicroismo circular y la estructura secundaria de proteinas:

El espectro de ultravioleta lejano de CD, por debajo de 250 nm es muy sensible
a los cambios estructurales, fundamentalmente a los de estructura secundaria, ya que la
contribucion de la estructura terciara a la sefial de CD en estas longitudes de onda es

despreciable.

En concreto el espectro de CD de una proteina con estructura de hélice a
presenta un doble minimo a 222 y a 208-210 nm y un maximo mas intenso a 191-193
nm (figura 2.7). La intensidad de las tres bandas da una idea de la cantidad de contenido

helicoidal que tiene la proteina.
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Las proteinas con estructura [ suelen presentar un Unico pico negativo y un
unico pico positivo cuyas intensidades son menores que las de las hélices. El minimo se
encuentra normalmente entre 210 y 225 nm aunque se han descrito algunos ejemplos
(Manavalan y Johnson, 1983; Wu et al., 1992) donde proteinas que por resonancia
magnética nuclear se ha determinado que son todo [3 tienen una banda negativa intensa
alrededor de 200 nm, como los péptidos con estructura no regular. La explicacion que se
ha dado a estos casos es que, segun los datos de difraccion de rayos X, estas proteinas
tienen hojas B cortas y bastante irregulares. El pico positivo es de mayor intensidad que

el negativo y aparece entre 190 y 200 nm (figura 2.8).

Los péptidos y proteinas con estructura no regular presentan habitualmente una
banda negativa intensa cerca de 200 nm (véase la figura 2.9) y algunas bandas débiles

entre 220 y 230 nm que pueden ser tanto positivas como negativas.

2.2.6.3 Métodos para la estimacion de las estructuras secundarias presentes

en proteinas mediante dicroismo circular.

La estimacion de los tipos de estructura secundaria que se encuentran presentes
en proteinas (hélice a, hoja f3, o estructura no regular) es un proceso empirico para el
que se han propuesto numerosos modelos (Alder et al., 1973; Woody, 1985, 1992;

Johnson, 1985, 1988, 1990; Yang et al., 1986).
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Figura 2.7 Espectro de CD de una proteina con estructura de hélice a (Chen et al., 1972)
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Figura 2.8. Espectro de CD de una proteina con estructura de hoja f (Chen et.,

1972)
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Figura 2.9. Espectro de CD de una proteina con estructura no regular (Chen et al., 1972)
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La determinacion de los espectros base de las estructuras secundarias puras B(\)
se puede hacer a partir de espectros de péptidos modelo y/o proteinas de estructura
conocida (Greenfield y Fasman, 1969; Brahms y Brahms, 1980; Chen et al., 1972;

Saxena y Wetlaufer, 1971; Baikalov, 1985).

En todos los procedimientos que se han propuesto hasta el momento se hacen

una serie de suposiciones (Venyaminov y Yang, 1996):

- La estructura tridimensional obtenida por cristalografia de rayos X es la misma
que presentan las proteinas en disolucion acuosa, ya que la asignacion de los espectros
base se ha hecho comparando con estructuras obtenidas con esta técnica.

- Las contribuciones de los distintos tipos de estructura secundaria a la sefial de
CD es aditiva, mientras que la contribucion de la estructura terciaria es despreciable.

- En el espectro de CD de ultravioleta lejano s6lo contribuyen los cromoforos
peptidicos, y la contribucion de los cromoéforos no peptidicos presentes en la proteinas
es despreciable.

- Cada elemento estructural, como la hélice a o la hoja 3, se puede describir con

un unico espectro de CD.

El espectro de CD de una proteina, S(A), se puede analizar como la combinacion

lineal de k espectros base, Bi(A):

S\ = ikak A) (2.37
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donde N es el nimero de estructuras secundarias diferentes que pueden estar presentes y

fres la fraccion de la estructura secundaria k. Las restricciones para f; son:
kazl y /20 (2.38)

2.2.6.4 Analisis de perfiles de desnaturalizacion térmica determinados

mediante dicroismo circular.

El analisis de los datos de CD correspondientes a la desnaturalizacion térmica de
una proteina se puede hacer con los mismos modelos que se han mencionado
anteriormente. La unica particularidad que debe ser tenida en cuenta es que la seial de

elipticidad molar es:

[01=2.%16,] (2.39)

donde la sumatoria debe aplicarse sobre todas las especies que puedan estar pobladas en

el modelo termodinamico que se esté utilizando; x; es la fraccion de cada especie y [9 i]

es la elipticidad molar correspondiente, que normalmente se considera linealmente

dependiente de la temperatura.

En el caso de un proceso de desnaturalizacion siguiendo un modelo de dos

estados, tendremos:
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[0]=160,]x, +[0y]xy (2.40)

donde las fracciones molares quedan definidas en términos de la constante de equilibrio

y Xy = llK y considerando la ecuacion (2.9). La elipticidad molar
+

como x, = ﬁ
+

para cada una de las especies puede definirse, para el estado nativo y desnaturalizado,
respectivamente como:

[0,]1=a+bT (2.41)

[0,]1=c+dT (2.42)

donde a, b, c y d son los parametros del ajuste lineal. A partir de este analisis se pueden
obtener parametros termodinamicos como la temperatura de desnaturalizacion, el

cambio de entalpia o el cambio de energia libre.

2.2.7 Fluorescencia

2.2.7.1 Generalidades.

La fluorescencia es una técnica altamente sensible que comiunmente es utilizada
en el estudio de proteinas para analizar cambios conformacionales y mas concretamente

cambios en el ambiente de los fluoroforos.
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Tiorredoxina posee dos triptofanos en las posiciones 27 y 31, cuyo espectro de
excitacion esta centrado entorno a 276 nm. El espectro de emision estd centrado
aproximadamente a 345 nm, lo cual es propio de triptofano; este maximo se desplaza

desde 345 a 355 nm en presencia de urea (figura 2.10).

600
Desnaturalizado
500 |
400 F
300 |
200 F

00f —— ———

O 1 1 1 1 1
320 330 340 350 360 370 380

Longitud de onda (nm)

| (Unidades arbitrarias)

Figura 2.10 Espectros de emision de fluorescencia caracteristicos para tiorredoxina en estado
nativo y desnaturalizado a 25 °C. Longitud de onda de excitacion 280 nm y de emision 350 nm.
La proteina en estado nativo se preparo en HEPES 5 mM pH 7 y la proteina desplegada se
preparé en el mismo tampon a 8 M urea. La concentracion de proteina fue 0.05 mg/mL. La
cubeta utilizada fue de cuarzo y de paso de luz 1 cm. La velocidad de barrido fue de 500

nm/min y las rendijas de excitacion y emision 10 nm.

Se han realizado experimentos de desplegamiento y replegamiento en presencia
de urea a 25 °C, excitando a 276 nm y tomando datos de intensidad de fluorescencia a
medida a 350 nm, que corresponde al maximo de emision. El procedimiento para la

realizacion de estos experimentos sera descrito a continuacion.
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2.2.7.2 Cinéticas de desplegamiento y replegamiento de tiorredoxina y

formas mutantes y analisis de los perfiles cineéticos.

Tanto para tiorredoxina forma silvestre como para las formas mutantes, se
realiza la didlisis en tampon HEPES 5 mM, pH 7. Ademas, se prepara una disolucion

concentrada de urea mas o menos 10 M de la forma expuesta en el apartado 2.2.4.2

2.2.7.2.a Cinéticas en la direccion del desplegamiento.

Para estos experimentos se parte de una disolucidon de proteina de alrededor de
0.7 mg/mL en el tampon de la didlisis y se transfiere una alicuota directamente a la
cubeta en el fluorimetro en la cual hay una disolucion 5 mM HEPES pH 7 y a una
determinada concentracion de urea, de forma que la concentracion final de proteina sea
0.05 mg/mL. Una vez anadida la proteina se homogeniza la disoluciéon con la pipeta
automdtica y acto seguido se comienza a medir el aumento de la intensidad de
fluorescencia en funcion del tiempo. Para evitar efectos de fotodescomposicion se mide
de forma intermitente de forma que la radiacion no incida continuamente en la muestra
todo el tiempo. Cuando la cinética ha terminado medimos el indice de refraccion y
determinamos la concentracion de urea mediante la ecuacion 2.3. Se realizaron

numerosas cinéticas que van desde 5.7 hasta 9.7 M Urea.

Todos los perfiles de desplegamiento, han sido ajustados segun la ecuacion

exponencial (algunos ejemplos se dan en la figura 2.12):
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I=1_+Ale"" (2.43)

donde 7/, es la intensidad de fluorescencia a tiempo infinito, A/ la amplitud de la
exponencial y t el tiempo de relajacion que se define como el tiempo requerido para que
la concentracion de reactivo disminuya 1/e de su valor inicial. © viene dado por la

inversa de la constante de velocidad:

1
r=— 2.44
. (2.44)
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Figura 2.11. Perfiles cinéticos representativos de desplegamiento a diferentes concentraciones
de urea para tiorredoxina WT a 25 °C, en HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.05
mg/mL. Las lineas continuas representan el ajuste a los datos experimentales, circulos, segun

la ecuacion (2.43).
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2.2.7.2.b Cinéticas en la direccion del replegamiento.

El procedimiento es muy similar al descrito para el desplegamiento, pero en esta
ocasion se parte de proteina desnaturalizada. Se pone una alicuota de proteina en urea a
alta concentracion, ~10 M de forma que las condiciones finales de esta disolucion sean
de 0.7 mg/mL de proteina y ~8 M urea al igual que antes, asi los volumenes a utilizar
son los mismos para conseguir en la cubeta una concentracion de 0.05 mg/mL. Para
estar seguros de que la proteina se encuentra en estado desnaturalizado, se deja esta
disolucion a 25 °C durante al menos 3 horas, ya que segiin se determino en las cinéticas
de desplegamiento, el valor de T para las cinéticas mas lentas es aproximadamente 40
minutos y esto corresponde a la fraccion 1/e (~37 %) del tiempo total para el proceso de
desnaturalizacion completo. En este caso las cinéticas se siguen mediante el
decrecimiento de la sefial de fluorescencia en funcion del tiempo. En el caso de
tiorredoxina forma silvestre, el rango de concentraciones de urea que se sigue es mas o

menos de 7 a 4.5 M.

En este caso los perfiles cinéticos se ajustan mediante la siguiente ecuacion

(algunos ejemplos se dan en la figura 2.12):

I=1_—Ale™""" (2.45)
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El analisis de los perfiles tanto de desplegamiento como de replegamiento fue
realizado con los programa MLAB y MatLab, y en todos los casos los ajustes fueron

excelentes.

En Ia seccion 5 se hace un andlisis de los resultados obtenidos mediante los
experimentos cinéticos, basado en el modelo de dos estados, tanto para tiorredoxina WT

como para diversas formas mutantes.
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Figura 2.12. Perfiles cinéticos representativos de replegamiento a diferentes concentraciones
de urea para tiorredoxina WT a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina
desplegada a 8.5 M urea en HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.05 mg/mL. Las
lineas continuas representan el ajuste a los datos experimentales, circulos, segun la ecuacion

(2.45).
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2.2.8 Cristalizacion de formas mutantes de tiorredoxina en medios

difusivos.

2.2.8.1 Conceptos

El conocimiento de la estructura de las formas mutantes de tiorredoxina es de
gran importancia en nuestras investigaciones. En el caso de tiorredoxina forma silvestre,
podemos encontrar la estructura determinada por difraccion de rayos X (Katti et al.,
1990), a una resolucién de 1.68 A. Las coordenadas espaciales estan depositadas en el
Protein Data Bank (PDB) con el cédigo 2trx.pdb. Para obtener las estructuras de las
formas mutantes vamos a emplear también la difraccion de rayos X que nos permite
conocer la estructura a escala atomica. No obstante, el primer paso es obtener los
cristales de proteina para lo cual se requieren multitud de experimentos, hasta encontrar

las condiciones Optimas.

Basicamente, al cristalizar una proteina lo que se hace es favorecer la ordenacion
de las moléculas en un entramado periddico. En esta ordenacion existen dos procesos
que juegan un papel fundamental; por un lado, el transporte de las moléculas de proteina
hacia las caras del cristal mediante procesos de difusion o conveccion, y por otro lado,
la incorporacion de las moléculas de proteina a las posiciones adecuadas del cristal. La
velocidad relativa de los dos procesos determina la obtencion de cristales y la calidad de
los mismos. Para obtener un buen cristal, es necesario que la velocidad de transporte de
las moléculas al cristal sea inferior a la velocidad de incorporacion de las moléculas al

entramado. Para conseguir esto, se han desarrollado técnicas (Garcia-Ruiz et al., 2003)
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basadas en la difusion. La difusion consiste en un flujo direccional que se produce
debido al movimiento aleatorio de las moléculas a escala microscopica dentro de un
gradiente de concentracion. Una posibilidad para conseguir que el transporte de materia
esté dominado por procesos difusivos y no convectivos, que son mucho mas rapidos y
cadticos, es hacer que las fuerzas gravitatorias sean de menor intensidad que otras
fuerzas no direccionales. En la practica esto se consigue empleando capilares, geles,
medios viscosos, condiciones de gravedad reducida o combinacion de todos estos
métodos. En nuestro caso el procedimiento que hemos utilizado es la cristalizacion en

capilar en combinacidn o no con geles de agarosa.

2.2.8.2 Procedimiento experimental.

Para la realizacion de los experimentos de cristalizacion de proteinas en
capilares, se emplearon capilares de 0.1 mm de diametro, que podemos considerar
espacialmente divididos en tres cadmaras. Como agente precipitante MPD (2, metil-2,4-
pentanediol), cuya mision es disminuir la solubilidad de la proteina. Ademas, para
favorecer la precipitacion de la proteina, al contacto con el agente precipitante, es
necesario utilizar concentraciones de proteina elevadas, entorno a 30 mg/mL. La
proteina se dializd6 en tampdn acetato sodico 15 mM a pH 3.5 y posteriormente se

concentro.

Lo mas dificil a la hora de producir cristales es encontrar las condiciones
Optimas de cristalizacion, por esto, se realizaron un gran nimero de experimentos

probando diferentes condiciones de pH y reactivos. Como punto de partida se tomaron
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las diferentes condiciones que encontramos en la bibliografia (Holgrem y Soderberg,
1970; LeMaster y Richard, 1988; Katti et al., 1990; Nikkola et al., 1993; Rudresh et al.,

2002).

Para montar cada condicién se necesitan unos 5 uL. de disolucion de proteina, los
cuales, por capilaridad, se introducen en el capilar por la parte mas fina; esto
corresponde a la camara de proteina. Por la parte superior, mas ancha y con ayuda de
una pipeta, se ponen 3 mL de disolucion de agarosa al 0.5 % en el tampdn de trabajo,
conformando la cdmara de gel, y por ultimo se afiade sobre la camara de gel la camara
de sal, compuesta de 40 puL de la mezcla de reactivos. Los capilares se sellan por los
extremos con cera para evitar la evaporacion. La aparicion de cristales puede requerir
desde varios dias hasta varias semanas. Ademas de las condiciones obtenidas de la
bibliografia, se ensayaron diferentes condiciones empleando un kit comercial con 50
disoluciones diferentes que representan las mas efectivas en la cristalizacion de

proteinas. En nuestro caso, no tuvimos éxito empleando este kit comercial.

Después de muchos experimentos, hemos conseguido cristales de la forma
mutante de tiorredoxina L7V a pH 3.8 10 mM acetato sddico, 25 % etanol y 10 mM
acetato cuprico, en la cdmara de sal y con una camara de gel formada por una disolucion
de agarosa al 0.5 % en tampon acetato sodico pH 3.5. Para L7V podemos ver un cristal
en la imagen de la figura 2.13. También se han conseguido cristales de las formas G74S

y P34H.
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No obstante, a la dificultad de conseguir cristales se une el hecho de que para
obtener estructuras por difraccion de rayos X, los cristales tienen que ser de calidad.
Hasta el momento sdlo los cristales de la forma L7V han tenido la calidad suficiente

para ser difractados, resultados que se muestran en el apartado 4.4.

Los experimentos de cristalizacion se han realizado en colaboracién con el

laboratorio del Dr. Garcia Ruiz y bajo la supervision del Dr. Gavira Gallardo.

Figura 2.13. Cristal de tiorredoxina, mutante L7V, en condiciones 10 mM acetato sodico, pH
3.8, 25% etanol, 10 mM acetato cuprico con una camara de gel formada por una disolucion de

agarosa al 0.5 % en tampon acetato sodico pH 3.5
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3. Interacciones electrostdticas

3.1 Introduccion

Las interacciones entre grupos cargados juegan un papel realmente importante
en los procesos moleculares en proteinas, incluyendo uniones proteina-ligando,
interacciones entre proteinas y procesos de plegamiento y desplegamiento. De hecho,
trabajos recientes sostienen que las interacciones carga-carga son determinantes en los
valores de pK de grupos ionizables expuestos en la superficie de la proteina (Pace et al.,
2002; Sunnd et al ., 2002; Laurents et al., 2003) y que la distribucion superficial de
carga puede ser racionalmente disefiada para incrementar la estabilidad y para optimizar
las interacciones intermoleculares (Grimsley et al., 1999; Ibarra-Molero et al., 1999a;
Loladze et al., 1999; Pace 2000; Perl et al., 2000; Spector et al., 2000; Lee y Oidor,
2001; Nohaile et al., 2001; Peral y Schmid, 2001; Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001;
Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002; Marshall et al., 2002; Martin et al., 2002;
Makhatadze et al., 2003). La estimacion experimental de las interacciones carga-carga
en proteinas es de gran importancia. Esta estimacion es usualmente llevada a cabo
considerando la dependencia de los parametros termodindmicos de los procesos en
estudio con la concentracion de cloruro sédico, asumiendo que las interacciones carga-
carga son efectivamente apantalladas a concentraciones moderadas de NaCl,
normalmente por debajo de 1 M. No obstante, a lo largo del tiempo se han acumulado
evidencias que demuestran que en muchos casos, puentes salinos en la superficie
pueden ser insensibles al NaCl, incluso cuando existe una clara interaccion carga-carga
(Perutz et al., 1985; Yu et al., 1996; Kao et al., 2000; Luisi et al., 2003). También, un
trabajo de Dominy et al., (2002) mantiene que el NaCl apantalla de forma mas efectiva

interacciones de larga distancia que interacciones de corta distancia. Parece, por lo
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tanto, que el apantallamiento completo de las interacciones carga-carga en proteinas por

concentraciones moderadas de una sal, como NaCl, no puede darse por hecho.

Es por esto, que en la presente tesis nos planteamos estudiar la eficiencia de

sales de diferente naturaleza en el apantallamiento de cargas.

Existen trabajos experimentales que sostienen que la tendencia de los agentes
desnaturalizantes es interaccionar con la superficie de la proteina, mientras que los
estabilizantes tienden a quedar excluidos de la superficie (Arakawa y Timasheff, 1984,
1985; Makhatadze y Privalov, 1992; Bolen y Baskarov, 2001; Courtenay et al., 2001).
Parece probable que sales desnaturalizantes, como el cloruro de guanidinio, se
acumulan cerca de la superficie de la proteina, y como resultado, son muy eficientes en
el apantallamiento de las interacciones carga-carga en proteinas. Para algunas
proteinas, la dependencia del cambio de energia libre de desnaturalizacion con la
concentracion de cloruro de guanidinio, muestra abruptas desviaciones de la linealidad a
bajas concentraciones de desnaturalizante (< ~ IM), lo cual ha sido atribuido al
apantallamiento de interacciones que implican grupos cargados (Santoro y Bolen, 1992;
Monera et al., 1994; Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996; Ibarra-Molero et al., 1999a;
Bolen y Yang, 2000; Garcia-Mira y Sanchez-Ruiz, 2001). En algunos casos las
desviaciones han sido interpretadas en términos de uniones idnicas (Greene y Pace,
1974; Santoro y Bolen 1988; Pace et al., 1990; Hagihara et al., 1993; Mayr y Schmid,

1993; Makhatadze et al., 1998).
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El estudio presentado aqui, esta basado en la caracterizacion experimental del
efecto de diferentes sales en la estabilidad termodinamica de tiorredoxina de E. coli y la
variante T14K, disefiada, como veremos mas adelante, mejorando las interacciones
carga-carga en la superficie de la proteina, resultando ligeramente mas estable que la
forma silvestre. Como se vera, los resultados muestran un significativo apantallamiento
de la sal desnaturalizante, cloruro de guanidinio, al contrario de lo que ocurre con NaCl,
sugiriendo que la eficiencia de diferentes sales para apantallar las interacciones carga-
carga estd correlacionada con la fuerza desnaturalizante y en ultimo extremo con la
posicion de los iones constituyentes en la serie de Hofmeister (Baldwin, 1996) que para

aniones y cationes es:

- Aniones: SO > H,PO; > CH,COO™ > Cl” > Br~ > 1" >CIO, > SCN~

- Cationes: NH,,Cs",K*,Na* > Li* > Mg*" > Ca> > Ba™* > Gdn"

Ademdas de cloruro sodico y cloruro de guanidinio se han realizado
experimentos con tiocianato de guanidinio, una sal con un poder desnaturalizante mayor

al del cloruro de guanidinio.

El estudio de las interacciones electrostiticas y de su contribucién a la
estabilidad de tiorredoxina ha sido realizado empleando un modelo simple de céalculo

que sera descrito en la seccion siguiente.

Para la estimacion de la eficiencia de apantallamiento de diferentes sales se usa

un proceso experimental basado en la premisa de que el apantallamiento de las
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interacciones esta reflejado en una clara dependencia no lineal del cambio de energia
libre de desnaturalizacion en el rango ~ 0-1 M de concentracion de sal. La
comprobacion experimental de esta dependencia es sencilla en el caso de las sales no
desnaturalizantes como el NaCl. En el caso de las sales desnaturalizantes como el
cloruro de guanidinio y el tiocianato de guanidinio, la contribucion del apantallamiento
al cambio de energia libre de desnaturalizacion se superpone a un gran descenso del
cambio de energia libre de desnaturalizacién con la concentracion de sal, asociado con
el caracter desnaturalizante de estas sales. La deteccion del apantallamiento en estos
casos puede ser mas convenientemente llevada a cabo a partir del calculo de valores de
m, que no son mas que las derivadas —0AG/0 [sal]. Estos valores se pueden obtener a
partir de experimentos de calorimetria diferencial de barrido (Ibarra-Molero y Sanchez-

Ruiz, 1996).

3.2  Estimacion tedrica de las interacciones carga-carga en la molécula de

tiorredoxina.

Los calculos electrostaticos fueron llevados a cabo con programas realizados en
nuestro laboratorio. Estos programas estan basados en el modelo simple de Tanford-
Kirkwood (Tanford y Kirkwood, 1957; Matthews y Gurd, 1986) junto con la

aproximacion de Bashford-Karplus (1991), para el célculo de fracciones de protonacion.

Las energias de interaccion entre cargas positivas unidad situadas en los sitios de

protonacion de grupos ionizables i y j vienen dadas por:
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A — B, C,
2 [} [} i
E, =¢ (//_ 2, ](1—54.]) (3.1

donde ¢ es la carga unidad, 4;, B; y C; son funciones de la posicion de las cargas, las
constantes dieléctricas de la proteina y el disolvente y en el caso de C; de la fuerza
ionica, b es el radio de la esfera que representa la proteina, considerando que los iones
de disolvente no pueden penetrar una esfera de radio mayor que a. Para los célculos se
ha tomado a = b +1.4, siendo 1.4 el radio promedio en A, para el catién y el anién de
una sal tipica como cloruro sédico. b se obtuvo a partir del volumen de la proteina
calculado a partir de la masa molecular usando un valor tipico para el volumen
especifico de 0.72 mL/g. Finalmente SA;; representa la accesibilidad media al disolvente
de los grupos iy j. La accesibilidad de un grupo se calcula como la relacion entre el area
superficial accesible al disolvente de la cadena lateral del grupo en la proteina nativa y
en un tripéptido Gly-X-Gly en el cual la conformacion de la cadena lateral es la misma
que en la proteina nativa. Para los célculos se emple6 78.5 y 4 como valores de
constante dieléctrica para el disolvente y la proteina, respectivamente. Es importante
hacer notar que en todos los cédlculos se asume que las cargas estan en posiciones

superficiales en la proteina.
Para el célculo de las fracciones de protonacion de grupos ionizables se ha

seguido el procedimiento descrito por Bashford y Karplus, el cual serd expuesto a

continuacion.
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Para una proteina con n grupos ionizables hay 2" estados de protonacion
diferentes, los cuales estan representados por los 2" valores del vector de protonacion y,
vector cuyos x; elementos son 0 6 1 dependiendo del estado de protonaciéon del grupo
correspondiente. El cambio de energia libre de Gibbs para un estado de protonacion

dado viene dado por:

n 1 n
AG(y) = _RT(IHIO)Z(% + xi)'pKint,i + 5 ZE,](% + xi)'(q/' + x_/) (3.2)
i=1

ij=1

donde ¢; es la carga del grupo i en el estado no protonado y pKin; (pK intrinseco) es el
pK del grupo i si todos los demés grupos tuvieran carga cero. Es importante hacer notar
que de acuerdo con nuestro criterio, AGy(y) = 0 cuando las cargas de todos los grupos
ionizables son cero, esto es, ¢; + x; = 0. Por lo tanto, se estd considerando la proteina en
estado neutro, es decir, con todos los grupos ionizables en su forma no cargada, para el

calculo del cambio de energia libre de Gibbs.

La fracciéon de proteina nativa presente en un estado de protonacion dado viene

dada por:

_L _ AGy (%) . . .
pv(X) = Z exp{ RT v(x)(In10) PH} (3.3)

siendo v(y) el nimero de grupos ionizables protonados en ese estado de protonacion y

Zy la funcion de particion de protonacion de la proteina nativa:
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Z, = Zexp{—AGléV]@—v(;()'(lnIO)'pH} (3.4)

donde la suma esta extendida a los 2" valores del vector de protonacion y.

La fraccion de protonacion de un grupo i en la proteina nativa (6;), la energia de
interaccion carga-carga entre dos grupos ionizables (<W;») y la energia de interaccion
total en la proteina nativa (</¥,.,») son promedios de todos los estados de protonacion. El

valor de la energia de interaccion total viene dado por:

<W:1—q> - Z i_Ez‘j(% X )'(qj‘ + xj) () = l i<VVU> (3.5)

i,j=1 2 i,j=1

Las ecuaciones (3.3) y (3.4) estan referidas al estado nativo. Asumiendo que los
valores de pK intrinseco son iguales en ambos estados, nativo y desplegado, entonces

para el estado desplegado tenemos:

AG, (7) = —RT-(n10)> (g, +x)-pK, ., (3.6)

i=1

ecuacion muy similar a (3.2) pero en la cual no se ha incluido el término de interaccion
carga-carga. Entonces, la fraccion de proteina desplegada presente en un estado de
protonacion determinado [pu(y)] y la funcion de particion de la proteina desplegada Zy
pueden ser calculadas como en las ecuaciones (3.3) y (3.4) pero usando AGy.

Finalmente, como las formas neutras son tomadas como referencia para las funciones de
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particidon Zy y Zy, la contribucion de las interacciones carga-carga al cambio de energia

de Gibbs de desplegamiento viene dada por:

ZU
AG, = —RT-ln(ZJ (3.7)

9-9
N

Las ecuaciones anteriores implican sumatorias extendidas a los 2" estados de
protonacion, lo cual supone una tarea practicamente imposible. Para solucionar este
problema se ha usado la aproximacion de Bashford-Karplus con limites maximos y

minimos para las fracciones de protonaciéon de 0.999 y 0.001, respectivamente.

Si hacemos el calculo de las energias de interaccion carga-carga para el caso de

tiorredoxina a pH 7 obtenemos el resultado expuesto en la figura 3.1.

En la grafica de barras de la figura 3.1 valores positivos de W,, indican que el
residuo en cuestion esta implicado en interacciones predominantemente destabilizantes
con grupos de igual carga; por el contrario, valores negativos de energia de interaccion
indican interacciones estabilizantes con grupos de carga opuesta. A la vista de los
resultados expuestos en la figura 3.1, la mayoria de las interacciones carga-carga son
claramente estabilizantes a pH 7. Parece pues, que en este caso, la distribucion de carga
ha sido optimizada para estabilizar de forma significativa la proteina. La energia de
interaccion carga-carga, calculada como la suma de todas las parejas de energias de
interaccion, resulta ser para tiorredoxina nativa ~ -22 kJ/mol. Este es un valor

significativo comparado con valores tipicos de cambio de energia de Gibbs de
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desnaturalizacion. Las interacciones electrostaticas pueden también ocurrir en el estado
desnaturalizado (Pace et al., 2000; Guzman-Casado et al., 2003) y contribuir al cambio
de energia libre de Gibbs de desnaturalizacion. Sin embargo, parece razonable asumir
en este caso, que las interacciones electrostaticas en el estado desnaturalizado no
cancelan completamente las fuertes interacciones estabilizantes en el estado nativo. Por
tanto, podemos esperar una contribucion significativa de las interacciones carga-carga a

la estabilidad termodinamica de tiorredoxina.

D10

2 D15 A108

D61
R D20 i £10 D104N
7 | B¢ 7 H egs 0%
s YT ] I
= " R73 H
- D13 D43
= -2 q|pe K30
N—’ K36 D48K52
S K82
§@ 4 o7 K100
K69
K18
6 {1 K96
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_8 1 1 1 1 1 1
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NUMERO DE RESIDUO

Figura 3.1. Grdfica de barras de las energias de interaccion carga-carga para todos los grupos
ionizables de tiorredoxina calculadas a pH 7. Los valores positivos, indican aminodcidos
involucrados en interacciones desestabilizantes, por el contrario valores negativos, se refieren

a animodcidos que interaccionan de forma estabilizante.
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3.3 Diseno del mutante T14K.

El procedimiento de calculo de interacciones electrostaticas puede ser utilizado
con fines practicos para disefiar distribuciones de carga estabilizantes. Para tal fin, se
pueden llevar a cabo varias estrategias. Una puede ser la mutacion de grupos cargados
que estén involucrados en interacciones desestabilizantes introduciendo en su lugar
residuos de inversion de carga. Otra estrategia seria la sustitucion de residuos neutros

por residuos cargados que produzcan interacciones estabilizantes.

Como se ha dicho antes, la distribucion de cargas para el caso de tiorredoxina
parece haber sido disefiada para estabilizar, por tanto, y a la vista de la figura 3.1 no
encontramos ninguna posiciéon en la que una inversion de carga produzca un efecto
notable en la estabilidad. Es por ello por lo que decidimos crear interacciones nuevas
mediante la mutacidon de residuos neutros por residuos cargados con el fin de producir
un incremento en la estabilidad (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001). Para tal fin, la
estrategia que se llevo a cabo fue la de mutar (primero de forma virtual), con ayuda del
programa comercial Swiss Viewer v3.7b2, residuos polares neutros en posiciones
superficiales por glutamato y lisina y hacer los calculos de energias de interaccion con
objeto de comprobar cuales de todas las mutaciones realizadas eran estabilizantes. Los
residuos polares neutros que se intercambian poseen en todos los casos un area
supeficial accesible al disolvente (ASA) superior a 0.5. El calculo del ASA se realiza
usando una modificacion del algoritmo de Shrake-Rupley (Shrake y Rupley, 1973), el
cual aleatoriamente coloca 2000 puntos en la esfera de van der Waals que representa

cada atomo. En el célculo de la energia de interaccion se tuvieron en cuenta todos los
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posibles rotdmeros estéricamente permitidos de los nuevos residuos introducidos. El
resultado de los célculos se muestra en la figura 3.2, como la diferencia entre la energia
de interaccion carga-carga total calculada para la forma mutante y la correspondiente a

la forma silvestre.

Como puede verse en la figura 3.2 los valores obtenidos son moderados, no
obstante, la variante T14K presenta un valor de energia de interaccion en el estado
nativo de ~ 2.5 kJ/mol menor que el correspondiente a la forma silvestre, siendo esta
variante la mejor candidata en términos de estabilizacion. Esta variante ha sido obtenida
experimentalmente y caracterizada mediante calorimetria diferencial de barrido,
resultando ser, de acuerdo con las predicciones tedricas, mas estable que la forma
silvestre, como puede verse en la figura 3.3. Los experimentos de calorimetria se
realizaron en HEPES 5 mM pH 7 a concentracion de proteina 0.5 mg/mL, y en ambos
casos se encontrd una alta reversibilidad, ~ 95 %, calentando hasta justo después de la
transicion. Para las formas WT y T14K las temperaturas de desnaturalizacion son

88.8+0.4 °C y 89.9+0.4 °C, respectivamente

La diferencia en la temperatura de desnaturalizacion entre T14K y WT es
pequena pero reproducible. Esta diferencia se calcula como AT, =T,(T14K)-T,,(WT).
Se llevaron a cabo tres experimentos con cada una de las formas y las diferencias

encontradas estuvieron entorno a 1.1 K.

Es importante hacer notar que la lisina introducida en posicion 14 estd altamente

expuesta al disolvente, con un valor de area expuesta a disolvente de 0.81+£0.04, valor
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calculado como media de todos los rotameros. Por tanto la comparacion de la
estabilidad de la variante T14K con tiorredoxina WT ofrece un modelo apropiado para

el estudio de la eficiencia de las sales en el apantallamiento de una carga expuesta.
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Figura 3.2. Diferencia en las energias de interaccion carga-carga calculadas para mutantes de
tiorredoxina en los cuales se han intercambiado residuos superficiales neutros por Lys y Glu.
AW es la diferencia de energia entre la energia de interaccion total calculada para los
mutantes y la correspondiente a la forma silvestre. Los cdlculos fueron llevados a cabo para

todos los rotameros estéricamente permitidos de la nueva cadena.
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Figura 3.3. Perfiles de capacidad calorifica absoluta frente a temperatura para las
desnaturalizaciones térmicas de tiorredoxina WT y mutante T14K a pH 7 en HEPES 5 mM y
concentracion de proteina 0.5 mg/mL. El desplazamiento en la temperatura de

desnaturalizacion de T14K con respecto a WT es de 1.1 °C

Merece la pena destacar que la desnaturalizacion térmica de tiorredoxina WT se
adapta a un escenario de dos macroestados basado en el analisis de barreras de energia

variable recientemente propuesto por Mufoz y Sanchez-Ruiz (2004).

3.4  Estudios de Dicroismo Circular de tiorredoxina WT y mutante T14K.

De ambas formas, tiorredoxina WT y mutante T14K, se realizaron experimentos

de CD tanto en el ultravioleta cercano como en el lejano y en condiciones en las cuales
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ambas proteinas se encontraban en estado nativo, pH 7 en HEPES 5 mM a 20 °C y
concentracion de cloruro de guanidinio en el rango 0-1.6 M. La concentracion de
proteina fue 0.8 mg/mL en el ultravioleta cercano y 0.2 mg/mL en el lejano. Como
puede verse en la figura 3.4, parece que tanto la presencia del cloruro de guanidinio

como el efecto de la mutacion tienen un bajo efecto en los espectros en estado nativo.

Debido a limitaciones técnicas no se pudieron realizar espectros a temperaturas
superiores a 90 °C. Los espectros de los estados desnaturalizados, tanto de la forma
silvestre como de la variante T14K, fueron obtenidos a 85 °C y concentraciones de
cloruro de guanidinio de 1M y 1.6 M, concentraciones a las cuales las temperaturas de
desnaturalizacion en ambos casos se encuentran por debajo de los 70 °C (ver figura 3.5).
Los espectros del estado desnaturalizado en el ultravioleta lejano son bastante similares
para las dos formas y sugieren algin tipo de estructura residual en el estado
desnaturalizado. Realmente s6lo una pequena diferencia entre el estado nativo y
desnaturalizado puede ser observada en los espectros de ultravioleta lejano en la region
comprendida entre 210-260 nm. En el caso de los espectros en la region del ultravioleta
cercano, la sefial esta esencialmente ausente para el caso del estado desnaturalizado para

ambas proteinas, como puede verse en la figura 3.4.

La medida del cambio en la elipticidad a 280 nm puede usarse para el
seguimiento de la desnaturalizacion térmica (ver figura 3.5). Estos perfiles pueden
analizarse de acuerdo con el modelo de dos estados, ecuaciones (2.40), (2.41) y (2.42),

expuesto en el apartado 2.2.6.4.
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Figura 3.4. Espectros de CD, UV-cercano (arriba); UV- lejano (abajo), para tiorredoxina WT
(simbolos rellenos) y mutante T14K (simbolos huecos) en estados nativo y desnaturalizado. Los
diferentes simbolos se refieren a las concentraciones de cloruro de guanidinio: 0 M, circulos;
0.5 M, hexdagonos, IM, cuadrados y 1.6 M, triangulos. Los espectros del estado nativo fueron
obtenidos a 20°C y los espectros de estado desnaturalizado a 85°C. El tampon empleado fue
HEPES 5mM pH 7 y concentracion de proteina 0.8 mg/mL en UV-cercano y 0.2 mg/mL en UV-

lejano. La velocidad de barrido fue de 50 nm/min.
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Figura 3.5. Desnaturalizacion térmica de tiorredoxina WT y mutante T14K a pH 7 seguidas
mediante el cambio de la elipticidad a 280 nm. Las concentraciones de cloruro de guanidinio
estan indicadas. Las lineas continuas representan en ambos casos el mejor ajuste al modelo de
dos estados para los perfiles de desnaturalizacion a 1.6 M guanidina, para los cuales se
observan las lineas base de la pre- y post-transicion. De estos ajustes, ecuaciones (2.40), (2.41)
vy (2.42), se obtuvieron T, = 58°C y AH,, = 223 kJ/mol para WT y T,= 58°C y AH,= 235
kJ/mol para la forma T14K. El tampon empleado fue HEPES 5SmM pH 7 y concentracion de
proteina 0.8 mg/mL.
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3.5 Efecto del cloruro de guanidinio en la desnaturalizacién térmica de

tiorredoxina WT y mutante T14K seguido por DSC.

Se han llevado a cabo experimentos de calorimetria diferencial de barrido con
tiorredoxina WT y el mutante T14K a pH 7 y en presencia de cloruro de guanidinio a
concentraciones comprendidas dentro del rango 0-2M y concentracion de proteina 0.5
mg/mL. Las figuras 3.6 y 3.7 muestran los perfiles de DSC, para ambas proteinas a
diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. Las tablas 3.1 y 3.2 muestran los
valores de temperatura de desnaturalizacion y cambio de entalpia, obtenidos para estos
experimentos. Los ajustes de todos los termogramas se realizaron siguiendo el modelo
de dos estados expuesto en la seccion 2.4. No obstante, la ecuacion (2.8) da la

dependencia de la capacidad calorifica de exceso, tomando el estado nativo como
referencia, con la temperatura, de manera que si pasamos el término C; al segundo

miembro, resulta:

WHf Kk K

C:
" R’ (1+K) 1+K

-A,C,+Ch (3.8)

Para los ajustes hemos considerado C, =a+bT y C; =c+d-T ademas de la

ecuacion (2.9). Teniendo en cuenta estas consideraciones, se pueden realizar los ajustes

de todas las trazas calorimétricas mediante la ecuacion (3.8).

Los datos obtenidos de estos analisis fueron consistentes con los datos obtenidos

mediante los experimentos de dicroismo circular en la region de ultravioleta cercano.
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En las condiciones estudiadas, las desnaturalizaciones térmicas de tiorredoxina
WT y mutante T14K fueron altamente reversibles, por encima del 90 %, no obstante a
concentraciones altas de cloruro de guanidinio el tanto por ciento de reversibilidad

disminuye hasta ~ 80%.

Como es sabido (Plaza del Pino y Sanchez-Ruiz, 1995; Ibarra-Molero et al.,
1999b), la reproducibilidad de lineas base instrumentales en presencia de codisolventes
como cloruro de guanidinio es bastante pobre, por lo que el calculo de capacidades
calorificas absolutas a partir de termogramas de DSC no es posible. No obstante, la
reproducibilidad de las lineas base en tampones acuosos es bastante alta y para el caso
de la mutacién T14K no se encontro efecto de la mutacion en los valores de capacidad
calorifica absoluta de los estados nativo y desnaturalizado, si bien el mutante es

ligeramente mas estable que la forma silvestre, como se ha mostrado en la figura 3.3.

Mas adelante, en la figura 3.11, se muestra una representacion de temperatura de
desnaturalizacion frente a concentracion de desnaturalizante. Como era de esperar, el

valor de T, decrece de forma notable con la concentracion de cloruro de guanidinio.

En la figura 3.12, se muestran valores de cambio de entalpia de
desnaturalizacion, obtenidos de los ajustes, para ambas proteinas. Cada punto de esta
representacion corresponde a diferentes concentraciones de desnaturalizante. Es por esto
que las pendientes de estas representaciones no deben ser relacionadas con los

correspondientes cambios de capacidad calorifica.

98



3. Interacciones electrostdticas

20 kJ-K “mol™

s
7 1S
S aassSaaaaaassas e

aqSsst

7,
i P>
ll‘lll“""“‘.""l S

s

N ileadaqaaaaaaszas

Capacidad Calorifica

v, 4
NN S S S e s

20 40 60 80 100
Temperatura (°C)

Figura 3.6. Perfiles de DSC de tiorredoxina WT a diferentes concentraciones de cloruro de
guanidinio, en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.5 mg/mL. Los circulos
representan los valores experimentales y las lineas el ajuste de los datos experimentales segun

el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8).
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Figura 3.7. Perfiles de DSC de tiorredoxina variante T14K a diferentes concentraciones de
cloruro de guanidinio, en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.5 mg/mL.
Los circulos representan los valores experimentales y las lineas el ajuste de los datos

experimentales segun el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8).
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[GdnHCI] (M) T.(°C) AH, (kJ/mol)

0 88.8 427
0.11 85.3 421
0.25 83.2 386
0.51 79.4 360
1.02 70.5 305
1.58 61.1 232
1.98 50.3 169

Tabla 3.1. Valores de temperatura de desnaturalizacion y cambio de entalpia para
WT en GdnHCI, determinados por calorimetria diferencial de barrido y ajustando los
datos experimentales segun el modelo de dos estados, ecuacion (3.8). Asumimos £ 0.4

°C como error para T, y £10 kJ/mol como error para AH .

[GdnHCI] (M) T.(°C)  AH._(kJ/mol)

0 89.9 426
0.25 84.3 408
0.51 79.6 366
0.95 72.1 300
1.51 62.9 224

Tabla 3.2. Valores de temperatura de desnaturalizacion y cambio de entalpia para la
forma TI4K en GdnHCI, determinados por calorimetria diferencial de barrido y
ajustando los datos experimentales segun el modelo de dos estados, ecuacion (3.8).

Asumimos £0.4°C como error para T, y =10 kJ/mol como error para AH,,.
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3.6  Efecto del tiocianato de guanidinio en la desnaturalizacion térmica de

tiorredoxina WT seguido por DSC .

Al igual que con cloruro de guanidinio, para el caso de tiorredoxina WT se han
realizado experimentos de desnaturalizacion térmica en presencia de tiocianato de
guanidinio, en el rango de concentracion 0-0.8 M. Los perfiles de DSC para
tiorredoxina WT se muestran en la figura 3.8, los cuales también fueron ajustados segiin
el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8). La tabla 3.3 muestra los

parametros termodinamicos obtenidos del ajuste.

El tiocianato de guanidinio posee un poder desnaturalizante muy superior al del
cloruro de guanidinio. De hecho, concentraciones por encima de 1 M dan como
resultado temperaturas de transicion cercanas a la temperatura ambiente. Los cambios
de entalpia de desnaturalizacion obtenidos son bastante pequefios, lo cual se refleja en
transiciones bastante anchas, por lo que la informacion obtenida de los termogramas de

calorimetria diferencial de barrido no es muy util.

Por supuesto, todo lo anteriormente mencionado acerca de la reproducibilidad de
lineas base es aplicable también con el tiocianato de guanidinio. En la figura 3.11 estan
representados los valores de temperatura de desnaturalizacion frente a concentracion de
desnaturalizante. Por otro lado, los valores de cambio de entalpia de desnaturalizacion

frente a concentracion se muestran en la figura 3.12.
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Figura 3.8. Perfiles de DSC de tiorredoxina WT a diferentes concentraciones de tiocianato de
guanidinio, en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.5 mg/mL. Los circulos
representan los valores experimentales y las lineas el ajuste de los datos experimentales segun

el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8).
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[GAnSCN] (M) T.(°C) AH, (kJ/mol)

0.10 83.5 372
0.25 771 329
0.35 72.5 300
0.50 65.9 274
0.60 61.5 248
0.80 52.3 217

Tabla 3.3. Valores de temperatura de desnaturalizacion y cambio de entalpia para
WT en GdnSCN, determinados por calorimetria diferencial de barrido y ajustando los
datos experimentales segun el modelo de dos estados, ecuacion (3.8). Asumimos +0.4

°C como error para T, y +10 kJ/mol como error para AH,.

3.7 Efecto del cloruro sodico en la desnaturalizacion térmica de

tiorredoxina WT y mutante T14K seguido por DSC.

Ademas de los experimentos anteriormente mencionados, también se llevaron a
cabo experimentos en presencia de distintas concentraciones de cloruro sédico, tanto

para tiorredoxina WT como para la variante T14K, también en HEPES 5mM a pH 7.

Las concentraciones de cloruro sddico empleadas estuvieron en el rango 0-2M,
y al igual que en los casos anteriores, los ajustes también se realizaron segiin el modelo
de dos estados, ecuacion (3.8). En el caso del cloruro sodico la desnaturalizacion
térmica se mostro altamente reversible, por encima del 90 %. Los perfiles de los

termogramas se muestran en las figuras 3.9 y 3.10 y los valores de los parametros
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termodindmicos obtenidos, en la tabla 3.4. El efecto en los perfiles de DSC de la
concentracion de cloruro sédico, fue realmente pequeiio. Como puede verse en la figura
3.11 el efecto en la temperatura de desnaturalizacion es poco apreciable, y puede
traducirse en un pequefio incremento lineal. Los valores de cambio de entalpia de
desnaturalizacion no sufren practicamente cambio en el rango entre 0 y 1 M, si bien

parecen decrecer ligeramente a concentraciones de cloruro sédico por encima de 1 M.
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Figura 3.9. Perfiles de DSC de tiorredoxina WT a diferentes concentraciones de cloruro sodico,
en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.5 mg/mL. Los circulos
representan los valores experimentales y las lineas el ajuste de los datos experimentales segun

el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8)
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Figura 3.10. Perfiles de DSC de tiorredoxina variante T14K a diferentes concentraciones de
cloruro sodico, en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.5 mg/mL. Los
circulos representan los valores experimentales y las lineas el ajuste de los datos

experimentales segun el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8).
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[NaCl] (M) T_(°C) AH, (kJ/mol)
WT T14K WT  T14K
0.1 89.2 897 433 460
0.5 88.8 88.6 409 419
1.0 89.9 902 420 421
15 89.8 90.3 378 371
2.0 89.9 90.4 382 380

Tabla 3.4. Valores de temperatura de desnaturalizacion y cambio de entalpia para
WTy T14K en NaCl, determinados por calorimetria diferencial de barrido y ajustando
los datos experimentales segun el modelo de dos estados, ecuacion (3.8). Asumimos

+0.4 °C como error para T, y £10 kJ/mol como error para AH .

3.8  Célculo del cambio de energia libre de Gibbs.

Los experimentos de DSC realizados nos permitirdn obtener pardmetros
termodindmicos para construir las curvas de estabilidad que, como se explicd en el
apartado 2.2.3, son las representaciones de AG frente a temperatura. Para hacer estas
representaciones se han hecho dos suposiciones diferentes. En primer lugar, que el
cambio de capacidad calorifica de desnaturalizacion es independiente de la temperatura.
Para el célculo del cambio de energia libre, se usa la ecuacidon integrada de Gibbs-
Helmholtz considerando AC, constante. El calculo de AC, se realiza por extrapolacion a
la 7;, de las lineas base de la pre- y post-transicion. En segundo lugar, teniendo en
cuenta la dependencia de AC, con la temperatura, y asumiendo para el célculo de AC,
(T), que la capacidad calorifica del estado desnaturalizado es igual a la esperada para un

estado desplegado totalmente solvatado estimada a partir de las contribuciones de
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grupos (Makhatadze y Privalov, 1990). Es importante sefalar que los procedimientos
sefialados consideran dos suposiciones diferentes y que la comparacion de las dos
curvas de estabilidad obtenidas ofrece una estimacion de la incertidumbre en el calculo

de AG a partir de datos de DSC.

CM)

Figura 3.11. Temperatura de desnaturalizacion frente a concentracion de sal (cloruro sodico,
cloruro de guanidinio y tiocianato de guanidinio) a pH 7. Los circulos rellenos corresponden a
WT y los huecos a TI4K y son los datos experimentales obtenidos del ajuste de trazas de DSC.
Las lineas representan, en cada caso, el mejor ajuste a los datos experimentales, a un
polinomio de primer orden para cloruro sodico y tiocianato de guanidinio, y de tercer orden

para cloruro de guanidinio.
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Figura 3.12. Representacion de cambios de entalpias de desnaturalizacion, procedentes del
ajuste de trazas de DSC, frente a concentracion de desnaturalizante para tiorredoxina WT
(simbolos rellenos) y variante T14K (simbolos huecos). Los circulos representan experimentos
realizados con cloruro de guanidinio. Los valores obtenidos en presencia de cloruro de
guanidinio para tiorredoxina WT y la variante T14K son muy similares dentro del rango de
incertidumbre experimental (£ 10 kJ/mol).Las lineas continuas son el ajuste lineal a los datos
experimentales de WT y TI4K. Los cuadrados representan experimentos realizados en
presencia de tiocianato de guanidinio, y la linea discontinua es el mejor ajuste, a un polinomio
de segundo grado, a estos datos. Las pendientes de estas representaciones no deben de ser
asignadas a valores de AC,, ya que cada punto corresponde a una concentracion diferente de

codisolvente.
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Los efectos de la mutacion T14K y de la concentracion de cloruro sédico en AG
de desnaturalizacidon son realmente pequenos, por lo que se puede utilizar la ecuacion de
Schellman para calcular sin demasiado error dichos efectos. Podemos escribir la

ecuacion de Schellman como:

AT,

0
m

AAG = AH (3.9)

donde AAG es la perturbacion en el cambio de energia libre, 7. y AH, son la

temperatura de desnaturalizacion y el cambio de entalpia de desnaturalizacion a la
temperatura de desnaturalizacion para la proteina no perturbada, y AT, es el efecto de
la perturbacion en la temperatura de desnaturalizacion. Si se considera como
perturbacion la mutacion T14K, la proteina no perturbada es WT y entonces AT, = T,
(T14K) - T,, (WT). Si se considera como perturbacion la presencia de cloruro sodico, la
proteina no perturbada es tiorredoxina WT en ausencia de cloruro sodico y AT, es la
diferencia 7, (WT en presencia de sal) - 7, (WT en ausencia de sal). La aplicacion de la
ecuacion (3.9) permite calcular AAG = AG (WT en presencia de sal) — AG (WT en
ausencia de sal). El calculo produce valores de AG (WT en presencia de sal), ya que a la
temperatura de desnaturalizacion AG (WT en ausencia de sal) = 0. La dependencia de
AG con la concentracion de cloruro sodico para la desnaturalizacion de tiorredoxina

WT, fue obtenida de esta forma.
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3.9  Determinacién de los valores de m a partir de experimentos de DSC

La pendiente de la representacion de AG de plegamiento frente a la
concentracion de desnaturalizante es conocida como m (Greene y Pace, 1974; Myers et
al., 1995). Este parametro es de gran utilidad en el estudio de plegamiento de proteinas.
Los valores de m pueden ser obtenidos a partir de experimentos de calorimetria
diferencial de barrido a diferentes concentraciones de desnaturalizante, usando un

procedimiento sencillo cuyas caracteristicas seran expuestas a continuacion.

Si tomamos todos los cambios para un proceso de desnaturalizacién en
equilibrio, como funcién de la temperatura (7) y la concentraciéon de desnaturalizante
(C), entonces el cambio en la energia libre de Gibbs de desnaturalizaciéon puede

expresarse Como:

AG(C,T) (3.10)

Los valores de 7'y C para los cuales AG es cero, y por tanto la constante de
equilibrio para el proceso es uno, definen una linea de equilibrio C frente a T o T frente
a C. Esta linea de equilibrio puede ser vista de dos formas equivalentes: 1), como el
efecto de la concentracion de desnaturalizante en la temperatura de desnaturalizacion,
esto es, efecto de C en T,,; y 2) como el efecto de la temperatura en la concentracion de

desnaturalizante para la cual AG=0, efecto de T en Cy».
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La derivada parcial de AG respecto a la concentracion es, por definicion, el valor

de m:

AGY
[acjr_ m(C.T) (3.11)

la cual es estrictamente funcién de C'y 7, como se indica en el término a la derecha de
la ecuacion (3.11). Si para un valor dado de temperatura, el valor de m no depende
significativamente de la concentracion de desnaturalizante, entonces la representacion
de AG frente a C para esa temperatura sera lineal hasta C = 0, y el método de
extrapolacion lineal serd valido. Es importante recalcar, que no se ha hecho ninguna
suposicion respecto a la dependencia de los valores de m con la concentracion de

desnaturalizante.

En adelante nos referiremos a los valores de m correspondientes a la linea de
equilibrio como valores de m,,. Estos valores de m;,, pueden ser calculados a partir de
datos experimentales de calorimetria usando la expresion (Ibarra-Molero y Sanchez-

Ruiz; 1996):

AH (dT
m,=- T m(d(i’nj (3.12)

m

La ecuacién (3.12) es rigurosa y no estd basada en la aproximacidon por
extrapolacion lineal. El célculo de los valores de m;,, empleando la ecuacion anterior

solo requiere valores de cambio de entalpia de desnaturalizacién a la temperatura de
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desnaturalizacion y el efecto de la concentracion de desnaturalizante en la temperatura

de desnaturalizacion. Para este calculo no se requiere el valor de capacidad calorifica.

La ecuacion (3.12) puede ser usada para calcular valores de m;,; para diferentes
concentraciones de desnaturalizante. Podemos encontrar en la bibliografia que para
lisozima de clara de huevo los valores de m;,» son constantes, dentro de la dispersion
experimental, para concentraciones de cloruro de guanidinio > ~ 1 M. Para
concentraciones < 1 M los valores de m;» se incrementan cuando la concentracidon de
desnaturalizante se acerca a cero. Estos resultados indican que la dependencia de AG
con la concentracion de cloruro de guanidinio para lisozima a pH 4.5 es lineal en un
amplio rango de concentracién, y también que hay una fuerte desviacion de la linealidad
a bajas concentraciones de desnaturalizante debida al apantallamiento de las
interacciones carga-carga (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996; Ibarra-Molero et al.,
1999a). Como veremos mas adelante, un comportamiento similar ha sido observado en

tiorredoxina.

3.10 Determinacién de los valores de my, para tiorredoxina WT vy el
mutante T14K en presencia de cloruro de guanidinio y tiocianato de

guanidinio.

Empleando la ecuacion (3.12) y los valores de AH,, y T,, mostrados en la figura
3.12, se pueden calcular los valores de m;,, para tiorredoxina WT y la variante T14K.
En ambos casos el calculo de la derivada d7/dC estd realizado a partir del ajuste

polindmico de la representacion de 7, frente a C, mostrado en la figura 3.11. Este
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ajuste para WT y T14K se realizd a un polinomio de tercer grado cuya derivada
dT/dC=a+2bx+3cx’ tiene los coeficientes a=-24.12+0.50 K-M™, 5=10.61+3.47 KM y
c= -4.16£1.15 K'M™ para WT y a=-25.15+0.27 KM, »=9.39+3.36 KM y c= -

3.12+1.48 K-M™ para T14K.

Los valores de m;,, se muestran en las tablas 3.5, 3.6 y 3.7 y una representacion
de ellos frente a C;, en la figura 3.13. Como puede observarse los valores de m;,,
cambian a lo largo de la linea de equilibrio, en particular para concentraciones de
desnaturalizante inferiores a 1 M. Asimismo, es importante destacar que los valores de
my;; para altas concentraciones de desnaturalizante estdn en consonancia con el valor
obtenido de la bibliografia a partir de estudios de desnaturalizacion quimica (Kelley et

al., 1987; Santoro y Bolen, 1992), que es 13.85 kJ-mol M.

Los valores de m;,, obtenidos para ambas proteinas, WT y T14K en cloruro de
guanidinio, parecen ser muy parecidos, dentro de la dispersién experimental y pueden

ser descritos a partir de la ecuacién empirica:

m,, :a"',B'eXp(_?/'Cl/z) (3.13)

cona=13.6+12kI'mol""M", p=13.7+3.6kI'mol" "M, yy=23+0.6 M.
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[GdnHCI|(M)

0

0.25
0.51
1.02
1.58
1.98

26.87+3.59
21.57+1.10
17.14+0.57
13.83+1.04
15.07+£1.10
16.18+1.35

Tabla 3.5. Valores de m,,, para tiorredoxina WT en GdnHCI

determinados mediante la ecuacion (3.12).

[GdnHCI[(M) m,,(kJ-mol'-M-1)

0

0.25
0.51
0.95
1.51

26.56+3.48
23.93+0.92
17.62+1.24
13.83+1.04
13.72+0.60

Tabla 3.6. Valores de m,,, para tiorredoxina T14K en GdnHCI

determinados mediante la ecuacion (3.12).
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0.1 45.42+1.99
0.25 40.95+1.67
0.35 38.06+2.02
0.50 34.42+1.04
0.60 32.33+1.16
0.80 29.91+1.21

Tabla 3.7. Valores de m, ,, para tiorredoxina WT en GdnSCN

determinados mediante la ecuacion (3.12).

Es importante destacar de nuevo que C;, cambia con la temperatura, como
muestra la figura 3.11, y por lo tanto, podria dudarse si la ecuacion (3.13) refleja la
dependencia de los valores de m;/; con la concentracion de cloruro de guanidinio, o mas
bien, el efecto de la temperatura en ellos. Esta ultima interpretacion esta desfavorecida

por el siguiente razonamiento:

Asumamos que la ecuacién (3.13) refleja exclusivamente un efecto de Ia
temperatura y por tanto los valores de m son independientes de la concentracion de
desnaturalizante a una temperatura dada. Entonces el método de extrapolacion lineal
sera valido y el cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacion a concentracion cero

de desnaturalizante puede ser calculada como m;; x Cjp:
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Figura 3.13. Representacion de valores de m frente a concentracion de desnaturalizante para

tiorredoxina WT (simbolos rellenos), y variante T14K (simbolos huecos). Los circulos estan

referidos a experimentos de DSC realizados con cloruro de guanidinio, los triangulos estan

referidos a experimentos con tiocianato de guanidinio. Las lineas representan los ajustes de la

ecuacion (3.13) a los datos experimentales. El cuadrado es el valor de m para tiorredoxina WT

obtenido de la bibliografia (Kelley et al., 1987; Santoro y Bolen, 1992).
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AG™Y (T’C = 0): G, (T)x [a + B xexp(—y x CI/Z(T))] (3.14)

donde AG*™ (T, C = 0) es la extrapolacion lineal de AG a la temperatura Ty

concentracion cero de desnaturalizante, y C;,»(7) es el valor de Cy; a la temperatura 7.

Asumamos ahora que la ecuacién (3.13) representa el efecto de la concentracion
de desnaturalizante; entonces el efecto de la temperatura no es significativo y los
valores de m;;; y Cy; en la ecuacion (3.13) pueden ser simplemente tomados como m y

C'y la integracion de AG seria:

AG(T,C) =~ X dC =—ax(C=Cyy(T))+ f[exp(—y x C) = exp(=y x C, ,(T))]

1/2

(3.15)
y sustituyendo C = 0 en esta ecuacion obtenemos AG a concentracion cero de

desnaturalizante:
AG(T,C=0>=axcm(T>+f[l—exp(—quu(r))] (3.16)

Las ecuaciones (3.14) y (3.16) ofrecen valores de AG de desnaturalizacion a
concentracion cero de desnaturalizante, y ambas estan basadas en suposiciones
diferentes. La validez de estas suposiciones puede ser comprobada comparando los
valores de AG calculados con estas ecuaciones con los valores obtenidos a partir de
experimentos de calorimetria en ausencia de desnaturalizante, utilizando procedimientos

termodindmicos comunes. Estas comparaciones se muestran en la figura 3.14 y como
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puede verse, se demuestra la validez de la suposicion que genera la ecuacion (3.16). En
el apéndice A1 se hace un andlisis mas riguroso acerca del efecto de la concentracion de

desnaturalizante en los valores de m.

3.11 Estimacion de los errores de los parametros termodinamicos

mediante el método Monte Carlo.

Todos los intervalos de error presentados en el andlisis de datos se calcularon
usando el método Monte Carlo. De forma aleatoria, se generaron varias réplicas de
cada conjunto de datos usando funciones de distribucién adecuadas para los errores
asociados a los datos originales. Cada una de las réplicas generadas, se procesa de la
misma forma que los datos originales y el andlisis estadistico de los resultados
obtenidos lleva a los errores asociados a los pardmetros energéticos. Como ejemplo se
explicard la obtencién del error asociado a la determinacion de los valores de m;,, para
cloruro de guanidinio. Los datos originales de m,,, se obtienen a partir de los valores de
T, y 4H,, a diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. Los valores de 7,
frente a C y los valores de AH,, frente a C pueden ser adecuadamente descritos por
polinomios de tercer y primer grado, respectivamente. Estos polinomios se toman como
punto de partida para la generacion de réplicas. Con estos polinomios generamos
valores de 7,, y AH,, para cada valor de C. A estos valores se les afiaden errores
generados aleatoriamente de acuerdo a una distribucion Gaussiana, tomando para la 7,
una desviacion estandar de 0.4 °C y para AH,, de 10 kJ/mol, valores obtenidos a partir

de varios experimentos de calorimetria sin desnaturalizante.
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Figura. 3.14. Dependencia con la temperatura de AG de desnaturalizacion en ausencia de
desnaturalizante. Las lineas etiquetadas DSC son las curvas de estabilidad calculadas a partir
de datos calorimétricos usando dos suposiciones diferentes para la dependencia con la
temperatura del cambio de capacidad calorifica. La linea continua es la curva de estabilidad
calculada con valores de AC, independientes de la temperatura. La linea discontinua es la
curva de estabilidad teniendo en cuenta la dependencia con la temperatura de AC, y usando
como valores de capacidad calorifica para el estado desplegado los valores calculados como
suma de las contribuciones de los grupos. Los circulos representan los valores de AG obtenidos
de los valores de m;;; y Cy,, usando dos suposiciones diferentes: los circulos huecos son valores
calculados asumiendo que m es constante con la temperatura, “extrapolacion lineal”. Los
circulos rellenos son los valores calculados asumiendo que m cambia con la concentracion de

desnaturalizante.
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De los ajustes a un polinomio de tercer orden de la dependencia de 7, con C, se
pueden obtener las derivadas d7,,/dC, las cuales junto con los valores de 7,, y AH,, se
usan para obtener los valores de m;., de acuerdo con la ecuacion (3.12). De esta forma
se obtuvieron 20 valores de m;,; para cada concentracion de desnaturalizante, de los
cuales se puede obtener las desviaciones estandar, que son los errores dados para los

valores originales de m; .

3.12 Dependencia del cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacion

para tiorredoxina con la concentracion de cloruro de guanidinio.

De los calculos realizados en la seccion 3.10 podemos concluir, con aceptable
grado de aproximacion, que la dependencia de m;,, con C;, mostrada en la figura 3.13,
refleja la dependencia de los valores de m con la concentracion de desnaturalizante. Por
tanto, podemos emplear la ecuacion (3.15) para calcular la dependencia de AG con la
concentracion de desnaturalizante a temperatura constante. Los resultados de este
calculo se muestran en la figura 3.15 (parte superior), para la temperatura de
desnaturalizacion a concentracion cero de desnaturalizante (C;, = 0). Como era de
esperar a partir de los datos de m;,,, la dependencia de AG con C es lineal en un amplio
rango de concentracion de desnaturalizante, pero hay una clara desviacion de la
linealidad para concentraciones por debajo de 1 M. Un comportamiento similar ha sido
observado ya previamente para otras proteinas (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996;

Ibarra-Molero et al., 1999a).

121



3. Interacciones electrostdticas

Las desviaciones de la linealidad a bajas concentraciones de cloruro de
guanidinio pueden ser también observadas a partir de los valores de 7;,. Asi, de la
ecuacion (3.12) el efecto de la concentracion de desnaturalizante en la temperatura de

desnaturalizacion viene dado por:

dTm :_ml/szm (317)
dC AH

Como muestra la figura 3.12, el cambio de la entalpia de desnaturalizacion a lo
largo de la linea de equilibrio puede ser descrito como una dependencia lineal con la

temperatura de desnaturalizacion:
AH, =ox(T, -T,) (3.18)

con & = 7.0 kI'K'mol y Ty = 300 K. Ty se interpreta como la temperatura a la cual
AH,, es cero a una concentracion de desnaturalizante, Cy. Por otro lado, no se interpreta
d como un cambio en la capacidad calorifica, ya que, tanto la temperatura como la
concentracion de cloruro de guanidinio cambian a lo largo de la linea de equilibrio, y los
codisolventes pueden afectar el valor de entalpia de desnaturalizacion. Sustituyendo la
ecuacion (3.18) en la ecuacion (3.17), separando variables e integrando desde (7, Cy) a

cualquier punto en la linea de equilibrio (7, C), tenemos:

nT,-T, . (C
5 x jr,, S T, = —m jcﬁdc (3.19)
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donde se ha introducido la aproximacion lineal, es decir, se ha asumido que m es
constante y por eso aparece fuera de la integral en el miembro derecho de la ecuacion y

se ha llamado simplemente m, en lugar de m, .. El resultado de la integral anterior es:

5><[Tm—TH—THxln(Z:’”H:meH—mXC (3.20)

H

Nos referiremos al miembro izquierdo de la ecuacion (3.20) como F(7,,). Debido
a que conocemos los valores de 6 y de Ty, podemos calcular F(7,,) para varios valores
experimentales de 7,, y representar la grafica F(T,,) frente a C. De acuerdo con la
ecuacion (3.20), si la dependencia lineal de AG frente a C se mantiene, esta
representacion debe ser lineal con pendiente igual o menor que m. La representacion de
F(T,) frente a C para tiorredoxina WT se muestra en la figura 3.15 (parte central). Los
datos corresponden a tres concentraciones altas de cloruro de guanidinio. La pendiente
de la representacion es -14.6 kJ-mol’-M™ que estd en consonancia con el valor de m
obtenido a altas concentraciones de desnaturalizante, como muestra la figura 3.13 y con

los valores de m obtenidos de la bibliografia.

La extrapolacion lineal en la grafica de la figura 3.15 (parte central) da un valor
de F(T,) de 35.3, consistente con una temperatura de desnaturalizaciéon de 84°C,
mientras que el valor de 7, es de 88.8°C en ausencia de desnaturalizante. Esto es, la

extrapolacion lineal subestima el valor de 7.
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De todo lo anterior no hay duda de que hay una desviacion de la linealidad de
AG con la concentracion de cloruro de guanidinio a concentraciones inferiores a 1 M, y
que esta desviacion es tal que la extrapolacion lineal desde altas concentraciones de
desnaturalizante subestima la estabilidad de tiorredoxina en ausencia de
desnaturalizante. En 1992, Santoro y Bolen presentaron un trabajo en el que exponian
un comportamiento opuesto para tiorredoxina en similares condiciones. Mostraban una
desviacion de la linealidad en la representacion de AG frente a C, pero en este caso la
extrapolacion lineal sobrestimaba la estabilidad de la proteina en ausencia de
desnaturalizante. No esta clara la razén de esta discrepancia, pero puede ser debida al
hecho de que Santoro y Bolen llevaron a cabo una extrapolacion larga usando la
ecuacion de Gibbs-Helmholtz con AC, constante para obtener los valores de AG a 25°C
y valores bajos de C, y también al hecho de que ellos tomaron una estimacion de AC,
basada en la dependencia con la temperatura de los valores de AH, obtenidos

cambiando la composicion del disolvente.

Es importante destacar, que los célculos de m;,; dados en esta tesis no se basan

en las extrapolaciones de Gibbs-Helmholtz y no requieren el uso de valores de AC,.

La desviacion de la linealidad de AG frente a C encontrada, no puede ser
explicada en términos de uniones especificas de los iones del agente desnaturalizante a
la proteina nativa ya que deberia incrementar los valores de AG en ausencia de
desnaturalizante obtenidos como extrapolacion lineal desde altas concentraciones de
desnaturalizante, lo cual es el efecto opuesto a lo que observamos en la figura 3.15

(parte superior).
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Figura 3.15. (Parte superior), representacion de AG a 88.8 °C frente a concentracion de sal.
Para NaCl, los simbolos rellenos representan los datos experimentales y la linea es el ajuste
lineal. Para cloruro de guanidinio la linea continua representa AG frente a C calculado usando
la ecuacion (3.15) y basada en la datos de m,, frente a C, figura 3.13 . También se muestra
para cloruro de guanidinio la dependencia dada por la extrapolacion lineal desde altas
concentraciones de desnaturalizante (linea discontinua). (Parte central), representacion de

F(T,) frente a concentracion de cloruro de guanidinio para tiorredoxina WT. Los simbolos
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rellenos representan concentraciones de cloruro de guanidinio de IM o superiores; la linea
continua representa el ajuste lineal a los datos. Los tres valores correspondientes a
concentraciones de desnaturalizante <IM se muestran con circulos huecos. (Parte inferior),
efecto del NaCl (circulos rellenos) y cloruro de guanidinio (circulos huecos) en el efecto de la
mutacion TI14K en la estabilidad de tiorredoxina. El error asociado con el valor de AAG en
ausencia de sal (cuadrado relleno) se obtuvo a partir de tres experimentos de calorimetria con

las dos proteinas y es representativo para los otros valores de AAG en presencia de sal.

El decrecimiento de los valores de AG podria ser, en principio, explicado

mediante el modelo de union desnaturalizante:

AG = AG(C =0)— AnRT In(1+ K, C) (3.21)

donde An es la diferencia en el nimero de sitios de union entre los estados nativo y
desnaturalizado, y K es la constante de unién. De todas formas, este modelo no es
consistente con los datos experimentales de m para la desnaturalizacion de tiorredoxina.
Usando la definicion de m y la ecuacion (3.21) es facil llegar a la expresion que da la

dependencia de m con C predicha por el modelo de unién de desnaturalizante:

m :ﬂ (3.22)
1+K,C

Esta ecuacion predice que los valores de m se acercan a cero a elevadas
concentraciones de desnaturalizante, lo cual esta en desacuerdo con las evidencias

experimentales que muestran que el valor de m se acerca a ~ 15 kJ'mol”-M™ a altas
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concentraciones de desnaturalizante. No obstante, se muestra un analisis mas riguroso

acerca de las uniones especificas en el apéndice A2

Por supuesto, el andlisis realizado no considera todos los posibles modelos de
accion de desnaturalizantes. El hecho de que estos modelos no concuerden con nuestros
resultados experimentales sugiere que la desviacion de la linealidad de AG frente a C a
bajas concentraciones de desnaturalizante, estd probablemente asociada al
apantallamiento de las interacciones carga-carga. Esta suposicion esta apoyada por dos
hechos: 1), para varias proteinas se han observado cambios en los valores de m
determinados por calorimetria a bajas concentraciones de cloruro de guanidinio, pero no
en la desnaturalizacion inducida por urea (Ibarra-Molero et al., 2004) y 2), para
ubiquitina las desviaciones de la linealidad de AG frente a C a bajas concentraciones de
cloruro de guanidinio cambian con el pH de la forma esperada para una contribucion

carga-carga a la estabilidad de proteinas (Ibarra-Molero et al 1999a).

No obstante, el valor de la desviacién de AG es ~7 kJ/mol, bastante menor que la
energia total de las interacciones carga-carga en la estructura nativa de tiorredoxina que
es de ~22 kJ/mol, obtenida mediante el modelo de Tanford-Kirkwood (figura 3.1).
Varias razones pueden ser atribuidas a esta discrepancia: 1), el modelo de Tanford-
Kirkwood es realmente un modelo muy simple, y quizds so6lo podemos esperar
predicciones cualitativas o semicualitativas. 2), Las interacciones electrostaticas pueden
ser considerables en el estado desnaturalizado (Pace et el., 2000; Guzman-Casado et al.,
2003). Por lo tanto, si aceptamos como exacto el valor total de la energia de interaccion

carga-carga calculado mediante este modelo, este valor ofreceria s6lo un limite superior
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de la contribucion de las interacciones carga-carga al cambio de energia de Gibbs de
desnaturalizacion. 3), El cloruro de guanidinio puede no apantallar todas las
interacciones carga-carga. Esta posibilidad estd apoyada por el andlisis del efecto del

tiocianato de guanidinio que veremos mas adelante.

3.13 Dependencia del cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacidén

para tiorredoxina con la concentracion de cloruro sédico.

Los experimentos realizados con cloruro sodico en el rango de concentracion
entre 0-2 M muestran un pequeio efecto en la entalpia de desnaturalizacion y en la
temperatura de desnaturalizacion para tiorredoxina WT y la variante T14K, como se
puede ver en las figuras 3.11 y 3.12. El calculo de AG frente a concentracidon de cloruro
sodico para una temperatura igual a la temperatura de desnaturalizacion en ausencia de
sal, se realiza segin se describe en la seccion 3.8. El resultado se representa en la parte
superior de la figura 3.15 y como puede verse no hay practicamente efecto del cloruro
sodico en AG 'y, en particular, hay un pequefio cambio a concentraciones por debajo de
1 M que podria ser asociado al apantallamiento de las interacciones carga-carga. Por
tanto, parece claro que el efecto del cloruro sodico en la estabilidad de tiorredoxina a pH
7 no ofrece evidencia de un apantallamiento significativo de las interacciones carga-

carga.
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3.14 Efecto de la mutacion T14K en la estabilidad de tiorredoxina.

El efecto del cloruro sodico y el cloruro de guanidinio en el valor de AAG para
la mutacion T14—K (AAG = AG (T14K) — AG (WT)) puede ser calculado de los datos
experimentales de temperatura y entalpia de desnaturalizacion usando el procedimiento
descrito en la seccion 3.8. El resultado de estos calculos se muestra en la parte inferior
de la figura 3.15. Parece que ambas sales pueden apantallar gran parte de la
estabilizacion producida por la mutaciéon T14K, y que ambas son igual de efectivas,
reflejando el hecho de que la lisina introducida en la posicion 14 estd muy expuesta al

disolvente.

La estabilizacion producida por la mutacion T14K en ausencia de sales es AAG
=1 kJ/mol, que es menos de la mitad de la predicha por los célculos realizados usando
el modelo de Tanford-Kirkwood, que como se muestra en la figura 3.2 es de ~ 2.5
kJ/mol. Esta discrepancia es aproximadamente del mismo factor que la mencionada
anteriormente (apartado 3.12) entre la estimacion de la contribucién total de las
interacciones carga-carga a la energia de Gibbs de desnaturalizacion y la
correspondiente predicha por los célculos basados en el modelo de Tanford-Kirkwood,
y probablemente sea debida a las mismas razones, excepto, claro estd, a la referente al

apantallamiento del cloruro de guanidinio.

Por ultimo, destacar que un valor de AAG de ~ 1kJ/mol, en ausencia de sal, se

traduce en un aumento de la temperatura de desnaturalizacién de s6lo 1°. Con un buen
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grado de aproximaciéon los efectos de la mutaciéon en AG y T, estan relacionados

mediante la ecuacion de Schellman (Schellman, 1987):

WT |
AT - AAG _T,"-AAG
" AST AH"

(3.23)

donde el superindice WT se refiere al valor para tiorredoxina forma silvestre y el
subindice m se refiere a los valores de AH y AS a la temperatura de desnaturalizacion.
De acuerdo con la ecuacion (3.23) el valor pequeno de AT, estd asociado a un alto valor
de cambio de entalpia a la temperatura de desnaturalizacion, que para tiorredoxina es ~
430 kJ/mol. Realmente, es sabido que proteinas con un valor pequefio de cambio de
entalpia de desnaturalizacion, son mas sensibles a los efectos producidos por
mutaciones y con frecuencia muestran altos valores de 7, (Alexander et al., 1992;
Ibarra-Molero et al., 2000). Por tanto, la obtencién de altos incrementos en el valor de
T, en proteinas no demasiado pequefias mediante la optimizacién de las interacciones
carga-carga debe producirse mediante la acumulacion de varias mutaciones (Sanchez-
Ruiz y Makhatadze, 2001), es decir, mediante el disefio de la distribucion superficial de

carga (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002).

3.15 Valores de my;, para tiorredoxina WT en presencia de tiocianato de

guanidinio.

Originalmente s6lo cloruro de guanidinio y cloruro soédico fueron empleados

para la caracterizacion energética de sus efectos en la desnaturalizacion de tiorredoxina
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para determinar la eficiencia relativa en el apantallamiento de las interacciones carga-
carga. No obstante, y debido a que los resultados mostraron una relacion entre la
eficiencia en el apantallamiento y el poder desnaturalizante, se creyd conveniente
realizar experimentos para la caracterizacion del efecto del tiocianato de guanidinio en

la estabilidad de tiorredoxina.

La determinacion de los valores de m;; para la desnaturalizacion de tiorredoxina
WT con tiocianato de guanidinio, se hizo de la misma manera que en el caso de cloruro
de guanidinio. Estos valores estan representados en la figura 3.13. Debido al pequefio
rango de concentracidon estudiado, por dificultades técnicas, no se puede caracterizar
completamente la dependencia de m frente a C. No obstante, parece claro, que los
valores de m para tiocianato de guanidinio son mucho mayores que para el caso del
cloruro de guanidinio y que éstos decrecen notablemente, lo cual sugiere una alta

eficiencia en el apantallamiento.

3.16 Conclusiones

Las representaciones del cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacion frente
a concentracion de cloruro sodico con frecuencia muestran una dependencia
exponencial en el rango de concentraciones entre 0 y 1 M, atribuida al apantallamiento
de las interacciones carga-carga por las sales, y una gradual y casi lineal dependencia a
altas concentraciones. En el caso de tiorredoxina a pH 7 sélo se observa un moderado
incremento lineal en AG al incrementar la concentracion de cloruro sodico, es decir, no

se ha encontrado evidencia experimental de un significativo apantallamiento de las

131



3. Interacciones electrostdticas

interacciones carga-carga. La explicacion mas simple para esto es que no existe
realmente apantallamiento en este caso. No obstante existe una explicacion alternativa.
En 2002 Dominy y colaboradores, apuntaron que el cloruro sodico apantalla mas
eficientemente las interacciones de largo alcance que las interacciones de corto alcance
y esto esta relacionado con la carga total de la proteina, que en el caso de tiorredoxina a
pH 7 es ~ -5 unidades. El desigual apantallamiento de las interacciones de corto alcance,
predominantemente  estabilizantes, y las interacciones de largo alcance,
predominantemente desestabilizantes, puede producir un balance de energia libre
cercano a cero en el rango de bajas concentraciones de cloruro sodico, de manera tal que
el apantallamiento no seria aparente en la dependencia con el cloruro sédico de la

estabilidad termodinamica.

Nuestros resultados mantienen una relacion entre el apantallamiento y la
accesibilidad al disolvente de los grupos cargados. Asi, una concentraciéon 1M de
cloruro sodico, asi como de cloruro de guanidinio, parece apantallar las interacciones de
la lisina introducida en la variante T14K. Como ya se ha dicho antes, la lisina en
posicion 14 de esta variante esta altamente expuesta al disolvente, con una accesibilidad
mayor que la de los otros grupos inmersos en fuertes interacciones estabilizantes en
tiorredoxina (las accesibilidades de K3, K18, K36, K57, K69, K82, K90, K96 y K100
en la estructura nativa de tiorredoxina WT son, 0.34, 0.67, 0.59, 0.19, 0.58, 0.39, 0.41,

0.37 y 0.41, respectivamente).

Finalmente, en la presente tesis se sugiere que la eficiencia de las sales

estudiadas en el apantallamiento de las interacciones carga-carga sigue el orden
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tiocianato de guanidinio > cloruro de guanidinio > cloruro sdédico, que es también el
orden del poder desnaturalizante de estas sales. Cabria esperar una alta eficiencia en el
apantallamiento para las sales desnaturalizantes debido al hecho de que éstas tienden a
interaccionar preferentemente con la superficie de las proteinas, mientras que las
estabilizantes tienden a quedar excluidas de la superficie. (Es importante enfatizar que
no se esta proponiendo que el efecto desnaturalizante de determinadas sales es debido a
su caracter apantallante de las cargas, sino que la eficiencia en el apantallamiento es alta
para sales desnaturalizantes). De hecho, Courtenay y colaboradores (2001) propusieron
que la serie de Hofmeister de cationes y aniones tiene su origen en el grado de
acumulacion o exclusion del soluto en la superficie de la proteina (por ejemplo, para
SCN" es mayor que para Cl en la serie de Hofmeister para aniones). Esto sugiere que la
eficiencia de diferentes sales para apantallar interacciones carga-carga en proteinas

puede también reflejar la posicion de los iones constituyentes en la serie de Hofmeister.
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4. Alineamiento de secuencias

4.1 Introduccion

Los alineamientos de secuencias son una poderosa fuente de informacion,
que podemos emplear en el disefio de proteinas. Una de las preguntas que
podemos hacernos, es si podemos obtener informacion acerca de la estabilidad a
partir de los alineamientos de secuencias. Recientemente se ha sugerido (Godoy-
Ruiz et al., 2004) que existe una correlacion entre el efecto en la estabilidad
producido por mutaciones conservativas, con la frecuencia de aparicion de
residuos en el alineamiento de secuencias y que estos efectos pueden estar
relacionados con el hecho de que la naturaleza distingue entre residuos, es decir,
conserva los ambientes de cada residuo, de forma que la mutacion produce un

efecto en la estabilidad.

Como veremos a continuacion, de los alineamientos de secuencias,
ademas de la informacion anterior, que se daria por contactos entre residuos, es

posible obtener informacion sobre acoplamiento a larga distancia entre residuos.

La existencia de acoplamiento cooperativo entre mutaciones distantes, ha sido
ya observada y se piensa que estd implicada en procesos moleculares. Asi, este
acoplamiento se ha empleado en la obtencion de farmacos contra el VIH-1 (Ohkata et
al., 2003). Ademas, estudios de intercambio hidrégeno/deuterio muestran que el efecto

de una mutacion en el nticleo de ribonucleasa HI de E. coli se comunica a regiones fuera
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del nucleo (Spudich et al., 2002). Otro ejemplo, es el hecho de que la sefalizacion
intramolecular en el complejo tRNA sintetasa se extiende a distancias de 40 A (Uter y
Perona, 2004). Podemos encontrar otros muchos ejemplos de comunicaciones a larga
distancia en proteinas nativas en un trabajo de Clarkson y Lee (2004). Ademas, otros
trabajos recientes muestran que los procesos cooperativos y las interacciones a larga
distancia pueden darse incluso en el estado desnaturalizado (Klein-Seetharaman et al.,
2002; Guzman-Casado et al., 2003; Robic et al., 2003) y de hecho, se ha propuesto que
la estructura residual en el estado desnaturalizado tiene influencia en la estabilidad de
proteinas (Robic et al., 2003). Por tanto, se podria considerar posible que algunas
mutaciones correlacionadas en el alineamiento de secuencias reflejen efectos en el
estado desnaturalizado y ofrezcan informacion sobre estructura residual en el estado

desnaturalizado (Godoy-Ruiz et al., 2004).

A pesar de su origen, estado nativo o desnaturalizado, de los mecanismos
moleculares involucrados y su funcién (regulacion alostérica, por ejemplo), la
comunicacion a larga distancia puede conducir a mutaciones correlacionadas entre
grupos alejados. De hecho, se ha detectado acoplamiento a larga distancia en el analisis
de alineamientos de secuencias dirigido a la determinacion de caminos de conectividad

energética en proteinas (Lockless y Ranganathan, 1999; Siiel et al., 2003).

Sin embargo, de nuevo podriamos preguntarnos si existe efecto en la estabilidad
de las mutaciones correlacionadas a larga distancia que se deducen del alineamiento de
secuencias y, en caso de tenerlo, si ese efecto seria en el estado nativo o

desnaturalizado.
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La manera de comprobar si el acoplamiento a larga distancia tiene efecto en la
estabilidad es mediante la realizacion de los llamados ciclos de dobles y triples
mutantes (Horovitz y Fersht, 1990), que conllevan la realizacién de numerosas formas

mutantes, simples, dobles y triples.

Como veremos a continuacion, determinaremos para el caso de tiorredoxina, y
mediante un analisis estadistico de covarianzas, la existencia de mutaciones
correlacionadas a larga distancia. Su efecto en la estabilidad se caracterizd6 mediante
experimentos de calorimetria diferencial de barrido. Asimismo, se realizaron medidas

de la actividad de las formas mutantes obtenidas.

4.2  Analisis de covarianza del alineamiento de secuencias de tiorredoxina.

Para realizar el alineamiento de secuencias se uso el programa BLAST 2 (Gish
W. (1996-2003) http://blast.wustl.edu) para buscar en la base de datos

Uniprot/TrTEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl) con la secuencia de la proteina, que

puede ser tiorredoxina, o cualquier otra como veremos mas adelante. Las opciones del
programa se dejaron en los valores que por defecto se ofrecen. Las secuencias
encontradas son alineadas individualmente con la secuencia dada usando el algoritmo
Smith-Waterman y con una similaridad con la secuencia de partida superior a 0.25. La
similaridad se calcula como el niimero de coincidencias entre las secuencias de la base

de datos y la secuencia de partida divida por el nimero de residuos en ésta tltima.
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Para el caso de tiorredoxina, el alineamiento de secuencias produjo un set de
490 secuencias (sin contar la secuencia de tiorredoxina) (ver figura 4.1). Partiendo de
este set de secuencias y con la ayuda de programas informaticos creados para facilitar el
calculo, podemos calcula el valor de covarianza para cada pareja de posiciones (X, Y),

que viene dado por la expresion:

Cyw= . (6, =<8y 26, =<5, >) =< 5,0, > =<y >< 5y > (4.1)

secuencias N S

donde Jp (con P igual a X o0 Y) toma valor 1 para la secuencia dada si el aminodcido en
la posicion P en la secuencia es el mismo que en la secuencia de tiorredoxina (y toma
obviamente un valor de 0 en el caso contrario), < dp > es el valor medio de dp (£ 0p/Ns),
Ns es el numero total de secuencias y la suma es sobre todas las secuencias. Los valores
de covariaza pueden ser positivos o negativos. Se toman valores suficientemente
grandes de oyy, independientemente de su signo, como indicacién de mutaciones

correlacionadas en las posiciones X e Y.

Es importante destacar, que los valores de covarianza calculados de acuerdo con
la ecuacion (4.1) son cero si una de las posiciones estd perfectamente conservada, es

decir, no cambia a lo largo del alineamiento.

El célculo anterior produce 5778 valores de covarianza correspondientes, claro
esta, a 5778 parejas de residuos posibles en tiorredoxina que posee 108 aminodcidos

(108-107/2=5778). En la figura 4.2 se muestra la representacion de la distancia entre
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residuos frente a valores de covarianza (|o]). La figura 4.2 A es para distancias entre
residuos medidas entre 4&tomos mas cercanos; por su parte, la figura 4.2 B, muestra las
distancias medidas entre carbonos-a. Si nos fijamos, las representaciones de la figura
4.2 tienen forma triangular, es decir, para un valor de covarianza dado, se observa un
cierto rango de distancias entre residuos; la distancia promedio y el rango muestra una
tendencia a decrecer cuando los valores de covarianza crecen por encima de 0.08,
aproximadamente. Este resultado sugiere que, al menos en este caso, la relacion entre la
estructura y el alineamiento de secuencias esta determinada de forma significativa, por
un acoplamiento a larga distancia. Es importante destacar, que si la relacién entre
estructura-alineamiento estuviera dominada por interacciones de contacto (tipicamente
~5 A), deberiamos esperar que la representacion de la distancia residuo-residuo frente a
la covarianza (en valor absoluto) tuviera forma de “L”, con la mayoria de las distancias

entre residuos cortas para un valor de covarianza.

Otra caracteristica sorprendente que surge al examinar las representaciones de
distancia entre residuos frente a valor absoluto de covarianza, en particular la
representacion basada en las distancias entre carbonos-a, es que distancias
correspondientes a altos valores de covarianza parecen estar organizadas en capas

correspondientes a distancias de 6, 12, 18, 24 y 30 A.
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SDEITHLTDDSFDTDYLEADGAILYDFWAEWCGE CKMIAP ILDETADEYQGK...
SDEIIHLTDDSFDTDYLEADGAILYDEWAEWCGE CKMIAP ILDEIADEYQGE . ..
SDEITHLTDDSFDTDYLEADGAILY DFWAEWCGEP CKMIAP ILDETADEYQGK...
SDEITHLSDDSFDTDYLEASGLYLY DFWAEWCGE CKMIAP ILDETAEEYEGR...
SDEILQLTDDGFENDY IKAAGP VLY DFWAEWCGEGP CKMIAP ILDEVADEYAGK...
SDEILQLTDDGFENDY INAAGE VLY DFWAEWCGE CKMIAP ILDETAEEYEGK...
SDEILQLSDEGFENDY INAAGE YLYDEFWAEWCGE CKMIAFP ILDEIAEEYEGE...
SDEIIYLEDDSFENDYLEADLP VLY DFWAEWCGP CKMIAP ILDDVAEEYAGR...
SEHIVNVTDASFEQDYLEADGP YLYDYWAEWCGE CKMIAP YLDEVARDYQGK...
NDLIKHVYTDASFEADYLEADGAVLYDYWAEWCGE CKMIAP VLDETIATTYAGK...
SDLIKHVTDASFEADYLEAEGAVLYDYWAEWCGE CKMIAP YLDDIASTYEGK...
SDAILYVSDDSFETDYLES SKE YLYDEWAEWCGE CKMIAFP ILEEIADEYADR...
SDEIVHVTDDSFEEEVEKEPDP VLY DYWADWCGP CEMEAP VEDETADEYAGR...
SEQIKYVESDASFEADVLESDEP VLY DFWAEWCGEP CKMIAP ILDEVSKEDYGDE...
SELIVHTSDAAFEKDVYLNADIP VLLDFWAPWCGP CKMIAP ILDDIAREFEGR...
SELIVHTGDAAFEQDVLESDLP YLLDFWAPWCGE CKMIAP ILDDIAAEFEGR...
SQHIHYVTDASFESEVLQCPYE YLY DYWAEWCGE CRMIAP LLDEIASEYGDR...
SDEVOHVGDADFDTAYLOAGEP YLV DFWAEWCGP CKMIAP YLDDLADTYQGR...
SDEVOQHYGDADFDTAVLOS GEP YLY DFWAEWCGE CKMIAP YLDDLADTYQGK...
*NKIIELTDQNFEEQVLNSKSFFLYDFWAQWCNPCKILAP ILEEISKEYSHNE...
*NKIIELTDQNFEKEYLEHKSFYLYDFWAEWCNPCKILAP ILEEIAQEYFHNK...
***TYELTDG IFKQYILES KKAVLYDFWAEWCNP CKILAP ILEDIAKEYEHK...
**K I INVYNEENFEKNILOEKNF ILY DFWAEWCNPCKILAP ILEEIANEYQDK...
SEHVHTASDENFETEYLOADMP YLV DFWAEWCOP CKMISPYYEETAKEYAGR...
SDEIVHVYTDDSFEDEVLESLEF YLYDYWADWCGE CKMIAP YLDEIAGEYAGR...
**x*x*x %Y SDASFEEDYLKADGE NYVDFWAEWCGP CRQXAP ALEELATALGDK...
**EVLHSTDATEFTADY VNS DYP YLLDFWAPWCGP CRMISP ILDEIAREF SGK..

Figura 4.1 Fragmento del alineamiento de secuencias para tiorredoxina de E. coli realizado

mediante BLAST 2 (Gish W. (1996-2003) http://blast.wustl.edu) y tomando secuencias de

la base de datos Uniprot/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl). Para el caso de tiorredoxina

se obtuvieron 490 secuencias, tomando como limite de similaridad 0.25.
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Figura 4.2. Representacion de distancias entre residuos frente a valor absoluto de covarianza
para tiorredoxina. Los valores de covarianza estan calculados a partir del alineamiento de
secuencias empleando la ecuacion 4.1. Los valores negativos de covarianza se muestran con
simbolos huecos, los valores positivos con simbolos rellenos. Las distancias entre residuos
estan medidas entre atomos mas cercanos, A, y entre carbonos-a, B. Las lineas horizontales en
el panel B son para valores de distancia de: 6, 12, 18, 24 y 30 A. En ambas grdficas se indican

las parejas que implican a los residuos 7, 34y 74.
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4. Alineamiento de secuencias

Estas distancias entre residuos podrian verse como multiplos de distancias
tipicas entre carbonos-a para residuos en contacto (5-6 A), lo cual sugiere una
comunicacion a larga distancia a través de una red lineal de residuos conectados en el

estado nativo, o quizés en el estado desnaturalizado, con alguna estructura residual.

4.3  Andlisis de la estabilidad mediante los ciclos de dobles y triples

mutantes.

El andlisis anterior sugiere un acoplamiento a larga distancia entre residuos.
Como se ha dicho antes, para comprobar esto experimentalmente se pueden realizar los
ciclos de dobles mutantes. En concreto, para este caso vamos a realizarlos para las
interacciones 34-74 y 34-7. El valor absoluto de covarianza para estas parejas de
residuos es alto, 0.125 y 0.110, respectivamente, y como puede verse en la figura 4.3,
estan en posiciones alejadas espacialmente, con lo cual no hay contacto en la estructura

nativa.

Ademas de los anteriormente mencionados, se realizo el analisis de la
interaccion 7-74 asi como el triple mutante, pudiendo completar asi el ciclo de triple
mutante. Todas las mutaciones se realizaron segun los procedimientos descritos en el
apartado 2.2.1. En todos los casos , las mutaciones realizadas fueron al aminoacido que
con mas frecuencia aparecia en la posicion dada en el alineamiento de secuencias, que
como puede verse en la figura 4.4, para las posiciones en estudio son: P34—H, G74—S,

L7—-V.
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4. Alineamiento de secuencias

Es importante destacar que, la vista de la figura 4.2 podemos ver que existen otros

acoplamientos que poseen valores de covarianza mayores a los acoplamientos sefialados

Figura 4.3. Representacion de la estructura de rayos X de tiorredoxina WT (2trx.pdb)

mostrando los tres residuos usados en el andlisis de covarianzas, L7, P34y G74
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4. Alineamiento de secuencias

y que se encuentran en posiciones también alejadas. No obstante, estos acoplamientos
implican al residuo aspartato 26 que es un residuo catalitico y se tomo la decision de no

modificarlo.

La estabilidad de todos los mutantes realizados para completar el ciclo de triple
mutante (L7V, P34H, G74S, L7V/P34H, L7V/G74S, P34H/G74S y L7V/P34H/G74S)
se determiné por calorimetria diferencial de barrido. Los experimentos se realizaron de
la misma forma que se ha descrito en la seccion 3, en HEPES 5 mM pH 7. Se realizaron
experimentos a diferentes concentraciones de proteina en el rango 0.1-0.5 mg/mL con
objeto de comprobar si existe efecto de concentracion en la temperatura de

desnaturalizacion, el cual no fue detectado.

La desnaturalizacion térmica de todos los mutantes se mostro altamente
reversible, por encima del 90% cuando la muestra se calienta hasta justo después de la
transicion, y todos los perfiles se ajustaron perfectamente siguiendo el modelo de dos

estados mediante la ecuacion (3.8).

Los perfiles de DSC se muestran en la figura 4.5 Los valores de temperatura de
desnaturalizacion y cambio de entalpia obtenidos del ajuste, se recogen en la tabla 4.1.
A partir de todos los experimentos hechos a diferentes concentraciones para cada
proteina, se obtienen los parametros termodindmicos y los valores de error estandar.
Como puede verse el valor de 7,, de WT difiere ligeramente del expuesto en la seccion
3. Estos experimentos fueron realizados en un calorimetro diferente y una variacion de

0.3-0.4 °C es normal. No obstante, los valores son iguales considerando los errores.
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Figura 4.4. Distribucion por similaridad con la secuencia de partida de las 491 secuencias
alineadas con tiorredoxina usando el programa BLAST2 y empleando como base de datos

UniProt/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl). Las representaciones dan los numeros de

secuencias por debajo de un valor umbral de similaridad (s), frente a 1 menos la similaridad.
La parte de arriba da el numero total de secuencias por debajo de la similaridad umbral,
mientras que en las otras representaciones el numero de secuencias esta clasificado de acuerdo
al aminodcido presente en la posicion indicada (7, 34 ¢ 74). En cada caso, el tipo de
aminodcido presente en la secuencia de tiorredoxina se muestra con letra en negrita y de mayor

tamario. Con estas grdficas se deciden las mutaciones a realizar, que son: L7V, P34H y G74S.
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Figura 4.5. Perfiles de DSC para los mutantes simples L7V, P34H y G74S, los mutantes dobles
y el mutante triple que generan en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.5
mg/mL. Los circulos representan datos experimentales y las lineas son los ajustes de los datos

experimentales segun el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8).
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VARIANTE Tm(°C) AH(kJ/mol)
WT 89.2+0.1 430410
P34H 83.6+0.2 409+1

G74S 91.6+0.1 46142

L7v 89.710.1 461+14
L7V/P34H 85.0+0.1 479+1
P34H/G74S 87.6x0.1 435+3
L7VIG74S 92.4+0.1 43045
L7V/IP34H/G74S 87.6+0.1 46912

Tabla 4.1. Relacion de temperaturas de desnaturalizacion y cambios de entalpia de
desnaturalizacion para WT, los mutantes simples L7V, P34H y G74S, asi como los mutantes
dobles y el mutante triple que generan, obtenidos mediante experimentos de DSC. Los valores
se han obtenido a partir del andlisis segun el modelo de dos estados empleando la ecuacion
(3.8). Para todos los casos se realizaron varios experimentos en el rango de concentracion 0.1-
0.5 mg/mL. Los errores se obtienen a partir de todos los experimentos como desviacion

estandar.

La figura 4.6 muestra una representacion de entalpia de desnaturalizacion frente
a temperatura de desnaturalizacion para todos los mutantes en estudio. La pendiente
obtenida es el cambio de capacidad calorifica, obteniendo un valor de 6.2 + 2.2 kJ-K~
"mol™, consistente con el valor de AC, de 6.1 + 0.4 kJ-K"-mol™" que fue determinado de

manera precisa a partir de medidas de capacidad calorifica absoluta de los estados

nativo y desnaturalizado de tiorredoxina WT (Georgescu et al., 2001).
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4. Alineamiento de secuencias

Para obtener el efecto de las mutaciones en la estabilidad termodinamica
(valores de AAG) primero obtenemos el cambio de energia libre a 361 K mediante la

extrapolacion de Gibbs-Helmholtz:

AG(361K)=AH,, -(1 - 361/Tm ) +AC, {361 -T, - 361-ln(3%m )} (4.2)

El hecho de que tomemos 361 K como temperatura de referencia hace mas bien
corta la extrapolacion de temperaturas para todas las variantes en estudio. De la misma
forma que ya vimos para el caso del mutante T14K (seccion 3.14), los valores de AAG

se calculan como:

AAG = AG,, 1,1 (361K )= AG,,,(361K) (4.3)

Para los célculos se empled un valor de AC, de 6.1 kJ-K*mol’'; no obstante se
realizaron calculos cambiando el valor de ACp en £2 kJ‘K'1~mol'1, encontrando en
efecto muy pequefio en los valores de AAG, de aproximadamente una décima de kJ/mol.
De la misma manera se modificaron los valores de AH,,, en este caso en +20 kJ/mol, y
los efectos fueron similares en AAG. Como test adicional de la precision de nuestros
calculos, se determinaron los valores de AAG a partir de la ecuacion de Schellman,
ecuacion (3.9), la cual s6lo requiere valores de cambio de entalpia de desnaturalizacion
y temperatura de desnaturalizacion de WT y valores del efecto de la mutacion en la
temperatura de desnaturalizacion. Los resultados asi obtenidos diferian en unos 0.2

kJ/mol de los valores de AG obtenidos a partir de la extrapolacion de Gibbs-Helmholtz.
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4. Alineamiento de secuencias

Por tanto, el valor de 0.2 kJ/mol es razonable como error asociado a los valores de AAG

obtenidos.

Las energias de acoplamiento se calcularon a partir de los valores de AAG

(Horovitz y Fersht, 1990):

AG, (1, j) = AAG(i, j = 0, j) — AAG(i,0 — 0,0) (4.4)

donde i,j—0,j se refiere a la mutacidon en i cuando j no ha sido cambiado, i,0—0,0 se
refiere a la misma mutacion cuando el sitio j ha sido previamente mutado, y AG((i,j) es

el cambio de energia libre de acoplamiento entre los sitios i y .

En la figura 4.7 se muestran los efectos de las mutaciones, valores de AAG,
correspondientes al ciclo del triple mutante que generan las mutaciones en las
posiciones 7, 34, 74. Las energias de acoplamiento obtenidas de todos los ciclos de
dobles mutantes se muestran en la figura 4.8, calculados mediante la ecuacion (4.4) para
dos posibles casos: 1) el tercer residuo permanece en el forma WT (figura 4.8 A); 2) el

tercer residuo ha sido mutado (figura 4.8 B).

Se obtienen valores de entorno a - 0.8 kJ/mol y 0.5 kJ/mol para AG(7,34),
AG((7,74), respectivamente y -1.7 kJ/mol para AG/(34,74) cuando el tercer residuo en
cada caso no estda mutado (figura 4.8 A). Estos valores son significativos en este

contexto, ya que se ha encontrado efectos de mutaciones en la estabilidad
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termodindmica del mismo orden de magnitud, que correlacionan con la frecuencia de

aparicion de residuos en el alineamiento de secuencias (Godoy-Ruiz et al., 2004).

480

AH_(kJ-mol™)
N
AN
o

400

T, (°C)

Figura 4.6. Representacion de AH,, frente a T,, para todas las formas mutantes sugeridas en el
alineamiento de secuencias. La linea representa el ajuste lineal de estos datos, dando una
pendiente de 6.2 £2.2 kJ-K'-mol”, consistente con el valor de AC,de 6.1 £0.4 kJ-K' mol" de la
bibliografia (Georgescu et al., 2001).
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Figura 4.7. Cubo con los resultados del analisis del triple mutante a partir de los residuos 7, 34

y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de que
el residuo haya sido mutado. Los numeros cerca de cada variante, en negrita, son los cambios
de energias libres a 361 K en kJ/mol. El efecto de las mutaciones en la energia libre (valores de
AAG en kJ/mol) esta dado en las flechas que conectan las variantes. Para los valores de AAG

asumimos un errvor de 0.2 kJ/mol.

A ¥ B L[]

-0.76 -1.66 1.18 0.28
AG(ij) 5 24G(7,34,74)= 1.94 kJimol =P AG(i,j)
2 LN [ 7| ¢———— | 74
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Figura 4.8. Energias de acoplamiento (en kJ/mol) calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos. 1) el tercer residuo
permanece igual que en WT (4); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El numero en la doble
flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la energia de

acoplamiento de los otros dos.
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Las energias de acoplamiento entre dos residuos se hacen positivas cuando el
tercer residuo estda mutado (figura 4.8 B) y el efecto de mutar un residuo en la energia
de acoplamiento entre los otros dos (diferencia entre valores de AG(i,))), AAG(i,j,k) es

1.94 £+ 0.40 kJ/mol, lo cual es un valor significativo.

Por lo tanto, como sugiere el analisis de covarianza, existe un acoplamiento
entre los residuos 7, 34 y 74, a pesar de que no se encuentran en contacto en la
estructura nativa. Es concebible que este acoplamiento esté relacionado, al menos en
parte, con efectos en el estado desnaturalizado, una posibilidad sustentada por el hecho
de que las mutaciones en posicion 34 y 74 eliminan una prolina y una glicina,
respectivamente. Es importante destacar que el residuo en posicion 34 se encuentra en
un pequeilo giro cerca del puente disulfuro entre las cisteinas 32 y 35, por lo que los
efectos en la entropia conformacional del estado desnaturalizado asociados a la
eliminacion de la prolina no son esperados en este caso. En cualquier caso, estamos
llevando a cabo experimentos de cristalizacion para determinar la estructura por rayos X
de las variantes implicadas en el ciclo de triple mutante. Asi se podrd determinar si

existen cambios conformacionales en la estructura del estado nativo.

4.4  Caracterizacion estructural de las formas mutantes mediante CD y

cristalografia de rayos X.

La integridad estructural de los mutantes L7V, P34H, G74S y de los dobles y el
triple que generan, se determind mediante dicroismo circular de la misma forma y en las

mismas condiciones en las que se determin6 para tiorredoxina WT y la variante T14K
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(apartado 3.4). Como puede verse en la figura 4.9 sdlo se detectan cambios moderados
en la sefial de elipticidad con respecto a la forma WT, que también estd incluida en esta

figura.
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Figura 4.9. Espectros de CD, cercano (arriba) y lejano (abajo), para tiorredoxina WT y las
variantes en estudio en tampon HEPES 5 mM pH 7 y concentracion de proteina 0.8 mg/mL
para UV-cercano y 0.2 mg/mL para UV-lejano. El significado de los simbolos es: WT (circulos
rellenos), L7V (cuadrados rellenos), P34H (triangulos rellenos), G74S (hexdgonos rellenos),
L7V/P34H (circulos huecos), L7V/G74S (cuadrados huecos), P34H/G74S (triangulos huecos),
L7V/P34H/G74S (hexdgonos huecos). La velocidad de barrido fue de 50 nm/min.
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Para obtener informacion estructural a nivel atomico vamos a emplear la
cristalografia de rayos X. Como ya se comentd en el apartado 2.2.8, la obtencion de
cristales de proteina de calidad suficiente para ser difractados es compleja y requiere
numerosos experimentos. Hasta el momento se han obtenido cristales de los tres
mutantes simples. La obtencion de las estructuras de estos tres mutantes, deberia de ser
suficiente para constatar que estas mutaciones no producen efectos considerables en el
estado nativo, tal y como sospechamos. No obstante, s6lo los cristales del mutante L7V,
tienen, en el momento de escribir esta tesis, la calidad suficiente para ser difractados. En
la figura 4.10 podemos ver la estructura del mutante L7V, obtenida por
reemplazamiento molecular a partir de datos de difraccion del cristal mostrado en la
figura 2.13. La figura 4.11 muestra la estructura del mutante L7V junto con la de

tiorredoxina WT, obtenida del Protein Data Bank.

Figura.4.10. Representacion de la estructura de rayos X de tiorredoxina mutante L7V.
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Figura. 4.11 Comparativa de estructuras de rayos X de tiorredoxina WT (azul), 2trx.pdb, y

mutante L7V (rojo). Los efectos de la mutacion parecen no afectar al estado nativo.

A partir de las estructuras de tiorredoxina WT y la variante L7V se ha
determinado el valor RMSD (desviacion estandar), mediante el programa Xzalfit,
resultando ser de 0.5 A para todos los carbonos oy 1.0 A para todos los atomos,
demostrando que ambas estructuras son muy similares. Esto sugiere que los efectos de
esta mutacion, y posiblemente de las mutaciones P34H y G74S, no afectan a la

estructura del estado nativo.

4.5  Ensayos de actividad de los mutantes sugeridos por el alineamiento de

secuencias.

Uno de los factores que se pueden ver influenciados al realizar estas mutaciones
y que es de importancia en el disefio de proteinas, es la actividad. Para todos los

mutantes implicados en los acoplamientos a larga distancia sugeridos por el
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alineamiento de secuencias, se han hecho medidas de actividad de la forma descrita en
el apartado 2.2.3. Se puede determinar mediante el ensayo con DTNB (Slaby y
Holgrem, 1979) que la actividad de todos los mutantes es similar a la actividad de WT,
excepto en el caso del mutante P34H y las variantes que lo contienen, las cuales
muestran unos valores significativamente mayores. Este incremento de actividad de la
forma mutante P34H, ya habia sido observado con anterioridad (Lundstrom et al.,
1992). Se ha propuesto que la introduccion de la histidina juega un papel importante
desde un punto de vista catalitico aumentando la actividad. La figura 4.12 muestra una
representacion de la actividad frente a los mgs de proteina, de cuya pendiente podemos

obtener la actividad especifica de cada mutante (ver tabla 4.2).
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Figura 4.12. Actividad de tiorredoxina WT y formas mutantes a diferentes concentraciones de
proteina. Los simbolos representan los datos experimentales: WT (circulos rellenos), y formas
mutantes, L7V (cuadrados rellenos), P34H (triangulos rellenos), G74S (hexagonos rellenos),
L7V/P34H (circulos huecos), P34H/G74S (cuadrados huecos), L7V/G74S (triangulos huecos) y
L7V/P34H/G74S (hexagonos huecos). Las lineas representan los ajustes a un polinomio de

primer grado, en cada caso.
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VARIANTE Actividad/mg
WT 0.238+0.007
P34H 0.494+0.008
G74S 0.277+0.012
L7v 0.220+0.008
L7V/IP34H 0.569+0.002
P34H/G74S 0.594+0.011
L7VIG74S 0.297+0.010
L7V/P34H/G74S 0.476+0.011

Tabla 4.2. Actividades de tiorredoxina WT y formas mutantes por mg de proteina, determinadas

mediante ensayos con DTNB (Slaby y Holgrem, 1979).

4.6  Empleo de mutaciones no sugeridas por el alineamiento de secuencias

como control.

Una duda que puede surgir es si existe acoplamiento entre residuos en el caso de
que alguna pareja de residuos no presente un alto valor de covarianza, es decir, que
existan acoplamientos no sugeridos por el alineamiento de secuencias. Para comprobar
esto, se ha realizado el andlisis del ciclo del triple mutante introduciendo la mutacién
T14K en combinacion con los mutantes L7V y G74S. EL valor de covarianza de las
parejas 7-14 y 14-74 es 0.0051 y 0.0057, respectivamente, que es considerablemente

mas bajo que en el caso de las parejas 7-34, 34-74 y 7-74.

El hecho de elegir la mutacion T14K, ademas de por el bajo valor de covarianza

que presenta la posicion 14 con las otras posiciones, es porque tenemos la sospecha de
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que esta mutacion de carga puede estar afectando a la electrostatica del estado
desnaturalizado. Esta variante fue ampliamente caracterizada en la seccion 3. Si
consideramos el hecho de que las mutaciones sugeridas por el alineamiento de
secuencias también pueden estar afectando al estado desnaturalizado, la combinacion de
ambos tipos de mutaciones, por un lado nos puede ayudar al estudio del estado
desnaturalizado y, por otro lado y desde un punto de visto practico, también puede ser

util en el disefio de proteinas de alta estabilidad.

Es importante destacar que los residuos en las posiciones 7, 14 y 74 se
encuentran alejados en la estructura nativa, a distancias superiores a 10 A, evitando asi
cualquier posible interaccion en el estado nativo. La figura 4.13 muestra la estructura de

tiorredoxina WT indicando los residuos en las posiciones 7, 14 y 74

De la misma forma que para las mutaciones sugeridas por el alineamiento de
secuencias, podemos realizar un estudio de estabilidad de los mutantes simples, dobles
y el triple que generan las mutaciones en los residuos especificados L7V, T14K, G748,
L7V/T14K, L7V/G74S, T14K/G74S y L7V/T14K/G74S. Los valores de temperatura de
desnaturalizacion y cambio de entalpia se recogen en la tabla 4.3, obtenidos mediante
experimentos de DSC y analizados segin el modelo de dos estados mediante la

ecuacion (3.8).

El tratamiento de los datos obtenidos para el célculo de valores de energia libre
necesarios para la elaboracion del cubo de triple mutante se hace de la misma forma que

en el caso anterior (apartado 4.3), se calcula el cambio de energia libre segun la
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extrapolacién de Gibbs-Helmholtz a 361 K usando como valor de AC,, 6.1 kJ-K™mol ™,
y el efecto de las mutaciones en la estabilidad termodinamica (valores de AAG), como
la diferencia entre el valor del cambio de energia libre para el mutante y la forma sin

mutar.

Figura 4.13 Representacion de la estructura de rayos X de tiorredoxina WT mostrando los

residuos en posiciones 7, 14, 74.
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El nuevo ciclo de triple mutante se representa en la figura 4.14 y los valores de energia

de acoplamiento en la figura 4.15 Es importante destacar, que todo lo que se dijo

anteriormente acerca del ciclo y de las energias de acoplamiento es aplicable en este

Caso.

VARIANTE Tm(°C) AHm(kJ/mol)
WT 89.2+0.1 43010

L7V 89.710.1 46114
T14K 90.3+0.1 42618
G74S 91.6+0.1 461+2
L7V/T14K 90.8+0.1 49319
L7V/G74S 92.410.1 4305
T14K/G74S 94.0£0.1 49016
L7V/IT14K/G74S 93.610.1 49916

Tabla 4.3 Relacion de temperaturas de desnaturalizacion y entalpia de desnaturalizacion

obtenidos mediante experimentos de DSC, de WT, TI4K, los mutantes simples y dobles y el

mutante triple generados a partir de los mutantes simples L7V, TI4K y G74S. Los datos se han

obtenido a partir del andlisis segun el modelo de dos estados empleando la ecuacion (3.8).
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660 | 7,0,0 @ 0,0,0 | 7.3

2.65

5.63

140 | 7,14,74 0,14,74 | 2.4,

Figura 4.14. Cubo con los resultados del andlisis del triple mutante a partir de los residuos 7,
14 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de
que el residuo haya sido mutado. Los numeros cerca de cada variante, en negrita, son las
energias libres a 361 K en kJ/mol. El efecto de las mutaciones en los cambios de energia libre
(valores de AAG en kJ/mol) esta dado en las flechas que conectan las variantes. Asumimos un

error de 0.2 kJ/mol para los valores de AAG.

A L B L4

-0.32

AG(i,j) < 21G(7,14,74)= 0.73 kdimol ] AG(ij)
—
ryramdi A 0.31 -

Figura 4.15. Energias de acoplamiento (en kJ/mol) calculadas a partir de los 6 ciclos de
dobles mutantes que conforman el ciclo de triple mutante generado a partir de las mutaciones
simples L7V, TI4K y G74S, para dos posibles casos: 1) el tercer residuo permanece igual que
en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El numero en la doble flecha que conecta Ay B

es el efecto de la mutacion en un residuo en la energia de acoplamiento de los otros dos.
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Como puede verse en la figura 4.15, el efecto de mutar un residuo en la energia
de acoplamiento entre los otros dos, AAG((i,j,k) es 0.73 + 0.40 kJ/mol. Este resultado
apoya, en cierta medida, que seria posible detectar acoplamiento a larga distancia a
partir de los alineamientos de secuencias por comparacion con el valor de 1.94 para
AAG((i,j,k) obtenido anteriormente. No obstante, llama la atencion el hecho de que el
valor de AAG((i,j,k), empleando T14K como control, no es cero, dentro del error

experimental, como cabria esperar, lo cual serd discutido en el siguiente apartado.

4.7 Conclusiones

De los datos expuestos en las tablas 4.1 y 4.2, podemos deducir que a partir de
la informacidon obtenida de los alinecamientos de secuencias, hemos obtenido formas
mutantes mas estables que tiorredoxina WT como G74S y L7V/G74S en las cuales la
actividad respecto a WT no se ve afectada. Ademas, hemos visto que la mutacion P34H
produce un aumento notable de la actividad con respecto a WT si bien, es menos estable
que WT y que es posible recuperar gran parte de esa estabilidad perdida combinando la
mutacion P34H con las mutaciones L7V y G74S sin que la actividad de se vea
perjudicada. Por tanto, esto sugiere que seria posible emplear los alineamientos de
secuencias para el disefio de proteinas de alta estabilidad sin perjudicar la actividad.
Este es uno de los objetivos mas ampliamente perseguidos en el disefio de proteinas con
aplicaciones biotecnoldgicas. En nuestro caso, lo novedoso es que partimos del

alineamiento de secuencias para el disefio de proteinas de alta estabilidad.
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4. Alineamiento de secuencias

Asimismo, la informacién obtenida en los alineamientos de secuencias puede
ayudarnos a estudiar el estado desnaturalizado ya que es posible que estas interacciones
estén presentes en dicho estado. En la siguiente seccion se realizard una caracterizacion
cinética de los procesos de replegamiento y desplegamiento de tiorredoxina WT y de las
formas mutantes con objeto de determinar cambios estructurales producidos por las

mutaciones tanto en el estado desnaturalizado como en el estado de transicion.

Por otro lado, y en relacion a la mutaciéon T14K realizada como control, si
tomamos el ciclo de doble mutante que conforman las mutaciones T14K y G74S (figura
4.16), podemos comprobar que la mutacion T14K estabiliza mas en presencia de la
mutacion G74S, llevando el valor de AAG desde 1.25+0.2 kJ/mol hasta 2.13+0.2
kJ/mol, siendo la energia de acoplamiento de este ciclo de -0.88+0.28 kJ/mol. El valor
de AAG de 2.13 esta mas cercano al valor tedrico de la mutacion individual T14K, que

es aproximadamente 2.5 kJ/mol (figura 3.2)

14,0 0,0

A 4

3.07 -0.88 3.95

14,74 |——— 0,74

Figura 4.16. Ciclo de doble mutante para las mutaciones en los residuos 14, 74. Los numeros a
lo largo de las lineas son lo valores de AAG y el valor en el centro es la energia de

acoplamiento, ambos en kJ/mol. Asumimos un error de £0.2 kJ/mol para los valores de AAG.
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Estos resultados sugieren que es posible que la mutacion G74S pueda estar
modificando las interacciones electrostaticas y que esta modificacion se puede estar
produciendo en el estado desnaturalizado, ya que son residuos que se encuentran
alejados en la estructura nativa y segun los alineamientos de secuencias no existe
acoplamiento. Es posible que esta modificacion se esté dando por la alteracion de algin

tipo de estructura residual en el estado desnaturalizado.

No obstante, los efectos observados son pequefios, apenas 1 kJ/mol, asi, la idea
seria combinar diferentes mutaciones tanto de carga como sugeridas por el
alineamiento de secuencias para intentar conseguir efectos mayores en la estabilidad, lo
cual ha abierto una nueva via de investigaciéon que actualmente es seguida en nuestro

grupo por otros miembros.

A la vista de los resultados experimentales, podemos concluir que seria posible
utilizar la informacion obtenida en el alineamiento de secuencias para el disefio de
proteinas y que esta informacion puede ser utilizada desde el punto de vista de la

estabilidad.

166



5. Estudios cinéticos de

tiorredoxina y formas mutantes

167






5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

5.1 Estudio mediante medidas de fluorescencia de las cinéticas de

replegamiento y desplegamiento inducido por urea.

En esta seccion se realizard un estudio cinético para completar el analisis de las
formas mutantes sugeridas por los alineamientos de secuencias. A partir de cinéticas de
replegamiento y replegamiento podremos conocer como afectan las mutaciones

realizadas, entre otras cosas, la estructura del estado de transicion.

5.1.1 Analisis de los perfiles cinéticos de los ensayos de replegamiento y

desplegamiento.

En la seccion 2.2.7 de materiales y métodos se describié el procedimiento
experimental para llevar a cabo las cinéticas de plegamiento y desplegamiento seguidas
por medidas de fluorescencia y de como a partir de estas cinéticas se podian obtener los
valores de T mediante el ajuste de los perfiles cinéticos a las ecuaciones (2.43) y (2.45).
Alli se realizé la descripcion para tiorredoxina WT. De la misma forma se pueden
realizar las cinéticas de desplegamiento y replegamiento para todas las formas mutantes
sugeridas por los alineamientos de secuencias, obteniendo similares perfiles que se

deben de analizar con las mismas ecuaciones.

En las figuras 5.1 a 5.7 podemos ver algunas cinéticas de plegamiento y
desplegamiento seguidas mediante medidas de fluorescencia para todas estas formas

mutantes, asi como los correspondientes ajustes.
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Figura.5.1 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para G74S después de transferir
una alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles de
desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas
(tampon acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la
concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitacion 276 nm y la de
emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las

ecuaciones (2.43) y (2.45).
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Figura 5.2 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para L7V después de transferir una
alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles de
desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas
(tampon acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la
concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitacion fue 276 nm y la de

emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las

ecuaciones (2.43) y (2.45).
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Figura 5.3 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para P34H después de transferir
una alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles de
desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas
(tampon acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la
concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mlL, la longitud de onda de excitacion fue 276 nm y la de
emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las

ecuaciones (2.43) y (2.45).
172



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

250 A P34H/G74S
M
«
© 200 -
E
@ 6.71 M
o 150 -
[}
3
S 400 - 6.22 M
=) 5.73 M
50 - s6m M
0 1000 2000 3000 4000
Tiempo (s)
700
P34H/G74S
o 600
o 7.6 M
8 500
3
T 400
) 6.8 M
() —@—
T 300
ke
[en
S 200 6.1 M
100
0 2000 4000 6000

Tiempo (s)

Figura 5.4 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para P34H/G74S después de
transferir una alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles
de desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas
(tampon acuoso HEPES SmM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la
concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitacion fue 276 nm y la de
emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las

ecuaciones (2.43) y (2.45).
173



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

400
_ L7VIG74S
& 350
<
© 300
©
(7]
T 250
© ] 7.36 M
©
= 6.83 M
= 200 -
- 598 M 6.43 M
5.49 M
150 1 1 1
0 2000 4000 6000 8000
Tiempo (s)
700
L7VIG74S

% 600 A 9.00 M
R
© 8.55 M
£ 500 -
3 8.19 M
o 400 -
9 8.05 M
S 300 A : AReo' 7.82 M
c
= 500 % 6.83 M

100 (] (] (]

0 2000 4000 6000 8000
Tiempo (s)

Figura 5.5 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para L7V/G74S después de
transferir una alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles
de desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas
(tampon acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la
concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitacion fue 276 nm y la de
emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las
ecuaciones (2.43) y (2.45).
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Figura 5.6 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para L7V/P34H después de
transferir una alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles
de desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas
(tampon acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la
concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitacion fue 276 nm y la de
emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las

ecuaciones (2.43) y (2.45).
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Figura 5.7 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 °C de replegamiento para L7V/P34H/G74S después de

transferir una alicuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles

de desplegamiento a 25 °C después de transferir una alicuota de proteina en condiciones nativas

(tampon acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la

concentracion de proteina fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitacion fue 276 nm y la de

emision 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes a las

ecuaciones (2.43) y (2.45).
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5.1.2 Analisis segun el modelo cinético de dos estados.

La representacion del logaritmo neperiano de las constantes de velocidad
aparentes obtenidas a partir de los perfiles cinéticos en funcidon de la concentracion de
desnaturalizante, posee forma de “V” y recibe el nombre de Chevron (figura 5.8), cuyo
minimo coincide de manera aproximada con Cj;,, donde kp=kr. La rama
correspondiente a alta concentracion de desnaturalizante corresponde al proceso de
desplegamiento de la proteina inducido por saltos a concentraciones de urea superiores a
Cip, v se cumple que kp>>kr, mientras que la rama para bajas concentraciones de
desnaturalizante corresponde al proceso de replegamiento que tiene lugar al transferir la
proteina desplegada a concentraciones menores que C;». En esta rama, al contrario que

anteriormente, se cumple kp<<kp.

Numerosas son las referencias que obtenemos de estudios de este tipo en la
bibliografia, tales como Beasty et al., 1986; Kelley et al., 1986 a y b; Matthews y Hurle,
1987; Perry et al., 1989; Chen et al., 1989 a y b; Chen et al., 1992; Ibarra-Molero y

Sanchez-Ruiz, 1997.

La gréfica en chevron se interpreta de acuerdo al modelo cinético de dos estados,
para el cual el proceso de plegamiento y desplegamiento se produce solo entre estado
nativo y desplegado sin que ningin intermedio cinético llegue a poblarse
significativamente. Esto es asi ya que, en nuestras condiciones de trabajo el
desplegamiento y replegamiento de tiorredoxina se describen bien mediante una {inica

exponencial. Para el caso de tiorredoxina se observa una ligera curvatura en la rama de
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replegamiento a concentraciones de urea por debajo de 4 M lo cual podria deberse a la
presencia de intermedios cinéticos. En nuestro caso el limite inferior es 4.5 M (el dato

representado a 4.2 M en el chevron, es ilustrativo y no se considera en el andlisis).

4.5

S0
55
6.0
6.5

In (k/s™)

-10F
-5 F

_8.0 1 1 1 1 1 1 1
3 4 &5 6 7 8 9 10 N

[Urea] (M)

Figura 5.8. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y replegamiento con la
concentracion de urea para tiorredoxina WT, representacion denominada Chevron. Los
circulos representan los experimentos en la direccion del desplegamiento, los cuadrados en la

direccion del replegamiento. La linea continua representa el ajuste mediante las ecuaciones

(5.2), (5.4) y (5.5).

Segtn el modelo de dos estados:

Ke

N =D
Kp

k=PI K (5.1)
[N] ki
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kr 'y kp son las constantes de velocidad de los procesos de plegamiento y
desplegamiento, respectivamente. La constante de velocidad aparente viene dada por la

suma de las dos:
Ink =In(k, + k) (5.2)

Los datos cinéticos se analizan de acuerdo con la teoria del estado de transicion

mediante la ecuacion de Eyring:

i
lnkzcte—£ (5.3)
RT

donde AG” es el cambio de energia de Gibbs de activacion.

Si observamos las dos ramas del chevron vemos que existe una linealidad de Ink
con C, lo cual implica una dependencia lineal del cambio de energia de Gibbs de
activacion con la concentracion. Las expresiones que relacionan kr y kp con la

concentracion de urea se deducen de la teoria del estado de transicion (Chen et al.,

1992):

mpy_
Ink, :1nk1/2+RLTi-(C—C”2) (5.4)

my,_
Ink, =lnk1/2+ﬁ-(C—Cm) (5.5)
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donde &, es el valor de kr y kp cuando C=Cj,,. mp., y my., describen el efecto de la
concentracion de urea en las energias de Gibbs de activacion para el plegamiento y

desplegamiento, respectivamente, de forma que:

0G,_,
L= 2 5.6
mp_ { ac ] (5.6)
My . =— OAGy (5.7)
i} oC

Se ha supuesto una dependencia lineal del cambio en las energias de Gibbs de
activacion con la concentracion de urea, esto es, mp., y my., se han tomado como

constantes.

El ajuste de los datos del chevron, empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) ha

sido realizado usando los programas MLAB y Matlab.

El valor de m;,; correspondiente al equilibrio se puede calcular a partir de los

valores cinéticos mp.; y my.,dado que:

AGY = AG + AG}, (5.8)

entonces:

My, =my —Mp 4 (5.9)
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Esta ecuacion constituye un test de dos estados en cinética.

El estudio de los valores de m;», mp.y y my; es de gran interés, ya que éstos
estan relacionados con los cambios de drea expuesta de los estados implicados
producidos por las mutaciones. Para el caso de m,,, ésta se relaciona con el cambio de
area expuesta en el paso de estado nativo a desplegado, mp.; se relacionan con el
cambio de area expuesta producido en el paso desde el estado desplegado al estado de
transicion, es decir en el proceso de plegamiento, y my.; se relaciona con el cambio de
area expuesta en el proceso de desplegamiento desde el estado nativo al estado de
transicion. Por esto, este analisis nos sera util en el estudio estructural del estado de

transicion y del estado desnaturalizado.

Al igual que hemos hecho para la forma WT, podemos obtener representaciones
chevrons para todas las formas mutantes. Estas representaciones se muestran en las
figuras 5.9 a 5.15 junto con el chevron correspondiente a la forma WT pudiéndose

observar asi los cambios.

Los resultados para los valores de m;», mp.; y my.; se muestran en la tabla 1.
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Figura 5.9. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al

mutante G74S. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de dos estado,

(ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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Figura. 5.10. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al
mutante L7V. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de dos estados

(ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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WT y P34H
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Figura. 5.11. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al
mutante P34H. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de dos estados

(ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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Figura. 5.12. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al
mutante P34H/G74S. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de dos

estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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WT y L7VIG74S
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Figura. 5.13. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al

mutante L7V/G74S. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de dos

estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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Figura. 5.14. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al
mutante L7V/P34H. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de dos

estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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Figura 5.15. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con
la concentracion de urea. Los simbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al
mutante L7V/P34H/G74S. Las lineas corresponden a los ajustes segun el modelo cinético de

dos estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)).
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Variante Cip Mp.4 My.4 My,
(M) (kd'mol"-M1)  (kd:mol**M-")  (kJ-mol!-M-")
WT 7.10+0.09 -2.33 £0.13 3.09 £0.19 5.42 +0.08
L7v 7.19+£0.17 -2.29 +0.26 2.90 +0.25 5.19 £0.11
P34H 6.30+£0.12 -1.37 £0.27 3.41 £0.13 4.78 £0.09
G74S 7.4910.06 -3.02 £0.11 2.84 +0.13 5.86 +0.09
P34H/G74S 6.791£0.13 -2.20 +0.30 3.31 £0.20 5.51 £0.22
L7VIG74S 7.7210.16 -3.24 +0.29 2.63 £0.40 5.87 £+0.16
L7V/IP34H 6.40+0.16 -2.09 +0.44 3.43 £0.22 5.52 +0.15
L7V/IP34H/G74S 7.00+0.06 -2.46 £0.12 3.11 £0.10 5.57 £0.09

Tabla. 5.1. Valores de Cyj, mp.;, my; y my, obtenidos a partir del ajuste de los chevrons seguin

el modelo cinético de dos estados. Los errores proceden del ajuste.

A la vista de los valores de m;», podemos ver que, de todos los mutantes, la
forma P34H es la que presenta un valor significativamente menor que el resto. En
concreto esta disminucion se atribuye al bajo valor de mp.; que se relaciona con la

pendiente de la rama de replegamiento (rama izquierda del chevron).

5.2  Desplegamiento de P34H, WT y G74S inducido por urea seguido

mediante ensayos de doble salto.

5.2.1 Conceptos y procedimiento experimental.

Se podria pensar que el menor valor de m;, de P34H podria deberse a la
presencia de intermedios cinéticos, por lo que el ajuste segun el modelo de dos estados
no seria apropiado. Para salir de esta duda podemos realizar ensayos de desplegamiento

de doble salto y comparar los resultados obtenidos con los del analisis del chevron. En
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estos ensayos partimos de proteina incubada a diferentes concentraciones de urea, y la
llevamos hasta condiciones fuertemente desnaturalizantes, que en nuestro caso
estuvieron en el rango de 9.44 - 9.57 M, segun el experimento. Por esto, este ensayo es
especifico de estado nativo, ya que cualquier estado parcialmente desplegado
desnaturaliza més rapido (Schmid, 1992) y el proceso observado es realmente el

desplegamiento desde estado nativo hasta estado desnaturalizado.

Para realizar estos experimentos transferimos una alicuota de la muestra a la
célula de medida del fluorimetro termostatizada a 25 °C, y seguimos la cinética de
desplegamiento mediante el cambio en la sefial de intensidad de fluorescencia con el
tiempo. La concentracién de proteina final en la cubeta fue de aproximadamente 0.02
mg/mL. Es importante que las condiciones finales sean exactamente iguales en todos los
experimentos, es decir, igual concentracién de proteina y urea, pero sobre todo en este
ultimo aspecto ya que al tener diferentes concentraciones de urea en las muestras
iniciales, estamos alterando de forma diferente la concentracion final de
desnaturalizante en la célula de medida al afiadir la alicuota de proteina en cada caso.
Para que las condiciones finales en la cubeta sean similares, evitando asi una variacion
de las constantes de velocidad de las cinéticas como consecuencia, debemos anadir un
volumen igual en todos los casos que contenga la cantidad de urea necesaria para

compensar la afiadida en la muestra mas concentrada.

Es necesario realizar un experimento control partiendo de proteina en tampdon
acuoso hasta exactamente las misma condiciones, obtendremos una cinética con una
amplitud AZ” que corresponde al 100% de estado nativo (xy=1). La comparacién de este

control con el resto de las muestras nos da una doble informacion:
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1). Si el valor de t de todas las cinéticas permanece constante dentro de la
incertidumbre experimental, entonces las moléculas en estado nativo que existen en el
rango de concentracion de urea en el cual se produce la transicion, son indistinguibles
de aquellas que existen en condiciones nativas.

2). La amplitud de la cinética de desplegamiento con respecto al control es una

medida directa de la fraccion de moléculas en estado nativo:

Xy = (5.10)

Por tanto, podemos disponer tanto de los perfiles de Al frente a C como de los
perfiles de xy frente a C. Estos ultimos perfiles pueden compararse con los obtenidos
por el cambio de cualquier propiedad espectroscopica con el disolvente. Si las curvas
coinciden, entonces la presencia de intermedios de caracteristicas diferentes al estado
desnaturalizado es poco probable. Por el contrario, si la concentracion de moléculas en
estado nativo disminuye a mas velocidad que la propiedad fisica medida, entonces
podriamos tener un intermedio significativamente poblado diferente del estado
desnaturalizado en esa propiedad y que desnaturaliza mas rapido en el ensayo de
desplegamiento.

Es importante destacar que mediante estos ensayos no es necesario presuponer
ningun tipo de mecanismo de desplegamiento ya que lo que medimos es directamente la
fraccion de moléculas en estado nativo. Ademas, no se necesita hacer extrapolacion de
las lineas base ya que éstas son 1 y 0 antes de la transicion y después de la transicion,

respectivamente.

191



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

5.2.2 Analisis de los perfiles de Al frente a C segin el modelo de dos

estados.

Para obtener los perfiles de Al frente a C primero es necesario analizar los
perfiles de intensidad de fluorescencia frente a tiempo obtenidos a partir de los ensayos
de doble salto, los cuales se pueden analizar mediante la ecuacion (2.43). De estos
experimentos podemos obtener el tiempo de relajacion 1, la intensidad a tiempo infinito
I, y la amplitud de la cinética de desplegamiento A/. Como hemos visto antes, la
fraccion molar de moléculas en estado nativo es xy =AI/AI’ y también sabemos que la

fraccion molar se relaciona con la constante de equilibrio segun:

v = 1+1K (5.11)
y K viene dada por:
-AG
K= e(RTJ (5.12)
donde
AG =-m,,,(C-C,,,) (5.13)

Sustituyendo las ecuaciones (5.12) y (5.13) en la ecuacion (5.11) y considerando la

ecuacion (5.10), podemos obtener la relacion de Al con C, que es:

A]O

my;(C=Cy)y)/ RT

Al

= (5.14)
1+e
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donde AI°, m;;; y Cy)» son parametros ajustables.

Por tanto, si disponemos de los perfiles de Al frente a concentracién de urea
podemos obtener los valores de m;, y C;2. En esos ajustes las lineas base de los
estados nativo y desplegado estan perfectamente definidas, con lo que se evita la
incertidumbre asociada a la determinacion de éstas. En las figuras 5.16 a 5.18 se
muestran los perfiles de intensidad de fluorescencia frente a tiempo y Al frente a

concentracion de urea para WT, G74S y P34H, respectivamente.

Aunque nuestro primer objetivo era comprobar la validez del modelo de dos
estados para P34H, se crey6 conveniente realizar los experimentos de doble salto para
WT (a modo de control) y G74S (ya que posee una mayor estabilidad y un valor de m;,

algo mayor que el de WT).

EL valor de t para WT, P34H y G74S permanece constante dentro del error
experimental. No obstante, se realizé un ajuste global de todas las cinéticas para cada
variante fijando el valor de t para todos los perfiles. Para el célculo del t 6ptimo, se
realizaron los ajustes, mediante la ecuacion (2.43), fijando diferentes valores de 1. La
representacion de la suma de los cuadrados de los errores de todos los ajustes frente a
los diferentes valores de t, nos permite obtener el T 0ptimo que se corresponde con el
minimo de dicha representacion, tal y como podemos ver en las figuras 5.19 y 5.20. No

obstante los ajustes son buenos también con diferentes valores de .
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Figura 5.16. (Arriba) Perfiles de intensidad de fluorescencia frente al tiempo tomados después
de transferir una alicuota de WT a condiciones fuertemente desnaturalizantes (9.44 M Urea, pH
7, T= 25 °C, concentracion final de proteina 0.02 mg/mL). Las concentraciones de urea en las
disoluciones de partida fueron: 7.59 M (circulos); 7.33 M (cuadrados); 6.59 M (triangulos),
5.61 M (diamantes). Las lineas representan los ajustes mediante la ecuacion (2.43). (Abajo)
Amplitudes de desplegamiento frente a concentracion de urea. La linea representa el ajuste

segun la ecuacion (5.14).
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Figura 5.17 .(Arriba) Perfiles de intensidad de fluorescencia frente al tiempo tomados después
de transferir una alicuota del mutante G74S a condiciones fuertemente desnaturalizantes (9.44
M Urea, pH 7, T= 25 °C, concentracion final de proteina 0.020 mg/mL). Las concentraciones
de urea en las disoluciones de partida fueron: 8.12 M (circulos); 7.98 M (cuadrados); 7.65 M
(triangulos); 6.40 M (diamantes). Las lineas representan los ajustes mediante la ecuacion
(2.43). (Abajo) Amplitudes de desplegamiento frente a concentracion de urea. La linea

representa el ajuste segun la ecuacion (5.14).
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Figura 5.18 .(Arriba) Perfiles de intensidad de fluorescencia frente al tiempo tomados después
de transferir una alicuota del mutante P34H a condiciones fuertemente desnaturalizantes (9.44
M Urea, pH 7, T= 25 °C, concentracion final de proteina 0.020 mg/mL). Las concentraciones
de urea en las disoluciones de partida fueron: 7.08 M (circulos); 6.34 M (cuadrados); 5.65 M
(triangulos); 4.88 M (diamantes). Las lineas representan los ajustes mediante la ecuacion
(2.43). (Abajo) Amplitudes de desplegamiento frente a concentracion de urea. La linea

representa el ajuste segun la ecuacion (5.14).
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Figura. 5.19. Suma de los cuadrados de los errores de los ajustes de los perfiles de intensidad
de fluorescencia frente a tiempo obtenidos mediante ensayos de doble salto (ecuacion (2.43)),
frente a diferentes valores de t. El minimo de la curva representa el T optimo que se selecciono
para realizar el ajuste global de las cinéticas. Arriba se representa para WT y abajo para el

mutante G74S. Las lineas representan el ajuste a un polinomio de grado 4.
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Figura 5.20. Suma de los cuadrados de los errores de los ajustes de los perfiles de intensidad
de fluorescencia frente a tiempo obtenidos mediante ensayos de doble salto (ecuacion (2.43)),
frente a diferentes valores de 1. El minimo de la curva representa el T dptimo que se selecciono
para realizar el ajuste global de las cinéticas, para el mutante P34H. La linea representa el

ajuste a un polinomio de grado 4.

EL anélisis para la determinacion del T dptimo arroja unos valores de 177.4 s
para WT; 565.5 s para G74S y 22.7 s para P34H. Estos valores se emplearon para

realizar el ajuste global de las cinéticas.

Los valores de mj, obtenidos mediante los experimentos de doble salto, se
muestran en la tabla 5.2 y como se puede observar concuerdan, dentro del error

experimental, con los valores de m;, obtenidos en los chevrons (tabla 5.1). Esto

198



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

apoyaria la validez del modelo de dos estados. Hay que destacar que los errores de los
valores de m;, obtenidos mediante los experimentos de doble salto son algo mayores

que los obtenidos a partir de los chevrons.

Variante Cip My
(M) (kd.mol*-M-1)

WT 6.88+0.06 5.68+0.36
G74S 7.41+0.06 6.03+0.50
P34H 5.91+0.04 5.06+0.40

Tabla 5.2. Valores de C,; y my; obtenidos a partir de los experimentos de doble salto. Los

ajustes se realizaron segun el modelo de dos estados mediante la ecuacion (5.14).

5.2.3 Analisis global de los perfiles de Al frente a C y de los chevrons.

Como quiera que disponemos de valores de C;» y my, obtenidos de dos
procedimientos distintos, podemos realizar un ajuste global de ambos empleando las
ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14) que tienen como parametros ajustables comunes
Cy, y my;. Mediante el ajuste global se consigue el mejor ajuste para ambos conjuntos y
se puede comprobar si nuestro analisis es robusto. No obstante, y debido a que los
puntos de los dos conjuntos de datos no estan afectados del mismo error, el ajuste global
se conviene que se haga con peso. Este ajuste se realizd con el programa MLAB y
aparte de tener las dos matrices de datos, debemos introducir dos vectores, uno para
cada conjunto, que sean la inversa de la varianza. Con estos vectores podremos pesar los
ajustes. Los ajustes globales fueron buenos como puede observarse en las figuras 5.21,

5.22y5.23.
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Figura 5.21. Ajuste global para los conjuntos de datos, amplitud frente a concentracion de urea
(arriba) y constantes de velocidad aparentes frente a concentracion de urea para WT (abajo)
empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14). Los ajustes se realizaron con peso
empleando el vector de varianza. Las lineas representan el ajuste y los puntos los datos

experimentales.
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Figura 5.22. Ajuste global para los conjuntos de datos, amplitud frente a concentracion de urea
(arriba) y constantes de velocidad frente a concentracion de urea para G74S (abajo)
empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14). Los ajustes se realizaron con peso
empleando el vector de varianza. Las lineas representan el ajuste y los puntos los datos

experimentales.
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Figura 5.23. Ajuste global para los conjuntos de datos amplitud frente a concentracion de urea
(arriba) y constantes de velocidad frente a concentracion de urea para P34H (abajo)
empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14). Los ajustes se realizaron con peso
empleando el vector de varianza. Las lineas representan el ajuste y los puntos los datos

experimentales.
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A partir de los ajustes globales podemos obtener de nuevo los valores de Cy» y

mys; los cuales se muestran junto con su error en la tabla 5.3

Variante Cip My,
(M) (kJ.mol"-M-1)

WT 6.90+0.03 5.63+0.20
G74S 7.40+0.03 5.96+0.17
P34H 5.91+0.03 5.06+0.23

Tabla 5.3. Valores de C;, y m;;; obtenidos a partir de los ajustes globales de los experimentos

de doble salto y de los chevron.

5.3  Analisis de los valores de my,, Mp_; Y My.+.

Los resultados anteriores, muestran que los valores de m;, mp.; y my.y, para los
mutantes P34H, G74S y WT, obtenidos mediante cinéticas de desplegamiento y
replegamiento, concuerdan, dentro del error experimental, con los valores obtenidos
mediante ensayos de doble salto. Esto avala, en estos casos (y en el resto de mutantes

también) el andlisis segun el modelo cinético de dos estados.

A partir de los datos de la tabla 5.1, podemos realizar una representacion de m;,»,

mp.; y my.; frente a C;, para todos los mutantes sugeridos por el alineamiento de

secuencias, la cual se muestra en la figura 5.24.
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Figura 5.24. Valores de my; (A), my; (B) y mp; (C) para tiorredoxina WT y las formas
mutantes del ciclo de triple mutante frente a Cy;,. Los puntos corresponden a los valores
obtenidos de los ajustes de los chevrons segun las ecuaciones (5.2), (5.4) y (5.5) (tabla 5.1). Las
lineas corresponden a los ajustes lineales de los datos experimentales y los errores se obtienen

de los ajustes de los chevrons. Las unidades de las pendiente indicadas son kJ-mol™-M”.

204



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

De la misma manera que hicimos en la seccion 4 con los valores de AG para las
mutaciones, podemos realizar un cubo con los valores de m;,, (tabla 5.1) y obtener los
valores de Am;.. De esta forma podemos determinar como cambian los valores de m;/»
con las mutaciones (ver figura 5.25). Asi, podemos hablar de valores de A m;, y

valores de acoplamiento A m(i,j) (figura 5.26), definidos como:

Am,, (i, j) = Am, (i, j = 0, j) — Am, , (1,0 — 0,0) (5.15)

0.06£0.21
5.51:0.22 | 7.0 () 5.5740.09
0.73£0.23
0.05£0.17
0.74£0.17
4.78+0.09| 7,0,74 1 0,0,74 (5.52¢0.15
x ) -0.30£0.18
-0.3540.23
0.33£0.18
-0.640.12 Dors032
.01z0.
5.860.09 | 7,340 > 0,34,0 | 5.8710.16
0.68£0.19
5.42+0.08 > 0,34,74 | 5.19:0.11
7,34,74 -0.23+0.14

Figura 5.25 Cubo con valores de m,, (tabla 5.1), situados en los vértices y en negrita. Los
valores de Am,, estan situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones en
posiciones 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o

. . , W
ceros en caso de que el residuo haya sido mutado Los valores estan expresados en kJ-mol”-M".
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A 34 B 34

-0.97+0.21 -0.2910.26 -0.05+0.29 0.63%0.25
Ay (i) € AAm,, (7,34,74)= 0.9220.36 P /Am,,(ij)
¢ > —
-0.25£0.35 74 0.6820.27 74

Figura 5.26. Valores de acoplamiento Am;; (i,j) calculados a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos. 1) el tercer residuo
permanece igual que en WT (4); 2) el tercer residuo estda mutado (B). El numero en la doble
flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en Am,;, de acoplamiento de

, 13 gl
los otros dos. Los valores estan expresados en kJ-mol"-M".

Como ya hemos visto, a partir del ajuste de los chevrons mediante las
ecuaciones (5.2), (5.4) y (5.5) también podemos calcular los valores de mp.; y my.y
(tabla 5.1). De manera analoga, podemos realizar los cubos para el caso de mp.; y my.;

(figuras 5.27 a 5.30).

A partir de los valores de Am;;, A mp.; y Amy.; que obtenemos de los cubos del
triple mutante, podemos realizar una representacion de A mp.; y Amy.; frente a Am;,»
para cada una de las mutaciones (ver figura 5.31). Esta representacion implica tres
conjuntos de mutaciones, ya que si tenemos en cuenta que tenemos WT y tres mutantes
simples L7V, P34H y G748, cada mutacion se puede realizar sobre 4 formas diferentes
(por ejemplo, la mutacion L7V se puede realizar sobre WT, P34H, G74S y
P34H/G74S), de ahi que en total tengamos 12 puntos. Cada uno de estos conjuntos de
mutaciones representa las cuatro aristas en la misma direccion de los cubos de las

figuras 5.27 y 5.29 frente a las correspondientes aristas del cubo de la figura 5.25.
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2.20£0.30( 7.0.0 0.2620.32 0,0,0 | -2.46£0.12
A
-0.83£0.4Q
-0.37+0.46
-0.7210.51\
-1.37¢0.27] 7,0,74 > 0,0,74 |-2.0040.44
* 7 \ 0.78+0.31
0.82+0.32
0.20+0.51
0.99+0.30 0294031
-0.22%0.
-3.020.11| 7,34,0 > 0,34,0 | -3.24%0.29
-0.6910.17
-0.9540.39
-2.330.13 > 0,34,74 | -2.29t0.26
7’34’74 0.04+0.29

Figura 5.27 Cubo con valores de mp.; (tabla 5.1), en los vértices y en negrita. Los valores de
Amp_y, estan situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones en posicion 7, 34 y
74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de que

el residuo haya sido mutado. Los valores estin expresados en kJ-mol'-M".

A 34 B 34

-0.5810.52

0.760.58 0.1410.43 0.0410.33
Amp, 4 (i.]) €— MM, (7,34,74)= 0.7220.75 =P /Amp, (i,j)
— —
0.26£0.42 4 -0.460.60 74

Figura 5.28. Valores de acoplamiento Amp.;; (i,j) calculados a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos: 1) el tercer residuo
permanece igual que en WT (A),; 2) el tercer residuo esta mutado (B). El numero en la doble
flecha que conecta Ay B es el efecto de la mutacion en un residuo en A m p.; de acoplamiento

. -1 g1
de los otros dos. Los valores estin expresados en kJ-mol”-M
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-0.20£0.22 3.11£0.10

3.3120.20 [ 7.0.0

-0.100.23
-0.32+0.24

0.02:0.25
3.41:0.13| 7,0,74 1 0,0,74 [3.4320.22
7y 0.48£0.41
0.48£0.25
0.53£0.33

0.3240.23 221505

-0.21%0.
2.84:0.13 | 7,34,0 > 0,34,0 | 2.630.40

-0.2540.23
20.2740.47

Y

0,34,74 | 2.900.25

3.00:0.19 | 7,34,74

-0.19+0.31

Figura 5.29 Cubo con valores de my.; (tabla 5.1), en los vértices y en negrita. Los valores de
Amy.y, estan situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones en posicion 7, 34 y
74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de que

el residuo haya sido mutado. Los valores estin expresados en kJ-mol-M".

A 34 B 34

0.05%+0.52
Amy (i,])

-0.15£0.34 -0.01+0.48

€ 2Am,(7,34,74)= 0.20£0.60 >
0.02£0.35 74 0.22£0.36 74

-0.21+0.58

Amy (i)

Figura 5.30. Valores de acoplamiento Amy.;;(i,j) calculados a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos. 1) el tercer residuo
permanece igual que en WT (4); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El numero en la doble
flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en A m y.; de acoplamiento

J4 -1 -1
de los otros dos. Los valores estin expresados en kJ-mol " -M
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1.0

'2 -
< 05 F

5 -

.E 0.0 I N =
-5
X h .

++ '_ B

EDI -05 B 1 } —_

|_
< 1ot
_15 | | B |
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Am,, (kJ-mol-M™)

Figura 5.31 Valores de Amy.; frente a Am,;, (A) y Amp.; frente a Amy,; (B) para los mutantes
que implican a P34H (circulos negros); L7V (cuadrados rojos) y G74S (triangulos rojos) (ver
texto). Los simbolos sdlidos representan los valores obtenidos a partir de los cubos de triple
mutante, figuras 5.25, 5.27 y 5.29. Las barras de error se obtienen por procedimientos
estandar de calculo de errores a partir de los errores, obtenidos de los ajustes de los chevrons,

de M.y, My Y Mp_y.
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Como puede verse en la figura 5.31, los valores de Amy.; y Amp.y frente a Am;,
se disponen fundamentalmente en los cuadrantes superior izquierdo e inferior derecho.
A partir de los cubos de los diferentes valores de m podemos hacer una grafica del valor
absoluto de Am;,, frente al menor valor de m;,»; de las dos formas involucradas en una
mutacion (figura 5.32). Como puede observarse se llega a un valor maximo de m;,,, en
torno a 5.9 kJ-mol'l-M'l, para el cual Am;;, se hace cero. Estos resultados serdn

discutidos en el apartado 5.6 de conclusiones.

1.0 F
s _
s 05} .
E T
=S
=
o
e et
< O00F
-0.5 : : :
4.5 5.0 55 6.0

Menor valor de m, , por pareja (kJ-mol™-M™)

Figura 5.32 Valor absoluto de Am,; (figura 5.25) frente al menor valor de m,,, de las dos forma
implicadas en cada mutacion (tabla5.1). Las formas que implican la mutacion P34H se
muestran con circulos negros, cuadrados rojos para la mutacion L7V y triangulos rojos para la

mutacion G74S.
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5.4  Analisis de los valores de AG obtenidos a partir de cinéticas de

replegamiento-desplegamiento inducido por urea.

Para obtener los valores de AG a diferentes concentraciones de urea, podriamos
emplear la ecuacion (5.13). No obstante, para hacerlo con un menor grado de error
podemos introducir AG, considerando la ecuacion (5.8), en la ecuacidon que describe la
dependencia de la constante de velocidad aparente con la concentracion de urea (ajuste
de los chevrons); la diferencia en este caso es que en lugar de emplear C;» las
ecuaciones estan escritas en términos de una C general. Debemos de considerar que
para C£Cy» kr # kp, quedando las ecuaciones (5.4) y (5.5) definidas, respectivamente

COmo:

Ink, =lnk;+mD;-(C—C*) (5.16)
Ink, = Ink, + mN;‘ {c-¢) (5.17)

donde k, y k, son las constantes de plegamiento y desplegamiento a C=C,

respectivamente. Como quiera que a alta concentracion de desnaturalizante el estado
desnaturalizado estd favorecido; K es mucho mayor de 1, kp>>kr y por tanto la
constante de velocidad aparente es aproximadamente kp. Por el contrario, a baja
concentracion el estado favorecido es el estado nativo y kp<<kpr, ahora la constante de
velocidad aparente es aproximadamente kr. El ajuste de los chevrons a un valor alto y
bajo de C* empleando las ecuaciones (5.2), (5.16) y (5.17), permite obtener los valores
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de kr y kp con mayor exactitud ya que ambas serian pardmetros ajustables y podemos

conocer sus errores a partir del ajuste.

Realizamos los ajustes de los chevrons a las concentraciones C =5.2M y C'=8.2
M. También se realizan estos ajustes a C =7.1 M, que es C;» de WT. Obviamente, para
el caso de WT, el ajuste a C'=7.1 M, da valor cero para AG. Estos ajustes los podemos
hacer para todas las formas. Con los valores de AG obtenidos, de nuevo podemos
confeccionar los cubos del triple mutante para las tres concentraciones y obtener los
correspondientes valores de AG de acoplamiento. Los cubos y las energias de
acoplamiento, determinadas mediante la ecuacion (4.4) para las tres concentraciones,

52 M, 7.1 My 8.2 M se muestran, en las figuras 5.33 a 5.38.

Ademas de los valores de AG, resulta de interés para el estudio del estado de
transicion, el cambio de energia de activacion AG’. No obstante, no es posible
determinar el valor de AG’ ya que segun la ecuacion (5.3), existe una constante de
integracion que a priori no conocemos su valor. Sin embargo, y empleando la ecuacion
(5.3), si podemos determinar el cambio en la energia de activacion asociado a una
mutacion, AAG’, tanto para los procesos de desplegamiento como de replegamiento, a
partir de los valores de kr y kp que obtenemos de los ajustes para las tres mencionadas

concentraciones. Al igual que con los valores de AG podemos hacer los cubos con los

valores de AAG) y AAG}, y determinar las energias de acoplamiento también mediante

la ecuacion (4.4). Estos cubos se muestran en las figuras 5.39 a 5.50.
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8.74:0.68 [ 7 0 0 1.04£0.56 0,0,0 | 9.780.31
A
3.50£0.82
3.13+0.78
1.41:0.85
5.24:0.46 | 7,0,74 > 0,0,74 |6.65:0.72
A -5.0411.42
-4.6940.73
-3.68+1.17
-5.04+0.82
1.3941.45
13.43x0.44] 7,34,0 > 0,34,0 | 14.82%1.39
3.15+0.81
4.49+1.67

\ 4

10.28£0.68 | 7,34,74

0,34,74 | 10.33£0.92
0.05%£1.14

Figura 5.33. Cubo con valores de AG obtenidos a partir de los ajustes de los chevrons, para
C*=5.2 M (ver texto), en los vértices y en negrita. Los valores de AAG estdn situados a lo largo
de las flechas, para todas las mutaciones a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes
variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de que el residuo haya

. ’ -1
sido mutado Los valores estan expresados en kJ-mol .

A 34 B 3
-1.36£1.10

'Y
14

4
-0.35%1.10 0.35%+1.60 1.36%1.83
€ 1AG(7,34,74)= 1.71$1.94 AG(ii)
T 1.34:1.84 ) g

AG(i)) >
r 0.37%1.03 4

Figura 5.34. Energias de acoplamiento calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles mutantes
que conforman el ciclo de triple mutante para C=5.2 M, para dos posibles casos: 1) el tercer
residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo estd mutado (B). El numero en la
doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la energia de

. , -]
acoplamiento de los otros dos. Los valores estan expresados en kJ-mol ™.
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-0.98£0.77 | 7.0.0 0.18+0.83 0,0,0 | -0-800.31
A
2.85£0.1.04
3.05£1.08
-0.02¢1.25 _
-3.830.70| 7,0,74 > 0,0,74 |.3.85:1.04
7 X -4.46+1.05
-3.28+0.96
-4.3311.34
-3.83+0.86
1.36£1.17
2.30%0.61 > 0,34,0 | 3.66%1.00
2.30£0.80
3.18+1.31

0.00£0.51 | 7,34,74 0,34,74 | 0.48+0.85

\ 4

0.48+0.70

Figura 5.35. Cubo con valores de AG obtenidos a partir de los ajustes de los chevrons, para
C*=7.1 M (ver texto), en los vértices y en negrita. Los valores de AAG estan situados a lo largo
de las flechas, para todas las mutaciones a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes
variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de que el residuo haya

. ’ -1
sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol”.

A 34 B 34

0.50+1.59 -0.55%1.29 1.18%1.42 0.13%1.70

AAG|(7,34,74)= 0.68+2.13 AG(i,j)

AG(i,j)

[
L4

\
-0.8811.36

v

74

74 <
-0.20%1.50

Figura 5.36. Energias de acoplamiento calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles mutantes
que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=7.1 M, para dos posibles casos: 1) el tercer
residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo estd mutado (B). El numero en la
doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la energia de

. , -]
acoplamiento de los otros dos. Los valores estan expresados en kJ-mol ™.
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7.80£0.90 [ 7.0 0 0.86+114 0,0,0 | -6.9420.70
A
1.29+1.25
2.98+1.48
0.83+157
-9.00:0.87 | 7,0,74 > 0,0,74 |.9.92+1.31
y, § A -4.14+1.14
-3.66£0.95
-4.70+1.59
-3.1240.98
1.34£0.96
-4.14+0.33[ 7,34,0 > 0,34,0 | -2.80%0.90
2.4241.27

-5.9740.47 | 7,34,74

\ 4

0,34,74 | -5.2240.90
0.75+1.03

Figura 5.37. Cubo con valores de AG obtenidos a partir de los ajustes de los chevrons, para
C'=8.2 M (ver texto), en los vértices y en negrita. Los valores de AAG estdn situados a lo largo
de las flechas, para todas las mutaciones a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes
variantes se especifican dando el numero de residuo o ceros en caso de que el residuo haya

. ’ -1
sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol .

A 34 B 34
1.58%1.86 0.54+1.36 0.48+1.48 -0.56%£1.95
AG(i]) €— 2AG(7,34,74)= 1.10:237 P AGy(i)
— —
-0.59%1.41 4 -1.6911.94 4

Figura 5.38. Energias de acoplamiento calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles mutantes
que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=8.2 M, para dos posibles casos: 1) el tercer
residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo estd mutado (B). El numero en la
doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la energia de

. , -]
acoplamiento de los otros dos. Los valores estan expresados en kJ-mol ™.
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7.0,0 -0.050.20 0,0,0
A

A
-0.92+0.21
-1.0620.18
0.09:0.18
7,0,74 >10,0,74
K /) 1.86£0.31
1.480.22
0.93:0.19
0.65:0.15
-0.43:0.32
7,34,0 > 0,34,0
-1.750.16
-1.99:0.35

7,34,74

\ 4

0,34,74

-0.19+0.22

Figura 5.39. Cubo con valores de AAG', obtenidos a partir de las constantes cinéticas para
C*=5.2 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de
los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o

. . , -]
ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol .

A 34 B 34

-0.28+0.24 -0.83+0.36 -0.38+0.38

AAGH, (7,34,74)= -0.10£0.48 NG (i.J)

-0.93+0.36

AG:!:D,I(i!j)

v

v

-0.24+0.39

74 <
0.14%0.27

74

Figura 5.40. Energias de acoplamiento AG'y), calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=5.2 M, para dos posibles casos: 1)
el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El
numero en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la

, . , -1
energia de acoplamiento de los otros dos. Los valores estin expresados en kJ-mol .
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7.0,0 0.99:0.74 0,0,0

A
2.5840.78
2.07£0.76
150:0.80
7,0,74 > 0,0,74
A A -3.17+1.54
-3.20:0.81
-2.74+1.14
-4.39:0.77
0.96+1.58
> 0,34,0
1.39:0.80
2.50£1.76
> 0,34,74
7,34,74 -0.15+1.11 i

Figura 5.41. Cubo con valores de AAG'y, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para
C*=5.2 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de
los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o

. . , -1
ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol”.

A 34 B 34

-1.651.37 -1.19+1.11 -0.03+1.74

AAGH (7,34,74)= 1.62+2.20 AGHy (i.j)

0.4311.91

AGH (i)

v

-1.12%1.93

v

74 ) 0.5111.09 4

Figura 5.42. Energias de acoplamiento AG'y,, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=5.2 M, para dos posibles casos: 1)
el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El
numero en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la

, . , -1
energia de acoplamiento de los otros dos. Los valores estin expresados en kJ-mol”.
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70,0 0.44£0.20 0,0.0

0.660.71
-0.37+0.33

147059

N
o
o
N
N

7,0,74
X 7 0.37:0.35
-0.080.50

0.56+0.51

-1.16+0.60

-0.01£0.33 0,34,0

\ 4

-0.42+0.32
-0.18+0.60

\ 4

0,34,74

7,34,74 -0.25+0.55

Figura 5.43. Cubo con valores de AAG'p, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para
C*=7.1 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de

los residuos 7, 34 y 74. Los valores estdn expresados en kJ-mol”.

A 34 B 34

-1.0810.78 -0.45+0.61 0.19%0.37

€ 0AGH,(7,34,74)= 1272075 | /AGH (i)

-1.72+0.78

AG:':D,I(isj)

v

v

74

-0.2410.61

74 <
1.03+0.62

Figura 5.44. Energias de acoplamiento AG',, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=7.1 M, para dos posibles casos: 1)
el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El
numero en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la

, . P -]
energia de acoplamiento de los otros dos. Los valores estan expresados en kJ-mol .

218



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes

7.0,0 1.3740.33 0,0,0

A
2.77+0.35
2.68+0.31
146:0.33
7,0,74 >1 0,0,74
* A -4.09+0.74
-4.1240.37
-3.77+0.53
-5.00£0.35
1.3440.77
> 0,34,0
1.89+0.38
3.00£0.75
> 0,34.74
7,34,74 0.23+0.52 L

Figura 5.45. Cubo con valores de AAG'y, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para
C*=7.1 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de
los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o

. . , -]
ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol .

A 34 B |34

-1.2310.63 -0.8810.51 -0.03£0.82

AGHy(i.j) €— MG (7,3474)= 120:1.05 =P /AGH(ij)

0.32£0.91

v

v

1.11£0.92 4 " 0.09+0.46

74

Figura 5.46. Energias de acoplamiento AG'y,, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=7.1 M, para dos posibles casos: 1)
el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El
numero en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la

, . , -1
energia de acoplamiento de los otros dos. Los valores estin expresados en kJ-mol.
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700 0.73+0.86 0,0.0

A
1.58+1.14
0.03+1.30
2.28+0.59
7,0,74 > 0,0,74
7, ) A -0.49+0.68
-0.99+0.84
0.34+1.43
-2.230.89
0.23+0.65
7,34,0 > 0,34,0
0.34+0.44
0.86+0.92
> 0,34,74
7,34,74 -0.29+0.79 M

Figura 5.47. Cubo con valores de AAG'p, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para
C*=8.2 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de
los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o

. . , -1
ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol™.

A 34 B 34

-2.57%1.53 -1.2411.22 -0.50+1.08

€ MG, (7,3474)= 2074180 P /AGH (i)

-0.52+1.02 4 W 74

0.8311.50

AG:':D,I(isj)

Figura 5.48. Energias de acoplamiento AG'p,,, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles
mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=8.2 M, para dos posibles casos: 1)
el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El
numero en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la

, . , -1
energia de acoplamiento de los otros dos. Los valores estdin expresados en kJ-mol .
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-5.35+0.17

2.87+£0.17

7,0,74
*

-4.65x0.17

2.17+0.17

1.59:0.15
7,0,0 0,0,0
A

3.020.13
1441014
0,0,74
/) -4.63£0.32
-4.36£0.27
1.5720.33
7,34,0 > 0,34,0

3.290.39

7,34,74

0.45+0.28

A\ 4

0,34,74

Figura 5.49. Cubo con valores de AAG?y, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para

C*=8.2 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de

los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el numero de residuo o

. . , -1
ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores estan expresados en kJ-mol™.

A

-0.990.32

-1.5241.43

AGtN,I(i’j)

34

'Y
L4

-0.700.23

<=

AAGH (7,34,74)= 0.9720.24

74

—>

B |34

-0.02£0.36
AGH, (i.])

0.27+0.41

v

4
-0.15£0.20

74

Figura 5.50. Energias de acoplamiento AG'y,, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C'=8.2 M, para dos posibles casos: 1)

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo esta mutado (B). El

numero en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutacion en un residuo en la

’ . ’ -1
energia de acoplamiento de los otros dos. Los valores estin expresados en kJ-mol .
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Empleando los valores de AG obtenidos mediante el ajuste de los chevrons para
C'=7.1 M urea, (figura 5.35), podemos hacer una representacion de éstos frente a los
valores determinados por calorimetria (figura 4.7), aplicando la ecuaciéon de Gibbs-
Helmholtz integrada, calculados empleando la 7,, de WT, resultado mostrado en la

figura 5.51.

pendiente: 0.70+0.04

-6 1 1 1 1 1 1
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6

AG (kJ/mol) DSC

Figura 5.51 Valores de AG determinados a partir de los ajustes de los chevrons frente a
valores de AG determinados por calorimetria mediante la ecuacion de Gibbs-Helmholtz
integrada para todas las formas mutantes a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las barras de

error se obtienen de los ajustes de los chevrons.

Como podemos ver, la pendiente de la representacion de la figura 5.51 es menor
de la unidad, que seria el valor esperado. No obstante, podemos hacer la misma
representacion pero recalculando los valores de AG, obtenidos de los chevrons,
extrapolando linealmente a concentracion cero de desnaturalizante, con lo cual la
ecuacion 5.13 quedaria como:
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AG =my,C ), (5.18)

La representacion de los valores de AG determinados mediante extrapolacion
lineal, ecuacion (5.18) tomando valores de la tabla 5.1 y considerando AG=0 para WT,
frente a los valores de AG determinados por calorimetria, da lugar a una linea react de
pendiente cercana a uno dentro del error experimental (figura 5.52). Este resultado
sugiere que los valores de AG determinados a partir de las cinéticas de desplegamiento

y replegamiento concuerdan con los valores calorimétricos.

AG (kJ/mol)
o

pendiente: 1.18+0.19

Figura 5.52 Valores de AG determinados a partir los ajustes de los chevrons calculados
mediante extrapolacion lineal, empleando la ecuacion (5.18) frente a valores de AG
determinados por calorimetria mediante la ecuacion de Gibbs-Helmholtz integrada para las

todas las formas mutantes a partir de los residuos 7, 34, 74.
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Ademas, podemos realizar representaciones de AAG'y (figuras 5.33, 5.35 y
5.37) y AAGp (figuras 5.39, 5.43 y 5.47) frente a valores de AAG (figuras 5.33, 5.35 y
5.37) de equilibrio (también AAGyp). Estas representaciones se conocen cOmo
representaciones de Leffler (Leffler, 1953). De estas graficas podemos obtener
informacion acerca de la estructura del estado de transicion. Las figuras 5.53, 5.54 y
5.55 muestran estas graficas para las tres concentraciones estudiadas, 5.2, 7.1 y 8.2 M,
respectivamente. Si comparamos estas representaciones, vemos que las pendientes
crecen a medida que lo hace la concentracion de urea. Para el caso de 7.1 M la
pendiente de AAG?y frente a AAGy.p es uno y lade AAGY |, frente a AAGy.p es cero, lo
cual relaciona la estructura del estado de transicion con la estructura del estado
desnaturalizado para las mutaciones realizadas. Esto esta relacionado con los valores de

® que analizaremos en la seccion siguiente.

Por otro lado, y también a partir de los datos obtenidos de los cubos, podemos
realizar representaciones de las energias de acoplamiento AGy(i,j) frente a valores de
energias de acoplamiento determinados calorimétricamente (figura 4.8). Estas
representaciones, para las tres concentraciones en estudio, se muestran en la figura 5.56.
De la misma forma, podemos representar AG'p (i,j) y AG y(i,j) frente a energias de
acoplamiento determinadas por calorimetria para las tres concentraciones (ver figuras
5.57 y 5.58, respectivamente). Por ultimo, podemos realizar graficas de valores de
AGy /(i,j) frente a AGY p(i,j) para las tres mismas concentraciones, expuestas en las
figuras 5.59, 5.60 y 5.61 para 5.2, 7.1 y 8.2 M urea, respectivamente. Como podemos
ver el error experimental arrastrado dificulta la interpretacion de todas estas graficas. No
obstante los efectos deberian reflejarse en los valores de Amy.;y Amp.y y Amy,, de la

figura 5.31.
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AAG* (kJ/mol)
o

pendiente: 0.71+0.06

-4
4
B
2
5
£ 0
5
X
L0
O -2 :
3 pendiente: -0.31£0.05
<
4 F

AAG,  (kJ/mol)

Figura 5.53. Valores de AAG'y frente a AAGy.p (A) y AAG'p frente a AAGy.p (B) a C'=5.2
M para las mutaciones que involucran a P34H (circulos negros); L7V (cuadrados rojos) y
G74S (triangulos rojos). Los simbolos representan los valores obtenidos a partir de los cubos

del triple mutante (figuras 5.33, 5.39 y 5.41). Las lineas, el ajuste a un polinomio lineal.

225



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes
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Figura 5.54. Valores de AAG'y frente a AAGy.p (A) y AAG?), frente a AAGy.p (B) a C'=7.1
M para las mutaciones que involucran a P34H (circulos negros); L7V (cuadrados rojos) y
G748 (triangulos rojos). Los simbolos representan los valores obtenidos a partir de los cubos

del triple mutante ( figuras 5.35, 5.43 y 5.45). Las lineas, el ajuste a un polinomio lineal.
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AAG* (kJ/mol)
o

pendiente: 1.18+0.12

AAG* (kJ/mol)

AAG,  (kd/mol)

Figura 5.55. Valores de AAG’y frente a AAGy.p (A) y AAG'p frente a AAGy.p (B) a C'=8.2
M para las mutaciones que involucran a P34H (circulos negros); L7V (cuadrados rojos) y
G74S (triangulos rojos). Los simbolos representan los valores obtenidos a partir de los cubos

del triple mutante (figuras 5.37, 5.47 y 5.49). Las lineas, el ajuste a un polinomio lineal.
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Figura 5.56. Valores de energia de acoplamiento AG(ij), para: (4), C'=5.2 M (figura 5.34);
(B), C'=7.1 M (figura 5.36) y (C), C'=8.2 M (figura 5.38), frente a valores de energias de

acoplamiento determinados calorimétricamente, (figura 4.8).
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AG*, (i,j) (kJ/mol)
o

pendiente: 0.14+0.19

1 +

AGF, (i,j) (kJ/mol)

pendiente: 0.59+0.27

AG¥ (i,j) (kJ/mol)

pendiente: 0.88+0.42
-6 1 1 1 1

3 2 0 1 2
AG(i,j) (kJ/mol) DSC

Figura 5.57. Valores de energia de acoplamiento AG'p (ij), para: (4), C'=5.2 M (figura 5.40);
(B), C'=7.1 M (figura 5.44) y (C), C'=8.2 M (figura 5.48), frente a valores de energias de

acoplamiento determinados calorimétricamente, (figura 4.8).
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Figura 5.58. Valores de energia de acoplamiento AG’y (ij, para: (A), C'=5.2 M (figura 5.42);
(B), C'=7.1 M (figura 5.46) y (C), C'=8.2 M (figura 5.50), frente a valores de energias de

acoplamiento determinados calorimétricamente, (figura 4.8).
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Figura 5.59. Valores de energia de acoplamiento AG'y (ij), (figura 5.42) frente a energia de
acoplamiento AG'p,(i.j), (figura 5.40), para C'=5.2 M.
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3 F pendiente: 0.52+0.24
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Figura 5.60. Valores de energia de acoplamiento AG'y (i,j), (figura 5.46) frente a energia de
acoplamiento AG*p, ((i.j), (figura 5.44), para C'=7.1 M.
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Figura 5.61. Valores de energia de acoplamiento AG'y (i,j), (figura 5.50) frente a energia de
acoplamiento AG*p, /(i.j), (figura 5.48), para C'=8.2 M.

5.5 Analisis de los valores de ®@.

El conciente entre AAG” y AAG se conoce como parametro @ (Matouschek et
al., 1989) y puede ser empleado para determinar cambios estructurales, producidos por
mutaciones, en el estado de transicion en procesos de desplegamiento y replegamiento
de proteinas. Este parametro se puede determinar tanto para el proceso de replegamiento
como de desplegamiento. No obstante, es mas frecuentemente utilizado el valor de ®
para procesos cinéticos de desplegamiento ya que los procesos de replegamiento son
generalmente mas complejos debido a la posible existencia de estructura residual en el

estado desnaturalizado y esto dificulta se interpretacion.
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Existen dos valores extremos de ®. Un valor de ®=0 implica que la estructura en
el residuo mutado esta en el estado de transicion en un ambiente similar en el que se
encuentra en el estado nativo. Por el contrario, un valor de ®=1 muestra que la
estructura en el residuo mutado esté en el estado de transicién en un ambiente similar en
el que se encuentra en el estado desnaturalizado. No obstante, con frecuencia se
obtienen valores fraccionarios de @, que generalmente se asocian a la formacién parcial

de enlaces no covalentes o la mezcla de estados.

En nuestro, caso podemos tomar los valores de AAG’y y AAGy.py calcular los
valores de ®. Estos datos se muestran en las tablas 5.4, 5.5 y 5.6 para las

concentraciones en estudio, 5.2, 7.1 y 8.2 M urea, respectivamente.

Si nos fijamos en los valores de ® obtenidos de valores de AAG y AAGyp
calculados tomando C'=7.1 M urea, podemos ver que la mayoria de los valores de @ se
aproximan a 1 dentro del error experimental. No obstante existen valores que se alejan
notablemente de los valores clasicos. Esto sucede cuando el valor de AAGy.p se acerca

a cero con lo cual ademas, el error diverge a infinito.
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Mutacion @D (5.2 M urea)
WT—-L7V -3.00£512
WT —P34H 0.87 £0.17
WT —»G74S 0.44 £ 0.19
G74S —-L7VIG74S 0.69 + 1.54
P34H —L7V/P34H 1.06 + 1.04
L7V —L7V/P34H 0.74 £0.32
L7V —L7VI/G74S 0.56 + 0.29
P34H —P34H/G74S 0.73+0.24
G74S —P34H/G74S 0.68 £ 0.14
L7V/P34H —L7V/P34H/G74S 0.66 + 0.24

L7VIG74S —L7VIP34H/G74S 0.63+0.24
P34H/G74S —L7V/P34H/G74S 0.95 +1.20

Tabla 5.4 Valores de @ (cociente AAG? N/AAGy.p ) para las mutaciones indicadas, obtenidos a
partir de los valores de AAG'yy AAGy.p de las figuras 5.41 y 5.43, respectivamente, tomando
C'=5.2 M urea
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Mutacién D (7.1 M urea)
WT—-L7V 0.48+2.95
WT —P34H 1.30+0.31
WT —G74S 0.47+0.23
G74S —L7VIG74S 0.98+1.26
P34H —L7V/P34H -73+5387
L7V —L7V/P34H 0.87+0.29
L7V —»L7VIG74S 0.9410.46
P34H —P34H/G74S 1.32+0.73
G74S —P34H/G74S 1.02+0.26
L7V/IP34H —L7V/P34H/G74S 0.88+0.34
L7VIG74S —L7VIP34H/G74S 0.91+0.25
P34H/G74S —L7V/P34H/G74S 1.45+1.66

Tabla 5.5 Valores de @ (cociente AAG? N/AAGy.p ) para las mutaciones indicadas, obtenidos a

partir de los valores de AAG'yy AAGy.p de las figuras 5.45 y 5.35, respectivamente, tomando

C'=7.1 M urea
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Mutacién D (8.2 M urea)
WT—-L7V 0.60+1.32
WT —P34H 1.71+£0.55
WT —-G74S 1.18£0.42
G74S —»L7VIG74S 1.13+£0.99
P34H —L7V/P34H -1.73£3.48
L7V —L7V/P34H 0.92+0.32
L7V —-L7VIG74S 1.35+0.77
P34H —P34H/G74S 2.22+2.25
G74S —»P34H/G74S 1.27+£0.34
L7V/IP34H —L7V/P34H/G74S 1.01£0.51
L7VIG74S —L7V/IP34H/G74S 1.11£0.32

P34H/G74S —L7V/P34H/G74S 1.84+2.65

Tabla 5.6 Valores de @ (cociente AAG? N/AAGy.p ) para las mutaciones indicadas, obtenidos a
partir de los valores de AAG'yy AAGy.p de las figuras 5.49 y 5.37, respectivamente, tomando
C'=8.2 M urea
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5.6 Conclusiones

Los experimentos de desplegamiento y replegamiento seguidos por medidas de
fluorescencia, ofrecen informacion acerca de cambios estructurales producidos por las
mutaciones realizadas tomando como base los alineamientos de secuencias. Como se
puede observar en la figura 5.31 estos cambios estdn producidos tanto en el estado de
transicion como en el estado desnaturalizado, asumiendo que no se producen cambios
en el estado nativo. La observacion detenida de la figura 5.31 sugiere que los datos
experimentales se agrupan, fundamentalmente en dos conjuntos, uno el formado por
valores de Amy.; positivos y valores de Am;,; negativos, y otro formado por valores de
Amy.; negativos y valores de Am;,; positivos. Si se tiene en cuenta que los valores de m
se pueden relacionar con cambios estructurales, estos resultados sugieren que los efectos
estructurales producidos por las mutaciones se transmiten al estado de transicion y son
opuestos en éste y en el estado desnaturalizado, es decir, cuando los valores de Am;,;
aumentan, los valores de Amy.; disminuyen y viceversa. Realmente se trata del mismo
efecto, y esto se puede entender si consideramos que el estado de transicion representa
un minimo de energia frente a exposicion al disolvente y el estado desnaturalizado un

maximo.

Ademas, el intervalo en el que varia Am;, es amplio, es decir, estos valores
dependen de la forma de partida en la que se realiza una mutacion, lo cual sugiere un
acoplamiento en los valores de m;,;. No sucede lo mismo en el caso de Amy.y, que varia
en un intervalo muy pequefio, para cada conjunto de mutaciones, en comparacién con
Amy, 1o cual puede ser atribuido a que los acoplamientos no se transmiten al estado de

transicion. Asimismo, el hecho de que el rango para los valores de Amp.; sea amplio, y
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que se modifique para cada conjunto de mutaciones, sugiere que las mutaciones estan
afectando a los procesos de replegamiento y que existe un acoplamiento en el estado
desnaturalizado. Esto supondria que la Naturaleza podria estar disefiando los estados
desnaturalizados y que esto puede estar reflejado en el alineamiento de secuencias. El
hecho de que la Naturaleza pueda estar disefiando los estados desnaturalizados ya ha
sido propuesto (Robic et al., 2003) y supondria que los estados desnaturalizados pueden

estar jugando un papel importante en los procesos bioldgicos y moleculares.

Por otro lado, y a la vista de la figura 5.32 existe una correlacion entre los
valores del valor absoluto de Am;.; y el menor valor de m;,, implicado en cada una de
las mutaciones, y se observa que los valores de Am;,, llega a cero a la vez que los
valores de m;;, llegan a un maximo. No obstante, no podemos determinar si éste es un
efecto relacionado con el hecho de que estas mutaciones estén sugeridas por los
alineamientos de secuencias o es un efecto general que puede darse realizando un

conjunto de mutaciones relacionadas o no.
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6. Relacion estructura-alineamiento

6.1 Introduccion

So6lo la mitad de las secuencias en genomas conocidos son homologas de
proteinas de estructura conocida (Chotia et al., 2003). La prediccion de la estructura a
partir de la secuencia es uno de los grandes retos de la Biologia Estructural. Debido al
rapido crecimiento del numero de secuencias, el desarrollo de procedimientos que
permitan la derivacion de caracteristicas estructurales a partir de los alineamientos de
secuencias puede tener un gran impacto en la prediccion de estructuras. De hecho, la
posibilidad de obtener contactos terciarios entre residuos a partir del andlisis de
mutaciones correlacionadas en el alineamiento de secuencias ha sido sugerida y
estudiada (Gobel et al., 1994; Shindyalov et al., 1994; Ortiz et al., 1998 y 1999; Larson
et al., 2000; Fariselli et all., 2001; Fodor and Aldrich, 2004). Idealmente, lo deseable
seria poder obtener mapas de contacto a partir del analisis del alineamiento de
secuencias, ya que partiendo de un gran nimero de contactos entre residuos se podria
predecir una estructura, de manera similar al calculo de estructuras 3D en estudios de
resonancia magnética nuclear (Aszodi et al., 1995). Varios estudios (Ortiz et al., 1998 y
1999) han demostrado que es factible el empleo de restricciones derivadas del
alineamiento de secuencias en la prediccidon de estructuras ab initio. Por otra parte,
resultados obtenidos en algunos estudios recientes son algo menos alentadores. Asi un
estudio del andlisis de covarianza del alineamiento de secuencia del dominio SH3
(Larson et al., 2000), concluyd que este andlisis de covarianza tiene una utilidad
limitada en la prediccion de estructura terciaria, y en un reciente estudio empleando

redes neuronales y realizando un gran numero de pruebas, se obtuvo una precision del
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20% en la asignacion de contactos, mientras que se requiere al menos una exactitud del

50% para la determinacion de la estructura 3D.

Uno de los factores principales que limita la obtencion de contactos entre
residuos a partir del alineamiento de secuencias, es la existencia de interacciones a larga
distancia, que como se vio anteriormente podria darse tanto en el estado nativo como

desnaturalizado. Este aspecto se tratd detenidamente en la seccion 4.

En esta seccion vamos a estudiar el impacto de las interacciones a larga distancia
en la relacion entre la estructura de proteinas y el alineamiento de secuencias. Veremos
como un andlisis simple de covarianza del alineamiento de secuencias, junto con los
datos de estabilidad expuestos en la seccion 4, corrobora que, al menos en el caso de
tiorredoxina y muy probablemente en muchas otras proteinas, la relacion entre la
estructura y el alineamiento de secuencias puede estar significativamente determinada
por acoplamientos a larga distancia. Asimismo, proponemos un procedimiento para
describir la relacion estructura-alineamiento, el cual, esta basado en la dependencia del
numero de residuos acoplados por encima de un umbral de covarianza dado con la
distancia entre residuos. El andlisis de 24 proteinas obtenidas de la base de datos
CATH (Orengo et al., 1997) usando este procedimiento, produce resultados consistentes
con un significativo papel del acoplamiento a larga distancia que sugiere que nuestra
descripcion estadistica puede ser una simple y eficiente herramienta para estudiar la
distribucion de distancias de mutaciones correlacionadas y las diferencias en las

caracteristicas estructurales reflejadas en el alineamiento de secuencias.
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6.2  Descripcion estadistica de la relacion entre estructura y alineamiento

de secuencias: aplicacion a tiorredoxina.

Para estudiar la relacion entre la estructura de proteinas y el alineamiento de

secuencias vamos a realizar un andlisis basado en la siguiente funcion:

(r + Ar)

p(r,o*) = N2-Ar {PQO" ZO‘*|I’iAI")—PQG‘ 20‘*)} (6.1)

donde N(r+Ar) es el nimero de distancias entre residuos (entre carbonos-a) en el rango
{r-Ar, r+Ar}; P(lo[>c*) es la probabilidad de encontrar parejas de residuos con valores
absolutos de covarianza iguales o superiores que un valor umbral dado (c*) y
P(lo[>c*,7/=Ar) es la misma probabilidad pero condicionada al hecho de que las
distancias entre residuos estén en el intervalo r+rA. Estas probabilidades se calculan

como:
Ploj2 %)=~ (6.2)

NQU‘ ZJ*,riAr)
N(riAr)

Plo|2o*| rtar)= (6.3)

donde N es el nimero de parejas de residuos, que para el caso de tiorredoxina con 108

aminodcidos es 5778; N(|o|>c*) es el numero de parejas de residuos con |o| igual o

243



6. Relacion estructura-alineamiento

mayor que el valor umbral (¢*) y N(|o|>c*,+Ar) es el nimero de parejas para las cuales

simultaneamente |6|>c™* y la distancia entre residuos estd en el intervalo {r-Ar, r+Ar}.

La diferencia entre las dos probabilidades multiplicada por N(r+Ar) da el
nimero de parejas con |6[>c* y en el rango {r-Ar, r+Ar} que es mayor del nimero
esperado si la probabilidad de encontrar parejas con |6|>c* no depende del rango de
distancia considerado. Por ejemplo, el numero de parejas de residuos con valores
absolutos de covarianza mayores que el umbral de 6*=0.01 es 3331 (este nimero se
obtiene a partir del calculo realizado en la seccion 4.2 mediante la ecuacion (4.1)) y, por
consiguiente, P(|6|+0.01) es 0.576. El nimero de parejas de residuos para los cuales la
distancia entre residuos esta dentro del intervalo 12+0.5 A es 290; si la probabilidad de
encontrar parejas con |6/>0.01 no depende de la distancia entre residuos, el valor de
probabilidad de 0.576 se aplicaria al intervalo 12+£0.5 A y el nimero de parejas con
|6[>0.01 dentro de ese intervalo seria 0.576-290 = 167. De cualquier manera, el nimero
real es significativamente mayor, 190, indicando un exceso de parejas sobre el umbral
de 23. Este es el mismo resultado que seria obtenido por sustraccion de las dos
probabilidades de las ecuaciones (6.2) y (6.3) y multiplicando por el numero total de
parejas entre el intervalo de distancias. Esto es, P(|c[>0.01 , 12£0.5)=190/290=0.655,
P(|c[>0.01)=3331/5778=0.576, N(12+0.5 A)=290 y 290-(0.655-0.576)=23. Es
importante destacar que si bien en este ejemplo particular el exceso es un numero
positivo, puede en general tener cualquier signo. La indeterminacion asociada al
calculo del numero de parejas de residuos exceso puede ser estimada asumiendo la

distribucion binomial para N(|o[>6*) y N(|o|>c*,/£Ar) y usando procedimientos
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estandar de cdlculo de propagacion de errores. Para el ejemplo dado aqui, el resultado

incluye la incertidumbre asociada 23+8.

En la ecuacion (6.1) el nimero exceso estd dividido por el tamafio del intervalo
de distancia (2-Ar) para acercarse a un nimero de exceso de parejas por A (densidad).
Rigurosamente en la ecuacion (6.1) esta densidad vendria dada para el limite Ar—0. En
la practica, los errores estimados para p llegan a ser elevados para valores pequefios de
Ar. Los calculos presentados aqui emplean valores de Ar de 5 A y 0.5 A, los cuales
ofrecen un aceptable compromiso entre la resolucion y el error asociado, si bien Ar=5 A

origina perfiles de p frente a » mas suavizados.

El resultado del calculo de p depende del valor elegido de 6*. Si 6*=0, las dos
posibilidades (ecuaciones (6.2) y (6.3)) se hacen uno y el valor de p es cero para todas
las distancias. Si 6* es elevado, habra pocas parejas con |6|>c* y los valores de p seran
necesariamente pequefios. Se podrian esperar valores de p elevados para muchas c*
intermedias. Para determinar el valor de o* Optimo (6,p), se calcula la integral de los

valores absolutos de p:

n((c®)= [ plr,o*)dr (6.4)

y tomamos como G, €l valor de 6* que maximiza n(c*).
Desde un punto de vista practico, para los calculos es conveniente definir el

valor de 6* en términos de la fraccion de parejas de residuos por debajo del umbral, /*:

245



6. Relacion estructura-alineamiento

fr=—— (6.5)

El valor de f* especifica 6*. La figura 6.1 muestra una representacion de 1 frente
a f* para tiorredoxina con Ar=5A. Como puede verse claramente en esta figura, existe
un maximo para £*=0.44 (correspondiente a Gop = 1.03-107%) y n=137.5, lo cual indica
un numero total de exceso de parejas de residuos del orden de cien. Esto es un resultado

estadistico, por tanto no podemos asignar ese exceso a unas parejas especificas.

La representacion de p frente a r para este valor de o, , figura 6.2 A, indica que
p tiende a valores positivos por debajo de 15 A y negativos por encima de esa distancia
entre residuos. Esto es, los valores pequefios de distancia entre residuos estan
favorecidos frente a los grandes para altos valores de covarianza. El valor maximo de p

se sitla para una distancia de 10 A, claramente por encima de la distancia de contacto.
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O *

0 0.007 0.019 0.06

150 |

f*

Figura 6.1. Representacion de n(c*) frente a f* para tiorredoxina (2trx). El maximo del pico da

el o* usado para el calculo de p.
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p(Ar=0.5 A)y—p(Ar=5 A)
o

&
S
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r(A)

Figura 6.2. Andlisis estadistico de la relacion estructura-alineamiento para tiorredoxina

o

basado en la funcion p. A) Representacion de valores de p frente a distancia entre residuos
(entre carbonos-a). Los simbolos se refieren al intervalo de distancia usado en el calculo,
simbolos rellenos para Ar=54 y simbolos huecos para Ar=0.5 A. B) Representacion de la

diferencia entre valores de p calculados con Ar=54 y valores a Ar=0.54. La linea conecta los

puntos y se representa para guiar la vision.
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El perfil de p frente a r calculado para Ar=0.5A (figura 6.2 A) es similar al
obtenido para Ar=5A aunque con un mayor nivel de ruido. La diferencia entre los dos
perfiles, mostrada en la figura 6.2 B parece estar modulada, con maximos sobre las
distancias preferidas mostradas en la figura 4.1 B. Una posibilidad es que algo de este
“ruido” realmente refleje las distancias preferidas para interacciones de largo alcance si

éstas son transmitidas por una red de residuos conectados.

6.3  Andlisis estadistico de la relacion estructura-alineamientos para un

set de 24 proteinas.

Para comprobar la aplicabilidad general del andlisis de la relacion entre la
estructura y el alineamiento de secuencias basado en la funcion p, se ha llevado acabo el
analisis descrito anteriormente para un set de 24 proteinas extraidas de 41 arquitecturas
representativas en la base de datos CATH, eliminando aquellas de mas de 400 residuos
para facilitar el célculo. Es importante destacar que si bien la base de datos ofrece
secuencias para dominios de proteinas, para los célculos se usaron las secuencias
completas para las cuales encontramos las coordenadas atomicas en el Protein Data
Bank (archivos pdb). En la tabla 6.1 se muestran para estas proteinas, el numero de
aminodcidos, nombre de los ficheros pdb, y otros datos de interés. Los perfiles de p
frente a r obtenidos con Ar=5 A y los valores de 6* (Tabla 6.1) se muestran en la figura

6.3.

Para las 24 proteinas analizadas podemos ver las representaciones de n frente a f* y

p frente a las distancias con Ar=5Ay Ar=0.5A en los apéndices B y C, respectivamente.
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Numero de Numero de

Cédigopdb residuos secuencias Oopt Fopt N(Topt)
1pdc 45 83 2.56-107 0.24 315
1cdf 46 28 4.68-107 0.14 50.7
1ahl 49 44 6.17-102 0.77 29.9
1npo 81 214 2.17-102 0.55 49.2
2hgf 97 10 3.13:10% 0.43 57.3
2trx 108 491 1.03-102 0.44 137.5
1jpc 108 99 3.36:1072 0.62 102.8
1yt 115 5 6.25-1072 0.82 4417
2cy3 117 7 4.00-102 0.77 172.0
1hcd 118 68 2.08-107 0.63 157.3
1rie 127 69 1.85-107? 0.45 401.0
1div 149 48 2.22-107 0.45 156.2
1cuk 203 5 6.25-1072 0.76 228.32
1rv 233 5 0.125 0.63 988.6
3aah 237 20 1.13-102 0.36 778.0
1bg5 252 38 7.81-10™ 0.40 3951.0
1plq 258 34 3.67-107 0.79 526.9
11xa 262 36 1.68-102 0.46 604.6
3daa 277 89 3.18:10% 0.75 727.0
1112 310 285 3.14-107? 0.75 657.6
1ppr 312 57 4.39-10* 0.44 1062.4
12a8 340 29 3.87-107 0.54 1196.0
3bcl 350 33 0.1055 0.83 3344.58
1cem 362 9 2.50-1072 0.93 346.0
1f8d 388 629 6.71-10* 0.36 2483.0

Tabla 6.1. Set de proteinas analizadas. El numero de residuos se refiere a los residuos para los
cuales las coordenadas atomicas se dan en los archivos pdb. El numero de secuencias estd
referido a los residuos en el alineamiento con similaridad con respecto a tiorredoxina mayor a
0.25. Se muestra el valor de la covarianza éptima para los cdlculos de p con Ar=54, el

correspondiente valor de f*, ecuacion (6.5) y el valor de la integral n ecuacion (6.4).
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p(r’ Gopt)

Figura 6.3. Andlisis estadistico de la relacion estructura-alineamiento para un set de 24
proteinas extraidas de las arquitecturas representativas de la base de datos CATH. Los perfiles

de p frente a distancias entre residuos, carbonos-a, mostradas fueron calculadas con Ar=54 y

el valor de o* de acuerdo con el criterio de n (Tabla 6.1).
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Es importante destacar que parece no haber una correlacion fuerte entre la
cantidad de informacion derivada del andlisis y el tamafio de la proteina o el nimero de
secuencias en el alineamiento (Tabla 6.1). En la figura 6.3 podemos observar que hay 4
tipos de comportamientos: 1) Para 5 proteinas (2hgf, 1ahl, 1vdf, 1pdc y Inpo) el perfil
es esencialmente plano, dentro de la incertidumbre de los valores de p. En este caso, no
se obtiene informacion de la relacion entre la estructura y el alineamiento de secuencias
derivada del andlisis. 2) Para 6 proteinas (3bcl, 1ppr, 3daa, 1bg5, 11rv y 1rie) los perfiles
son similares al calculado para tiorredoxina, es decir, se observa un pico positivo para
bajas distancias y un pico negativo para distancias mayores. 3) Para 9 proteinas (1jpc,
118d, Icem, laa8, 1plq, 3aah, Icuk, lhcd y 2cy3) el comportamiento es contrario al
anterior, el pico positivo para valores de p se observa para largas distancias y negativo
para distancias cortas. 4) Para 4 proteinas (112, 1Ixa, 1div y 1ytf) se observan dos picos

positivos separados.

Para comprobar la validez del procedimiento descrito, se puede hacer el célculo
y la representacion de p frente a la distancia, pero con las distancias aleatorizadas, es
decir, las distancias entre carbonos-o de los residuos, se toman al azar. Esto, en
principio deberia de producir perfiles de p frente a r esencialmente planos, y como
podemos comprobar en las representaciones del apéndice C (en la representacion para
tiorredoxina, figura 6.2 A, se han omitido para mayor claridad), es lo que efectivamente
sucede. En estas graficas se representan cinco ejemplos de perfiles con las distancias

aleatorizadas, todos ellos esencialmente planos.
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6.4 Conclusiones

Los calculos realizados sugieren que la relacion entre la estructura de una
proteina y el alineamiento de secuencias puede estar significativamente determinada por
acoplamiento a larga distancia de residuos. Esto estd reflejado en la existencia de
mutaciones correlacionadas que implican posiciones alejadas en la estructura nativa. Un
hecho que probablemente dificulte la derivacion de contactos terciarios (mapas de
contacto) a partir del alineamiento de secuencias. El adecuado procesamiento de datos
puede conducir a altas precisiones en la asignacion de contactos en proteinas a partir del
alineamiento de secuencias. En tiorredoxina, se ha determinado una precision de 60-70
% en la prediccion de contactos a partir de correlaciones en el alineamiento de
secuencias que implican acidos carboxilicos (Godoy-Ruiz et al., 2004). Por tanto,
parece conveniente desarrollar procedimientos para analizar la relacion entre la
estructura y el alineamiento de secuencias, los cuales tengan en cuenta la posibilidad de
acoplamientos a larga distancia. En este sentido, los perfiles de p frente a la distancia
entre residuos que hemos presentado, ofrecen representaciones de distribucion de
distancias de mutaciones correlacionadas en el alineamiento de secuencias. Este tipo de
descripcion estadistica de la relacion entre la estructura y el alineamiento ofrece una
simple, pero eficiente herramienta para el estudio de diferentes caracteristicas
estructurales reflejadas en el alineamiento de secuencias. Por ejemplo, podria ser
esgrimido que en algunos casos, la preferencia estadistica para las correlaciones a larga
distancia podria realmente ser debida a una alta conservacion de un cierto nimero de
residuos en el centro de la proteina (las distancias entre estos atomos en el centro y otros

residuos en la proteina serdn comparativamente cortas y los valores de covarianza para
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parejas de residuos que implican estos residuos seran pequefias, debido a la
conservacion). Esta caracteristica estructural puede ser probada eliminando residuos
altamente conservados previo calculo de valores de covarianza y p. En la misma linea,
se pueden multiplicar los valores de covarianza por funciones relacionadas con valores
publicados de energias de contacto entre residuos (Hinds y Levitt, 1994; Miyazawa y
Jeringan, 1999) para incrementar el peso de las interacciones en la descripcion
estadistica. También, con las adecuadas definiciones de valores de 6 en la ecuacion de la
covarianza, ecuacion (4.1), seria posible estudiar la distribucion de distancias de
correlaciones para parejas de aminoacidos de un tipo especifico. Pueden, ademas,
emplearse otros tipos de andlisis de valores de covarianza (Fodor y Aldrich, 1994).
Finalmente, citar que diferentes subconjuntos de secuencias pueden contener diferente
informacion estructural, una hipotesis que puede ser comprobada por agrupamiento de

secuencias, previo al analisis estadistico, de acuerdo con la similaridad.

Los tipos de céalculos mencionados anteriormente pueden ayudar a determinar
caracteristicas estructurales a partir del alineamiento de secuencias y conducir a
parametros que describan la relacion estructura-alineamiento (tales como valores de 1)

suficientemente sensibles a la estructura para ser usados en prediccion.
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En este trabajo hemos llevado a cabo diferentes estudios que pueden resultar de

gran interés en el disefio de proteinas y mejora de sus propiedades.

El primer aspecto que se abordd esta relacionado con la linea de investigacion
principal del grupo en la actualidad, el estudio de las interacciones electrostaticas en
proteinas. En concreto hemos explorado la eficiencia de diferentes sales en el
apantallamiento de interacciones de carga en proteinas. El estudio del apantallamiento
de dichas interacciones por sales tiene interés por dos razones. En primer lugar, el
apantallamiento intercelular por concentraciones de sal puede modular tanto la
estabilidad como las interacciones de las proteinas in vivo; por otro lado, la estimacion
experimental in vitro de las contribuciones debidas a las interacciones carga-carga en
los procesos moleculares que implican proteinas se lleva generalmente a cabo mediante
el estudio del efecto de sales en los procesos energéticos, asumiendo que estas

interacciones estan totalmente apantalladas a concentraciones moderadas de sal.

En esta tesis hemos explorado experimentalmente hasta qué punto la eficiencia
de apantallamiento depende de la naturaleza de las sales. Para ello, hemos llevado a
cabo una caracterizacion energética del efecto del NaCl (una sal no desnaturalizante),
cloruro de guanidinio (una sal desnaturalizante), y tiocianato de guanidinio (un
desnaturalizante ain mas fuerte) sobre la estabilidad de la forma silvestre y variante
T14K de tiorredoxina de E. coli. Nuestros resultados sugieren una posible relacion entre
el orden de las sales en las series de Hofmeister y su capacidad de ser
acumuladas/excluidas de la superficie de la proteina. Esto sugiere, por tanto, que la

eficiencia de diferentes sales para apantallar interacciones carga-carga en proteinas
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podria reflejar la posicién de los iones constitutivos de dicha sal en las series de

Hofmeister.

Por otra parte, hemos explorado la relacién entre correlaciones en alineamientos
de secuencias y caracteristicas fisicas de las proteinas. En concreto, un analisis del
alineamiento de secuencias usando tiorredoxina de E. coli como secuencia de partida
sugiere la existencia de acoplamiento a larga distancia entre tres posiciones. Hemos
tomamos esta informacion como punto de partida para llevar a cabo una caracterizacion
termodinamica, cinética y estructural de los mutantes simples, dobles y triples que se

generan en las posiciones seleccionadas. Los resultados mas relevantes son:

- El estado de transicion para el plegamiento refleja los mismos efectos
asociados a estructura residual que se observan en el estado desnaturalizado. Asi, el
efecto de la mutacion sobre los valores cinéticos de m es opuesto en el estado de
transicion y el estado desplegado. El resultado es un gran efecto mutacional sobre las

cinéticas de replegamiento.

- El estudio mutacional llevado a cabo parece sugerir que existe un valor
méaximo para el m de equilibrio de tiorredoxina, valor que podria relacionarse con la
estructura global de estado desnaturalizado en términos de area expuesta al disolvente.
Ademas el hecho de que exista este valor maximo explicaria la no aditividad que se ha

encontrado en los mutantes multiples.
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El daltimo punto de la tesis aborda el interés del estudio de mutaciones
correlacionadas en alineamientos de secuencias en relacién a la prediccion de
estructura en proteinas. La relacion entre estructura y alineamientos puede estar
determinada, hasta cierto punto, por el acoplamiento a larga distancia. La existencia
de mutaciones correlacionadas que implican posiciones alejadas en la estructura
nativa, contamina la informacion sobre contactos terciarios que se extrae del
alineamiento de secuencias. En este sentido hemos desarrollado una herramienta
general para explorar la distribucion de distancias de mutaciones correlacionadas
que podria, potencialmente, conducir a descriptores estructura-alineamientos de gran

utilidad en prediccidn de estructura.
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Apéndice A.1. Determinacion del efecto de la concentracion de

desnaturalizante en los valores de m.

Los valores de m determinados en los apartados 3.9 y 3.10 son valores de my
pertenecientes a la linea de equilibrio C-T, definida por parejas de valores (C, T) para
los cuales el cambio en la energia de Gibbs es cero. El andlisis llevado a cabo sugiere
que no hay efecto de la temperatura en los valores de m. En este apéndice se hard un

analisis mas formal y riguroso.

El efecto de la concentracion de desnaturalizante en la determinacion de los

valores de m mediante calorimetria puede ser descrito por la siguiente derivada:

dm
(&), AL

donde el subindice AG = 0 quiere decir que el efecto de C en m es calculado a lo largo
de la linea de equilibrio C-T ( T cambia con C para mantener AG = 0).

Nuestro interés se centra en la derivada:

om
(GCJT (A1.2)

la cual describe las desviaciones de la linealidad de la dependencia de AG frente a C a

una temperatura dada. Si AG cambia linealmente con C, m es constante, independiente
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de C, y la derivada anterior es cero. Por consiguiente las desviaciones de la linealidad

son transmitidas por valores de (6m/0C)r diferentes de cero.

Las ecuaciones (Al.1) y (A1.2) pueden ser relacionadas facilmente mediante:

el () (7 &) 1
dC )., loc ), laT J.Ldc

donde la pendiente de la linea de equilibrio [(0T/0C)ac=0] es, de hecho, el efecto de la

concentracion de desnaturalizante en la temperatura de desnaturalizacion [(dT/dC)].

El problema es la evaluacion del segundo término del miembro derecho de la
ecuacion (A1.3) ya que no conocemos el valor de la derivada (6m/0T)c. No obstante el

cambio de energia de Gibbs de desnaturalizacion es funcion tanto de C como de T y

debe de cumplirse:

2 2
0°AG _ 0°AG (A1.4)
oCoT o1oC

Teniendo en cuenta esto y sabiendo que m y el cambio de entropia son las primeras

derivadas de AG (AS= —(0AG/0T)c y m esta descrita segun la ecuacion (3.11), tenemos:
(amj - (‘%Sj (A1.5)
oT )¢ oC J;
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y entonces la ecuacion (A1.3), queda como:

). (e (=)&) wo
dc )., lec). Lac /. ldc

Los valores de AS pueden ser facilmente calculados como AHp/Tm, pero Estos
corresponden a la linea de equilibrio. La pendiente de una representacion de AS

(=AH/Ty) frente a Ty, para diferentes concentraciones de desnaturalizante, es:

dAS
(dTL_O (ALD

Podemos obtener una expresion para esta derivada empleando las derivadas

parciales:

%)
() (e e 1)
dT ), \OT Jo dT,/dC

resolviendo para (0AS/0C)r,

(GASJ = (dAS} — AC, . % (A1.9)
oC J; dT Jeo T dC
donde se ha empleado la relacion termodinamica: (OAS/OT)c=ACp/T.
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Sustituyendo la ecuacion (A1.9) en (Al.6) y resolviendo para (0m/0C)r

obtenemos:

[am) =(dm) +{ACP—(dASJ }{dT’“j (A1.10)
oC); \dCJ, | T \dT Je,jldC

que permite calcular la derivada (0m/0C)r, en el limite de baja concentracion de

desnaturalizante (C—0).

Para evaluar el segundo término del miembro derecho de la ecuacion (A1.10),
primero se hace la representacion de AS (calculada como AHp,/Ty) frente a Tp, para el
rango de concentracion de cloruro de guanidinio entre 0-1 M. La pendiente obtenida es
1.71 x 102 £ 0.06 x 102 kJ ~K'2-mol'1, y es una estimacion de la derivada (dAS/dT)ac-o
en la region de bajas concentraciones de desnaturalizante. El valor de AC, se obtuvo de
la bibliografia (Georgescu et al., 2001), donde se determinan varios valores, siendo el
valor medio 6.1 + 0.4 kJ-K-mol” y usando como valor de temperatura Ty, en ausencia
de desnaturalizante, obtenemos para AC,/T un valor de 1.69 x 102+ 0.11 kJ - K*mol.
Por lo tanto, el corchete {ACy/T-(dAS/dT)ac=0} en la ecuacion (A1.10) resulta ser cero
con una incertidumbre de ~ + 0.13 x 10 kJ-K>mol ™. Finalmente, la derivada dT/dC a
baja concentracion de desnaturalizante puede ser calculada de los datos representados
en la figura 3.11. El resultado es -18.3 + 2.7 K-M™' del ajuste lineal de Ty, frente a C en
el rango de concentracion de desnaturalizante 0-1 M. Usando todos estos valores, el

segundo término de la ecuacion (A1.10) es cero con una incertidumbre de

+ 0.6 kJ'mol’*M™2,
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La derivada (dm/dC)ac—o a baja concentracion de desnaturalizante puede ser
calculada a partir de los datos de my;; mostrados en la figura 3.13 siendo del orden de
—30 kJ-mol*M™?. Queda claro que el segundo término del miembro derecho de la
ecuacion (A1.10) no es significativo comparado con (dm/dC)ac—o. Podemos concluir

que:

N

<)

a baja concentracion de cloruro de guanidinio, y por tanto, el acusado descenso de m

dm
(deAG_O (A1.11)

observado a bajas concentraciones de desnaturalizante refleja la dependencia con la
concentracion de m y revela que la dependencia de AG frente a C es claramente no
lineal a bajas concentraciones de desnaturalizante. Estos mismos célculos pueden

aplicarse para el tiocianato de guanidinio.
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Apéndice A.2. Desviacion de la linealidad de la dependencia de AG frente a
concentracion de desnaturalizante causada por uniones especificas de

desnaturalizante al estado nativo.

La unién especifica de moléculas de desnaturalizante, o iones, al estado nativo
de la proteina causa desviaciones de la linealidad de la dependencia de AG con la
concentracion, de manera tal que la extrapolacion lineal desde altas concentraciones de
desnaturalizante sobreestima el valor de la energia libre de Gibbs a concentracion cero
de desnaturalizante. La razon es que, las uniones al estado nativo siempre tienen un
efecto estabilizante. Asi, a baja concentracion de desnaturalizante, el efecto estabilizante
de las uniones especificas de desnaturalizante, cancelard hasta cierto punto el efecto
desnaturalizante, dando lugar a un menor valor de m. A continuacion se demuestran

estas ideas mediante el analisis de un modelo de union simple.

Aceptando que la proteina nativa puede existir como forma ligada (NL) y no

ligada (N), donde el ligando es, en este caso, una molécula de desnaturalizante o ion,

entonces:

N+L e NL (A2.1)

siendo la union, fuerte, especifica y estequiométrica, pudiendo ser descrita por una

constante de equilibrio en la forma:
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(A2.2)

donde C es la concentracion de ligando, en nuestro caso el desnaturalizante.

Ya que estamos interesados en las desviaciones de la linealidad que resultan de
la union, tomamos, como punto de partida para el andlisis, que el cambio en la energia
libre de Gibbs para la desnaturalizacion de la proteina no ligada cambia linealmente con

la concentracidon de desnaturalizante:

._[D]
K* = A2.3
N] (A2.3)
AG" =-RT'InK" (A2.4)
AG" =AG, -m'-C (A2.5)

donde se han usado asteriscos para designar pardmetros pertenecientes a la
desnaturalizacién de la proteina no ligada, AGy es el cambio de energia de Gibbs en
ausencia de desnaturalizante, y m se ha tomado constante (independiente de la

concentracion de desnaturalizante).

No obstante, la constante de equilibrio que se puede determinar

. & .
experimentalmente no es K, sino:
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«- bl (A2.7)

la cual incluye la concentracion total de proteina nativa (ligada mas no ligada). Y el

cambio de energia de Gibbs:
AG =-RT xInK (A2.7)

La relacion entre AG y AG™ puede ser determinada a partir de la ecuacion
(A2.2), asi tenemos que [NL]=K_-[N]-C, por lo que K (ecuacion A2.6) puede ser escrita

como K'/(1+K-C) y AG como:
AG =AG" +RT xIn(1+ K, xC) (A2.8)

La expresion de m se puede obtener a partir de su definicion (ecuacion 3.11):

m:m*—M (A2.9)
1+ K, xC

Para altos valores de C, el segundo término del miembro derecho, se aproxima a
ceroy m =m’". Para C =0, m tiende a m -RT x K|, el cual es menor que el valor a altas
concentraciones de desnaturalizante. La ecuacion (A2.9) predice un crecimiento de m al
incrementar la concentraciéon de desnaturalizante, y por tanto, las desviaciones de la

linealidad de AG con C son tales que la extrapolacion lineal sobreestima el valor del
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cambio de energia de Gibbs en ausencia de desnaturalizante. Esta conclusion puede

verificarse como sigue:

Sea C’ la concentracion de desnaturalizante para la cual AG es cero a la
temperatura de interés. Asumamos que hemos realizado un experimento de
desnaturalizacién quimica del cual podemos determinar el valor de C’ y el efecto de la
concentracion de desnaturalizante en AG en las cercanias de C’, es decir, podemos
determinar C’ y el valor de m correspondiente a C’. La estimacion de AG por la

extrapolacion lineal seria:

AG,™ =m(C")xC' (A2.10)
y usando la ecuacion (A2.9):
AGLEM = m’ xCro RTX K xC! (A2.11)
1+K_ xC'

Aplicando la ecuacion (A2.5) a la concentracion C’, tenemos:

m’ xC'=AG,, —AG"(C") = AG,, + RT xIn(l1+ K, xC") (A2.12)

donde se ha usado para AG'(C’) la expresion dada por la ecuacion (A2.8) (para C = C’,

AG=0, y AG"(C")=-RT-In(1+K_-C")]). Sustituyendo (A2.12) en (A2.11), tenemos:
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AGL™ = AG,, +RT x{ln(l + K| x C')—1K|L<XCC} (A2.13)
+ K, X

La diferencia entre corchetes en la ecuacion anterior es necesariamente un nimero
positivo ya que, In(1 + X) es siempre mayor que X/(1+X) para cualquier valor positivo de

X; aqui X = K. x C". Concluimos pues que:
AG™ > AG,, (A2.14)

y la extrapolacion lineal sobreestima el valor del cambio de energia de Gibbs en

ausencia de desnaturalizante.
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Apéndice C: Representaciones de p frente a distancia
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Apéndice D: Realizacion de ajustes con MLAB.

Los ajustes empleando MLAB, para los casos estudiados en esta tesis, siguen
una serie de pasos que son: la creaciéon de la matriz de datos, introduccion de las
funciones de ajuste, realizacion del ajuste y creacion de la matriz de los parametros del

ajuste. Las instrucciones son:

M=READ(“nombre del fichero”, nimero de filas, nimero de columnas)
FUNCTION F(X) Se detallan todas las funciones implicitas en el ajuste
FIT(parametros ajustables separados por comas), F TO M

Z=POINTS(F(X), valor inicial:valor final:separacion entre valores)

Antes de la instruccion FIT se deben dar valores aproximados a los pardmetros

ajustables

Funciones para el ajuste de trazas de calorimetria diferencial de barrido, segiin

el modelo de dos estados:

FUNCTION K(T) = EXP(((-DH)/R)*(1/T-1/TM))

FUNCTION CPU(T) = C+D*(T-330)

FUNCTION CPN(T) = A+B*(T-330)

FUNCTION CP(T) = CPN(T)+(CPU(T)-
CPN(T))*(K(T)/(1+K(T)))+(DH 2/(R*T*T)y*(K(T)/(1+K(T))*2)
R=0.008314

Funciones para el ajuste de perfiles de desnaturalizacion térmica seguidos por

CD, segtn el modelo de dos estados:
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FUNCTION K(T) = EXP(((-DH)/R)*(1/T-1/TM))
FUNCTION XN(T) = 1/(1+K(T))

FUNCTION XD(T) = K(T)/(1+K(T))

FUNCTION ED(T) = C+D*(T-330)

FUNCTION EN(T) = A+B*(T-330)

FUNCTION E(T) = EN(T)*XN(T)+ED(T)*XD(T)
R=0.008314

Funciones para el ajuste global de la dependencia de las constantes de velocidad
de plegamiento y replegamiento con la concentracion de desnaturalizante (chevrons) y
la amplitud de la cinética frente a concentracion de desnaturalizante, segiin el modelo de

dos estados:

FUNCTION F1(X) = DI/(1+EXP((M*(X-C))/(R*T)))

FUNCTION F1(X) = LN(EXP(A)*EXP((MU/(R*T))*(X-C))+EXP(A)*EXP(((MU-
M)/(R*T))*(X-C)))

R=0.008314

Las funciones F1 (amplitudes frente a concentracion de desnaturalizante) y F2

(chevron) se pueden ajustar por separado a sus correspondientes perfiles.

Para hacer un ajuste global con peso, se crea un vector V que sea la inversa de

las varianzas, para cada caso. La instruccion FIT ahora es:

FIT(pardmetros ajustables separados por comas), F1 TO M1 WITH WEIGHT V1, F2

TO M2 WITH WEIGHT V2
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