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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Abs: absorbancia

A4en: actividad del desnaturalizante

ADN: acido desoxirribonucleico

APS: persulfato amonico

ARN: acido ribonucleico

ATP: adenosin- 5’-trifosfato

c: concentracion de proteina

CDB: calorimetria diferencial de barrido

Cden: cOncentracion molar de desnaturalizante

Con.den: concentracion del punto medio de una curva de titulacion
C,.p: capacidad calorifica molar parcial del estado desnaturalizado (D)
CpN: capacidad calorifica molar parcial del estado nativo (N)
C,,p: capacidad calorifica parcial de la proteina

C,,s: capacidad calorifica parcial del disolvente

C,: capacidad calorifica molar parcial

C; (T): seiial obtenida experimentalmente mediante CDB

D: estado desnaturalizado de la proteina

dATP: 2"-desoxi-adenosin-5"-trifosfato

DC: dicroismo circular

dCTP: 2"-desoxi-citosin-5"-trifosfato

den: agente desnaturalizante (urea o guanidina)
dGTP: 2’-desoxi-guanosin-5"-trifosfato

Dg,: actividad efectiva de la guanidina

dNTP’s: desoxinucleotidos trifosfato

DTT: ditiotreitol

dTTP: 2’-desoxi-timidin-5"-trifosfato

E: intensidad del campo eléctricp (voltios /metro)
EDTA: acido etilendiamino tetraacétiéo

gu: guanidina

GuHCI: cloruro de guanidinio

Hp: valor de la entalpia en el estado desnaturalizado (D)



Hn: valor de la entalpia en el estado nativo (N)

IPTG: isopropil B-D-thiogalactopiranésido

I; : intensidad de fluorescencia

k: constante de velocidad de un proceso cinético

K*: constante del equilibrio quimico que tiene lugar entre el estado inicial (D 6 N) y el
estado de transicion ([TSI])

K:-p,urea: constante de velocidad del proceso de plegamiento a una concentracion dada de

urea
k:.p: constante de velocidad del proceso de plegamiento
K:-N,urea: constante de velocidad del proceso de desplegamiento a una concentracion dada
de urea

ki~: constante de velocidad del proceso de desplegamiento

kg constante de Boltzman

Kp: constante de union al desnaturalizante por cada sitio de union

Kp: constante de equilibrio aparente para la desnaturalizacion en el modelo de dos
estados

Kurea = Kt-N,urea + Kt-D,urea

LB: medio de cultivo bacteriano Laura Bertani

m;.p: pendiente de la rama de una cinética de plegamiento de un grafico de Chevron

m;.~: pendiente de la rama de una cinética de desplegamiento de un grafico de Chevron

mpg,: factor de proporcionalidad de MEL (aproximacion de Parker et al., 1997)

mp: pendiente de la linea base del estado nativo de la dependencia entre 0 y cgen

Mgen: factor de proporcionalidad del modelo MEL para un desnaturalizante

MEL: Modelo de Extrapolacion Lineal

my: pendiente de la linea base del estado desnaturalizado de la dependencia entre 0 y
Cden

m,: cantidad de proteina en la célula calorimétrica

MUD: Modelo de Union al Desnaturalizante

N: estado nativo de la proteina

‘OC: orden de contacto

pb: pares de bases

Pm: peso molecular

PPi: pirofosfato libre



RCP: reaccion en cadena de la polimerasa

RMN: resonancia magnética nuclear

SDS: lauril sulfato sodico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de lauril sulfato sodico

T: temperatura

TB: medio de cultivo terrorifico

TBE: tris-Borato-EDTA

TEMED: N, N, N’, N’'-tetrametiletiléndiamina

Ty: temperatura de fusion de un oligonucleétido o cebador

Th,den: temperatura a la que AHp = 0 en presencia de desnaturalizantes

Ty: temperatura a la que AHp =0

Tmden: temperatura de la transicion del proceso de desplegamiento en presencia de
desnaturalizantes

Tm: temperatura de la transicion en la que AGp =0

T; :temperatura de la desnaturalizacion por “frio”

tt =T-T,

T,: temperatura de referencia

tg: tiempo de respuesta del calorimetro

Ts,den: temperatura de maxima estabilidad en presencia de desnaturalizantes

Ts. temperatura de maxima estabilidad en la que ASp =0

u: urea

up: cantidad de moléculas de urea unidas a la proteina durante el desplegamiento

UV: ultravioleta

v: velocidad de barrido del experimento de CDB (K/min)

V.a: volumen efectivo de la célula del calorimetro

V, (T): volumen especifico parcial de la proteina en disolucion

V (T): volumen especifico parcial del disolvente

xp: fraccion de proteina que se encuentra en el estado desnaturalizado (D)

xn: fraccion de proteina que se encuentra en el estado nativo (N)

" ® ,.p: grado de formacion de cada interaccion en el estado de transicién

[TS?]: estado de transicién

AG*: cambio de energia de Gibbs asociado a la constante de equilibrio K*



AG;p: cambio de energia de Gibbs asociado a la constante de equilibrio K* entre el
estado inicial (D) y el estado de transicion ([TS?]) en el proceso de plegamiento

AG;~: cambio de energia de Gibbs asociado a la constante de equilibrio K*entre el

estado inicial (N) y el estado de transicion ([TS¢]) en el proceso de

desplegamiento

AAG n.p: energia de desestabilizacion inducida por una mutacion

AAGy.p: cambio en la energia del estado de transicion entre la especie de referencia y el
mutante en el proceso de plegamiento

AAG;.n: cambio en la energia del estado de transicion entre la especie de referencia y el
mutante en el proceso de desplegamiento

Al,: amplitud de la exponencial asociada al cambio total de fluorescencia que ocurre

durante el proceso cinético

€: coeficiente de extincion molar

AASA: cambio de area accesible al solvente

AC,. diferencia de capacidad calorifica molar parcial entre los estados desnaturalizado

(D) y nativo (N)
AC,: diferencia de capacidad calorifica molar parcial entre los estados desnaturalizado
(D) y nativo (N) debida a la union del desnaturalizante

AC, gen: cambio de capacidad calorifica debido al desplegamiento en presencia de
desnaturalizante

AC,,: diferencia de capacidad calorifica entre una disolucién de macromoléculas
bioldgicas y el disolvente

AGyp: cambio de energia de Gibbs de union a la molécula de desnaturalizante

AGp: cambio de energia de Gibbs del desplegamiento

AGgen: cambio de energia de Gibbs del desplegamiento en presencia de desnaturalizantes

AHy, gen: cambio de entalpia de la union a un desnaturalizante

AHp : cambio de entalpia de la union a un desnaturalizante a la temperatura de la
transicion

Ahyp: entalpia especifica (AHp/Pm)

AHp: cambio de entalpia de desplegamiento

AHgen: cambio de entalpia de desplegamiento en presencia de desnaturalizantes

AH,,: incremento de entalpia del desplegamiento a la temperatura de la transicion (T,)



AH, gen: incremento de entalpia del desplegamiento a la temperatura de la transicion
(T,) en presencia de desnaturalizantes

AH™ : entalpia de van’t Hoff

AJ: cambio de un parametro termodinamico debido a lé desnaturalizacion

Amg: cantidad de disolvente desplazado por la proteina en disolucion

Anyp gen: nimero de sitios de union al desnaturalizante en el desplegamiento

ASp: cambio de entropia de desplegamiento

ASg4en: cambio de entropia de desplegamiento en presencia de desnaturalizantes

AS.: cambio de entropia del desplegamiento a la temperatura de la transicion (T,)

AAbs (A): diferencia de absorbancia medida en DC

€p :coeficiente de extincion molar para la luz polarizada a la derecha

&r: coeficiente de extincion molar para la luz polarizada a la izquierda

Ae =g (A)—¢€p (A)

0: elipticidad

0,22:cambio de elipticidad seguido a 222 nm

0222,p: elipticidad del estado desnaturalizado a 222 nm

0222~ : elipticidad del estado nativo a 222 nm

[6]: elipticidad molar

[0]mmr. elipticidad molar media por residuo

[6]MmR,222: elipticidad molar media por residuo medida a 222 nm
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La elucidacion del proceso del plegamiento de proteinas y la racionalizacion de su
estabilidad en el estado nativo, funcionalmente activo, constituye hoy dia uno de los desafios
intelectuales mas importantes en el campo de la quimica biofisica. Asi, aunque esta admitido
y aceptado que la secuéncia de una proteina predetermina su conformacién nativa y que el
camino del plegamiento de la cadena no puede ser aleatorio, se estd aun lejos de una
descripcion del proceso y, consecuentemente, de la interpretacion de la estabilidad
conformacional (entendida como la diferencia de energia de Gibbs, AGp, entre el estado
inicial, desordenado, y el final, plegado, conjuntamente con las funciones relacionadas de
entropia (ASp), entalpia (AHp) y capacidad calorifica(ACp)). Precisamente el camino mas
directo para la definicion cuantitativa de dicha estabilidad es por medio de del estudio de la
desnaturalizacion (desplegamiento) del estado nativo. Mas aun, la naturaleza de lo que se ha
venido llamando estado desplegado o desnaturalizado, el papel de los denominados estados
fundidos en el plegamiento o la funcidn de ciertas proteinas coadyuvantes a su vez al correcto

plegamiento in vivo de las proteinas son, entre otros, temas de gran actualidad en este campo.

Por otra parte, el estudio del proteoma, es decir, del conjunto de proteinas que se
generan a partir de la informacién contenida en el genoma de un ser vivo, mediante lo que se
conoce como protedmica, también ha adquirido una gran importancia en los tltimos tiempos.
Los avances realizados en esta ciencia permiten establecer relaciones entre los genes y las
proteinas, centrando su interés en el papel que ambos juegan en el desarrollo de muchas
enfermedades. De esta manera pueden seleccionarse dianas moleculares, proteinas con las que
interaccionan selectivamente los farmacos para lograr una respuesta terapéutica. Las proteinas
son las macromoléculas mas abundantes dentro del conjunto celular, y desempefian una gran
variedad de funciones (por ejemplo de transporte, de tipo estructural, 6 inmunoldgica)
imprescindibles para el funcionamiento del organismo de los seres vivos. Por esta razon, el
objetivo que se pretende alcanzar dentro del Proyecto Proteoma Humano (PPH) es construir
el mapa de proteinas que llevan a cabo las reacciones quimicas del cuerpo. Esto implica tener
conocimiento acerca de como se sintetizan las proteinas a partir de la informacién contenida
en los genes. A veces esta no es una tarea sencilla, debido a que las proteinas tienen la
capacidad de sufrir modificaciones quimicas a través de mecanismos que no estan bajo
control genético, como respuesta a estimulos del entorno, que se traducen en cambios en el
plegamiento de las mismas. La identificacion de proteinas se realiza actualmente de forma

relativamente sencilla gracias a los avances logrados en las técnicas experimentales utilizadas



y al desarrollo de la bioinformatica. Esta proporciona las herramientas necesarias para
encontrar, interpretar y relacionar la informacion contenida en las bibliotecas genéticas, en las
que se dispone de las secuencias de los genes de gran nimero de organismos, con los

hallazgos de la protedmica.

Muchas proteinas globulares de pequefio tamafio presentes en la naturaleza se pliegan
siguiendo un modélo de dos estados. A pesar de existir una gran similitud de tamafio entre
ellas, pueden encontrarse diferencias notables dentro de sus estabilidades y cinéticas de
plegamiento, asi como a nivel estructural y de secuencia aminoacidica. La correcta
comprension de este mecanismo de plegamiento requiere obtener informacion, no solo de sus
estados nativo y desnaturalizado como se ha mencionado anteriormente, sino del estado de
transicion, que nos permita posteriormente encontrar las claves para el entendimiento de
dicho proceso en proteinas de tamafios mayores. El rapido desarrollo producido en los ultimos
tiempos en el campo de la ingenieria de proteinas, ha hecho que la mutagénesis dirigida sea la
herramienta fundamental utilizada en los estudios de plegamiento y estabilidad. Asi,
combinando medidas cinéticas y de equilibrio realizadas sobre conjuntos de mutantes
disefiados para una proteina, pueden calcularse parametros termodinamicos que relacionen la
pérdida de energia en el estado de transicidn, en relacion al estado nativo, para cada mutacion
puntual. La relacion existente entre dichos parametros y la extension del proceso de
formacion de estructura sirve para indicar en qué grado de plegamiento se encuentra la region
que envuelve a cada mutacion concreta en el estado de transicion. Estudios previos realizados
sugieren la existencia de un nucleo de plegamiento a partir del cual podria tener lugar la

union de otras regiones polipeptidicas.

Por otra parte, la medida de la estabilidad conformacional de las proteinas globulares
en términos de energia de Gibbs de desplegamiento es imprescindible para lograr una
correcta interpretacion acerca de las interacciones que estabilizan la estructura de las
proteinas. Adquieren caricter relevante aquellos estudios en los que las interacciones

estabilizantes se perturban a través de la realizacion de mutaciones sobre la secuencia

aminoacidica o a partir de cambios en el entorno. La estimacién de dicha estabilidad se basa

en el analisis de los procesos de desplegamiento inducidos térmicamente o con agentes
desnaturalizantes (urea y guanidina), seguidos de las técnicas apropiadas. La metodologia

experimental mas adecuada para la caracterizacion energética del
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plegamiento/desplegamiento térmico de proteinas es la calorimetria diferencial de barrido
(CDB), que como se describira a lo largo de esta memoria, permite obtener la capacidad
calorifica en funcién de la temperatura y a partir de ella las funciones termodinamicas para el
proceso de la desnaturalizaciéon: ASp, AHp, AGp y AC,. El desarrollo de los algoritmos y
métodos de analisis adecuados permite también la caracterizacion termodinamica de los
dominios intramoleculares en proteinas multidominio y de los procesos de asociacion
disociacién de proteinas oligoméricas que se desnaturalizan reversiblemente. El estudio por
CDB se complementa muy bien con estudios paralelos por técnicas Opticas estructurales, tales
como el dicroismo circular (DC), especialmente adecuado para proteinas de alto contenido en
hélices a. El analisis termodinamico de los datos obtenidos mediante estas dos técnicas exige
la reversibilidad del proceso del desplegamiento, como ocurre precisamente en el caso de la
mayoria de las proteinas pequefias, y en los dominios aislados de proteinas globulares. Por
otra parte, el analisis desde el punto de vista cinético del plegamiento de las proteinas,
requiere del uso de otras técnicas especificas como el flujo detenido, que permiten seguir las
reacciones en las direcciones del plegamiento y desplegamiento, en presencia de agentes
desnaturalizantes, para obtener las constantes de velocidad correspondientes y aplicar a partir

de aqui los modelos adecuados que describan el comportamiento del sistema de estudio.

Por todas estas razones, la linea de investigacion de nuestro grupo de investigacion,
centrada durante mucho tiempo en la caracterizacion termodinamica del plegamiento de
pequetias proteinas globulares utilizando fundamentalmente la calorimetria, ha introducido
otras herramientas que nos han permitido completar la caracterizaciéon de dicho proceso,
basadas en el uso de la Biologia Molecular y de la Bioquimica. Dentro de este contexto, el
objetivo de esta Memoria, estd dirigido fundamentalmente al estudio del plegamiento y
estabilidad de pequefias proteinas o dominios estructurales, aislados y purificados de otras
proteinas de mayor tamafio, y cuya desnaturalizacion puede describirse mediante modelos
sencillos, lo que redunda en la calidad y cantidad de la informacidn que puede obtenerse. Asi,
se ha investigado el dominio SH3 de a-espectrina. Este dominio tiene 62 restos en su
secuencia. Su estructura ha sido resuelta mediante cristalografia de rayos X y en disolucién,
pbr Resonancia Magnética Nuclear, présentando un modelo de estructura fundamentalment’e B
no conteniendo cofactores ni puentes disulfuro. Como se describira en esta memoria, se han
realizado numerosos estudios sobre la estabilidad y plegamiento de este dominio y de

numerosos mutantes del mismo, sugiriendo que no existen especies intermedias detectables a



nivel cinético y termodinamico. Ademas, el analisis comparativo con otras proteinas de esta
familia, de plegamiento similar y diferente secuencia ha indicado que el plegamiento esta
dirigido entropicamente y determinado, como se ha mencionado anteriormente, por la
topologia del estado nativo.- Estos resultados han hecho que se conéidere a este dominio como
un sistema modelo para estudios de plegamiento en la comunidad cientifica. Aqui se ha
caracterizado termodinamica y cinéticamente un mutante del dominio SH3 de a-espectrina, el
Best5125V, disefiado racionalmente introduciendo modificaciones en el corazén hidrofobico
de la estructura para mejorar su estabilidad. La caracterizacion del estado de transicion de este
mutante ha requerido del disefio, expresion y purificacién de una serie de mutantes puntuales
realizados sobre el mismo con los que se han obtenido experimentalmente las cinéticas de
plegamiento y desplegamiento en presencia de urea y el posterior analisis aplicando el método
de la ingenieria de proteinas. El segundo sistema de estudio escogido ha sido la proteina AS-
48, un antibidtico peptidico de 70 aminoacidos. Su estructura, basada fundamentalmente en la
presencia de hélices a, ha sido resuelta mediante RMN y presenta la peculiaridad de ser una
cadena ciclica cerrada. Este hecho, segin los estudios termodinamicos realizados mediante
calorimetria y dicroismo circular en presencia de agentes desnaturalizantes descritos en esta
Memoria, parece estar intimamente relacionado con la alta estabilidad que presenta esta

proteina.

Finalmente, hay que afiadir que la practica totalidad de la investigacidon que se presenta
en esta Memoria, realizada en colaboracion con otros grupos de investigacidon, ha sido
publicada muy recientemente o se encuentra en preparacion: FEBS Lett. (2001) 505, 379-382;
Biochem. Biophys. Acta (2002), enviado.
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2.1 PRODUCTOS

Los siguientes productos se obtuvieron de la casa comercial MERCK: la urea utilizada
en los experimentds de DC y flujo detenido, y la utilizada en las purificaciones de los
mutantes. La glicina, fosfato sddico dibasico y monobasico, el carbonato sddico, y el azul de
bromofenol. El glicerol, el acido acético (96 %) y el 2-mercaptoetanol.

El cloruro de guanidina ha sido adquirido de la casa PIERCE de grado ultrapuro. Se
conserva en desecador por ser muy higroscopico.

De la casa PANREAC son: el metanol y el acido clorhidrico (35 %, quimicamente
puro). El sulfato amdnico so6lido y el nitrato de plata.

De la casa SIGMA se han adquirido: el aceite mineral para las reacciones en cadena
de la polimerasa, el isopropil B-D-thiogalactopirandsido (IPTG) y la ampicilina (sal sodica).
La disolucién comercial al 30% de acrilamida/Bis-acrilamida y el Coomasie Brilliant Blue R,
la disolucién de bromuro de etidio, la disoluciéon de formaldehido al 37 % y el acido
tricloroacético. E1 TRIZMA base, el tiosulfito sddico y el persulfato sédico (APS). Este
ultimo se conserva en el desecador por descomponerse en presencia de agua.

El lauril sulfato sdédico (SDS) empleado en la preparacion de los geles de
electroforesis es de la casa FLUKA.

De CARLO ERBA es el acido borico.

De SERVA es la sal disodica del acido trietilen-diamino-tetracético (EDTA).

De BIORAD se han adquirido la resina de intercambio idnico, AG501-X8(D)
utilizada para purificar las disoluciones de urea, y la agarosa.

De la casa MBI FERMENTAS son: el tampdn comercial de tincidn de las muestras de
gel de agarosa a una concentracién 6X y los patrones de ADN (100 bp DNA Ladder),
conteniendo fragmentos comprendidos entre 80 y 1031 pares de bases utilizados en la
electroforesis de agarosa y el enzima de restriccion Ncol (10 U/uL).

El enzima de restriccion HindIII (15 U/pL) es de la casa PHARMACIA.

De la casa ROCHE BIOCHEMICALS son: la mezcla de los nucleétidos (ANTPs), de
concentraciéon 10 mM, la Taq ADN-polimerasa (5 U/uL, 250 U totales) y su tampon de
dilucién (a concentracién 10x), utilizadas en las RCP. El tampon utilizado en la digestion con
los enzimas de restriccion (Sure Cut Buffer B for Restriction Enzymes, 10x). La bateria de

reactivos utilizados en la ligacidn con la ligasa T4 (5 U/uL) (Rapid Ligation Kit). La bateria



de reactivos empleados para la purificacién de los plasmidos (High Pure Plasmid Isolation
Kit).

De QIAGEN se ha adquirido la bateria de reactivos empleados en la purificacion de
los productos de la RCP (PCR Purification Kit, Qlaquick).

De CAMGEN (Cambridge Molecular) es la bateria de reactivos utilizados para la
extraccion y purificacion de ADN de los geles de agarosa (Gelex DNA Extraction Kit).

Las células competentes utilizadas en las transformaciones de la cepa XL1-Blue son
de la casa comercial STRATAGENE vy las de la cepa BL21-DE3 de la casa comercial
NOVAGEN.

Los oligonucleétidos y cebadores para la produccion de mutantes se han adquirido a
partir de la sintesis quimica comercial de las empresas GENTEX OLIGOS (Francia), en el
laboratorio del Dr. Serrano (EMBL) y PHARMACIA (Barcelona) en nuestro laboratorio.

La triptona peptona, el bacto agar y extracto de levadura utilizados para la preparacion
de los medios de cultivos han sido adquiridos de la casa comercial DIFCO.

. Todas las disoluciones preparadas en condiciones de esterilidad se han filtrado en
filtros estériles de tamafio de poro 0.2 um de SARSTED. De esta misma casa son los filtros
de 0.45 pm de tamafio de poro empleados para filtrar los extractos celulares antes de
purificarlos mediante cromatografia.

El agua para preparar todas las disoluciones es destilada y desionizada mediante una
resina de intercambio i6nico y posteriormente desionizada y filtrada de nuevo en un equipo
Milli-Q (Millipore). Las disoluciones tampén se han filtrado a través de filtros Millipore de
0.45 pm.

Para las dialisis se han utilizado membranas de ESPECTRA/POR de tamafio de poro
adecuado. En nuestro caso de 3500 Daltons de peso molecular excluido, que se preparan antes
de utilizarse mediante calentamientos sucesivos en agua Milli-Q hasta 80 °C. Se almacenan a

4 °C en una disolucion acuosa de azida sédica al 0.02 %.
2.2 INSTRUMENTACION
Para la obtencién de los espectros ultravioleta-visible de las muestras de proteina se

han utilizado indeistintamente un Espectrofotémetro BECKMAN DU 70 de haz simple 6 un
espectrofotometro JASCO V-530 de doble haz.

10
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Las medidas de pH se han realizado utilizando electrodos combinados de vidrio
Crison, bien el modelo 52-03 para volimenes grandes, bien el modelo 52-09 “micro” para
volimenes pequefios conectados a un pH-metro Crison. La sensibilidad de ambos es de 0.1
unidades. Para la calibracion de los pH-metros se han utilizado dos disoluciones estandar
Crison de pH 7.02 y 4.00 a 25 °C.

La liofilizacién de las muestras de proteina se ha realizado en un liofilizador HETO
modelo FD 1.0.

La sonicacién de la urea se ha realizado en un sonicador de la casa comercial
SELECTA.

Para la esterilizacion del material se ha utilizado un autoclave SELECTA que
proporciona una temperatura maxima de 134 °C.

Para realizar las reacciones de la RCP se ha utilizado un termociclador modelo
Prog02D de la casa PROGENE.

Para los cultivos de bacterias se ha utilizado un bafio orbital termostatizado modelo
SBD50 Bio de la casa comercial HETO (Lab Equipment), que permite alcanzar velocidades
comprendidas entre 20 y 100 rpm.

El aparato de electroforesis en presencia de SDS utilizado ha sido el modelo Mighty Small II,
SE-250 de la casa comercial Hoefer. En el caso de las electroforesis en presencia de agarosa
se ha empleado una cubeta modelo H1-SET de la casa Scie-Plas Ltd.. En ambos casos se ha
alimentado con una fuente de tension constante de la casa Arrosu Radio.

La visualizacion de las bandas de los geles de electroforesis en agarosa se ha realizado
en un transiluminador cedido amablemente por el Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Ciencias de esta Universidad.

Las centrifugaciones realizadas durante las purificaciones se han realizado en dos
centrifugas: Kokusan modelo H251 con un rotor tipo M1 (2200 g) y una ultracentrifuga
Beckman modelo L5-40 con un rotor R35 (12000 g).

Las centrifugaciones de pequefios volimenes de muestra se han realizado en una
centrifuga de mesa Hettich modelo EBA-12 (14000 rpm) para tubos de tipo Eppendorf.

En la purificacion de los mutantes se ha utilizado una columna cromatografica

_separativa de exclusion molecular “Hi-Load Sephadex-75” de PHARMACIA BIOTECH, un

detector UV-visible de flujo modelo UV-1 y un colector automatico modelo Frac-100 de la
misma casa comercial. La columna esta conectada a una bomba peristaltica, de la casa COLE-

PARMER, modelo 7524-15.
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Para los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (CDB) se ha utilizado un
microcalorimetro  diferencial de barrido VP-DSC (MicroCal Incorporated), cuyas
caracteristicas se describen con detalle en la seccion 3.6.

Para los experimentbs de dicroismo circular (DC) se ha utilizado un
espectropolarimetro Jasco-715 de la casa comercial Japan Corporation, cuyas caracteristicas
se detallan en la seccion 3.7.

Parte de la produccidon de mutantes sobre el dominio SH3 de a-espectrina y todos los
experimentos correspondientes de cinéticas rapidas mediante la técnica de flujo detenido, asi
como las titulaciones en presencia de guanidina realizadas con la proteina circular AS-48
mediante dicroismo circular, se han realizado en el laboratorio del Dr. Serrano, en el EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) (Heidelberg (Alemania)), dentro del marco de
colaboracion que existe con nuestro grupo.

Los calculos de las funciones de la capacidad calorifica molar parcial del estado
desnaturalizado de las proteinas a partir de sus secuencias se han realizado mediante el
programa CPUNFOLD, cedido amablefnente por el Dr. Francisco Conejero Lara,
perteneciente a nuestro grupo de investigacion.

La proteina AS-48 ha sido expresada y purificada como se describe en la literatura
(Gélvez et al., 1989), por el Dr. Antonio Gélvez del departamento de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la U. de Granada.

Las representaciones de las estructuras tridimensionales se han realizado con ayuda de
los programas MOLMOL (Koradi et al.,, 1996) y MOLSCRIPT (Kraulis, 1991). Las
superficies de AS-48 han sido construidas usando el programa WebLab ViewerLite 4.0
(Molecular Simulations Inc.) y las simulaciones del estado desplegado de las proteinas se han
realizado con el programa INSIGHTII (Biosim, California, USA) instalado en una estacion
INDIGO O; (Silicon Graphics, USA). Las areas accesibles al solvente se han calculado
mediante el programa NACCESS, del Dr. S. Hubbard (EMBL, Heidelberg).

Los analisis de datos y representaciones graficas se han realizado con los programas
ORIGIN 5.0 (MicroCal) y SIGMA PLOT, 2000 (SPSS Science) y KALEIDA GRAPH
(SYNERGY SOFTWARE).

12
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3.1 PRODUCCION DE MUTANTES DEL DOMINIO SH3 DE o-ESPECTRINA
MEDIANTE MUTAGENESIS DIRIGIDA

3.1.1 INTRODUCCION

Actualmente es posible sintetizar, manipular y disponer de cantidades ilimitadas de los
genes que codifican cualquier proteina de interés. Ademas podemos modificar dichos genes
en sitios especificos pudiendo generar en la secuencia de los mismos practicamente cualquier
alteracion que se desee, a la que denominaremos mutacion. La técnica que se utiliza para este
fin se conoce como mutagénesis dirigida y fue desarrollada por Michael Smith de la
University of British Columbia en Vancouver. El ADN que se obtiene a partir de esta técnica
recibe el nombre de ADN recombinante porque incluye segmentos de moléculas precursoras
de ADN distintas. El ADN recombinante que incluye las mutaciones deseadas, puede
introducirse a su vez en una célula llamada célula huésped, y seguidamente llevar a cabo la

expresion de su gen para sintetizar la correspondiente proteina mutada, que podra ser

~ purificada utilizando técnicas como las que se describen en las secciones 3.2 y 3.3.

La mutagénesis dirigida puede llevarse a cabo mediante varias estrategias, entre las
que destacan la mutagénesis realizada en “casete” y la mutagénesis basada en la reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP). Este tltimo ha sido el método escogido en nuestro caso para
producir mutantes debido a las ventajas que presenta frente al primero, como se detalla en la
seccion 3.1.3.

Asi, la estrategia general para la obtencion de mutantes mediante mutagénesis dirigida
por el método de la RPC (Ausubel et al, 1992; Creighton, 1993) en sistemas de expresion
bacterianos considera como punto de partida la secuencia de ADN que codifica la proteina
silvestre, es decir, la proteina tal cual existe en la naturaleza. La idea basica consiste en
introducir los cambios deseados en esta secuencia mediante el disefio de los oligonucleoétidos
y cebadores adecuados y el uso de la reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP), que generara
copias del nuevo ADN conteniendo la secuencia del gen que codifica la proteina mutada. Los
pasos siguientes (Figura 3.1.1) son la digestion del ADN para obtener el correspondiente
fragmento mutado (al que comunmente se le llama inserto) y la ligaciéon de dicho fragmento a .
un vector de expresion, produciendo el plasmido mutante. Este se introduce a continuacién
en células huésped de la bacteria (Escherichia coli en nuestro caso), mediante un proceso

llamado transformacion. Las células transformadas se crecen en los medios de cultivo

L3



Esquema general del procedimiento de clonacion:

Como vector

Ll gen, [F st T TR
L [Pl [P O o

gen o fragmento del ADN - del vector g oy
de ADN que se | / vectorde  un plasnido.
% g | clonacion:  un césmido. un
HqUISTEC 0!\("’ “ plzismido Vvirus ...
debe ser aislado  ApN ge partida rotura con endonucleasa(s) Su propiedad
de la muestra.  (genoma completo <: de restriccion ::> il e
= el y separacion de fragmentos esencial es que
o cualquicr otra N
- sean auto-
muestra) R
replicativos

( ) Después de cortar el
ADN y el vector con los

Fragmentos de ADN /\ / )
aislados (insertos) ligasa _enzimas de restriccion
e Union del ADN al | ambos se unen mediante

vector la ligasa. Al conjunto,
vector + inserto, se le
llama ADN

O O O O recombinante

ADN recombinantes

El ADN
recombinante se
“transformacion” . introduce en las
de las bacterias recombinante  bacterias mediante
! diversos métodos
como la
transformacion.

Incorporacion del ADN

El vector se replica al dividirse la bacteria y
también de forma autonoma. Con ello, aumenta el
ntimero de copias.

Cada bacteria, haya incorporado o no un vectory
un ADN reombinante, se multiplica para dar lugar
a un “clon”, poblacion de bacterias con idéntico

: material genético (incluido el recombinante
1°) cultivo en placas de b ( )
agar: formacion de

colonias (clones) . Crecimiento celular y seleccion  No todas las bacterias han

Zpmeielomens | delascélubsquehan  incoporadocl ADNGe
io liqui | 3 . ; interés formando parte de

S ~ incorporado el ADN de interés vector recombinaﬁle. Se

| ; ;
‘ seleccionan las que si lo

han hecho. normalmente
cultivandolas en un medio
con antibiotico, si en el
vector se incluyo el gen de
resistencia a ese
antibiotico.

Las cé€lulas que no

‘incorporan el plasmido \,Expresi(’)n»del ADN clonado |

mueren en las placas que ‘
contienen el antibiético. { |

Figura 3.1.1: Esquema general de la obtencion de mutantes mediante el uso de la mutagénesis
dirigida, en el que no se incluye el proceso de la RCP (Figura 3.1.2).
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adecuados en presencia del antibidtico al que presentan resistencia, y se realizan ensayos de

expresion para obtener, utilizando un agente inductor, la proteina de interés.
3.1.2 CONCEPTOS Y DEFINICIONES

ADN recombinante: Molécula de ADN que incluye segmentos de moléculas precursoras de
ADN distintas.

Cebador: Fragmento de ADN que contiene cualquiera de los extremos terminales de una
secuencia de ADN, incluyendo los sitios de reconocimiento de los enzimas de restriccion.
Célula huésped: Célula bacteriana en la que se introduce el plasmido conteniendo €l gen que
codifica una proteina.

Digestion: Proceso llevado a cabo por enzimas de restriccion mediante el cual se corta la
copia obtenida mediante la RCP en sitios especificos, obteniendo asi el inserto.

Enzimas de restriccion (endonucleasas de restriccion): Enzimas capaces de reconocer
pequefias secuencias dentro de la doble cadena del ADN cortandola en sitios especificos.
Inserto: Fragmento de ADN aislado que contiene la mutacién deseada.

Ligacion: Mecanismo llevado a cabo por el enzima T4 ADN ligasa para la obtencion del
plasmido a partir de un inserto que contiene la mutacion y de un vector determinado.
Oligonucledtido: Fragmento de ADN monocatenario que contiene la modificacion
(mutacion) deseada.

Plasmido: Pequefia molécula circular de ADN que contiene la informacién que codifica la
proteina, dada por su secuencia aminoacidica, y es capaz de reproducirse independientemente
en una célula huésped.

Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP): Técnica utilizada para amplificar el numero
de copias de una secuencia especifica de ADN a través de ciclos repetidos de
desnaturalizacién y amplificacion gracias a la presencia de un enzima, la ADN-polimerasa.
Recombinacion: Proceso por el cual dos moléculas de ADN dan lugar a una nueva molécula
que combina segmentos de las dos moléculas precursoras, incluyendo la integracién de una
molécula en otra, la sustitucidn de un segmento por otro de una molécula de ADN distinta o el
intercambio de dos segmentos homologos entre las dos moléculas precursoras.
Transformacion: Proceso que permite introducir un pldsmido en uné célula huésped

bacteriana.
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Vector: Fragmento de ADN de varios miles de pares de bases de longitud, que contiene entre
otros elementos, un origen de duplicacion del ADN, sitios especificos de union al inserto y

uno o mas genes que confieren resistencia a uno o mas antibioticos.

3.1.3 AMPLIFICACION DEL ADN: LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RCP)

El uso de la técnica de mutagénesis dirigida a partir de la reaccion en cadena de la
polimerasa presenta numerosas ventajas frente al uso de la técnica de mutagénesis mediante
“casete” (Ausubel et al, 1992). En ésta, se utiliza el fragmento de ADN que codifica la
proteina, llamado “casete” que se corta con ayuda de enzimas de restriccion especificas. El
“casete” se forma por sintesis quimica de dos oligonucledtidos que contienen la secuencia
deseada y se hibridan entre si, formando asi un “casete” que se inserta posteriormente en el
vector entre los sitios deseados.

Las principales limitaciones de esta técnica radican en la dificultad para encontrar
sitios de restriccion adecuados cerca del gen natural; ademas de esto, la pureza de los
oligonucledtidos y cebadores sintéticos disminuye de forma lineal con el aumento de la
longitud de los mismos, con lo cual su disefio presenta en este sentido la necesidad de adquirir
un compromiso entre ambos parametros.

Sin embargo, la introducciéon en 1987 del uso de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RCP) (Mullis & Faloona, 1987), permitié la posibilidad de copiar fragmentos
pequeiios de ADN de unos cientos de pares de bases in vitro.

Con la RPC, el ADN se amplifica segin un proceso ciclico, en el que cada uno de los

ciclos que lo componen consta de tres pasos basicos (Figura 3.1.2):

a) Desnaturalizacion térmica de la doble cadena de ADN. En este primer paso se

desnaturaliza completamente la doble cadena del ADN molde que contiene la secuencia que
se desea amplificar, calentando la mezcla de reaccidon a 94 °C entre 1 y 3 minutos.

Para conseguir el mayor rendimiento, es necesario tener en cuenta algunos aspectos

- practicos para- el proceso de desnaturalizacion a lo largo del conjunto de los ciclos

establecidos: asi, durante la repeticion de este paso en cada ciclo, es suficiente mantener la
desnaturalizacion a 94 °C durante 20 6 30 segundos, aunque este tiempo puede variar en

funcién del instrumento y del tamafo de los tubos usados para las mezclas de reaccion. Por
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otra parte, si el ADN usado como molde solo se desnaturaliza parcialmente, debido a que la
temperatura no alcanzara el valor adecuado indicado anteriormente, la cadena tiende a
aparearse de forma rapida impidiendo que se lleve a cabo eficazmente la primera hibridacion
y la primera extensiéon o dando lugar a que la reaccién se dé con su propia cadena, generando
falsos resultados positivos. También hay que tener en cuenta que en el caso de contar con
secuencias de ADN que contengan un alto porcentaje de guaninas (G) o citosinas (C), debe
aumentarse el tiempo y la temperatura de desnaturalizacion, ya que la estabilidad de la doble
hélice se incrementa por la presencia del triple enlace de hidrégeno entre ambas bases en
lugar del doble existente entre adenina (A) y timina (T). De todas maneras, en general no es
conveniente emplear tiempos de desnaturalizaciéon mayores de los requeridos, debido a que

las altas temperaturas favorecen la pérdida de actividad de la ADN-polimerasa.

b) Hibridacion _especifica de los cebadores a sus respectivas cadenas

complementarias de ADN. Una vez desnaturalizada la doble cadena de ADN, debe tener

lugar la hibridacién especifica de los oligonucleétidos a los que hemos denominado cebadores
a sus respectivas cadenas complementarias.

La eleccion de la temperatura de hibridacidn, como se discute en la seccion 3.1.4 es un
factor critico, ya que la especificidad de la reaccion depende de ella. Tiene que ser optimizada
empiricamente. Asi, temperaturas demasiado altas favorecen que no se produzca hibridacién
alguna, y temperaturas excesivamente bajas incrementan la posibilidad de que tengan lugar
hibridaciones no especificas. Ademas, si los cebadores contienen bases complementarias entre

sus secuencias, pueden darse efectos de dimerizacidn de los mismos al hibridarse entre ellos.

c) Extension de los cebadores mediante la intervencion de la ADN-polimerasa.

Una vez completado el paso anterior, es necesario copiar las secuencias molde en los dos
cebadores mediante la actuacion de la ADN-polimerasa. En nuestro caso, el enzima empleado
es una forma termoestable conocida como Taq ADN-polimerasa obtenida a partir de una
bacteria termofila (Thermus aquaticus). La Taq ADN-polimerasa no se destruye a la
temperatura de desnaturalizacion, evitando de este modo tener que emplear en cada ciclo de la
reaccion nuevas cantidades de dicho enzima.

La temperatura optima de actuacion del enzima que coincide con la temperatura a la
que se produce la extension de los cebadores es 72 °C. A esta temperatura, el enzima es capaz

de afiadir aproximadamente 62 bases por segundo.
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Figura 3.1.2: Reaccion en cadena de la polimerasa. En cada
amplificacion, la doble cadena se separa, los oligonucledtidos o cebadores en su caso se
unen a los extremos de la region seleccionada y la Taqg ADN-polimerasa realiza la copia y

extension del segmento.
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El tiempo de duracion de esta etapa varia en funcion del tamafio del fragmento de
ADN que se desea amplificar. De forma aproximada, puede estimarse que en el caso de
fragmentos del orden de 1 kb, 45 segundos es tiempo suficiente para la extension de los
cebadores. 4

En cualquier caso, si se desea obtener el maximo rendimiento en este paso a lo largo
del total de ciclos empleados para la reaccidn, puede seguirse el siguiente esquema de tiempos
de extension: durante los 10 primeros ciclos debe utilizarse un tiempo de extension constante,
mientras que durante los 20 ciclos restantes el incremento del tiempo debe estar comprendido
entre 2 y 5 segundos entre un ciclo ejecutado y el siguiente.

Esta forma de proceder deja al enzima mayor tiempo de actuacion ya que conforme la
RCP tiene lugar, la cantidad de ADN para amplificar aumenta y la actividad del enzima para
llevar a cabo la extension disminuye. Dicha disminucion de la actividad se produce a causa de
una inevitable desnaturalizacion de la Taq ADN-polimerasa por la prolongada exposicién de

la misma a las altas temperaturas empleadas a lo largo de la reaccion de la RCP.

Una vez realizados estos tres saltos de temperatura, se completa el primer ciclo de la
reaccion, con el que a partir de cada fragmento original de ADN se han obtenido dos nuevos
fragmentos amplificados. El segundo ciclo comienza de nuevo con la desnaturalizacion de las
cadenas de ADN y continua de manera analoga al ciclo anterior con la hibridacién y
extension, originando dos fragmentos nuevos amplificados por cada fragmento resultante del
primer ciclo (Figura 3.1.2). De esta forma, el nimero total de copias amplificadas de]l ADN
original se calcula con la siguiente relacién: 2", donde n es el niimero total de ciclos
empleados en la reaccion. En general, entre 25 y 35 ciclos. Asi se produce la amplificacion
de un nimero de moléculas de ADN suficientes para obtener productos detectables
posteriormente mediante electroforesis en gel de agarosa (seccién 3.3.3). Generalmente al
aumentar el numero total de ciclos, aumenta de forma proporcional la posibilidad de
formacion de productos no especificos.

Una vez se ha completado el tltimo ciclo programado, se procede a un proceso de
extension final en el que se mantienen las mezclas de reaccion entre cinco y quince minutos a
una temperatura de 72 °C, con objeto de asegurar una completa extension de todas las cadenas

de ADN.
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T

Figura 3.1.3: Esquema de los ciclos programados para las RCP realizadas en la memoria.

Con el fin de evitar la degradaciéon del ADN, las mezclas de reaccion deben
introducirse en hielo si se desea proseguir con su manipulaciéon inmediata o, mejor aun,
congelarse a una temperatura de — 20 °C hasta el momento de su uso.

En el caso de los mutantes llevados a cabo en el dominio SH3, las RCP se realizaron

siguiendo el esquema de la Figura 3.1.3.

3.1.3.1 Estrategia experimental

Para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa, es necesario que el medio
contenga los cebadores, oligonucleétidos, los desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), los iones

Mg"", la Tag ADN-polimerasa, una disolucién tampén y el ADN molde.

Por una parte, los cebadores y oligonucledtidos que contengan la mutacidon deseada,
deben alcanzar generalmente unas concentraciones Optimas en la mezcla de reaccién en el
intervalo establecido entre 0.1 uM y 0.6 uM. El uso de concentraciones superiores puede dar
lugar a la acumulacion de productos no especificos de reaccion, mientras que concentraciones
menores seran insuficientes para completar la reaccion, dando como resultado cantidades
menores de las esperadas del producto de RCP.

Para comenzar a trabajar con los oligonucleodtidos y cebadores, es necesario seguir el
siguiente protocolo de tratamiento de los mismos debido a que inicialmente se encuentran
liofilizados. En primer -lugar, se disuelven en 400 pL de agua destilada estéril, agitando
automaticamente de forma continua durante 15 minutos. Esta disolucion se clarifica si
quedasen particulas en suspension en una centrifuga de mesa a maxima velocidad. A

continuacion se determina la concentracion del oligonucleétido o el cebador con el método
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aproximado que se describe en la seccidon 3.4.3. Conocida la concentracion, se preparan en
tubos estériles diluciones de concentracion 10 uM, utilizando para ello la cantidad adecuada
de la disolucién concentrada y agua estéril hasta completar un volumen total de 100 uL en
cada caso. Estas disoluciones diluidas, junto con las alicuotas concentradas, se conservan

congeladas a — 20 °C.

Los desoxinucleotidos trifosfato (ANTP’s) juegan un papel esencial en la reaccion al
constituir las piezas que sirven para construir las copias de la cadena de ADN original.
Generalmente se usa una disolucién que contiene la mezcla de los cuatro dNTP’s en agua
(dATP (2'-desoxi-adenosin-5'-trifosfato), dCTP (2’-desoxi-citosin-5 -trifosfato), dGTP (2'-
desoxi-guanosin-5-trifosfato) y dTTP (2’-desoxi-timidin-5"-trifosfato). Las concentraciones
que se utilizan en la mezcla de reaccion suelen estar en el intervalo comprendido entre 50 y
500 puM; la concentracion utilizada normalmente para cada nucledtido es 200 uM. Estas

disoluciones se almacenan a — 20 °C.

Los iones Mg™" tienen la funcién de formar complejos con los dNTP's y el molde de
ADN para dar lugar a la formaciéon del sustrato que la ADN-polimerasa reconoce. La
concentraciéon de los iones Mg depende de la concentracién de otros componentes de la
reaccion como los ANTP’s, pirofosfatos libres (PPi) y EDTA. Estos compuestos se unen a
dichos iones debido a que poseen carga negativa. Su concentracion optima en la reaccion se
determina de forma empirica y varia entre 1 mM y 5 mM. Generalmente se usan
concentraciones de este i6n correspondientes a 1.5 mM, cuando la concentracion de la mezcla
de dNTP’s usada es de 200 uM. Un exceso de Mg'" en la mezcla puede disminuir la
especificidad de la amplificacion del ADN en la reaccion. De la misma manera, la carencia
excesiva de dichos iones en la reaccion, puede resultar en una menor produccién del producto

esperado.

La eleccion del enzima ADN-polimerasa a utilizar en la reaccion de RCP se realiza en
funcidn de la aplicacidén y la longitud del producto deseado. En nuestro caso, se ha escogido la
Taq ADN-polimerasa, cuyo uso ‘general se recomienda. para la amplificacion de fragmentos
de hasta 3000 bases de longitud. En la mayoria de los casos, la cantidad éptima de Taq ADN-
polimerasa estd entre 0.5 y 2.5 unidades por cada 50 puL de mezcla de reaccién. Un

incremento excesivo de la concentracién del enzima puede provocar la disminucion de
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especificidad en la formacion del producto. Hay que notar que la disolucion de Taq ADN-
polimerasa utilizada contiene una proporcion de glicerol en su composicion, con lo que no es
necesario descongelarla antes de su uso, siendo ademas de notable importancia, para evitar la
pérdida de actividad, no mantenerla a temperaturas superiores a —20 °C mas del tiempo

necesario para la adicion de la cantidad adecuada en la mezcla de reaccion.

Para llevar a cabo la reaccion correctamente, es importante la presencia en el medio de
una disolucién tampon que acompaiia a la Tag ADN polimerasa y cuyo pH debe estar entre
8.3 y 9.0. En algunos casos, aumentar el pH del tampé6n permite estabilizar el molde de ADN

empleado y mejorar el resultado de la reaccion.

El ADN molde debe estar presente en la reaccion en una cantidad adecuada para la
formacién del producto de RCP. Las cantidades recomendadas para una RCP son las
siguientes: 500 ng maximo en el caso de ADN genémico humano; entre 1 y 10 ng de ADN
proveniente de bacteria y entre 0.1 y 500 ng si se utiliza el plasmido directamente. La
cantidad 6ptima de ADN depende de la aplicacion posterior y del error permitido para el

ADN amplificado en la RCP.

3.1.3.2 Preparacion v realizacion de la reaccion

Para la preparacion de la RCP, en primer lugar es preciso descongelar cada una de las
disoluciones acuosas de los reactivos que se emplean para la reaccion: dNTP’s, tampon de la
Taq ADN-polimerasa que contiene MgCly, disolucidn de oligonucleétidos, cebadores y ADN
molde. La Taqg ADN-polimerasa no es necesario descongelarla previamente por las razones
expuestas anteriormente.

Los tubos empleados para las reacciones varian en capacidad en funciéon del
termociclador utilizado para llevar a cabo la reaccion de RCP. En nuestro caso, los tubos
utilizados tienen una capacidad de 200 uL y previamente fueron esterilizados.

A la hora de realizar las reacciones es importante el orden en el que se afladen los
reactivos con objeto de no dar lugar a que comiencen a darse reacciones no deseadas entre los
mismos. Los tubos se mantienen en hielo en todo momento. Esto es especialmente

importante en el caso de los dNTP’s y el ADN molde, que pueden degradarse con el
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incremento de la temperatura. Asi pues, el orden de adicion que se ha seguido en nuestro caso

es el siguiente:

a) 5 pL del tampon comercial de la Taq ADN-polimerasa (MgCl, 15 mM).

b) 1 uL de la mezcla de ANTP's de concentracion 10 mM.

c) 5 uL de cada uno de los oligonucledtidos empleados de concentracion 10 pM.

d) 34 pL de agua Milli-Q estéril.

e) ADN molde (realizar este paso en presencia de llama): se utilizan 0.1-0.2 pL si se utiliza
el ADN plasmidico puro directamente o puede utilizarse una colonia obtenida de la
transformacion de células competentes a partir del plasmido o del uso del glicerol
correspondiente conservado a —80 °C (ver seccién 3.1.7).

h) 1 gota de aceite mineral para sellar la reaccion y evitar que la mezcla acuosa se evapore al

alcanzar altas temperaturas.

Segun el protocolo anterior, en las reacciones de RCP que se han llevado a cabo en
esta memoria los volumenes totales de reaccion empleados han sido de 50 pL.

Una vez preparadas las reacciones en hielo, se introducen en el termociclador. Este
instrumento se compone de uno o varios bloques térmicos independientes entre si,
compuestos por unos “pocillos” en los que se situan los tubos con las mezclas preparadas. El
disefio de este aparato permite programar la secuencia de pasos y ciclos de la RCP que han
sido descritos. Seguidamente se da comienzo a los ciclos de reaccidon y a continuacién a la
adicion de 0.3 pL de Taq ADN-polimerasa. Para tal fin, basta con interrumpir la ejecucion del
programa cuando se alcanzan por primera vez los 94 °C. La secuencia de ejecucion seguida en
el comienzo de la reaccion, para los dos casos de mutaciones considerados hasta el momento,
varia como se describe en la seccion siguiente.

Una vez finalizada la reaccion, es necesario comprobar si ha tenido lugar la formacion
de los productos deseados. Para ello se prepara una electroforesis en gel de agarosa al 2 %
(seccidn 3.3.3). Si el resultado es positivo, se observaran las bandas correspondientes a dichos
productos. Ademas, de esta forma puede comprobarse a la vez si el producto de la RCP esta

puro, cuando se observa la presencia de una sola banda en el gel en la posicion correcta o si,

. por el contrario, existen otras bandas que indican la presencia de productos secundarios de

reaccion. Puede determinarse también de forma aproximada la cantidad de los productos

obtenidos en funcidn de la intensidad relativa de las bandas presentes.
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A continuacion, y en el caso de obtener resultados positivos en la reaccion de
amplificacion, se procede a la purificacion de los productos de RCP. Si sé6lo se ha obtenido el
producto de reaccién esperado, se purifica el mismo mediante el protocolo y reactivos
- comerciales adquirido‘s de la casa comercial Qiagen. La segunda posibilidad resulta de la
coexistencia de varios productos de reaccion; en este caso se obtiene la banda deseada
cortandola directamente del gel de agarosa y purificandola a continuacidon utilizando el
protocolo y reactivos comerciales adecuados. Durante este proceso de purificaciéon puede
perderse parte del producto, por lo que es conveniente aplicar en el gel la mayor cantidad de
muestra posible con el fin de aumentar el rendimiento final. En cualquiera de los casos

anteriores, se obtiene un volumen final de producto puro equivalente a 50 pL.
3.1.4 DISENO E INTRODUCCION DE MUTACIONES EN FRAGMENTOS DE ADN

Una vez escogidas las mutaciones que se van a realizar sobre el ADN molde, es
necesario tener en cuenta la posicion de las mismas dentro de la secuencia de bases. Asi, las
distintas mutaciones que se pueden realizar en el gen pueden encontrarse en posiciones
cercanas o lejanas a los extremos de su estructura primaria. Segun esto, se puede distinguir
entre estas dos situaciones, que difieren entre si en la estrategia de amplificacion del ADN
mediante la reaccion de RCP como se describe a continuacidn, utilizando como ejemplo el
gen del mutante Best5125V del dominio SH3 de a-espectrina. Este gen se ha tomado como
especie de referencia en los estudios realizados en esta memoria y sobre el que se han
realizado una s:rie de mutaciones a lo largo de su secuencia (Figura 3.1.4).

En cualquiera de estos casos el primer paso consiste en disefiar los oligonucledtidos
necesarios. En general, el disefio requiere el conocimiento previo de una serie de
caracteristicas de los mismos que se describen a continuacion, tales como la longitud de los
oligonucledtidos que debe estar comprendida entre 20 y 30 bases, aunque pueden disefiarse
conteniendo hasta 80-100 nucledtidos. El contenido en bases también es importante, debiendo
mantenerse siempre que sea posible el numero total de citosinas (C) y guaninas (G) en un
orden comprendido entre el 40 % y 60 %, dejando el resto del porcentaje para adeninas (A) y
timinas (T). Ademas, deben acotarse en sus extremos con guaninas y citosinas, siempre que
sea posible, ya que estas bases, al aparearse establecen mas puentes de hidrégeno que los
formados en el caso de las bases A y T, mejorando asi el apareamiento de estas cadenas a la

hebra correspondiente de ADN, lo que repercute en el rendimiento de la RCP.
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BestSi25v
1 8 9

ATG GAT GAA ACT GGA AAA GAG CTT GTG CTA GTA CTC TAT
M D E T G K E L V L V L Y
A A

24
GAT TAT CAA GAG AAG AGT CCT CGG GAG CTG ACT GTG AAG
D Y Q E K S P R E L T V K

A

29 31 33 36
AAA GGA GAT ATT CTA ACC CTA CTC AAC AGC ACC AAC AAG
K G D I L T L L N S T N K
A A A A

43 48 52
GAC TGG TGG AAG ATT GAA GTT AAC GAT CGT CAG GGC TTT
D W W K I E VvV N D R Q G F

A A A

53 55 62
GTA CCA GCT GCC TAT CTG AAA AAA CTA GAT

vV P A A Y L K K L D
A G

D48G
1 8

ATG GAT GAA ACT GGA AAA GAG CTT GTG CTA GCA CTC TAT
M D E T G K E L v L A L Y

A
24

GAT TAC CAA GAG AAG AGT CCT CGG GAG GTG ACT ATG AAG
D Y Q E K S P R E V T M K

33 36
AAA GGA GAT ATT CTA ACC CTG CTC AAC AGC ACC AAC AAG
K G D I L T L L N S i i N K
A A

48
GAC TGG TGG AAG GTT GAA GTT AAC GGT CGT CAG GGCTTT
D W w K V E VvV N G R Q G F

62
GTA CCA GCT GCC TAT GTG AAA AAA CTA GAT

v P A A Y V K K L D

Figura 3.1.4: Secuencias de ADN de los mutantes Best5125V y D48G (Martinez et al. 1998a).
Azul: Restos mutados. Las letras sombreadas son los aminodcidos por los cuales se
sustituyen. Rojo: Bases sustituidas por otras que codifican el nuevo aminodcido (Figura
3.1.5). Las nuevas bases introducidas se muestran en la Tabla 3.1.1.
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Por otra parte hay que calcular en cada oligonucledtido que se disefie el valor de su
temperatura de fusion, Ty, temperatura a la que desnaturaliza la doble hebra formada por el
ADN molde y el oligonucledtido correspondiente. Su valor depende de la relacion
(C+G)/(A+T) existente en su composicidn y se calcula con la siguiénte relacion:

T¢=[2:(Na+ N7)] + [4(Ng +N¢)] (° C) (3.1.1)
siendo N, N1, N¢c y Ng el numero total de adeninas, timinas, citosinas y guaninas
respectivamente contenidas en la secuencia del oligonucleétido que hibridan con el
correspondiente ADN molde durante la RCP.

Las T usuales para los oligonucleétidos deben ser al menos iguales a las temperaturas
de hibridacién. El intervalo usual para las temperaturas de hibridacion esta entre los 55 °C y
65 "Cs

Es necesario disefiar dos tipos de oligonucledtidos: los llamados cebadores y los
oligonucledtidos propiamente dichos que contienen la mutacion. En la Tabla 3.1.1 se
muestran los correspondientes a los mutantes realizados en esta memoria.

Los cebadores contienen las secuencias de ADN de ambos extremos de la secuencia
del gen e incluyen los sitios de unién a los enzimas de restriccidon. El primero de los dos
cebadores necesarios comienza con la secuencia diana del enzima de restriccidn, a la que debe
seguir la secuencia de las bases ATG, correspondiente al aminoacido metionina, necesaria
para que pueda iniciarse la traduccion del ADN. En nuestro caso el enzima Ncol es el enzima
de restriccion que delimita el comienzo de la secuencia en la direccion 5°-3" de la misma. Su
secuencia diana incluye el codén del aminoacido metionina que constituye ademas el punto
de inicio de la secuencia del gen. La secuencia del cebador 1 se representa en la Tabla 3.1.1.
El segundo cebador se construye sobre la cadena complementaria de ADN. Si se lee su
secuencia, representada en la Tabla 3.1.1 en la direccion 3'-5" de sus extremos, se observa que
comienza en una base dada (G) y continua hasta el final de la secuencia aminoacidica con la
triada complementaria CTA, que corresponde al aminoacido representado por la letra D
(acido aspartico). Seguidamente se incluyen dos codones de terminacién (ATCATC) para
impedir que en la traduccidén del ADN pudieran codificarse por error las secuencias de nuevos
restos aminoacidicos que se anadirian a la secuencia original. A continuacidn se encuentran
las secuencias diana correspondientes a varios enzimas de restriccion entre los que se
encuentra el perteneciente a HindIIl (TTCGAA). |

Por otra parte, los oligonucledtidos contienen el fragmento de la secuencia del gen con

la mutacidn que se pretenda realizar. Para disefiarlos es necesario realizar en la secuencia de
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TABLA 3.1.1

SECUENCIAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS Y CEBADORES DISENADOS PARA LAS ESPECIES Best5I25V Y D48G
(Martinez et al. 1998a) DEL DOMINIO SH3 DE a-ESPECTRINA Y SUS MUTANTES.

MUTANTE | OLIGONUCLEOTIDO | SECUENCIA
O CEBADOR
Cebador 1/Best5125V | 5-TTAACCATGGATGAAACTGGAAAAGAGCTTGTG-3’
BestSI2Z5V | cepador 2/Best5125V | 5-TTAAAAGCTTAGATCTCTACTAATCTAGTTTTTTCAG-3’
LRA/ L8A 1/ Best5125V 5"-TTAACCATGGATGAAACTGGAAAAGAGg. TGTGCTAGTACTC-3’
Best5125V
VOA/ VOA 1/ Best5125V | 5-TTAACCATGGATGAAACTGGAAAAGAGCTTGcGCTAGTACTCTAT-3’
Best5[25V
T24A 1/ Best5S25V | 5'-CCTCGGGAGCTGeCTGTGAAGAAAGG-3’
T24A/
BestSI25V T24A 2/ BestSI25V | 5'-CCTTTCTTCACAG:CAGCTCCCGAGG-3’
D29A 1/ Best5125V | 5'- GCTGACTGTGAAGAAAGGAGcTATTCTAACCCTAC-3"
D29A/
BestSI25V D29A 2/ Best5125V | 5-GTAGGGTTAGAATA¢CTCCTTTCTTCACAGTCAGC-3’
SR L31A 1/Best5S25V | 5'-GAAAGGAGATATTzcAACCCTACTCAACAGC-3'
Best5125V L31A 2/ Best5S25V | 5'- GCTGTTGAGTAGGGTTecAATATCTCCTTTC-3
L33A 1/Best5125V | 5'- GGAGATATTCTAACCgcACTCAACAGCACC-3’
L33A/
BestS125V L33A 2/Best525V | 5'- GGTGCTGTTGAGTecGGTTAGAATATCTCC-3’
S36A 1/ Best5125V | 5'-CCTACTCAACgcCACCAACAAGGACTGG-3"
S36A/
BestS125V S36A 2/ Best5S25V | 5'-CCAGTCCTTGTTGGTGecGTAGTAGG-3’
. K43A 1/ Best5S25V | 5-GGACTGGTGGgzcGATTGAAGTTAACG-3’
K43
Best5125V K43A 2/ Best5S125V | 5-CGTTAACTTCAATCcCCACCAGTCC-3
D48G 1/ Best5125V | 5-GGAAGATTGAAGTTAACG¢TCGTCAGGGCTTT-3'
D48G/
Best5125V D48G 2/ Best5125V | 5"-AAAGCCCTGACGAcCGTTAACTTCAATCTTCC-3
— F52A 1/ Best5125V | 5-CGATCGTCAGGGC2cTGTACCAGCTGCC-3’
Best5125V F52A 2/ Best5125V | 5'-GGCAGCTGGTACAgcGCCCTGACGATCG-3
/ V53A 1/ Best5125V | 5'- CGTCAGGGCTTTGeACCAGCTGCCTAT-3"
V53A
BestSI25V V53A 2/ Best5125V | 5-ATAGGCAGCTGGT¢CAAAGCCCTGACG-3’
8=
A55G/ AS5G 2/BestSI25V. | 1A AAAGCTTAGATCTCTACTAATCTAGTTTTTTCAGATAGGCACCTGGTACAAAGCCC
Best5125V 87
Cebador 1/D48G 5'-GCGCGCCCATGGATGAAACTGGAAAAGAGCTTGTGCTA-3’
D48G Cebador 2/D48G 5"-GCGCGCAAGCTTGGATCCCTACTAATCTAGTTTTTTCACATAGGCAGCTGG-3'
T L8A 1/ D48G 5'-GCGCGCCCATGGATGAAACTGGAAAAGAGecTGTGCTAGC-3’
L33A 1/ D48G 5'-GGAGATATTCTAACC¢:GCTCAACAGCACC-3’
L33A/ D48G L33A 2/ D48G 5"-GGTGCTGTTGAGCycGGTTAGAATATCTCC-3
S36A 1/D48G 5"-CCTGCTCAACg:CACCAACAAGGACTGG-3’
S36A/ D48G S36A 2/ D48G

5"-CCAGTCCTTGTTGGTGucGTTGAGCAGG-3’

0000000800000 00000000000000000000000000000000CRCOCONQRESEONONRONNOOS

29



Segunda posicion
T C A ¢
oy . |
T TOT TAT TGT T
Phe
i1 160 TAC TGC &
T PG
TTA TCA TAA stop | TGA stop A
Leu
Te TCG TAG stop | TGO Trp |G
e | \. = 'W
BTT GET CAT CGT it
~ His
i B CAC _ CGC & G
C C > Leu * Pro ~ Arg
2| |cTa CCA CAA COA A g‘
g . ™ i
2| |cuG . oG 2 CAG J CGG / G _E
g =
;E ATT ACT ) AAT AGT i E:
A - e
ATC p» e |ACC AAC AGC | C
A > Tix ~
ATA ACA AMA AGA A
Lys Arg
ATG Metfnicio | ACG AAG AGGJ G
GTT GCT GAT GGT A T
A
GTC GCC GAC GGC i
¢ Val L Ala ) Gly
GTA r GCA GAA GGA A
31!
GTG GCG GAG GGG G
R, .J w,

Figura 3.1.5: Representacion del codigo genético en bacterias Escherichia coli. Los grupos
de tres nucleotidos (codones) (escritos en la direccion 5= 3°) de una molécula de ADN se
traducen en aminodcidos de acuerdo con las reglas indicadas aqui. Los colores rojo, azul,
verde y negro representan los aminodcidos dcidos, basicos, polares sin carga y neutros
respectivamente.
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ADN de la proteina las sustituciones de las bases apropiadas que codifiquen los nuevos
aminoacidos en las posiciones seleccionadas. Como se observa en la Figura 3.1.5, algunos
aminoacidos pueden estar codificados por distintas combinaciones de tres bases. Esto permite
escoger a conveniencia los cambios en las mismas al hacer una mutacién, procurando alterar
minimamente la secuencia de bases original, con el fin de garantizar un mayor porcentaje de
éxito en el proceso de clonacion.

Todo el proceso de disefio y sintesis de oligonucleétidos y cebadores se ha realizado
con la ayuda del programa DNA Strider 1.2, entre cuyas opciones destacan herramientas que
permiten introducir y leer las secuencias de ADN, realizar las modificaciones en las mismas y
seleccionar los fragmentos correspondientes a los oligonucledtidos y cebadores. En todos los
casos, estos fragmentos de ADN se han obtenido por sintesis quimica y se han adquirido de

las empresas Gentex oligos (Francia) y Pharmacia (Barcelona).

En el caso del mutante Best5125V, cuya secuencia de muestra en la Figura 3.1.4,
distinguiremos entre dos tipos de mutaciones dependiendo de su posicion dentro de la
secuencia:

En primer lugar se consideraran las mutaciones en posiciones cercanas a los extremos
de la secuencia del gen del mutante Best5125V del dominio SH3 de a-espectrina. Asi se han
disefiado los mutantes L8A, VIA y AS55G. Tomemos como ejemplo el L8A, en el que se
sustituye la leucina en posicion 8 por alanina en la secuencia del gen. Segin se observa en la
Figura 3.1.4 y en la Tabla 3.1.1, la secuencia de este mutante respecto a Best5125V, varia en
las bases sefialadas. En este caso se necesita construir un oligonucledtido en la direccion 5°-3°
que contendra la secuencia diana para el enzima de restricciéon Ncol (seccidn 3.1.5), asi como
la secuencia de la base o bases cambiadas para la mutaciéon. Dicho oligonucledtido hara en
este caso las veces del cebador 1 cuando se lleve a cabo la RCP. Por otra parte, es necesario
disponer del cebador 2.

El caso contrario corresponde al mutante A55G, donde el oligonucledtido que
contiene la mutacion corresponde a la parte final de la secuencia en la cadena complementaria
del ADN, en el sentido 3°-5" y contiene los mismos elementos que el cebador 2 haciendo las
veces de éste durante la-amplificacion del ADN durante la RCP. '

En los dos ejempios anteriores la amplificacion del ADN mutado se lleva a cabo
mediante una unica reaccién de RCP, siguiendo el procedimiento descrito en la seccidn

anterior, que extendera la cadena de un extremo a otro de la secuencia directamente. Una vez
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identificado y purificado este fragmento, el resto del proceso de clonacién de los mutantes

continua como se describe en las secciones siguientes.

En segundo lugar, se encuentra el grupo de mutaciones en posiciones lejanas a los
extremos de la secuencia del gen del mutante Best5125V del dominio SH3 de a-espectrina,
constituido por el resto de las mutaciones realizadas. Como ejemplo, supongamos el caso de
la mutacién de la treonina en posicion 24 por alanina, T24A, cuyo proceso de clonacioén
requiere amplificar el ADN con tres reacciones de RCP (Ausubel et al, 1992). Para ello, se
disefian dos oligonucledtidos de cadenas complementarias, en las direcciones 5°-3" y 3’-5°
que contienen la mutacion deseada en la posicion del aminoacido 24 (T24A 1 y T24A 2)
(Tabla 3.1.1). Ademas, se necesitaran los cebadores 1 y 2, que se han utilizado de forma
comun para la clonacion de cada uno de los mutantes que han requerido del uso de tres RCP,
ya que no incluyen ninguna mutacion.

Las dos primeras RCP que se realizan las llamaremos RCP 1 y RCP 2. Enla RCP 1 se
utiliza el cebador 1 y el oligonucledtido complementario T24A 2, de forma que se amplifica
el fragmento de ADN que comprende desde el comienzo de la secuencia del gen hasta el
limite que marca el extremo 5" del oligonucledtido complementario. En la RCP 2 se emplea y
el oligonucleétido T24A 1 y el cebador 2 complementario; en tal caso, la amplificacion del
ADN tiene lugar desde el extremo 3" de la secuencia del gen hasta el extremo 5" del
oligonucledtido T24A 1.

Una vez realizadas las RCP 1 y 2, preparadas segun el esquema general descrito en la
seccion 3.1.3, se comprueba mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2 % (seccidn
3.3.3) que se han obtenido exclusivamente los productos deseados, al observar una sola banda
en la calle correspondiente de dicho gel. Entonces se purifica cada uno de ellos mediante el
protocolo adecuado que se describird al final de la seccidn 3.1.3. Los dos productos puros se
utilizan en la RCP 3, en la que se amplifica la secuencia del gen completa. En caso de
observar varias bandas en el gel correspondientes a la formacién de varios productos de
reaccion, el ADN de la banda deseada se obtiene tomando directamente de ésta la cantidad
minima con una micropipeta automatica para preparar la RCP 3. En general, la preparacién de
la RCP 3 se ha realizado siguiendo este protocolo:

a) 5 pL del tampdn comercial de la Taqg ADN-polimerasa.
b) 1 pL de la mezcla de dNTP’s 10 mM.
c) 34 pL de agua milli-Q estéril.
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d) El ADN molde se obtiene tomando 0.4 pL de la banda del de un gel de agarosa del

producto puro de reaccion de las RCP 1 y 2 respectivamente o utilizando 0.1-0.2 pL
del producto purificado de las RCP’s 1 y 2 si las bandas respectivas esperadas en el
gel de agarosa al 2 % son unicas. |

e) 1 gota de aceite mineral.

La RCP se inicia segin el esquema descrito en la seccion 3.1.3 afiadiendo la Taq
ADN-polimerasa. Tres ciclos después se afiaden 5 pL de los cebadores 1 y 2, preparados a
concentracién 10 uM. Completada esta RCP, el resto del proceso de clonacion se lleva a cabo

como se describe en secciones posteriores.

3.1.5 DIGESTION DEL PRODUCTO DE LA RCP CON ENZIMAS DE
RESTRICCION

El producto final de RCP obtenido y purificado en el paso anterior, para cada uno de
los mutantes preparados, se digiere a continuacion. Este proceso se llevara a cabo gracias a la
actuacion de dos enzimas (endonucleasas) de restriccion: Ncol y HindIIl. Estos enzimas
producen la rotura en un punto especifico de un fragmento de ADN que constituye el sitio de
reconocimiento o de restriccion del enzima, denominado palindromo y que se caracteriza por
estar constituido por una secuencia concreta de bases, cuya cadena complementaria opuesta es
idéntica. Esto se refleja en el siguiente esquema, en el que las flechas situadas dentro del

palindromo de cada enzima representa el punto concreto de rotura de las cadenas

complementarias:
Ncol HindIIl
5 . CICATG G..3° 5 AAGCT T... %
Rt B OTACC. 5 T T EGATA. .5

El protocolo usado para la digestion de cada uno de los mutantes descritos en esta

memoria consiste en preparar las reacciones en un volumen total de 25 uL en cada caso: .

a) 2.5 pL de tampodn de corte a concentracion 10x.
b) 1 pL de disolucién de Neol (10 U/uL).
c) 1 uL de disolucion de HindIII (15 U/uL).
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d) 20.5 pL del producto de RCP puro.

Para que se produzca la digestion en Optimas condiciones es necesario incubar la
reaccion a una temperatura de 37°C durante 1 hora y media.

El tampon utilizado en el protocolo anterior proporciéna al medio las condiciones de
pH y fuerza idnica apropiadas para que se lleve a cabo la digestién en dptimas condiciones.
Su composiciéon es la siguiente: Tris HCl1 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM, 2-
Mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0 (a 37 °C).

En cuanto a los enzimas utilizados, la proporcién en mezcla de cada uno de ellos viene
determinada en funcién de sus respectivas unidades (10 y 15 unidades/uL para Ncol y HindIII
respectivamente), entendiendo por unidad como la cantidad de enzima requerida para digerir
completamente 1 pg de ADN en 60 minutos, en las condiciones éptimas de reaccion. Esto
esta relacionado con el volumen de ADN utilizado y el tiempo escogido para que la reaccién
pueda completarse. La cantidad de los enzimas que queda sin reaccionar en el medio una vez
completada la reaccion se desactiva mediante incubacion durante 15 minutos a 65 °C.

De la misma forma, la temperatura de incubacion seleccionada, 37 °C, es la adecuada
para asegurar el mayor rendimiento de la reacciéon. Debido a la tendencia a la
desnaturalizacidn que presentan los enzimas frente a la temperatura, un aumento en la misma
origina la pérdida de actividad especifica. Por esta misma razén es de vital importancia
durante la preparacion de la digestion evitar la exposicion prolongada de los enzimas a la
temperatura ambiental, manteniéndolos en hielo. Ademas, gracias a que los enzimas
adquiridos comercialmente incluyen en su composicién una proporciéon de glicerol que
permite conservarlos a —20°C pueden ser utilizados sin previa descongelacion.

Un exceso en la cantidad de enzima utilizada, asi como el uso de condiciones
inapropiadas de pH o fuerza idnica por parte del tampon, o la presencia de solventes
organicos utilizados en la purificacion del producto de RCP y que no hayan sido eliminados
completamente, pueden favorecer que se pierda parte de la especificidad de los enzimas,
especialmente en el caso de HindlIIl, favoreciendo su actuacion inespecifica en otros sitios
distintos a los propios de reconocimiento.

De nuevo es necesario purificar el inserto de ADN obtenido, con objeto de eliminar
los fragmentos resultantes del cone.produc'ido, asi como los enzimas de restriccion, y el resto
de los reactivos empleados en esta reaccion. Para ello se procede de forma analoga a la

empleada en la purificacion del producto de RCP (final de la seccién 3.1.3).
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3.1.6 LIGACION DEL ADN DIGERIDO AL VECTOR DE EXPRESION

La ligacion permite unir el ADN digerido (inserto) a un vector de expresion para
formar a un nuevo vplésmidd mutante. En la practica, pueden darse otros tipos diferentes de
asociacion entre fragmentos de restriccion con extremos compatibles (de una misma molécula
o moléculas diferentes) catalizados por el enzima correspondiente (ligasa) que dan lugar a la
aparicion de productos secundarios no deseados (vector-vector, inserto-inserto, etc) y
disminuyen el rendimiento de la clonacion. Para evitar esto, antes de realizar la digestion se
prepara el vector que se va a emplear, mediante un proceso de digestion previa (con los
mismos enzimas de restriccion utilizados en la digestion del ADN genomico), purificacion y
desfosforilacion de los extremos del mismo con fosfatasa alcalina para evitar su
recircularizacion. En nuestro caso, el vector de expresion utilizado, pPBAT4 (Perénen et al.,
1996), se ha obtenido de esta manera.

Los vectores de expresion contienen en su secuencia genética, ademas de sitios
especificos de reconocimiento de los enzimas de restriccidon, secuencias que les permiten
replicarse en las células huésped después de la transformacion de las mismas (seccién 3.1.7),
un sitio de iniciacidn de la transcripcion en el que se une la ADN polimerasa, conocido como
promotor, y algiin gen que confiere resistencia a antibidticos determinados.

La ligacion del inserto con el vector escogido tiene lugar gracias a la accidn del
enzima T4 ADN ligasa. Este enzima cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre los
extremos adyacentes 3-OH y 5°-OH de la doble cadena de ADN del vector de expresion
desfosforilado con los extremos 5°-P y 3'-P correspondientes del inserto que se pretende unir
a €1, requiriendo en este proceso la presencia de ATP como cofactor.

Para que tenga lugar la reaccion es necesario que el medio contenga el inserto que se
pretende ligar, el vector preparado como se ha indicado anteriormente, el enzima, ATP y un
tampon (tampon de ligacion) preparado en las condiciones de fuerza idnica y pH apropiadas
para la actuacién correcta del enzima. Este incluye ATP en su composicion y aquellos
componentes necesarios que palien su tendencia a la descomposicion, por ser altamente
inestable. Aun asi, por esta razén es necesario afadir ATP a la reaccién para aumentar la
eficiencia. Todos los reactivos se almacenan a — 20 °C.

El protocolo seguido para las ligaciones realizadas en esta memoria es el siguiente:

a) 1 pL del vector de expresion pPBAT4 puro.
b) 5 puL del inserto digerido y purificado.

35



c) 2 pL del tampon de ligacién de una disolucidn de concentracidon 10x.
d) 9 uL de agua Milli-Q estéril.

e) 1 uL de T4 ADN ligasa (5 U/uL).

f) ‘ 1 pL de ATP de concentracién 10 uM.

La mezcla puede dejarse a 16 °C durante toda la noche para que la reaccion se
complete. Si se desea dejar durante mas tiempo es necesario afiadir de nuevo ATP a la mezcla
de reaccidn.

Al igual que en el caso de la digestion es preciso tener en cuenta las proporciones de
los reactivos, de forma que cuando el inserto sea de menor longitud que el vector de expresion
es recomendable utilizar al menos una relacién de concentraciones 1:2 de vector frente a
inserto en la mezcla. También es importante la concentracion del ADN y de la ligasa en la
mezcla, por lo que se necesita el tampdn especifico para su dilucion (Tris 660 mM, MgCl, 50
mM, DTT 50 mM, ATP 10 mM, pH 7.5 a 20 °C). Completada la reaccion, el enzima puede
inactivarse mediante incubacion durante 10 minutos a 65 °C.

Actualmente pueden adquirirse protocolos y reactivos comerciales para la ligacion que
permiten completar esta reaccion en 5 minutos a temperatura ambiente. Estas baterias de
reactivos comerciales se han empleado también en el trabajo experimental aqui descrito,

siendo su rendimiento similar al de la reaccion anterior.
3.1.7 INTRODUCCION DEL PLASMIDO EN EL ORGANISMO DE EXPRESION

El plasmido conteniendo el gen mutante, obtenido en el paso anterior, nos servira de
vehiculo para la introduccidon y expresion de dicho gen recombinante en las células de la
bacteria Escherichia coli. En este proceso, conocido como transformacién, el ADN que
penetra en la bacteria mediante el plasmido es capaz de replicarse de forma auténoma dentro
de la célula. Esta se vuelve resistente a un antibi6tico determinado gracias a un gen especifico
contenido en el plasmido, de forma que las células de E. coli que adquieren dicho plasmido
pueden seleccionarse y hacerlas crecer en un medio que contenga dicho antibidtico.

El hecho de escoger como huésped la bacteria procariota E. Coli se basa en la

simplicidad de los protocolos‘y metodologia requeridos’ y en la rapida velocidad de

crecimiento de este organismo (su tiempo de division esta entre 20 minutos y una hora).
Ademas, una colonia de bacterias crecidas durante la noche en un medio nutritivo

(aproximadamente 12 horas) puede contener entre 10" y 10® células.
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Para llevar a cabo la transformacion es necesario que las células bacterianas sean
competentes. Las células competentes pueden obtenerse, entre otros métodos, a partir de
cultivos de células bacterianas en un medio rico en iones Ca’’. Este favorece que las
membranas y paredes celulares se hagan porosas, favoreciendo durante la transformacion la
introduccion de plasmidos en su interior. Cuando estas bacterias en presencia de los
plasmidos se someten a un breve choque de calor, se estimulan para su captacidn.
Generalmente, sélo un pequefio porcentaje de estas células tiene la capacidad de captar y
retener alguna de las moléculas del plasmido recombinante. Una vez introducido, el plasmido
se replica en la célula receptora de E. coli y pasa a su progenie durante la division celular. Las
bacterias que contienen el plasmido se pueden seleccionar porque crecen en una placa de Petri
en presencia del antibidtico contra el cual confiere resistencia el gen correspondiente
contenido en el vector. (En nuestro caso, el vector pPBAT4 contiene el gen de resistencia al
antibidtico ampicilina). Después de su crecimiento en placa, las células se cultivan en el
medio adecuado (medio LB (Laura-Bertani) o TB (medio “terrorifico) (ver seccion 3.2) y el
plasmido de ADN recombinante puede purificarse mediante un protocolo sencillo que se
describira mas adelante en esta seccion.

El protocolo de transformacién que se ha utilizado es el siguiente:

a) Descongelar una alicuota de 5 pL de células competentes, introduciéndolas para ello en
hielo durante 10 minutos.

b) Ainadir 1 pL de la reaccion de ligacidn y dejar en hielo entre 20 y 30 minutos.

c) Incubar a 42 °C durante 45 segundos exactamente.

d) Introducir rapidamente en hielo durante 5 minutos.

e) Afadir 700 uL de medio LB (sin ampicilina) (ver seccion 3.2).

f) Incubar a 37 °C durante al menos 45 minutos.

g) Utilizar 200 pL para sembrar una placa de Petri que contiene la cantidad adecuada del
antibiotico ampicilina. El volumen restante no utilizado se centrifuga en una centrifuga de
mesa a maxima velocidad a 4 °C durante 2 minutos. El sobrenadante se desecha en parte,
dejando un volumen aproximado de 200 mL en el que se resuspende el precipitado de
células obtenido de esta centrifugacion, que se siembra a continuaciéon en una segunda
placa dé Petri. ' |

h) Se introducen ambas placas en una estufa a 37 °C y se dejan durante toda la noche para

que crezcan las colonias de células.

37



En el protocolo anterior, utilizado para la transformacion de las células competentes
comerciales utilizadas (XL1-Blue y BL21-DE3), hay que destacar la importancia que supone
mantener en todo momento las condiciones de esterilidad, mediante el uso de llama generada
por un mechero Bunsen y de material esterilizado previafnénte. En cuanto a las células
comerciales empleadas, aumentos bruscos de la temperatura implican la pérdida de la
capacidad competente de las mismas; por ello es aconsejable almacenarlas a —80°C en
alicuotas de volumen adecuado para cada transformacion (5 pL) y evitar descongelaciones
consecutivas de una misma alicuota, amén de mantenerlas en hielo durante su manipulacion.

La estrategia a seguir para introducir el plasmido y expresar la proteina en las células
de la cepa BL21-DE3 implica en el caso de nuestros mutantes una transformacién previa en
células de la cepa XL1-Blue que poseen una elevada capacidad de transformacion. Estas
células van a permitir amplificar el plasmido, dada la elevada capacidad que tienen para ello.
Una vez se tiene el plasmido amplificado en estas células, se transforman con €l las BL21-
DE3 con la finalidad de expresar la proteina pues éstas tienen una gran capacidad de
expresion de proteina. Esto se debe a que las células de la cepa BL21-DE3 no suelen poseer
per se una capacidad transformante suficiente para captar el plasmido procedente de una
reaccion de ligacion. A continuacién se describe con mas detalle el proceso seguido.

Las células competentes de la cepa XL1-Blue utilizadas en la primera transformacién
tienen una capacidad muy elevada de competencia, con una eficiencia superior a 10® células
transformadas/pg de plasmido. Una vez realizada esta transformacion, con el protocolo
descrito, hay que aislar y almacenar el plasmido de las colonias obtenidas que lo contengan
como se describe en la seccidn siguiente. La seleccion de algunas colonias de una o de ambas
placas permite comprobar si las células después de la transformacion contienen el plasmido
con el inserto. Para ello se lleva a cabo una RCP de control con cada una de ellas. Se
utilizardn en cada caso los cebadores 1 y 2 disefiados en la seccion 3.1.4 y la colonia escogida
como molde siguiendo el protocolo descrito en dicha secciéon. El control sera positivo si
mediante electroforesis en gel de agarosa aparece la banda correspondiente al inserto
completo (en el caso de los mutantes de SH3 corresponde a unas 210 pb) como se muestra en
la Figura 3.1.6. De las colonias positivas se aisla y purifica el plasmido como se describe en la
siguiente seccion.

Seguidamente, este plasmido purificado se introduce en las células comerciales de la
cepa BL21-DE3, cuya capacidad de exprésién permite obtener la proteina recombinante. La

eficiencia de estas células corresponde a 10° células transformadas/pg de plasmido.
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Figura 3.1.6: Gel de agarosa al 2 % (seccion 3.3.3) de los fragmentos de ADN de la RCP
control de los mutantes de la proteina Best5125V del dominio SH3 de a-espectrina. En cada
pocillo se cargaron 12 ul de muestra. Todos los fragmentos corresponden a unas 210 pares
de bases, como se deduce por comparacion con el ultimo pocillo (extremo derecha) que
contiene los patrones con fragmentos entre 80y 1000 pares de bases (de abajo hacia arriba):
80 pb, 100 pb, 200 pb (éste se aproxima a la posicion de los fragmentos de las muestras de
210 pb), 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1000 pb (estas cinco ultimas
no llegan a distinguirse claramente).

El protocolo de transformacién aqui utilizado para las células competentes de la cepa
BL21-DE3 es idéntico al descrito para el caso de las células competentes de la cepa XL1-

Blue.
3.1.8 ENSAYOS DE EXPRESION

Terminada la transformacion, es necesario realizar una seleccion de las colonias
obtenidas en las placas y llevar a cabo los ensayos de expresion. Los ensayos de expresion
permiten conocer si el plasmido introducido en la célula bacteriana es capaz de codificar de
forma correcta la expresion de la proteina.

La estrategia experimental es sencilla y se basa en primer lugar en seleccionar las
colonias de las placas de Petri donde han crecido la noche anterior (es importante realizar
estos ensayos con las.'colonia's de forma inmediata para asegurarnos de qué las células
bacterianas no pierden el plasmido con el paso del tiempo). A continuacién, para cada
colonia se preparan minicultivos de 3 mL de medio LB en presencia de ampicilina (para mas

informacién sobre preparacion de medios, antibidtico y cultivos, ver la seccion 3.2). Los

39



distintos ensayos de expresion para una misma colonia difieren en el tiempo transcurrido
desde que se afiaden las células al medio de cultivo y la adicién del IPTG como agente
inductor de la expresion de la proteina, con el objeto de conseguir un maximo rendimiento en
la misma. De esta forma, lo usual para muchas proteinas es incubar las muestras sin inducir a
37 °C y afiadir el agente inductor cuando las células estan en la fase exponencial de su
crecimiento. Esto se comprueba porque al medir espectrofotométricamente la absorbancia de
una alicuota del cultivo puesto en la region visible del espectro (a una longitud de onda de
600 nm) frente a un blanco de referencia que contiene solo el medio LB, debe de obtenerse un
valor comprendido entre 0.4 y 0.6. Seguidamente los cultivos se inducen afiadiendo 3 pL de la
disolucion de IPTG de concentracion 40 mg/mL y se controla la expresion tomando muestras
de 200 pL de volumen a las 4 h, 8 h y después de dejar crecer durante toda la noche (unas 12-
16 horas) tomando como tiempo de referencia el momento de la induccién. Sin embargo, en
el caso de muchos mutantes del dominio SH3 de a-espectrina, entre los cuales esta el
Best5125V vy el resto de los descritos en esta memoria, se ha comprobado que las células son
capaces de sintetizar esta proteina en grandes cantidades si se inducen las células de E. coli en
el momento de comenzar la incubacion de los cultivos. Por eso, en nuestros ensayos
utilizamos 2 minicultivos para una misma colonia, que solo difieren entre si en los tiempos de
induccidn: en uno se induce al comenzar la incubacidn y se recogen muestras a las 4 horas, 8
horas y después de dejar incubando toda la noche y en el otro se induce siguiendo el criterio
del valor de absorbancia descrito anteriormente y recogiendo las muestras en los mismos
intervalos de tiempo.

Las muestras recogidas se preparan inmediatamente como se describe al final de la
seccion 3.3.2.2 para visualizarlas en un gel de poliacrilamida al 15%, como se observa en la
Figura 3.1.7. De todas las colonias que expresan se escogen aquellas que lo hacen en mayor
medida, indicada por la intensidad de las bandas correspondientes a la proteina presentes en

el gel de poliacrilamida.

3.1.9 PURIFICACION DEL PLASMIDO

'El paso siguiente implica la purificacion del plasmido partiendo de las colonias que

han crecido en las placas; asi, de las dos placas sembradas en el protocolo anterior se

selecciona una colonia. Para cultivar las células y aislar el plasmido se utiliza un asa, estéril a
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Figura 3.1.7: Fragmento de un gel de poliacrilamida al 15% en presencia de SDS
correspondiente a los ensayos de expresion de los mutantes de la proteina Best5125V del
dominio SH3 de a-espectrina. La banda correspondiente a la primera calle es un patron del
dominio SH3 de a-espectrina, pura (cedida por D. Salvador Casares Atienza). El resto de las
calles del gel, de izquierda a derecha y de dos en dos, corresponden a un par de colonias de
los mutantes en las posiciones 9, 24, 31, 33, 36 y 43 (a éste corresponde la ultima calle). En
este caso las dos colonias de cada mutante expresan la proteina aproximadamente en las
mismas proporciones.

la llama, para traspasar la colonia elegida a un tubo también estéril de 50 mL de capacidad
que contenga unos 10 mL de medio LB (ver seccién 3.2), a los que previamente se ha afiadido
el antibiotico ampicilina para garantizar que las unicas células QUe crezcan sean aquellas que
presentan resistencia a este antibiotico. Estos cultivos celulares se dejan crecer mediante
incubacién a 37 °C en un bafio con agitacion continua hasta que la disolucion se enturbie. Esto
puede llevar unas 8 horas aproximadamente. A continuacidén se centrifugan las células a
maxima velocidad en una centrifuga de mesa durante 20 minutos y se recoge el precipitado
que contiene las células. El proceso que sigue para aislar el plasmido comprende el uso de un
conjunto de reactivos comerciales que se adquieren para tal uso y se basa en una resuspension
y lisado de las células bacterianas en medio alcalino y recoger el ADN del plasmido en pasos
posteriores de forma selectiva en una columna que contiene una membrana de gel de silice en
condiciones de alta concentracion salina, separandolo de proteinas celulares, metabolitos y

ARN que no son retenidos en la metriz de la columna. La elucion del ADN del plasmido se
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lleva a cabo en una etapa final utilizando agua desionizada estéril, obteniéndose un volumen
total de 50 pL de plasmido puro, que se conserva congelado a — 20 °C.

Otra manera de conservar el plasmido que sera utilizado posteriormente es mediante el
uso de un glicerol. Este se prepara a partir de cultivos de células de aquellas colonias
escogidas que contienen el plasmido, procediendo como se describe en el parrafo anterior.
Una vez los cultivos han crecido, se toma 1 mL al que se afiade en condiciones de esterilidad
un volumen equivalente de una disolucion de glicerol estéril preparada al 75 % (v:v)en agua
desionizada. La mezcla se congela inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacena a — 80
C.

3.1.10 SECUENCIACION

Los plasmidos purificados deben secuenciarse para comprobar la correcta secuencia
del gen, y por ende, la de nuestra proteina. En nuestro caso se han utilizado los servicios de
secuenciacion pertenecientes al EMBL (Heidelberg, Alemania) y al Instituto de Investigacion

Lopez Neyra perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Granada).
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3.2 PURIFICACION DE MUTANTES DEL DOMINIO SH3 DE a-ESPECTRINA

3.2.1 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y OTRAS DISOLUCIONES

Las disoluciones necesarias para la produccion de la proteina en el organismo huésped
(E. coli en nuestro caso) incluyen los medios de cultivo bacteriano y los de las placas de Petri,
asi como las disoluciones de antibidtico (ampicilina) y agente inductor de la expresidn
(IPTG).

Para los cultivos de E. coli se ha utilizado el medio TB (medio terrorifico) cuya
preparacion requiere dos disoluciones:

Disolucién nutritiva: Cada litro de esta disolucion se prepara pesando las siguientes
cantidades de los reactivos:

13.3 g de triptona peptona.
26.7 g de extracto de levadura.
4.4 mL de glicerol puro.

La mezcla anterior se disuelve en 1 litro de agua milli-Q y se reparte en matraces
Erlenmeyer para cultivos en volumenes de 450 mL, que seguidamente se someten a
autoclave.

Disolucidn salina: Se disuelven en 250 mL las siguientes cantidades de los reactivos:

5.78 g de KH,PO,,
31.35 g de K;HPOq,,

La disolucion se filtra en un filtro de tamafio de poro de 0.45 um y se esteriliza.

Una vez esterilizadas ambas disoluciones, se mezclan 450 mL de disolucion nutritiva
con 50 mL de disolucion salina.

Las placas de Petri se preparan con una disolucién de medio LB (Laura Bertani) que

incluye una proporcion de agar. Un litro de este medio se compone de:

10 g de triptona peptona.
5 g de extracto de levadura.
5 g de.cloruro sédico.
15 g de bacto agar.
Se pesan las cantidades anteriores excepto el agar y se disuelven en el volumen

adecuado de agua milli-Q. A continuacion se fracciona en botellas de 250 mL, se les afade el
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agar y se esterilizan en autoclave. A temperatura ambiente el medio solidifica debido a la
presencia del agar. Por tanto, para afiadirlo a las placas de Petri se toma una de las botellas
que contienen dicho medio y se calienta al bafilo maria o en microondas hasta que la
disolucion funde completamente. Se deja entonces enfriar hasta una temperatura de 50 °C,
antes de que comience a solidificar de nuevo, afiadiéndose directamente a la botella en
presencia de llama 1 pL de antibidtico (50 mg/mL) por cada mL de disolucién, agitando a
continuacion para homogeneizarla. Se colocan entonces las placas alrededor del mechero y se
vierte sobre cada una de ellas con cuidado el medio hasta cubrir su base. Se tapan
inmediatamente y se dejan durante una hora aproximadamente hasta que se enfrien y el agar
solidifique y se guardan a continuacidn selladas a 4 °C hasta su uso.

El antibidtico ampicilina se prepara a una concentracion de 50 mg/mL pesando la
cantidad correspondiente y disolviéndolo a continuacién en agua Milli-Q. A continuacién se
esteriliza pasandolo por un filtro de tamafio de poro 0.2 um a la vez que se reparte en
alicuotas de 1 mL que se almacenan congeladas a — 20 °C.

El agente inductor de la produccion de los mutantes utilizado, el isopropil B-D-
thiogalactopiranésido (IPTG) se prepara de forma analoga a la ampicilina, a una
concentracion de 40 mg/mL.

Las disoluciones que se utilizan para la purificacion de proteina se preparan como se
describe en la seccion 3.4 y son las siguientes:

Para resuspender las células se usa una disolucién de tampoén fosfato sédico 50 mM y
cloruro sédico 100 mM, pH 7.0.

Para la resuspension del crudo de proteinas y la purificacion de los mutantes mediante
cromatografia se utiliza un tampoén que contiene urea 6 M, fosfato sdédico 50 mM y cloruro
sodico 100 mM, pH 7.

Para la dialisis de los mutantes purificados se utiliza una disolucidon tampén de glicina

25 mM, pH 3.0.
3.2.2 PREPARACION DE LOS CULTIVOS CELULARES

El método de purificacién para cada uno de ‘los mutantes del dominio SH3 de -
espectrina se basa en el publicado por Viguera et al. (1994) para la purificaciéon de dicho
dominio, sobre el que se han introducido algunas variaciones debido a las diferencias en

expresion, estabilidad y solubilidad que presentan esos mutantes con el dominio silvestre.
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La produccioén de la proteina comienza en las bacterias £. Coli de la cepa BL21-DE3,
a partir de un cultivo en placa de Petri de estas células transformadas, es decir, conteniendo el
plasmido con el gen correspondiente como se describe en la seccion 3.1. Para los cultivos
celulares se usa TB como medio de cultivo, por ser un medio muy rico en nutrientes y
favorecer un aumento significativo de los niveles de produccion respecto a los que se
consiguen utilizando medio LB. En un matraz Erlenmeyer de 2 L se introducen 500 mL de
dicho medio, a los que se adicionan por orden: 500 puL de ampicilina de una disolucién de 50
mg/mL (1 pL por cada mL de medio de cultivo), un par de colonias de células de la placa de
Petri y 500 pL de una disolucion estéril de Isopropil-B-D-thiogalactopiranésido (IPTG) de
concentracion 40 mg/mL, que actua como agente inductor de la expresién del mutante en
cuestion. Todo el proceso se realiza en ambiente estéril y los matraces se tapan con un tapén
de algoddn. Estos matraces se incuban a 37 °C en un bafio de agua orbital con fuerte agitaciéon

durante toda la noche (al menos 10 6 12 horas).
3.2.3 EXTRACCION DEL CRUDO DE PROTEINAS

Una vez finalizado el crecimiento se recogen las células cultivadas, tomandose
muestras de 200 mL para electroforesis. Para ello, se centrifugan a 2200 g durante 25 minutos
y a 4 °C. El sobrenadante se desecha y el precipitado de células se resuspende en tampon
fosfato sédico 50 mM, cloruro sédico 100 mM, pH 7.0, hasta un volumen total en torno a los
40 mL. También se toma una muestra de esta suspension para analisis por electroforesis. El
precipitado resuspendido puede congelarse en nitrégeno liquido y conservarse a — 80 °C si no
se desea continuar con la purificacion.

En general, en cada una de las etapas de la purificacién ha de procurarse que la
temperatura de las disoluciones esté en torno a 4 °C para evitar procesos de degradaciéon o
desnaturalizacion de las proteinas, por lo que toda la manipulacion se llevara a cabo en
camara fria o en un baifio de hielo.

Para romper las células resuspendidas se utiliza una prensa francesa a una presion de
1200 psi. Inmediatamente se centrifuga este lisado celular a 12000 g durante 20 minutos a 4
°C en una ultracentrifuga Beckman L5-40 con un rotor R35. Del sobrenadante y ‘del
precipitado de esta centrifugacidon se toma una muestra para electroforesis. El sobrenadante
normalmente contiene la mayor parte del dominio SH3, que se precipita afiadiendo sulfato

amonico solido hasta alcanzar el 75 % de saturacion (el equivalente a afiadir 516 g de sulfato
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amonico solido por litro de disolucion). La adicion se realiza lentamente y con agitacion
continua hasta que la sal se haya disuelto por completo. Al final de este proceso la disolucion
debe haber adquirido un aspecto lechoso. Se deja entonces reposar durante un minimo de 1
hora, o incluso durante toda la noche sin que tengan lugar procesos secundarios de
degradacion.

El precipitado con sulfato amoénico se centrifuga a 12000 g durante 20 minutos a 4 °C.
Del sobrenadante obtenido se toma una muestra para electroforesis y el precipitado se
resuspende con ayuda de una varilla de vidrio y con mucho cuidado en tampdn que contiene
urea 6 M, fosfato sdédico 50 mM vy cloruro sédico 100 mM, pH 7.0, hasta obtener un volumen
total aproximado de unos 10 mL. De esta manera se obtiene el “crudo de proteinas” del que se
toma una muestra para electroforesis.

En algunas ocasiones, cuando la cantidad de proteina producida en las células es muy
elevada, puede ocurrir que gran parte de ésta quede en el precipitado resultante de centrifugar
el lisado celular. En tal caso, el proceso de purificacion se simplifica, resuspendiendo dicho
precipitado en la disolucion tampoén de equilibrado de la columna de exclusién molecular
(urea 6 M, fosfato sodico 50 mM, cloruro s6dicol00 mM, pH 7.0). A continuacion se clarifica
por centrifugacion a 12000 g durante 20 minutos, a 4 °C y se procede como en el caso general
detallado en la siguiente seccion.

Con todas las muestras recogidas hasta este momento se realiza una electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

Un esquema de los pasos descritos previos a la purificacion se recoge en la Figura

Dedsls

3.2.4 PURIFICACION DE LOS MUTANTES DEL DOMINIO SH3 MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA CONVENCIONAL DE EXCLUSION MOLECULAR

Una vez identificadas por electroforesis las alicuotas que contienen la proteina que se
desea purificar, hay que separar ésta del resto de las proteinas de diferente tamafio presentes
en el crudo del mismo mediante cromatografia de exclusion molecular.

Esta cromatografia de particion permite separar moléculas -de distintos tamaiios,
basandose en que éstas se reparten entre el disolvente y una fase estacionaria de porosidad
definida. La separacion se consigue utilizando como fase estacionaria un gel poroso que esta

empaquetado en una columna y que esta rodeado de disolvente, la fase mévil. En el caso de
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Cultivos en placas de Petri de
células  transformadas  para
obtener colonias con el plasmido.

{} Seleccion de colonias

Incubacion en matraces ( 2
litros) con 500 ml de TB y
ampicilina

Inducciéon IPTG

! | Incubacion (8-12 horas minimo)

Centrifugacion a 2200 g ( 25 min)

;

Precipitado

Sobrenadante

Resuspension en tampon fosfato sédico 50 mM,
¢ ¢ cloruro sédico 100 mM, pH 7.0

Prensa Francesa
(Lisado celular)

! | Centrifugado 12000 g (20 min.)

Precipitado Sobrenadante

Precipitacion con SO4(NH,), al 75%

Centriﬁlgaciéﬁ a 12000 g (20 min.)

v

CRUDO
l Resuspension en tampon

Sobrenadante

6M Urea + fosfato sodico 50 mM + cloruro sédico 100 mM, pH 7.0

CROMATOGRAFIA
> PROTEINA PURA

Figura 3.2.1: Esquema general de la purificacion de los mutantes del dominio SH3 de o-
espectrina.
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introducir una mezcla que contenga moléculas de distinto tamafio en la columna, las
moléculas mas pequefias se introduciran con mas facilidad en los poros de la fase
estacionaria, reteniéndose mas tiempo dentro de la columna al realizar un recorrido mas largo
que las moléculas de. mayor tamafo, que seran excluidas mas rapidamente por la misma
razdn, siendo asi las primeras en salir de la columna.

En nuestro caso se utiliz6 una columna cromatografica separativa de exclusion
molecular “Hi-Load Sephadex-75” (Pharmacia Biotech) conectada a una bomba peristaltica a
una velocidad de flujo de 1 mL/min. Dicha columna ha de ser previamente equilibrada a esta
velocidad en el mismo tampdn que contiene el crudo de proteinas (urea 6 M, fosfato sodico
50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.0). El crudo se clarifica previamente en la ultracentrifuga
Beckman a 12000 g durante 20 minutos a 4 °C. Se toma a continuacién el sobrenadante y
rapidamente se filtra a través de un filtro de 0.45 pm y se inyecta en la columna. La
cromatografia se sigue midiendo la absorbancia a 280 nm utilizando un detector UV-visible
de flujo UV-1 (Pharmacia) y se recogen fracciones de 4 mL mediante un colector automatico.
En la Figura 3.2.2 se muestra un cromatograma tipico en el que se distingue el pico que
corresponde al mutante purificado. En ocasiones, tras la elucion de la proteina, aparece un
nuevo pico bien separado en el cromatograma correspondiente a fragmentos de ADN.

Las fracciones que contienen la proteina se analizan mediante electroforesis para
comprobar su grado de pureza. Normalmente el dominio SH3 de a-espectrina y sus mutantes
se eluyen entre las fracciones 45 y 55. En estas fracciones el grado de pureza esta proximo al
100 % y es suficiente para los experimentos cinéticos y calorimétricos.

Después de la elucion de cada mutante es necesario lavar la resina de exclusion con un

volumen aproximado de 8 mL de una disolucién de guanidina 6 M en fosfato sédico 50 mM,

NaCl 100 mM, pH 7.0.
3.2.5 RENATURALIZACION DE LOS MUTANTES PURIFICADOS

Las fracciones puras se unen y se dializan frente a tampén glicina 25 mM, pH 3.0 con
objeto de renaturalizar la proteina y eliminar la urea y el ADN que haya podido eluirse con
ella. Para que la dialisis sea eficaz se realizan 3 cambios de tampén de 5 L de volumen cada
vez, a intervalos de 8 horas aproximadamente.

A continuacion se mide la concentracion espectrofotométricamente como se indica en

la seccion 3.4.3. En ocasiones puede ocurrir que fragmentos de ADN provenientes del lisado
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Figura 3.2.2: Cromatograma tipico de la purificacion de la especie Best5i25v y de
cualquiera de sus mutantes en el que aprecia un pico muy intenso y bien separado que
corresponde a dichas proteinas purificadas.

celular de tamafio similar al de la proteina purificada eluyan junto a ésta. La presencia de
dichos fragmentos se pone de manifiesto con un espectro UV-visible en el que, junto al
maximo de absorcidn de la proteina aparece un maximo caracteristico de la absorbancia del
ADN a 260 nm. La contaminecién de ADN se elimina por dialisis exhaustiva de las muestras
a pH éacido.

De cada uno de los mutantes dializados se toma una muestra que se utiliza para

- realizar el analisis mediante - espectrometria de masas que permitira identificar el peso

molecular en cada uno de los casos. Estos analisis se han realizado por el grupo de Proteinas

y Péptidos del EMBL (Heidelberg, Alemania).
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3.2.6 CONSERVACION DE LOS MUTANTES

Existen dos formas de almacenar las proteinas:

En primer lugar, la muestra dializada como se indica en la seccién anterior puede
separarse en fracciones de 2 mL que se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido y se
conservan a — 80 °C.

Alternativamente, la muestra puede liofilizarse, para lo cual es necesario dializarla
previamente frente a agua desionizada como se indica en la seccién anterior, para eliminar las
sales del medio. A continuacién se congela la muestra en nitrégeno liquido en tubos de
polipropileno y se deja en un liofilizador hasta comprobar que el proceso se ha completado

(un dia aproximadamente). El liofilizado se puede conservar a — 20 °C.
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3.3 TECNICAS DE ELECTROFORESIS

3.3.1 FUNDAMENTOS DE LA TECNICA

El proceso de electroforesis se define como el movimiento de moléculas cargadas en
solucién debido a la influencia de un campo eléctrico. Esta técnica tiene aplicacion
principalmente en el analisis y purificacion de proteinas y acidos nucleicos, aunque también
se utiliza con moléculas tales como azucares, aminoacidos, nucledtidos o iones simples. La
velocidad de movimiento depende de dos factores. Por una parte, la fuerza que ejerce el
campo eléctrico sobre la molécula en la direcciéon del movimiento que viene dada por el
producto q'E siendo q la carga de dicha molécula (en culombios) y E la intensidad del campo
eléctrico (en voltios/metro). En oposicion al movimiento se encuentra la fuerza de rozamiento
que ejerce el medio sobre la molécula y se expresa como f'v, donde f es el coeficiente de
rozamiento y v es la velocidad de la particula que depende de la forma y tamafio de la misma.
Las moléculas de mayor tamafio encontraran una mayor resistencia al movimiento con lo que
el coeficiente de rozamiento presentara un valor mayor que para el caso de moléculas
pequeflas y compactas. Cuando se aplica el campo eléctrico sobre la particula llega un
momento en el que las dos fuerzas existentes en el medio se compensan, alcanzando un
movimiento estacionario dado por la expresion:

fv=qE (3.3.1)

En esta situaciéon la molécula se mueve a una velocidad, v, a la que llamaremos
velocidad estacionaria. A partir de aqui, se define la movilidad electroforética, m, como la
velocidad por unidad de campo eléctrico:

m=vV/E =q/f (3.3.2)

La capacidad de las técnicas de electroforesis para separar sustancias se debe, por
tanto, al efecto de las diferencias en la carga y/o coeficiente de rozamiento en las movilidades
electroforéticas de las moléculas. Para la puesta en practica de esta técnica es necesario
disponer de una matriz tridimensional estacionaria, constituida por un gel que puede estar

compuesto de diferentes materiales, incluyendo celulosa, acetato, papel, almidon,

poliacrilamida o agarosa. Esta ‘matriz evita la aparicion de corrientes de conveccion durante el

movimiento de las macromoléculas, contribuyendo a que el tamafio de las mismas sea un
factor determinante en la separacidn, conjuntamente con la carga. El voltaje aplicado al

sistema hace que las diferentes especies de moléculas presentes en la muestra se muevan a
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través de la matriz a diferentes velocidades. La variable experimental que se obtiene recibe el
nombre de movilidad relativa, m’, definida como el cociente entre la distancia recorrida en el
gel por la macromolécula y la distancia, siempre mayor, recorrida por una sustancia de bajo
peso molecular que se utiliza como referencia. ' |

Al final de la electroforesis la posicion de cada molécula en el gel puede determinarse
mediante tincidon o autoradiografia. Por ejemplo, las proteinas se tifien generalmente a partir
de una disolucion fijadora de Coomasie Brilliant Blue, pudiendo detectarse de esta forma
cantidades del orden de 1 pg, o con nitrato de plata siguiendo un método similar al utilizado
en el revelado fotografico. Este ultimo método es unas cien veces mas sensible que el
anterior, llegando a detectar cantidades de proteina en gel en torno a los 10 ng. Los 4cidos
nucleicos se tifien generalmente con bromuro de etidio, sustancia que presenta fluorescencia
débil cuando se encuentra libre en solucidén y sin embargo al unirse a los acidos nucleicos
fluoresce al excitar con luz ultravioleta a una longitud de onda de 300 nm, presentando un
intenso color naranja. Asi pueden detectarse cantidades entre 10 y 50 ng de una cadena de

ADN.

3.3.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE
LAURIL SULFATO SODICO (SDS-PAGE)

Hay dos tipos de sistemas de electroforesis: sistemas continuos y sistemas
discontinuos. Un sistema continuo tiene unicamente un gel separador y permite usar el mismo
tampdn en el tanque y el gel. En un sistema discontinuo (Orstein, 1964; Davis, 1964), se
utiliza un gel llamado apilador, que se extiende sobre un gel separador en el que se lleva a
cabo la separacion de las proteinas. Ambos geles se diferencian en el pH asi como en la
concentracion de acrilamida y fuerza i6nica, menores estas dos ultimas en el gel apilador. Una
vez iniciada la electroforesis, las proteinas migran dentro del gel apilador, concentrandose en
una banda al llegar a la interfase entre este gel y el separador. Este fendmeno de
concentracion aumenta la calidad de la separacion en el gel separador, frente a la resolucion
obtenida en un sistema continuo.

El método de Laemmli (1970) constituye el sistema discontinuo més frecuentemente
empleado en este tipo de electroforesis. Aqui la migraciéon de las proteinas no viene
determinada por su carga eléctrica sino por su peso molecular. Se realiza en una matriz

tridimensional constituida por un gel de poliacrilamida, resultante de la polimerizacion del
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monoémero acrilamida CH,=CH-CO-NH, y el entrecruzamiento de las cadenas por el
monomero N,N’-metilén-bis-acrilamida (Bis) CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO- CH=CH,. La
reaccion de polimerizacion se inicia a partir de la generacion de radicales libres en presencia
de TEMED (tetrametiletilendiamina) y APS (persulfato aménico). Cuando este ultimo se
disuelve en agua produce radicales libres que inician la reacciéon de polimerizacion de la
acrilamida. A su vez, el TEMED es capaz de transportar electrones, actuando asi como
catalizador del proceso.

El lauril sulfato sédico (SDS) es un detergente anidnico capaz de desnaturalizar
proteinas formando micelas cargadas negativamente alrededor de las cadenas polipeptidicas
desnaturalizadas. Bajo estas condiciones, las proteinas son capaces de unir la misma cantidad
de SDS por gramo de polipéptido, independientemente de la composicion y secuencia
aminoacidica. El complejo micela-proteina con carga negativa adquiere una estructura de
varilla rigida, de longitud proporcional al peso molecular de la proteina. Por eso, en presencia
de un campo eléctrico, dichos complejos de densidad de carga similar se moverian desde el
polo negativo al positivo con la misma velocidad, pero en este desplazamiento la
poliacrilamida actia como un tamiz molecular, separando dichos complejos en funcién de su
tamafio, debido a que los mas pequefios se desplazan mas facilmente a través del entramado
del gel.

Mediante esta técnica pueden estimarse tamafio y cantidad relativa de una proteina en
una muestra y resolverse mezclas complejas de bandas presentes en un gel. Después de la
tinciéon del mismo, la posicidon de una proteina, en comparacion con proteinas estandar de
peso molecular conocido utilizadas como patrdn en el gel, puede dar informacion acerca de su
tamafio; por otra parte, la intensidad de la banda correspondiente a dicha proteina es un buen
indicador de la cantidad de ésta presente en la mezcla. En nuestro caso, estos dos factores han
sido utilizados para determinar los niveles de expresion y la pureza de las proteinas

purificadas.

3.3.2.1 Reactivos

Los reactivos que se utilizan para la preparacion de un.gel de estas caracteristicas se
describen a continuacion:
Disolucion A: Acrilamida/Bis-acrilamida. Disolucién comercial al 30 % de SIGMA. Se

guarda a 4 °C. Puede congelarse si no se va a utilizar durante mucho tiempo.
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Disolucion B: Tampon del gel separador. TRIS 1.5 M ajustado a pH 8.8 con acido clorhidrico
concentrado. Se almacena a 4 °C.

Disolucion C: Tampdn del gel apilador. TRIS 0.5 M ajustado a pH 6.8 con acido clorhidrico
concentrado. Se almacena a 4 °C. |

Disolucion D: SDS al 10 %. Se almacena a temperatura ambiente.

Disolucion E: Persulfato amoénico al 10 % (p/v). Esta sustancia es muy higroscopica y
empieza a descomponerse inmediatamente después de disolverse en agua. Por eso se
recomienda prepararlo en el momento de ser utilizado. No obstante puede almacenarse
congelado en alicuotas de 50 pL.

Disolucion F: Tampon de dilucion de la muestra. Se prepara a partir de 1 mL de disolucidn
C, 0.8 mL de glicerol, 1.6 mL de disolucién D, 0.4 mL de 2-mercaptoetanol, 0.2 mL de azul
de bromofenol al 0.05 % (p/v) y agua destilada hasta un volumen final de 8 mL. Se ajusta el
pH a 7.2. Se almacena a 4 °C.

Disolucion G: Tampon de desarrollo. Se compone de TRIS 0.125 M, Glicina 1 M y SDS al
0.5 %. En estas condiciones el pH debe ser 8.3. Se utiliza diluyendo un volumen de esta
disolucién en 4 volumenes de agua destilada para cada electroforesis. Se almacena a
temperatura ambiente.

Disolucion de tincion de las bandas de proteina: Se compone de un 40 % de metanol, un 10
% de acido acético y un 0.1 % de Coomasie Brilliant Blue R.

Disolucion de destincion del gel: Se compone de un 40 % de metanol y un 10 % de acido
acético en agua.

Disolucion de secado del gel: Su composicidn es la misma de la disolucién de destincion del

gel, afiadiéndole a ésta un 10 % de glicerol.

3.3.2.2 Preparacion del gel v de las muestras

Con las disoluciones anteriores se lleva a cabo la preparacion del gel como se describe
a continuacion:

Para preparar el gel de electroforesis se ha seguido el método de electroforesis en

- lamina del sistema comercial de Hoefer. Es recomendable ajustar todo el conjunto (placas de -

vidrio, placas de alumina y espaciadores) al mismo nivel sobre la horizontal para evitar

posteriores fugas de liquido.
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El gel separador se prepara mezclando los volumenes indicados en la Tabla 3.3.1; para
evitar la polimerizacion de este gel, iniciada por el TEMED, se afnaden éste y el APS justo
antes de introducir la disolucién entre las placas. Tras esto se afiade agua Milli-Q hasta el
borde superior de éstas para la formacion de un menisco plano en el frente del gel.

Completada la polimerizacion, se prepara el gel apilador mezclando los volumenes de
las disoluciones que se indican en la Tabla 3.3.1. Después de retirar el agua del gel se coloca
el peine y se afiade el gel apilador, dejando que gelifique a continuacién. Los geles preparados
se conservan a 4 °C.

El paso siguiente consiste en la preparacion de las muestras de proteina: El volumen
de muestra tomado debe contener proteina en un intervalo entre 25 y 50 pg.

En el caso de que la muestra est¢ muy diluida se puede precipitar afiadiendo un
volumen igual de 4cido tricloroacético al 10 % Se recoge el precipitado de proteinas por
centrifugacién y se le afiaden 10 pL de disolucion de TRIS 2 M para disolverlo y elevar su
pH. A continuacidn se le afiaden 50 pL de disolucién F y se introduce en una estufa a 80 °C
durante 10 minutos.

Si la cantidad de proteina en la muestra es suficiente, se toman 20 uL a los que se
afiade una cantidad equivalente de disolucién F, dejandose entonces en una estufa a 80 °C
durante 10 minutos.

En el andlisis de muestras que procedan de ensayos de expresion y/o de cultivos
celulares, el volumen tomado es de 200 pL, que se centrifugan durante 2 minutos en una
centrifuga de mesa a maxima velocidad, descartandose el sobrenadante. El precipitado de
células se resuspende en 20 pL de agua milli-Q y una cantidad equivalente de disolucion F y

se introduce en una estufa a 80 °C durante 10 minutos.

3.3.2.3 Aplicacion y desarrollo de las muestras en el gel

Este paso se realiza a continuacion, previa colocacién del gel adecuadamente en la
cubeta en presencia de la disoluciéon G. Después de quitar con ex tremo cuidado el peine para

no romper los pozos, se procede a cargar las calles del gel con las muestras preparadas. La

* intensidad de corriente que se apvlica inicialmente es de 10 mA por gel mientras las muestras

recorren el gel apilador. Cuando el frente de azul de bromofenol alcanza la interfase del gel
separador, la intensidad se aumenta hasta alcanzar el valor de 20 mA por gel. El campo

eléctrico es aplicado hasta que el frente de azul de bromofenol de referencia ha cruzado casi
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TABLA 3.3.1

VOLUMENES EN mL DE LAS DISOLUCIONES PREPARADAS, NECESARIOS
PARA PREPARAR LOS GELES SEPARADOR Y APILADOR DE ACRILAMIDA
AL 15 % EN UNA LAMINA DE 1x83x100 mm

DISOLUCIONES GEL SEPARADOR GEL APILADOR
Disolucion A 3.93 0.39
Disolucion B 1.75 0.75
Disolucion D 0.07 0.03
Agua Milli-Q 1.25 1.83
Temed 0.004 0.005
APS 10 % 30 0.015

por completo la lamina del gel. Con el fin de evitar posibles calentamientos del gel, es
conveniente conectar el sistema mediante un circuito de agua a un bafio termostatizado a 25

g

3.3.2.4 Tincion de las bandas de proteina y destincion del gel

Completada la electroforesis hay que retirar las placas del aparato. Entonces se
desmonta el gel, quitando primero los separadores y a continuacién, levantando el cristal con
ayuda de una espatula. A continuacion, el gel se introduce durante 30 minutos en la
disolucion de tincion. El Coomasie Brilliant Blue se fija a las proteinas coloreandolas de azul,
penetrando ademas en toda la estructura del gel, haciendo que las bandas de proteina
permanezcan indistinguibles. Una vez tefiido el gel, la disolucién de tincidn puede recuperarse
y usarse posteriormente. Para poder observar las bandas de proteina es necesario lavar a
continuacion el gel con disolucion de destefiir geles, repitiendo el proceso hasta que
desaparezca el color azul de la matriz y aparezcan las bandas de proteina. Posteriormente se
seca el gel introduciéndolo en la disolucién de secado durante 20 minutos. Se envuelve
después en papel celofan sobre una placa de cristal, dejandolo a temperatura ambiente durante
varios dias.

En el caso de que la cantidad de proteina presente en la muestra sea del orden de unos
pocoé e, 88 ﬁtiliza el método de tincién con plata. Este método se basa en la reduccion
selectiva del i6n plata a plata metalica en los sitios del gel ocupados por proteina, segun los
potenciales de oxidacion-reduccion de dichos sitios frente al de los sitios adyacentes en el gel

que no contienen proteina.
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El protocolo de tincion rapida con plata, es el siguiente:

Se introduce el gel en una disolucién al 30 % en etanol y al 10 % en acido acético
para fijar las bandas de proteina. Puede dejarse el gel sumergido en esta disolucién
durante toda la 'noche, aunque basta lavar dos veces durante 45 minutos para
completar el proceso.

Lavar durante 15 minutos con una disolucién al 30 % en etanol. Repetir el proceso 3
veces.

Lavar con agua Milli-Q durante 20 minutos una sola vez.

Lavar con una disolucion 2.5 mM en Na,S,0; durante 2 minutos exactos.

Lavar 2 veces con agua Milli-Q, 5 minutos cada vez.

Lavar una vez durante 20 minutos con una disolucion al 0.2 % en AgNO3 y 0.03 % de
formaldehido. Para los geles empleados se han utilizado 100 mL de esta disolucion
preparada a partir de 0.2 g de AgNO; y 80 pL de formaldehido al 37 %.

Lavar con agua Milli-Q durante 1 minuto.

Para revelar el gel se introduce éste en 100 mL de una disolucién que contienen
Na,CO3 al 3 %, 50 pL de formaldehido al 37 % y 800 pL de disolucién 2.5 mM en
Na;S,0;. El gel se mantiene sumergido en esta disolucion hasta que las bandas se
distingan claramente.

Para que el gel no se oscurezca excesivamente, se interrumpe la reaccion anterior
afiadiendo 10 mL de acido acético por cada 100 mL de disolucién de revelado en la
que se encuentra sumergido el gel.

Se lava el gel con agua Milli-Q durante 30 minutos.

Lavar con una disolucion al 5 % en glicerol durante 30 minutos.

Anadir AGEFIX en una relacion 1:4 (v/v) para desteiiir el exceso de plata.

Secar el gel en papel de celulosa de la misma forma descrita para los geles de SDS.

3.3.3 ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS EN GEL DE AGAROSA

Como ya se ha mencionado anteriormente, las técnicas de electroforesis también se

emplean en la separacion de acidos nucleicos de diferente peso molecular. Las moléculas de
acidos nucleicos de pequefio tamafio (cien nucledtidos o menos) se separan generalmente en

geles de poliacrilamida. Las moléculas de mayor tamafio tienen problemas para desplazarse a
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través de dicha matriz y en general se fraccionan mas facilmente en geles de agarosa, de
mayor porosidad.

La separacion de los acidos nucleicos mediante electroforesis en gel se basa en
principios similares a los de que operan durante el fraccionamiento de proteinas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, descrita en la seccién 3.3.2. A
diferencia de las proteinas, las moléculas de acido nucleico cualquiera que sea su longitud
tienen una densidad de carga similar (numero de cargas negativas por unidad de masa), con lo
que todas ellas poseen un potencial equivalente que les permite desplazarse en presencia de
un campo eléctrico. El gel de poliacrilamida o de agarosa suministra la resistencia necesaria
para dicho desplazamiento, de forma que cuanto mayor sea el peso molecular de una molécula
de 4acido nucleico, mas lentamente se desplazara a lo largo del gel. La sensibilidad de la
electroforesis en gel llega a ser tal que es posible separar fragmentos en el intervalo
comprendido entre 50 y 30.000 pares de bases, dependiendo del porcentaje en agarosa
utilizado en el gel. La concentracion de la agarosa presente en un gel determina el tamafio de
poro de la matriz, de forma que un incremento en la concentracién de agarosa disminuye el
tamafio de poro. Las concentraciones de agarosa en gel que se utilizan normalmente oscilan
entre el 0.4% y el 4% en una relacién peso/volumen. Por esta razén, un gel de agarosa de
baja concentracion (0.3%) se emplea para separar fragmentos de acidos nucleicos de mayor
tamarfio. Los geles de agarosa entre el 0.75 y el 1% de concentracion se utilizan para separar
fragmentos en el intervalo comprendido entre las 150 y las 15000 bases. En el caso de los
fragmentos de ADN que se han identificado en esta memoria, con tamafios que oscilan entre
las 60 y 220 pares de bases, el porcentaje de agarosa que se recomienda utilizar esta entre el 2
% yel4 %.

La matriz del gel de agarosa es un hidrocoloide que se forma a partir de enlaces de
hidrogeno y uniones hidrofébicas entre los polimeros que constituyen las moléculas de
agarosa. Esto hace que la matriz llegue a ser fragil con lo que el gel debe ser manipulado en

todo momento con sumo cuidado.
3.3.3.1 Disoluciones

Los tampones que se utilizan para llevar a cabo el desarrollo de este tipo de

electroforesis son los siguientes:
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TBE (Tris-Borato-EDTA) concentrado: contiene Tris base 90 mM, acido borico 90 mM,
EDTA 2 mM a pH 8.3 y se prepara como se describe en la secciéon 3.4. Esta disolucion se
conserva a temperatura ambiente. Para la preparacion y uso de los geles se utiliza una dilucién
1:10 de este tampodn (TBE diluido). El uso de este tampon se debe a las ventajas que presenta;
entre las que destacan su alta capacidad tamponante y su baja conductividad, lo que impide
que se genere una cantidad excesiva de calor en la electroforesis y permite asi utilizar un
voltaje elevado durante la misma.

Tampon de carga: éste es el tampon que se afiade a las muestras de ADN cuando se van a
cargar en el gel. Se utiliza un tampdén comercial a una concentracion 6X de la casa MBI
FERMENTAS, que se compone de azul de bromofenol al 0.09 %, cyanol xileno FF al 0.09 %,
glicerol al 60 % y EDTA 60 mM.

3.3.3.2 Preparacion del gel v de las muestras

La preparacion del gel se lleva a cabo en una cubeta horizontal. En nuestro caso se ha
utilizado el modelo H1-SET de la casa Scie-Plas Ltd. Las dimensiones que adopta el gel
dentro de este molde son de 10 cm de ancho x 10 cm de largo x 1 cm de espesor. El gel
conteniendo agarosa al 2 % se prepara afiadiendo dicho reactivo al tampdén TBE diluido y
calentando hasta ebullicidon la disolucion en microondas o al bafio maria, cuidando de evitar la
ebulliciéon prolongada de la misma. Después se deja enfriar un poco el matraz hasta una
temperatura en torno a los 50 °C y se vierte a continuacién su contenido en la cubeta con
cuidado de no dejar burbujas. Se deja gelificar la disolucién durante una media hora, al cabo
de la cual se retiran con cuidado los espaciadores y el peine y se cubre el gel completamente
dentro de la cubeta con el volumen necesario de tampon TBE diluido, para que pueda
producirse el paso de la corriente una vez comenzada la electroforesis.

La preparacion de las muestras se realiza tomando un volumen de las mismas y
afiadiendo a continuacidn el tampén de carga 6x (1 pL por cada 6 pL de muestra). Los
patrones que se han utilizado para comparar la longitud de los fragmentos de ADN de las
muestras del gel incluyen 11 fragmentos de ADN comprendidos entre 80 y 1031 pares de

bases (pb) (Figura 3.1.6).
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3.3.3.3 Aplicacion y desarrollo de las muestras en el gel

Antes de realizar la electroforesis es necesario aplicar las muestras en el gel, proceso
durante el que hay que evitar que entre aire en los pocillos del mismo. En uno de los pozos se
cargan 4 pL (equivalentes a 4 ng de muestra) de los patrones y en el resto se cargan hasta 15
pL de las muestras. A continuacion se conecta el sistema a la corriente. Se recomienda utilizar
5 voltios por cm de longitud del gel para que la separacion de los fragmentos sea la adecuada.
En nuestro caso se han empleado 50 voltios. La presencia del azul de bromofenol en el
tampdn de carga permite seguir el frente durante la electroforesis. Se recomienda completar la
electroforesis antes de que el frente alcance el borde inferior del gel (a unos 2 cm
aproximadamente del mismo).

Una vez completada la electroforesis, el gel se extrae con cuidado de la cubeta.

3.3.3.4 Tincion vy cuantificacion de los fragmentos de ADN

A continuacién, la cuantificacion y localizacion de todos los fragmentos de ADN
presentes en las muestras aplicadas en el gel de agarosa se lleva a cabo sumergiendo el gel en
una disolucién de bromuro de etidio, que presenta fluorescencia con un intenso color naranja
cuando se une a los 4cidos nucleicos, al excitarse con luz ultravioleta a una longitud de onda
de 300 nm. De esta manera, se detectan cantidades de al menos 10 ng de una doble cadena de
ADN. Para llevar a cabo tal operaciéon es indispensable el uso de guantes impermeables y
mascarillas debido a la alta capacidad mutagénica de este reactivo, asi como de gafas
protectoras que impidan la exposicidn de los ojos a la radiaciéon UV. El bromuro de etidio se
utiliza a partir de una disolucién comercial diluida en tampén TBE diluido, a una
concentracion aproximada de 0.5 pg/mL. El gel se sumerge en esta disolucién entre 15 y 60
minutos, aunque, en cualquier caso, este tiempo debe ser minimizado para prevenir la difusion

fuera del gel de los fragmentos de ADN.
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3.4 PREPARACION DE MUESTRAS

3.4.1 PREPARACION DE TAMPONES Y DE DISOLUCIONES DE PROTEINA

Las disoluciones tampdn que se utilizan para preparar las muestras de proteina se
preparan a partir de las formas acida y bésica del propio tampdn, segin el pH que se desee
conseguir. El procedimiento experimental consiste en preparar dos disoluciones a la misma
concentracidn de las formas acida y bésica del tampdn. Cada una de estas disoluciones posee
un pH superior (forma baésica) e inferior (forma acida) al pH deseado. Para ajustar el pH a
dicho valor se mezclan ambas disoluciones, siguiendo la variacion del pH a través de la
lectura nominal proporcionada por un pH-metro. A continuacion se filtra la disolucion a
través de un filtro de 0.45 pm de tamafio de poro. Alternativamente, el tampén puede
prepararse a partir de la forma acida, y ajustando el pH al valor deseado afiadiendo la cantidad
adecuada de una disolucion de NaOH recién preparada.

La proteina circular AS-48 y los mutantes obtenidos a partir del dominio SH3 de a-
espectrina, objeto de estudio de esta tesis, se han utilizado a partir de liofilizados y/o
congeladas en disolucién. Asi, en el primer caso es necesario pesar una cantidad de liofilizado
de proteina en funcién de la concentracion y volumen de disolucion deseados y disolverla con
cuidado y sin agitar de forma brusca en el volumen requerido del tampoén de dialisis recién
preparado. En el caso de disponer de alicuotas congeladas de la muestra, es necesario
descongelarlas previamente a temperatura ambiente y clarificarlas por centrifugacion. En
ambos casos, la muestra se prepara a la concentraciéon adecuada para el experimento y se
introduce con ayuda de una micropipeta en un tubo de dialisis. El tubo se cierra por ambos
extremos con unas pinzas especiales, dejando una pequefia camara de aire en su interior. Se
enjuaga con cuidado la bolsa con agua Milli-Q para eliminar posibles suciedades debidas a la
manipulacion y se introduce entonces en un vaso de precipitado que contenga un volumen de
tampon unas 500 o 600 veces mayor que el de la muestra; se agita de forma suave durante al
menos el tiempo minimo necesario para alcanzar el equilibrio de la dialisis (unas 6 horas en el
caso de las membranas utilizadas) a 4°C (en el caso de proteinas muy estables frente a la
témperatura, como el caso de la proteina circular AS-48, la dialisis puede llevarse a cabo a
temperatura ambiente). Transcurrido ese tiempo se realiza un cambio del tampdn que baiia la
muestra por otra cantidad similar de tampon fresco, dejandose entre 8 y 12 horas

aproximadamente en las mismas condiciones de agitacion y temperatura. A continuacion se
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extrae la disolucion dializada de proteina de la bolsa y se clarifica en una centrifuga de mesa a
maxima velocidad. La concentracién de proteina se determina espectrofotométricamente

registrando el espectro ultravioleta-visible, como se describen la seccién 3.4.3.

3.4.2 PREPARACION DE DISOLUCIONES CONCENTRADAS DE AGENTE
DESNATURALIZANTE

3.4.2.1 Disoluciones de guanidina

En primer lugar, las disoluciones de guanidina se han preparado por pesada del
producto sélido. A continuacién se disuelve en el mismo tampon de la dialisis equilibrado con
la disolucién de proteina. En este proceso de disoluciéon se produce un aumento de volumen
significativo, aunque la variacion de la concentracion del tampdn en términos de fuerza idnica
no es significativa, debido a que la mayor contribuciéon a ésta viene dada por la gran
concentracion de guanidina e iones Cl'presente en el medio (préxima a 8 M). Por otra parte, la
determinacion del pH real de la disolucién puede incluir cierto tipo de incertidumbre (Garcia-
Mira, 2001). En todos los casos la determinacion del pH se ha realizado tomando la lectura
nominal que proporciona el pH-metro, comprobandose que este hecho no introduce ningun
tipo de artefacto que induzca a errores en los resultados experimentales.

Una vez preparada la disoluciéon como se ha indicado, se filtra usando un filtro con
tamafio de poro de 0.45 pm. La concentracion precisa de guanidina presente en la disolucion
se determina a continuacion a partir de la medida a temperatura ambiente de su indice de
refraccion, y de la del propio tampdn acuoso en el que aquella se ha disuelto (Pace et al,,
1989). La diferencia entre ambas medidas proporciona el valor de An, a partir del cual se
obtiene la concentracidn de guanidina, expresada en mol/L, con la expresiéon (Nokazi, 1972):

Cautic = 57.147-(An) + 38.68-(An)* — 91.60+(An)’ (3.4.1)

3.4.2.2 Disoluciones de urea

Las disoluciones concentradas de urea, a diferencia de las disoluciones de guanidina
que pueden conservarse a temperatura ambiente durante varios meses, se descomponen
lentamente dando lugar a la aparicidon en el medio de iones amonio y cianato (Hagel et al.,

1971). A su vez, estos ultimos pueden reaccionar con los grupos amino de las proteinas,
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dando lugar a procesos de carbamilacién que pueden interferir en estudios posteriores (Stark,
1965). Por esta razon se aconseja utilizar siempre disoluciones frescas de urea, preparadas en

el mismo dia o en su defecto, el dia anterior. Es posible también congelar la disolucion y

‘utilizarla al cabo del tiempo.

La urea se pesa en la cantidad necesaria, que se disuelve a continuacién en un
volumen de agua Milli-Q menor que el volumen final deseado, debido al aumento de
volumen que tiene lugar durante la solubilizacion. Este proceso puede acelerarse sonicando la
muestra, ya que las concentraciones que se requieren estan en torno al limite de saturacion (la
solubilidad de la urea a 25 °C es de 10.49 M), evitando aqui calentar la muestra para no
favorecer su descomposicidn. El siguiente paso consiste en purificar la disolucion de urea, de
los iones fruto de su descomposicidn, pasandola dos o tres veces a través de una resina de
intercambio 16nico, AG501-X8(D) (Biorad). A continuacion, se puede proceder de dos formas
diferentes:

Se pesa la cantidad deseada de la forma acida del tampodn fosfato y se disuelve a
continuacion en la disolucién acuosa de urea. El pH de la disolucidn resultante se ajusta hasta
el valor nominal afiadiendo HC1 6 NaOH y se filtra después con un filtro de 0.45 um de
tamafio de poro.

Una segunda opcidn consiste en seguir los pasos descritos en el procedimiento general
de preparacion de tampones (seccion 3.4.1), destacando que hay que separar el volumen total
de disolucién de urea preparada en dos fracciones iguales y, a continuacion, disolver en cada
una de ellas las cantidades correspondientes de las formas acida y basica del tampon.

Al igual que en el caso de las disoluciones de guanidina, el valor de pH final tomado
es el correspondiente a la lectura del pH-metro.

La concentracion molar exacta de las disoluciones de urea se determina a partir de la
medida de los indices de refraccion (Pace et al.,, 1989). La diferencia entre el indice de
refraccion de la disolucion de urea preparada y el de la disolucion tampdn, proporciona el
valor de An, mediante el que se obtiene la concentracion de urea a través de la ecuacion
(Warren et al., 1966):

Curea = 117.66-(An) + 29.753+(An)* + 185.56-(An)’ (3.4.2)

Todas las medidas han sido realizadas a temperatura ambiente.
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3.43 MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS Y ACIDOS
NUCLEICOS EN DISOLUCIONES TAMPONADAS

Uno de los aspectos mas importantes a la hora de llevar a cabo el desarrollo del trabajo
experimental que se expone en esta memoria es la determinacidén precisa de la concentracion
de las proteinas consideradas. Generalmente esto se realiza midiendo la absorbancia, Abs, de
la disolucion de proteina a 280 nm y aplicando la ley de Lambert-Beer, Abs = €I-c, donde 1
(paso de luz de la cubeta de medida) se mide en cm y c (concentraciéon de proteina) en
unidades molares, con lo que €, el coeficiente de extinciéon molar, viene en M em™.

El error estandar asociado esta entre el 1 y el 3% si el coeficiente de extincidn esta
determinado correctamente. Su determinacién se ha descrito en la literatura de formas
distintas en el caso de proteinas (Martinez, 1995), aunque el método mas exacto es el de Gill
y von Hippel (1989), basado en la composicién aminoacidica de la proteina en cuestion y en
los espectros obtenidos para ésta y compuestos modelo medidos en presencia de agentes
desnaturalizantes.

El método consiste en calcular en primer lugar el coeficiente de extincion de la
proteina desnaturalizada en guanidina 6 M a partir del numero de restos triptéfano, tirosina y
cisteina que se encuentran en cada molécula, en funcién de los coeficientes de extincidn
calculados para compuestos modelo como se muestra en la Tabla 3.4.1. Estos restos
mencionados son los unicos que contribuyen de manera significativa a la densidad optica
medida para la proteina en el intervalo comprendido entre 276 y 282 nm (Edelhoch, 1967).
Con esta informacion, el coeficiente de extincion molar de la proteina en guanidina 6 M viene
dado por:

€M,GuHC! = NTyr'&M,Tyr + N1rp'€M,rp + Neys EM,cys (3.4.3)
donde € m1yr , EM,Trp » EM.Cys SON los coeficientes de extincidn molar de los restos Tyr, Trp y
Cys dados en la Tabla 3.4.1 y N1y, N1p ¥ Ncys €]l nimero de cada uno de estos restos
respectivamente por molécula de proteina.

En la practica esto se realiza preparando dos disoluciones de igual concentracion de

muestra, una en el tampoén deseado y la otra en guanidina 6 M preparada en ese mismo

tampdn (cnat = Caunct)- Del espectro de ambas disoluciones se toma la medida de absorbancia

a la longitud de onda a la que la proteina presente su maximo de absorcidon (que serd en el

intervalo 276-282 nm, siendo nuestros ejemplos a 280 nm).
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TABLA 3.4.1
COEFICIENTES DE EXTINCION MOLAR DE COMPUESTOS MODELO EN 6.0

M DE GUANIDINA (Edelhoch, 1967) EXPRESADOS EN UNIDADES cm™-M™.

COMPUESTO € (276 nm) € (278 nm) € (279 nm) € (280 nm) | €(282 nm)
MODELO

N-acetil-L- 5400 5600 5660 5690 5600
triptofanamida

Gly-L-Tyr- Gly 1450 1400 1345 1280 1200
Cistina 145 127 120 120 100

El valor del coeficiente de extincién molar para la proteina en condiciones nativas
vendra dado por:

_ ADbS €y Gunci

€ = 344
M,Nat AbSGuHCI ( )

De esta manera se ha obtenido el coeficiente de extincién molar para el caso de la
proteina AS-48 en tampé6n 10 mM fosfato, pH 2.5, obteniéndose el valor de 12350 M'em” a
280 nm. En el caso de los mutantes del dominio SH3 de a-espectrina, se ha comprobado que
es posible utilizar el coeficiente de extincion molar determinado para la proteina silvestre
(Viguera et al., 1994b), 16147 M'cm™ a 280 nm en todos los mutantes, debido a que el
coeficiente de extincién molar determinado para el mutante Best5125V muestra un valor muy
proximo al anterior y se encuentra dentro del limite de error. En la Figura 3.4.1 se muestran
los espectros ultravioleta-visible tipicos de las proteinas AS-48 y Best5125V.

Por otra parte, también ha sido necesario determinar la concentraciéon de acidos
nucleicos espectrofotométricamente a 260 nm (seccion 3.1), valor en el que el espectro para la
molécula de ADN presenta su maximo de absorcién. En este caso, el coeficiente de extincion
molar de un fragmento de una molécula de ADN se puede calcular mediante la siguiente
relacién aproximada:

€260 = (NaA'15.44 + N19.7 + N¢9.2 + Ng'11.4) (3.4.5)
doﬁde Na, N1, Nc y Ng corresponden respectivamente al numero total de adeninas, timinas,
citosinas y guaninas presentes en la secuencia del fragmento de ADN considerado. Una vez

calculado el coeficiente de extincidon molar la concentracion de un acido nucleico se obtiene

‘midiendo la absorbancia a 260 nm y empieando la ecuacién de Lambert-Beer.
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Figura 3.4.1: Espectros ultravioleta visible de la proteina AS-48 en tampon fosfato 10 mM,
pH 2.5 (A) y del mutante Best5i25v del dominio SH3 de a-espectrina en tampon glicina 50
mM, pH 3.5 (B).
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3.4.4 CORTE CON BROMURO DE CIANOGENO DE AS-48

La proteina circular se cortd entre las posiciones 1 y 70 por tratamiento con bromuro
de ciandgeno (BrCN), a partir del siguiente protocolo (Coligan et al., 1997):

En primer lugar se resuspenden 5 mg de AS-48 puro y liofilizado en 0.25 ml agua. A
continuacion se adicionan 5 ml de acido féormico (85%) y 150 mg de BrCN. La reaccion se
incuba 24 h a temperatura ambiente y en ausencia de luz. A continuacion se liofiliza
dializando después frente a agua destilada. Opcionalmente, puede liofilizarse de nuevo para

conservarlo en este estado.
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3.5 EXPERIMENTOS DE CINETICA RAPIDA MEDIANTE LA TECNICA DE
FLUJO DETENIDO

3.5.1 INTRODUCCION A LA ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Las proteinas son capaces de absorber y emitir radiacion en la zona ultravioleta del
espectro electromagnético. Dicha absorbancia es debida a la presencia de los enlaces
peptidicos, aminoéacidos aromaticos, y en menor extension a la existencia de puentes
disulfuro. Algunas proteinas que poseen grupos cromdforos presentan también absorcién en la
region visible del espectro. Durante el proceso de absorcion la energia de la luz se emplea en
promover electrones desde un estado inicial a otro excitado de mayor energia, de tal manera
que en el caso de electrones deslocalizados de sistemas aromaticos la absorcion de energia se
produce en las regiones visible o del ultravioleta cercano. La fluorescencia de emision surge a
partir de la presencia de los aminoacidos aromaticos y se puede observar por la emision de
energia que se produce cuando los electrones que estan en un estado excitado vuelven al
estado de energia inicial en el que se encontraban antes de ser excitados.

En consecuencia, la emision de fluorescencia se observa cuando un electron
previamente excitado vuelve desde el primer nivel de excitacion al nivel de energia en el que
estaba inicialmente, con la particularidad de que en dicho estado excitado el electron pierde
parte de la energia que posee debido a procesos rapidos no radiativos, como transiciones
vibracionales (relajacion). Por esa razon, la energia de la luz emitida al volver al estado inicial
es menor que la de la luz absorbida para pasar al estado excitado, dando lugar a que la
fluorescencia presenta longitudes de onda superiores a las de absorcion. Durante el tiempo de
vida media del estado excitado pueden existir interacciones o perturbaciones que afecten al
mismo, y consecuentemente, al espectro de emision. Por esta razon, la fluorescencia de
emision es mucho mas sensible a los cambios en el entorno del grupo croméforo que la de
absorcion de luz, por eso es una técnica muy extendida en la investigacion de cambios
conformacionales en proteinas.

En el caso de las proteinas, la fluorescencia se debe a la presencia de los aminoacidos

aromaticos tirosina, fenilalanina y, especialmente, a la contribucién del triptofano. Este puede:

excitarse a longitudes de onda mayores que para los otros dos aminoacidos (por encima de
295 nm). El anillo inddlico de su cadena lateral presenta ademas un coeficiente de extincion

molar mayor que el de las cadenas laterales de tirosina y fenilalanina. Asi, aunque su
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rendimiento cuantico sea similar al de la tirosina, presenta una fluorescencia de emision
mucho mas intensa. Por otra parte, su cadena lateral también es muy sensible a cambios en el
entorno. A esto podemos afiadir que las proteinas no suelen contener en su composicion un
gran numero de triptéfaﬂos. Los valores de fluorescencia que pfesentan estos aminoécidos se
cuantifican y comparan mediante la sensibilidad, definida como el producto del coeficiente de
extincion molar del maximo de emisién y del rendimiento cuantico, y que presenta un valor
muy pequefio para fenilalanina en comparacion al triptéfano y tirosina. Por eso la
fluorescencia de la fenilalanina no puede ser observada en el estado nativo. Otro factor
importante es la transferencia de energia entre residuos que afecta especialmente a la
fluorescencia de la fenilalanina debido a que su emision disminuye por su capacidad de
transferir energia a los otros dos aminoacidos. Asi, el triptéfano y la tirosina absorben energia
alrededor de los 280 nm, region en la que la fenilalanina emite fluorescencia. Por otra parte,
en el caso de proteinas plegadas que contienen triptéfanos y tirosinas la emision de las
tirosinas también se ve afectada porque la emision de los triptéfanos es mucho mayor. Esto se
debe por una parte, a que la longitud de onda de emision del triptéfano se desplaza hacia
valores de longitud de onda menores que la tirosina y por otra a que los residuos de tirosina
pueden transferir energia no radiativa a los triptéfanos (Eftink, 1991; Penzer, 1980; Cantor &
Schimmel, 1980; Brand & Witholt, 1967). Para que esto ocurra, ambos residuos deben estar
contenidos en la misma molécula de proteina y orientados en ella favorablemente.

Los cambios producidos en la conformacidn de las proteinas a lo largo del proceso de
desplegamiento implican cambios en el entorno, de forma que residuos que en el estado
nativo (plegado) se encuentran protegidos, pueden estar expuestos al solvente en el estado
desplegado. Esto se traduce en cambios en la fluorescencia, especialmente, segin se ha
mencionado, en el triptéfano. Estos cambios pueden darse en el valor del maximo de emision,
que depende del entorno. Asi, para un triptéfano protegido en el interior apolar de la
estructura nativa de una proteina este cambio se encuentra en el intervalo comprendido entre
308 y 340 nm. Este amplio intervalo se debe a una localizacion variable del anillo inddlico
respecto a cadenas laterales de otros grupos como puentes disulfuro, histidinas protonadas o
enlaces peptidicos por ejemplo. El maximo de su espectro de emision se desplaza en longitud
de onda hasta valores entre 340 y 350 nm para €l caso-de estar expuesto al disolvente en el
estado desplegado. |

También pueden darse cambios en la intensidad de emisidén, que puede aumentar o

disminuir simultdneamente al desplazamiento del maximo de emisidon. Dichos cambios en
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intensidad se producen por los cambios en el entorno producidos gracias al paso de
conformacidn nativa al estado desplegado, en el que este residuo esta expuesto al solvente.

En el caso de la tirosina su maximo de emision de fluorescencia, se encuentra
alrededor de 303 nm, independientemente de su entorno moleculér. Por eso, si una proteina
contiene tirosinas y no triptdfanos, el desplegamiento estara dirigido s6lo por cambios en la
intensidad de emision de este residuo, que suele presentar valores menores en el estado nativo
respecto al del estado desplegado.

La posicion del maximo de emision de estos dos residuos varia también en funcion de
la naturaleza y concentracion del solvente, incluso en ausencia de cambios conformacionales.
Generalmente, las proteinas pueden desplegarse a través de cambios en la temperatura o por el
uso de agentes desnaturalizantes (guanidina y urea). Estos factores también contribuyen a

cambiar los espectros de emisidn del triptofano y tirosina.
3.5.2 FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE FLUJO DETENIDO

Las proteinas pueden desnaturalizarse mediante la adicion de un desnaturalizante
quimico como urea o guanidina, de un acido o una base, mediante la unién o desunién a un
ligando determinado o mediante la variacion de la temperatura o presion. Dentro de los
estudios de las cinéticas de plegamiento y desplegamiento, el disefio experimental mas
frecuentemente usado se basa en el uso de las técnicas de flujo, mediante las que se consigue
mezclar de forma rapida la disolucion de proteina con la disolucion de agente
desnaturalizante. Existen, sin embargo, otros métodos basados en la variacion de propiedades
fisicas, como los llamados “salto de temperatura” (Jovin, 1975) o “salto de presion”
(Vidugiris et al., 1995) o incluso los que comprenden reacciones inducidas por laser (Chan, et
al., 1996). Otras técnicas cinéticas como el intercambio hidrégeno-deuterio, seguido por
resonancia magnética nuclear, informan acerca de cambios locales en la estructura secundaria
(Englander & Mayne, 1992; Roder et al., 1988; Udgaonkar & Baldwin, 1988; Kim &
Baldwin, 1980). Sin embargo, este método requiere grandes cantidades de muestra y no
permite obtener una relacion sefial-ruido alta como en el caso de las medidas de fluorescencia
que se obtienen mediante el flujo detenido.

Para el caso de pequefias proteinas globulares, las cinéticas de las. reacciones de
plegamiento y desplegamiento inducidas por un agente desnaturalizante, suelen ser curvas

monoexponenciales, hecho que indica la existencia de una uUnica barrera de energia de
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activacion para la reaccion. En el caso de algunas proteinas, particularmente aquellas
constituidas por varios dominios y/o conformaciones alternativas, las cinéticas suelen
presentar respuestas mas complicadas, dando lugar a cinéticas multiexponenciales. Estos
casos multiexponenciales se producen como consecuencia de la existencia de multiples
estados desplegados que se interconvierten lentamente o de la existencia de varias barreras de
energia que el sistema ha de vencer para pasar de un estado inicial a otro final.

La sensibilidad del método de flujo detenido permite utilizar disoluciones de proteina
en el intervalo de concentracién micromolar, con lo que no es necesario disponer de grandes
cantidades de muestra, minimizando asi problemas asociados a la agregacién y baja
solubilidad de la misma. En estas condiciones, el instrumento obtiene una buena relacion
sefial-ruido, con una resolucion temporal limitada s6lo por el tiempo muerto de mezcla del
sistema. Puede aplicarse también en estos casos otros observables fisicos, como el dicroismo
circular o la espectroscopia de absorcidn. Segin se describe en la seccion 3.7 el DC es una
técnica que mide los cambios en el contenido de a-hélices y estructura 3 de una proteina, y su
utilizacidén presenta algunas desventajas frente a la fluorescencia, debido a que la urea y la
guanidina absorben luz ultravioleta por debajo de 210 nm, hecho que limita el uso de bajas
longitudes de onda cuando se requieren altas concentraciones de estos agentes
desnaturalizantes. La espectroscopia de absorcion, como ya se ha dicho anteriormente, es
menos sensible que la espectroscopia de fluorescencia.

Otra ventaja del uso de la fluorescencia se basa en que la presencia de los grupos
fluoroforos en las proteinas permite obtener informacion acerca de la exposicidén de estos
grupos al solvente, movimientos locales y globales en la estructura, distancias entre restos y
existencia de superficies hidrofébicas. Los cambios en la fluorescencia que se producen
pueden seguirse midiendo parametros (Eftink, Maurice R., 1994) tales como la intensidad de
la fluorescencia a distintas longitudes de onda de excitacién y emisién, el rendimiento
cuantico, la longitud de onda del maximo de emision, el tiempo de vida de fluorescencia o la
anisotropia de la fluorescencia, que proporciona informacién de la libertad conformacional en

distintos estados de la proteina.
3.5.3 INSTRUMENTACION

A la hora de describir la instrumentacidon que se utiliza en este tipo de técnica, hay que

destacar algunos aspectos que se detallan a continuacion:
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En primer lugar, el disefio mecanico del instrumento debe de dotar al sistema con los
siguientes componentes basicos:

- Componentes convencionales de un espectrofotometro y/o fluorimetro que midan los

cambios en absorcién y/o emision de fluorescencia segun se desee.

- Un dispositivo que permita la mezcla rapida de los componentes de la reaccion.

- Un sistema de adquisicidn de datos que presente una respuesta rapida.

En nuestro caso el sistema utilizado ha sido el médulo de flujo detenido SFM-3 de
Bio-Logic. Dicho moédulo se compone de un sistema mecéanico que permite que dos o tres
disoluciones puedan ser mezcladas e inyectadas dentro de una cubeta de medida, como se
observa en la Figura 3.5.1. Este sistema se compone de los siguientes elementos: tres jeringas,
cuyos émbolos se mueven con tres motores independientes controlados a través de la unidad
MPS-51, dos mezcladores para disoluciones de alta densidad, una linea de retraso, un
compartimento de observaciéon que contiene la cubeta de medida acoplada al equipo de
fluorescencia y un bloque de termostatizacién de todo el sistema y de las disoluciones.

Tanto el compartimento de observacion como las jeringas del médulo SFM-3 estan
montados en posicion vertical, facilitando asi la eliminacion de burbujas de las disoluciones
durante el proceso de llenado de las mismas.

A continuacion se describen brevemente cada uno de estos elementos:

El blogue de jeringas que compone este sistema consta de tres jeringas de diferentes

volumenes segln su uso. Asi, segun la Figura 3.5.2 en un experimento la jeringa 1 se rellena
con disolucion tampén y su capacidad es de 20 mL. La jeringa 3 contiene la disolucion de
proteina y su capacidad es de 5 mL. La jeringa 2, de 20 mL de capacidad, se rellena con la
misma disolucién que la jeringa 1 para evitar fendomenos de difusion entre ésta y la jeringa 1,

aunque no se utiliza en la realizacién de los experimentos.

La linea de retraso esta construida dentro de unos espaciadores hechos con diversos

materiales inertes, dependiendo del modelo comercial. Dichos espaciadores se insertan entre
los mezcladores para ajustar el volumen y el tiempo de envejecimiento de la reaccién en este
tramo (Figura 3.5.2). Para evaluar este tiempo de envejecimiento hay que tener en cuenta el
volumen de mezcla en el espacio comprendido entre los dos mezcladores. Dicho volumen
incluye el volumen comprendido en la linea de retraso y los volimenes muertos (volumenes

sobre las caras de los espaciadores y los mezcladores). El volumen de la linea de retraso suele
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Figura 3.5.1: Sistema SFM-3 para medida de cinéticas mediante flujo detenido. Dos o tres
disoluciones pueden mezclarse e inyectarse dentro de la cubeta de medida instalada dentro
de la célula de observacion.

ser del orden de 200 pL, aunque puede alcanzar hasta 1000 pL. En los experimentos llevados
a cabo en esta memoria no se ha utilizado este dispositivo, sdlo el segundo de los mezcladores

que se describen a continuacion.

Los mezcladores estan situados segun se observa en la Figura 3.5.2 dentro del bloque

de las jeringas y en la parte inferior del compartimiento de observacion, bajo la cubeta. En la
realizacion de los experimentos de plegamiento y desplegamiento de proteinas, se mezclan
disoluciones con altas concentraciones de urea o guanidina y tampones acuosos. Esto puede
provocar artefactos de medida en la cubeta de observacion, por las diferencias en la densidad
de las disoluciones que se unen en el mezclador, lo que hace que no se pueda seguir la
reaccion entre los 10 y 30 primeros segundos de producirse la mezcla, dada la falta de
homogeneidad de la misma al introducirse en la cubeta. El efecto sera minimo cuando la
disolucién de desnaturalizante, mas densa, se diluya en gran proporcién (por ejemplo, 10
veces) y su densidad sea parecida a la de la disolucion acuosa. Por esta razon, se incluye en el
sistema un mezclador especial SAD (Soluciones de Alta Densidad) que bloquea este efecto
originado por diferencias en la densidad o incluso la temperatura, permitiendo que la mezcla

pueda ser medida desde tiempos del orden del milisegundo una vez iniciada la reaccion.
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Figura 3.5.2: Esquema general de la unidad SFM-3con sus diferentes componentes.
1:jeringa 1; 2:jeringa 2; 3:jeringa 3; 4: primer mezclador, 5: linea de retardo; 6: célula de
observacion que incluye el segundo mezclador y la cubeta de medida; 7a, 7b, 7c: llaves que
conectan las jeringas 1, 2 y 3 respectivamente con el sistema interno cuando se encuentran
abiertas. En la posicion de cierre solo se permite el llenado y vaciado de las mismas
mediante el movimiento de los émbolos; 8a, 8b: émbolos de las jeringas 1 y 3
respectivamente (en la figura no se llega a observar el émbolo de la jeringa 2).
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El compartimento de observacion (Figura 3.5.2) consta de cuatro ventanas opticas,

una para iluminacion y tres para observacidn, de forma que pueden hacerse, entre otras,
medidas de absorbéncia, trahsmitancia, dicroismo circular o en el caso que nos concierne,
fluorescencia de emisién, a una o dos longitudes de onda. En las ventanas colocadas en
angulo recto respecto al punto de incidencia de la luz se colocan lentes para aumentar la
eficiencia de deteccion de la luz.

Este compartimento puede equiparse con diferentes tipos de cubetas, clasificadas en
funcién al tipo de medida que se pretende realizar: dicroismo circular, fluorescencia,
absorbancia o dispersion de luz. Entre los parametros que diferencian a unas cubetas de otras
estan: el paso de luz, el volumen muerto de la cubeta, y el tiempo muerto, calculado a una
constante de flujo determinada. Hay que notar que todas las cubetas disponibles en el
mercado estan construidas de Suprasil, material transparente en el intervalo de 185 hasta 2500

nm, asi un mismo tipo de cubeta puede usarse para diferentes aplicaciones.

El sistema de regulacion térmica que comparten las jeringas, valvulas y el

compartimento de observacidon permite el estudio de cinéticas rapidas que soélo pueden
observarse a determinadas temperaturas. La regulacion de la temperatura se consigue
conectando el médulo SFM-3 a un bafio. El flujo de agua circula a travéw tos
internos: uno alrededor de las jeringas y sistema de inyecqiénm uada:en ‘toai‘f]o z&la

valvula de bloqueo y el compartimento de observacion. LNV "

' ~aDO
= ( R ‘D
Como la deteccion de la sefial medida se realiza dir tamente ep el mé‘dulo SFM-

asegurar que la sefial emitida sea la adecuada, regulando el rﬁ?&o a través de dos filtros y
también el voltaje, que controla el valor de la sefial, evitando que se produzca una saturacién
de ésta. Por otra parte, el médulo SFM-3 se controla a su vez a través del software
suministrado por Bio-Logic.

Aparte del sistema mecanico descrito, existe un sistema de alimentacion de corriente
que permite obtener un alto rendimiento del sistema SFM-3 y una velocidad adecuada a los
motores de parada o detencion. Este sistema se compone de tres suministradores de potencia
independientes a corriente constante, controlados cada unos de ellos por sus propios

microprocesadores. La secuencia de impulsos de corriente que se envia a los motores de
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parada se almacenan en la memoria de unas tarjetas que cada microprocesador contiene,
conectados a su vez a un PC que controla y sincroniza la funcién de los tres suministradores

de potencia.

Una vez descrito el disefio mecanico del instrumento, resultara mas sencillo
comprender el funcionamiento del mismo que se basa en lo siguiente:

Las jeringas del sistema SFM-3 se mueven a partir de tres motores de parada o
detencion independientes, cada uno de los cuales proporciona un nimero de pasos
determinado por revoluciéon. La alimentaciéon de cada motor esta controlada a través de un
microprocesador, lo que permite utilizar volimenes de disolucién de 0.14 pL en cada paso
cuando se usan jeringas de tamafio estandar (20 mL). El movimiento del motor produce un
movimiento lineal y continuo de la jeringa incluso con flujos lentos.

Cada motor puede ponerse en funcionamiento de forma manual o automatica. La
primera opcidn se utiliza en el proceso de llenado o lavado de las jeringas y la segunda
durante el experimento.

Los impulsos del motor pueden ir dirigidos al llenado o vaciado de las jeringas. La
independencia de funcionamiento de las tres jeringas origina una gran versatilidad en las
secuencias de inyeccidn, permitiendo realizar inyecciones con una sola jeringa, o el llenado

desigual de éstas, etc.

3.5.4 DISENO DE LOS EXPERIMENTOS

Antes de preparar los experimentos de plegamiento y desplegamiento, existen algunos

parametros controlados por el propio instrumento que deben tenerse en cuenta:

El tiempo muerto se define como el tiempo antes del cual es imposible observar el
transcurso de la reaccion. De forma ideal podria decirse que el tiempo muerto depende so6lo de
la constante de flujo de la mezcla cuando sale del ultimo mezclador hacia la cubeta y del
volumen existente en este tramo. Por tanto, el tiempo muerto se calcula dividiendo el volumen
de liquido que hay entre el ltimo mezclador y el centro de la cubeta de medida (volumen
muerto de la cubeta, en pulL) entre la constante de flujo (mL/s). De esta forma, cuando la
constante de flujo aumenta, el tiempo muerto debe disminuir y cuando el volumen entre el

ultimo mezclador y la cubeta disminuye, el tiempo muerto debe disminuir también. Sin
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embargo, existen otros factores relacionados entre si que influyen sobre este parametro, como
la amplitud de la sefial, el correcto lavado de la cubeta y la proteina en cuestion, por lo que es

necesario adquirir un compromiso entre ellos para conseguir resultados satisfactorios.

La cavitacidon es un fendmeno que ocurre cuando, debido a turbulencias, aparecen
regiones de baja presion en el liquido formandose una “cavidad” en el mismo. Estas regiones
contienen el vapor del liquido en cuestion. Las cavidades no desaparecen por completo, sino
que dejan tras de ellas pequefias burbujas de vapor que interfieren con los métodos de
observacion Optica utilizados. La probabilidad de que aparezcan cavidades aumenta con la
constante de flujo al pasar el liquido por el mezclador o con la viscosidad del liquido para una
constante de flujo dada. Sin embargo, puede evitarse la aparicion de este fendmeno

desgasificando previamente las disoluciones que se utilizaran en el experimento.

La amplitud de la sefial es proporcional al paso de luz de la cubeta y a la
concentracion de la muestra que genera dicha sefial. En nuestro caso, concentraciones en
torno a 30 pM originan intensidades de fluorescencia en el intervalo de 0.2 a 1, suficientes

para obtener una relacidn sefial-ruido adecuada.

La constante de flujo es un parametro que suele estar limitado por la velocidad
impuesta por los motores de las jeringas. A modo de ejemplo, en caso de disponer de tres
jeringas estandar de 20 mL de capacidad en el sistema, con una cubeta de medida adaptada al
sistema de observacidn con un volumen de 15.6 pL (comprendido desde el Gltimo mezclador
hasta el centro de la cubeta) y utilizando una constante de flujo limite de 10 mL/s se pueden
obtener tiempos muertos del orden de 1.6 milisegundos. En funcién de la jeringa utilizada, 5 6
20 mL, el limite en los valores de la constante de flujo esta comprendido en los intervalos
0.01-1.32 mL/s y 0.045-6 mL/s respectivamente. Otros factores como la viscosidad elevada
de las disoluciones o bajas temperaturas ambientales pueden disminuir la velocidad alcanzada
por las jeringas En los experimentos llevados a cabo en esta memoria no se han superado en

ningun momento los valores limite de las constantes de flujo. Esto se comprueba calculando

‘el valor de dicha constante de’ ﬂujo' alcanzado en las jeringas 1 y 3 a partir de los valores de

los voltimenes empleados en las disoluciones de ambas (segun se indica en la Tabla 3.5.1)
para preparar las mezclas medidas en la cubeta, con un volumen total de 200 uL en todos los

casos Yy el tiempo empleado para llevar a cabo las mezclas de 50 ms.
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La longitud de onda de excitacion se selecciona a través de un monocromador en el
valor deseado. En el caso de la longitud de onda de emision, se utilizan unos filtros (a modo
de lentes) que permiten seleccionar el intervalo de longitud de onda de emisién a partir de la
longitud de onda de excitacion seleccionada. En el caso de los experimentos llevados a cabo
en esta memoria sobre la proteina Best5125V del dominio SH3 de a-espectrina y los mutantes
realizados sobre la misma, la presencia de dos triptéfanos en las posiciones 41 y 42 de sus
secuencias hacen posible seleccionar la longitud de onda de excitacién a 290 nm y la emision
a 305 nm (Martinez & Serrano, 1999), es decir, los filtros escogidos permiten realizar las
medidas de emision desde 305 nm en adelante. La razén de seleccionar 290 nm para la
excitacién, en lugar de 295 nm propio de los casos en los que se desea excitar triptéfanos
selectivamente, y 305 nm para la emision, como valor minimo se basa en minimizar la
interferencia del pico Raman del tampdn acuoso, ya que la posicidon de éste varia en funcién
de la longitud de onda de excitacion de forma directamente proporcional y suele superponerse

al espectro de emisidn de las proteinas.
3.5.5 PREPARACION DE LOS EXPERIMENTOS

Cualquier experimento cinético de estabilidad de proteinas realizado mediante la
técnica de flujo detenido consta de dos partes, las correspondientes a las cinéticas de
plegamiento y desplegamiento de la proteina, que se llevan a cabo en experimentos
independientes.

Para las disoluciones de muestra se prepara un tampoén en las condiciones de fuerza
i6nica y pH a las que se deseen hacer los experimentos y se dializa la proteina a una
concentracién minima de 2 mg/mL frente a este tampdn segin se indica en la seccién 3.4.1.
Es conveniente que todas las proteinas (mutantes) que se van a utilizar en un mismo estudio
comparativo se dialicen frente al mismo tampdn para conseguir la igualdad de condiciones en
todas ellas, dada la sensibilidad de las medidas de fluorescencia. Los mutantes dializados se

congelan en nitrégeno liquido hasta el momento de su uso, en el que se descongelan a

temperatura ambiente, se centrifugan durante 10 minutos a maéxima velocidad .en una-

centrifuga de mesa a 4 °C y se mide su concentracion.
Con el mismo tampon de didlisis se prepara la disoluciéon madre de agente

desnaturalizante, en este caso urea, a una concentracion en torno a 9 M, en el tampdn de los
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experimentos como se indica en la seccion 3.4.2. No es necesario filtrar esta disolucion en el
momento de su preparacion, puesto que tendra que hacerse justo en el momento de rellenar
las jeringas del instrumento para comenzar el experimento. Mezclando un volumen apropiado
de la disolucion madre de urea con el correspondiente del tampdn, se preparan diluciones a
concentraciones 8 M, 6 M y 4 M de urea, necesarias para los experimentos de desplegamiento
de la proteina. Tanto las disoluciones de urea como el tampon sobrante se congelan a —20 °C
en fracciones de 50 mL hasta el momento de su uso. La razén para conservar asi las
disoluciones se debe, entre otros motivos, a la descomposicidon que sufre la urea con el tiempo

cuando permanece a temperatura ambiente.
3.5.6 REALIZACION DE LOS EXPERIMENTOS

Para realizar las cinéticas en la direccion de desplegamiento, se parte de la disolucion
dializada de proteina a una concentracion aproximada entre 2 mg/mL y 4 mg/mL en el
tampon acuoso. Se prepara una dilucion de ésta de unos 20 mL en el mismo tampon de forma
que la concentracion de proteina esté en torno a 30 pM (unos 0.2 mg/mL). También se
descongelan las disoluciones necesarias de urea a las distintas concentraciones preparadas.
Todas las disoluciones se termostatizan en un bafio a la temperatura a la que se deseen realizar
los experimentos, 25 °C en nuestro caso.

A continuacién se transfiere la muestra directamente a la jeringa correspondiente del
instrumento (jeringa 3, de 5 mL de capacidad, de la Figura 3.5.2), filtrandola previamente a
través de un filtro Millipore de 0.45 um de tamafio de poro. Se procede de la misma forma
con la disolucion 9 M de urea, cargando esta vez la jeringa 1 del instrumento, de 20 mL de
capacidad.

Antes de cargar las jeringas hay que proceder al lavado de los émbolos de ambas
jeringas con un volumen pequefio de las disoluciones de llenado que se desecha.
Seguidamente hay que cargar las jeringas evitando la acumulacién de burbujas de aire que
suelen traducirse en distorsiones en las medidas (cavitacidn). Para ello se selecciona la jeringa
en cuestion y se mueve el émbolo en el modo manual en las direcciones de llenado y vaciado
de la jeringa en repetidas ocasiones hasta comprobar que no quedan ni se pfoducén burbujas
cuando se vacia el compartimento.

Las disoluciones de ambas jeringas deben dejarse entonces termostatizar dentro del

sistema MPS-51 al menos 15 minutos.
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Para construir el grafico de Chevron (seccién 3.5.9) hay obtener las cinéticas de
desplegamiento a diferentes concentraciones de urea. Cada una de las curvas obtenidas es el
resultado de realizar un “disparo” o medida de una mezcla que contiene una concentracion
determinada de proteina y desnaturalizante. Es necesario, pues, disefiar una coleccidn de estas
mezclas que contengan diferentes concentraciones de urea, teniendo en cuenta que se necesita
un volumen total de 200 uL de disolucién para llenar completamente la célula de medida y
obtener una medida correcta del observable en cada cinética. Para el caso de cada una de las
mezclas escogidas es necesario ajustar la escala de tiempo en funcién de la velocidad del
proceso de desplegamiento para conseguir curvas de desplegamiento completas en las que
pueda observarse claramente la evolucion global del proceso y la region final correspondiente
al “plateau” (Figura 3.5.3), de forma que el analisis posterior de la misma no conlleve la
obtencion de la constante de velocidad con un error considerable. Es preciso desechar unas
cuantas medidas iniciales (por lo menos tres) para lavar y llenar los conductos y la célula de
medida con las disoluciones cargadas en las jeringas. Esta operacion asegura que la sefial que
se observa después del disparo corresponde exclusivamente a esa mezcla y no a una anterior.
Después de esto, la curva cinética definitiva para una mezcla concreta seré el resultado del
promedio de 5 6 6 curvas obtenidas en diferentes disparos, todas ellas comparables entre si
tanto en la forma como en la amplitud total de la sefial de fluorescencia. Las mezclas
utilizadas se presentan en la Tabla 3.5.1. Hay que notar que no todas las mezclas pueden
utilizarse para cualquier mutante o proteina debido a la velocidad del proceso de
desplegamiento, lo que da lugar en ocasiones a cinéticas tan rapidas que se producen en el
intervalo del tiempo muerto del instrumento.

Una vez adquiridas las curvas cinéticas para una de las concentraciones de urea, por
ejemplo la 9 M, se repite el proceso descrito anteriormente para el caso de las disoluciones
preparadas de urea a concentraciones 8 M, 6 M y 4 M.

La concentracion de las diferentes disoluciones de urea se determina a partir de las
cantidades respectivas que sobran en la jeringa al final del experimento. Para ello se mide el
indice de refraccidon correspondiente a cada caso, de la forma descrita en la seccion 3.4.2. Es

necesario medir también el indice de refraccion de la disolucién tampon en la que estan

preparadas estas disoluciones para utilizarlo como referencia en el calculo de An y aplicar la

ecuacion descrita en la seccion mencionada anteriormente.
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Figura 3.5.3: Perfiles cinéticos del mutante Best5125V del dominio SH3 de a- espectrina
)’egistradds a 25 °C. A: Cinética de desplegamiento de una mezcla formada por 48 uL de la
disolucion conteniendo la proteina a concentracion 30 uM en tampon glicina 50 mM, pH 3.5
y 152 ul de una disolucion de urea 9 M en el mismo tampon. B: Cinética de plegamiento de
una mezcla de 48 L de una disolucion conteniendo la proteina a concentracion 30 uM en
tampon glicina 50 mM, pH 3.5 y urea 9 M, y 152uL de tampon glicina 50 mM, pH 3.5.
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TABLA 3.5.1

VOLUMENES (uL) DE LAS DISOLUCIONES DE PROTEINA Y TAMPON QUE
PUEDEN SER EMPLEADOS PARA PREPAR LAS MEZCLAS UTILIZADAS EN
LA REALIZACION DE LAS CINETICAS DE PLEGAMIENTO Y
DESPLEGAMIENTO EN PRESENCIA DE UREA.

MEZCLA |JERINGA 3 |JERINGA 1|| MEZCLA |JERINGA 3| JERINGA1
(proteina) (tampon) (proteina) (tampon)
1 100 100 13 52 148
2 96 104 14 48 =0
3 92 108 15 44 156
4 88 112 16 40 160
5 84 116 17 36 164
6 80 120 18 32 168
7 76 124 19 28 172
8 12 128 20 24 176
9 68 132 21 20 180
10 64 136 22 16 184
11 60 140 23 12 188
12 56 144 24 8 192

A continuacion, se realizan los experimentos para la obtencion de las cinéticas en la
direccion del plegamiento. Antes de experimentos para la obtencidén de las cinéticas en la
direccidn del plegamiento. Antes de comenzar, es preciso lavar y enjuagar repetidas veces las
jeringas 1 y 3 (Figura 3.5.2) con el tampdn con el que se rellenaran dichas jeringas.

Se parte de la disolucidn de proteina dializada igual que en el caso anterior y se diluye
en el tampon de urea 9 M hasta obtener un volumen total de 6 mL con una concentracion 30

uM de proteina.

Se procede de la misma manera que en los experimentos de desplegamiento, con la
diferencia de que ahora la jeringa 1 se carga con disolucion tampén en las condiciones de la
didlisis y la jeringa 3 se carga con la disolucidn de la proteina desnaturalizada en urea. Una
cinética de plegamiento tipica se muestra en la Figura 3.5.3.

Como en el caso anterior, es necesario medir al finalizar el experimento los indices de
refraccion de las disoluciones de proteina en urea y tampon, con los restos de disolucion que
quedan en las jeringas, para calcular las concentraciones de urea presentes en cada mezcla
utilizada. En este caso An se calcula restando al indice de refraccién de la disolucién de la
proteina en presencia de urea, el correspondiente a la proteina en el tampdn. |

Las mezclas empleadas en estos experimentos se resumen en la Tabla 3.5.1.
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3.5.7 ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES SEGUN LA TEORIiA
DEL ESTADO DE TRANSICION

El estado dé transicion en el proceso de desplegamiento de una proteina que sigue el
modelo de dos estados se define de forma sencilla como el punto de mayor energia a lo largo
del camino que conduce del estado inicial (nativo) al estado final (desnaturalizado), en la
representacion de la energia de Gibbs en funcion de la coordenada de reaccion. (Figura 3.5.4).
En el caso de un proceso en el que se dé la presencia de intermedios, a cada uno de ellos le
corresponde su propio estado de transicion.

La reaccion transcurre a través de una superficie de energia potencial que comprende
una zona para el estado inicial y una zona para el estado final, separadas ambas por una
barrera energética. La teoria del estado de transicion (TET) supone que existe un equilibrio

entre el estado de partida y el estado de transicion (TSi) (Laidler & King, 1983):
NE= [8]— T

Por tanto, partiendo del estado nativo N de la proteina, existe un equilibrio entre este estado y
el estado de transicion [TSI], cuya constante de equilibrio seria K*, mientras que el proceso
cinético para llegar al estado desplegado D, es el que viene determinado por la constante de

velocidad k:.n. En el caso de partir del estado desplegado, la reaccion, seria la siguiente:
sl 1 —

Para llevar a cabo el desarrollo matematico de esta teoria hay que considerar otras
suposiciones previas. En primer lugar, que todas las moléculas que cruzan la barrera
energética llegan al estado final, ya que en esta situacion dichas moléculas se encuentran en
una zona descendente hasta llegar a dicho estado. En segundo lugar, que durante la reaccion
se mantiene la distribucién de Boltzmann para las energias de las moléculas del estado inicial.
Por tultimo, también supone que las moléculas que cruzan la barrera de energia desde el estado
de partida, tienen una distribucion "de Boltzmann. de energias correspondiente -a la
temperaturadel estado inicial. Con estas premisas, se obtiene la ecuacion de Eyring:

k= (kg'T/h)K* (3.5.1)
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Figura 3.5.4: Teoria del estado de transicion. El estado de transicion es el correspondiente
al estado de mayor energia a lo largo de la ruta que conduce del estado inicial al estado
final. La altura de la barrera de energia del estado de transicion determina la magnitud de la
constante de velocidad medida.

donde k representa la constante de velocidad k;.n 6 k+.p segun los dos casos descritos, kg es la
constante de Boltzman, h es la constante de Planck y T es la temperatura absoluta. La
constante K* representa la constante del equilibrio quimico que tiene lugar entre el estado
inicial (D 6 N) y el estado de transicion ([TS*]). En un sentido riguroso, este equilibrio
implica que en el estado de transicion existird un numero de moléculas, algunas de las cuales,
después de un tiempo determinado evolucionaran para pasar al estado final, con una constante
de velocidad k, mientras que otras volveran al estado de inicial. Sin embargo, este equilibrio
no puede interpretarse de esta manera, ya que el estado de transicion, [TS*], no es un estado
en el que la molécula exista realmente y pueda ser aislado. Tan solo implica a aquellas

moléculas que pasan la barrera energética desde el estado inicial y, segun se ha indicado

anteriormente, todas las que lo consiguen pasan al estado final, con lo que el estado de

transicion no puede dar lugar a una auténtica reacciéon de equilibrio quimico con el estado

inicial sea éste cualquiera de los dos posibles en los que la proteina existe (D 6 N).
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Sabiendo que la energia de Gibbs del proceso de activacidon puede expresarse también

como:
AG* = AH* - T-AS* = -R'T ‘In K* (3.5.2)
siendo R la constante de los gases, sustituyendo en la ecuacion de Eyring (3.5.1) se obtendria:
k= (kg'T/h)-exp (-AG*/ R-T) (3.5.3)
de donde:
k= (kg-T/h)-exp (AS* / R)-exp (-AH*/ R-T) (3.54)

3.5.8 DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LAS CONSTANTES DE
VELOCIDAD

Las constantes de velocidad para los procesos estudiados de plegamiento y
desplegamiento se calculan a partir del ajuste no lineal a una ecuacién monoexponencial de
las curvas obtenidas, correspondientes a una concentracion de urea determinada, dado que el
proceso cinético puede ser considerado de primer orden. Para ello se utiliza programa Bio-
Kine de la casa comercial Biologic.

El observable fisico seguido en nuestro caso fue la intensidad de fluorescencia, segun
se describe en la seccion 3.5.1, por lo que el calculo de la constante de velocidad para una
concentracion de urea determinada viene descrito por la siguiente ecuaciéon monoexponencial
de velocidad:

I; = Alexp (-k°t) (3.5.5)
donde k es la constante de velocidad kjnurea O Ki-purea S€gUn se trate de los procesos de
desplegamiento o plegamiento respectivamente a una concentracion dada de urea y Al, es la
amplitud de la exponencial, asociada al cambio total de fluorescencia que ocurre durante el
proceso cinético, a esa misma concentracion de urea. Los valores de Al se calculan a partir
de la diferencia entre los valores de intensidad de fluorescencia de la muestra al comienzo y
final de la curva cinética estudiada en la direcciéon de desplegamiento y de plegamiento
respectivamente. Una cinética de desplegamiento como la que se representa en la Figura 3.5.3

presenta un valor de Al, mayor que cero, debido a la disminucién de la intensidad de

fluorescencia con el tiempo. Por el contrario, en una cinética de plegamiento (Figura 3.5.3)

Al, toma valores negativos por el aumento de la sefal con el tiempo.
Por consiguiente, para cada una de las curvas de las cinéticas de plegamiento y

desplegamiento, obtendremos el valor de la amplitud Al, y el de la constante de velocidad
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correspondiente, en s'. Es muy importante para determinar de forma correcta estos
parametros, especialmente las constantes de velocidad, estudiar el grafico de las desviaciones
de residuos de los datos experimentales sobre la curva resultante del analisis
monoexponencial. La amplitud promedio de los puntos obtenidos de dicho grafico debe ser
muy proxima a cero y es un indicador del grado en que la ecuacion aplicada es valida para la
descripciéon de los datos experimentales. Las desviaciones del grafico de los residuos
dependen en gran medida de la correccion del modelo cinético utilizado.

En el caso del dominio SH3 de a-espectrina estudiado en esta memoria se observan
dos fases cinéticas en la reaccidn de plegamiento: una rapida, que se completa en menos de 5
s y una fase lenta independiente de la concentracion de urea y con una constante de
aproximadamente 0.02 s™'. Esta fase lenta constituye alrededor del 4 % de la amplitud total de
fluorescencia y es debida a la isomerizacidn de las prolinas en las posiciones 20 y 54 (Viguera

et al., 1994b) y no se considerara en el analisis de los datos.

3.5.8 GRAFICOS DE CHEVRON

Cuando representamos en un grafico, a una temperatura dada, la dependencia entre el
logaritmo de las constantes de velocidad aparentes obtenidas a cada concentracion de urea en
funcién de ésta obtenemos un grafico de Chevron, como el que se muestra en la Figura 3.5.5.
Existen en la literatura numerosos estudios que detallan el analisis de este tipo de
representacion (Martinez et al., 1999; Ibarra-Molero & Sanchez-Ruiz, 1996; Chen et al.,
1992; Chen et al., 1989 a y b; Perry et al., 1989; Hurle et al., 1987; Matthews & Hurle, 1987;
Beasty et al., 1986).

En un grafico de Chevron (Figura 3.5.5) el minimo corresponde al punto en el que se
cumple que K:.Nurea = Kt-D,urea- A partir de este minimo puede definirse el valor [urea];; como
la concentracion de urea en la que se cumple que el cambio de energia libre de Gibbs se
iguala a cero. A altas concentraciones de desnaturalizante (rama de la derecha de la curva de
la Figura 3.5.5), cuando se produce el fendémeno de desplegamiento de la proteina, la
constante que se mide es K:.Nurea- A la pendiente de dicha rama se la define como my.n. De la
extrapolacion. de esta rama hasta igualar la concentracion -de urea al valor cero, se puede
calcular el valordela constante en agua: k:.n. A bajas concentraciones de desnaturalizante
(rama de la 1zquierda de la Figura 3.5.5), en la reaccion de plegamiento de la proteina, se mide

K:_p.ureas correspondiendo el valor de la pendiente de dicha rama al parametro que llamaremos
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Figura 3.5.5: Grafico Chevron de Best5125V realizado a 25 °C, en tampon glicina 50 mM,
pH 3.5 en el que se observan las ramas de desplegamiento (izquierda) y plegamiento
(derecha) y la zona de la transicion (minimo de la curva). Los simbolos representan los datos
obtenidos experimentalmente a partir de la realizacion de experimentos cinéticos en las
direcciones de plegamiento y desplegamiento, analizados segun la ecuacion 3.5.5. La linea
continua corresponde al analisis realizado mediante la ecuacion 3.5.11.

m:.p. En este caso, también se puede obtener por extrapolacion el valor de la constante de
velocidad en ausencia de urea, cuando se cumple que [urea] = 0. Dicho valor se representa
como k:.p. En la Figura 3.5.6 se presenta un esquema en el que se distinguen estos procesos
predominantes existentes en cada una de las ramas del Chevron.
La ecuacion matematica general que describe ambas ramas del grafico de Chevron se
deduce a partir de la relacion Kyrea = Kt-Nurea + Kt-D,urea, de forma que:
10 Kurea = 10 (KgoN urea + Ki-Dres) c w . @58
La dependencia lineal de In k([urea]) con la concentracion de urea que se observa en
las dos ramas del grafico de Chevron, implica una dependencia lineal de la energia de Gibbs

de activacion con dicha concentracidn, segin la ecuacion de Eyring definida en esta seccion
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Figura 3.5.6: Diagramas de energia relativos a los estados nativo, desplegado y de
transicion, representados de forma simplificada, para el caso hipotético de una proteina que
despliega siguiendo el modelo de dos estados. A baja concentracion de desnaturalizante
(rama de la izquierda del grdfico de Chevron) el estado energéticamente mds favorecido es el
nativo. A alta concentracion de desnaturalizante, (rama de la derecha del grdfico de
Chevron), por el contrario, el estado mas favorecido es el desnaturalizado. En la region del
estado de transicion (minimo del grdfico de Chevron) las constantes de velocidad de los
procesos de plegamiento y desplegamiento se igualan entre si.

(ecuaciéon 3.5.1). Las expresiones generales que relacionan Ki.nurea Y KiDurea con la

concentracion de urea son las siguientes:
In K+-Nurea = In ky.n + myn-[urea] {(3.3.7)
In kt.Nurea = In kip + my_p-[urea] (3.5.8)
Con estas dos relaciones y la ecuacidn 3.5.6, la expresion global que define el grafico

de Chevron es la siguiente:

In Kyrea = In [(ki-p-exp (mi.p-[urea]) + k:n-exp (myn-[urea])] {3.3.9)
Por otra parte, se demostro en el caso concreto del estudio experimental con mutantes
inestables del dominio SH3 que el cambio del logaritmo neperiano de la constante de
velocidad para el proceso de desplegamiento, K+.N,urea, fren_te a la concentracion de urea en el
grafico de Chevron no es lineal y muestra una cierta curvatura a altas concentraciones de urea
(Martinez et al., 1998; Prieto et al., 1997;Viguera et al., 1996b). Por otra parte, Matouschek &

Fersht (1993) y Johnson & Fersht (1995), mostraron un fendmeno similar en el caso de la
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proteina barnasa. Esta curvatura, en el caso de los mutantes inestables de SH3 se describe por
la siguiente ecuacidn:
In K+ .Nurea = In ks + ms n[urea] — 0.014-[urea]’ (3.5.10)
El ultimo término del segundb miembro de esta ecuacion mejora la calidad del ajuste y
no tiene ningun soporte teorico, habiendo sido obtenido como un valor promedio de las

medidas experimentales (Prieto et al., 1997). A partir de aqui, la ecuacién de la curva

completa del grafico de Chevron queda escrita de la siguiente forma:

In Kyrea = In (kxp'exp (mzp-[urea]) + k«n-exp (mxn-[urea] - O.Ol4-[urea]2) (3.3.11)

3.5.10 APLICACION DEL METODO DE INGENIERIA DE PROTEINAS PARA LA
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL ESTADO DE TRANSICION

Mediante el método de ingenieria de proteinas (Fersht, 1995) que se describira a
continuacién, es posible determinar, usando los valores de las constantes de velocidad
determinadas a partir de los graficos de Chevron, las energias de interaccidon que se producen
en la molécula de proteina en su estado de transicion, correspondiente a su reaccion de
desnaturalizacidn. La idea basica de este analisis estd en determinar la extension en que una
determinada interaccidn, que existe en el estado nativo, se encuentra presente en el estado de
transicion. En la practica, esto se lleva a cabo realizando una mutacién del aminoacido en
cuestion por otro de cadena lateral mas corta, con el objeto de eliminar esa determinada
interaccion. Con relacion a esto, es necesario a priori presuponer que la mutacion realizada no
alterara la ruta de plegamiento, que no cambiara las estructuras de los estados nativo y
desnaturalizado y que la nueva cadena lateral no introducira nuevas interacciones. Esta
mutacion introducida va a producir diferencias en el comportamiento cinético entre la especie
mutada y la especie natural, permitiendo estas diferencias determinar la relevancia de dicha

interaccion en el estado de transicion.

Desde un punto de vista experimental, el parametro que determina el grado de
formacion de cada interaccion en el estado de transicion se denomina ®;.p, y se define como
el cociente entre la diferencia en el cambio de energia libre de Gibbs debido al proceso de
plegamiento y el de equilibrio, establecido entre la especie de referencia y la especie mutada
en esa determinada interaccion (Fersht, 1995):

®:p=AAG:p/ AAG nD (3.5.12)
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En primer lugar, para determinar el valor de AAG:.p hay que tener en cuenta que las
constantes cinéticas medidas experimentalmente para los procesos de plegamiento y
desplegamiento pueden expresarse en funcion de cambios en la energia de Gibbs. Para ello, se
despeja el valor de K* de la ecuacion 3.5.1 y se sustituye en la ecuacién 3.5.3, dando lugar a la
expresion general:

AG*=-R'T ‘In (k'h / kg'T)
0 (3.5.13)
AG*=-R'T (Ink —In (h / kg'T))

En el caso del proceso de plegamiento, y siguiendo la ecuacién anterior, podemos
escribir las expresiones correspondientes para la especie de referencia y el mutante, (AG;.p)rer
Y (AG4.p)mut, cOmo:

(AGt.p)rer = - R'T*In (kt.prer— In (h / kg T)) (3.5.14)

(AG#-p)mut = - R'TIn (kt-pmut — In (h / kg'T)) (35.15)
donde k:.pyrer ¥ ki-p,mut S€ refieren a los valores calculados como se detalla en la seccion 3.5.9
para kyp en el caso de la especie como referencia (ref) y del mutante de la misma (mut)
respectivamente.

A partir de las dos ecuaciones anteriores, el valor de AAGy.p se expresa de la siguiente
forma:

AAGy.p = (AGy.0)er — (AGt.D)mut = - RT'In (ktpyer/ Kt pmd)  (3.5.16)

En el caso del proceso de desplegamiento, el cambio en la energia del estado de
transicion entre la especie de referencia y el mutante relativo al estado nativo, AAG:.N, se
expresa igualmente como:

AAGtN = (AG1N)rer — (AG1-N)mut = - R-T In (Kinjrer/ Ki-N mut) (3.5.17)
En esta ecuacion, los valores de (AGs.N)rer Y (AGt.N)mut guardan relaciones equivalentes a las
definidas en las ecuaciones 3.5.14 y 3.5.15 mientras que k:.Nrer Y Ki-nmu cOrresponden a las
constantes de velocidad k:.y calculadas en la seccion 3.5.9 para la referencia (ref) y el mutante

(mut) respectivamente.

En segundo lugar, el valor de la energia de desestabilizacion inducida por la mutacién, -

AAGn.p, se define en funcién del cambio de energia de Gibbs entre el estado nativo y el
desnaturalizado para la referencia y el mutante, como:

AAGN-p = (AGN-D)ref - (AGN-D)mut = AAG:.p - AAG:N (3.5.18)
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Figura 3.5.7: Diagrama de energias de Gibbs correspondiente a un caso hipotético de una
proteina y un mutante de la misma que desnaturalizan siguiendo el modelo de dos estados y
presentan, por tanto, un unico estado de transicion. Los parametros serialados en este
esquema se describen en el texto y permiten realizar el andlisis de .

En la Figura 3.5.7 se muestra graficamente el valor de dicha energia.

A partir de las definiciones dadas para las funciones anteriores se deduce que éstas
pueden calcularse mediante los datos cinéticos experimentales. El parametro ®;.p, calculado
segun la ecuacion 3.5.12, representa la pérdida de energia en el estado de transicidn relativa al
estado nativo, inducida por una mutacion puntual en la proteina.

A su vez, podemos expresar este parametro en funcion del cambio de energia en el
estado de transicidn respecto al estado desplegado debida a dicha mutacién, como:

®: N =AAG:N/ AAG NoD 2.3.19)

" Deesta forma, ®:.p se relaciona con el valor de $;.n mediante la expresion:
q’i‘D =1- q’t-N (3520)
De esta ultima expresion se deduce facilmente que los valores de ®:.p y ®:.n estan

comprendidos entre 0 y 1. Existe una relacion entre ®:.p y el grado de formacion de estructura
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durante el plegamiento de forma que el valor de dicho pardmetro puede informar sobre el
estado de plegamiento de la region que envuelve a la cadena lateral del resto mutado, esto es,
si estd completamente plegada, parcialmente plegada o desplegada en el estado de transicion.
Asi, teniendo en cuenta que ha de cumplirse que 0 <®:p <1 se pueden encontrar las
siguientes situaciones segun el valor calculado para ®;.p (Fersht, 1995):

En primer lugar, si ®;.p =0 (6 .~ = 1) en la ecuacioén 3.5.12 se cumple que AAG:.p
= 0 y si esto es asi, seglin la ecuacion 3.5.16 se da que Kipref = Ki-pmur. Seglin esta ultima
relacion, se observara en el grafico Chevron correspondiente que las ramas de plegamiento de
la referencia y mutante coinciden, indicando que la mutacién no afecta a la cinética de
plegamiento (Figura 3.5.8, panel A) y por tanto, la interacciéon que implica la mutacién no
estara involucrada en la formacion del estado de transicion. Es decir, la region de la proteina
que contiene la mutacion estd completamente desplegada en el estado de transicion.

En segundo lugar, si ®+p =1 (6 $;.n = 0) segun la relacion (3.5.20), se obtiene que

®;.n = 0 y si esto es asi, en la ecuacién 3.5.19 se cumple que AAGy.n = 0. Segun esto, en la
ecuacion 3.5.17 se tiene que dar que Kinrer = Ki-Nmut-
Esto ultimo implica que en los graficos Chevron del mutante y la referencia las ramas del
desplegamiento coinciden, es decir, que la mutacion afecta exclusivamente a las cinéticas de
plegamiento cuyas constantes, ki prer, Ki-pmut adquieren valores distintos y sus ramas no
coinciden (Figura 3.5.8, panel B). Dicho de otra forma, en este caso la regién de la proteina
que contiene la mutacion esta expuesta al solvente en igual extension en los estados de
transicion y desnaturalizado (estd completamente desplegada en estos dos estados) tanto en el
mutante como en la referencia. Es decir, la interaccion esta igualmente presente en el estado
de transicidn y en el estado nativo.

Puede ser posible también que ®:p adopte valores intermedios entre los dos limites
descritos: 0 < ;< 1. A pesar de que la relacion entre ®:.p y la formacién de la estructura a
lo largo de la ruta de plegamiento no sigue una dependencia de tipo lineal, puede decirse que
valores elevados de ®:p indican que la estructura estd practicamente formada aunque no
estén presentes todas las interacciones existentes en el estado nativo. La interpretacion de los
valores intermedios de ®:.p resulta compleja, debido a la existencia de una serie de razones
que dan lugar a que este parametro adopte valores comprendidos en el intervalo anteriormente
definido (Fersht, 1994a). Algunas de estas causas se resumen a continuacion:

En primer lugar, la formacién de interacciones de caracter débil de tipo no covalente

en un unico estado o la existencia de rutas de plegamiento paralelas que dan lugar a una
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Figura 3.5.8: Graficos Chevron del caso hipotético de una proteina (referencia) y un mutante
de la misma. A. @.p =0 (P.y = 1). En este caso las ramas de la cinética en la direccion de
plegamiento de la referencia (circulos rellenos) y del mutante (circulos huecos) coinciden
(kzpref = kzpmu) indicando que no ha tenido lugar formacion de la interaccion involucrada
en el estado de transicion respecto al estado desplegado (es decir, que hay una completa
ruptura de la estructura en el estado de transicion respecto al estado nativo). B.. @.p =1
(D.n = 0). Las ramas de desplegamiento de la referencia (cuadrados negros) y mutante
(cuadrados huecos) coinciden cumpliéndose que kuyrey = kunmu. En tal caso, la mutacion
afecta exclusivamente a la cinética de plegamiento, indicando que la interaccion involucrada
esta igualmente presente en el estado de transicion y en el nativo (es decir, existe una
completa formacion de la estructura en el estado de transicion respecto al estado
desnaturalizado).
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mezcla de estados de transicion, en algunos de los cuales las interacciones estan
completamente formadas mientras que en otros no. Como ejemplo se encuentra el caso del
inhibidor de quimiotripsina CI-2. Realizando una serie de mutaciones en los mismos
elementos de estructura, se ha comprobédo que estos valores intermedios de ¢ xp no resultan
de rutas paralelas de plegamiento con una mezcla de estados de transicion, unos
completamente formados y otros desplegados, sino de la formacién de interacciones débiles
en un unico estado de transicién (Martinez & Serrano, 1999; Fersht et al., 1994b; Otzen et al.,
1994).

Otra causa posible de los valores intermedios de ®:.p pueden deberse a que la cadena
lateral del aminoacido mutado es capaz de interaccionar con diferentes partes de la estructura,
que a su vez siguen distintas rutas de desplegamiento (Serrano et al., 1992; Matouscheck et
al., 1992).

En tercer lugar, puede producirse una distorsion en la estructura del mutante en el
estado plegado que varia en el estado de transicion, dando lugar a una nueva contribucidn a la
energia de Gibbs introducida por la mutacion y debida a esta reorganizacion en la estructura.
La existencia de estos artefactos se comprobd mediante el analisis de una serie de mutaciones
en una region determinada de la proteina barnasa, llegando a la conclusién de que en el estado
de transicion de su ruta de desplegamiento los valores de $+.p varian gradualmente dentro del
intervalo en el que ha definido este parametro, en funcién a la regidon donde estén situados
dichos residuos (Fersht, 1993).

Ademas de los casos descritos hasta el momento sobre los valores que ®+.p (6 ®+.x)
puede tomar, hay que afiadir que valores negativos de este parametro (6 valores por encima
de 1 de $+) implican que AAG:.p > AAGn.p indicando que la mutacién estabiliza el estado
de transicion, desestabilizando el estado nativo y, mas aun, que la cadena lateral del resto
involucrado en la mutacidn esta originando contactos en el estado de transicién que no tienen

lugar en el estado nativo (contactos no nativos).
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3.6 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

3.6.1 FUNDAMENTOS DE LA CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

La calorimetria diferencial de barrido (CDB) es actualmente la técnica mas completa
para caracterizar la energética del plegamiento-desplegamiento de las proteinas. En general,
con esta técnica se estudian los cambios conformacionales inducidos por la temperatura en
proteinas, acidos nucleicos y biomembranas. Entre las referencias que destacan los aspectos
mas importantes de la CDB aplicada a proteinas se encuentran las siguientes: Sanchez-Ruiz,
1995; Cooper et al., 1994 a y b; Freire et al., 1990; Chrowdy y Cole, 1989; Privalov, 1989,
1982, 1979; Sanchez-Ruiz y Mateo, 1987; Sturtevant, 1987; Mateo, 1984; asi como diversas
tesis realizadas en este departamento (Garcia-Mira, 2001;Fernandez, 2000; Sadqi, 2000;
Ibarra-Molero, 1998; Azuaga, 1995Martinez, 1995; Conejero-Lara 1993; Ruiz-Sanz 1990).

Un experimento de calorimetria diferencial de barrido consiste en registrar la
capacidad calorifica aparente de una disolucion de macromolécula en funcion de la
temperatura, obteniendo un termograma. El posterior analisis de la capacidad calorifica
basandonos en la termodinamica del equilibrio puede proporcionar la caracterizacién
completa del proceso de plegamiento- desplegamiento de una proteina, por ejemplo, lo que
permite obtener la capacidad calorifica parcial absoluta del sistema y los parametros
termodindmicos asociados, tales como el cambio de entalpia, AHp, de entropia, ASp, de
energia de Gibbs, AGp, y de capacidad calorifica, AC,, correspondiente a la transicién
inducida por la temperatura, asi como la funcién de particién y la poblacion de los estados
predominantes en los que se encuentra el sistema y sus parametros termodinamicos

caracteristicos.
3.6.2 INSTRUMENTACION

A lo largo de las tres tltimas décadas, se ha llevado a cabo un destacado desarrollo de

la instrumentacién necesaria en los estudios mediante CDB, debido al enorme interés que ha

- despertado el estudio termodinamico de los sistemas bioldgicos, particularmente proteinas y-

polinucledtidos. Esto ha permitido, en comparacion con los primeros instrumentos disefiados,
poder utilizar pequefios volumenes de muestra y trabajar con disoluciones acuosas de

biomoléculas a muy baja concentraciéon (en el orden de 1 mg/mL). Ademas de esto, se
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encuentra el hecho de que la pequefia magnitud de los calores puestos en juego requiere de
una alta sensibilidad que permita medirlos con la suficiente precision.

Los microcalorimetros que se utilizan tienen caracteristicas comunes. En primer
lugar, la medida de la capacidad calorifica se lleva a cabo de forma continua, calentando o
enfriando la muestra a velocidad constante, y diferencial, (de ahi el nombre de
microcalorimetro diferencial de barrido) midiendo la diferencia de capacidad calorifica entre
dos células lo mas parecidas posible que contienen la disoluciéon de biomolécula objeto del
estudio y la disolucion de referencia. Esta forma de operar permite automatizar el proceso de
medida y obtener una informacién maés precisa de la funcioén de capacidad calorifica.

Cuando se comienza un barrido se suministra a dos resistencias eléctricas, que estan
intimamente asociadas a la superficie de cada una de las células, la misma intensidad de
corriente, cuyo valor se fija a través de la velocidad de barrido seleccionada. La medida de la
diferencia de capacidad calorifica entre las dos células se lleva a cabo mediante un método de
compensacion simétrica. Este método consiste en que cuando se produce algun efecto
térmico, por ejemplo la desnaturalizacion de una proteina o la fusién de una bicapa lipidica, se
produce una diferencia de temperatura entre las células, detectada por la termopila que esta en
contacto intimo con ellas. En ese momento, la termopila suministra una sefial eléctrica
proporcional que va a incrementar, a través de un sistema regulador, la potencia que recibe la
célula de menor temperatura. De esta forma, la diferencia de temperatura entre la célula de
referencia y la de muestra se anula gracias a un mecanismo de retroalimentacion,
manteniéndose una velocidad de barrido constante. La diferencia de potencia que se debe
aplicar a la célula de muestra para que la diferencia de temperatura entre ambas células sea
igual a cero en cualquier momento es la magnitud que se sigue continuamente en funcion de
la temperatura, de forma que esta potencia eléctrica diferencial que suele expresarse como
uW = ul/s 6 ucal/s, es directamente proporcional a la diferencia de capacidad calorifica que
existe entre las dos células (en pl/grado 6 pcal/grado) siendo asi constante la velocidad de
barrido (grado/s).

Todos los estudios de CDB descritos en esta memoria se han realizado en un VP-DSC
de Microcal Inc. USA adquirido recientemente por nuestro grupo de investigacidon. Este
modelo, comparado con el resto de los sistemas de CDB que ofrece el mercado actualmente,
representa un avance en la sensibilidad, reproducibilidad, estabilidad, mejora de la
adiabaticidad y facilidad en el manejo. Se ha logrado también una mejora significativa en la

relacion sefal-ruido de un orden de magnitud respecto a instrumentos de generaciones
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anteriores, lo que permite obtener termogramas informativos utilizando cantidades de so6lo 50
ug de proteina. Las células de este instrumento tienen forma de moneda, y estan fabricadas
con tantalo 61, material de gran resistencia (equiparable a la del vidrio) a la corrosion frente a
casi todos los écidos, aunque es altamente sensible al 'ataque por medios fuertemente
alcalinos. El volumen efectivo de las células es de 0.52 mL. Ambas estan fijadas en el interior
de una coraza cilindrica que garantiza la adiabaticidad del sistema, y puede accederse a ellas a
través de unos tubos capilares de 1.5 mm de diametro interno. El intervalo de temperatura de
operacidn de este instrumento esta comprendido entre —10 y 130 °C y es capaz de registrar
barridos tanto calentando como enfriando (este ultimo en modo no adiabatico), sin necesidad
de utilizar ningin dispositivo exterior, ya que utiliza un mecanismo interno Peltier. Las
velocidades de barrido se seleccionan a voluntad dentro de un intervalo entre 0.1 y 2 K/min.
En el caso de que el barrido supere la temperatura de ebullicion de la disolucion, el
instrumento dispone de un sistema de presurizacion que puede alcanzar presiones de hasta 35
psi, evitando asi la ebullicion de las muestras. El esquema del instrumento se muestra en la
Figura 3.6.1.

El VP-DSC también es el primer calorimetro con el que es posible seleccionar un
tiempo de respuesta entre 5 y 30 segundos. El tiempo de respuesta estd estrechamente
relacionado con la sensibilidad del aparato, de forma tal que ésta aumenta conforme lo hace el
tiempo de respuesta. Este hecho supone una gran ventaja en el estudio de transiciones anchas,
que constituyen el caso mas comun observado en la mayoria de las proteinas, en las que se
requiere de una gran sensibilidad para resolver el pico y por tanto de un tiempo de respuesta
elevado. Sin embargo, en el caso de transiciones agudas, es aconsejable el uso de tiempos de
respuesta cortos que evitan distorsionar la forma del termograma correspondiente. Aun asi,
el aumento del ruido, que no depende del uso de tiempos de respuesta menores, reduce la
calidad de los datos obtenidos. Detalles adicionales sobre el disefio y caracteristicas del VP-

DSC, pueden consultarse en Plotnikov et al., 1997.
3.6.3 EL EXPERIMENTO CALORIMETRICO
A) Preparacion de la experiencia

En un experimento de CDB deben de estar garantizados previamente tanto el grado de

pureza como la integridad de la proteina. La concentracion de la misma debe determinarse de
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Figura 3.6.1: Esquema 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 y controlados por el voltaje Vi de la
fuente de alimentacion, 5. Dicha fuente a su vez esta conectada al computador, 6, a través de
una tarjeta conversora analogico-digital (A/D), 30. Los elementos auxiliares de
calentamiento, 18 y 19, se alimentan de la tarjeta A/D y se emplean en la calibracion y
retroalimentacion. El dispositivo de medida del efecto térmico, 7, asi como el sensor de
cristal, 8, para medir la diferencia de temperatura, AT, entre las dos células, son parte del
sistema de medida por compensacion. Rodeando las dos células se encuentra una coraza, 9,
con dispositivos de calentamiento/enfriamiento, 10, dirigidos por un controlador, 11, que
responde a una sefial que procede de un amplificador sumador 15. El amplificador sumador
tiene como una de las entradas la senal 20, procedente del sensor 12, que mide la diferencia
de temperatura AT, entre las células y la coraza. La otra entrada, 16, es un voltaje V), de una

fuente de alimentacion 17 controlada por el computador a través de la tarjeta A/D, 30. La.

coraza tiene ademds un dispositivo, 13, para la medida de temperaturas mediante un sensor,
14 situado en la coraza térmica, la seiial de salida del dispositivo se digitaliza en el
conversor A/D, 30. Las senales calibradas AT,y AT, asi como la temperatura se registran de
forma continua durante el experimento y se almacenan en la memoria del computador, 40,
con un periodo de muestreo seleccionado por el usuario.
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forma rigurosa como se describe en la seccion 3.4.3 para evitar que los errores en la
concentracion se reflejen en la posterior determinacion de los parametros termodinamicos.

La proteina se prepara como se indica en la seccion 3.4.1. Una vez preparada, es
necesario filtrarla o centrifugarla en centrifuga de mesa a méaxima velocidad durante 15
minutos a 4 °C para evitar las particulas en suspension que puedan quedar en la disolucion. El
volumen final de ésta debe de ser al menos de 1.2 mL para facilitar el llenado de las células

evitando la aparicion de burbujas
B) La linea base instrumental

Si las dos células del instrumento fuesen idénticas, s6lo se necesitaria un barrido para
determinar la diferencia de capacidad calorifica existente entre la célula de muestra y la de
referencia. Sin embargo, las dos células no son exactamente iguales, lo que conlleva tener que
registrar un barrido adicional para sustraer y eliminar la contribucién a la sefial experimental
debida a estos factores instrumentales.

Segun esto, el primer paso consiste en registrar la linea base instrumental, cuando se
rellenan las dos células con el tampdn en el que va disuelta la muestra. Se registran barridos
de temperatura sucesivos (sin rellenar las células al finalizar cada registro) para asegurarnos
de que la linea base es reproducible, de tal forma que la diferencia entre dos termogramas
consecutivos se encuentre dentro del intervalo de las especificaciones del instrumento (+2
pcal/grado). En la practica, la reproducibilidad de la respuesta térmica del instrumento se
consigue empleando el mismo ciclo térmico durante varios barridos consecutivos, que incluye
el uso de parametros como la temperatura de inicio y finalizacion del barrido, velocidad del
mismo, y tiempo de equilibrado entre el final de un barrido y comienzo del siguiente. Seguir
este protocolo de operacion es muy importante antes de comenzar con los experimentos de

proteina.
C) Barrido de la muestra de proteina

Una vez adquirida la linea base instrumental, se-llena la célula.de muestra con la
disolucion de proteina cuando el calorimetro alcanza la temperatura ambiente, generalmente
entre 20 y 30 °C. Esta operacion ha de realizarse en el menor tiempo posible, para no tener

demasiado tiempo el bloque calorimétrico destapado, verificandose que no hay burbujas en la
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célula. A continuacién, se comprueba la concentracion de la proteina en el interior de la
célula, ya que se produce una dilucion de ésta del 1 6 el 2 % al introducirla en la célula debido
a que ésta puede no estar completamente seca. Para ello, se registra el espectro ultravioleta-
visible de la soluciéon que sobra del proceso de llenado de la célula, cuya composicion es
equivalente a la que se encuentra en ésta.

Un termograma tipico para una proteina consiste en una curva que presenta un pico
endotérmico asociado a una transicion (Figura 3.6.2). Este pico se produce por la absorcién
del calor asociado usualmente a la desnaturalizacidn térmica de la proteina. Las capacidades
calorificas de los estado nativo y desnaturalizado corresponden a los valores de las sefiales
obtenidas en las zonas de la pre- y post-transicion.

Posteriormente, se resta la linea base instrumental al termograma obtenido en el
barrido de proteina-tampdn (contenidos en la célula de muestra y referencia respectivamente),
con el objeto de eliminar las contribuciones debidas al instrumento, lo que va a generar, en la
mayor parte dentro del intervalo de temperaturas registrado, valores negativos de la capacidad
calorifica. Esto se debe a que la capacidad calorifica de la disolucion de la célula de referencia
tiene un valor mayor que la correspondiente a la muestra (Privalov y Khechinashvili, 1974) ya
que en ésta ultima la proteina desplaza una cantidad de agua cuya capacidad calorifica es
mayor que la de la proteina.

Con el propdsito de comprobar la reversibilidad del proceso de desnaturalizacién de la
proteina, se registra un segundo barrido consecutivo sin extraer la muestra de la célula. La
reversibilidad se expresa en términos del porcentaje de area bajo la curva que se recupera en
el segundo barrido y su importancia se refleja en el posterior analisis de los termogramas
obtenidos, ya que no se puede aplicar un método de analisis basado en la termodinamica del
equilibrio a procesos irreversibles que no transcurran en equilibrio termodinamico.

Una vez hayan concluido los barridos, se procede inmediatamente a la limpieza de las
células con abundante agua Milli-Q, para evitar la formacién de depdsitos de restos de

proteina en las paredes de la célula de muestra.

D) Calibrado y correccion dinamica

Los valores de capacidad calorifica (J/K) se obtienen a partir de la sefal original de
voltaje que se obtiene del calorimetro (en mV), haciendo uso de la constante de calibrado (k)

del instrumento, pardmetro que es necesario determinar previamente. Para ello, hay que
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Cp

T (°C)

Figura 3.6.2: En trazo continuo se representa la curva de capacidad calorifica en funcion de
la temperatura de una proteina hipotética. C,y y Cp, p representan las capacidades calorificas
de los estados nativo y desnaturalizado respectivamente. La curva sigmoidal (trazo
discontinuo) representa la capacidad calorifica promedio de la proteina descrita por el
tercer término de la ecuacion 3.6.13. El area comprendida entre las dos curvas anteriores
corresponde al cambio total de entalpia debido a la desnaturalizacion, AHp o entalpia
calorimétrica. T, corresponde a la temperatura de desnaturalizacion, que en el caso de
curvas simétricas como ésta coincide practicamente con el maximo de capacidad calorifica.
Los parametros empleados para esta simulacion son AC, = C,p- Con=7kJ - K " mol;
AHp =400 kJ - mol y T,, = 80 °C.

suministrar una cierta potencia conocida a la resistencia de una de las células y medir a
continuacion la variacion en la sefial que tiene lugar como consecuencia (Figura 3.6.3). Una
vez se conoce esta constante de calibrado (en mV/uW) y la velocidad de barrido, v, del
experimento (en K/min) se puede transformar la sefial original en unidades de capacidad
calorifica (kJ/K). A continuacién es necesario normalizar los valores obtenidos para el
numero de moles de proteina presentes en el interior de la célula, considerando el volumen
efectivo de la célula (Vq), la éoncentracién de proteina en el interior de la misma (c) y el

peso molecular de la proteina (Pm). Esta operacion tiene lugar empleando el siguiente factor
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de conversion f, que permite transformar directamente los valores de voltaje iniciales (mV)
en valores de capacidad calorifica molar (kJ K mol™):

Pm(g/mol)-60(s/min)-10~° (W/uW)
k(mV/pW)-V,_, (mL)-c(mg/mL)-v(K/min)

. f= 3.6.1)

En el VP-DSC, el programa de adquisicién de datos emplea una constante de
calibracion determinada por MicroCal Inc. para registrar la sefial en mcal/K. De todos modos,
se recomienda realizar una calibracion eléctrica cada seis meses aproximadamente asi como
una calibracion de la temperatura de forma periddica cada seis meses también.

Como cualquier instrumento de medida, el calorimetro tiene un tiempo de respuesta
determinado, de forma que las curvas que se registran tienen un cierto grado de distorsion.
Por esta razdn, es necesario corregir los termogramas. En el caso de un calorimetro que
presente una dinamica de primer orden hay que realizar la siguiente operacion para llevar a

cabo la correccion dinamica:

*

dcC; (T)
dr

C,(T) =C (T) +ty v (3.6.2)

donde C,(T) es la sefial real producida por el sistema de estudio, C*p(T) es la sefial obtenida
experimentalmente, distorsionada por la respuesta del instrumento, v la velocidad de barrido y
tr el tiempo de respuesta del instrumento, determinado previamente a través de la
caracterizacion dinamica del mismo (Lépez-Mayorga & Freire, 1987; Lechuga, 1986; Lopez-
Mayorga, 1983). En el VP-DSC la correccion dinamica se hace de forma automatica segun el

tiempo de respuesta preseleccionado.
3.6.4 ANALISIS PRELIMINAR DE LOS TERMOGRAMAS

Los ficheros originados por el programa de adquisicion de datos, VP-Viewer,
contienen el valor de la sefial proporcional a la variacién de capacidad calorifica de la
disolucion de proteina (en mV) con la temperatura. Para procesar estos datos experimentales
se siguen los siguientes pasos:

En primer lugar, es necesario importar los ficheros obtenidos en el programa VP-
Viewer al programa MicroCal Origin para CDB v 4.1. Durante este proceso se lleva a cabo de
forma automatica tanto la conversion de unidades de mV a unidades tipicas de capacidad

calorifica (en cal/K) como la correccion dinamica del termograma, basandose en la tultima
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calibracion realizada y en el tiempo de respuesta preseleccionado. Una vez aqui, hay que
restar al termograma la linea base instrumental.

A continuacién se normalizan los datos teniendo en cuenta la concentracion de
proteina y el volumen efectivo de la célula, expresando la capacidad calorifica en términos de
capacidad calorifica molar parcial kJ/K-mol.

El perfil de capacidad calorifica obtenido hasta el momento muestra que la capacidad
calorifica de la proteina en el estado desnaturalizado es significativamente mayor que en el
estado nativo, debido a que la desnaturalizacion va acompafiada de un aumento en la
capacidad calorifica. Por otra parte, la diferencia de capacidad calorifica entre una disolucion
de macromoléculas biologicas y el disolvente correspondiente es normalmente negativa como
ya se ha comentado (Figura 3.6.3). Esta diferencia se puede escribir como:

ACpp (T) = Cpp (T)my - Cp s (T)-Amy (3.6.3)
en la que C,, y Cp son las capacidades calorificas parciales de la proteina y del disolvente
respectivamente, m, la cantidad de proteina en la célula calorimétrica y Ams la cantidad de
disolvente desplazado por la proteina en disolucion.

Teniendo en cuenta que:

v, (D)

Am, =m -
" V(T)

(3.6.4)

donde V,(T) y V(T) son los correspondientes volimenes especificos parciales de la proteina
en disolucién y del disolvente respectivamente, obtenemos que:
V(D) . AC, (T)

— (3.6.5)

Cp.p = Cp.s (T)

P
Podemos considerar que en el caso de disoluciones acuosas la capacidad calorifica del
disolvente, C,(T) y su volumen especifico, V; (T), son los correspondientes al agua pura, con
lo que C,(T) = 1 cal/K-g y Vs (T) = 1 mL/g (Privalov y Potekhin, 1986). Con esto, la
ecuacidn 3.6.5 puede escribirse asi:
Cpp =4.186:107-V, (T)-Pm + AC,, (T):f (kJ / K-mol)
(3.6.6)

donde Pm es el peso molecular de la proteina en Dalton y f es el factor de conversion de

~ unidades descrito en la seccion anterior.

Para estos calculos se ha supuesto en buena aproximacion que el volumen especifico

parcial de la proteina es igual a 0.73 mL/g, valor que se utiliza como promedio para todas las
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proteinas globulares, confirmado por Makhatadze et al. (1990) a partir de los volumenes

especificos de cada aminoacido. El resultado para estos calculos se muestra en la Figura 3.6.3.

3.6.5 ANALISIS DE LOS TERMOGRAMAS SEGUN LA TERMODINAMICA DE
EQUILIBRIO

A partir del tratamiento realizado sobre los termogramas en la seccidn anterior,
disponemos de la funcion capacidad calorifica molar parcial de la proteina C, (T) en funcién
de la temperatura, para las condiciones experimentales del estudio. Con esta funcién pueden
obtenerse los parametros termodinamicos que caracterizan el proceso de desnaturalizacion
térmica. Para ello, es preciso suponer un modelo que describa de manera satisfactoria el
comportamiento de la proteina.

A continuacién se desarrolla la formulaciéon matematica del modelo que se ha
utilizado en esta memoria para el analisis de los termogramas de CDB obtenidos. El modelo
de equilibrio de dos estados constituye el mecanismo mas simple de desnaturalizacién
descrito para una proteina. Segun esto, durante el proceso de desplegamiento sélo existen dos
estados poblados significativamente en equilibrio: el estado nativo que posee una estructura
plegada (N) y el estado desnaturalizado o desplegado (D). Podria decirse que ambos estados
son en realidad, desde el punto de vista termodinamico-estadistico, dos macroestados
constituidos cada uno de ellos por una serie de microestados con valores de entalpia similares.

Asi, para el equilibrio

e
Ne«———D

La constante de equilibrio aparente, para la desnaturalizacion, viene dada por:

K, = % (3.6.7)

y la fraccion de proteina que se encuentra en el estado D, xp, sera:

__Iol _ x,
 TINJ+[D] 14K,

(3.6.8)

En general, el cambio de un pardmetro termodinamico debido a la desnaturalizacién (AJ)
puede definirse como la diferencia entre los valores que adquiere este en los estados
desnaturélizado y nativo respectivamente: AJ = Jp — Jn. J puede identificarse con la energia.
de Gibbs (G), la entalpia (H), la entropia (S) o la capacidad calorifica a presion constante (C,).

Tal como acabamos de definir AJ, el estado que se tomara de referencia es el nativo
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Figura 3.6.3: A. Perfil experimental de la capacidad calorifica frente a la temperatura de la
proteina Barnasa (tomado de Martinez et al., 1995) en tampon acético/acetato, pH 4.5. En la
linea base se representa un calibrado de 25 uW. EI primer y segundo barrido de la muestra
son practicamente indistinguibles, salvo que la altura de la endoterma en el segundo de ellos
es un poco menor. B. Representa el termograma resultante de restar al primer barrido la
linea base instrumental. C. Termograma resultante de aplicar la conversion de unidades a
valores de capacidad calorifica absoluta.
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De la misma forma, podriamos definir cualquier parametro J que describa al sistema
como < J > = xyJn + Xp'Jp. A partir de aqui podemos definir la entalpia molar parcial del

sistema:

e
(H)=xyHy +x,Hp =Hy +x,AH, =H, + —2—AH, (3.6.9)
1+K,

donde AHp es la diferencia de entalpia de desplegamiento, AHp = Hp - Hn. A partir de aqui,
definiremos la capacidad calorifica molar parcial, C,, como:

C z[@:‘ =C + alih -[aKD:| 4 s -[aAHD} (3.6.10)
PTler ) T Y sk Lar T arkp) et |,

donde C,~ es la capacidad calorifica molar parcial del estado nativo.
Para expresar la dependencia de AHp y Kp con la temperatura utilizaremos las

relaciones de Kirchoff y van’t Hoff respectivamente:

[ 6AH

D} = AC, (3.6.11)
P

(3.6.12)

olnK, | AH) 1 [&K,
T | RT* K, ’

0

A : ; :
donde K = exp[~ ISTDJ’ siendo AGY la diferencia de energia de Gibbs entre el estado

desplegado y el nativo. Tanto el valor de AG), como el de AH se definen en condiciones

estandar, a 298 K y 1 atmdsfera de presion.

La ecuacidn 3.6.10 puede escribirse entonces como:

AH%)® K
& it o RTDZ) = = 7+ %p'AC, (3.6.13)
+Kp5)

Por ultimo necesitaremos hacer uso de las relaciones sencillas:

AC
[OASD} SN (3.6.14)
p

oT i

En estas ecuaciones, ASp y AC, representan las diferencias de entropia, y de capacidad
calorlﬁca molares parmales entre los estados NyD, respectlvamente

Con respecto al valor que AC toma dentro del 1ntervalo de temperatura en el que
ocurre la desnaturalizacidén, hay que destacar que para la mayoria de las proteinas se ha

considerado que permanece constante de forma aproximada. Sin embargo, Privalov y
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colaboradores (Privalov et al., 1989) llevaron a cabo un analisis de las curvas de capacidad
calorifica de varias proteinas globulares, del que se dedujo que la capacidad calorifica del
estado desplegado no es una funcién lineal de la temperatura, con lo que el valor de AC, no es
constante. Esta variacion de AC, con la temperatura es importante en el caso de aquellaé
transiciones que tengan lugar en intervalos relativamente amplios de temperatura. Es sabido
que, generalmente, la funcién C, del estado nativo sigue una tendencia de tipo lineal, de
forma muy aproximada, en el intervalo de temperatura previo a la transicion de
desnaturalizacion, que suele extrapolarse a temperaturas superiores. Sin embargo, en el caso
de la funcion capacidad calorifica molar parcial del estado desnaturalizado, no es tan sencillo.
Numerosos estudios de CDB han revelado que esta funcion presenta una curvatura apreciable
a temperaturas menores de 40 °C (Ruiz-Sanz, et al., 1999; Padmanabhan, et al., 1999; Viguera
et al., 1994b; Privalov et al., 1989). Por otra parte, Privalov y Makhatadze determinaron que
puede estimarse la funcion de la capacidad calorifica molar parcial de una cadena
polipeptidica desplegada a partir de su contenido en aminoacidos (Makhatadze & Privalov,
1990; Privalov & Makhatadze, 1990), sumando las contribuciones a dicha funcion de los
grupos terminales -NH, y COOH, de cada enlace peptidico ((CHCONH-) y de las cadenas
laterales de cada aminoacido en el intervalo de temperatura comprendido entre 5 y 125 °C. El
algoritmo empirico descrito por estos autores (al que llamaremos PM) estima la dependencia
de la capacidad calorifica molar parcial del estado desplegado con la temperatura mediante un
polinimio de segundo orden. También Hinz y colaboradores (Hickel et al., 1999) han
propuesto recientemente un algoritmo similar para estimar el valor de la funcién C,p
(método HHH).
Asi pues, las funciones mas sencillas que describen la capacidad calorifica molar
parcial de los estados nativo y desnaturalizado describirse con las siguientes ecuaciones:
Con (T) =an + bnt, (3.6.15)
Cpp (T) =ap + bp't, + cprt,’ (3.6.16)
donde t, =T — T, siendo T, la temperatura que escogemos como referencia.

De aqui, podemos expresar AC, como la diferencia entre las dos funciones anteriores:
AC,(T) =C, (M ~C,n (D) =|ap ~2,) ~(by =by)T, +¢, T2 J+[(0, ~by)~2¢, T, I T+e, T2 4o

la misma forma, como:

AC,(T)=A+BT+CT? (3.6.17)

donde A=|a, —ay)—(b, —by )T, +c, T2, B=[(b, —by)~2¢c,T.]y C = cp.
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Este tipo de analisis se ha realizado con éxito en el caso de diversas proteinas en
nuestro grupo de investigacion (Ruiz-Sanz, et al., 1999; Padmanabhan, et al., 1999; Azuaga et
al., 1995;Viguera et al., 1994b)

Una vez establecida la dependehcia de AC, con la temperatura, pueden calcularse las
dependencias con ésta de AHp y ASp, integrando de forma sencilla las ecuaciones 3.6.11 y

3.6.14, mediante las siguientes expresiones:

AEL (T =A% f AC,-dT (3.6.18)
i ACp
ASy(T) =4S, + [ =Gl (3.6.19)

donde AHp, y AS,, son los incrementos de entalpia y entropia del desplegamiento a la
temperatura de la transicion (Ty,), que se define como aquella temperatura en la que se cumple
que xp = 0.5, es decir, que Kp = 1. El valor de Ty, coincide de forma aproximada con el
maximo de la curva de capacidad calorifica en aquellos casos en que las transiciones sean
simétricas y estrechas. Por otra parte, cuando T = Ty, AG), =0. Esto permite calcular para

esta temperatura, Tp,, el cambio de entropia AS,, mediante la siguiente ecuacion:

_ Al
. |

m

AS (3.6.20)

Haciendo uso de la ecuacion anterior en las ecuaciones 3.6.18 y 3.6.19 obtendremos

las expresiones integradas que muestran la dependencia de AHp y ASp con la temperatura:

AH(T)=AH,_ + A(T —Tm)+%-(T2 —T;)+%-(T3 ST (3.6.21)

AS,(T) = Afm $ A-ln(Tl] +BH(T —T,,,)ﬁug-("r2 iy (3.6.22)

m m

Si en el caso de la desnaturalizacién de una proteina se representa la dependencia de
AGp frente a la temperatura, mediante la siguiente funcion,
AGL(T) = AH,(T) - T-AS;(T) (5.6.25)
se obtiene la curva de estabilidad representada en la Figura 3.6.4.

La curva de estabilidad refleja propiedades importantes, que han sido descritas en la

literatura (Becktel y Schellman, 1987; Schellman, 1987) y se resumen a continuacién. En

primer lugar, la pendiente de la curva de estabilidad responde a la expresion:

[0AGp/dT],=ASp. Como se observa en la Figura 3.6.4, dicha curva presenta un unico maximo
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Figura 3.6.4: A. Dependencia de las variaciones de entalpia, entropia y energia de Gibbs
con la temperatura para una proteina hipotética. B. Ampliacion del eje de ordenadas del
panel A, sobre la curva de estabilidad de la proteina, AGp(T). En él se muestran las

temperaturas de desnaturalizacion a alta y baja temperatura, T,,y 1T respectivamente, asi

como las temperaturas de inversion de entalpia Ty y Ts en las que que AHp y ASp se igualan
a cero, respectivamente.
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a la temperatura en la que ASp se iguala a cero. Esta temperatura se define como la
temperatura de maxima estabilidad (Ts). Existe otra temperatura a la que la entalpia de
desnaturalizacién se anula y se representa como Ty (su valor es ligeramente menor que Ts).
En segundo lugar, la curvatura de la curva de estabilidad viene dadé por la relacion: {GZAGb/
()T2]p = - AC, / T, obtenida teniendo en cuenta las ecuaciones 3.6.23 y 3.6.14. Esta segunda
derivada solo toma valores negativos, debido a que AC, siempre es positivo (ver Figura
3.6.2), probablemente por las mismas razones que explican que la transferencia de grupos
apolares de un medio apolar a un medio acuoso conllevan un aumento de la capacidad
calorifica (Dec & Gill, 1984; 1985; Sturtevant, 1977; Gill & Wads6, 1976; Breslauer et al.,
1974;Tandford, 1973) por la interaccion de estos grupos apolares con las moléculas de
disolvente (Privalov & Gill, 1988). Durante el desplegamiento de una proteina, este aumento
de la capacidad calorifica parece ser debido principalmente a la exposicién de los restos
hidrofdbicos al medio acuoso que inicialmente se encuentran “enterrados” en el interior de la
proteina nativa (Sturtevant, 1977). En el panel B de la Figura 3.6.4 se observa que el valor en
el que AGp alcanza su valor maximo corresponde generalmente a temperaturas proximas a la
fisioldgica, condiciones en las que AGp > 0, y por tanto, donde el estado nativo esta
favorecido. El valor de AGp a 25 °C se toma como una medida de la estabilidad de la
proteina. Otro punto importante en la curva de estabilidad es aquél en el que AGp se iguala a
cero a alta temperatura, es decir para T = T, y a partir del cual adopta valores negativos,
favoreciéndose el estado desnaturalizado. Por otra parte, el punto de corte con el valor cero de
AGp a baja temperatura, resultado de extrapolar la curva en este intervalo de temperaturas,
corresponde a la temperatura a la que la proteina desnaturalizaria por “frio” (desnaturalizacion

“fria”), T.. Este fendmeno fue predicho hace unos 40 afios por Brandts (1964) y

posteriormente confirmado experimentalmente por Privalov et al. (1986). Generalmente, la
temperatura a la que se predice la desnaturalizacion por frio es inferior a los 0 °C y a veces
puede detectarse experimentalmente sobreenfriando la disoluciéon de proteina o bien
adicionando agentes desnaturalizantes, como urea o guanidina, que desplazan esta
temperatura a valores superiores. Diversos estudios realizados por CDB sugieren que la
desnaturalizacién fria es una propiedad comun en las proteinas globulares (Azuaga et al.,
1992; Grico y Privalov, 1992; Tamura et al., 1991; Griko et al., 1988, 1989; Privalov et al.,

1986), confirmando asi las caracteristicas mencionadas acerca de la curva de estabilidad.
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De esta manera, podemos decir que una vez calculados los valores de Tr,, AHny, y AC,,
determinados como se ha descrito a partir del termograma obtenido experimentalmente,
disponemos de la informacion termodinamica completa de la proteina en estudio. En la Figura
3.6.2 se muestran dichos parémetros. Hay que notar que la formulacion matematica que se ha
descrito hasta el momento, s6lo es valida para el analisis de aquellas curvas de C, en las que el
modelo de equilibrio de dos estados permite describir adecuadamente el proceso de
desnaturalizacion del sistema en estudio.

En algunos casos puede ocurrir que la curva experimental no se describa
adecuadamente a partir del calculo de los valores de Tp,, y AHpn, por cumplirse bajo
determinadas condiciones experimentales que la funcion AGp(T) no se anule a ninguna
temperatura dentro del intervalo de estudiado (esto impide el calculo de Ty,); mas aun, los
valores que adquiere este parametro termodinamico en dicho intervalo se encuentran por
debajo de cero, lo que implica que la poblacion del estado desnaturalizado es siempre superior
a la correspondiente al estado nativo (xy < 0.5). En este caso se escogen como referencia para
la determinacion de los parametros termodinamicos los valores de Ty y Ts. Si se aplican las
relaciones AHp(Ty) = 0 y ASp(Ts) = 0 en el proceso de integracion de las ecuaciones

generales (3.6.11) y (3.6.14) obtenemos expresiones analogas a (3.6.21) y (3.6.22):

AH T = A-(T—TH)+%(T2 —T§)+%(T3 -T)) (3.6.24)

AS,(T) = A-ln(TlJ+B-(T—TS) +%-(T2 ™ (3.6.25)

S
el resto de las expresiones encontradas para el caso general pueden ser aplicadas a este caso
igualmente.

Debido a que la CDB es una técnica que permite medir tanto directa como
indirectamente la variacién de la entalpia que tiene lugar durante el proceso de
desnaturalizacion de una proteina, ha sido considerada hasta no hace mucho tiempo como una
via de estudio suficiente para comprobar la validez y aplicabilidad del modelo de dos estados
al analisis del proceso de desnaturalizacion de las proteinas (Viguera et al., 1994b; Jackson y
Fersht, 1991; Schellman, 1987; Privalov, 1979; Tandford, 1968). El valor de la entalpia para
este proceso se corresponde con el 4rea y a su vez condiciona la anchura de la curva, de cuya
forma puede obtenerse también aquel valor. Segun esto, la entalpia del proceso de
desnaturalizacion, dentro del anélisis descrito por el modelo de dos estados, se puede

determinar de dos formas distintas: a través de la medida directa del area bajo la curva de la

BLY



transicion de la desnaturalizacion, obteniéndose la llamada entalpia calorimétrica 6
experimental (Figura 3.6.5) que sélo es posible medir mediante el uso de la CDB, y de forma
indirecta, integrando la ecuacion de van't Hoff, que relaciona la variacion de la constante de

equilibrio con la temperatura:

(3.6.26)

olnK, | AH"™
oT |~ RT

Asi, se obtiene la entalpia de van't Hoff, AH"M. Este método es el tnico que puede utilizarse
en el estudio del desplegamiento térmico reversible de proteinas mediante el uso de técnicas
distintas a la calorimetria. De todas maneras, la utilizaciéon de técnicas complementarias
enriquece notablemente la informacidn obtenida por CDB y es necesaria cuando la transicion
muestra algunas desviaciones del modelo de dos estados, como en el caso de asociaciones,
intermedios metaestables o especialmente en transiciones multiestado. Ejemplos concretos de
dichas técnicas son la electroforesis en gel (Creighton, 1986), espectroscopia de dicroismo
circular o fluorescencia (Azuaga et al., 1999; van Nuland et al., 1998; Viguera et al., 1994b;
Filimonov et al., 1993), cromatografia de exclusion molecular (Conejero-Lara & Mateo,
1996;Uverski, 1993), ultracentrifugacion analitica (Azuaga et al., 1995), intercambio
hidrégeno-deuterio (Sadqi et al., 1999; Yi & Baker, 1996), estudios cinéticos de los procesos
de plegamiento y desplegamiento (Viguera et al., 1994b; Jackson & Fersht, 1991), etc.

Asi pues, a partir de una curva de C, se pueden determinar de forma sencilla tanto la
entalpia calorimétrica como la de van’t Hoff (Privalov, 1979). La igualdad entre ambas es el
criterio calorimétrico para verificar que la transicion sigue el modelo de dos estados. Privalov
y colaboradores (Privalov, 1979) establecieron para un determinado numero de proteinas
globulares que la relacion existente entre la entalpia calorimétrica y la de van't Hoff, erar =
1.05 = 0.03. Este valor préximo a la unidad indica una proporciéon muy baja de estados
intermedios entre los dos estados nativo y desnaturalizado, poniendo de manifiesto la validez
del modelo de dos estados.

Sin embargo, estos calculos requieren de una manipulacién previa en las curvas que
puede inducir a errores significativos, sobre todo en el caso de transiciones relativamente
anchas, como es el caso de las proteinas objeto de estudio de esta memoria. Por esta razén se
ha adoptado un criterio calorimétrico alternativo mas éonveniente, consistente en utilizar un
algoritmo de ajuste no lineal de minimos cuadrados aplicado a los datos de C,, utilizando las

ecuaciones descritas para el modelo de dos estados como se describira al final de esta seccion.
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Figura 3.6.5: Curvas simuladas de capacidad calorifica en funcion de la temperatura
mediante las ecuaciones del modelo de equilibrio de dos estados para un valor de AC, = 5
kJ/K-mol, una temperatura de desnaturalizacion, Tm = 50 °C y los valores de AHp indicados
en cada una de las curvas.

La buena concordancia del ajuste se toma generalmente como prueba suficiente para asegurar
la validez de dicho modelo (Privalov et al., 1995; Viguera et al., 1994b).

Las curvas de C, obtenidas experimentalmente para la desnaturalizacién de una
proteina se analizan segun la formulacién del modelo de dos estados, mediante el uso de un
algoritmo de ajuste no lineal de minimos cuadrados. Esto se ha llevado a cabo
indistintamente mediante el uso de los programas Origin 5.0 (MicroCal Inc.) y Sigma Plot
2000. En general, el proceso consiste en introducir las ecuaciones del modelo dentro de un
conjunto de sentencias que se incluye en la subrutina de operacién del programa y se muestra
en la seccion 7 de esta memoria. De esta manera, la funcién que describe la C, queda
expresada en funciéon de la temperatura y de una serie de parametros apropiados que
permanecen variables durante el proceso de operacion del programa.

El analisis de las curvas obtenidas puede hacerse sobre una unica curva 6 sobre un

conjunto de ellas, y siguiendo, segiin convenga, la temperatura Ty, 6 Ty; y Ts.
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Mediante un analisis individual de una curva de C, en términos de Tr, y AHy, los
parametros escogidos son:

- Tm: Temperatura a la que AGp = 0.

- AH,;: Incremento de la entalpia de desnaturalizécién aT=Tn.

- ap: Ordenada en el origen de la funcién C, p (ecuacion 3.6.16).

- bn: Pendiente de la funcién C, n (ecuacion 3.6.15).

- an: Ordenada en el origen de la funcién C, n (ecuacién 3.6.15).

Los valores de los parametros bp y cp de la ecuaciéon 3.6.16 se mantienen fijos durante
el proceso de regresion y se obtienen mediante la regresion cuadratica de los datos de Cpp,
calculados a partir de la secuencia de la proteina (Makhatadze & Privalov, 1990). El resto de
las magnitudes incluidas en las ecuaciones del modelo dependen de estos dos parametros. En
definitiva, cada curva analizada emplea en total 5 parametros independientes.

En el caso de aplicar el modelo de dos estados a una curva, haciendo uso de las
temperaturas Ty y Ts, en las ecuaciones 3.6.24 y 3.6.25 correspondientes, ademas de estas, se
escogen para realizar el analisis los pardmetros equivalentes a los definidos en el parrafo
anterior para el caso general, con lo que cada curva emplea 7 parametros totales para el

analisis.

El analisis multiple de un conjunto de curvas obtenidas bajo diferentes condiciones
experimentales, por ejemplo a diferentes valores de pH, realizado en términos de T, y AHp,
utiliza una funcién de AC, comun para el conjunto de curvas, calculada como se he descrito
en el caso del andlisis individual. Los parametros ajustables en el analisis comunes a las
curvas son ay, by, ap, bp y cp, de los cuales, estos dos ultimos, 6 sélo el ultimo pueden
mantenerse fijos. El resto de los parametros ajustables son los valores de T, y AHp,, que se
definen para cada una de las curvas.

Si el analisis multiple se realiza empleando la aproximacion de Ty-Ts pueden tomarse
algunas restricciones para disminuir el numero de parametros ajustables. En primer lugar
podria suponerse que el valor de la funciéon AHp(T) (ecuacion 3.6.24) sélo depende de la
temperatura y no del pH, con lo que el valor de Ty resulta el. mismo para todas las curvas. En
segundo lugar que la funcion AC, es unica para el conjunto. Segln estas premisas, las

funciones que describen la capacidad calorifica de los estados nativo y desnaturalizado, Cp Ny
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Cp.p, son analogas a las ecuaciones 3.6.15 y 3.6.16, aunque ahora la temperatura de referencia
escogida T, = Ty:

Con=an+ by (T-Ty) (3.6.27)

Cpp (T) =ap + bp *(T-Tw) + cp (T-Th)* (3.6.28)

La funcion AC,(T) resultante es similar a la ecuacion 3.6.17. En el caso de la funcién

ASp(T,pH) (ecuacion 3.6.25) si existe dependencia con el pH, debido a que los cambios en la

concentracion de protones en el medio por cambios en el pH producen a su vez cambios de

entropia por la ionizacién de los grupos de la proteina, con lo que se obtendra un valor de Ts
para cada una curva.

En el caso concreto de disponer de un conjunto de 4 curvas experimentales, resultan

13 parametros ajustables en el analisis, de los cuales, bp, cp, an, bx y Tu son comunes a todas

las curvas El término independiente de la funcién C,p(T), ap, puede considerarse como

parametro ajustable para cada curva, obteniendo en total, en este caso, 4 valores diferentes,

uno para cada valor de pH estudiado (de esta manera es posible alinear las posiciones de todas

las curvas a lo largo del eje C,), al igual que el valor de la temperatura Ts.

El programa utilizado para el analisis proporciona intervalos de error muy rigurosos
en la determinacion de cada parametro de ajuste, basandose en el analisis de la matriz de
varianza-covarianza del ajuste para un intervalo de confianza del 95 % (para mas detalles,
consultar el manual del usuario de Origin 5.0 6 Sigma Plot 2000).

Una vez obtenidos los valores de T, y AHy, (6 Ty y Ts), puede completarse la
caracterizacion termodinamica de la proteina, calculando las funciones AHp(T), ACL(T),

ASp(T) y AGp(T) a la temperatura de 298.15 K.
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3.7 DICROISMO CIRCULAR

3.7.1 FUNDAMENTOS DE LA TECNICA

El dicroismo circular (DC) es una de las técnicas que engloba la espectroscopia de
absorcion. Se emplea en el estudio de moléculas organicas y, en particular, de los cambios
conformacionales de proteinas y acidos nucleicos en disolucion (Duddeck, 1995; Nakanishi et
al., 1994; Johnson, 1990) ya que esto facilita, a su vez, el seguimiento de dichos cambios
inducidos por variaciones de temperatura, pH, presencia de cosolventes, union de ligandos y
cambios en el estado de asociacion.

El fenémeno del dicroismo circular se basa en la diferencia de absorciéon de la luz
circularmente polarizada hacia la derecha e izquierda por parte de las moléculas asimétricas
que son Opticamente activas, también llamadas quirales. La quiralidad es una propiedad
universal de los sistemas bioldgicos, como los aminoacidos, que generalmente presentan
configuracion L, los nucledtidos, que contienen los aziicares D-ribosa y D-desoxirribosa y los
carbohidratos con configuraciones D 6 L. Los tres sistemas anteriores son las unidades que
constituyen las proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos.

Cada uno de los tipos de luz circularmente polarizada (a derecha e izquierda) sigue la
ley de Lambert-Beer. Segin esto, un espectro de DC para una muestra de un compuesto dado
puede definirse inicialmente mediante la diferencia entre las absorbancias que presenta para
estas dos formas de luz polarizada, en funcion de la longitud de onda, A:

AAbs (L) = Abs; (A) — Absp (A) = [e1 (A) —ep (A)]-c1
(3.7.1)
AAbs (A) = Ae-c'
donde Abs; y Absp corresponden a las absorbancias correspondientes a la muestra para la luz
circularmente polarizada a la izquierda y derecha respectivamente, ¢ es la concentracién de la
muestra expresada en mol-L™, 1 es la longitud del paso de luz de la cubeta en cm, y & y €p los
coeficientes de extincién molar en L'mol™-cm™ para cada tipo de luz.

Las bandas de un espectro de DC pueden ser negativas o positivas, dependiendo de
qué fipo de luz se absorba mas y sélo se .dan a longitudes de onda correspondientes a las
bandas de absorcion normales (Figura 3.7.1).

Actualmente, los instrumentos que se utilizan para realizar estudios mediante DC

reciben el nombre de espectropolarimetros y miden de forma directa la diferencia de
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Figura 3.7.1: A. Comparacion de los esquemas correspondientes a los espectros de
absorcion de la luz isotrdpica, y polarizada circularmente a derecha o izquierda para una
molécula quiral. B. Espectro de DC equivalente a la diferencia entre los coeficientes de
extincion de la luz circularmente polarizada a izquierda y derecha.

absorbancia AAbs (A). Sin embargo, las primeras medidas de DC empleaban una técnica
optica diferente. Cuando la luz polarizada plana incide sobre una muestra que exhibe DC, las
dos componentes circularmente polarizadas que la componen se absorben en diferente
magnitud. E1 DC es proporcional a la excentricidad de la elipse que caracteriza la luz
polarizada resultante. La elipticidad, 0, es una medida angular de esta excentricidad y
constituye la forma original para detectar la medida de DC (Figura 3.7.2). Por razones
histéricas, la mayoria de los instrumentos comerciales estan calibrados en unidades de
elipticidad (0). Generalmente los espectros de DC se expresan en términos de elipticidad
molar [0] en grados-dmol'l-cmz. Su relacion con la diferencia entre los coeficientes de
extincion molar viene dada por la relacion:

[6] =3298-A¢ (3.7.2)

que incluye un factor de 100 debido a la conversion de la concentracion en mol/L a dmol/cm’.
3.7.2 INSTRUMENTACION

Como se ha citado en la seccién anterior, el instrumento que se utiliza actualmente en
la medida del DC recibe el nombre de espectropolarimetro. En el espectropolarimetro se
genera un haz de luz monocromatica y polarizada linealmente mediante la accién de un
monocromador y un polarizador. El instrumento utiliza un modulador fotoeléctrico de alta
frecuencia capaz de generar la luz circularmente polarizada a derecha e izquierda (que se

alternan a frecuencias de unos 50 kHz) a partir de la luz linealmente polarizada. Este haz
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Figura 3.7.2: Variacion de la elipticidad de la luz polarizada en sentido creciente en funcion
de la absorcion diferencial de las componentes circularmente polarizadas.

alternante de la luz polarizada circularmente incide sobre la muestra, que se encuentra
contenida en una célula de cuarzo, y posteriormente se detecta mediante un fotomultiplicador.
La sefial que éste genera se compone de un valor elevado de sefial de corriente continua que
es proporcional a la intensidad de luz no absorbida que emerge de la muestra; superpuesta a
esta sefial existe una corriente alterna proporcional a la sefial de DC. Estas dos componentes
se separan y la sefial continua se emplea para controlar el voltaje del fotomultiplicador. En la
Figura 3.7.3 se muestra un esquema con los componentes de un espectropolarimetro.

En el caso de los experimentos de DC que se han realizado para esta memoria, €l
espectropolarimetro que se ha utilizado ha sido un Jasco, modelo J-715, de la casa comercial
Japan Co., equipado con un control de la temperatura del compartimento de células y
controlado por ordenador.

El control de la temperatura del compartimento de la célula se lleva a cabo mediante
un sistema de control modelo PTC-348WI, cuyo funcionamiento se basa en el efecto Peltier, y
se controla directamente desde el ordenador del instrumento. La temperatura de la muestra se
mide en el interior del compartimento de la célula a través de un sensor consistente en una
sonda de resistencia de platino (modelo PT-100) que tiene una precision de +0.2 °C. Este
sensor puede colocarse bien en contacto con el compartimento de la célula (portacélulas) o
bien en el interior de la propia cubeta de medida, en contacto directo con la muestra, en caso

de utilizar cubetas que necesiten emplear volumenes de muestra superiores a 0.5 mL (cubeta

de paso de luz de 1 cm). En este caso es necesario introducir también dentro de la cubeta un

agitador magnético pequefio, cuando se lleven a cabo barridos de temperatura, que permita
agitar la disolucién de forma continua para evitar la aparicion de gradientes de temperatura en

la misma. Este programa de barrido de temperatura que permite seguir de forma continua los
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Figura 3.7.3: Esquema representativo de los componentes de un espectropolarimetro.

cambios en la sefial de DC producidos por cambios en la temperatura esta incluido dentro del
programa de control de temperatura. Es posible realizar barridos de temperatura a velocidad
constante, en el intervalo de 0.5 a 5 °C/min, entre — 10 °C y 110 °C.

Las cubetas que se utilizan para las medidas de DC son cubetas de cuarzo de forma
cuadrada, que difieren en la longitud del paso de luz. Esta se escoge en funcién de la
concentracién de la muestra y del intervalo de longitud de onda seleccionado para las
medidas. En el caso de los espectros y barridos de temperatura recogidos para la proteina
circular AS-48, en la regién del ultravioleta lejano, las cubetas utilizadas han sido las

correspondientes a 0.1 y 0.2 cm de paso de luz.
3.7.3 ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DE PEPTIDOS Y PROTEINAS

Como ya se ha mencionado anteriormente, el dicroismo circular proporciona
informacion acerca de las propiedades conformacionales de las moléculas bioldgicas. Asi,
informa de la estructura, que incluye estructura secundaria (UV-lgjano) y terciaria (UV-
cercano), asi como del grado de movilidad de ciertos compuestos. También se obtiene

informacién de las transiciones conformacionales en los procesos de desplegamiento y
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replegamiento de las proteinas y de los cambios conformacionales inducidos por la unién de
pequefias moléculas como substratos, coenzimas, etc.

De todas formas, el analisis procedente de los estudios de DC no proporciona
informacién absoluta sobre la estructura de las proteinas, ya que en éstas coexisten una gran
variedad de grupos cromoforos capaces de originar sefial de DC y que a su vez se encuentran
asimétricamente perturbados por los grupos vecinos. Dentro de estos grupos croméforos, el
que presenta mayor contribucién en los espectros de DC es el enlace peptidico, que presenta
una gran variedad de conformaciones, segun su localizacidn dentro de la proteina. La suma de
los espectros de cada grupo cromoéforo en cada una de sus conformaciones posibles origina el
espectro de DC que se obtiene experimentalmente. No obstante, para la determinacién de
estos cambios conformacionales es necesario comparar con los espectros de compuestos
estandar de estructura conocida mediante difraccion de rayos X o resonancia magnética

nuclear (RMN).

Las bandas observadas de DC para las proteinas tienen lugar en dos regiones del
espectro electromagnético. Por una parte, la regidn del ultravioleta lejano, comprendida entre
170 y 250 nm de longitud de onda, que esta dominada como se ha mencionado en el parrafo
anterior por la contribucion de los enlaces peptidicos (aunque pueden contribuir en mayor o
menor grado otros cromoéforos). En segundo lugar, en la region del ultravioleta cercano, entre
250 y 300 nm, la sefial de DC se debe a la contribucién de los aminoacidos que contienen
grupos aromaticos en sus cadenas laterales. Ambas regiones proporcionan informaciéon
diferente y complementaria sobre la estructura de las proteinas que sera analizada a

continuacion.

3.7.3.1 Region del ultravioleta lejano

Los espectros recogidos dentro de la region del ultravioleta lejano para las proteinas
representan la absorcion de los grupos amida, y son el resultado de dos transiciones
electronicas distintas que tienen lugar a longitudes de onda mayores de 180 nm. (Peterson &
Simpson, 1957; Nielsen & Schellman, 1967). La transicion nn es tipica' de compuestos
carbonilicos y corresponde la transicion de un electrén desde un orbital no enlazante del
oxigeno carbonilico al orbital 7" antienlazante del grupo amida. Esta es una transicion

prohibida que no se suele observar como banda de absorcion discreta al ser muy débil y esta
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Figura 3.7.4: Representacion conjunta de los espectros correspondientes a cuatro
situaciones de estructura secundaria, en el intervalo de longitud de onda comprendido entre

178 y 260 nm: Hélice alfa(——), lamina beta (—e—e—e— ), giro beta (eeeeeee ) y
estructura desordenada (---) (Brahms & Brahms, 1980).

cerca de la transicion mas fuerte, nn. Esta se observa en torno a los 120 nm en las amidas
secundarias y cerca de los 200 nm en las amidas terciarias y se produce mediante la transicion
de un electron del orbital 7 ocupado de mayor energia hacia el orbital m. Todas estas
transiciones mencionadas poseen una intensidad y energia que depende de los angulos diedros
¢ y v que determinan la estructura secundaria. Asi, la espectroscopia de DC en esta regién
presenta una gran sensibilidad a los cambios en los diferentes elementos que constituyen la
estructura secundaria de las proteinas globulares pequefias: hélices alfa, laminas beta
plegadas, giros beta y estructuras aleatorias (Compton & Johnson, 1986). En la Figura 3.7.4
se representan los espectros tipicos de cada una de ellos y se observa que estos espectros
difieren entre si en una medida suficiente como para determinar el contenido de estas
estructuras en la proteina.

. La determinacion de la estructura secundaria de las proteinas a partir de los espectros
obtenidos mediante DC en la region del ultravioleta lejano se basa en su' ajuste por minimos
cuadrados a partir de la combinacién lineal de un conjunto de espectros de DC utilizados

como referencia y correspondientes a polipéptidos sintéticos que contienen las diferentes
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estructuras secundarias (Brahms & Brahms, 1980; Greenfield & Fasman, 1969). La validez de
este método ha sido cuestionada, debido a que los elementos estructurales de las proteinas
reales pueden diferir significativamente de los encontrados en los polipéptidos modelo
ideales. De hecho, la intensidad del espectro de DC para una hélice varia en funcién de su
longitud. También pueden encontrarse diferencias debidas a contribuciones de los enlaces
disulfuro y aminoacidos aromaticos producidas por transiciones de tipo 7n permitidas en la
region del ultravioleta lejano. Como contrapartida, existen otros métodos que se emplean en
el analisis de los espectros de DC basados en la combinacidn lineal de los espectros obtenidos
para proteinas de estructura conocida mediante difraccion de rayos X 6 RMN (Provencher &
Glockner, 1981; Chen & Yang, 1971). Aun asi, los métodos mas recientes utilizan algoritmos
matematicos capaces de descomponer un conjunto de espectros de proteinas de estructura
conocida generando unas pocas contribuciones para los diferentes tipos de estructura
secundaria. Dichas contribuciones son variables y se escogen de forma tal que el espectro de
la proteina problema pueda ser descrito correctamente dentro del ruido experimental (Perczel

et al., 1992; Manavalan & Johnson, 1987).

3.7.3.2 Region del ultravioleta cercano

Los cambios en la estructura terciaria de las proteinas globulares pueden determinarse
a partir de la obtencién de los espectros de DC de las mismas en la region del ultravioleta
cercano, comprendida entre 250 y 300 nm, segun se ha indicado anteriormente en esta
seccion. El origen esta en la absorcion por parte de los grupos croméforos que se encuentran
en las cadenas laterales de algunos aminoacidos. Las transiciones electronicas para la mayoria
de dichas cadenas comienzan a darse a longitudes de onda menores de 190 nm. Aun asi, la
primera banda de absorcion de las cadenas laterales de los aminoacidos tirosina, triptéfano,
fenilalanina y cisteina comienza a observarse a 290 nm aproximadamente. De todos ellos, el
triptéfano presenta la banda de absorcién mas intensa con un maximo de absorcidn a 282 nm.
La formacion de un puente de hidrégeno con el grupo indol puede desplazar dicha banda

hasta un valor de 12 nm hacia el rojo. La tirosina presenta una banda de absorcién, de menor

- intensidad que el triptéfano, con un' maximo a 276 nm, acomparfiada de un hombro a 283 nm.

La formacién de un puente de hidrégeno por el grupo fendlico produce un desplazamiento de
la banda de nuevo hacia el rojo de hasta 4 nm. Por ultimo, la fenilalanina presenta la

contribucion menos significativa al espectro de DC, debido a su bajo coeficiente de extincion

122



008000000000 0000000000000000000000O0CCGOOCOCOOCOORGRONRTOOOONCRONONCORDIONOYS

METODOS

molar y a la baja sensibilidad que presenta frente a los cambios en su entorno con maximos a
254, 256, 262, y 267 nm. Por otra parte, las cadenas laterales de los residuos aromaticos
anteriores tienen bandas de DC débiles localizadas entre 290 y 250 nm, propias de sus
entornos estructurales. Estas bandas se observan cuando las cadenas laterales se encuentran
inmovilizadas en un entorno asimétrico, tipico de la estructura terciaria de las proteinas. El
espectro de DC de una proteina en el ultravioleta cercano, no puede analizarse
cuantitativamente, ya que depende del entorno asimétrico concreto de cada cromoforo. A
pesar de ello, este espectro es muy sensible como observable a pequefios cambios en la
estructura terciaria y representa una verdadera huella dactilar para la conformacion plegada de

una proteina.

3.7.4 OBTENCION DE ESPECTROS

Los experimentos de DC que se han llevado a cabo dentro de esta memoria han
servido para estudiar el comportamiento y la estabilidad de la proteina circular AS-48 en
presencia y ausencia de agentes desnaturalizantes (urea y guanidina), realizando dos tipos de
experimentos: desnaturalizaciones inducidas por cambios en la temperatura y titulaciones a
temperatura constante de la muestra a diferentes concentraciones de agente desnaturalizante,
en este caso guanidina. De forma analoga para ambos casos es necesario en primer lugar
preparar las muestras que se van a utilizar para la obtencion de los espectros de DC, asi como
de los barridos de temperatura realizados.

Se parte de una muestra liofilizada de AS-48, de la que se pesa la cantidad adecuada
para obtener una concentracion que esté en torno a 100 pM después de disolverla en el
tampon preparado a unas condiciones de fuerza ionica y pH determinadas, como se indica en
el capitulo de Resultados de esta memoria. Se dializa la muestra frente a este tampdn como se
describe en la seccion 3.4.1. A continuacion se mide la concentracion de esta disolucién
espectrofotométricamente (seccion 3.4.3), obteniéndose asi la disolucion madre de proteina de
concentracion perfectamente conocida que se utiliza para preparar las muestras diluidas (entre

20 y 40 uM de proteina) empleadas en los experimentos de DC. De forma simultanea se

‘prepara la disolucién de agente desnaturalizante como se indica en la seccion 3.4.2. Las

alicuotas conteniendo la misma concentracion de proteina y diferentes concentraciones de
agente desnaturalizante se preparan en todos los casos mezclando en un tubo un volumen fijo

de la disoluciéon madre de proteina y el volumen correspondiente de la disolucion concentrada
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de desnaturalizante. Se completa hasta un volumen final (800 pL) con el tampon del cambio
de dialisis, previamente filtrado. Junto con éstas, se prepara una muestra que contenga la
misma concentracion de proteina que el resto y no contenga desnaturalizante. Para cada una
de las muestras anteriores, se prepara un blanco de forma analoga, sﬁstituyendo el volumen de
proteina por el volumen equivalente de tampon. Estos blancos se utilizardan como referencia
para determinar la concentracion de cada muestra. Las alicuotas preparadas, y sus blancos, a
las diferentes concentraciones de desnaturalizante, se dejan durante toda la noche a
temperatura ambiente para que se alcance el equilibrio, antes de realizar los experimentos.

A la hora de comenzar las experiencias, se procede de forma analoga con cada
muestra y su blanco antes de ser introducida en el compartimento de la muestra del
espectropolarimetro. Se centrifuga durante 10 minutos en una centrifuga de mesa, a maxima
velocidad. Este paso es muy importante para evitar que queden particulas en suspension, en
cuyo caso interferirian en las medidas de DC. A continuacidn se determina su concentracion
espectrofotométricamente frente al blanco correspondiente. Antes de comenzar el
experimento se comprueba la concentracion de desnaturalizante en la muestra y su blanco
(ambas deben de ser equivalentes) midiendo su indice de refraccion, de la forma que se indica
en las secciones 3.4.2.1 y 3.4.2.2. Una vez finalizado el experimento se mediran de nuevo los
indices de refraccion para comprobar que la concentraciéon de desnaturalizante en las
correspondientes alicuotas no ha variado.

En primer lugar es necesario introducir la cubeta conteniendo el blanco (tampoén del
cambio de la didlisis, o este mismo tampdn con disolucién de desnaturalizante) en el
compartimento de la célula, para registrar un espectro que constituye la linea base. A
continuacion se registra el espectro de la disolucidn de la proteina bajo las mismas
condiciones instrumentales. Posteriormente, en el tratamiento de datos, el espectro del blanco
se sustraera del espectro obtenido con la muestra de proteina para eliminar las diferentes
contribuciones experimentales, asi como la del disolvente del espectro de DC.

Para llevar a cabo los experimentos es conveniente utilizar siempre las mismas
cubetas, colocadas dentro del compartimento de la célula siempre en la misma orientacién a la
hora de recoger los espectros. Para conseguir espectros con una buena relacidn sefial-ruido, es
necesario seleccionar la combinacion adecuada de los siguientes parametros: anchura de
banda espectral, velocidad de barrido de longitud de onda y constante de tiempo. En este
sentido, un incremento de la anchura de banda espectral mejora la relacion sefial-ruido, si no

se requiere una resolucién elevada del espectro de DC; el incremento en el tiempo de
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respuesta del instrumento produce el mismo efecto, aunque depende del tiempo disponible
para la adquisicion de cada valor del espectro. En el manual de instrucciones del
espectropolarimetro pueden encontrarse recomendaciones para la seleccion adecuada de estos
parametros. Ademés, el pro'grama de adquisicién de datos del espectropolarimetro permite
realizar el promedio de N espectros de DC adquiridos de forma consecutiva, de forma que el
nivel de ruido del espectro resultante de este promedio sera N'2 veces menor que el de cada
espectro individual, gandndose sensibilidad. No obstante, es conveniente llegar a una
situacion de compromiso entre el numero de espectros acumulados y el tiempo requerido para
realizarlos. Una acumulacidn de cuatro espectros es aconsejable para la mayoria de los casos.
Otra variable que es necesario tener en cuenta a la hora de adquirir los espectros es la relacion
entre la concentracion de la muestra y el paso de luz de la célula. Para realizar una medida de
DC es necesario que llegue luz al fotomultiplicador, de forma que el sistema electrénico del
instrumento pueda procesar la sefial que aquél genera para separar la componente alterna
(sefial de DC) de la sefial continua, que controla la ganancia del fotomultiplicador (sefial que
se representa como HT en el modelo utilizado, Jasco 715). Si la absorbancia de la muestra es
demasiado elevada, llegara muy poca luz al fotomultiplicador, provocando que el voltaje HT
tienda a aumentar. Esto resulta en un aumento relativo del ruido asociado a la medida. Para
facilitar el control de este voltaje, el instrumento proporciona un registro del voltaje HT
durante la adquisicién del espectro. El valor de HT debe permanecer durante cualquier
medida por debajo de 600 voltios con el fin de mantener el ruido dentro de un nivel aceptable.
Para conseguir esto, es necesario que las muestras empleadas presenten una absorbancia
adecuada, generalmente entre 1 y 2. Para ello puede ajustarse la concentracién de la muestra o
el paso de luz de la cubeta de medida segun el intervalo de longitud de onda en el que se
trabaje. Asi, en el intervalo de longitud de onda que comprende la region del ultravioleta
lejano (entre 190 y 250 nm), el coeficiente de extincidn del grupo amida peptidico es bastante
elevado, con lo que las concentraciones de muestra que se requieren no son elevadas. Si la
concentracion de la muestra fuese una variable que necesariamente hubiera de fijarse,
entonces se reduciria el paso de luz de la cubeta de medida. En nuestro caso se han utilizado
las cubetas de paso de luz 0.1 cm 6 0.2 cm y concentraciones en el intervalo entre 20 y 40
uM. En el caso de la region del ultravioleta cercano, entre 320 y 250 nm, el coeficiente de
extincion de las bandas de absorcién de los grupos aromaticos es menor, hecho que hace
posible utilizar cubetas de paso de luz equivalente a 1 cm y concentraciones de muestra en

torno a 100 puM.
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3.7.5 ESTUDIO DEL DESPLEGAMIENTO TERMICO DE PROTEINAS

El estudio del desplegamiento térmico mediante DC de la proteina circular AS-48 se
ha estudiado en ausencia y en presencia de desnaturalizantes (urea y guanidina) registrando
los cambios de elipticidad observados en la region del ultravioleta lejano, a una longitud de
onda de 222 nm, al variar linealmente la temperatura de la muestra en un intervalo de 3 a 98
°C. En los experimentos llevados a cabo en esta memoria, la velocidad de barrido empleada
ha sido de 2 K'min™.

Antes de comenzar cualquier barrido de temperatura se deja la cubeta con la muestra
dentro un periodo de tiempo entre 10 y 15 minutos para equilibrar a la temperatura deseada la
muestra o el blanco (este proceso se lleva a cabo siempre que se cambie el valor de la
temperatura y se desee registrar un espectro de DC). A continuacidn se recoge un espectro a
25 °C. En el caso de la muestra de AS-48 se realizo en todos los casos un calentamiento
previo hasta 55 °C con el fin de eliminar posibles agregados ya presentes antes de comenzar
los experimentos (a esta temperatura, en ninguna de las condiciones experimentales
estudiadas la proteina presenta una poblacion del estado desplegado apreciable
significativamente). A continuacion se disminuye la temperatura hasta 3 °C en el instrumento
registrando un espectro previo antes de comenzar el barrido de temperatura hasta 98 °C, a la
velocidad de calentamiento seleccionada (2 K/min). Alcanzada esta temperatura, se enfria
rapidamente hasta 3 °C para reducir la irreversibilidad causada por los fendmenos de
oligomerizacion que tienen lugar a alta temperatura una vez se encuentra la proteina en el
estado desnaturalizado. En estas condiciones se registra entonces un espectro para comprobar
la reversibilidad del proceso de desplegamiento, mediante la comparacion de éste con el
espectro registrado antes de comenzar el calentamiento. En algunos casos, con objeto de
comprobar la formacion de agregados a alta temperatura, se registro el espectro de DC a 98
°C, después de dejar la muestra durante 10 minutos a esta temperatura. Este proceso se lleva a
cabo igual para las disoluciones del blanco de forma que la medida final en los barridos es la
diferencia entre ambos. Durante todo el experimento, el control de la temperatura se lleva a

cabo colocando el sensor de temperatura en el compartimento de la célula, es decir, en el

bloque portacélulas, ya que es imposible introducirlo directamente en la cubeta en contacto.

directo con la disolucidn debido al pequefio paso de luz de aquella.
En el caso de las medidas llevadas a cabo en el ultravioleta cercano, en ausencia y en

presencia de urea y guanidina, las medidas se hicieron en una cubeta de 1 cm de camino
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optico. En este caso el sensor de temperatura se introdujo directamente en la cubeta de medida
en contacto con la disolucion de muestra. Con objeto de minimizar los gradientes de

temperatura se agitdé mediante un pequefio iman accionado por un agitador magnético

‘acoplado al compartimento de la célula. En estas condiciones experimentales, la temperatura

de la muestra se conoce en cada instante y se registra de forma adecuada.

3.7.6 TITULACION CON DESNATURALIZANTES

Una curva de titulacion tipica de una proteina que despliega segiin el modelo de dos
estados suele presentar forma de “S”. La estrategia general para obtener una curva de
titulacion, en presencia de un agente desnaturalizante, puede llevarse a cabo de dos formas

distintas:

En primer lugar pueden prepararse diferentes muestras en el mismo tampon
conteniendo cada una de ellas igual concentracion de proteina y diferentes concentraciones de
desnaturalizante. A continuacion, se registra el espectro correspondiente de DC a la

temperatura escogida para cada una de las muestras preparadas.

La segunda opcion puede llevarse a cabo si se dispone de una unidad de titulacion
automatica acoplada al espectropolarimetro, compuesta por dos jeringas de 2.5 mL de
capacidad colocadas en un boque en posicidon vertical. El control de las mismas se lleva a
cabo desde el PC haciendo uso del programa adecuado que incluye el sistema. Ambas
jeringas estan conectadas al compartimento de la célula, de forma que es posible dejar pasar
su contenido al interior de la cubeta introduciendo en la disoluciéon directamente dos
conectores que se adaptan al tapén de ésta. La cubeta que se utiliza en este tipo de
experimentos es la que corresponde a 1 cm de paso de luz, para que sea posible introducir un
pequeio agitador magnético que permita mantener la disolucion homogénea en cada instante
de la titulacion. La idea basica consiste en preparar por una parte la disolucidn de proteina en

el tampon a la concentracion deseada para el experimento, y por otra una disolucién de

“desnaturalizante concentradd, conteniendo idéntica .concentraciéon de proteina. La

concentracidon de desnaturalizante de esta disolucidn inicial se determina de la forma descrita

en la seccion 3.4.2, donde An es en este caso la diferencia entre el indice de refraccion de la
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disolucién de proteina en desnaturalizante y el correspondiente a la disolucién de la proteina
en tampon.

El fundamento del experimento se basa en colocar en el compartimento de c€lula la
cubeta de medida, como se ha descrito en el parrafo anterior, conteniendo un volumen
conocido de la disolucion de proteina a la concentracion deseada para el experimento,
preparada en condiciones nativas. El sistema de jeringas se prepara de forma tal que una de
las jeringas esté vacia inicialmente, mientras que la otra contiene la disolucion concentrada de
desnaturalizante y proteina. El experimento consiste en registrar un espectro inicial de la
proteina antes de comenzar la titulacion (en ausencia de desnaturalizante). A partir de aqui, se
registran los espectros correspondientes a un nimero determinado de adiciones de igual
volumen en la célula de medida, de forma que en cada una de ellas se retira primero desde la
cubeta hacia la jeringa inicialmente vacia un volumen equivalente al que seguidamente se
adiciona desde la jeringa que contiene el desnaturalizante. Se deja entonces un tiempo
suficiente para alcanzar el equilibrio (en nuestro caso se comprobd que 2 minutos es tiempo
suficiente). Lo que se pretende operando en esta manera es conseguir que en la cubeta no
varie la concentraciéon de proteina en ningiin momento, mientras que la concentracién de
desnaturalizante aumenta en cada adicion respecto a la adicion anterior.

Alternativamente, puede llevarse a cabo la experiencia de forma inversa, de manera
que la cubeta de medida contiene una disolucidon de proteina (de igual concentraciéon que la
utilizada en el primer experimento) a alta concentracion en desnaturalizante y la jeringa que
antes contenia esta disolucién, contiene en su lugar la disolucién de proteina en el tampén. El
objeto de realizar esta experiencia alternativa se basa en obtener un mayor nimero de puntos a
altas concentraciones de desnaturalizante y, por otra parte, es una estrategia valida para
comprobar que las medidas se estan realizando una vez alcanzado el equilibrio en la
disolucion contenida en la cubeta de medida lo que indica en nuestro caso que un tiempo de
espera de 2 minutos, antes de registrar las medidas, después de cada adicion, es suficiente
para ello.

En definitiva, la curva completa de titulacion corresponde al cambio de la sefial
registrada (elipticidad) en funciéon de la concentracién de desnaturalizante que se produce
observando la variacion de dicha sefial a una longitud de onda determinada en cada uno de los
espectros de DC tomado a las diferentes concentraciones de desnaturalizante. El método
experimental descrito en su totalidad, permite construir la curva completa de titulacion, ya

que el experimento se inicia a concentracion cero de desnaturalizante, aumentandose en cada
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adicion la concentracion de éste hasta altas concentraciones (o en el método alternativo,
dibujando la curva en direccion contraria).

A continuacion es preciso determinar la concentracion de desnaturalizante en la cubeta
de medida para las diferentes adiciones realizadas a lo largo del experimento. Cualquier error
cometido en estas concentraciones conduce a errores en las curvas de titulacidn
correspondientes. Por esta razon, una forma de comprobar que en este sentido el experimento
se ha realizado con éxito consiste en determinar las concentraciones de desnaturalizante al
comienzo y final de la experiencia en la cubeta de medida y jeringa que contiene la disolucién
de desnaturalizante. El calculo de las concentraciones de desnaturalizante de las curvas de
titulacion se realiza de forma sencilla. En el caso de tener inicialmente la disolucién de

proteina en tampon en la cubeta de medida la férmula que se aplica es la siguiente:

[den]. = [den]‘“‘”'(\\;t‘ Vo) | [gen] . (3.7.3)
donde [den], representa la concentracion de desnaturalizante total en la cubeta de medida en
una adicién n, [den].1) es la concentracion de desnaturalizante total en la cubeta en la adicién
anterior, n-1, V, es el volumen total en la cubeta en la adicién n-1, V, ;1) es el volumen de
disolucidn retirado de la cubeta antes de realizar la adicién n-1 y [den],, la concentracién de
desnaturalizante adicionada referida a la cubeta.

Para el caso alternativo en el que la cubeta de medida contiene la disolucion de
proteina en desnaturalizante, la expresion se simplifica:
[den iy OV = Vi)

Vv

[den], = (3.7.4)

t

Obtenidas las curvas, el paso siguiente consiste en procesar los datos como se describe
en la siguiente seccion.

Los experimentos de titulaciéon en presencia de guanidina realizados a varias
temperaturas que se presentan en esta memoria se realizaron en el laboratorio del Dr. Serrano
(EMBL, Heidelberg) en un espectropolarimetro de iguales caracteristicas al descrito en el
apartado 3.7.2, que cuenta ademas con un sistema de titulacion automatico de la casa
comercial HAMILTON. En este caso, la concentracion de proteina utilizada en las
disoluciones preparadas fue de 3 uM, en relacién al espesor de la cubeta utilizada (1 cm) para
no saturar la sefial de DC obtenida. Las curvas experimentales obtenidas en nuestro caso para

la proteina AS-48 (secciéon de Resultados) corresponden al método de titulacidon alternativo
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descrito anteriormente, para obtener una curva completa de titulacion, dada la alta estabilidad

de esta proteina frente a la adicion de desnaturalizantes.
3.7.7 PROCESAMIENTO DE DATOS

Una vez registrado un espectro de DC o un barrido de temperatura de una muestra y su
blanco, lo que constituye la linea base, es necesario realizar el procesamiento de los datos. En
primer lugar hay que sustraer a cada espectfo o termograma de la muestra el correspondiente
al tampon. En segundo lugar hay que normalizar las unidades ya que la medida de elipticidad
(0) que proporciona el instrumento viene dada en milésimas de grado, y normalmente el valor
de la elipticidad se expresa como elipticidad molar media por residuo ([0]mmr) que viene dada
en grado-dmol-cm?, para lo cual se utiliza la siguiente ecuacion:

[6]Mmr =6-Pm/ c-1'n-10 (3.7.5)
donde 6 es la elipticidad medida experimentalmente en milésimas de grado, Pm es el peso
molecular de la proteina, n es el nimero de aminoacidos de la misma, c es la concentracion de
la proteina expresada en mg/mL, 1 es el paso de luz de la cubeta de medida. El factor 10 es el
resultado de convertir las unidades de concentracién de mg/mL a dmol/cm’ y la elipticidad a
grados a partir de las unidades obtenidas experimentalmente.

En estas condiciones, se aplican los modelos de equilibrio a las curvas obtenidas
experimentalmente para determinar los parametros termodinamicos que rigen la estabilidad de

esta proteina.

3.7.8 ANALISIS DE LAS CURVAS DE TITULACION EN PRESENCIA DE
DESNATURALIZANTES

Las curvas de titulacion inducidas por la presencia agentes desnaturalizantes, pueden
analizarse con el modelo de equilibrio de dos estados. En la Figura 4.2.9 de la seccion de
Resultados se representan un conjunto de curvas tipicas de desnaturalizacion obtenidas para la
proteina AS-48 que pueden describirse seglin este modelo.

Para analizar las curvas de titulacién aplicando el modelo de dos estados es necesario
definir en primer lugar las lineas base de los estados nativo y desnaturalizado. Estos dos

estados se caracterizan por tener una variacion de elipticidad con la concentracion de
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desnaturalizante, cqen, practicamente lineal, definida por dos funciones lineales, 6200n y 02220
para los estados nativo y desnaturalizado respectivamente segiin las ecuaciones:
0220N = BN + MN"Cden (3.7.6)
" 02200 = Op,0 + MpCaen (3.7.7)
donde On y my, por una parte, y Opo y mp por otra, representan las respectivas ordenadas en
el origen y pendientes. El subindice “den” se refiere en general a los desnaturalizantes urea
(“u”) y guanidina (“gu”). El observable experimental elipticidad en funcién de la
concentracion de desnaturalizante viene dado por la ecuacion:

0220 = 0222 N'XN + 0222 XD (3.7.8)
en la que las fracciones xy y Xp estan determinadas por el valor de una constante de equilibrio
entre los dos estados definidos, K(T, cgen), definida de forma analoga a la de la ecuacion 3.6.7
descrita en la seccidn 3.6, para el modelo de equilibrio de dos estados. Si expresamos Xp en
funcién de K(T, cgen) de forma igual a como se hace en la ecuacién 3.6.8, podemos escribir la
ecuacion 3.7.8 en funcién de esta constante:

0222 = [0222N + 0222, K (T, Cgen)] / [1 + K (T, Cen)] (3.7.9)
A su vez, K(T, cq4en) se define en este caso con la siguiente ecuacion:
K (T, c4en) = €xp [-AG (T, cgen) / R'T] (3.7.10)
Por otra parte, el cambio de la energia de Gibbs que se produce durante el
desplegamiento de una proteina en presencia de un agente desnaturalizante, engloba dos
términos como se muestra en la siguiente ecuacion:
AG (T, cgen) = AGp (T) + AGp (T, Cden) (3.7.11)
El primero de estos términos, AGp, representa el cambio de energia de Gibbs en ausencia de
desnaturalizante, mientras que el segundo, AGy, es el término que depende de la unién a la
molécula de desnaturalizante. Para llevar a cabo el analisis de las curvas de titulacidn, en
presencia de un desnaturalizante a una temperatura dada, este término se ha descrito en la
literatura de diferentes formas (Pace, 1986). En el caso de los experimentos de titulacion
realizados como se ha descrito en la seccidon 3.7.6 la dependencia del cambio de elipticidad
seguido a 222 nm (0,,) frente a la concentracion de desnaturalizante, expresada en términos
de molaridad (y/o actividad) a temperatura fija, origina una curva de titulacioén. Las curvas de
titulacion pueden analizarse haciendo uso de vdos modelos frecuentemente utilizados para el

estudio del desplegamiento inducido por la presencia de desnaturalizantes segun una
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transicion de dos estados en equilibrio (seccion 3.6.5). Estos modelos se conocen como MEL

(modelo de extrapolacién lineal) y MUD (modelo de union al desnaturalizante) (Pace, 1986).

A) MODELO DE EXTRAPOLACION LINEAL (MEL)

Es el mas sencillo de los dos y el mas empleado como método de aproximacion de los
datos experimentales. Con esta aproximacion, la dependencia del cambio de energia de Gibbs
de una titulacion isotérmica con la concentraciéon de desnaturalizante se representa con la
siguiente ecuacion:

AG (T, cgen) = AGp (T) — Mgen*Cden (3.7.12)
donde cgen representa la concentracion molar de desnaturalizante, y mgen €s un factor de
proporcionalidad. El punto medio de la curva de titulacion representa aquella concentracion
de desnaturalizante, Cp4en, @ 1a que €l 50 % de la poblacién de la proteina total presente en la
muestra se encuentra en estado nativo y el 50 % restante en estado desnaturalizado. En este
punto se cumple ademas que AG(T, c4en) = 0. A partir de la ecuacion anterior, Cp gen € define
como:

Cinden = AGp (T) / mgen (3.7.13)
Con esta ecuacion, podremos expresar el cambio total de energia de Gibbs del desplegamiento
en funcion de Cy,q4en despejando el valor de mge, y sustituyendo en la ecuacion 3.7.12 para

obtener la siguiente ecuacion:

AG (T, cgen) = AGp (T)*( 1- Cden/ Cinden) (3.7.14)

B) MODELO DE UNION AL DESNATURALIZANTE (MUD)

Este modelo corresponde al caso de unién de un desnaturalizante a sitios de union
idénticos e independientes. El cambio de energia de Gibbs debido al desplegamiento se
describe mediante la siguiente ecuacion:

AG (T, cgen) = AGp (T) - Anp gen'R-T In [1 + Ky, (T)-agen (T)] (3. 7.13)

en ella, age, es la actividad del desnaturalizante, Ky, es la constante de unidn por sitio y Any gen

es el numero de sitios de unidn al desnaturalizante que se originan como consecuencia del

desplegamiento.
Este segundo modelo presenta dos desventajas frente al modelo de aproximacién

lineal: en primer lugar introduce un parametro independiente adicional, K, que es preciso
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determinar a priori. En segundo lugar, es necesario trabajar en términos de actividades en
lugar de utilizar concentraciones molares para el desnaturalizante.
La aplicacion de esta aproximacion al caso de AS-48 se describe con mas detalle en la

seccion de Resultados.

3.79 ANALISIS DE LAS CURVAS DE DESPLEGAMIENTO TERMICO EN
PRESENCIA DE DESNATURALIZANTES

Un termograma tipico obtenido por DC, de una proteina que despliega siguiendo el
modelo de dos estados se muestra en la Figura 3.7.5.

Al igual que en el caso de las curvas de titulacion descritas anteriormente, las curvas
de desplegamiento térmico pueden analizarse aplicando el modelo de dos estados, de forma
analoga a como se describe en la seccidn anterior, obteniéndose relaciones similares a las
ecuaciones generales:

AG,(T)=AH,, {1 s TLJ o ACP[T P T-ln[TlH (3.7.16)

m m

AG(T) = ACP[T—TH —T'ln(lﬂ (3.7.17)

S

Por otra parte, un proceso de desnaturalizaciéon térmicamente inducido puede
describirse considerando al desnaturalizante como uno de los factores de la disolucion que
afectan a la estabilidad de la proteina. De esta forma, y suponiendo que a cualquier
concentracion de desnaturalizante el cambio de capacidad calorifica debido al
desplegamiento, AC,4., permanece constante con la temperatura, las expresiones
correspondientes a los cambios de energia de Gibbs, entalpia y entropia, en presencia de
desnaturalizante se definen con expresiones analogas a las descritas para el modelo de dos
estados (seccidn 3.6.5):

AG den (T) = A(:p.den |,T - TH.den - T ln(T / TS,den )J

6 | (3.7.18)
e T j|°
AG den (T) = AH m.den 1 - - A(jp den T - Tm den Tln
‘ Tm .den A . Tm .den
AH den (T) = AH m.den T ACp.den (T - TnLden ) (37 1 9)
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Figura 3.7.5: Curva de desplegamiento inducida por la temperatura tipica de DC en el que
se representa la elipticidad en funcion de la temperatura a una determinada longitud de onda
para una proteina que despliega supuestamente siguiendo el modelo de dos estados. Los
estados nativo, N, y desnaturalizado, D, corresponden a las regiones de menor y mayor
temperatura respectivamente y muestran una variacion aproximadamente lineal de la
elipticidad (6) con la temperatura.

m,den m,den

AH
A8, (T)=—DdE% o BC. e ln[ L J (3.7.20)

donde AC, gen noO tiene por qué ser necesariamente igual al valor de AC,.

El analisis de las curvas de desnaturalizacion térmica en presencia de desnaturalizantes
se realiza aplicando estas ecuaciones y llevando a cabo un proceso de ajuste no lineal de
minimos cuadrados sobre las curvas experimentales obtenidas, asumiendo en el caso mas
sencillo que el valor de AC,4en €s independiente del cambio de temperatura. Dicho analisis
puede llevarse a cabo de forma multiple, tal como se ha hecho en el caso de los datos
obtenidos para la proteina AS-48 presentados en la seccion de Resultados. La idea basica en
este tipo de analisis consiste en tomar un conjunto de datos experimentales, en este caso un
conjunto de curvas de desnaturalizacién inducida por la temperatura a diferentes
concentraciones de desnaturalizante, y seleccionar de forma adecuada uno o varios
parametros comunes en todas ellas, dentro del sistema de ecuaciones que forma parte del

modelo aplicado. En el caso de obtener curvas de DC como, por ejemplo, las que se muestran
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para la proteina AS-48 en presencia de urea o guanidina, en la seccion de Resultados (Figuras
4.2.6 y 4.2.12) lo mas sencillo es suponer una linea base comun que describa los estados
nativo y desplegado respectivamente para todas ellas. Para lograr disminuir el numero total de
parametros ajustables en el andlisis, se supone que la forma de la linea base que describe la
funcion del estado nativo no depende de la concentraciéon de desnaturalizante, pero si su
posicion, representada por el término independiente de la ecuacion correspondiente, y que se
deja variable por esta razon, mientras que el resto de los coeficientes de la funcion
permanecen fijos. En el caso de la funciéon que describe el estado desplegado, que puede
representarse por un polinomio de segundo grado de la temperatura, la posicion de la linea
base depende poco o nada de la concentracién de desnaturalizante, ya que el estado
desplegado consiste en un conjunto de conformaciones con estructura secundaria residual,
independiente de los cambios en la concentracién de urea o guanidina presente en el medio.
Adn asi, en este caso también puede dejarse variable el término independiente de la ecuacién
correspondiente a este estado. Por otra parte, en el caso mas sencillo, puede suponerse que el
valor de  ACpgen es independiente de la temperatura. A partir de aqui y aplicando las
ecuaciones descritas para el modelo de dos estados es posible calcular los parametros
termodinamicos AHp, gen Y Tr.den para cada una de las curvas individuales, tanto para los datos
obtenidos en presencia de urea como guanidina.

Una vez calculados los valores de AHmgen ¥ Tm.den, S€gUN se ha indicado, es posible
calcular el efecto térmico de la union de las moléculas de desnaturalizante a la proteina, a
partir de la obtencion de dos ecuaciones estrechamente relacionadas con la aproximacion
MUD descrita en la seccion anterior. Si se diferencia la combinacién de las ecuaciones 3.7.11
y 3.7.15 respecto a Tmgen con la condicion de que AG(Tm,c4en) = 0, se obtiene la siguiente

expresion:

-1
AS, (T ;
b (Xyden) In(1+K,a,) din(1+K,-a,,)

An 3721
- R d ln(TnLden ) ( )

La segunda ecuacidn se obtiene a partir de la relacion:

[ dT } AT, 4 (OAG(T,Cy, )/ Py )y ANy RT, 4 K /(14K ay,,)
! AG(T,, gen S0

da,, dag,  (0AG(T,c4,)/0T)y, AH_ . /T

m.den m.den

(3,7.27)

135



que da lugar a la expresion:

AH

m.den

dT

m.den [aden (Tm.den ) : 5 1 / Kb (Tm_den )]

AI’I b,den =

" RT?

m,den
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BACTERIOCINA AS-48

BACTERIOCINA
AS-48

4.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

4.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Durante los ultimos afios se ha despertado un enorme interés sobre el estudio y
utilizacion de péptidos antibacterianos, frente al de los antibidticos convencionales, con fines
clinicos fundamentalmente, debido a la continua aparicidon de bacterias resistentes a drogas,
hongos y diversos parasitos. Dichos péptidos ejercen una notable actividad antimicrobiana, a
través de mecanismos diferentes relacionadas con la inhibicién enzimatica. Dentro de este
grupo se encuentra el péptido de naturaleza ciclica AS-48, de 70 restos y masa molecular de
7200 g'mol’ (Gonzalez et al., 2000), que se incluye dentro del grupo de las bacteriocinas
(productos de sintesis ribosémica, primarios o modificados, que se secretan extracelularmente
y presentan un espectro de accion bactericida relativamente estrecho (Jack et al., 1995; Tagg,
1992). Es producido por Enterococcus faecalis subespecie Liquefaciens S-48 (Galvez et al.,
1985) y presenta un amplio espectro antimicrobiano frente a bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (Galvez et al., 1989b; 1989c; Abriouel et al., 1998). Por ser de naturaleza
peptidica se inactiva por endopeptidasas como tripsina, la proteinasa K o la proteasa V-8. A
altos valores de pH, entre 10 y 11, presenta una ligera pérdida de actividad, mientras que
permanece estable a pH écido, en el intervalo comprendido entre 3 y 5 (Galvez et al., 1986;
Galvez, 1987). El analisis de su secuencia aminoacidica muestra una alta proporcion en
aminoacidos basicos (Lys y Arg), que le proporcionan una fuerte carga positiva, con un punto
isoeléctrico en torno a 10.5. Estas cargas positivas se encuentran distribuidas de forma
asimétrica a lo largo de la secuencia, donde los 10 residuos basicos que contiene se
encuentran distribuidos a lo largo de un segmento ‘de 26 residuos sobre el total de la
secuencia. Por otra parte contiene un elevado numero de restos hidrofébicos (Ala, Pro, Val,

Met, Ile, Leu y Phe) e hidrofilicos sin carga neta (Ser, Gly, Thr y Tyr) (Galvez et al., 1989a).
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Figura 4.1.1: Estructura secundaria de AS-48 obtenida mediante RMN (Gonzalez et al., 2000).

A pH 3, la carga positiva de AS-48 aumenta ain mas debido a que las cadenas laterales
pertenecientes a los cuatro restos de Glu se encuentran protonadas. No contiene ninguna

cisteina, con lo que su estructura no esta estabilizada por la contribucién de puentes disulfuro.
4.1.2 ESTRUCTURA

La degradacion de AS-48, haciendo uso del método de Edman no presenta resultados
positivos, indicando que el extremo N terminal se encuentra bloqueado. Este resultado esta de
acuerdo con la resistencia al tratamiento con las carboxipeptidasas A y B, que sugiere
igualmente el bloqueo del extremo C terminal, convirtiéndolo en un péptido de caracter
ciclico. La estructura primaria de AS-48 ha sido determinada finalmente mediante el analisis
de los fragmentos obtenidos por tratamiento con proteasas (Samyn et al., 1994).

Los estudios de RMN realizados con AS-48 en soluciéon acuosa (Gonzalez et al.,
2000) han permitido establecer la estructura secundaria de esta proteina (Figura 4.1.1) a partir
de la cual se ha resuelto su estructura tridimensional. Asi, esta proteina presenta un
plegamiento basado en 5 hélices a (Figura 4.1.1): o (residuos 9 al 21), a; (idem 25 al 34), a3
(idem 37 al 45), a4 (idem 51 al 62) y as (idem 64 al 5). Las hélices a; y a, son antiparalelas
entre si. En un plano paralelo al que forman dichas hélices se situa la hélice ol Que adopta una
orientacion perpendicular respecto a ambas. Perpendicular a o4 se dispone a su vez la hélice
o3 , que ademas cruza el plano formado por las hélices o; y o, a un angulo de 40°. Por

ultimo, la hélice as cierra el conjunto y se dispone paralela a o; formando un angulo de 50°
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Figura 4.1.2: Representaciones de AS-48 segun la estructura tridimensional depositada
en Brookhaven Protein Data Bank con el codigo 1e68.pdb (Gonzalez et al., 2000).

con o y04. Las caras hidréfobas de las hélices se orientan formando el nucleo hidrofobico de
la proteina, haciendo que la estructura global se compacte.

Cada una de las hélices presenta un patron de puentes de hidréogeno comun,
representado por la aparicion de puentes de hidrégeno entre grupo CO de un residuo 1, y el
grupo NH del residuo i1 + 4. Algunos de estos enlaces de hidrégeno estan implicados en la
estabilizacién de los lazos que conectan las hélices, como los existentes entre los restos Ala2 -
Ile7, Val18 - Gly23 y Thr33 - Gly36, que estabilizan los lazos entre las hélices as - o, o - o
y o - o3 respectivamente. En el caso de aquellos residuos que se encuentran lejanos en la
secuencia no se ha localizado ningun enlace de hidrégeno, con la tnica excepcion del caso del
oxigeno carbonilico de la cadena principal de la Phe5 y el protén hidroxilico de la cadena
lateral de la Ser50.

Se han encontrado otras proteinas con estructuras que presentan similitudes a la de
AS-48, como el caso de algunas proteinas que unen ADN, que presentan un esquema del tipo
hélice-giro-hélice. Sin embargo, esta semejanza no puede ser extendida a todas las hélices de
AS-48 y, ademas, no se tienen datos que impliquen la unién de AS-48 con el ADN, haciendo
que esta informacién no adquiera mayor relevancia. Si se han encontrado, por el contrario,

otras proteinas capaces de interaccionar con la membrana celular, de estructura helicoidal,

"como. la proteina del canal de potasié 1BLS8-A (Doyle et al., 1998),- o el dominio de

autoensamblaje de clatrina (1B89-A) (Ybe et al., 1999). La mayor similitud con AS-48

corresponde a la proteina NK-lisina, perteneciente a la familia de proteinas que siguen un
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plegamiento del tipo saposina. Este polipéptido aislado de intestino porcino (Andersson et al.,
1995) tiene 78 residuos y presenta propiedades antibacterianas. Su estructura en solucion
muestra 5 hélices anfipaticas plegadas en un dominio globular (Gonzalez et al., 2000;
Liepinsh et al., 1997). Dentro de esta familia se encuentran otras proteinas que presentan una
elevada homologia con la NK-lisina, incluyendo tres puentes disulfuro conservados que no

presenta AS-48, asi como un conjunto de residuos hidrofébicos.

4.1.3 ESTABILIDAD Y MECANISMO DE ACCION

Como se describe a continuacion, tanto la estabilidad como la funcidén que desempefia
AS-48 estan intimamente relacionados con su estructura tridimensional. En primer lugar, los
estudios estructurales realizados descritos en la seccidn anterior muestran que la estabilidad
de AS-48 esta relacionada con su estructura. AS-48, al igual que la NK-lisina y el resto de las
saposinas presentan una alta resistencia a la desnaturalizacion térmica. La union del tipo
“cabeza-cola” existente entre el Trp70 y la Metl en mitad de la hélice as parece tener un
notable efecto estabilizador en la estructura tridimensional. La interaccién de los residuos
hidrofébicos del interior de la hélice as (Val67, Metl y PheS) con los del nicleo hidrofébico
interno parecen ser esenciales en la estabilidad del conjunto global. Por otra parte, los
resultados preliminares de la expresion del gen que codifica AS-48 demuestran que la forma
lineal no es capaz de adoptar la estructura nativa que se observa para el péptido ciclico
(Gonzalez et al., 2000).

Por otra parte, los péptidos con capacidad antibacteriana que contienen una alta carga
neta positiva, como AS-48 6 NK-lisina, presentan actividad frente a bacterias y no frente a
células de mamifero debido a que sus membranas tienen un alto contenido en acidos
fosfolipidicos (Brock,1974). En el caso de AS-48 su modo de actuacidn se relaciona con su
interaccidén con la membrana citoplasmatica de bacterias sensibles, alterando los niveles de
sodio y potasio, lo que conduce a la permeabilizaciéon de la membrana celular y el
consiguiente colapso del potencial de membrana (Galvez et al., 1991). Esto se ha comprobado
mediante estudios realizados sobre bicapas lipidicas planas que sugieren que la presencia de
AS-48 a bajas concentraciones genera una serie de sefiales eléctricas que pueden corresponder
a la formacion de canales de didametro conocido (Galvez et al., 1991). Asi se permite la
despolarizacion celular y la difusidn de solutos de bajo peso molecular, disipando el potencial

de membrana.
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Recientemente se ha tenido en cuenta un concepto unificador basado en el fendémeno
de la electroporaciéon molecular para explicar la formaciéon de poros en las membranas
originadas por péptidos antibacterianos cargados positivamente. Aunque inicialmente ha sido
aplicado al caso de NK-lisina (Miteva et al., 1999), podemos extenderlo a AS-48 ya que sus
cargas positivas netas son muy similares y en ambos casos las cargas parecen estar
concentradas en una regiéon determinada de la molécula. En general, la electroporacion
consiste en la formacidn de poros en las membranas por la presencia de un campo eléctrico
externo. En el caso concreto de la electroporacion molecular el campo eléctrico se produce
por la unién de una molécula cargada a la superficie de la membrana. De acuerdo a este
modelo simple AS-48 podria unirse a inicialmente a la superficie de la membrana celular. A
continuacion, las unidades monomeéricas del péptido podrian alinearse de manera que sus
superficies hidrofilicas queden enfrentadas a la region fosfolipidica cargada negativamente.
En estas condiciones, lo mas probable es que la estructura tridimensional del polipéptido se
conservase dada su alta estabilidad y que estos mondmeros alineados quedaran asociados a la
superficie mediante la interaccion de sus superficies hidrofébicas, incrementindose la
concentracion local y favoreciéndose la electroporacion molecular y la permeabilizacion de la
membrana. A partir de este fendmeno es posible proporcionar un mecanismo para la
desorganizaciéon de membranas de bacterias Gram-negativas, facilitando la actividad de AS-
48. Estudios realizados sobre membranas artificiales, asi como en células bacterianas y
liposomas en presencia de AS-48 corroboran la validez del modelo propuesto (Mendoza et al.,

1999; Galvez et al., 1991).
4.1.4 IMPORTANCIA DE LA CIRCULARIZACION DE PROTEINAS

Actualmente existen numerosas dudas sobre la influencia de los factores estructurales
sobre la estabilidad y plegamiento de las proteinas globulares. Asi, por ejemplo, aunque en
principio podria parecer que las uniones cruzadas, como los puentes disulfuro, podrian
aumentar el cambio de energia de Gibbs que se produce durante el desplegamiento, mediante
la desestabilizacion entopica del estado desnaturalizado, los experimentos realizados sobre el
disefo artificial de estas uniones.disulfuro no han proporcionado resultados que clarifiquen
estas cuestiones. Un caso parecido es el que presentan las proteinas circulares, en las que la
pérdida de entropia del estado desnaturalizado podria estabilizar la conformacion del estado

nativo, aunque la magnitud de cada uno de estos efectos no estd clara hasta el momento
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debido a la falta de resultados experimentales. Para resolver el problema planteado se han
tomado vias alternativas de investigacion que se describen a continuacion.

Muchos de los estudios que se vienen realizando en los ultimos afios con proteinas
utilizando métodos dé ingeniéria han tratado de cambiar la arquitectura de la cadena
polipeptidica, dando lugar a una topologia diferente como en el caso de los permutantes
circulares y estructuras ciclicas. Asi, Luger et al. (1989) fueron pioneros en el disefio y
expresion de permutantes circulares. Desde entonces se han desarrollado numerosos trabajos
siguiendo la misma linea (Lindqvist & Schneider, 1997; Heinemann & Hahn, 1995),
indicando que las proteinas permutadas son termodindmicamente estables y generalmente
presentan estructuras tridimensionales similares a las de la proteina en su forma silvestre.

Sin embargo, en el caso de las proteinas circulares no existe un desarrollo de la misma
magnitud, debido a la carencia de los protocolos adecuados necesarios para su construccion.
Soélo en los tres ultimos afios el desarrollo de algunos métodos basados en el uso de enzimas
han permitido obtener resultados con algunas proteinas circulares “artificiales” (Grantcharova
& Baker, 2001; Evans et al., 2000; Noren et al., 2000; Cotton & Muir 1999; Camarero &
Muir, 1999; Evans et al., 1999; Iwai & Pluckthum, 1999; Scott et al., 1999). Aun asi el efecto
de la circularizacién sobre las proteinvas no esta claro, aunque parece ser que contribuye de
forma positiva a la estabilidad de las mismas. Una mejor eleccion podria ser realizacion de
los estudios sobre proteinas circulares existentes en la naturaleza, ya que de esta manera se
evitarian los efectos de desestabilizacion de caracter entalpico causados por la circularizacion
cuando se trabaja con proteinas no cicladas de forma natural. En los ultimos afios se han
descrito en la literatura algunos ejemplos de proteinas circulares silvestres, como la
Gassericina A (Kawai et al., 1998; Kawai et al., 1994), TrbC del grupo de plasmidos IncP
(Eisenbrandt et al., 1999), la microcina J25 (Delgado et al., 1999; Blond et al., 1999) y la
bacteriocina AS-48 (Galvez et al., 1989a; Samyn et al., 1994; Martinez-Bueno et al., 1994),
pero no se ha realizado estudio alguno acerca de sus estabilidades.

El estudio de la termodinamica del desplegamiento de AS-48, utilizando técnicas como
CDB, DC vy la presencia de agentes desnaturalizantes, que se describe a lo largo de esta
memoria, nos ha revelado que ésta es una de las proteinas mas estables descritas hasta el
momento y que parte de dicha estabilidad parece proceder de una importante contribucién de

caracter entrépico producida por la circularizacion de su cadena polipeptidica.
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4.2 RESULTADOS EXPERIMENTALES

42.1 ESTUDIO DE LA DESNATURALIZACION TERMICA MEDIANTE
CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (CDB)

Estudios previos realizados con AS-48 muestran la alta tendencia de esta proteina a
formar oligémeros solubles a pH neutro de manera reversible (Abriouel et al., 2001). Por otra
parte, también se ha demostrado mediante experimentos de ultracentrifugacién analitica que
la proteina se encuentra en estado monomérico a pH acido (Gonzalez et al., 2000). De
acuerdo con todo esto, los experimentos de CDB realizados en esta memoria muestran que a
pH 7.0 el desplegamiento inducido por temperatura produce agregacion irreversible de la
proteina, mientras que a pH 2.5 y baja fuerza iénica (10 mM en tampoén fosfato) tiene lugar
una transicion reversible a altas temperaturas como se observa en la Figura 4.2.1. Con el
proposito de desestabilizar la estructura sin alterar la reversibilidad del proceso de
desplegamiento realizamos estos experimentos en otras condiciones tales como tampon
fosfato 10 mM, pH 11.5, tampon fosfato 50 mM, pH 11.0 y tampén glicina 20 mM, pH 11.0,
aunque el resultado fue en todos los casos una transicion irreversible acompaifiada de la
agregacion exotérmica de la proteina (Figura 4.2.1).

Otro intento de alterar la estabilidad fue llevado en colaboracién con el Departamento
de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Granada. Tal propdsito se ha
realizado a través de la ruptura de la cadena circular, usando bromuro de cianégeno (BrCN),
como agente inductor de la hidrélisis del enlace peptidico en la posiciéon Tyr-70-Met-1,
obteniéndose un polipéptido lineal (seccion 3.4.4). Los termogramas obtenidos por CDB con
esta forma a varias condiciones de pH y fuerza i6nica no presentaron transicion alguna, como
se observa en el caso que se presenta en la Figura 4.2.2, indicando en todos estos casos que la
forma lineal se encuentra desplegada a cualquier temperatura, debido probablemente a que el
corte de la cadena se produce en el centro de la hélice as y no en una zona mas desorganizada,
evitando asi la destruccion de elementos estructurales importantes.

En definitiva, debido a que la proteina se encuentra en estado monomérico y presenta
reversibilidad frente a la desnaturalizacién, el intervalo de pH de estos experimentos’se -
restringié a valores acidos. Se comprobd que la posicién de la transicion del proceso de
desplegamiento no depende del pH para valores de éste inferiores a 4.0. El termograma

obtenido en tampon fosfato 10 mM, pH 2.5 que se muestra en la Figura 4.2.3 presenta una
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Figura 4.2.1: Dependencias de la capacidad calorifica molar parcial con la temperatura,
realizadas entre 3 y 120 °C a una velocidad de barrido de 1.5 K/min. Los diferentes
simbolos empleados se corresponden con las siguientes condiciones experimentales: -e-:
tampon fosfato 10 mM, pH 2.5; -0-: tampon fosfato 10 mM, pH 11.5; -m-: tampon fosfato
50 mM, pH 11.0; - V-: tampon glicina 20 mM, pH 11.0. Las lineas discontinua y punteada
representan las funciones de C,p, calculadas mediante los métodos PM y HHH
respectivamente, antes de realizar el anadlisis de la curva a pH 2.5. Las lineas sdlidas
trazadas a través de los puntos experimentales sirven solo para visualizar facilmente el
curso de cada transicion.

unica transicion endotérmica y simétrica que no se completa incluso a temperaturas tan altas
como 393 K (120 °C), de forma idéntica a la encontrada para otros valores de pH acido

estudiados.
4.2.2 ANALISIS DE LOS DATOS DE CDB OBTENIDOS A pH 2.5

Para obtener los parametros termodinamicos del desplegamiento de AS-48 a partir de
la curva experimental obtenida por CDB se ha utilizado el modelo de dos estados descrito en

la seccion 3.6.5.
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Figura 4.2.2: Termograma obtenido por CDB de la version lineal de AS-48 obtenida por
tratamiento del antibiotico con BrCN, en tampon fosfato 10 mM pH 2.5 y a una
concentracion de AS-48 en torno a 1 mg/mL.

Como se observa en la curva a pH 2.5 representada en la Figura 4.2.3, la linea base del
estado nativo se define perfectamente ya que la proteina se mantiene en dicho estado en un
amplio intervalo de temperatura. Sin embargo, la linea base del estado desnaturalizado no esté
definida, debido a que el desplegamiento tiene lugar a alta temperatura y no es posible obtener
la curva de desnaturalizacién completa. Por esta razon, la aplicacion de dicho modelo a este

sistema ha supuesto tener que realizar algunas aproximaciones que se detallan a continuacion.

Como se ha descrito en la seccion 3.6.5, en la literatura se han propuesto diversas
aproximaciones que permiten describir la dependencia de la funcién C,p con la temperatura
en forma polindmica. La propuesta por Privalov y Makhatadze (Makhatadze & Privalov,
1990; Privalov & Makhatadze, 1990), el método PM, permite representar la dependencia de la
funcién C,p con la températura ‘mediante un polinomio de segundo orden como el que se

representa en la ecuacidn 3.6.16). La segunda aproximacién propuesta recientemente por
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Figura 4.2.3: Dependencia de C, medida experimentalmente para AS-48 en tampon fosfato
10 mM, pH 2.5 (e) y el resultado del analisis (—) aplicando el modelo de dos estados,
asumiendo que AC,varia con la temperatura. La linea solida bajo la transicion representa la
funcion C,, mientras que las los trazos discontinuo y punteado muestran las funciones Cp,p
calculadas mediante los métodos PM y HHH respectivamente, una vez ajustadas sus
posiciones después de realizar el analisis de la curva.

Hickel et al., (1999) emplea un polinomio de tercer orden para calcular el valor de la funcion
Cp,p (método HHH):
Con =8y +byt, +e,t et (4.2.1)

La aplicacion del método PM genera funciones mas suavizadas que las obtenidas
mediante la aplicacion del método HHH.

Por otra parte, aunque la capacidad calorifica del estado nativo se describe de forma
general como una funcién lineal de la temperatura (Privalov et al., 1989; Viguera et al.,
1994b) -como se muestra en la ecuacion 3.6.15 en algun caso se ha descrito mediante una
funcién cuadratica (Padmanabhan et al., 1999; Martinez et al., 1999), con la siguiente

ecuacion:
Ca=dg bt #0 L ' - (4.2:2)
En el caso de la curva obtenida a pH 2.5 para AS-48, (Figura 4.2.3) se han aplicado

los dos métodos de aproximaciéon, PM y HHH, como se explica a continuacidn:
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En primer lugar, para aplicar el método PM se ha supuesto que la dependencia de Cpn

con la temperatura es de tipo lineal. Esto da lugar a la siguiente funcién de AC,:

AC, = Aa+Abt, +Act] (4.2.3)

donde Aa = (ap — an), Ab = (bp — bx) y Ac = ¢p, en este ultimo caso, debido a la dependencia

lineal de la funcién Cpy .

Antes de comenzar el analisis hay que calcular el polinomio de segundo orden que
describe la funcién C, p, como se describe en la seccion 3.6.5, para obtener los valores de ap,
bp y cp. Una vez calculados estos valores y teniendo en cuenta la funcién de la ecuacion
4.2.3, se aplican las ecuaciones del modelo de dos estados, tal como se ha descrito para el
caso general, y se realiza el proceso de regresion no lineal por minimos cuadrados de la
ecuacion 3.6.13 a los datos experimentales. Este analisis incluye nuevos parametros que
aumentan el nimero de variables. En consecuencia, junto con Ty, y AHp,, se incluyen los
parametros ap, Aa y Ab y bp y cp. Debido a que se desconoce el valor experimental de la
funcién de C,p a cualquier temperatura, durante el analisis se han mantenido variables ap, Aa
y Ab (posicién de la funcion) y se han fijado bp y cp (forma de la funcién) a los valores
calculados a partir de la funcién C, p obtenida mediante la aproximacién PM.

En segundo lugar, la aplicaciéon del método HHH de aproximacién supone emplear
polinomios de segundo y tercer grado para describir las dependencias con la temperatura de
las funciones Cyn y Cpp respectivamente (ecuaciones 4.2.2 y 4.2.1). Esto da lugar a la
siguiente expresion para ACp:

AC, =Aa+Abt + Act? +Adt (4.2.4)
donde Aa, Ab de igual manera que los correspondientes a la ecuacion 4.2.3 del método PM,
mientras que Ac = (cp —cn) y Ad =dp.

Al igual que en el método de aproximacion de PM, en el caso de la aproximacion
usando el método HHH es necesario fijar algunas de estas variables con objeto de hacer
posible el proceso de analisis de los datos experimentales, al desconocer la funcién C,p. En
este caso, se definen como variables ap, Aa, Ab y Ac, mientras que bp, cp y dp se mantienen

fijos durante dicho proceso, por las mismas razones que se han explicado para el uso de la

- aproximacion PM.

El analisis descrito anteriormente sobre la curva de CDB obtenida a pH 2.5, ha
permitido obtener un valor de Ty, de 374.9 K (101.8 °C). El resto de los parametros utilizados

en el analisis, incluyendo las aproximaciones segtin los métodos PM y HHH se muestran en la
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TABLA 421
RESULTADOS DEL ANALISIS DE LOS DATOS DE CDB DE AS-48 EN TANPONFOSFATO 10 mM A pH 25,
UTILIZANDO LAS APROXIMACIONES DE PN Y HHH.

COEFICIENTES DE LA FUNCION Cpp COEFICIENTESDE LA AH,, {1 AG(29§)
FUNCION AG, KJmot! K kJ-mol
ap bp cp-10* dp-10° Aa Ab-10° Ac-10*
KK mol? | kIK2mol! | KIK3mol! | kIK*mol? | kK 'mol! | kJK?mol! | kI'K3mol!
az7.n
PM 159+05 Q018 138 - 4.45 -444 1.38 2316+ 10 | 3749+ 05 HM6+5
9.1
HHH 15205 Q032 209 -4 64 3.74 -5.66 -4.79 2286+10 (3749 05 3165

Los parametros en negrita corresponden a los coeficientes del polinomio que describe la
funcion de C,py AC, al modelo de dos estado (Figura 4.2.3). El resto de los parametros
corresponden a las aproximaciones de PM y HHH, de los cuales, los que se representan en
cursiva fueron fijados durante el proceso de analisis de los datos.

Tabla 4.2.1, de la que puede obtenerse ademas AC,, m, a partir de la ecuacién 3.6.17 aplicada a
la temperatura T = Tr, y utilizando una T, = 293.15 K (20 °C). El valor que resulta, proximo a
cero, se justifica teniendo en cuenta que AC, disminuye con la temperatura y que el valor de
T es muy elevado.

Del analisis de datos y segun se observa en la Figura 4.2.3 se deduce que la funcion
Cp.N que describe la linea base del estado nativo puede aproximarse a una funcion lineal. La
funcion C,p, que describe la linea base del estado desnaturalizado utilizando las
aproximaciones de PM y HHH, presenta un valor bien definido para la posicion de la misma,
ap, como se observa en dicha figura. Sin embargo, los términos que muestran la dependencia
con la temperatura, en ambos casos (PM y HHH), bp, cp y dp presentan cierto grado de
ambigiiedad, ya que la curva de capacidad calorifica obtenida no presenta informacion acerca
de la funcion C,p. El valor de C,p estimado a partir de la aproximacion PM es alrededor del
10 % mayor que el valor experimental a 390 K (117 °C) (Figura 4.2.3). Esta desviacién
observada es similar a la que se ha encontrado en el caso de otras proteinas pequefias
(Padmanabhan et al., 1999; Ruiz-Sanz et al., 1999; Martinez et al., 1999; Viguera et al.,
1994b). El método de HHH presenta desviaciones mayores, del orden del 20 %. Esta

~sobreestimacion podria explicarse por el hecho de que la cadena desnaturalizada de estas .

proteinas no es i1déntica a la supuesta en el caso de los pequefios péptidos modelo utilizados
para establecer las capacidades calorificas de los aminoacidos y grupos peptidicos en el

desarrollo de estas dos aproximaciones, en cuyos casos el estado desnaturalizado ‘“‘ideal”
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Figura 4.2.4: Dependencias del cambio de energia de Gibbs del desplegamiento (izquierda)
y de la entalpia (derecha) respecto a la temperatura encontradas a partir del analisis de la
curva obtenida a pH 2.5. Las lineas discontinuas corresponden a las funciones obtenidas
mediante el método PM, y las lineas punteadas al método HHH. Las funciones ACy(T), en
ambos casos, son funciones cuadraticas de la temperatura (ver texto). Los errores de
extrapolacion se han representado mediante barras.

corresponde a la conformacion de “ovillo al azar”, menos compacto que el que se supone para
una proteina desnaturalizada por temperatura.

La dependencia con la temperatura de los parametros termodindmicos obtenidos del
analisis de la curva experimental a pH 2.5 se muestra en la Figura 4.2.4. En ella, la funcién
cuadratica de AC,, correspondiente a cada una de las aproximaciones utilizadas (PM y HHH)
se obtiene a partir de los valores de los parametros que se muestran en la tabla 4.2.1 y que
describen las funciones Cpn y Cpp. Como se observa en la Figura 4.2.4, ambas funciones

coinciden en el intervalo de temperaturas cercanas al valor de Ty, aunque a temperatura

~ ambiente la diferencia entre ambos puede alcanzar el 20 %. Por esta razon, las dependencias

con la temperatura del cambio de entalpia debida al desplegamiento, AHp, también coinciden
a temperaturas cercanas a Tp,, aunque sus formas varian a valores bajos de temperatura. Sin

embargo, las entvalpias de desplegamiento se anulan a la misma temperatura, lo que explicaria
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las pequefias diferencias encontradas entre las correspondientes energias de Gibbs a 298 K
(25 °C). Dicha diferencia es menor que la incertidumbre en la extrapolacion debida a una
propagacion del error cometido, con lo que puede decirse que los dos métodos utilizados para

la estimacion de las funciones que describen C,p permiten obtener un valor promedio de

AGp(298) = 32.8 + 5 kJ / mol.
4.2.3 CALCULO DE AREAS ACCESIBLES AL SOLVENTE

En el caso de AS-48, la aplicacion de la CDB nos ha permitido obtener informacion
del AC, a partir de una unica curva calorimétrica en la que ademads, como se indica en el
apartado anterior, ha sido necesario emplear algunos métodos de aproximacion para obtener
informacién acerca de la capacidad calorifica del estado desnaturalizado, Cp,p. Para
comprobar la validez del valor de AC, calculado, puede establecerse una correlacién entre
dicho parametro termodinamico y parametros estructurales, como los cambios en las areas
expuestas al solvente a través del desplegamiento, calculados como se describe a
continuacion.

Segun Lee y Richards (1971), el area accesible al solvente (ASA) se define como la
trayectoria que describe una esfera utilizada para sondear la superficie de diferentes “rodajas”
de una anchura determinada realizadas sobre la proteina, recorriéndolas haciendo méaximo
contacto, sin llegar a superponerse a ellas. En el caso mas comun, la esfera es una molécula de
agua de radio igual a 1.4 A. Para calcular este 4rea es necesario también disponer de las
coordenadas atomicas de la estructura, asi como los radios de van der Waals asignados para
las esferas que representan cada uno de estos atomos de la proteina. Actualmente se han
publicado varias tablas correspondientes a diferentes valores propuestos para estos radios. Lo
mas apropiado para comparar las areas calculadas de dos estructuras es utilizar una misma
lista de radios atdmicos. Generalmente se utilizan los radios propuestos por Chothia (1976).
Con estos datos, podemos suponer que durante el sondeo sobre la superficie de la proteina, la
esfera es capaz de detectar variaciones en la misma, distinguiendo si es polar (ASAq) 6 no

(ASA,p). En este sentido, hay que definir estos dos tipos de superficies en funcién de los

grupos de los residuos presentes. Como no polares se consideran los carbonos alifaticos (-

CHs;, -CH,-, >CH-) y los carbonos aromaticos, mientras que los grupos hidroxilo, amidas y
aminas, carbonos y oxigenos carbonilicos y carboxilicos, y sulfuros se incluyen dentro de los

grupos polares (Khechinashvili et al. 1995).
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Para calcular el cambio en el area accesible al solvente en el proceso de
desplegamiento, AASA, es necesario calcular previamente las areas accesibles al solvente
(ASA) en los estado nativo y desnaturalizado, distinguiendo entre residuos polares y no
polares. Esto se realiza mediante el algoritmo que empléa el programa NACCESS,
desarrollado por el Dr. S. Hubbard (EMBL), basado en el método descrito por Lee y Richards
(1971) que utiliza un radio de la “molécula de sondeo” igual a 1.4 A. En el caso de AS-48 el
tamafio de corte de las rodajas utilizado ha sido de 0.05 A y los radios de van der Waals los
sugeridos por Chothia (1976). En el caso de las areas accesibles al solvente calculadas para
los restos polares y no polares del estado nativo utilizamos las coordenadas atdmicas de la
estructura, depositadas en el banco de datos de proteinas (PDB) (para AS-48, el fichero tiene
el codigo 1e68.pdb). Para calcular las areas accesibles de los restos polares y no polares en el
estado desnaturalizado se considera que dicho estado se encuentra en una estructura tipo 3
extendida, debido a que los calculos realizados suponiendo una conformacién de cadena
extendida conducen a valores menores de ASA (Khechinashvili et al. 1995; Livingstone et al.,
1991), ya que se cree que en el estado desnaturalizado no existe un grado tan alto de extensioén
de los angulos de la cadena polipeptidica. La simulacién de la estructura extendida tipo  para
el estado desnaturalizado se realizé con el programa INSIGHTII (Biosym, California, USA)
en una estacion INDIGO (Silicon Graphics, USA). Posteriormente, el calculo de ASA para
este estado de los restos polares y no polares se realizo utilizando el fichero generado con
estas coordenadas en el programa NACCESS.

Los calculos de los valores de AASA,, y AASA,, aplicados a nuestro caso se resumen
en la Tabla 4.2.2.

Como se ha mencionado al comienzo de este apartado, los valores experimentales de las
funciones termodinamicas para el desplegamiento de las proteinas obtenidas mediante CDB
pueden interpretarse como la suma de varias contribuciones debidas a cambios en las
interacciones entre los atomos de la cadena polipeptidica, o en los grados de libertad
conformacional 6 en los modos de vibracion de la misma, asi como en la hidratacion de
diferentes residuos. De todas ellas, se considera que la contribucién mas importante es la
debida a la hidratacion que es aditiva (Murphy & Gill, 1990) y puede expresarse como una
funcion lineal de los cambios en las 4reas accesiblés al solvente de los restos polares
(AASA,,) y no polares (AASA,,) debidos al desplegamiento (Murphy & Freire, 1992;
Murphy et al., 1992; Spolar et al., 1992). Algunos autores han propuesto algoritmos empiricos

que relacionan las superficies accesibles al solvente de las proteinas con el valor de AC,
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TABLA 4.2.2

C MBIO DE LAS AREAS ACCESIBLES AL SOLVENTE DEBIDO AL
D sSPLEGAMIENTO, AASA, PARA AS-48 A 25 °C

ASA - (A%)
Todos los | Cadenas | Cadena |No polar Polar
Estado atomos | laterales | principal
totales
Nativo ASAyN 3702.0 319835 8.7 2629.7 1972.3
Desplegado
(Tipo lamina ASAp 9269.5 7411.5 1858.0 | 6656.0 2613.5
extendida)
AASA 85673 4213.2 1354.3 | 4026.3 1541.2
(ASAp-ASAN)

(Murphy & Freire, 1992; Myers et al., 1995; Khechinashvili et al., 1995), el cual, como se ha
mencionado anteriormente, se considera independiente de la temperatura en la mayoria de los
estudios termodinamicos descritos en la literatura. En nuestro caso se han utilizado varias de
esas ecuaciones empiricas que describen el cambio de la capacidad calorifica debido al
desplegamiento.

En primer lugar, Gomez y Freire (1995) proponen que, en general, el cambio de
capacidad calorifica (su contribucion debida a la hidratacién de los grupos polares y no
polares e interacciones no covalentes) viene descrito por la siguiente relacion:

AC, = a (t;)'AASA, + b (t;) AASA (4.2.5)
donde t, = (T-T,), siendo T, = 298 K (25 °C); los coeficientes a(t;) y b(t;)) son las
contribuciones por A’ del area no polar que llega a ser expuesta al solvente y de area polar
expuesta al solvente respectivamente, descritos como:

a(t)=0.45+2.63-10" (t) — 4.2:107 (t,)* (cal' K "'mol™) (4.2.6)

b (t)=-0.26 +2.85:10™ (t,) — 4.31:10° (t)* (cal-’K"-mol ™) (4.2.7)

Los valores de los parametros anteriores, fueron calculados como una extensién de los

propuestos inicialmente por Murphy y Freire (1992) para incluir la dependencia con la
temperatura de la funcién AC,. Si se realizan los calculos a 25 °C, se obtiene la expresion:

AC, =0.45 - AASA,, — 0.26:AASA, . (4.2.8)

De las expresiones anteriores se observa que la contribucién de la capacidad calorifica de

hidrataciéon de los grupos no polares es positiva, aunque disminuye desde 0.45 cal'’K™mol’

A’ a 25 °C hasta aproximadamente 0.23 cal'K'mol™-A% a 100 °C. Por el contrario,
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contribucion de la capacidad calorifica de hidratacién de los grupos polares es negativa con
un valor de — 0.26 cal'K™mol™-A” a 25 °C, llegando a ser despreciable en torno a los 100 °C.
Esto apoya el hecho de que se considere que los cambios en la exposicion de la superficie de
los grupos no polares en proteinas globulares coristituyen la mayor contribucion al cambio de
la capacidad calorifica del desplegamiento, AC, (Sturtevant, 1977).

En segundo lugar, Khechinashvili et al. (1995) proponen una ecuacion basada en la
relacion del cambio de la capacidad calorifica de desplegamiento debida a los residuos no
polares y calculada a 25 °C, con el peso molecular de la proteina (la contribucién del cambio
de capacidad calorifica de desplegamiento de la hidratacién de los residuos polares se
compensa con la correspondiente contribuciéon al AC, debida a la vibracion a esa
temperatura):

AC,=1+2.1-10*(Pm) + 1.9:10® (Pm)° (4.2.9)

Myers et al. (1995) proponen dos ecuaciones, la primera de ellas basada en célculos de
AASA,, y AASA,, previos (Spolar et al., 1992) sobre la transferencia desde el estado liquido
hasta agua de compuestos modelo, y la segunda como resultado del analisis no lineal de sus
propios datos:

AC, =(0.32 £ 0.04)-AASA,, — (0.14 £ 0.04)-AASA, (4.2.10)
AC,=(0.28 £ 0.12)-AASA, — (0.09 + 0.30)-AASA, (4.2.11)

A pesar de que la mayoria de los trabajos descritos en la literatura realizan los calculos
de AASA de las superficies polares y no polares utilizando el mismo programa, existen
diferencias en los valores encontrados para ambos parametros. Por ejemplo, Spolar et al.
(1992) encuentran para ribonucleasa A unos valores de 5815 y 4475 A? de AASA,, y
AASA,, respectivamente, mientras que para Myers et al. (1995) estos valores corresponden a
6819 y 3638 A? respectivamente, y recientemente Makhatadze y Privalov (1995) proponen
los valores de 5273 y 4141 A® respectivamente. Myers et al (1995) apuntan que las
diferencias pueden llegar a ser del 25 % entre diferentes valores propuestos. Las razones de
estas discrepancias no estan claras, ya que en la mayoria de los casos descritos en la literatura
se utiliza el mismo programa, asi como el mismo modelo para calcular la conformacion
extendida del estado desnaturalizado de las proteinas. Puede ser que las discrepancias
encontradas en los resultados se deban a incertidumbre en la definicion del estado
desnaturalizado y a la cantidad de estructura residual en el mismo (Shortle et al., 1988; Dill &

Shortle, 1991), a la utilizaciéon de diferentes valores del radio de la esfera de sondeo y de la
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anchura de las rodajas, 6 incluso al uso de diferentes valores de los radios de van der Waals
utilizados para los atomos.

Los valores del AC, para AS-48 obtenidos con cada una de las aproximaciones
empleadas son los siguientes: 5.9 kJ-K™''mol™, para la estimacion de Gémez y Freire (1995);
3.5 kJ-)K'mol™ para la férmula de Khechinashvili et al. (1995) y, por tltimo, 4.5 kJ-K™'-mol™
y4.1 kJ'K " “mol’ para las ecuaciones 4.2.10 y 4.2.11 de Myers et al. (1995).

Al igual que el valor de AC,, el parametro mge, (donde el subindice “den” representa el
agente desnaturalizante, urea o guanidina) descrito en el modelo de extrapolacién lineal
(MEL) (seccion 3.7.8) guarda una estrecha relacion con el cambio de area accesibles al
solvente, segin describe Myers et al. (1995), muy importante para determinar mediante
informacioén estructural el valor de dicho parametro, y compararlo con el obtenido mediante
los datos experimentales de DC que se presentan con detalle en la seccion 4.3.2. Asi, las
ecuaciones que propone Myers para el caso de urea y guanidina son respectivamente:

m, = (0.15 + 0.12)-AASA, + (0.08 + 0.29)-AAS A, (4.2.12)
mg, = (0.18 £ 0.35)-AAS A, + (0.500 £ 0.87) AAS Ay (4.2.13)
donde los valores de m, y mg, vienen expresados en cal'mol M.

Para AS-48, m, =3 kJ-mol-M! y mg, = 6.3 kJ-mol'-M™.

4.2.4 ESTUDIO DEL DESPLEGAMIENTO EN PRESENCIA DE UREA MEDIANTE
DICROISMO CIRCULAR

El estudio del desplegamiento mediante DC, en presencia de urea, de la proteina AS-
48 se ha realizado a partir de las curvas de desplegamiento térmico obtenidas a diferentes
concentraciones de desnaturalizante (Figura 4.2.5), como se ha descrito en la seccion 3.7. En
el caso general, el analisis de los datos de la desnaturalizacion en presencia de urea permite
calcular los parametros termodinamicos del desplegamiento y de unidn a este

desnaturalizante. Sin embargo, la alta estabilidad de AS-48 no ha hecho posible obtener las

curvas completas de desnaturalizacidn, incluso a alta concentracién de urea, con lo que ha’

sido necesario utilizar algunas estrategias en el procedimiento de analisis para lograr la

completa caracterizacion termodinamica.
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Figura 4.2.5: Curvas de desplegamiento inducidas por la temperatura seguidas por DC a
222 nm de la proteina AS-48 en tampon fosfato 10 mM, pH 2.5 conteniendo diferentes
concentraciones de urea. PANEL A. De derecha a izquierda las curvas corresponden a las
concentraciones de urea: 0, 2.01, 4.04, 5.01, 6.10, 6.96 y 7.82. Los datos experimentales
corresponden a los simbolos (®), mientras que las lineas solidas representan los resultados
del analisis multiple de las curvas de concentraciones de urea comprendidas entre 5.01 y
7.82 M utilizando el modelo de dos estados, como se describe en el texto. Las lineas
discontinuas representan las lineas base de los estados nativo y desnaturalizado, 6:2n y
6h22p respectivamente. La linea vertical corresponde a los valores de 6, de las distintas
curvas a 363 K. PANEL B. Las curvas de trazo discontinuo (— —) y punteada (+ * *)

- representan ' las desnaturalizaciones a concentraciones de urea 7.82 M y 0 M-

respectivamente, que figuran en el panel A. La curva representada con trazo continuo se
realizo en tampon fosfato 10 mM, CIK 1.7 M, pH 2.5 en presencia de urea 7.82 M. Para
comparar estas curvas con las correspondientes a las realizadas en presencia de guanidina
en las mismas condiciones experimentales, se muestra la curva (— * —) realizada en tampon
fosfato 10 mM, pH 2.5, 1 M guanidina.
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Figura 4.2.6: El mejor analisis realizado aplicando la aproximacion al MEL, de la curva de
titulacion en presencia de urea de AS-48 a 363 K, construida a partir de las dependencias de
la temperatura que se muestran en la Figura 4.2.5). Los datos experimentales se representan
por e, y el resultado del andlisis mediante la linea continua (—). Las lineas base obtenidas
del analisis equivalen a los trazos discontinuos. Los parametros que resultan de dicho
andlisis con los siguientes: AGp(363)=8.4 kJmol'; m,(363)=1.75 kJmol' M
Cnu(363)=4.78 M.

Como se observa en la Figura 4.2.5, en el intervalo comprendido entre 298 (25 °C) y
330 K (55 °C) la estructura de AS-48 no desnaturaliza, incluso en presencia de urea a
concentraciéon 8 M. Por eso, para este desnaturalizante no se han realizado las curvas de
titulacion dentro de dicho intervalo de temperatura, aunque es posible obtener una curva de
este tipo a partir de la dependencia de 0;;; con la temperatura de las curvas de
desnaturalizacion térmica de la Figura 4.2.5. Para ello, se ha seleccionado una temperatura
suficientemente alta, 363 K (90 °C) a la que se obtienen los valores de 6,,,(363) a diferentes
concentraciones de urea, dando lugar a una curva completa de titulacion (Figura 4.2.6) sin
necesidad de exponer la proteina experimentalmente a temperaturas tan altas como ésta, lo
que ‘originaria fendmenos de agregacién de la proteina y de descomposicién de la urea que
harian irreproducibles dichos datos experimentales. El andlisis de la curva de titulacion de la

Figura 4.2.6 utilizando los métodos de extrapolacién lineal (MEL) y de unidén al
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TABLA 4.2.3

DEPENDENCIA DE LA ACTIVIDAD DE LA UREA EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE LA DISOLUCION A DIFERENTES TEMPERATURAS
SEGUN LOS DATOS DE STOKES (1967) UTILIZADOS POR MAKHATADZE &

PRIVALOV (1992). " Medida a 25°C

ca (M) =

10 °C 25°C 40 °C
1 0.946 0.964 0.984
2 1.823 1.880 1.931
3 2.656 2.172 2.868
4 3.469 3.661 3.818
5 4.281 4.564 4.796
6 3113 5.495 5.809
7 3.98 6.467 6.859
8 6.899 7.488 7.940

desnaturalizante (MUD) (seccion 3.7.8), permitird estimar de forma adecuada el valor de
AGp como se detalla a continuacion:

En primer lugar, la aplicaciéon de la aproximacion MEL a esta curva de titulacion
empleando las ecuaciones descritas en la seccion 3.7.8, permite obtener los valores de 8.4
kJ-mol™ y 1.75 kJ'mol-M™" para AGp y m, respectivamente a 363 K.

En segundo lugar, como se menciona en la seccion 3.7.8, para aplicar la aproximacién
MUD hay que calcular actividades en lugar de concentraciones molares. En el caso de utilizar
urea como agente desnaturalizante, las actividades a 25 °C que se encuentran descritas en la
literatura se han estimado mediante la siguiente formula empirica (Pace, 1986), en la que a, y
c, representan respectivamente la actividad y la concentracién molar de la urea:

a, =0.9815¢c, —0.02978¢> +0.00308c> (4.2.14)

Por otra parte, Makhatadze et al., (1993) realizaron una estimacion de los coeficientes
de la actividad de la urea en un intervalo de temperatura entre 10 y 40 °C. En el caso de los
estudios mediante DC de la proteina AS-48 esto nos ha permitido deducir los valores de a, en
funcién de la temperatura. Suponiendo una dependencia de tipo lineal para la variacion de los
coeficientes de actividad de urea con la temperatura, ha sido posible deducir la siguiente

ecuacién empirica a partir de los datos que se muestran en la Tabla 4.2.3:
a, =(0.958+1.307107*t )c, —(0.0277 — 8.9-10‘4-t;)~ci +(2.725107 -4.521071 )¢}
(4.2.15)
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donde t, = T — 298.15. Con esta ecuacion se obtienen los datos de a, que se representan en la
Tabla 4.2.4.

Para poder aplicar el modelo MUD a cualquier temperatura diferente de la estandar ha
‘sido necesario encontrar del mismo modo la dependencié de la constante K, con la
temperatura. Esto ha sido posible aplicando la ecuacidon de van't Hoff (ecuacion 3.6.26 de la
seccion 3.6) a este caso, asumiendo que el valor de la entalpia de union a la urea a la proteina,
AH,, es independiente de la temperatura y presenta el valor de -9 kJ /mol (Makhatadze &
Privalov, 1992).

La aplicacién del modelo MUD con las ecuaciones correspondientes descritas en la
seccién 3.7.8 ha permitido calcular un valor de AGp = 8.1 kJ'mol™. Dicho valor, junto con el
obtenido mediante MEL, esta de acuerdo con el correspondiente estimado mediante CDB
como se observa en la Figura 4.2.7, en la que se comparan estos tres valores a través de la
extrapolaciéon de la funcion AGp(T) calculada para CDB a 363 K (90 °C), ya que no es
posible extrapolar los valores de AGp calculados mediante MEL y MUD al no conocer el

valor de AC,.

Por otra parte, de las curvas experimentales de desnaturalizacion térmica en presencia
de urea se calculan los parametros termodinamicos del desplegamiento y de union al
desnaturalizante. Sin embargo, como se ha mencionado al comienzo de esta seccion, la alta
estabilidad que presenta AS-48 hace que las curvas experimentales obtenidas a
concentraciones de urea menores de 4 M (Figura 4.2.5) no lleguen a completarse. Por esta
razon, el analisis realizado sobre todas estas curvas se ha llevado a cabo de forma multiple,
abarcando el conjunto comprendido entre las de concentracién 4.04 y 7.82 M de urea, tal
como se describe en la seccién 3.7.9, suponiendo una dependencia de AC, 4en (ACp . €n este
caso) independiente de la temperatura y partiendo de la curva de mayor concentracion de
desnaturalizante (Figura 4.2.5). Esta curva presenta evidencia de desnaturalizacion por frio,
que puede calcularse, junto a la temperatura de la transicion, mediante el analisis individual
de la misma. A partir de aqui es posible calcular el valor del AC,, correspondiente que se
utilizara posteriormente para el analisis multiple de las curvas restantes. De esta manera se
obtieﬁen los valores de AHy,, y Trn, €ste ultimo con una pfécisién rélativamente alta.

El numero total de sitios de union al desnaturalizante se ha calculado aplicando al

desplegamiento térmico de AS-48 en presencia de urea, por una parte, la ecuacion 3.7.21, en
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Figura 4.2.7: Comparacion entre la dependencia del cambio de energia de Gibbs con la
temperatura en el desplegamiento de AS-48 en tampon fosfato 10 mM, pH 2.5 (linea
continua) medido por CDB y en presencia de urea (simbolos). Los datos representados por
los simbolos 0y © representan las estimaciones de la energia de Gibbs realizadas aplicando
las aproximaciones MEL y MUD respectivamente a los datos de desplegamiento en presencia
de urea a 363 K.

la que se ha utilizado el valor de ASp(Th,,,) obtenido a partir de los datos de CDB, y por otra,
la ecuacion 3.7.23 de la seccidn 3.7.9. Dichos resultados se representan en la Tabla 4.2.4. Los
valores son muy similares y estan préximos a 15.4, valor encontrado para An,, aplicando
directamente la aproximaciéon del MUD. Hay que destacar que el valor promedio que indica
aproximadamente 17 sitios de unidn se ha obtenido a partir de largas extrapolaciones y
corresponde solo al intervalo de temperatura comprendido entre 349 y 374 K, con lo que no
debe de ser referido a 298 K.

~ Los valores de AHm,y y: Tmu - que aparecen en la Tabla 4.2.4 obtenidos del analisis de
las curvas de la Figura 4.2.5 se correlacfonan muy bien con los correspoﬁdientes éalculados
mediante CDB. Generalmente, el valor de AC,, no puede ser calculado con la suficiente

precision partiendo de una sola curva no calorimétrica a menos que en ella se observe la
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TABLA 4.2.4

PARAMETROS TERMODINAMICOS DE LAS CURVAS DE DESPLEGAMIENTO
DE AS-48 OBTENIDAS POR DC EN PRESENCIA DE UREA A pH 2.5

B, | Tos | A 3 | K10 | Anp, @ |AS(Tino) V] Any® | AHyy | AHpun
mol-L"! K kJ-mol M M kJ-K™"-mol” kJ-mol' | kJ-mol
0 3749 | 231.6° 0 31.0 - 0.618 . 0 231.6
4.04 | 364.6 218.6 4.72 33.5 17.4 0.617 170 | -20.9 221.0
452 | 3628 212.5 5.30 34.0 171 0.614 170 | -234 207.0
5.01 361.4 208.3 5.92 34.4 17.0 0.613 170 | -25.9 204.5
5.61 359.5 206.0 6.66 35.0 17.2 0.609 169 | -288 200.9
6.10 | 357.8 203.6 727 35.5 172 0.605 169 | -31.1 197.4
647 | 3622 200.6 7.72 36.0 172 0.602 169 | -32.8 193.0
6.96 | 354.1 192.3 8.31 36.6 16.7 0.596 169 | -34.9 188.9
782 | 349.8 176.5 9.32 38.0 151 0.582 16.6 | -38.1 180.6
Valor
medio 16.9 16.9

" Datos tomados del andlisis de CDB utilizando la aproximacion de Privalov y Makhatadze
(PM).

? Datos calculados a partir de la ecuacion 3.7.22. Representando Ty, vs a,(Tm,.,) se obtiene
una linea recta cuya pendiente corresponde a: d(Ty,,)/da, = -2.54 K-M s

@ Datos calculados usando la ecuacion 3.7.21. La representacion lineal de In(T, ) vs
In[1+Ky(Twu)au(Tw)] permite obtener una pendiente que viene dada por
dinf] + KT @ Tn ) J/dI0( Ty = <4.52.

desnaturalizacion “por frio”. Esto se debe, por una parte, a que las poblaciones del estado
nativo y desnaturalizado que son las que definen la forma sigmoidal de las curvas de
desnaturalizacién térmica dependen del valor de AHy,, pero no de AC,,. Ademas, la distancia

entre las temperaturas correspondientes a las desnaturalizaciones por calor y frio en estas

curvas esta directamente relacionada - con el cambio de capacidad calorifica

independientemente de que este se considere dependiente o no de la temperatura. De hecho, a
estos dos valores de temperatura se cumple la condicion AS,,, = AHp,, / Tnu que para el caso

de disponer de una sola curva y considerar que el cambio de capacidad calorifica varia con la
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temperatura, puede corresponderse con varias funciones de capacidad calorifica. Sin embargo,
en caso de asumir que el cambio de capacidad calorifica no varia con la temperatura existe un
tnico valor promedio del mismo obtenido a partir de la condicién anterior. Dicho valor
promedio, ademas, contiene informacién acerca de las regiones de desplegamiento “por frio”
y por “calor” presentes en la curva. En nuestro caso solo es posible obtener ambas ramas de
desplegamiento en la curva de desplegamiento térmico a concentracion 7.82 M de urea. Los
resultados del analisis de esta curva que se muestran en la Figura 4.2.8 indican un valor de
AC, =375 £ 02 k] K mol™. La buena calidad los resultados de este analisis no implica, sin
embargo, que el valor de AC,, sea realmente independiente de la temperatura.
La funcion descrita por la siguiente ecuacion:

AH,(T) = AH(T) + AH, ,(T) (4.2.16)

se muestra en la Figura 4.2.8. En ella AHp(T) se ha calculado usando una aproximacion para
la linea base del estado desnaturalizado C,p de tipo polinomial, como se ha descrito en el
caso de las curvas obtenidas por CDB y el valor de AHy, = - 38.1 kJ'mol™ calculado para la
curva a concentracion 7.82 M de urea por el MUD (Tabla 4.2.4). El cambio de energia de
Gibbs en presencia de desnaturalizante, AG,, correspondiente a esta funcién curvada de
entalpia y a las temperaturas de las desnaturalizaciones por “frio” y “calor”, estan de acuerdo
con el valor de AG, obtenido suponiendo un AC,, constante dentro del limite marcado por

estas dos temperaturas.

4.2.5 ESTUDIO DEL DESPLEGAMIENTO INDUCIDO POR GUANIDINA
MEDIANTE DICROISMO CIRCULAR

Debido al fuerte efecto desnaturalizante que presenta la guanidina, AS-48 despliega en
presencia de altas concentraciones de este agente a temperatura ambiente, a diferencia de lo
que sucede en presencia de urea. Las curvas de titulacion realizadas a cuatro temperaturas
distiritas (25, 35, 45 y 55 °C) se muestran en la Figura 4.2.9 y presentan una forma tipica en
“S”, aunque el pequefio desplazamiento de unas respecto a otras manifiesta la resistencia de la
proteina frente a la desnaturalizacién inducida por la guanidina. Ademas se observa una
tfansicio’n muy aguda en compérécién a las curvas devtitulac.:i(')n inducidas bor Vguanidina

obtenidas para otras proteinas globulares de tamafio parecido (Filimonov et al., 1999).
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Figura 4.2.8: Dependencia de las funciones termodinamicas para el desplegamiento de AS-
48 a pH 2.5 con la temperatura en presencia de urea. PANEL A: cambio de entalpia de
desplegamiento AH,, vs T, (0); los simbolos rellenos describen la dependencia AH,,, vs Ty
encontrada partir del analisis multiple de las curvas de 6,,; (T) obtenidas en el intervalo de
concentracion de urea comprendido entre 4.0 y 7.82 M, considerando un valor constante
para AC,,; los simbolos m representan la desnaturalizacion por frio y calor de AS-48 a una
concentracion 7.82 M de urea, mientras que la linea continua muestra la dependencia de
AH,,, con la temperatura .con un valor .de. con AC,(7.82 M} = 3.75 kJ-mol'-M'. Para
comparar, también se incluye la funcion de la entalpia que se muestra en la Figura 4.2.7

(linea discontinua). La linea discontinua punteada corresponde a la funcion AHp desplazada
en 38.1 kJ-mol (ver texto). PANEL B: cambios de energia de Gibbs. Los diferentes tipos de
lineas corresponden a los descritos para el panel anterior.
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Estas curvas se han analizado empleando los métodos de aproximacion MEL y DBM
como se explica a continuacion.

En primer lugar, el analisis de estas curvas siguiendo el modelo MEL, descrito en la
seccion 3.7.8, mediante la ecuacion | 3.7.12, se ha realizado, tal como se describe en aquella
seccion, suponiendo que las variaciones de la elipticidad con la concentracion de
desnaturalizante en los estados nativo y desnaturalizado son funciones lineales. Los
resultadosde dicho analisis se muestra en la Figura 4.2.9 y se resumen en la Tabla 4.2.5. Estos
resultados muestran que el valor de AGp(298) obtenido de esta manera es aproximadamente el
doble a cualquier temperatura respecto al valor encontrado de los datos de CDB y de los
experimentos de desplegamiento en presencia de urea seguidos por DC, como se ha descrito
en la seccién anterior.

El método MEL es un método bastante simple (seccion 3.7.8) para calcular de forma
aproximada el valor de AGp. Con objeto de mejorar dicho modelo se han descrito en la
literatura otras aproximaciones como la que presentan Clarke y colaboradores (Parker et al.,
1995), que nosotros hemos utilizado para comprobar la validez del MEL sobre nuestros
resultados experimentales. Parker et al., (1995) han sugerido una aproximacién a la que
llamaremos MEL-C en la que se utiliza una actividad efectiva del desnaturalizante en lugar de
su concentracion molar. Para el caso de la guanidina la relacién entre dicha actividad efectiva,

Dy, ¥ la concentracion molar de la misma, cgy, se describe por la ecuacion:

Dy =7.5:Cgu/ (7.5 + cgy) (M) (4.2.17)

La ecuacién que estos autores proponen para el cambio de energia de Gibbs del
desplegamiento, puede compararse a la descrita para MEL en la seccién 3.7.8 (ecuacidon
3.7.12) y es la siguiente:

AG(T, D) = AGp(T) + RT'mp gDy (4.2.18)
Comparando el factor mpg, de esta ecuacion con el correspondiente al que se presenta en la
ecuacion 3.7.12, mgen (Mg, en el caso de guanidina), mp,, debe ser negativo y se expresa en
M™ en lugar de kJ'mol’-M™. Por estas razones no es facil comparar los valores de Mg, y
mp g, obtenidos en la literatura para diversas proteinas.

El analisis de los datos con la aproximacién de Clarke ha supuesto, en primer lugar,
calcﬁlar las aétividades Dy, a paﬁir de las concentraciones moiares de guanidina, mediante la

ecuacion 4.2.17 y obtener la relacién entre dichos valores y los valores experimentales de

6222~
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Figura 4.2.9: Curvas de titulacion inducidas por la presencia de guanidina de AS-48 en
tampon fosfato 10 mM, pH 2.5 a varias temperaturas: 25 °C (0), 35 °C (0), 45 °C (4) y 55 °C
(V). Las lineas continuas representan el analisis mediante la aproximacion del MEL.

Para realizar el analisis de e.stas curvas segun la ecuacion 4.2.18 se han supuesto, igual
que para el caso del analisis seguin MEL, funciones lineales para las lineas base de los estados
nativo (N) y desnaturalizado (D). Los resultados de dicho analisis se muestran en la Tabla
4.2.5.

Por otra parte, la aplicacion del MUD mediante la ecuacion 3.7.15 a los datos obtenidos de las
titulaciones realizadas con guanidina ha requerido, de la misma forma que en el caso de urea,
realizar el calculo de las actividades. Asi, se han utilizado dos ecuaciones para calcular las
actividades a partir de los valores de concentracion correspondientes: la ecuacion empirica

sugerida por Pace (Pace, 1986), aplicada a 25 °C y la calculada a partir de los datos de

~ actividades de Makhatadze y Privalov (Makhatadze et al., 1993) de forma analoga a la.

descrita en la seccion 4.2.5 para la urea. Estas ecuaciones son respectivamente:

a, =0.676lc,, — 0.1468-c§u + 0.02475~c3gu - 0.00132-02u (4.2.19)
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TABLA 4.2.5

PARAMETROS TERMODINAMICOS DEL ANALISIS DE LAS CURVAS DE
TITULACION OBTENIDAS POR DC EN PRESENCIA DE GUANIDINA,
MEDIANTE VARIOS MODELOS: MEL (ECUACION 3.7.12); MEL-C (ECUACION
4.2.18); MUD (ECUACION 3.7.15) UTILIZANDO EN ESTOS DOS LAS
DEPENDENCIAS DE LA ACTIVIDAD DE GUANIDINA CON LA
TEMPERATURA SUGERIDAS POR PACE (1996) Y MAKHATADZE ET AL.
(1993) (ECUACIONES 4.2.20 Y 4.2.21 RESPECTIVAMENTE) Y LOS VALORES DE
Kp gu(298) = 0.6 M y AH, g, = -11 kJ-mol”. LOS ERRORES CALCULADOS ESTAN
EN TORNO AL 5 %. PARA COMPARAR, SE PRESENTAN LOS DATOS
OBTENIDOS POR CDB.

0000000000 000000000000000000000000000000CGCCOCOONOGOIOOROGONOROOTODS

MODELO PARAMETRO 25°C 35°C 45°C 55 °C
: -1
. AGp (kJ-mol™) 63.5 52.9 47.9 46.8
my, (kJ-mol-M™) 10.0 8.9 8.1 8.2
AGp (kJ-mol™) 117.4 103.79 95.0" 89.0"
MEL-C
mp g, (M™) -14.1 <123 -10.9 -16.1
: <1
R AGp (kJ-mol ™) 87.6 75.3 66.3 62.4
A 38.9 35.3 32.2 31.9
cing A (Dl 34.6 33.0 30.1 26.2

"Debido a que no se conoce la dependencia del pardmetro Dy, con la temperatura en la
aproximacion MEL-C, en todos los casos se ha utilizado el valor calculado a 298 K.

a, =[0.6737+1.702107 1, fe,, ~[0.1449-5.010" 1, Jc2, +

 +o02437-47107 ¢ Je), ~[1.299107 ~2.510% ¢ e (4.2.20)

donde t. = (T- T;) siendo T, = 298.15 K. Los datos utilizados para calcularb esta ecuacion se

resumen en la Tabla 4.2.6.
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TABLA 4.2.6

COEFICIENTES DE ACTIVIDAD DE GUANIDINA EN DISOLUCION ACUOSA A
DIFERENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES MOLARES
(MEDIDAS ESTAS A 298.15 K) (DATOS TOMADOS DE MAKHATADZE ET AL.,
1993)

TEMPERATURA (K)
Ceu 283.15 288.15 293.15 298.15 303.15 308.15 313.15
(mol/L)
1.0 0.541 0.546 0.550 0.552 0.556 0.558 0.559
2.0 0.452 0.459 0.466 0.471 0.475 0.480 0.483
3.0 0.400 0.408 0.415 0.423 0.429 0.434 0.439
4.0 0.373 0.383 0.393 0.401 0.408 0.415 0.421
5.0 0.365 0.376 0.387 0.396 0.404 0.412 0.420
6.0 0.366 0379 0.391 0.401 0.410 0.419 0.428
7.0 0.370 0.384 0.396 0.408 0.419 0.429 0.437

Para concentraciones inferiores a 4 M de guanidina, para las que la mayoria de las
proteinas globulares despliegan, la aplicacion de MUD a las curvas de titulacidn utilizando las
formulas de Pace y la de Makhatadze y Privalov para el calculo de la actividad de guanidina
(a las que llamaremos MUD y MUD-PM respectivamente) conducen a resultados similares;
sin embargo, a concentraciones mayores surgen discrepancias crecientes en dichos resultados.
En el caso concreto de la proteina AS-48, cuando la actividad se calcula mediante la férmula
sugerida por Pace (Pace, 1986), el valor del nimero de sitios de unién a guanidina
consecuencia del desplegamiento, Anyg,(298), es aproximadamente de 34 a 298 K, valor
demasiado alto para el caso de una proteina globular como AS-48, con un valor para el
cambio de energia de Gibbs debido al desplegamiento, AGp (298), en torno a 75 kJ/mol.Sin
embargo, la aplicacion de la formulacion sugerida por Privalov y Makhatadze a MUD (MUD-
PM), proporciona unas estimaciones mas razonables para estos parametros: Anp,(298) =12.6
y AGp(298) = 49 kJ/mol. Este ultimo valor es superior a los correspondientes valores

encontrados por CDB en torno a 25-30 kJ-mol™.

Por otra parte, las curvas de desnaturalizacion térmica en presencia de guanidina de la
Figura 4.2.10 muestran claramente la desnaturalizacion por frio de AS-48. Los parametros
relacionados, en particular los cambios de entalpia debida a la desnaturalizacion y de
capacidad calorifica, pueden deducirse mediante el analisis de las mismas aplicando el

modelo de dos estados.
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Figura 4.2.10: Curvas de desplegamiento de DC inducidas por la temperatura para AS-48 en
tampon fosfato 10 mM, pH 2.5 en presencia de guanidina, a las concentraciones (de
izquierda a derecha): 0, 4.53, 5.08, 5.48, 6.13, 6.32, 6.60, 6.90, 7.10 y 7.63 M. Las curvas
coloreadas representan los datos experimentales y las lineas continuas (en negro) el
resultado del analisis multiple sobre las mismas aplicando el modelo de dos estados mediante
las ecuaciones descritas en el texto.

Las curvas correspondientes a concentraciones entre 0 y 4 M de guanidina presentan
transiciones completamente irreversibles debido probablemente a la agregacion de la proteina
a altas temperaturas (Figura 4.2.11). Por eso en el analisis solo se han considerado aquellas
cuyas concentraciones de guanidina estan comprendidas entre 4.5y 7.6 M.

El analisis multiple de las curvas experimentales de desplegamiento térmico de AS-48
en presencia de guanidina se ha realizado como se describe en la seccidn 3.7.9 utilizando un
proceso de ajuste no lineal de minimos cuadrados de las ecuaciones del modelo de dos
estados, asumiendo que el valor de AC, 4en (ACp g €n este caso) es independiente del cambio
de temperatura. Dicho anélisis se ha realizado suponiendo que la linea base del estado -
desplegado, 017,p, para todas ellas es la que presenta la curva a concentracion 7.6 M de
guanidina, como se observa en la Figura 4.2.10, para la que se ha encontrado una dependencia

cuadratica con la temperatura que viene dada por la ecuacién:
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Figura 4.2.11: Curvas de desnaturalizacion térmica irreversibles de AS-48 en tampon fosfato
10 mM, pH 2.5 obtenidas por DC en el intervalo de bajas concentraciones de guanidina. De
izquierda a derecha: 4.10 M(V), 3.06 M (4), 2.04 M (o); 0.98 M ([). La curva a

concentracion 0 M de guanidina (®) se incluye para compararla con las curvas restantes.

0,,, 5 =—1.58—0.07776't, +3.66107" -’ (4.2.21)

A la vista de las curvas experimentales de la Figura 4.2.10 se observa que, al igual que

ocurre con 0,27 p, 022N, también sigue una dependencia cuadratica de la temperatura. En este
caso, la forma de esta funcidn se ha evaluado aproximando la linea base de la curva obtenida
en ausencia de guanidina, en el intervalo de temperatura comprendido entre 276 y 340 K (3 y
67 °C) (de forma que la temperatura a la que tiene lugar la transicion quede muy por encima
del mismo), al siguiente polinomio de segundo grado:

0,,,n =—25.7+0.0362:t_ +2.69107* (4.2.22)

Siguiendo el procedimiento general de analisis de estas curvas en presencia de un
desnaturalizante descrito en la seccion 3.7.9, y con el fin de disminuir el nimero de

parametros ajustables en el analisis correspondiente a este conjunto de curvas, sélo los

términos independientes de las dos ecuaciones anteriores se han considerado como variables

ajustables, suponiendo asi que solo la posicion y no la forma de la linea base es funcién de la

concentracion de desnaturalizante.

170



BACTERIOCINA AS-48

Con estas consideraciones sobre las lineas base se procedid al ajuste no lineal de las
curvas experimentales segun se describe en la seccion 3.7.9. De las dos formas en las que
puede expresarse la ecuaciéon 3.7.18 se considera mas correcta aquella que emplea las
temperaturas Ty gen Y Tsden. Esta representacion puede aplicarse a cualquiera de las curvas
representadas en la Figura 4.2.10 mientras que la representacion correspondiente a AHm gen y
Tin.gen solo puede emplearse en aquellos casos en que la poblaciéon del estado nativo supere el
50 % a algun valor de temperatura de la curva correspondiente. Esta ecuacion se ha aplicado a
cada una de las curvas reversibles de la Figura 4.2.10 individualmente. Para simplificar, se ha
supuesto que el valor de AC,g, es independiente de la temperatura. Sin embargo, como se
observa en la Figura 4.2.12 estos valores muestran una tendencia a aumentar con la
concentracién de guanidina. Cuando se realizdé el ajuste multiple de dichas curvas se
considero esta variacion proporcional de AC, g, con la concentracion de desnaturalizante. Esto
simplificé el analisis multiple y aumentd la calidad de los resultados del mismo. Por otra
parte, el analisis multiple de las curvas llevado a cabo suponiendo la variacion de AC, g,
independiente de la concentracion de desnaturalizante también proporciond buenos
resultados. De hecho, el valor de AC,,, obtenido de esta ultima forma para todas las
transiciones inducidas por temperatura esta en torno a 3.2 kJ K '‘mol’". Sin embargo, como se
ha demostrado en el caso de la urea, el hecho de obtener una buena calidad en los resultados
del analisis multiple no implica que el valor de AC,g, sea realmente independiente de la
temperatura o de la concentracion de desnaturalizante; por el contrario, esto solo implica que
el valor promedio obtenido para AC,,, puede ser empleado para introducir de forma adecuada
(dentro de los limites del error experimental) el cambio de la energia de Gibbs, aunque esto
no puede extenderse a la dependencia de los valores de la entropia o de la entalpia con la
temperatura.

Los valores de Ty, y Tsgu Obtenidos del correspondiente analisis que se muestran en
la Figura 4.2.12 muestran una dependencia con la concentraciéon de guanidina, debido al
proceso de union de ésta a la proteina, lo que implica a su vez cambios en la entropia y
entalpia. Como se observa en esta figura, la dependencia con la temperatura encontrada para

los valores de Ty €s mayor que la correspondiente a Ts gy, haciendo que ambas se crucen

en torno a una concentracién de guanidina de 6.4 M, valor en el cual se cumple que Ty g, =

Tseu = 302.5 K (29.5 °C). Por otra parte, se sabe que la posibilidad de observar

desnaturalizacion por frio a temperaturas muy por debajo de los 273 K esta favorecida cuando
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Figura 4.2.12: Correlaciones entre algunos parametros termodinamicos obtenidos de las
curvas de la figura 2.7.8, y la concentracion de guanidina. PANEL A: valores de AC, g,y
regresion lineal a través de ellos (linea continua). PANEL B: valores de T g, (©) y Tsgu(®)y
sus correspondientes regresiones lineales (lineas continuas).

los valores de Tyy Ts son altos y estan relacionados con un alto valor de AC,. Para el caso
de AS-48, los valores encontrados para ambas temperaturas, Ty y Ts, no son
excepcionalmente elevados, aunque con el fin de compensar su alta estabilidad la proteina se
une a una cantidad mayor de moléculas de desnaturalizante que las encontradas para el valor
promedio.Esto produce un aumento en el efecto exotérmico, lo que provoca el desplazamiento
de las temperaturas de inversion Ty y Ts, haciendo posible que se observen claramente ambas

ramas de la curva de desplegamiento correspondiente.
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4.2.6 ESTUDIO CINETICO DEL PLEGAMIENTO DE AS-48

Con el fin de completar el estudio del plegamiento y desplegamiento de AS-48 se
siguieron, usando 1a técnica de flujo detenido, como se describe en la seccién 3.5, las
cinéticas de plegamiento y desplegamiento en presencia de guanidina a 25 °C preparada, al
igual que la proteina, en tampon fosfatol0 mM a pH 2.5. En ambos casos la concentracion de
proteina fue del orden de 25 uM (0.18 mg/mL). Las cinéticas medidas en los dos tipos de
experimentos son muy rapidas, del orden del ms, intervalo del tiempo muerto del instrumento,
y no llegaron a observarse en ningun caso.

Aun asi, es posible obtener una estimacidon de la constante cinética de plegamiento
aplicando otros métodos empiricos. Recientemente, Plaxco et al. (1998b) ha determinado la
correlacion existente entre las constantes de plegamiento determinadas para un conjunto de
proteinas y el orden de contacto (OC). Este parametro refleja la importancia que presentan los
contactos a nivel local y no local que tienen lugar en la estructura nativa de las proteinas y se
define como la distancia promedio en la secuencia entre todos los pares de residuos que

contactan entre si, normalizada por el tamaiio de la proteina, segun la siguiente ecuacion:
1
(0C)= 100-L—ZAZLJ. (4.2.23)
n<

donde n es el numero total de contactos en el estado nativo, AZ;; el nimero de residuos que
separan los contactos i1y j, y L es el numero total de residuos en la proteina.

Un valor del OC pequefio indica que los residuos presentan, en promedio,
interacciones con otros restos proximos en la secuencia. Por el contrario, valores altos del OC
implican que existe un gran numero de interacciones entre residuos que estan separados en la
secuencia. Existe una correlacion lineal entre el valor del log kip y el OC, en la que la
constante de plegamiento disminuye con el aumento del OC (Fersht, 2000; Plaxco et al.,
1998b), a partir de la cual es posible determinar el valor de la constante de velocidad una vez
calculado el OC. Asi, las proteinas con un gran nimero de contactos entre residuos préoximos
en la secuencia (valor del OC pequefio) tienden a plegar mas rapidamente que aquellas con un
mayor numero de contactos no locales (valores altos del OC). Es decir, que las diferencias en
la geometria de la estructura parecen explicar las diferencias entre las constantes de velocidad .
del plegamiento de diferentes proteinas.

El método de calcular este parametro es sencillo si se dispone de la estructura de la

proteina. En el caso de AS-48, a partir de sus estructuras primaria y secundaria (Gonzalez et
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Figura 4.2.13: Mapa de contactos de la proteina AS-48, calculado a partir de los datos
estructurales depositados en el Banco de Datos de Proteinas (codigo 1e68.pdb) (Gonzalez et
al., 2000). Este mapa se construye alineando la secuencia de la proteina a lo largo de los ejes
horizontal (residuos i) y vertical (residuos j). Se ha considerado que la distancia maxima
para que se de el contacto entre residuos es de 6 A (Plaxco et al., 1998b). La distancia de
cada aminodcido a si mismo es nula (inferior a la distancia minima considerada) y se
representa por los puntos de la diagonal principal (simbolos negros). Los contactos entre
residuos distintos forman una imagen simétrica a ambos lados de dicha diagonal. Si la
distancia mas pequeria entre dos residuos es superior a la distancia maxima considerada, no
se muestra ningun contacto en el grdfico. Los contactos que se dan a distancias dentro de los
limites establecidos se representan en la escala de grises (mds oscuro cuanto mads se acerca
al limite inferior). En este caso se han tenido en cuenta los contactos entre los carbonos a de
la cadena principal y de las cadenas laterales de los aminodcidos. Dada la estructura de
hélice a de AS-48, los contactos dentro de las hélices tienen lugar entre los residuos j =i +3
yji=i+4.

al., 2000) puede obtenerse el mapa de contactos con ayuda del programa MolMol (Figura
4.2.13). Se considera que existe un contacto entre dos residuos, i y j, si la distancia entre sus
carbonos a es menor de 6 A (Plaxco et al., 1998b). Dado que su estructura es circular, de las
dos posibles distancias existentes para la interaccion entre dos residuos sélo se ha tenido en

cuenta la mas corta. Del mapa de contactos se deduce un numero total de ellos, n, igual a 334

y un valor de AZ;; = 3499. Teniendo en cuenta que para AS-48 L = 70, el OC que resulta
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aplicando la ecuacion 4.2.23 es del 15 %. Este valor indica que los pares de residuos entre los
que existe un contacto en la estructura nativa se encuentran separados en un 15 % de la
longitud promedio total de la secuencia. A partir de este valor y del ajuste lineal que presenta
Fersht (2000) entre el log k:.p y el OC, descrito por la ecuacion: log ki.p = 9.0694 -
- 0.43196-(0C), se obtiene un valor para log k:.p = 2.6, con lo que el valor de la constante de
velocidad del plegamiento ki p del orden de 400 s, valor muy superior al encontrado
experimentalmente para otras proteinas de tamafio similar como el dominio SH3 de Fyn, para
el que k:.p esta en torno a 90 s (Plaxco et al., 1998a) 6 el del dominio SH3 de a-espectrina y
el mutante Best5125V del mismo, descrito en esta memoria que presentan valores de k:.p del
ordende4y15s’ respectivamente.

A partir de este pequefio valor del OC calculado y de su relacién con la constante de
velocidad de plegamiento determinada, se deduce que el importante papel que juega la
topologia del estado nativo de las proteinas puede entenderse considerando el coste entropico
de la formacién de interacciones no locales durante el plegamiento. La formacion de
contactos entre residuos que se encuentran alejados entre si en la secuencia (valor alto del
OC) supone un gran coste entropico, ya que esto restringe el numero de conformaciones
posibles en dicho segmento de la secuencia. Asi, para una topologia dada, las interacciones
que tienen lugar entre residuos préximos en la secuencia se forman mas facilmente durante el
plegamiento, es decir, aquellas topologias que presentan preferentemente interacciones locales
se forman mas facilmente. De forma mas general, puede decirse que la cantidad de la entropia
conformacional perdida antes de que se forme la mayoria de las interacciones nativas durante
el plegamiento depende de la topologia del estado nativo. En este sentido, en el caso de AS-
48, el rapido plegamiento parece ser una clara consecuencia de la circularizacién de la cadena
polipeptidica lo que sugiere una notable y favorable contribucidn de caracter entropico debida

a este proceso de circularizacidn de la proteina.
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4.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

43.1 ANALISIS TERMODINAMICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
MEDIANTE CDB

Seglin se ha explicado en la seccidn anterior, el estudio termodindmico de la proteina
circular AS-48 no resulta una tarea sencilla, debido a las limitaciones encontradas a la hora de
intentar variar la estabilidad de dicha proteina. Por esta razon, el analisis termodinamico que
explique la estabilidad de esta proteina hay que basarlo en la comparacion de los parametros
obtenidos del mismo con los de otros estudios existentes realizados sobre otras proteinas
globulares que, al igual que AS-48, desnaturalicen siguiendo el modelo sencillo de dos
estados.

De acuerdo con Privalov (1982) en el caso de muchas proteinas globulares el valor de
AHp es una funcion lineal de la temperatura en el intervalo comprendido entre 30 y 80 °C,
aunque en cada caso concreto la pendiente de dicha recta toma un valor determinado. Sin
embargo, si se comparan los valores del calor especifico promedio, de desplegamiento, Ahp =
AHp/ Pm, para estas proteinas globulares, se observa que este valor converge para todas ellas
a un valor aproximado a 50 J/g a 110 °C. Algo similar ocurre con la funcién ASp(T), aunque
en este caso dicha funcién no es lineal, aiin suponiendo que el valor de AC, sea una funcién
independiente de la temperatura. En este caso, Asp = ASp/ Pm también converge a 110 °C
para muchas proteinas globulares. Murphy et al. (1990) determinaron, por otra parte, que
existe una correlacion lineal entre los valores de AHp y AC, calculados por mol de residuo a
25 °C. Mas tarde, esta correlacidon fue extendida a muchas mas proteinas por Murphy et al.
(1992) y Spolar et al. (1992). Estos ultimos encontraron una desviacion de la linealidad para
el caso de la ribonucleasa T1, debido principalmente al elevado valor de AC, calculado
mediante CDB (Hu et al., 1992) Posteriormente, Plaza del Pino et al. (1992) realizaron el
analisis de las curvas de CDB para esta proteina encontrando un valor mucho menor para AC,

que se correlacionaba bien con las convergencias anteriores. Actualmente, el tnico valor de

¢éste parametro que no se corresponde con dichas correlaciones es el de Barnasa (Martinez et

al., 1994), con un AC, 1gual a 6.8 kJ-Kmol y un Ahp =75 J/g a 100 °C, un 40 % mayor del
valor universal de Privalov. Esta desviacion se debe fundamentalmente al elevado valor de

AHp obtenido para esta proteina.
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La convergencia a 110 °C de las funciones Ahp y Asp refleja que este efecto se debe a
la estructura de la proteina y no a su tamafio. Sin embargo, por una parte hay que tener en
cuenta que el proceso de extrapolacion a tan alta temperatura se realiza generalmente a partir
de datos experimentales obtenidos a valores de temperatura mucho mas pequefos, y por otra
que el valor del AC, no es una funcion lineal de la temperatura por encima de 110 °C. De
hecho, la diferencia entre las funciones Cpn lineal y C,p curvada disminuye con la
temperatura anulandose entre 130 y 150 °C. Esto indica que las funciones Ahp y Asp no son
funciones lineales de la temperatura y que tienden a un limite asint6tico entre 130 y 150 °C
que, calculado por mol de residuo, corresponde a unos 5 kJ/mol de residuo y 17 J/K-mol de
residuo respectivamente a 110 °C. La existencia de este limite puede justificarse si se
relaciona con la densidad de las proteinas globulares, que se supone similar para todas ellas,
considerando que los contactos de van der Waals presentan puentes de hidrégeno del orden de
(0.75 £ 0.07) uniones/residuo (Privalov, 1979). A temperaturas menores de 110 °C el valor de
las funciones anteriores varia para cada proteina, debido a que los valores de las pendientes,
determinadas por el AC,, son diferentes.

En general, el valor de Ahp a 110 °C para AS-48 es un poco mas bajo que el
encontrado para el caso de otras proteinas con tamafio similar al de esta proteina circular
(Filimonov et al., 1999; Martinez et al., 1999; Padmanabhan et al., 1999; Ruiz-Sanz et al.,
1999; Martinez et al., 1995; O'Neil et al., 1995; Viguera et al., 1994b; Wintrode et al., 1994).
Debido a la alta termoestabilidad que presenta la estructura de AS-48, desnaturalizando en
torno a los 100 °C, incluso bajo condiciones extremas de pH, no es necesario realizar una
larga extrapolacion de Ahp hasta 110 °C. Més aun, este valor a 102 °C resulta ser del orden de
32.2 J/g, mucho menor que el valor propuesto por Privalov.

Como se ha descrito en Resultados, los parametros termodinamicos del
desplegamiento de las proteinas pueden relacionarse con la estructura de la proteinas a través
de los calculos de los cambios de areas expuestas al solvente debidos al desplegamiento
(AASA). El calculo de este parametro para AS-48 (AASA,q = 1541 A%, AASA,, = 4026 A%,
AASA: = 5567 AZ) (Tabla 4.2.2) junto con los valores de AC, determinados utilizando
diferentes estimaciones, indican que si se emplea la ecuacion empirica de Gémez y Freire
(1995) este parémet'ro eé igual a 59K -K'.l-mol", vélor que e'xc'ede considerabl.e.me'nte de las
estimaciones obtenidas para AC, del estudio calorimétrico (4.2 y 3.7 kJ'K'mol™ para las

aproximaciones PM y HHH respectivamente); concretamente supera el 40 %, quizas debido a
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que no se han tenido en cuenta los efectos de carga. Por el contrario, la estimacion basada en
la férmula de Khechinashvili et al. (1995) alcanza un valor ligeramente inferior, aunque mas
préoximo, a los calculados experimentalmente, igual a 3.5 kJ K 'mol™. Por ultimo, las
estimaciones sugeridas por las dos formulas que proponen Myers et al. (1995) coinciden con
nuestros datos experimentales, debido a que dichas ecuaciones estan basadas en el analisis
estadistico de mas de 40 proteinas globulares. Esta coincidencia no solo hace validas las
aproximaciones planteadas para estimar la capacidad calorifica (PM y HHH), sino que
demuestra también que AS-48 se comporta como una proteina globular tipica en cuanto al
valor de su AC, calculado a 298 K.

Por ultimo, el valor promedio del cambio de la energia de Gibbs debido al
desplegamiento obtenido utilizando los métodos de PM y HHH para el célculo de la funcion
C,,p es alto en comparacién al obtenido mediante CDB para otras proteinas globulares de
tamafio similar, como es el caso del mutante Best5125V del dominio SH3 de a-espectrina
estudiado en esta memoria (seccion 5.2.2). Existen dos factores que podrian disminuir el valor
del cambio de energia de Gibbs del desplegamiento: por una parte, el pequefio calor
especifico mencionado anteriormente y, por otra, a una distribucién asimétrica de las cargas
sobre la superficie de la proteina (Gonzalez et al., 2000). De hecho, una parte de la estructura
presenta una agrupacion de cargas positivas, mientras que la region opuesta a ésta se compone
principalmente de restos hidrofébicos. Esta distribucion parece jugar un papel importante
durante la interaccion de esta proteina con la superficie de la membrana celular. Las
desventajas termodindmicas que presentan ambos factores pueden ser disminuidas por la
interaccion con otras moléculas y/o proteinas o aumentando la fuerza idnica. Por otra parte, el
caracter desestabilizante de ambos factores no supera la ganancia entrépica debida a la
circularizacion de la cadena polipeptidica. Los intentos llevados a cabo en esta memoria para
medir la magnitud de este efecto, observando el desplegamiento de la proteina mediante la
ruptura de la cadena, (utilizando bromuro de cianégeno) no han conducido a la obtencion de
ningun resultado valido. En estas condiciones la estructura se encuentra desplegada debido a
que la metionina en la posicidn 1 de la secuencia esta situada en la mitad de una hélice a.. Para
evitar esta situacion, lo méas conveniente seria disefiar la ruptura de la cadena en las regiones

comprendidas en el interior de los giros.
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4.3.2 ANALISIS DEL EFECTO DE LA PRESENCIA DE AGENTES
DESNATURALIZANTES SOBRE LA ESTABILIDAD DE AS-48

Los estudios llevados a cabo en presencia de urea y guanidina han permitido
completar el analisis termodinamico descrito en la seccidn anterior.

En primer lugar, los valores de AGp comparados a una temperatura de 363 K,
obtenidos a partir del desplegamiento de AS-48 realizado en presencia de urea, estan de
acuerdo con los presentados por CDB a esa misma temperatura segin se muestra en la Figura
4.2.7. A pesar de ello, no ha sido posible determinar el pardmetro m a 298 K del
desplegamiento en presencia de este desnaturalizante m,(298). Su valor calculado a 363 K
corresponde a 1.75 kJ'mol’*M™, mucho menor de los 3 kJ'mol’-M™" estimados usando la
formula de Myers et al. (1995), como se describe en la seccion 4.2.3. Sin embargo, de acuerdo
con las observaciones experimentales de Fersht y colaboradores (Johnson & Fersht, 1995) en
el estudio de la proteina barnasa tiene lugar un decrecimiento similar que puede ser atribuido
a la dependencia del parametro m, con la concentracion de urea. Aunque esta estimacion llega
a ser solo una aproximacion, debido a que no considera ninguna dependencia del parametro m
con la temperatura, podria decirse como conclusion que los parametros globales estimados a
partir de informacidn de tipo estructural se correlacionan en buen grado con los obtenidos de
forma experimental; asi, el analisis llevado a cabo con los datos de AS-48 en presencia de
urea parece corresponder al de una proteina globular tipica. Ademas, el numero de sitios de
union de urea calculados, Any,, = 15.4, parece ser normal, teniendo en cuenta que para
algﬁnos dominios SH3 el valor de Any, encontrado es de 18 + 1 a 25 °C (Filimonov et al.,
1999). Esta cifra se correlaciona muy bien con el numero total de grupos polares expuestos al
solvente, lo que indica que AS-48 se comporta como una proteina globular respecto a la
exposicion al solvente y distribucion de los grupos polares y no polares en su estructura
tridimensional.

En el caso del desplegamiento inducido por la presencia de guanidina, las
estimaciones de AGp a 298 K a partir de las curvas de titulacion experimentales

independientemente del método de analisis empleado (Tabla 4.2.5), resultan ser el doble de

- los valores calculados mediante los estudios de desplegamiento llevados a cabo por CDB y en

presencia de urea. En trabajos previos descritos en la literatura ya se han observado estas
discrepancias entre los parametros termodinamicos calculados de las curvas de titulacién en

presencia de urea y guanidina (Makhatadze, 1999; Smith & Scholtz, 1996; Yao & Bolen,
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1995; Hagiara et al., 1993; Mayr & Schmid, 1993; Santoro & Bolen, 1992). Para explicar los
valores superiores de AGp(298) encontrados en presencia de guanidina hay que tener en
cuenta su doble accion: en primer lugar como desnaturalizante, cuyo efecto desestabilizante es
muy p‘equeﬁo a bajas concentraciones .(inferiores a1l M), y en segundo lugar como sal,
ejerciendo una accidn estabilizante cuya fortaleza depende de la estructura de la proteina. Este
efecto salino puede no ser especifico debido al apantallamiento de las cargas repulsivas sobre
la superficie de la estructura nativa, o ser especifico a causa de la union de los iones CI™ a
través de una constante de union relativamente alta, como ocurre en el caso de ubiquitina.
Esta proteina de 76 residuos tiene un tamafio similar al de AS-48 y a pH neutro presenta una
alta estabilidad, con una T, igual a 90 °C. Sin embargo, en condiciones parecidas a las
utilizadas con AS-48 (tampon glicina 10 mM, pH 2.5) la temperatura de la transicién
disminuye hasta 57 °C con un valor de AGp(298) = 14 kJ'mol” (Makhatadze, 1999; Wintrode
et al,, 1994). La adiciéon de guanidina a esta proteina hace que la energia de Gibbs del
desplegamiento se incremente desde este valor de 14 kJ'mol”' hasta 23 kJ'mol’ a una
concentracion 0.3 M de desnaturalizante. A partir de aqui, un aumento mayor en la
concentracion del desnaturalizante implica una disminucidn lineal de la energia de Gibbs. La
extrapolacion de dicha dependencia lineal hasta la concentracion cero de desnaturalizante
resulta en un valor de AGp(298) = 27 kJ'mol™". Dicho valor equivale al doble del encontrado a
este pH y baja fuerza idnica, y préoximo al calculado a pH 4.0 (Ibarra-Molero et al., 1999a;
1999b). Asi, podria parecer que la presencia de los iones Cl ~ a concentraciones relativamente
bajas compensa la pérdida de estabilidad provocada por una repulsidon electrostatica entre
cargas positivas, la cual no es compensada por las cadenas laterales cargadas negativamente
que se encuentran neutralizadas a pH 2.5.

En el caso de la estructura nativa de AS-48 parece tener lugar un apantallamiento
similar inducido por la presencia de los iones Cl “de las cargas positivas que se encuentran
agrupadas sobre la superficie (Figura 4.3.1). Para separar este efecto de la accion
desestabilizante de la guanidina, podria plantearse la realizacion de los experimentos de
titulacion en DC en presencia de sal y a alta concentracion de urea, a pH neutro.
Desafortunadamente, cuando con esta proteina se incrementa la fuerza idnica entre 0.01 y 2
M, se produce la oligomérizacio’n N agregacion del estado nativo y / o del desnaturalizado,
incluso a condiciones extremas, a pH 2.5 (al igual que ocurre en presencia de guanidina). Por
esta razon todos los experimentos, incluidos los de CDB, se han realizado a pH 2.5 y muy

baja fuerza idnica. De hecho, se intentaron varios experimentos de desnaturalizacion térmica
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Figura 4.3.1: Representacion de la superficie de AS-48 a partir de su estructura
tridimensional (fichero PDB 1e68.pdb (Gonzadlez et al., 2000)). Las cargas positivas y
negativas se representan en color azul y rojo respectivamente.

por DC empleando varias concentraciones de KCl a este bajo valor de pH, y en presencia de
urea (afiadida simplemente para disminuir en la medida de lo posible la estabilidad de la
proteina), obteniendo siempre curvas de desplegamiento irreversibles. En la Figura 4.2.5 se
muestra la curva obtenida en presencia de cloruro potasico 1.7 M y 7.82 M de urea, a pH 2.5.
En ella se observa el fuerte efecto estabilizador producido por el KCI y la recuperacion del
valor de T,,. Sin embargo, no ha sido posible determinar si el efecto de la sal es o no
especifico, por la tendencia a la agregacion en el estado desnaturalizado incluso en presencia
de la alta concentracion de urea empleada (resultando en una curva mas aguda y desplazada
hacia la izquierda). Si esta estabilizacion se debe al apantallamiento de la repulsion
electrostatica, podria plantearse un aumento de la estabilidad de AS-48 mas aun, mediante el
disefio de mutantes en la zona de agrupacién de las cargas positivas (Figura 4.3.1). Dicha
region no altera la distribucion de los residuos polares y no polares presentes a lo largo de la

estructura, ya que el numero de sitios de union para la urea calculado es bastante normal.

El valor efectivo para el factor mg, encontrado del analisis de las curvas de titulacion
de guanidina que se muestran en la Figura 4.2.9 segun la aproximacion del MEL (10 kJ-mol
“M™) es mucho mayor que el estimado para la desnaturalizacion inducida en presencia de
urea (3.3 kJ-mol"-M™) y que los basados en areas protegidas del solvente obteniendo, como
se ha descrito en la seccion 4.2.3 y bajo la suposicion de que AS-48 es una proteina “tipica”,
los valores de 6.3 y 3 kJ-mol”-M™ para mg, y m,respectivamente. Hay que destacar que myg,
depende directamente de la forma de la curva, es decir, de la cooperatividad del proceso de

desplegamiento observado en la curva de titulaciéon. Esto da a entender de nuevo que el
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proceso de titulacion de AS-48 en presencia de guanidina presenta una mayor complejidad
que la que cabe suponer en un principio a partir de los modelos simples, debido
principalmente a que la unidén de los iones Cl ~ contribuye de manera notable al proceso

global.
4.3.3 EFECTO DE LA CIRCULARIZACION EN LA ESTABILIDAD DE AS-48

Hasta donde se conoce por el momento este es el primer estudio de desnaturalizacion
que se ha realizado con una proteina circular silvestre. Debido a las dificultades
experimentales encontradas, no ha sido posible por el momento obtener formas abiertas a
partir de la estructura nativa para estimar las consecuencias termodinamicas que explican el
fendmeno de la circularizacién. En general, podria considerarse que la forma circular presenta
ventajas de tipo entropico durante el plegamiento de la proteina. Una posible aproximacion a
este problema puede surgir a partir de realizar uniones cruzadas covalentes (principalmente
uniones S-S) entre residuos adyacentes en la estructura nativa, aunque estos queden lejanos
dentro de la secuencia aminoacidica (a modo de ejemplo, las uniones cruzadas pueden
conectar las regiones N- y C- terminales). En algunos casos estudiados se ha comprobado que
estas uniones artificiales pueden estabilizar la conformacidn nativa hasta en 20 kJ-mol”
(Scheraga et al., 1984; Yamada et al., 1983; Johnson et al., 1978). Dicha estabilizacién ha
sido atribuida a una disminucién de la entropia, y la desestabilizacion resultante del estado
desnaturalizado es una consecuencia de la pérdida de libertad en el movimiento de la cadena
polipeptidica debido a la circularizacién. Algunos autores han intentado predecir la magnitud
de este efecto considerando solamente el estado desnaturalizado (Scheraga et al., 1984;
Johnson et al., 1978; Schellman, 1955; Flory, 1956).

Segun esto, y tal como se menciona en la seccion 4.2.6, existe una importante relacion
entre la topologia del estado nativo de las proteinas y el proceso del plegamiento de las
mismas, determinada a partir de los estudios realizados sobre los estados de transicidon de las
proteinas (seccidon 3.5) y que sera discutida con detalle a lo largo de la seccion 5. En este
sentido, el estudio del estado de transicion de la proteina AS-48 podria aportar una valiosa
informacidén acerca de su plegamiento. La imposibilidad para obtener experimentaimente las
cinéticas en las direcciones del plegamiento y desplegamiento, asi como el no disponer por el
momento de mutantes de AS-48 no ha hecho posible realizar este tipo de estudios. De todas

maneras, la estimacién de la constante cinética de plegamiento a partir de correlaciones
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experimentales corrobora que la circularizacion de la cadena polipeptidica acelera
significativamente el plegamiento de la estructura con las implicaciones que esto conlleva a la
hora de evitar trampas cinéticas y efectos de agregacion de posibles estructuras intermedias
durante el plegamiento. | ’

Un ejemplo de interés es la construccion de una forma circular del Inhibidor de
Tripsina Pancreatica Bovina (C-BPTI), en el que los aminoacidos N- y C- terminales han
sido unidos a través de una union peptidica, después de tratar la proteina con carbodiimida
soluble en agua. (Goldenberg & Creighton, 1983). Esta forma circular es activa en su papel de
inhibidor de tripsina, indicando que la circularizacion no altera la conformacién de la
estructura. Mas aun, se ha comprobado que el camino y la energética del proceso de
plegamiento tampoco han sufrido alteracidon alguna (Goldenberg & Creighton, 1984). Por lo
tanto, a modo de conclusion puede decirse que en algunos casos la circularizacion no aumenta
la energia de Gibbs del desplegamiento, debido a que el aumento en la energia del estado
desnaturalizado se compensa por otro aumento en la energia del estado nativo, resultado de
las tensiones estéricas introducidas por las uniones cruzadas llevadas a cabo. La validez de
este argumento ha sido corroborada mediante el analisis realizado por Goldenberg (1985) a
partir de la comparacidén de estos dos efectos: circularizacidon y presencia de las uniones
cruzadas, sobre la estabilidad de BPTI. Por otra parte, un estudio reciente llevado a cabo con
dominios SH3 de Crk se centra en el mismo problema (Camarero et al., 2001). La unica via
para solucionar este problema podria consistir en el estudio comparativo de una proteina
circularizada de forma natural con sus propias formas linealizadas. En este sentido, queda
claro que la distribucidn de residuos, asi como las funciones de capacidad calorifica que
presenta AS-48 pueden ser comparadas con las correspondientes a otras proteinas de tamafio
similar, aunque la estabilidad sea diferente. Incluyendo la contribucion desfavorable del
pequefio cambio de entalpia encontrado por los estudios realizados en esta memoria mediante
CDB, debe quedar claro que la circularizacion introduce una contribucién entropica favorable
a la estructura, que a su vez compensa la contribucidn entalpicamente desfavorable, y produce
el incremento de la energia de Gibbs, haciendo que ésta adquiera un valor anormal que
duplica la cantidad que cabe esperar para una proteina de este tamafio. El empleo de AS-48
como un modelo para este tipo de estudios, y para’la determinacién del efecto que ejerce la
fuerza idnica se ve impedido por su baja solubilidad y su gran tendencia a oligomerizar a pH

neutro y valores moderados de fuerza idnica. Por esta razon, es necesario intentar abrir de la
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forma mas apropiada la cadena polipeptidica de AS-48 procurando mantener su conformacién

globular y construir mutantes de la forma circular que aumenten a la vez su solubilidad.
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DOMINIO SH3 DE
a-ESPECTRINA

5.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

5.1.1 INTRODUCCION

En general, un factor de crecimiento puede dar lugar a la dimerizacién y
autofosforilacion de los restos de tirosina de su receptor, situado en la membrana celular,
mediante reacciones intermoleculares en las que se transfiere el grupo fosfato terminal del
ATP al grupo hidroxilo de la cadena lateral de la tirosina de la proteina (Pawson & Berstein,
1990; Ullrich & Schlessinger, 1990). Durante este estado de fosforilacion, el receptor
activado se asocia fisicamente con proteinas del citoplasma celular, capaces de controlar las
rutas especificas de transduccidn de sefiales (Cantley et al., 1991; Koch et al., 1991). Dichas
proteinas presentan entre si actividades enzimaticas diferentes, aunque todas ellas contienen
los dominios conocidos como “dominios homélogos Src de tipo 2 y 3” o SH2 y SH3
respectivamente (Koch et al., 1991).

Aproximadamente un tercio de los oncogenes conocidos hasta el momento pueden
codificar las proteinas capaces de fosforilar tirosinas de otras proteinas diferentes. Esto
produce la modificacion de muchos de los procesos que tienen lugar normalmente en la
célula, dando lugar a procesos cancerosos. Algunas proteinas quinasas especificas para restos
de tirosina son las del Sarcoma Aviar de Rous (Src) y de otros relacionados como Lck, Hck,
Fyn, Fgr, Yes, Blk, Lyn 6 Yrk (Bown & Cooper, 1996) o también la del virus de Abelson
(Abl), también de naturaleza oncogénica.

En este sentido, los dominios SH3 son pequefios modulos estructurales de naturaleza
proteica que constan de unos 60 a 80 aminoacidos empaquetados en dos laminas beta

orientadas ortogonalmente entre si y que poseen varios residuos aromaticos favorablemente

conservados. Los dominios SH3 son mas universales que los SH2 y se encuentran no solo en

las proteinas modulares intracelulares, sino también en organismos unicelulares (donde no se
han encontrado los dominios SH2) tales como levaduras, amebas, invertebrados y vertebrados

(Musacchio et al, 1992a, 1994b). Posiblemente esto se deba a que es posible encontrar
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dominios SH3 en proteinas que funcionalmente no estan relacionadas y solo tienen en comun
! hecho de asociarse a la membrana plasmatica por su parte interna.

Los dominios SH3 se han relacionado no solo con las proteinas que participan en las
rutas especificas de transduccion de sefiales, interacciones proteina-proteina y otros procesos
biolégicos importantes (Kuriyan & Cowburn, 1993; Viguera et al., 1994a; Morton &
Campbell, 1994; Pawson, 1995; Xu et al., 1997), sino que estan también presentes en
proteinas del citoesqueleto celular, que intervienen a modo de enlace entre los procesos de
transduccion de sefiales y el cambio morfologico de la célula (Lehto et al., 1988; Musacchio
et al., 1992b). Hasta el momento se conoce la existencia de mas de 50 dominios SH3,
pertenecientes a quinasas, lipasas, GTPasas, proteinas adaptadoras, estructurales, de
regulacion viral y otras. Segun los estudios realizados hasta el momento, muchas de las
proteinas que contienen dominios SH3 podrian participar en el proceso de polarizacion celular
que tiene lugar durante la divisiéon (Chenevert et al., 1992; Chant et al., 1991; Drubin et al.,
1990; 1988). Ademas, cuando actuan interaccionando con factores de crecimiento, algunas
estructuras presentan en comun de forma exclusiva sus dominios SH2 y SH3, lo que indica
que ambos dominios parecen mediar en estas asociaciones (Bar-Sagi et al., 1993).

Actualmente se considera que los dominios SH3 actuan, en parte, como mddulos de
unién a proteinas y que estan implicados en la transmision de sefiales desde la superficie
celular hacia proteinas efectoras del interior de la célula. En un principio, dichos dominios
fueron identificados a partir de la comparaciéon de regiones homdlogas no cataliticas en
tirosina-quinasas citoplasmaticas que tienen un papel regulador, como la del Sarcoma Aviar
de Rous (Src), la de Yamguchi (Yes) o la CT10 (Crk), o por comparacion entre éstas con
regiones analogas de otras proteinas como fosfolipasa C o a-espectrina (Mayer et al., 1988;
Lehto et al., 1988; Stahl et al., 1988).

Los dominios SH3 no presentan una posicion topoldgica definida dentro de las
proteinas que los contienen y se encuentran presentes en una gran variedad de proteinas
funcionalmente distintas (Koch et al., 1991; Musacchio et al., 1992a; 1992b; Pawson, 1992;
Pawson & Gish, 1992; Pawson & Schlessinger, 1993; Schelessinger, 1994). Por esta razon se
cree que estos dominios pueden representar un importante papel en las interacciones proteina-
proteina (como en el caso de los dominios SH1 y SH2), esenciales no soélo en el desarrollo de
muchas funciones celulares, sino para la localizacion y el anclaje de los diferentes

componentes dentro de la estructura celular.
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A partir del uso de las bibliotecas de expresion del ADN se han identificado dos
proteinas capaces de unirse de forma especifica al dominio SH3 de la tirosina-quinasa Abl
(Cichetti et al., 1992). Estas son las llamadas 3BP1 y 3BP2. La proteina 3BP1 contiene una
region homologa él dominio de activacion de guanosina trifosfato (GAP) de algunas
proteinas. La proteina 3BP2 no estd relacionada funcionalmente con la anterior, aunque
ambas poseen en su secuencia un gran numero de prolinas. Aun no se conoce su funcion,
aunque parece clara su participacion en algunas rutas de transduccion de sefiales en la célula.
Los estudios de union de fragmentos de estas proteinas y especies mutantes de las mismas al
dominio SH3 de Abl han permitido identificar secuencias cortas, de 9 6 10 aminoacidos, con
un alto porcentaje de prolinas que forman parte de los sitios de unién especificos para dicho
dominio. Posteriormente se ha demostrado que también es posible la interaccion de
secuencias de este tipo con otros dominios SH3 procedentes de otras fuentes, como Src 6 Fyn,
obteniéndose constantes de disociacion con valores comprendidos entre 5 y 100 uM (Feng et
al., 1994; Lim et al., 1994; Viguera et al., 1994a; Musacchio et al., 1994a; 1994b; Wittekind
et al., 1994; Yu et al., 1994). A pesar de que los dominios SH3 presentan entre si una gran
diversidad en la composicion aminoacidica, los estudios estructurales realizados muestran en
todos los casos que €l sitio de unién se encuentra en una zona de la superficie expuesta al
medio y rica en aminoacidos aromaticos, originando una region de caracter hidrofébico muy
conservada (Yu et al., 1994; Booker et al., 1993).

Los estudios mas recientes llevados a cabo sobre la interacciéon de los dominios SH3
con otras proteinas y ligandos, se han centrado en la bisqueda de otras secuencias con
caracteristicas distintas a las expuestas anteriormente. De esta manera se han encontrado otras
proteinas que a pesar de no presentar regiones ricas en prolinas, actian de ligandos
potenciales de estos dominios (Gorina & Pavletich, 1996). Ademas, se ha comprobado a partir
de las estructuras cristalinas completas de la tirosina quinasa de Src y de la quinasa
hematopéyica (Hck) (Sicheri et al., 1997; Xu et al., 1997) que el dominio SH3 que contienen
interacciona con el lébulo superior de la estructura, por medio de una secuencia que conecta
un dominio SH2 con el resto de la quinasa. En general, aquellos ligandos que afecten a la
interaccion del dominio SH3 con su secuencia natural en la quinasa, positiva o negativamente,
afectaran a la actividad de aquella de manera contraria (Barila' & Superti-Furga, 1998): Por .
esta razon es importante conocer a nivel molecular las bases de la union de ligandos a estos

dominios.
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Segin esto, los estudios mas recientes en este campo se centran en el disefio de
ligandos de alta afinidad para los dominios SH3, empleando diversas metodologias, como el
uso de compuestos péptido-miméticos que utilizan derivados sintéticos de la prolina que

~estabilizan la conformécién del 'péptido y mejoran su interaccion con determinados grupos del
dominio SH3 (Nguyen et al., 1998), o la modificacion racional de los péptidos de poliprolina,
haciendo uso de programas informaticos de modelado molecular. Serrano y colaboradores
(Pisabarro et al., 1998; Pisabarro & Serrano, 1996; Pisabarro et al., 1994a; Pisabarro et al.,
1994b) han conseguido de esta forma aumentar la afinidad por el dominio Abl-SH3 de
secuencias ricas en prolina en mas de 100 veces, incrementando también su especificidad por
este dominio.

El enorme interés que presenta el estudio de los dominios SH3 se debe, tanto a su
funcién, por intervenir en procesos celulares relacionados con el cancer, como a sus
caracteristicas estructurales y energéticas, por lo que son modelos apropiados debido a su
pequefio tamafio (inferior a los 10 kDa de peso molecular). Por otra parte, las ventajas que
presenta su estudio se basan en que estos dominios pueden ser expresados utilizando las
técnicas de ADN recombinante y purificados y cristalizados independientemente del resto de

la proteina que los contienen.
5.1.2 ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL

Las estructuras tridimensionales de algunos de los dominios SH3, como el de a-
espectrina, se han resuelto haciendo uso de la cristalografia de rayos X (Musacchio et al.,
1992b) y de la espectroscopia de RMN en disolucion (Blanco et al., 1997). En todos los casos
se observa el mismo tipo de plegamiento consistente en un empaquetamiento formado por
cinco o seis hebras B antiparalelas, de forma globular, con un didmetro de unos 30 A, y con
sus extremos amino (N-) y carboxilo (C-) terminales préximos en el espacio.

A continuacion se prestara mayor atencion al dominio SH3 de a-espectrina, punto de
partida de los estudios realizados en esta memoria.

La a-espectrina es la proteina que constituye mayoritariamente el citoesqueleto que
sostiene la membrana citoplasméticé (Speiéher, 1986; Marchesi, 1985). Dicha proteina es un
heterodimero compuesto por estructuras oy B dispuestas cara a cara de forma antiparalela y
con varios giros. El dominio SH3 contenido en esta proteina presenta 62 aminoacidos en su

secuencia y, seglin lo expuesto anteriormente, parece actuar de anclaje de la proteina en el
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citoesqueleto. La estructura terciaria del dominio SH3 de la a-espectrina (SH3-spc) se
muestra en la Figura 5.1.1, en la que se observan las cinco hebras B antiparalelas denominadas
B. (del aminoacido 8 al 11), By (idem 30 a 35), B, (idem 41 a 46), B4 (idem 49 a 54) y B, (idem
58 a 61) descritas por Musacchio et al. 1992b. Estas hebras f3 en su conjunto forman a su vez
dos laminas B denominadas B; y By. La lamina f; es la més pequefia de las dos y esta formada
por las hebras By-B,-Pc, mientras que la lamina mayor, Py, esta constituida por las hebras By-
B.-Bg. Por otra parte, las hebras se conectan entre si mediante otro tipo de elementos. En
primer lugar, existe un largo lazo de 19 restos denominado “lazo RT” que conecta las hebras
B.y Pp y forma una estructura a modo de horquilla. En segundo lugar, las hebras Bq y Be se
conectan a través de una vuelta de hélice 3, (restos 55 al 57) que comienza en el aminoécido
Pro54, muy conservado en las distintas secuencias de la familia SH3. En tercer lugar, entre
las hebras B,y Bg existe una pequefia vuelta llamada “giro distal” consistente en un giro 3 de
tipo II". Por otra parte, los restos Val46 y Argd49 forman un puente de hidréogeno mediante
atomos de la cadena principal. Este giro f mantiene una cierta tensién en la estructura,
debido a que la Asn47 ocupa una posicion no permitida en el diagrama de Ramachandran
(Blanco et al., 1997). Por ultimo, las hebras B, y B. se conectan a través del lazo “n-Src” (Src
neuronal).

En resumen, el plegamiento del dominio SH3 de a-espectrina consiste basicamente en
un sandwich de dos laminas 3, ortogonales entre si, en el que cada lamina se forma de tres
cadenas. La topologia del dominio, asi como su organizacion espacial se muestran en las
Figuras 5.1.1 y 5.1.2, en las que ademas se indica la nomenclatura de las hebras B y de los tres
giros descritos.

Los restos conservados en la secuencia se encuentran proximos entre si en el espacio y
dan lugar a una suave hendidura con los restos aromaticos de la superficie, constituyendo el
sitio de unidn para los ligandos o las interacciones proteina-proteina (Argos, 1988). La tnica
excepcidon es el Trp42 que esta en una cavidad hidrofébica en el interior de la molécula. La
superficie es muy rica en aminodacidos aromaticos como la Tyr13, Tyrl5, Trp41, Phe42 y

Tyr57. También tiene tres grupos carboxilicos correspondientes al Aspl4, Glu22 y Asp29. El

Glu22 forma a su vez un puente de hidrégeno con el OH- fenolico de la Tyrl5. Los restos

Gly28, Gly51 y Pro54 también se localizan en la superficie.
Ya que no todos los restos se conservan en todas las secuencias de la familia SH3,

podria decirse que estos dominios reconocen secuencias parecidas pero no idénticas. Este

189



N - terminal

Giro distal

Hélice 310

Lazo n-src

Figura. 5.1.1: Representacion esquemadtica de la estructura terciaria del dominio SH3 de o-
espectrina, realizado con el programa MolScript (Kraulis, 1991) a partir de las coordenadas
atomicas obtenidas del Banco de Datos de Proteinas (codigo 1SHG.pdb). Se indican las
posiciones del N-y C- terminal y algunos elementos de la estructura.

¥ . 3
w0

Figura. 5.1.2: Diagrama topologico de la estructura secundaria del dominio SH3 de o-
espectrina (tomado de Musacchio et al., 1992b), donde la hélice 3,y se representa por un
cilindro y las hebras [ (a, b, ¢, d y e) por flechas. Los numeros entre parentesis dan la
longitud aproximada de los elementos de conexion de estructuras secundarias.
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hecho les proporciona un grado de especializacion para cada estructura particular, segun
indican Ren et al. (1993).

A lo largo de los ultimos afios se han estudiado las estructuras de otros dominios SH3
aparte del de a-espectrina, dada su gran importancia biolégica. Hay que destacar que los
dominios SH3 presentan mas homologias entre si en su estructura tridimensional que en su
secuencia. Por ejemplo, en el caso de a-espectrina y Fyn-SH3 la identidad de las secuencias
es del 33 % y en el de a-espectrina y PI3K-SH3 del 18 %. Sin embargo, para Src-SH3 y Fyn-

SH3 se produce un aumento en la identidad hasta un 77 %.
5.1.3 ESTABILIDAD Y PLEGAMIENTO DE DOMINIOS SH3

Al igual que otras proteinas globulares, los dominios SH3 constituyen modelos
simples para el estudio del plegamiento de proteinas por ser dominios monoméricos de
pequeflo tamafio y estructuralmente independientes, como se ha mencionado anteriormente, y
que desnaturalizan segun el modelo de dos estados. Ademas no presentan uniones disulfuro,
grupos prostéticos 6 cis-prolinas en el estado nativo que dificulten la caracterizacion cinética
y termodindmica de las mismas. Por estas razones, los dominios SH3 han sido objeto de

numerosos estudios de este tipo en la literatura.

Dentro del estudio del plegamiento del dominio SH3 de a-espectrina hay que destacar
en primer lugar el estudio de Viguera et al., (1994b) en el que se realiz6 la caracterizacion
termodinamica del mismo en funcién del pH. En comparacion con otras proteinas globulares
de tamafio parecido, para las que se han encontrado valores en torno a los 50 kJ-mol’
(Privalov & Gill, 1988), este dominio presenta una baja estabilidad. Sin embargo, al ser éste
un dominio de una proteina y no una proteina aislada, las interacciones que tienen lugar con
otros dominios de la misma proteina pueden favorecer la estabilizacion del mismo.

Los estudios cinéticos llevados a cabo sobre este dominio aplicando la técnica de flujo
detenido, han puesto de manifiesto la ausencia de estados intermedios durante los procesos de
plegamiento y desplegamiento. De hecho, el analisis de la cinética de estos procesos mediante
el método de la ingenieria de proteinas (seccidn 3.5) muestra que la especie silvestre del
dominio presenta un nticleo de-pIegamieritd localizado en la horquilla B qhe cdﬂstitiiye el giro
distal y que contiene los restos Val46-Asnd7-Asp48-Argd9 (Viguera et al., 1996b). La
velocidad de plegamiento de esta especie en comparacion con la determinada para otras

proteinas del mismo tamafio y de estructura P resulta ser mas pequefia (Perl et al., 1998).
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Segun estos estudios, uno de los factores que limita la velocidad del plegamiento de este
dominio es la formacién de dicho giro B. Asi, la importancia de la topologia durante el
plegamiento ha sido demostrada mediante los estudios iniciados con permutantes circulares
sobre el dominio SH3 de a-espectrina (Viguera et al., (1995)' destacando la importancia que
desempefian en este proceso las horquillas B presentes en la estructura de dicho dominio. Asi,
se estudio la estabilidad y plegamiento de un conjunto de permutantes circulares, realizados
sobre el mismo dominio, en los que se tratd de interrumpir la unién covalente entre dos hebras
B que se encuentran formando una horquilla en la estructura, de cualquiera de las tres que
presenta el dominio silvestre, a la vez que se formaba una nueva horquilla uniendo las hebras
antiparalelas de los extremos N y C-terminales, proximas entre si en la estructura
tridimensional (Martinez et al., 1999; Viguera et al., 1996b). La conformacién de estos
permutantes en el estado nativo resultd ser similar a la del dominio silvestre y aunque todos
ellos presentaron estabilidad parecida, se comprobd que sus constantes de plegamiento y
desplegamiento diferian notablemente entre los diferentes mutantes. Esto, junto con la
aplicacion del método de la ingenieria de proteinas (seccién 3.5) demostré que el camino de
p<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>