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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Introduccion
1.1.1. Disefio molecular

El establecimiento de interacciones transitorias entre moléculas biolégicas es
crucial para el desarrollo correcto del ciclo de vida celular. Como consecuencia, la
elucidacion de los factores que determinan el reconocimiento molecular posee un
indudable interés académico, ademas de enormes repercusiones biotecnolégicas y
terapéuticas. Ejemplos de estas interacciones son la union de sustratos e inhibidores a
enzimas, la identificacion de antigenos por sus correspondientes anticuerpos, la
interaccion entre hormonas y sus receptores celulares o el establecimiento de redes
de transduccién de sefales. La comprensiéon profunda y detallada de estos procesos
nos permitiria predecir y modular la respuesta fisiolégica o incluso patologica de la
célula a un estimulo especifico y facilitaria el desarrollo de estrategias racionales de
disefio molecular que conduzcan a la obtencién de nuevas proteinas con las funciones
y estabilidades deseadas, o al desarrollo de nuevos farmacos optimizados en cuanto a
su efectividad y sus efectos secundarios.

En la ultima década hemos sido testigos de una gran revolucion en el campo
de la gendmica y protedmica que ha hecho aun mas patente la necesidad de
profundizar en el estudio del reconocimiento molecular. La resolucién del Genoma
Humano, junto con los de otros organismos modelo y de varios agentes patdégenos de
gran importancia, ha generado un nuevo panorama cientifico que requiere la revision y
actualizacién de las metodologias tradicionales de disefio molecular. Los miles de
genes identificados en cada genoma codifican al menos otras tantas proteinas que
deberan caracterizarse estructural y funcionalmente. Sus interacciones con otras
moléculas en la célula deberan ser identificadas y analizadas con el fin de avanzar
hacia la comprension y el control de los mecanismos de regulacion celular. A su vez,
muchas de las proteinas identificadas en los genomas constituyen potenciales dianas
para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra una gran variedad de
enfermedades. Para cada nueva diana sera necesario identificar o disefar, en su
caso, nuevos compuestos que regulen su actividad y que, tras ser optimizados,
puedan convertirse en nuevos agentes terapéuticos con la afinidad de union,
especificidad, selectividad, bio-disponibilidad y propiedades toxicoldgicas requeridas
para un tratamiento efectivo de la enfermedad.

Se hace necesario, por tanto, incrementar la eficacia de los algoritmos de
disefio molecular, lo que requiere una mayor racionalizacién del proceso. Para ello es
importante profundizar en la relacién existente entre la estructura y la estabilidad de
una proteina y sus caracteristicas funcionales, e incorporar al proceso de disefio no
sbélo aspectos estructurales, sino consideraciones termodinamicas y dinamicas
(estabilidad y cooperatividad), genéticas y funcionales, lo que requiere un profundo
analisis multidisciplinar de los fendmenos de reconocimiento molecular.
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1.1.2. Dominios modulares de reconocimiento molecular

En estos procesos de reconocimiento molecular, a través de los que se
organiza y coordina todo el ciclo de vida celular, frecuentemente intervienen como
intermediarios una serie de pequefios dominios modulares, altamente conservados,
que forman parte de diversas proteinas, en numero variable y en distintas
combinaciones (Pawson y Scott, 1997; Pawson et al., 2002). Se trata de pequenos
dominios (entre 30 y 150 aminoacidos) que se encuentran plegados en estructuras
compactas y estables, caracterizadas por uno o mas sitios de unién. Cada familia de
dominios reconoce en sus proteinas diana ciertas secuencias especificas
(generalmente de entre 3 y 6 aminoacidos) y muy conservadas. Asi, por ejemplo, los
dominios SH3 (Src-Homology region-3) reconocen secuencias ricas en restos de
prolina, los dominios SH2 (Src-Homology region-2) secuencias peptidicas con restos
de tirosina fosforilada y los dominios PDZ reconocen secuencias correspondientes a
extremos carboxilo terminal (Kuriyan y Cowburn, 1997; Kay, B. K. et al., 2000; Yan et
al., 2002; Jelen et al., 2003; Ball et al., 2005). Estas secuencias caracteristicas se
encuentran flanqueadas por aminoacidos que interaccionan con elementos variables
del sitio de unién del dominio y que parecen ser responsables de la especificidad de
union dentro de cada familia de dominios, es decir, de la seleccién de las proteinas
funcionalmente complementarias “in vivo”. Las interacciones mediadas por dominios
modulares no requieren de grandes superficies de contacto sino que se trata de
superficies relativamente pequefias, bastante similares a las que se encuentran en los
sitios de union de pequefios ligandos a enzimas, lo que facilita el disefio de pequefios
compuestos que bloqueen con alta especificidad estas interacciones y hacen de estos
modulos de reconocimiento interesantes dianas para el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos (Kardinal et al., 1999; Kardinal et al., 2000; Lee et al., 2002; Lawrence,
2005).

Sin embargo, aun no estan suficientemente claros los factores que determinan
la afinidad y la especificidad de la interaccion entre estos dominios de reconocimiento
y sus dianas, de tal forma que resulta imprescindible profundizar en el estudio de los
diferentes elementos que dirigen las interacciones entre estos dominios y sus ligandos.
Asi, en los ultimos afos se ha podido establecer de forma mucho mas concluyente la
enorme interdependencia que existe entre la estructura y la estabilidad de una
proteina y su funcion bioldgica. La importancia de incorporar consideraciones
termodinamicas (contribuciones entalpicas y entrépicas a la afinidad de unidn,
estabilidad y cooperatividad, etc.) al proceso de diseno ha quedado demostrada
recientemente (Luque y Freire, 2000; Velazquez-Campoy et al., 2001; Luque et al.,
2002; Velazquez Campoy y Freire, 2005).

Por otro lado, en la era de la protedmica, se hace necesario el desarrollo de
métodos fiables de prediccion de posibles dianas celulares dentro de un genoma
concreto, asi como de identificacion de qué secuencias seran reconocidas por un
dominio en particular. En este sentido la integracion de toda la informacion disponible
en un “cdédigo de reconocimiento molecular” es clave para la identificacion y prediccion
de ligandos potenciales de un dominio determinado en el contexto de los distintos
genomas (Sudol, 1998; Brannetti et al., 2000; Tong et al., 2002).
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1.2. Antecedentes bibliograficos
1.2.1. Dominios SH3 y procesos de reconocimiento molecular

Como se ha indicado anteriormente, el ciclo de vida de la célula y su respuesta
ante los estimulos que recibe tanto del interior como del exterior se encuentra
organizado segun una compleja red de procesos de reconocimiento molecular en los
que intervienen los dominios SH3, que probablemente sean los modulos de
reconocimiento mas extendidos del proteoma (Mayer, 2001). Mediante algoritmos de
cribado de bases de datos se han logrado identificar hasta la fecha mas de 1500
dominios SH3 diferentes, que forman parte de proteinas tales como quinasas, lipasas,
GTPasas, proteinas adaptadoras y estructurales (o proteinas viricas) que participan en
las redes de comunicacién intracelular, en la organizacién del esqueleto citoplasmatico
y en el trafico de membranas (Skorski et al., 1998; Stein, 1998; McPherson, 1999). Los
dominios SH3 estan por tanto presentes en numerosas proteinas modulares, muchas
de las cuales ni siquiera estan funcionalmente relacionadas, tanto en organismos
unicelulares como pluricelulares, donde no poseen una posicion topoldgica definida
(Koch et al., 1991; Musacchio et al., 1992a; Musacchio et al., 1992b; Pawson y
Schlessinger, 1993),

Se sabe que los dominios SH3 actuan frecuentemente como sitios de anclaje
para la captura de sustratos o para la formacion de complejos supramoleculares que a
menudo conducen a la modificacion enzimatica de algunos de sus componentes,
dando lugar a la aparicion de nuevos sitios de interaccion asi como a la propagacion y
amplificacion de sefales quimicas intracelulares (Kiyokawa et al., 1997; Klejman et al.,
2002). En ocasiones, estos dominios son también piezas esenciales en la regulacion
de la actividad enzimatica de las proteinas que los contienen, mediante el
establecimiento de interacciones intramoleculares con otros elementos de la molécula
(Barila y Superti-Furga, 1998; Arold, S. T. et al., 2001; Brasher et al., 2001; Brabek et
al., 2002). Este es el caso de las tirosinas kinasas de la familia Src, algunos de cuyos
miembros, especialmente ¢c-Src y c-Yes, estan claramente implicados en el desarrollo
de procesos cancerigenos (Miyazaki et al., 1999). Ademas del cancer, los dominios
SH3 estan asociados con otras patologias como el SIDA (Lyn, Hck, Lck), la leucemia
(Abl), la osteoporosis (Src) o ciertos procesos inflamatorios, alérgicos y asmaticos
(Dalgarno et al., 1997; Skorski et al., 1998). De ahi que el disefio de ligandos que
interfieran en el establecimiento de las interacciones entre estos dominios y sus dianas
se ha consolidado en los ultimos afios como una estrategia viable para el desarrollo de
nuevos farmacos para el tratamiento de este tipo de patologias (Stauffer et al., 1997,
Kardinal et al., 2000; Vidal et al., 2001; Lee et al., 2002; Oneyama et al., 2002).

Asi, ademas de formar parte de proteinas implicadas en rutas especificas de
transduccion de sefiales, en interacciones proteina-proteina, funciones de
reconocimiento a nivel molecular, etc. (Viguera et al., 1994a; Pawson, 1995; Xu et al.,
1997; Skorski et al., 1998; Stein, 1998; McPherson, 1999), los dominios SH3 también
estan presentes en numerosas proteinas del citoesqueleto (a-Spc) proporcionando de
esta manera un posible nexo entre las distintas rutas de transduccion de sefiales y los
cambios morfolégicos que sufre la célula (Lehto et al., 1988; Musacchio et al., 1992b).
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1.2.2. El dominio SH3: estructura, estabilidad y plegamiento

Ademas de por su importancia bioldgica, los estudios de los dominios SH3
presentan un enorme interés para el estudio estructural y energético de su
plegamiento, estabilidad e interacciones, ya que se trata de modelos muy adecuados
dado su pequefio tamafo, con un peso molecular inferior a los 10 kDa. Ademas se
pueden sobre-expresar facilmente mediante protocolos convencionales de ingenieria
de proteinas y pueden purificarse y cristalizarse de forma totalmente independiente del
resto de la proteina de la que forman parte, lo que constituye una gran ventaja para su
estudio sistematico.

Se han resuelto las estructuras tridimensionales de un gran numero de
dominios SH3 tanto en sus formas naturales, como en una gran variedad de mutantes
y quimeras. Concretamente, la estructura del de oa-espectrina (Spc-SH3) se ha
conseguido resolver haciendo uso tanto de la cristalografia de rayos X (Musacchio et
al., 1992b) como de la espectroscopia de RMN en disolucién (Blanco et al., 1997).
Todos los dominios SH3 contienen entre 55 y 75 aminoacidos y comparten una
estructura tridimensional comun que consiste en dos laminas [ antiparalelas
dispuestas ortogonalmente entre si. El sitio de unién de estos dominios contiene una
region hidrofébica muy conservada, flanqueada por dos lazos (conocidos como RT y
n-Src) de composicién bastante mas variable y de naturaleza mas polar.

Mas concretamente, en la Figura 1.2.1 se representa la estructura
tridimensional de rayos X del dominio Spc-SH3, practicamente idéntica a la obtenida
por RMN. Este dominio estad constituido por 62 aminoacidos distribuidos en cinco
hebras  denominadas B, (del residuo 8 a 11), B, (del 30 a 35), B (del 41 a 46), By (del
49 a 54) y B. (del 58 a 61). Estas hebras B forman dos laminas [ antiparalelas
denominadas B, y By. La lamina mas pequefia, la B, esta constituida por las hebras -
Ba-Be, Y la mayor de ellas, la B, la forman las hebras By-B.-Bq. Otro elemento estructural
de este dominio es un largo lazo de 19 residuos denominado /azo RT que conecta las
dos primeras hebras B, y B, formando una estructura a modo de horquilla. La conexion
entre las hebras B4 ¥ Be se realiza mediante una vuelta de hélice 344 (residuos 55 a 57)
que se inicia tras la Pro54, muy conservada entre las distintas secuencias de la familia
SH3. Entre las hebras . y B4 existe un giro B de tipo II' llamado giro distal; en este giro
los residuos Val46 y Arg49 forman un puente de hidrégeno mediante atomos de la
cadena principal. Este giro B podria inducir una cierta tension conformacional en su
estructura, ya que el residuo Asp47 ocupa una posicion no permitida en el mapa de
Ramachandran (Vega et al., 2000). Finalmente, el lazo denominado n-Src conecta las
hebras By y Be.

Los restos mas conservados de la secuencia estan préoximos entre si desde un
punto de vista estructural. De hecho, se localizan entre los lazos RT y n-Src formando
parte del sitio de unién en las interacciones proteina-proteina (Argos, 1988). No
obstante, algunos de los aminoacidos que forman el sitio de unién no son exactamente
los mismos en todos los dominios SH3, sino que presentan ligeras variaciones, lo cual
nos da idea de que éstos reconocen secuencias similares pero no idénticas, de
manera que esta diversidad les otorga una cierta especificidad estructural (Ren et al.,
1993). De hecho, los dominios SH3 presentan una mayor homologia estructural que
de secuencia.
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Figura 1.2.1. Representacion en forma de cinta de la estructura tridimensional de la forma natural del
dominio Spc-SH3 obtenida por cristalografia de rayos X (Musacchio et al., 1992b) y depositada en el
Protein Data Bank (PDB) con el codigo 1SHG. Se indican algunos elementos de estructura sobre la

miema

En cuanto a la estabilidad estructural y el plegamiento de este tipo de dominios,
cabe mencionar que son varios los grupos de investigacion que han llevado a cabo
estudios de este tipo, empleando para ello diversas técnicas como las cinéticas de
plegamiento mediante flujo detenido (stopped-flow) utilizando observables
espectroscépicos como el dicroismo circular o la fluorescencia, la calorimetria
diferencial de barrido (CDB), o el andlisis de la dependencia del plegamiento y la
estabilidad con el pH o con la concentracion de agentes desnaturalizantes (Viguera et
al., 1994b; Guijarro et al., 1998; Plaxco et al., 1998a; Filimonov et al., 1999; Sadqi et
al., 1999). Los estudios cinéticos y de equilibrio del plegamiento-desplegamiento de
estos dominios indican que, en la mayoria de las condiciones experimentales, es un
proceso aparentemente sencillo, que puede describirse adecuadamente segun un
modelo de dos estados, en el que no aparecen estados intermedios significativamente
poblados.

Los estudios cinéticos llevados a cabo sobre el plegamiento este dominio,
aplicando la técnica de flujo detenido, han puesto de manifiesto la ausencia de
intermedios durante los procesos de plegamiento y desplegamiento. El nucleo de
plegamiento se encuentra localizado en la horquilla f que forman las hebras .y Bqg en
torno al giro distal y en la hélice 31 (Viguera et al., 1996). La velocidad de plegamiento
de este dominio resulta ser menor que la observada para otras proteinas de estructura
B del mismo tamario (Perl et al., 1998). Segun estos estudios, uno de los factores que
limita la velocidad de plegamiento de este dominio es la formacién de dicho giro tipo f.
Asi, los estudios con permutantes circulares del dominio Spc-SH3 (Viguera et al.,
1995) han demostrado la relevancia que tiene la topologia de la cadena polipeptidica
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durante el plegamiento, destacando la importancia que desempefan en este proceso
las horquillas B presentes en la estructura de dicho dominio. En dichos estudios se
analiz6 la estabilidad y el plegamiento de un conjunto de permutantes circulares,
realizados sobre el dominio Spc-SH3, en los que se tratd de interrumpir la unién
covalente entre las dos hebras B que se encuentran formando cada una de las tres
horquillas en la estructura del dominio natural, a la vez que se formaba una nueva
horquilla uniendo las hebras antiparalelas de los extremos N y C-terminales, préximas
entre si en la estructura tridimensional (Viguera et al., 1996; Martinez et al., 1999). La
disposicion estructural de estos permutantes resulté ser similar a la del dominio Spc-
SH3 natural y, aunque todos ellos presentaron una estabilidad parecida, se comprobd
que sus constantes de plegamiento y desplegamiento diferian notablemente. Estos
datos, junto con la aplicacién del método de ingenieria de proteinas, demostré que la
ruta de plegamiento cambia en los mutantes permutados circularmente, lo que indica
que ni el orden de la estructura secundaria en la cadena (alterado a través de las
permutaciones) ni la conservacion de cualquiera de las horquillas p presentes en el
dominio natural juegan un papel crucial para que se produzca el plegamiento, aunque
ambos factores podrian influir en las cinéticas de plegamiento y de desplegamiento
alterando su ruta. A partir de aqui, los estudios cinéticos de estos permutantes
variando la longitud de la nueva horquilla (formada por unién de los extremos N y C-
terminales de la proteina natural) mediante la insercion de restos de glicina,
demostraron que la difusion intramolecular también desempefa un papel importante
en el proceso de plegamiento (Viguera y Serrano, 1997), sugiriendo que la dificultad
para alcanzar el estado de transicion aumenta al aumentar la longitud de la nueva
horquilla. Posteriormente, se demostré mediante estudios cinéticos y termodinamicos
(Martinez y Serrano, 1999; Martinez et al., 1999) que la longitud de la horquilla
estudiada produce un efecto de caracter entropico en el proceso de plegamiento, y
que el estado de transicion es bastante compacto y ordenado. De estos estudios se
dedujo que puede lograrse un aumento en la velocidad de plegamiento de las
proteinas disminuyendo la barrera entrépica del proceso.

A pesar de la aparente simplicidad macroscopica de los procesos de
plegamiento-desplegamiento de estos pequefios dominios, los estudios recientes de
intercambio hidrégeno-deuterio (IHD) seguido por RMN con el dominio Spc-SH3,
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion (Sadqi et al., 1999; Sadqi et al.,
2002a; Sadqi et al., 2002b; Casares et al., 2007) indican que en condiciones nativas el
dominio se encuentra en un equilibrio conformacional de naturaleza estadistica que
implica conformaciones muy variadas, que comprenden desde el estado nativo,
totalmente plegado, hasta estados altamente desordenados, pasando por
conformaciones con desorden local o parcial. Los resultados mas recientes sugieren
que el dominio SH3 presenta una elevada, aunque no completa cooperatividad
estructural y, como consecuencia, las fluctuaciones conformacionales de los distintos
elementos estructurales estan parcialmente acopladas entre si. Esta cooperatividad
estructural implica que cualquier cambio energético o interaccion producidos a escala
local se transmita de forma eficiente al resto de la estructura (Casares et al., 2003;
Casares et al., 2007).

1.2.3. Unién de ligandos al dominio SH3

Los dominios SH3 reconocen secuencias polipeptidicas ricas en prolina, a las
que se unen por lo general con una afinidad moderada o baja (Kq entre 10°y 10 M™).
Los ligandos de estos dominios se unen a los mismos adoptando una conformacién en
hélice de tipo poliprolina Il (PPII) con dos posibles orientaciones sobre el sitio de union.
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Estos ligandos, con motivos caracteristicos del tipo PxxP, pueden interaccionar con
secuencias consenso del tipo RXLPP#P y Px#PxR para los ligandos de clase | y de
clase Il respectivamente, donde # es frecuentemente un residuo hidrofébico y x
representa a cualquier otro residuo (Alexandropoulos et al., 1995). Los ligandos de
clase | y clase Il se unen a los dominios SH3 con orientaciones opuestas, de modo
que los de clase / (+) lo hacen con su extremo N-terminal en el lazo RT y los de clase
Il (-) lo hacen con el extremo C-terminal en esa posicion, como podemos observar en
la h

A B

loop

n-Src :
loop

Ce= N

Class |

RT

Figura 1.2.2. Interaccién de los dominios SH3 con sus ligandos, tomada de la referencia (Mayer, 2001).
A. Representacién esquematica de la unién de ligandos de clase | (arriba) y clase Il (abajo) al dominio
SH3. B. Ejemplo de la union del dominio Src-SH3 a un ligando de clase | (arriba) y a un ligando de clase I
(abajo).
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Hélice PPII

Lazos RT Cavidades
Yy n-Src hidrofobicas

Figura 1.2.3. Representacion esquematica del sitio de union del domino SH3, en la que se observan las
dos cavidades hidrofébicas y el bolsillo de especificidad donde se alojan los ligandos ricos en prolina. Las
esferas y varillas corresponden a la estructura del ligando.

La regidn del dominio SH3 implicada en la interaccidon con secuencias ricas en
prolina consiste en una superficie hidrofébica formada por las cadenas laterales de
residuos que se encuentran muy conservados en estos dominios (Musacchio et al.,
1992b; Yu et al., 1992; Musacchio et al., 1994; Yu et al., 1994). Los residuos que
forman parte del sitio de unién son: los dos residuos aromaticos que se encuentran en
el motivo ALYDY, que esta muy conservado en todos los dominios SH3, el primer W
del motivo WW, también muy conservado, y residuos de la hélice 34, formada por el
motivo PXXY. El sitio de union presenta dos cavidades hidrofébicas poco profundas
revestidas por las cadenas laterales de los residuos citados. En estas cavidades se
insertan las cadenas laterales de las prolinas del ligando. Esta interaccion parece
conferir un marcado caracter hidrofébico a la unién de este tipo de ligandos ricos en
prolina. Para establecer esta interaccion, el péptido debe adoptar una conformacion en
hélice de poliprolina Il. Este tipo de interaccion esta altamente conservada en las
interacciones entre las diferentes variantes de dominios SH3 y sus ligandos peptidicos.
Existe una tercera cavidad en el sitio de unién, llamada bolsillo de especificidad
(bolsillo “compas”), que se encuentra flanqueada por los lazos RT y n-Src (Musacchio,
2002; Zarrinpar et al., 2003)}. En la Figura 1.2.3 hemos representado un esquema del
sitio de union del dominio SH3, en el que se observan las dos cavidades hidrofébicas y
el bolsillo de especificidad donde se alojan los ligandos ricos en prolina. En esta Figura
podemos observar que en la primera cavidad se alojan las posiciones P; y P,, y en la
segunda Py y P_4. La parte restante del sitio de unién es el bolsillo de especificidad, la
posicion P_;. Las posiciones P,y P_, se orientan hacia fuera de la proteina.

El cambio en la posicion de unién del ligando de (+) a (-) provoca que los
residuos de Pro ocupen sitios diferentes en la superficie de SH3. Aun cuando la hélice
de PPII es pseudo-simétrica, y presenta grupos aceptores de enlaces de H (C=0)
dirigidos hacia los mismos grupos donores en cualquiera de las dos orientaciones, hay
una preferencia en el tipo de unién de los residuos de Pro en sitios concretos de union.
Asi, para los ligandos de clase | (+), la Pro se prefiere en las posiciones Py y Ps,
mientras que en los ligandos de clase I (-) se prefiere en las posiciones P4 y P,. Esta
especificidad de los residuos Pro por sitios de union concretos es consecuencia de las
diferencias en el empaquetamiento de los ligandos de clase /'y Il con la superficie de la
proteina.
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Segun el modelo de Lim (Lim et al., 1994) los residuos de las hélices de PPII se
pueden empaquetar en el bolsillo de uniéon de dos formas diferentes: con el C,
apuntando hacia la superficie de la proteina (un sitio con “empaquetamiento interno”) o
con el mismo apuntando hacia fuera de la proteina (un sitio con “empaquetamiento
externo”). Los sitios con “empaquetamiento externo” favorecidos para los residuos Pro
en la unién clase | (+) son Py y P3, mientras que en la unién clase Il (-) estos sitios son
P_1 y P,. Por el contrario, los sitios con “empaquetamiento interno” favorecidos para los
residuos Pro en la unién clase | (+) son los sitios Py y P,, mientras que en la unién
clase Il (-) estos sitios son Py y Ps.

En los ultimos afios, la identificacion de ligandos con motivos diferentes a los
descritos anteriormente parece cuestionar la generalidad global del modelo y sugiere
un potencial de interaccién para la familia de dominios SH3 mas amplio de lo
inicialmente establecido (Lewitzky et al., 2001; Agrawal y Kishan, 2002; Kami et al.,
2002; Lewitzky et al., 2004). Asi, la identificacion de algunos ligandos naturales, ya
sean intra o intermoleculares, que carecen de prolinas en su secuencia pero que, sin
embargo, interaccionan de forma favorable con estos dominios, parece senalar que la
condicién realmente critica para la unién de estos ligandos es su capacidad para
adoptar una conformacién en hélice de poliprolina en el complejo, siempre que el coste
energético del proceso no sea demasiado elevado. Son varios los grupos que han
investigado los determinantes de la afinidad y la especificidad en la unién de ligandos
de poliprolina a este tipo de dominios. Por ejemplo, el grupo del Dr. Cesareni ha
desarrollado una clasificacion de los diferentes dominos SH3 de acuerdo con sus
preferencias por distintas secuencias en los ligandos y ademas han desarrollado
también un primer algoritmo computacional para la identificacion de posibles ligandos
de los dominios SH3 en las bases de datos de secuencias (Brannetti et al., 2000;
Cesareni et al., 2002).

1.2.4. El problema del diseiio de ligandos para dominios SH3

A pesar del interés que la inhibicién de las interacciones entre estos médulos
de reconocimiento molecular de secuencias ricas en prolina y sus dianas ha cobrado
en los ultimos afios, el disefio de ligandos de alta afinidad y especificidad se ha
revelado como un reto especialmente complejo debido, en parte, a la baja afinidad de
las interacciones naturales. Muchos han sido los esfuerzos dirigidos a la identificacion
y disefio de ligandos de alta afinidad para dominios SH3 (Dalgarno et al., 1997;
Garbay et al., 2000) que incluyen estrategias diversas como el uso de bibliotecas de
compuesto sintéticos, la sustitucién sistematica de las distintas posiciones del ligando
por alanina (Chen, J. K. et al., 1993; Ren et al., 1993; Feng et al., 1994), técnicas de
‘phage display” (Panni et al., 2002; Tong et al., 2002), la utilizaciéon de elementos no
peptidicos en los ligandos (Combs et al., 1996; Feng et al., 1996; Witter et al., 1998) o
incluso la incorporacion de D-aminoacidos (Schumacher et al., 1996). En todos los
casos los avances han sido muy limitados, aunque el uso de métodos combinatoriales
con bibliotecas de peptoides que incluyen sustitutos sintéticos de las prolinas clave en
el ligando ha proporcionado algunos ligandos de muy alta afinidad (Nguyen, Jack T. et
al., 1998; Aghazadeh y Rosen, 1999; Nguyen, J. T. et al., 2000).

La aplicacion de tecnicas de disefio racional ha proporcionado algunos
resultados satisfactorios, como los obtenidos por el grupo del Dr. Serrano (EMBL,
Heidelberg) que ha conseguido secuencias peptidicas ricas en prolina altamente
afines y especificas para el dominio SH3 de Abl (Pisabarro et al., 1994; Pisabarro y
Serrano, 1996). Sin embargo, el éxito de estas metodologias de disefo racional
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seguird estando muy limitado mientras no se posea una comprension profunda y
detallada de los determinantes de la afinidad y especificidad de union para el
reconocimiento de ligandos ricos en prolina por los dominios SH3. Tradicionalmente,
los procesos de identificacion y optimizacién de ligandos se han dirigido Unicamente a
incrementar la afinidad de union, bien mediante el cribado de extensas bibliotecas de
compuestos, o bien mediante el uso de algoritmos computacionales sustentados
exclusivamente en informacion estructural. Sin embargo, considerar la afinidad de
union, determinada por la energia de Gibbs, como unico criterio constituye una vision
muy limitada del proceso de unidn, ya que no proporciona informacioén alguna sobre la
naturaleza y magnitud de las fuerzas que lo dirigen (es decir, de las contribuciones
entalpicas y entrdpicas) y, en muchos casos, impide un avance significativo en el
desarrollo de nuevos ligandos o en la comprensidn de la especificidad de unién. En
este sentido, durante los ultimos afios nuestro grupo de investigacion, en colaboracion
con el grupo del Dr. Freire (Johns Hopkins University, Baltimore, USA) han trabajado
en la incorporacion de estas consideraciones termodinamicas al proceso de disefio, lo
que ha permitido abordar el analisis molecular no sélo de los origenes de la afinidad y
especificidad de los ligandos, sino del desarrollo de resistencia a farmacos y de las
redes de transmision de informacion y cooperatividad (Luque y Freire, 1998; Luque et
al., 1998; Velazquez-Campoy y Freire, 2001; Velazquez-Campoy et al., 2001; Luque y
Freire, 2002; Luque et al., 2002; Velazquez Campoy y Freire, 2005).

1.2.5. Proteinas quiméricas como herramientas para el disefio de ligandos

Posiblemente la técnica que se considera mas idonea para investigar la unién
de ligandos a las proteinas es la calorimetria isotérmica de titulacién (CIT), ya que
permite la caracterizacion termodinamica completa de la interaccion, proporcionando
no solo informacion sobre la afinidad de unidn, sino también sobre las contribuciones
entalpicas y entropicas al proceso. Una adecuada interpretacion de estos parametros
termodinamicos en combinacién con datos de tipo estructural y dinamico seria la clave
para entender en profundidad los determinantes moleculares responsables del
proceso de union.

Asi, por ejemplo, la interacciéon del dominio SH3 con secuencias ricas en prolina
ha sido considerada hasta la fecha como de naturaleza principalmente hidrofébica
debida al empaquetamiento de restos hidrofobicos del dominio con los del péptido,
fundamentalmente Pro. De hecho, en los bolsillos conservados del sitio de union para
la interaccidn con secuencias consenso sélo nos encontramos una interaccion de tipo
polar, que consiste en un puente de hidrégeno formado por una tirosina muy
conservada, localizada en la hélice 315 del dominio SH3 y el oxigeno del carbonilo en
los ligandos (Zarrinpar et al., 2003; Ball et al., 2005). No obstante, se han observado
otras interacciones polares o electrostaticas que generalmente se establecen con el
bolsillo de especificidad o con restos de los lazos RT o n-Src.

El patron termodinamico esperado para una interaccion mayoritariamente
hidrofobica deberia estar gobernado por una contribucidon entrépica favorable
(positiva), debida principalmente a la liberacion de las moléculas de agua que solvatan
las superficies hidrofébicas del ligando y proteina que pasan a interaccionar entre si en
el complejo (Velazquez-Campoy et al., 2000). La contribucion entalpica deberia ser
desfavorable (también positiva) o, en el mejor de los casos, ligeramente favorable
debido a que los contactos de van der Waals formados en una interaccién entre
superficies de tipo hidrofébico en el complejo y las interacciones de solvatacion de
estas mismas superficies en las especies libres se compensan practicamente entre si.
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Los analisis calorimétricos llevados a cabo sobre los complejos SH3-péptido
revelan un patron termodinamico caracteristico gobernado por una entalpia de union
muy favorable (fuertemente exotérmica), a la que se opone la contribucién entrépica
(Feng et al., 1996; Palencia et al., 2004; Casares et al., 2007). Esto es justo lo
contrario a lo que cabria esperarse para una interaccion de tipo hidrofébico, tal y como
hemos descrito anteriormente. Este hecho es dificil de explicar teniendo en cuenta la
naturaleza hidrofdbica de las superficies interaccionantes, y pone de manifiesto la
complejidad asociada a las interacciones establecidas por dominios SH3. El analisis
termodinamico llevado a cabo en nuestro laboratorio para la interaccion del péptido
p41 con el dominio Abl-SH3 ha proporcionado también resultados sorprendentes, tales
como el origen entalpico del incremento de afinidad asociado a las sustituciones de
Leu a Pro en ligandos peptidicos o los efectos cooperativos de caracter entalpico
originados por sustituciones en posiciones expuestas al disolvente del ligando
(Palencia et al., 2004).

Por tanto, ademas de las interacciones de tipo hidrofébico establecidas en el
sitio de unién, deberiamos considerar la posibilidad de factores adicionales que
contribuyen en la interaccion, tales como la presencia de moléculas de agua ocluidas
en la interfase de unién (Palencia et al., 2004) y la modulacion de las propiedades
dinamicas y conformacionales de la proteina como consecuencia de la formacion del
complejo (Ferreon y Hilser, 2004; Casares et al., 2007). Estos factores podrian ser
importantes para la interaccion, tal y como reflejan los parametros termodinamicos
obtenidos en diferentes trabajos, los cuales no somos capaces de explicar para una
interaccion de tipo hidrofébico.

Uno de los grandes problemas en el analisis termodinamico de las
interacciones SH3-ligando es que sus afinidades normalmente estan por debajo del
intervalo accesible para su estudio por CIT (Wiseman et al., 1989). Para realizar estos
experimentos de CIT se necesitan decenas de miligramos de ligando peptidico y de la
proteina, lo que hace inviable el uso de la CIT para un estudio en profundidad de la
energética de union, debido al elevado coste de los péptidos de sintesis y a problemas
colaterales como la limitada solubilidad y/o agregacion de las muestras. Por otra parte,
el analisis de la termodinamica de la interaccion proteina-ligando mediante CDB se ha
utilizado con anterioridad, tanto en nuestro grupo de investigacion como en otros,
presentando ciertas ventajas con respecto a la CIT en muchos casos (Robert et al.,
1988; Brandts y Lin, 1990; Shrake y Ross, 1990; Straume y Freire, 1992; Martinez et
al., 1994; Martinez et al., 1995; Casares et al., 2007).

En la bibliografia existen algunos ejemplos de proteinas quiméricas artificiales
que han sido utilizadas para analizar estructuralmente las interacciones entre dominios
SH3 y péptidos ricos en prolina (Gmeiner et al., 2001; Freund et al., 2003). Gmeiner et
al. han fusionado la region de la hélice de poliprolina Il (PPIl) de la proteina GAP
humana al extremo C-terminal de dominio SH3 de Hck. Esta proteina de fusion,
SH3u«:PPllhcap, S€ organiza espontaneamente adoptando una estructura en la que la
hélice de poliprolina Il estd unida intramolecularmente a la cavidad hidrofébica del
dominio SH3 (Gmeiner et al., 2001). Por otro lado, Freund et al. han unido
covalentemente la secuencia del péptido SHRPPPPGHRV de la proteina CD2 al
extremo N-terminal del dominio GYF de CD2BP2 a través de una secuencia de
conexion, y han demostrado por RMN que ésta permite la unién intramolecular del
péptido al dominio (Freund et al., 2003). La estructura es similar a la obtenida para el
complejo formado por el dominio GYF y el péptido SHRPPPPGHRV (Freund et al.,
2002). Una de las ventajas de la union covalente entre péptidos ricos en prolina y
estos dominios es que no es necesario utilizar altas concentraciones de ligandos para
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estudiar la interaccién y permite obtener NOEs para el calculo estructural entre
proteinas y péptidos que presentan baja afinidad y/o solubilidad limitada.

Por otro lado, la unién intramolecular entre dominios SH3 y secuencias ricas en
prolina posee gran importancia biolégica, ya que juega un papel esencial en la
regulacion de muchos procesos de proteinas como, por ejemplo, en varias familias de
tirosina quinasas. Estas interacciones intramoleculares son relativamente débiles y se
sabe que los ligandos intramoleculares de los dominios SH3 de estas proteinas son
habitualmente distintos de las secuencias de elevada afinidad para los dominios SH3
(Andreotti et al., 1997; Nguyen, J. T. y Lim, 1997; Boggon y Eck, 2004). Ademas, se ha
demostrado que la longitud de las secuencias de conexién entre los dominios SH3 y
los péptidos ricos en prolina es esencial para deteminar la competicion entre la union
intra e intermolecular, como ocurre por ejemplo en las quinasas Rlk e Itk de familia de
las Tec-quinasas (Laederach et al., 2003). Asi, la comprensién a nivel cuantitativo de
los efectos termodinamicos de la ligadura covalente entre dominios SH3 y sus ligandos
peptidicos posee una importancia fundamental para entender en profundidad los
factores que intervienen en la regulacion de estos procesos bioldgicos.

1.3. Objetivos de la Tesis

En esta Tesis Doctoral se propone un abordaje original para un estudio de las
interacciones SH3-péptido que consiste en la obtencién, mediante ingenieria genética,
de un conjunto de proteinas quiméricas de disefo que integraran el dominio SH3 y la
secuencia del ligando peptidico en una unica cadena polipeptidica. El objetivo general
de este trabajo es disponer de una herramienta para optimizar las interacciones en el
sitio de union de forma simple y eficiente mediante el estudio de la termodinamica de
su desplegamiento combinado con técnicas de mutagénesis dirigida. La ventaja
principal que presentan estas quimeras consiste en la posibilidad de evaluar los
cambios en la termodinamica de las interacciones SH3-ligando mediante el estudio de
su desplegamiento térmico por calorimetria diferencial de barrido (CDB). Esta técnica
seria mas rapida, directa, y a la vez menos costosa, que los experimentos de union
entre dominios SH3 y los ligandos peptidicos aislados mediante calorimetria isotérmica
de titulacion.

Este trabajo se ha enmarcado principalmente en el seno del proyecto de
investigacion BI003-04274 del Ministerio de Educacion y Ciencia, que ha perseguido
profundizar en la comprension de los determinantes termodinamicos, dinamicos y
estructurales de las interacciones proteina-ligando con el fin de incorporar este
conocimiento en las metodologias actuales de disefio de ligandos.

Como objetivos especificos perseguidos en este trabajo se enumeran los
siguientes:

1. Obtener mediante técnicas de ingenieria genética una serie de proteinas
quiméricas recombinantes que incluyan en una uUnica polipeptidica un dominio
SH3 y su ligando peptidico rico en prolina.

2. Seleccionar el mejor disefio mediante la caracterizacion del desplegamiento de
las proteinas quiméricas y de su conformacion mediante calorimetria diferencial
de barrido, espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular.

3. Determinar la estructura tridimensional a alta resolucién de la quimera
seleccionada mediante RMN y analizar su dinamica conformacional.
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4. Obtener una serie de mutantes Pro-Ala en la secuencia del ligando rico en
prolina para analizar la importancia relativa de las diferentes Pro sobre la
termodinamica de la unidon mediante calorimetria diferencial de barrido, lo que
nos permitira evaluar la validez de nuestra metodologia para el andlisis
termodinamico de las interacciones SH3-ligando.

5. Analizar en profundidad el mecanismo de plegamiento de la quimera mediante
el estudio de la cinética del plegamiento utilizando la técnica de flujo detenido.
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2.1. Diseno de quimeras basadas en la topologia del permutante circular
S19P20s

El disefio se realizé a partir de la distribucion topolégica de un permutante
circular del dominio SH3 de la proteina a-espectrina (Spc-SH3), que fue disefiado y
estudiado previamente en nuestro grupo de investigacion (Martinez et al., 1999). En
este permutante circular, conocido como S19P20s, la cadena polipeptidica se ha
abierto entre los residuos 19 y 20 ubicados en el lazo RT y los extremos N- y C-
terminales se han conectado con una secuencia peptidica corta. Como se puede
observar en la Figura 2.1.1 el dominio permutante S19P20s mantiene practicamente la
misma estructura tridimensional que el dominio natural, aunque presenta algunas
diferencias en su estabilidad y en su velocidad de plegamiento (Viguera et al., 1996;
Martinez et al., 1999).

La ventaja de utilizar el permutante circular S19P20s como base del disefio en
lugar del dominio SH3 natural se puede deducir facilmente a partir del analisis de la
estructura tridimensional de S19P20s y de los complejos SH3- péptido existentes en el
PDB. Asi, en la Figura 2.1.1 se observa que la localizacion espacial del nuevo extremo
C-terminal de S19P20s es relativamente cercana al sitio de unién y, asi, se podria
elongar la cadena con una secuencia corta de conexion de dos o tres aminoacidos,
que seria suficiente para enlazar con el ligando peptidico.

Para el disefio de esta construccién quimérica se utilizdé como modelo de
partida la estructura resuelta por cristalografia de rayos X del complejo formado entre
el dominio SH3 de Abl y el decapéptido p41 (PDB:1BBZ) (Pisabarro et al., 1998).
Sobre la estructura de éste complejo se hizo una superposicién de la estructura del
permutante circular S19P20s (PDB:1TUC) (Viguera et al., 1996), utilizando el
programa Swiss PDB Viewer v3.7 (en su version para PC, hitp://expasy.org/spdbv/).
En la Figura 2.1.1 observamos que las estructuras son muy similares, siendo la
desviacion cuadratica media (RMSD) entre las coordenadas de la cadena principal de
1.37 A. Al hacer la superposicién se observa que el sitio de union de ambos dominios
SH3 esta bastante bien conservado, concretamente, los restos Tyr7, Phe9, Trp36,
Trp47, Pro49 y Tyr52 en Abl-SH3 (representados en rojo en la Figura 2.1.1.A) son
equivalentes a Tyr57, Tyr59, Trp24, Phe35, Pro37 y Tyr40 en S19P20s (representados
en azul en la Figura 2.1.1.A), siendo también su disposicién espacial relativa muy
similar. Por tanto, creamos un modelo del complejo entre el péptido p41 y el
permutante circular S19P20s reemplazando el dominio de AbI-SH3, y probamos
secuencias cortas de conexidén entre ambos, de diferentes longitudes (de 2 o 3 restos)
y composicion (Figura 2.1.1.B). En la secuencias de conexién se emplearon
aminoacidos polares o glicina, que se encuentran habitualmente en los lazos de las
proteinas. Las distintas variantes se clonaron y expresaron en E. Coli. y se purificaron
como se indica en las Secciones 6.1. y 6.4.1 de Materiales y Métodos.
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MGPREVTMKK GDILTLLNST NKDWWKVEVN DRQGFVPAAY VKKLDSGTGK
ELVLALYDYQ EKS X APSYSPPPPP
X: DNG, GGG, GDNy DN

Figura 2.1.1. A. Superposicién de las estructuras tridimensionales del dominio Abl-SH3 (azul) (PDB:1BBZ)
(Pisabarro et al., 1998) y el permutante circular S19P20s (verde) (PDB:1TUC) (Viguera et al., 1996). Las
cadenas laterales de los restos correspondientes al sitio de uniébn en ambas estructuras se han
representado en color rojo (Abl-SH3) y en color azul (S19P20s). La flecha indica la localizacion del
extremo C-terminal de S19P20s. B. Modelo de la estructura de la quimera SPCp41. La cadena
representada en color gris corresponde al permutante circular. El péptido p41 esta representado en color
rojo y la secuencia de union entre el péptido y el permutante esta en color verde. En azul se muestran las
cadenas laterales de los restos del permutante que interaccionan con el péptido. Debajo de modelo de la
estructura se muestra la secuencia de la quimera que se deseaba obtener, siendo X la secuencia de
conexion entre el permutante y el péptido.
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2.2. Caracterizacién preliminar de la estabilidad de las quimeras basadas
en S19P20s

Una vez purificadas las cuatro variantes, se analizd su estabilidad térmica
mediante calorimetria diferencial de barrido (CDB) en tampdn glicina 20 mM a pH 3.5,
comparandolas a su vez con la del permutante circular S19P20s bajo las mismas
condiciones experimentales. Los termogramas de CDB se han representado en la
(Figura 2.21) y la Tabla 2.2.1 recoge los parametros de la transicion de
desplegamiento obtenidos directamente de las curvas, que son la temperatura de
transicion, T, y la entalpia de desnaturalizacion, AH,,. Todas las variantes son mas
termoestables que el permutante S19P20s en unos 5-8 °C, lo que indica la presencia
de interacciones estabilizantes debidas a la extension de la cadena.
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Figura 2.2.1. Capacidad calorifica molar parcial, Cp, en funcién de la temperatura para las distintas
construcciones de las quimeras basadas en la topologia del permutante circular S19P20s. En colores se
muestran los termogramas obtenidos para las quimeras con distintas secuencias de conexién entre el
permutante circular S19P20s y el péptido p41, y en turquesa aparece representado el termograma del
permutante S19P20s.

Puesto que una de las principales finalidades de la construccion de estas
quimeras es el uso de la CDB para evaluar la termodinamica de la interaccion del
dominio SH3 con el péptido p41 y, segun estudios previos sobre la aplicabilidad de la
CDB al analisis de interacciones proteina-ligando (Brandts y Lin, 1990; Martinez et al.,
1994; Martinez et al., 1995), el valor de la T,, aumenta conforme la afinidad se hace
mayor. De las cuatro variantes, la que resultd ser mas estable térmicamente fue
aquella cuya secuencia de unién estaba formada por los residuos GDN, y que
presentaba ademas una delecidén de una lisina (K) en la posicion 62, cerca del extremo
C-terminal, realizada para aliviar posibles tensiones producidas por interacciones
carga-carga en esta zona. Asi, hemos seleccionado la quimera con la conexién GDN
como objeto central de los estudios realizados en esta Memoria y en los siguientes
Capitulos nos referiremos a ella, de manera genérica, como SPCp41.
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Tabla 2.2.1. Parametros termodinamicos obtenidos directamente de los termogramas de las distintas
quimeras segun la secuencia de conexion y del permutante circular S19P20s.

Proteina Tm AH,,
DNG 62.4 207.1
GDN 62.8 198.1

DN 59.6 195.8
GGG 60.5 204.6
S19P20s 54.8 153.8

2.3. Caracterizacion preliminar de la conformacién de la quimera SPCp41
mediante técnicas espectroscopicas

2.3.1. Espectroscopia de fluorescencia

Con el fin de observar los cambios en el espectro de fluorescencia intrinseca
de triptéfano que produce la interaccion entre el péptido p41 y el dominio permutante
circular S19P20s, se realizé la titulacion de S19P20s con p41 en tampodn glicina 20
mM pH 3.0 y a 25°C, mediante espectroscopia de fluorescencia como se explica en la
Seccién 6.8.1 de Materiales y Métodos. Este experimento nos permiti6 ademas
estimar la constante de disociacion del complejo entre ambas moléculas.

[L1/IM],
0
—0.64
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—3.86
6.43
—11.60
19.31
—32.10
—64.31
—102.90
—141.91

Intensidad de Fluorescencia

1 1 1 1 1 1 1 1
320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm)

Figura 2.3.1. Espectros de emisién de fluorescencia del permutante circular S19P20s normalizados por la
concentraciéon de proteina, libre (en negro) y en presencia de diferentes concentraciones (en colores) del
decapéptido de disefio p41 (APSYSPPPPP). El experimento de titulacion se realiz6 por adicién de
volimenes crecientes de disolucién stock de p41 sobre una disolucién madre de proteina, a pH 3.0 y 25°C
de temperatura.

En la Figura 2.3.1 se aprecia como, a medida que se afade ligando p41 a la
muestra de proteina, la sefial de fluorescencia se hace cada vez mas intensa y al
mismo tiempo se produce un desplazamiento del maximo de los espectros hacia
menores longitudes de onda, lo que indica un enterramiento del triptéfano desde un
medio mas polar (disolvente) hasta un medio mas apolar (interfase de contacto
péptido-proteina), que es justo lo que parece estar pasando con el triptéfano en la
posicion 24 del permutante, el cual esta situado en la superficie de unién. Este
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fendmeno también se observa al unirse el péptido p41 al dominio Abl-SH3 (Pisabarro
et al., 1998) o al dominio Spc-SH3 (Casares et al., 2007). Para obtener la curva de
titulacion, debido al desplazamiento del maximo de los espectros hacia el azul, en
lugar de considerar intensidades de fluorescencia a una determinada longitud de onda,
se consideraron las “areas totales de fluorescencia”, obtenidas mediante integracion
entre 305 y 400 nm de cada uno de los espectros obtenidos en cada punto de la
titulacion, obteniéndose la curva de titulacion tipica que esta representada en la Figura
2.3.2.
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Figura 2.3.2. Curva de titulaciéon del permutante circular S19P20s con p41. Experimento realizado por
adicién de volumenes crecientes de disolucion stock de p41 sobre una disolucién madre de proteina. Los
puntos representan datos de “area total de fluorescencia” normalizada por la concentracién de proteina en
cada punto y la linea continua representa el ajuste por minimos cuadrados de dichos datos a la ecuacion
6.8.4.

La constante de disociacion del complejo S19P20s:p41 a pH 3.0, obtenida del
experimento de titulacion, resultd ser Ky = 160 + 40 uM, que es bastante mayor que la
encontrada para el complejo entre Abl-SH3 y p41 (Palencia et al., 2004), cuyo valor es
K¢ = 5 uM y que la del complejo entre el mutante R21A de Spc-SH3 y p41 (Casares et
al., 2007), cuyo valor es K4 = 55 uM. Este resultado es légico ya que en S19P20s
parte del sitio de unidn se ha alterado por el corte de la cadena en la zona del lazo RT,
que juega un papel importante en la afinidad y especificidad de las interacciones
(Roberts, 1999; Mayer, 2001; Wang, C. Y. et al.,, 2001a; Wang, W. et al., 2001b;
Yuzawa et al., 2001).

También se registraron los espectros de fluorescencia de la quimera SPCp41 y
el permutante S19P20s aislado (Figura 2.3.3), en las mismas condiciones de los
experimentos de titulacion. La quimera SPCp41 se titul6 también con volumenes
crecientes de péptido p41, observandose que los espectros de fluorescencia no se
afectaban, lo que apoya nuestra hipétesis de que el segmento de cadena anadido a la
quimera se encuentra ocupando de forma intramolecular el sitio de unién del dominio
SH3 e impide la unién intermolecular del péptido p41 afadido. Este hecho también se
aprecia si comparamos el espectro de SPCp41 con el de S19P20s saturado con
péptido representado en la Figura 2.3.3. Ambos espectros son muy similares, lo que
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indica que el entorno del triptéfano 24, que se encuentra en la superficie del sitio de
union, es similar en ambos casos.

Intensidad de Fluorescencia

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Longitud de onda (nm)

Figura 2.3.3. Espectros de fluorescencia de la quimera SPCp41 (linea continua), del permutante circular
S19P20s (linea discontinua) y del permutante en presencia de 1.5 mM de p41 (linea punteada), todos
ellos en las mismas condiciones (pH 3.0 y 25 °C).

2.3.2. Dicroismo circular

Los experimentos de dicroismo circular (DC) nos permitieron caracterizar la
conformacion de la quimera SPCp41, comparandola con las conformaciones que
presentan S19P20s y el péptido libre p41. Se realizaron para ello los experimentos en
condiciones nativas, es decir, en tampdn glicina 20 mM pH 3.0, a 25°C, tanto en la
region del ultravioleta lejano como en la del cercano, a las concentraciones adecuadas
de proteina segun la zona del ultravioleta en que se registraron los espectros.

En el ultravioleta lejano, como se aprecia en la Figura 2.3.4, el espectro de DC
de S19P20s es muy similar al del dominio natural Spc-SH3, lo cual es légico
atendiendo a la similitud de sus estructuras (Musacchio et al., 1992b; Viguera et al.,
1996), mientras que el espectro de SPCp41 presenta una sefal de DC negativa
mayor, como consecuencia de la presencia del péptido p41 en su secuencia. La
diferencia entre los espectros de DC de SPCp41 y S19P20s, una vez normalizados
por mol de proteina, es representativa del espectro de DC del segmento de cadena
adicional en SPCp41. Este espectro posee las caracteristicas tipicas de los espectros
de los péptidos ricos en prolina que adoptan una conformacion en hélice de poliprolina
Il (una banda positiva a 228 nm y una banda negativa a 204 nm) (Manning y Woody,
1991; Rabanal et al., 1993; Viguera et al., 1994a). Esto indica, por tanto, que el
segmento p41 en SPCp41 posee un alto grado de hélice de poliprolina Il, lo que
coincide con la conformacién que adopta dicho péptido en el complejo con Abl-SH3
(Pisabarro et al., 1998) y con Spc-SH3 (Casares et al., 2007). Estas caracteristicas no
se aprecian en el espectro de DC del péptido p41 aislado, que muestra un espectro
tipico de cadena polipeptidica desordenada.
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Figura 2.3.4. Espectros de DC de la region del ultravioleta lejano de la quimera SPCp41 (cuadrados), del
permutante S19P20s (circulos) y del péptido p41 aislado (triangulos), en glicina 20 mM a pH 3.0 a 25°C.
La linea discontinua representa la diferencia entre el espectro de SPCp41 y el de S19P20s.
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Figura 2.3.5. Espectros de DC en la regién de ultravioleta cercano de SPCp41 (cuadrados), de S19P20s
(circulos) y del péptido p41 aislado (triangulos), en glicina 20 mM pH 3.0 a 25°C. La linea discontinua
representa la diferencia entre los espectros de la SPCp41 y el S19P20s.

Por otro lado, en el espectro de DC en el ultravioleta cercano (Figura 2.3.5),
SPCp41 presenta una sefial claramente mayor que S19P20s, siendo la diferencia mas
acusada alrededor de 278 nm, lo cual indica la inmovilizacidon de cadenas laterales de
alguna(s) tirosina(s) (ya que aproximadamente esa es la longitud de onda a la que
absorben radiacion ultravioleta) debida a la interacciéon con la secuencia de p41. A 294
nm también se observa una diferencia de sefial, aunque mas pequefa, entre el
espectro de SPCp41 y el de S19P20s. Esta diferencia, por la zona del espectro en la
que aparece, nos sugiere cambios en el entorno de la cadena lateral de Trp26, que se
encuentra en la superficie del sitio de union. Estas observaciones estan de acuerdo
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con las estructuras de los complejos entre el mismo péptido y cada uno de los
dominios Abl-SH3 (Pisabarro et al., 1998) y Spc-SH3 (Casares et al., 2007).

Por tanto, los resultados obtenidos indican que la proteina quimérica SPCp41
parece imitar las caracteristicas estructurales de los procesos de unién entre el los
dominios SH3 vy el ligando p41, con una conformacion de hélice de poliprolina Il para
p41 y un enterramiento e inmovilizacién de los restos aromaticos en la interfase de
unién similar a la que se observa tipicamente en la unién de ligandos ricos en prolina
con otros dominios SH3.

2.4. Diseino de proteinas quiméricas con otras topologias

Se disefiaron otras proteinas quiméricas a partir de la topologia original del
dominio SH3 de la proteina [l-espectrina (Spc-SH3), con el propdsito de unir este
dominio, a través de una secuencia de conexién al péptido p41. Esta nueva topologia
presenta la ventaja de que mantiene el lazo RT intacto, lo que es importante para
imitar las interacciones con el ligando de forma mas completa, aunque presenta la
dificultad adicional de necesitar una mayor longitud en la secuencia de unién, lo que
dificulta su disefo.

Para el disefio de esta construccion quimérica, se utilizé como modelo de
partida la estructura determinada por RMN del complejo intramolecular que forma el
dominio SH3 natural de la proteina Itk con el péptido rico en prolina KPL, de secuencia
KKPLPPTP (Andreotti et al., 1997). Inicialmente se llevé a cabo la superposicion de las
estructuras del complejo Itk-SH3 (PDB:1AWJ), la del dominio Spc-SH3 (PDB:1SHG) y
la del péptido p41 en su conformacion en el complejo con Abl-SH3 (PDB:1BBZ),
utilizando el programa Swiss PDB Viewer v3.7. En la Figura 2.4.1 hemos representado
Itk-SH3 en color azul con las cadenas laterales de los residuos que presentan
contactos con la secuencia de conexién entre el dominio SH3 y el péptido natural en
color turquesa. Spc-SH3 se ha representado en color verde y con las cadenas
laterales equivalentes en color amarillo y, por ultimo, el péptido p41 se ha
representado en color rojo, con las prolinas que se conservan en el péptido natural de
Itk-SH3 en color magenta. Como se observa en dicha figura las estructuras son
similares, siendo la desviacion cuadratica media (RMSD) entre las coordenadas de las
cadenas principales de 1.63 A. En la superposicidon se observa que el sitio de unién
para la secuencia rica en prolinas esta bastante conservado. Del analisis de la
estructura de Itk-SH3 se deduce que los contactos mas claros con la secuencia de
conexién aparecen entre las cadenas laterales de Phe17, lle26 y Leu28, y las cadenas
laterales de Glu77, Lys 78 y Ser79 del extremo C-terminal.

Decidimos clonar y expresar dos proteinas quiméricas entre Spc-SH3 y p41
con este tipo de topologia; la primera usando la misma secuencia de conexion
(EDNRRSFQEPEETLVI) que aparece en la union intramolecular del péptido KPL al
dominio SH3 de Itk. En lugar de la forma natural de Spc-SH3 se utilizé el mutante
R21A, puesto que este mutante posee una mayor afinidad por el péptido p41 que el
dominio natural (Casares et al., 2007). A partir de ésta primera construccion se realiz6
un segundo disefo en el que se sustituyé el extremo C-terminal de Spc-SH3 (VKKLD)
por el de Itk-SH3 (LVEKS), ya que en el analisis de la estructura se aprecian muchos
contactos que se encuentran presentes entre la secuencia de conexién y este extremo

Una vez clonadas, expresadas y purificadas estas dos variantes quiméricas del
dominio Spc-SH3, se analizé su desplegamiento térmico por CDB. Ambas quimeras
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presentan una transicion de desplegamiento casi idéntica a la del mutante R21A de
Spc-SH3, tal y como podemos observar en la Figura 2.4.2 para una de ellas, lo que
indica que ninguna de las dos proteinas quiméricas muestra una estabilizacion
adicional con respecto al dominio independiente debido a la ausencia de interaccion
péptido-dominio en dichas quimeras. Estos resultados sugieren que en estas quimeras
el segmento p41 y la secuencia de conexién se encuentran desordenados y no
influyen en la estabilidad térmica del dominio SH3.

1AWJ 3 KKPLPPTPED NRRSFQEPEE TLVIALYDYQ TNDPQELALR CDEEYYLLDS
1SHG 6 K ELVLALYDYQ EKSPREVTMK KGDILTLLNS
1BBZ 1 APSYSPERPR

1AWJ 53 SEIHWWRVQD KNGHEGYAPS SYLVEKS
1SHG 37 TNKDWWKVEV NDR-QGFVPA AYVKKLD

Figura 2.4.1. Superposicién de las estructuras tridimensionales de ItkSH3-KPL (azul) (PDB:1AWJ) con los
residuos que presentan contactos con la secuencia de conexion entre el péptido y el dominio SH3 en
turquesa, de Spc-SH3 (verde) (PDB:1SHG), con los residuos equivalentes a los representados en color
turquesa en color amarillo y del péptido p41 (rojo) con las Pro que se conservan en ambos péptidos en
magenta. También se muestra el alineamiento de las secuencias en el mismo cédigo de colores que
aparece en la estructura.
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Figura 2.4.2. Capacidad calorifica molar parcial, Cp, en funcién de la temperatura para la quimera Spc-
SH3 basada en Itk-SH3. En color negro se muestra el termograma obtenido para la quimera, y en rojo
aparece representado el termograma del mutante R21A Spc-SH3.

1AWJ 3 KKPLPPTPED NRRSFQEPEE TLVIALYDYQ TNDPQELALR CDEEYYLLDS
1BBZ 1 NEFEABMDFV ASGDNJILSIT KGEKLRVLGY

1BBZ 1 APSYSPHERPR

1AWJ 53 SEIHWWRVQ DKNGHEGYAP SSYLVEKS
1BBZ 31 NHNGEMICEAQ TKNG-QGWVE sENITPEES

Figura 2.4.3. Superposicion de las estructuras tridimensionales de ItkSH3-KPL (azul) (PDB:1AWJ), del
complejo formado por Abl-SH3:p41 (rojo) (PDB:1BBZ). En turquesa se muestran los residuos que
presentan contactos con la secuencia de conexién entre el péptido KPL y el dominio Itk-SH3, y en
magenta se muestran los residuos de Abl-SH3:p41 equivalentes a los representados en turquesa.
También se muestra el alineamiento de las secuencias en el mismo codigo de colores que aparece en la

estructura.
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A la vista de los resultados obtenidos, se disefid la misma construccion
utilizando el dominio Abl-SH3, ya que este dominio presenta una afinidad por p41
mucho mayor (Kq=5 uM) (Palencia et al., 2004) que la observada para el mutante
R21A de Spc-SH3 (K4=55 uM) (Casares et al., 2007). Se siguié la misma estrategia
que para el disefio de las anteriores quimeras, usando como modelos la estructura del
complejo entre Abl-SH3 y p41 (PDB:1BBZ) (Pisabarro et al., 1998) y la del dominio Itk-
SH3 (PDB:1AWJ) (Andreotti et al., 1997). En la Figura 2.4.3 se representa la
superposicion de ambas estructuras donde hemos representado Itk-SH3 en color azul
y los residuos que presentan contactos con la secuencia de conexién en turquesa, Abl-
SH3:p41 (PDB:1BBZ) en color rojo con los residuos equivalentes a los que presentan
contactos con la secuencia de conexion en Itk-SH3 en color magenta. Al igual que en
el caso anterior, las estructuras son muy parecidas, siendo el RMSD entre ambas de
1.77 A. De nuevo se eligi6 mantener la misma secuencia de conexién que aparece en
el complejo intramolecular Itk-SH3:KPL.

Una vez clonadas, expresadas y purificadas estas dos nuevas construcciones,
los experimentos de desplegamiento térmico realizados por CDB no muestran
transiciéon alguna, lo que sugiere que las proteinas quimeéricas se encuentran
desplegadas en condiciones nativas. Por tanto, hasta la fecha no hemos conseguido
disefar una proteina quimérica con la topologia de Itk-SH3:KPL que presente en su
estructura la interaccion intramolecular entre el dominio SH3 y el péptido p41. Es
posible que la secuencia de conexién utilizada sea demasiado corta 0 no se adapte
correctamente a los dominios Spc-SH3 y AbI-SH3, estableciendo interacciones
desfavorables con estos que impidan la interacciéon intramolecular o, incluso, el
correcto plegamiento del dominio SH3. También existe la posibilidad de que el coste
entropico del ordenamiento intramolecular del ligando y la secuencia de conexion sea
demasiado alto, dada su gran longitud, no encontrandose compensado por
interacciones favorables con los dominios SH3, que si pudieran encontrarse
optimizadas en Itk-SH3. En cualquier caso, responder a estas preguntas requeriria
realizar nuevas construcciones con secuencias de conexion de longitud y composicion
diferentes. En este punto decidimos concentrar nuestros esfuerzos en el estudio de la
quimera SPCp41 para profundizar en su estructura, sus propiedades termodinamicas y
su utilizad como herramienta para el analisis de las interacciones SH3-ligando, como
se describe en adelante.
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Capitulo 3

CAPITULO 3: DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE LA QUIMERA SPCp41

Para continuar nuestra investigacion era esencial resolver la estructura
tridimensional a alta resolucién de la quimera SPCp41 ya que ésta nos permitiria una
interpretacién adecuada de las magnitudes termodinamicas observadas y ayudaria en
el disefio futuro de mejores interacciones en el sitio de unién. Ademas, la estructura
nos servira para comprobar en qué grado el plegamiento de la quimera imita las
caracteristicas estructurales de los complejos formados por dominios SH3 y péptidos
ricos en prolina. En este Capitulo se describe la determinacion de la estructura de
SPCp41 mediante RMN heteronuclear multidimensional utilizando muestras de
SPCp41 enriquecidas isotépicamente con *C y "°N. Este trabajo se realizé en gran
parte durante dos estancias de tres meses en el Instituto de Quimica Fisica
“Rocasolano” del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (C.S.l.C.) de Madrid,
bajo la supervisién de la Dra. Marta Bruix, en cuyo laboratorio se registraron la mayor
parte de los espectros de RMN utilizados. La asignacién de los espectros y la
determinacion de la estructura se realizé con la supervision del Dr. Nico van Nuland.

3.1. Asignacion de los espectros de RMN de SPCp41

Las asignaciones de los desplazamientos quimicos (o frecuencias de
resonancia) de los nicleos 'H, °N, y "*C de la proteina SPCp41 se llevaron a cabo
utilizando espectros registrados con muestras de '°N,"*C-SPCp41, '*N-SPCp41 y
SPCp41 en glicina-D5 20 mM, pH 3.5 a 30°C, siguiendo el protocolo que se describe a
continuacion (véase también el la Seccion 6.9.3 de Materiales y Métodos).

En primer lugar, se realiz6é la asignacion secuencial de los desplazamientos
quimicos de los nicleos de la cadena principal de la proteina (protones 'HN amida,
nitrégenos H'N amida y carbonos "*CO carbonilicos y *C,), junto con los carbonos
13C¢, de las cadenas laterales, mediante el analisis conjunto del espectro bidimensional
(2D) "H,N-HSQC y de los espectros tridimensionales (3D) de triple resonancia
CBCANH, CBCA(CO)NH, HNCA, HN(CO)CA y HNCO. Este analisis permite la
asignacion secuencial de toda la cadena polipeptidica, salvo para nudcleos que
presentan solapamiento de sefales y en los casos de las conectividades a prolinas,
pues éstas carecen de protones amida. La Figura 3.1.1 muestra la base para la
estrategia de asignacion. Si nos fijamos, por ejemplo, en las dos primeras tiras
extraidas de los espectros CBCANH (con fondo azul) y CBCA(CO)NH (con fondo
naranja) para el mismo par de frecuencias 'H-'>°N amida de un resto i, observamos 4
picos de cruce en el CBCANH: los dos picos positivos (en negro) corresponden a los
nucleos C, y C,i1, Y los dos picos negativos (en rojo) corresponden a Cg y Cgig. En
cambio, en la tira equivalente del CBCA(CO)NH sdlo son visibles los picos de cruce
correspondientes al C,.1 y Cgiq, 0 que nos permite identificar las frecuencias de C, y
C; del residuo i. Dos picos de cruce a exactamente esas dos frecuencias deberan
buscarse en otra tira del espectro tridimensional correspondiente a otro par de
frecuencias 'H-"°N amida que pertenecera al residuo i+1 (tercera y cuarta tiras en la
Figura 3.1.1). De esta forma se va avanzando a través del espectro tridimensional
hasta completar la asignacion de la cadena principal de la proteina. Las frecuencias de
los "*CO de cada residuo de la proteina se extrajeron del espectro HNCO a cada uno
de pares de frecuencias "H-"°N amida del mismo residuo previamente asignadas.
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i i+1 i+2 i+3 i+4

Figura 3.1.1. Tiras de los espectros CBCA(CO)NH (naranja) y CACBNH (azul) centradas en las
frecuencias 'H-"°N de los picos de cruce del espectro H-"°N HSQC. Las flechas indican la asignacion
secuencial de los residuos a través de los carbonos C, (flechas en verde) y Cy (flechas en azul).

En la Figura 3.1.2 podemos ver el espectro 'H,"®N-HSQC de SPCp41 a pH 3.5
en el que cada pico de cruce correspondiente a un par 'H-"°N amida del esqueleto se
ha identificado con el numero de residuo al que pertenece. En el espectro se observan
todas las sefales de correlacion esperadas de acuerdo con la secuencia de la
proteina. Esta asignacion de la cadena principal es la base para la asignacién de las
frecuencias de 'H, °N y ®C de las cadenas laterales de los restos correspondientes
usando una combinacion de los espectros 2D y 3D descritos en la Seccioén 6.9.1 de
Materiales y Meétodos. Para la asignacion de las cadenas laterales alifaticas
empleamos los espectros 3D N-TOCSY-HSQC, "*N-NOESY-HSQC y HCCH-TOCSY.
Del 3D "N-TOCSY-HSQC extraimos tiras centradas en el par de frecuencias 'H-"°N
amida de cada aminoacido. Estas tiras contienen picos de cruce para las frecuencias
de todos los protones acoplados escalarmente de cada cadena lateral. A partir de
estas sefiales pudimos generalmente asignar las frecuencias de los protones H,, Hpg,
H,, Hs y/o H. de cada cadena lateral de cada residuo. Con el HCCH-TOCSY es posible
observar picos de cruce para el sistema de espin completo de cada aminoacido en
cada par de frecuencias Ci-H;, de forma que podemos identificar las frecuencias de C,,
Cs ylo C, y de los protones H,, Hs y/o H.. Con el ®N-NOESY-HSQC comprobamos los
NOEs secuenciales que se producen entre nucleos de restos vecinos y asignamos las
frecuencias de los restos que presentaban superposiciéon de sefales o de aquellos
donde la transferencia de magnetizacion en los experimentos de tipo TOCSY no fue lo
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suficientemente efectiva. Las frecuencias cada sistema de espin de protones de los
grupos aromaticos se asignaron con los espectros 2D TOCSY y 2D NOESY en D,O
observando las sefales de correlacion entre dichos protones aromaticos.
Posteriormente se asigné su pertenencia a un determinado residuo mediante la
identificacion de los NOEs entre los protones Hs del anillo aromatico y Hg del mismo
residuo en el 2D NOESY.
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Figura 3.1.2. Espectro 'H-"°N HSQC de la proteina SPCp41 marcada en "°N (glicina-D5 20 mM pH 3.5,
25°C). Los picos de cruce "H-"°N amida estan identificados con el correspondiente niimero de aminoacido
en la secuencia.

Se ha conseguido realizar la asignacion practicamente completa de todos los
desplazamientos quimicos de 'H, de todos los desplazamientos quimicos de °N y de
los desplazamientos quimicos de los "*C alifaticos (ver Tabla A.1 en el Apéndice 1),
mientras que los *C aromaticos no se asignaron. Estos desplazamientos quimicos
sirvieron de entrada para el programa CYANA que se utilizé posteriormente para el
calculo de la estructura como se describe mas adelante.

3.2. Estructura secundaria de la quimera SPCp41

La estructura secundaria de las proteinas puede identificarse a partir de los
desplazamientos conformacionales de los protones 'H,, de los carbonos °C, y "°C;,
asi como de los patrones de NOEs secuenciales (entre nucleos de restos i e i+1) y de
medio alcance (entre nucleos de restos i e i+2, i+3 ¢ i+4). Los desplazamientos
conformacionales de 'H,, "°C,, °Cyy "°CO se definen para cada tipo de aminoécido
como la diferencia entre el desplazamiento quimico observado experimentalmente y su

valor en ausencia de estructura ordenada (Ao =4, -0, ppm). Se han

bservado sinestructura ?
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tomado como valores de referencia los desplazamientos quimicos medidos para cada
aminoacido en hexapéptidos sin estructura (Wishart et al., 1995). Los restos en
hélices o se caracterizan por tener desplazamientos conformacionales negativos para
los protones 'H, y los carbonos *C, y positivos para los carbonos "°C,y los carbonos
*CO, mientras que los desplazamientos conformacionales caracteristicos de los
restos en hebras B son positivos para los protones 'H, y los carbonos 1303, y negativos
para los carbonos "*C,y los carbonos *CO . En cuanto a los NOEs secuenciales, las
hélices o presentan patrones caracteristicos de NOEs de medio alcance entre el
protén a de un resto i y los protones amida de los restos i+3 e i+4 (dong,i+3), dangii+4)) Y €l
proton B del resto i+3 (dggi+3), junto a NOEs secuenciales entre protones amida
(dnngi+1)) intensos y débiles o incluso ausentes entre el proton o del resto i y el amida
del resto i+1 (dung,i+1))- En las hebras B, los NOEs secuenciales dwg,+1) N0 se observan
0 son muy débiles y los d,ni+1) Son muy intensos (Wathrich, 1986).

I 0 6 A
2T WP T

ASCO (ppm) ASCB (ppm) ASC_(ppm) ASH_(ppm)

oo 100 | 20 | so|| a0l | 50 60 70

0] p L lp g ol oo 0o :

BB L H I ] ki

B B e S I I e R e
10 20 30 40 50 60 70

NuUmero de residuo

Figura 3.2.1. Desplazamientos conformacionales de los nticleos "H,, (ASH=8H 2" 5H,%%#9%%% nom)
en color rojo, °C, (A8C,=8C,*°"%-5C,%°%% ppm) en color verde, °Cj (ASC=5C -
5C,7°P*9%% " ppm) en color azul y *CO (ASCO=8CO°***%-5CO™P*%%  ppm) en color turquesa, en
funcion de la secuencia de la proteina, a pH 3.5 y 25°C. Los valores de oH,2P®9%  sC desplegado
5Co%Pe9ad0 \y SCOIP9%%  se tomaron de (Wishart et al., 1995). Los elementos de estructura secundaria
aparecen numerados de acuerdo con la numeracion que corresponde a la forma natural del dominio SH3
de a-espectrina.
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Figura 3.2.2. Resumen de NOEs secuenciales de la quimera SPCp41 en funcién del numero de residuo
en la secuencia. También se indican los elementos de estructura secundaria: con flechas azules las
hebras Sy con una barra roja la region de la hélice 3.

De acuerdo con los criterios expuestos, en la quimera SPCp41 se identifica la
presencia de 6 hebras  que comprenden los aminoacidos 8-11, 15-19, 26-31, 34-38,
44-46 y 52-57 (Figuras 3.2.1 y 3.2.2) y de una pequefa hélice 3o formada por los
aminoacidos 39-41 (Figuras 3.2.1 y 3.2.2). La disposicion topolégica de las hebras f3,
que puede deducirse a partir de las correlaciones NOE de largo alcance dqij), dong,j) Y
dnngj), corresponde a dos laminas (3 antiparalelas (Figura 3.2.3). Los elementos de
estructura secundaria se establecieron con mayor precision una vez realizado el
calculo de la estructura tridimensional de SPCp41, como veremos en la siguiente
Seccion.
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Figura 3.2.3. Diagrama esquematico de la topologia de las laminas [ antiparalelas de SPCp41. Una
flecha entre protones indica una correlacion NOE no secuencial observada.

3.3. Calculo de la estructura tridimensional de SPCp41

La estructura tridimensional en disolucion de SPCp41 se calculé tal y como se
describe en la Seccién 6.9.4 de Materiales y Métodos. Se obtuvieron 1581
restricciones de distancia entre pares de nucleos a partir de los picos de cruce
presentes en el espectro 2D NOESY registrado en 10% D,0:90% H.O. El volumen de
los picos de cruce del espectro 2D NOESY se midié utilizando la subrutina de
integracion del programa SPARKY (Goddard y Kneller). También se obtuvo un
conjunto de restricciones para los angulos diedros ¢ y v de la cadena principal a partir
de los desplazamientos quimicos de los protones 'HN, 'H,, de los nitrégenos H'°Ny de
los carbonos °C,, °Cg y "*CO usando el programa PREDITOR (Berjanskii et al., 2006)
(http://wishart.biology.ualberta.ca/shiftor/cgi-bin/preditor_current.py). EI numero de
angulos ¢ y vy restringidos en el calculo fue de 40 y de 38 respectivamente. Este
numero incluye a todos los angulos diedros cuyo intervalo de confianza de prediccion
fue superior a 0.7, con excepcion de las prolinas (que no poseen grupo HN) y las
glicinas.

Para el calculo de la estructura se utilizé el programa CYANA 2.0 (Combined
assignment and dYnamics Algorithm for NMR Applications), que usa una combinacion
de célculo de estructuras por geometria de distancias, dinamica molecular en angulos
de torsibn y asignacion automatica de los  espectros  NOESY
(http://guentert.gsc.riken.go.jp/Software/Cyana.html) (Herrmann et al., 2002). Dentro
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del programa CYANA se utilizé un protocolo de asignaciéon semiautomatica de las
sefales NOE entre pares de nucleos basada en la estructura (Herrmann et al., 2002).
Este protocolo parte de la asignacién de los desplazamientos quimicos de la mayoria
de los nucleos de la proteina y de las listas de todas las sefiales NOE presentes en el
espectro NOESY vy realiza un proceso iterativo de siete ciclos de calculo de estructuras
asignando las sefiales NOE a determinados pares de nucleos. Después de cada ciclo
el programa usa cada estructura generada para recalcular un nuevo conjunto de
restricciones de distancia y lo compara con los NOEs experimentales corrigiendo su
asignacion. El proceso iterativo transcurre hasta que se asignan mas del 95% de las
sefales NOE, de forma que la gran mayoria de las restricciones de distancia derivadas
de las estructuras son compatibles con la asignacién de los picos de cruce NOE. El
primer ciclo de calculo parte de un conjunto de estructuras generadas al azar y en los
siguientes ciclos se utilizan las procedentes del ciclo anterior. Las restricciones
angulares se incorporaron en todos los ciclos del calculo de estructuras. Se calcularon
un total de 100 estructuras, considerandose las veinte mejores, es decir, las que tienen
un valor menor de la funcién blanco (ver la Seccién 6.9.4 de Materiales y Métodos),
como las representativas de la estructura de la quimera SPCp41.

Giro distal
A

Figura 3.3.1. A. Vista de la superposicion de los atomos del esqueleto de las veinte estructuras finales de
SPCp41. B. Representacion en forma de cinta de una de dichas estructuras, concretamente la de menor
energia. Las regiones de hebras f se indican en rojo y la hélice 310 en azul.

El conjunto final de las 20 estructuras calculadas, que satisfacen
adecuadamente las restricciones experimentales, estd representado en la Figura
3.3.1.A donde ademas hemos representado un modelo de la estructura tridimensional
de SPCp41 en cintas (Figura 3.3.1.B), dibujando los elementos de estructura
secundaria con las hebras 3 representadas en rojo y la hélice 34 en azul.

3.4. Calidad de las estructuras tridimensionales de SPCp41

Para validar las estructuras determinadas se comprobd que las estructuras
cumplen los criterios de calidad establecidos para los calculos realizados con el
programa CYANA (Jee y GAVintert, 2003). La Tabla 3.4.1 recoge la estadistica de los
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principales pardmetros estructurales de las 20 estructuras de menor energia. El
analisis indica que no se viola ninguna de las restricciones de distancia o de angulos
diedros. Las desviaciones del conjunto de estructuras se cuantifican mediante la
medida del RMSD, es decir, de la raiz de la desviacidon cuadratica media entre las
coordenadas atdomicas de todos los pares de estructuras calculadas. En nuestro caso
el RMSD por pares de estructuras para los residuos 7 al 77 es de 0.34 £ 0.06 A para la
cadena principal, y de 0.78 + 0.09 A teniendo en cuenta todos los atomos pesados.
Estos valores se sitian dentro del intervalo habitual para este tipo de calculos
eﬁmdwmmgmmesRMSDs~Q8ApmabmﬂmmpmmmmyRMSDS~15pra
los atomos pesados.

Tabla 3.4.1. Estadistica de los principales parametros estructurales de las 20 estructuras de SPCp41°.

Restricciones”

Distancias

Corto alcance (i-j| = 1) 725
Medio alcance (2 < |i-j| < 4) 144
Largo alcance (Ji-j| >5) 712

Angulos diedros

Phi 40
Psi 38
Total 1659

Estadistica de las restricciones®

Violaciones de distancia > 0.0 A

Violaciones de angulos diedros > 0°

Funcién blanco (A?)
Media/Valor minimo 0.066/0.046

RMSD® por pares de estructuras de los
aminoacidos 7-77 en A

Cadena principal N,Ca,C 0.34 £ 0.06
Atomos pesados 0.78 £ 0.09
Representacién de Ramachandran®

Regiones mas favorables(%) 73.5
Regiones permitidas adicionalmente (%) 24.4
Regiones permitidas generosamente(%) 0.5
Regiones no permitidas (%) 1.6

dLas estadisticas se obtienen del conjunto de las 20 estructuras de menor energia de
SPCp41.

®Las estadisticas de las restricciones hacen referencia a los NOEs asignados.

°Las violaciones solamente estan descritas cuando aparecen en 6 0 mas estructuras.

4El RMSD se calcula como un promedio por pares de estructuras.

°Estos valores proceden de el analisis con PROCHECK-NMR que ha sido realizado
excluyendo los 6 primeros aminoacidos que son los que presentan mayor flexibilidad.
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Figura 3.4.1. Representacién de Ramachandran para la estructura de SPCp41 de menor energia
excluyendo los 6 primeros aminoacidos. Se representan con triangulos negros las glicinas y con un
cuadrado negro los aminoacidos no prolinas ni glicinas, ni los aminoacidos terminales. En color rojo
aparece representado el aminoacido que se encuentra en una region no permitida.

Otra forma de comprobar la calidad de la estructura es la representacion de
Ramachandran, en la que se representa el angulo v frente al ¢ para cada aminoacido.
En la Figura 3.4.1 podemos ver el mapa de Ramachandran para la estructura de
SPCp41 de menor energia, en el que se han distinguido distintas zonas. Las zonas A,
B y C corresponden a las regiones mas favorables para las cadenas polipeptidicas.
Las zonas a, b, | y p corresponden a las regiones permitidas adicionalmente, las zonas
~a, ~b, ~l y ~p corresponden a zonas permitidas generosamente, y el resto de las
zonas son regiones no permitidas. En la Figura observamos que todos los restos se
encuentran en regiones permitidas o permitidas adicionalmente, excepto las glicinas
(representadas con triangulos negros) y la Asn32. Tal como se observa en la Tabla
3.4.1 en algunas de las 20 estructuras existen aminoacidos (1.6%) en zonas
desfavorecidas. Es destacable sin embargo que el resto Asn32, equivalente a Asn47
en el dominio Spc-SH3 natural, se encuentra en ambos ejemplos localizado en la
misma region no permitida de la representacion de Ramachandran (Vega et al., 2000).
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Figura 3.4.2. Estructura tridimensional de la quimera SPCp41 a pH 3.5. En la figura se indican en rojo los
aminoacidos implicados en la unién al ligando p41 que esta representado en color azul.

La estructura del dominio SH3 en la quimera SPCp41 es analoga a la que se
observa en el resto de estructuras determinadas de dominios SH3. Como podemos
observar en la Figura 3.4.2, esta constituida por cinco hebras B antiparalelas que
hemos denominado Ba, Bo, Be, Ba ¥ Be que comprenden los aminoacidos 54-57, 15-17,
29-31, 34-35 y 43-45 respectivamente, y una pequefa hélice 31 desde 39-41. Estas
hebras B forman dos laminas B antiparalelas y ortogonales entre si, denominadas B,y
Bu. La lamina mas pequefia, la B, esta constituida por las hebras Bs- B4, y la mayor de
ellas, la forman las hebras Be- Ba- Bb. Otro elemento estructural tipico de este dominio
es un lazo que conecta las dos primeras hebras B, ¥ B¢ ¥ que se conoce como lazo n-
Src. Entre las hebras B y B4 existe un giro  de tipo II' llamado giro distal. El largo lazo
RT, caracteristico de los dominios SH3, se encuentra abierto en la organizacion
topoldgica de quimera SPCp41 como se describié anteriormente. Finalmente, la regién
C-terminal de la cadena correspondiente al péptido p41 adopta una conformacién en
hélice de poliprolina Il.

El sitio de union de los dominios SH3 para ligandos con secuencias ricas en
prolina se encuentra fielmente conservado en la estructura de SPCp41 y consiste en
una superficie hidrofébica con tres bolsillos definidos por las cadenas laterales de los
aminoacidos aromaticos Trp26, Phe37, Tyrd2, Tyr59 y Tyr61 y por Pro39, que estan
representados en la Figura 3.4.2 en color rojo. El ligando p41, representado en la
misma figura en color azul, se dispone en la estructura interaccionando con el sitio de
unién y adoptando una conformacion en hélice de poliprolina I, tipica de los ligandos
ricos en prolina en los complejos con dominios SH3.
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Figura 3.5.1. Comparacién del RMSD calculado para el conjunto de las 20 estructuras representadas en
la Figura 3.4.1.A con la dinamica de la cadena principal de SPCp41. A. Diagrama de barras del RMSD de
la cadena principal calculado con MOLMOL. B. "H-""N NOE heteronuclear (15N{1H}NOE) medido a 600 y
800 MHz. Los errores han sido estimados del orden del 2%. Los diferentes elementos de estructura
secundaria se muestran en el centro de los dos paneles con las hebras [ numeradas de acuerdo con la
numeracién que corresponde a la forma natural del dominio SH3 de a-espectrina.
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3.5. Dinamica del esqueleto de la quimera SPCp41

Para obtener informacién preliminar sobre el grado de flexibilidad
conformacional de la proteina quimérica a lo largo de su esqueleto, hemos medido los
valores del N{"H}NOE a 600 MHz a 25°C y a 800 MHz a 30°C en glicina-D5 20 mM,
pH 3.5 (Farrow et al., 1994). En la Figura 3.5.1 hemos comparado para cada residuo
los valores del NOE heteronuclear obtenidos para SPCp41 con el RMSD del esqueleto
calculado para las 20 estructuras de menor energia obtenidas de SPCp41. Para la
mayoria de los residuos del dominio SH3 se observan altos valores del NOE
heteronuclear (~ 0.8) y bajos valores del RMSD lo que indica que estas regiones se
encuentran altamente ordenadas en la quimera, con un bajo grado de flexibilidad
conformacional. Por otra parte, existe un mayor grado de desorden en algunas
regiones de la cadena, muy acusado en el extremo N-terminal, y algo menor en el giro
que forman los aminoacidos 48-52 y en la region de la secuencia de conexion
(aminoacidos 65-67) que une el dominio SH3 al ligando p41 (aminoacidos 68-77). Este
desorden se puede atribuir a cierta flexibilidad conformacional de la proteina en estas
regiones, como indican los bajos valores del NOE heteronuclear en las mismas zonas,
que reflejan la existencia de movimientos de alta frecuencia (ps a ns) (Jarymowycz y
Stone, 2006).

Finalmente, los valores del NOE heteronuclear de los cinco primeros
aminoacidos correspondientes al péptido p41 son similares a los de las regiones mas
rigidas de la proteina, lo que confirma la fuerte unién intramolecular entre el ligando
p41 y el dominio SH3 en la estructura terciaria de la quimera SPCp41.

3.6. Comparacion de la estructura de SPCp41 con otras estructuras

La Figura 3.6.1 muestra la superposicion de la estructura de la quimera
SPCp41 con la del permutante circular S19P20s (PDB:1TUC) (Viguera et al., 1996),
que se us6 como molde para el disefio de la quimera. La regién correspondiente al
dominio SH3 en la estructura de SPCp41 es muy similar a la estructura de S19P20s
con un RMSD de 0.87 A. Enla Figura 3.6.1 también se muestra la superposicién de la
estructura del mutante R21A de Spc-SH3 (PDB:2JMA), que fue determinada
recientemente por RMN (Casares et al., 2007). También podemos observar que las
estructuras son muy parecidas, con un RMSD de 0.83 A. Ademas, el angulo ¢ del
aminoacido Asn47, que se encuentra en una zona “no permitida” del mapa de
Ramachandran en las estructuras determinadas por difraccién de rayos X de la forma
natural de Spc-SH3, (PDB:1SHG) (Musacchio et al., 1992b) y del permutante circular
S19P20s, asi como también en la del mutante R21A de Spc-SH3, se halla también en
la misma zona para el resto equivalente (Asn32) en todo el conjunto de estructuras
obtenidas para la quimera SPCp41. El valor positivo del angulo ¢ para este
aminoacido se confirmé experimentalmente mediante el analisis de un espectro
'H,"N-HSQC. Asi, para el angulo ¢ recientemente se ha propuesto un procedimiento
sencillo que permite, en proteinas marcadas en N, identificar aquellos aminoacidos
que poseen un angulo ¢ positivo (Crowley et al., 2000). El procedimiento esta basado
en los efectos de correlacién cruzada dipolar originados por los espines 'H, y "N
sobre el 'HN, que quedan reflejados en la forma de muiltiplete de la linea de este
ultimo. El experimento consiste basicamente en un espectro 'H,"°N-HSQC en el que
se permite el acoplamiento del protén amida con el nitrégeno, lo que da lugar a una
sefial del "HN en forma de doblete de dobletes, debido al acoplamiento fuerte entre el
'H; y "N; y al acoplamiento débil entre el 'HN; y "Ha;. La informacién acerca del diedro
¢ e obtiene de la intensidad relativa de las lineas del multiplete. Cuando las
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intensidades de los picos interiores del multiplete son menores que las de los
exteriores, implican un angulo ¢ positivo. Por el contrario, cuando las intensidades de
los picos exteriores son menores, el signo del angulo diedro ¢ no va a poder ser
determinado, si bien ¢ queda restringido a la zona “negativa” de la representacién de
Ramachandran (150° < ¢ < 360°).

Figura 3.6.1. Superposicién en estereo de la estructura de mas baja energia obtenida para la quimera
SPp41 en color azul, de la estructura obtenida por cristalografia de rayos X del permutante circular
S19P20s en color verde (1TUC) y la estructura obtenida por RMN del complejo formado por el mutante
R21A Spc-SH3:p41 (2JMA) en color rojo (solamente se muestra la parte correspondiente al dominio SH3).
La superposicion se ha hecho con los atomos de los aminoacidos de la cadena principal (N, C,y C) 8-46 y
53-62 para SPCp41 y los correspondientes aminoacidos, 23-61 y 7-16, de S19P20s y R21A Spc-SH3
respectivamente.

Hemos comparado también la estructura obtenida para SPCp41 con la del
complejo formado entre el mutante R21A de Spc-SH3 y el péptido p41, determinada
por RMN (Casares et al., 2007). Esta es la estructura mas parecida a SPCp41 ya que
el péptido en el complejo es el mismo que se encuentra covalentemente unido al
dominio SH3 en SPCp41. Ademas, el dominio SH3 en SPCp41 es una variante del
dominio Spc-SH3. En la Figura 3.6.2 se muestra la superficie de unién de SPCp41 y la
del complejo R21A Spc-SH3 (Casares et al., 2007). El ligando p41 adopta una
conformacion muy similar en ambas estructuras como podemos observar en el panel A
de la Figura 3.6.2. Las pequenas diferencias estructurales se observan principalmente
en la Tyr4 del péptido p41, probablemente debido a que en la estructura de la quimera
SPCp41 el lazo RT esta cortado, mientras que en el complejo no, y la Lys18 de esté
ultimo, que no esta presente en la quimera SPCp41, forma un puente de hidrégeno
con la Tyrd de p41 en el complejo. En el panel B de la Figura 3.6.2 estan
representadas las cadenas laterales de los aminoacidos que forman parte del sitio de
unién de ambas estructuras. Puede apreciarse que los aminoacidos aromaticos y la
Pro39 en SPCp41 (Pro54 en R21A Spc-SH3), que se encuentran altamente
conservados entre los dominios SH3 y que son cruciales para la union de motivos
poliprolina, estan dispuestos de igual forma en ambas estructuras.
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Figura 3.6.2. Comparacion entre las interfases de unién de SPCp41 y el complejo R21A Spc-SH3:p41. A.
Representacion de la disposicion que adopta el péptido p41 en la quimera SPCp41 (p41 en azul, dominio
SH3 en rojo) y en el complejo con el mutante R21A Spc-SH3 (p41 en amarillo, dominio SH3 en turquesa).
Las diferencias estructurales se observan principalmente en la Tyr4 (del péptido) debido a la ausencia en
SPCp41 de un puente de hidrégeno con la Lys18 que se observa en R21A Spc-SH3 (representada en
color verde en el panel B). B. Cadenas laterales de los aminoacidos del domino SH3 que forman el sitio de

unién. En color rojo para SPCp41 y en color turquesa para R21A Spc-SH3. El péptido p41 aparece en
color azul.
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Tabla 3.6.1. Estadistica de los contactos entre el dominio SH3 y el segmento p41® de las 20
estructuras de SPCp41.

Residuos Enlaces Contactos Frecuencia Residuos
que de SH3- que
interaccionan hidrégeno péptido interaccionan
p41 Quimera P-P LL Pl % R21A ggc-sm
Ala1 Phe37 0 0 0 1 35 Phe52 (3, 95%)
Pro2 Trp26 0 0 0 5 100 Trp41 (7, 100%)
Pro2 Phe37 0 0 0 4 100 Phe52 (2, 50%)
Tyrd Trp26 0 0 0 3 100 Trp41 (1, 95%)
Tyrd Trp26 0 0 1 0 100 Trp41 (0, 100%)
Pro6 Pro39 0 0 0 1 100 Pro54 (1, 70%)
Pro6 Asp25 0 0 0 2 25 Asp40 (2, 100%)
Pro6 Trp26 0 0 0 2 100 Trp41 (3, 100%)
Pro7 Tyr61 0 0 0 1 95 Tyr15 (1, 80%)
Pro9 Tyr59 0 0 0 3 100 Tyr13 (2, 100%)
Pro9 Tyrd2 0 0 0 2 100 Tyr57 (3, 100%)
Pro10 Tyr59 0 0 0 8 100 Tyr13 (2, 65%)

Pro2 Asn23 0 0 0 1 90 -
Ser5 Trp26 0 0 0 1 85 -
Pro7 Trp26 0 0 0 2 100 -
Pro7 Pro39 0 0 0 3 100 -
Tyrd - 0 1 0 - - Lys18 (0, 100%)
Pro7 0 0 1 - - Tyr57 (0, 95%)

Contactos analizados con LIGPLOT (Wallace et al., 1995) usando los parametros que por
defecto nos da el programa. Los contactos se describen si estdn presentes en al menos 10
de las 20 estructuras o en al menos una de las 20 estructuras cuando la interaccién entre
R21A Spc-SH3:p41 esta presente en 10 o mas de los 20 modelos del PDB (2JMA)
(Casares et al., 2007). Los enlaces de hidrégeno se describen para cadena principal-cadena
principal (P-P), para cadena lateral-cadena lateral (L-L) y cadena principal-cadena lateral (P-
L). El valor medio de los contactos no-unidos se describe como el % de frecuencia de
contacto. El residuo correspondiente a la interacciéon en R21A Spc-SH3 para un cierto
contacto y el niumero de contactos y frecuencia en las 20 estructuras (entre paréntesis,
respectivamente), se representan en la ultima columna. Las ultimas dos filas corresponden a
contactos presentes en R21A Spc-SH3:p41, que no estan presentes en ninguna de las 20
estructuras de la quimera SPCp41. Para comparar, la numeracion de los residuos del p41
en la quimera, se ha hecho del 1-10, que corresponde a los residuos 68-77 en SPCp41.

Hemos usado el programa LIGPLOT (Wallace et al., 1995) para analizar los
contactos hidrofébicos y los puentes de hidrégeno que se encuentran respectivamente
en la quimera SPCp41 y en el complejo R21A Spc-SH3:p41; el resultado esta recogido
en la Tabla 3.6.1. Generalmente encontramos los mismos contactos en los dos
complejos proteina-ligando, aunque se observan pequefias diferencias. Como hemos
comentado anteriormente, éstas se deben principalmente a la ausencia en SPCp41 de
un puente de hidrégeno entre las cadenas laterales de la Tyr4 de p41 y Lys18 de
R21A Spc-SH3 en el lazo RT.
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Considerando por separado en la quimera el segmento p41 (aminoacidos 68-
77) y la parte del dominio SH3 (aminoacidos 1-67), hemos calculado el area superficial
expuesta al disolvente que queda enterrada con la interacciéon entre ambas partes
utiizando en programa NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993). La union
intramolecular entierra un area de 648 + 8 A? de superficie no polar y de 227 + 28 A?
de superficie polar, ligeramente menor que la que se entierra en el complejo R21A
Spc-SH3:p41 (686 + 11 A%y 241 + 11 A? respectivamente) (Casares et al., 2007)

En definitiva, podemos concluir que la estructura tridimensional en disolucion
de SPCp41 obtenida mediante RMN demuestra que esta quimera reproduce
correctamente en su estructura terciaria las interacciones tipicas que se observan en
los complejos entre dominios SH3 y péptidos ricos en prolinas. Asi, disponemos ahora
de una herramienta que nos permitira analizar y optimizar de forma simple y eficiente
las interacciones en el sitio de unidon SH3-ligando mediante el estudio de las
magnitudes temodinamicas de su desplegamiento combinado con técnicas de
mutagénesis dirigida. Esta metodologia nos facilitara la comprensiéon de las
interacciones SH3-péptido desde un punto de vista termodinamico, estructural y
dindmico, que son esenciales para la racionalizacion del reconocimiento molecular y el
disefo eficaz de ligandos.
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CAPITULO 4: ANALI§IS DE LA TERMODINAMICA DE UNION DE
DOMINIOS SH3 A PEPTIDOS RICOS EN PROLINA USANDO LA
QUIMERA SPCp41

En los Capitulos anteriores de esta Memoria demostramos que es posible
construir una proteina quimérica que mimetiza perfectamente en su estructura terciaria
las interacciones tipicas entre los dominios SH3 y sus ligandos peptidicos. A partir de
este punto, nuestro objetivo fue demostrar que es posible utilizar estas quimeras para
evaluar la termodinamica de esta interaccion mediante una combinacién de
mutagénesis dirigida y experimentos de desplegamiento térmico.

Concretamente analizamos el efecto sobre las magnitudes termodinamicas de
la interaccion SH3:p41 producido por la sustitucion en SPCp41 de cada una de las
prolinas de la secuencia del ligando p41 por alanina. Para cada mutante Pro-Ala se
estudié su desplegamiento térmico mediante CDB, se ha caracterizdé su conformacion
mediante espectroscopias de CD vy fluorescencia y se realizaron estudios estructurales
y dinamicos mediante RMN con el mutante P74A. Los resultados nos permitieron
evaluar la importancia de cada uno de los residuos prolina del ligando p41 en la
afinidad de union.

Figura 4.1.1. Representacion en cintas de la estructura tridimensional de la quimera SPCp41
determinada por RMN (Candel, A. M. et al., 2007) en la que estan representadas las cadenas laterales de
los residuos sobre los que se han realizado las mutaciones. El dominio SH3 aparece en azul claro, la
secuencia de conexién en amarillo y las distintas prolinas mutadas del péptido siguen un cédigo de
colores y estan marcadas con el nimero que ocupan en la secuencia de la quimera.
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4.1. Descripcién de los mutantes Pro-Ala de la quimera SPCp41

En la Figura 4.1.1 se muestra esquematicamente la estructura tridimensional
de la quimera SPCp41 en la que se indican las posiciones de las prolinas que se
sustituyeron por alanina. La obtencién de todos estos mutantes de la quimera SPCp41
se llevo a cabo mediante técnicas de mutagénesis dirigida realizadas sobre la quimera
SPCp41 original, tal y como se describe en la Seccion 6.2 de Materiales y Métodos. La
purificacion de las quimeras mutantes se realiz6é de la misma forma que la de SPCp41,
como se encuentra recogida en la Seccion 6.4 de Materiales y Métodos.

4.2. Caracterizacion estructural de la quimera SPCp41 y los mutantes Pro-
Ala por espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular

En primer lugar analizamos los efectos que provocan las mutaciones Pro-Ala
en la secuencia del péptido p41 sobre la conformaciéon de la quimera utilizando
espectroscopias de fluorescencia y dicroismo circular. Las condiciones experimentales
utilizadas fueron pH 2.5, 3.0 y 3.5, en tampdn glicina 20 mM y pH 4.0 en acetato
sodico 20 mM, idénticas a las de los experimentos de desplegamiento térmico por
calorimetria diferencial de barrido, que se describen mas adelante en este Capitulo.

Se registraron espectros de emisién de fluorescencia de triptéfano a 25°C entre
305 y 400 nm para cada mutante y cada pH, excitando selectivamente a 298 nm vy las
rendijas de excitacion y emisién se dispusieron a 2.5 y 5 nm respectivamente, para
evitar problemas de saturacién de la sefial. Estos espectros se compararon con los
realizados en las mismas condiciones con la quimera SPCp41 y el permutante circular
S19P20s (Figura 4.2.1). Se observa un aumento en la intensidad de fluorescencia para
todas las quimeras en comparacién con S19P20s y, al mismo tiempo, se produce un
desplazamiento del maximo de fluorescencia hacia longitudes de onda menores en
relacion al maximo de fluorescencia que presenta el permutante circular. Como se
desmostré en la Seccion 2.3.1 del Capitulo 2, estos efectos son similares a los que se
observaron en distintos estudios previos de la union del péptido p41 al permutante
circular S19P20s (Martin-Sierra et al., 2003), al dominio natural Spc-SH3 (Casares et
al., 2007) y al dominio Abl-SH3 (Pisabarro y Serrano, 1996) y se deben a la interaccion
entre la secuencia del péptido p41 que se encuentra en el extremo C-terminal y el sitio
de union del dominio SH3 de las quimeras que altera el entorno quimico y la superficie
expuesta al disolvente del grupo indol del Trp26 que se encuentra en la superficie de
del sition de union (Viguera et al., 1994a; Candel et al., 2007; Casares et al., 2007).

Si observamos la Figura 4.2.2 vemos que la intensidad de fluorescencia para
algunos mutantes es mayor que para otros, o que nos indica que existen diferentes
grados de interaccion entre la secuencia de p41 y el sitio de union del dominio SH3
entre las diferentes variantes, que sigue el orden aproximado: SPCp41 > P75A = P76A
~ P73A > P69A ~ P74A = P7TT7A.
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Figura 4.2.1. Espectros de emision de fluorescencia del permutante circular S19P20s, de la quimera
SPCp41 y de los distintos mutantes Pro-Ala, a 25°C y a diferentes pHs: A. pH 2.5; B. pH 3.0; C. pH 3.5; D.
pH 4.0.

Los espectros de dicroismo circular (DC) en el UV-lejano y cercano se
registraron a 25°C en las mismas condiciones experimentales de los espectros de
fluorescencia. En la Figura 4.2.3 se comparan los espectros de DC en el UV-lejano de
la quimera SPCp41 y de los distintos mutantes Pro-Ala con el espectro del permutante
circular S19P20s. Se observa un cambio considerable en la banda de elipticidad entre
223 y 240 nm que se hace mas positiva, con los cambios mas acusados a 228 nm.
Hemos calculado la diferencia entre los espectros de elipticidad molar de cada
quimera y el del permutante circular S19P20s. En la Figura 4.2.4.A hemos
representado los espectros de diferencia para las distintas quimeras a uno de los pH,
concretamente a pH 3.5. Estos espectros tienen la forma caracteristica de los
espectros de DC de los péptidos ricos en prolina que adoptan una conformacion en
hélice de poliprolina Il (Rabanal et al., 1993; Kelly et al., 2001). Esto indica que el

53



Capitulo 4

ligando adopta esta conformacién en todos los mutantes, al igual que lo hace en la
quimera, como ya vimos en el Capitulo 2 y como lo demuestra la estructura de
SPCp41 resuelta por RMN (Capitulo 3). No obstante, la alteracion en el entorno de las
cadenas laterales de los residuos aromaticos también puede contribuir a cambios en la
banda positiva de elipticidad que aparece el los espectros de DC a 230 nm (Woody,
1994), fendmeno que ocurre en la unién de ligandos ricos en prolina a los dominios
SH3. La magnitud de las diferencias de elipticidad a 228 nm entre cada mutante y el
permutante circular se representa en la Figura 4.2.4.B, que muestra una buena
correlacion con los cambios en la fluorescencia del triptéfano para cada mutante Pro-
Ala. Estos resultados apoyan la hipétesis de que cada una de las mutaciones Pro-Ala
producen un diferente grado de debilitamiento de la interaccién SH3:p41 en el sitio de
union de las quimeras dependiendo de su posicién, lo que se traduce para algunas
quimeras en un mayor desorden en el segmento de cadena del ligando, con pérdida
parcial de la conformacion en hélice de PPII.

Intensidad de Fluorescencia

3 e < < < < < <
(o)) ™ < 9] © N~

N Q © N~ N~ N~ N~ N~

o O o o o o o o

» o i

" ) Proteina

Figura 4.2.2. Intensidad relativa de fluorescencia para cada proteina quimérica y para S19P20s a 25°C y a
diferentes pHs: pH 4.0 en blanco; pH 3.5 en gris claro; pH 3.0 en gris; pH 2.5 en negro.

Por otro lado, en los espectros de DC en el UV-cercano (Figura 4.2.5), la
quimera SPCp41 y todos sus mutantes muestran un incremento de elipticidad en una
banda positiva centrada a 278 nm en comparacién con el espectro de S19P20s en las
mismas condiciones. Estos cambios pueden atribuirse a la inmovilizacion de las
cadenas laterales de los restos aromaticos de la superficie del sitio de unién por su
interaccion con el segmento p41. La mutacion de cada prolina de p41 produce una
variacion considerable en la forma y en la intensidad de las bandas de elipticidad, que
depende de la posicién de la mutacién, lo que nos sugiere que hay diferencias en el
grado de interaccion en la interfase del sitio de union, que siguen cualitativamente la
misma tendencia observada en los espectros de fluorescencia y DC en el UV-lejano.
No obstante, es muy dificil dar una interpretacion cuantitativa a estos cambios
espectrales, dada la diversa naturaleza y magnitud de los efectos que puede provocar
cada mutacion Pro-Ala en el entorno quimico y en el grado de inmovilizacién de los
restos aromaticos del sitio de union.
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Figura 4.2.3. Espectros de DC de la regién del UV-lejano del permutante circular S19P20s, de la quimera
SPCp41 y de los distintos mutantes Pro-Ala a 25°C y a diferentes pHs: A. pH 2.5; B. pH 3.0; C. pH 3.5; D.

pH 4.0.
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Figura 4.2.4. A. Espectros de diferencia de DC de la region del UV-lejano entre cada proteina quimérica y
S19P20s, a 25°C y pH 3.5. B. Diferencias de elipticidad molar por residuo, considerando los residuos del
péptido mas los de la secuencia de conexion, a 228 nm entre cada proteina quimérica y S19P20s, a 25°C
y a diferentes pHs: pH 4.0 en blanco; pH 3.5 en gris claro; pH 3.0 en gris; pH 2.5 en negro.
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Figura 4.2.5. Espectros de DC de la regién del UV-cercano del permutante circular S19P20s, de la
quimera SPCp41 y de los distintos mutantes Pro-Ala a 25°C y a diferentes pHs: A. pH 2.5; B. pH 3.0; C.
pH 3.5; D. pH 4.0.

4.3. Estudio del desplegamiento térmico de la quimera SPCp41 y de sus
mutantes Pro-Ala por calorimetria diferencial de barrido (CDB)

Para caracterizar en profundidad la termodinamica del proceso de
desplegamiento térmico de la quimera SPCp41 se realizaron experimentos de CDB en
tampén glicina 20 mM, a pH 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5, en tampdn acetato sédico 20 mM, a pH
4.0 y en tampodn fosfato sédico 20 mM, a pH 7.0, tal y como se describe en la Seccién
6.6 de Materiales y Métodos. Todos los experimentos de CDB se llevaron a cabo a
una concentracién de proteina en torno a 1-1.5 mg:mL™". El desplegamiento inducido
por temperatura resulté ser muy reversible en todas las condiciones investigadas por
lo que podemos asumir que transcurre en equilibrio. En todos los casos, la velocidad
de barrido utilizada fue de 1.5 K:min™ y los termogramas se recogieron en un intervalo
de temperaturas comprendido entre 5y 110°C.
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Figura 4.3.1. Dependencia de la capacidad calorifica molar parcial, Cp, con la temperatura de la quimera
SPCp41 a distintos valores de pH. Los datos experimentales estan representados con simbolos y las
lineas representan los resultados del analisis global aplicando el modelo de dos estados. Los
termogramas se han realizado a una velocidad de barrido de 1.5 K-min entre 5 y 110 °C.

En la Figura 4.3.1 se representan los termogramas experimentales de la
dependencia de la capacidad calorifica molar parcial de la quimera SPCp41, C,, con la
temperatura para cada valor de pH. Las lineas continuas corresponden al ajuste global
de todos los termogramas obtenidos a diferentes valores de pH utilizando el modelo de
dos estados (Seccion 6.6.2.2.1 de Materiales y Métodos). En estos ajustes se definié
un juego de parametros unico para representar las dependencias con la temperatura
de las capacidades calorificas de los estados nativo y desplegado, Con Yy C,p, asi
como el cambio de entalpia de desplegamiento, AHp(T), lo cual es una buena
aproximacion para proteinas globulares (Privalov, 1979). En todos los casos el modelo
de dos estados describe aparentemente bien el desplegamiento térmico de la proteina.

También se realizaron los experimentos de CDB para el permutante circular
S19P20s en las mismas condiciones utilizadas para SPCp41, obteniendo valores para
los parametros termodinamicos de desplegamiento similares a los obtenidos en
trabajos previos (Martinez et al., 1999). El desplegamiento inducido por la temperatura
resultd ser también muy reversible en todas las condiciones investigadas y, por tanto,
podemos considerar que transcurre en equilibrio. En la Figura 4.3.2 se representan los
termogramas experimentales de la dependencia de la capacidad calorifica molar
parcial de permutante circular S19P20s, C,, con la temperatura para cada valor de pH.
Las lineas continuas mostradas en la Figura 4.3.2 corresponden al ajuste individual de
cada termograma obtenido a diferentes valores de pH utilizando el modelo de dos
estados (Seccion 6.6.2.2.1 de Materiales y Métodos). En todos los casos el modelo de
dos estados describe bien el desplegamiento térmico de la proteina. En la Tabla 4.3.1
estan recogidos los parametros del desplegamiento del permutante obtenidos a partir
del ajuste para cada pH.
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Figura 4.3.2. Dependencias de la capacidad calorifica molar parcial, C, con la temperatura, del
permutante circular S19P20s a distintos valores de pH. Los datos experimentales estan representados con
simbolos y las lineas representan los resultados del analisis individual de cada termograma aplicando el
modelo de dos estados. Los termogramas se han realizado a una velocidad de barrido de 1.5 K-min™ entre
5y 110 °C.

Una vez caracterizado el proceso de desplegamiento térmico de la quimera
SPCp41 y del permutante S19P20s, se realizaron idénticos experimentos de CDB para
los mutantes Pro-Ala de SPCp41 descritos anteriormente (ver Figura 4.6.1). Todos los
mutantes se estudiaron en las mismas condiciones experimentales que la quimera
SPCp41, de tal manera que la unica variable fuese la mutacién realizada sobre la
quimera en cada caso y asi poder comparar los resultados obtenidos.

Todas las curvas de desplegamiento de las distintas formas mutantes
presentaron un alto grado de reversibilidad en la mayoria de las condiciones
estudiadas, lo que indica que los procesos transcurren en equilibrio. Sin embargo, a
pH 7.0 en fosfato sddico los mutantes mostraron tendencia a agregarse y su
desplegamiento térmico fue irreversible lo que imposibilitdé el analisis comparativo con
la quimera SPCp41 a este pH cercano al fisioldgico. No obstante, el pH no parece
afectar significativamente a la termodinamica de union de p41 a los dominios de Abl-
SH3 y Spc-SH3, segun se ha mostrado en estudios previos (Palencia et al., 2004;
Casares et al., 2007). Por tanto, las magnitudes termodinamicas medidas a pH acido
se pueden considerar representativas de la union entre dominios SH3 y sus ligandos.

En una primera aproximacion analizamos las curvas de capacidad calorifica
molar parcial, C,, de los mutantes Pro-Ala de SPCp41 utilizando el modelo de
desplegamiento de dos estados y comparamos los parametros termodinamicos
obtenidos con los de SPCp41 y S19P20s. Todas las curvas de C, se describen muy
bien mediante el modelo de dos estados, igual que ocurria con SPCp41. En la Figura
4.3.3 se muestra una representacién de las correlaciones existentes entre las
entalpias de desplegamiento, AH,, y las temperaturas de la transicién, T,, cuyos
valores estan recogidos en la Tabla 4.3.1, para todos los mutantes comparadas con
las de SPCp41 y S19P20s en las mismas condiciones experimentales (Martinez et al.,
1999; Martin-Sierra et al., 2003). Si asumimos la validez del modelo de dos estados
para el desplegamiento y de acuerdo con la interpretacion habitual de este tipo de
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representaciones, la pendiente de la dependencia lineal de AH,, con T, corresponderia
al cambio de capacidad -calorifica de desplegamiento, AC,, que se supone
aproximadamente constante en el intervalo de temperaturas de los valores de T,,. De
manera sorprendente, el mayor valor de esta pendiente se obtiene para S19P20s
(3.57 + 0.20 kJ-K"mol™), el cual no presenta interacciones en el sitio de union, ya que
es el dominio SH3 aislado. Para todas las quimeras se obtienen valores de pendiente
considerablemente menores, lo que indicaria valores mas bajos de AC, para sus
desplegamientos. Como se ha descrito en el Capitulo 3, la introduccién de la
interaccion SH3-p41 en la quimera SPCp41 produce un enterramiento de superficie
hidrofébica con un area de 875 A? (Candel et al., 2007), que deberia traducirse en un
aumento en el AC, de desplegamiento en relacion al del dominio S19P20s, ya que
existe una correlacion directa bien establecida entre el AC, de desplegamiento de las
proteinas y el incremento de area superficial expuesta al disolvente con el
desplegamiento (Spolar y Record, 1994; Makhatadze y Privalov, 1995). Ademas, estos
resultados no serian coherentes con el valor negativo del cambio en capacidad
calorifica que se ha observado para la unién entre el péptido p41 y los dominios Spc-
SH3 (Casares et al., 2007) y Abl-SH3 (Palencia et al., 2004). Por estas razones, nos
planteamos la hipotesis de que debe de existir alguna contribucién adicional a la
aparente dependencia con la temperatura de la entalpia de desplegamiento mostrada
en la Figura 4.3.3 que no es posible justificar bajo la suposicion del modelo de
equilibrio de deplegamiento de dos estados.
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Figura 4.3.3. Dependencia con la temperatura de los cambios de entalpia de desplegamiento de
S19P20s, de SPCp41 y de todos los mutantes Pro-Ala estudiados a distintos valores de pH, obtenidos del
ajuste global de los datos de CDB mediante el modelo de dos estados. Las lineas continuas corresponden
a la regresion lineal de los datos obtenidos para cada proteina.
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Tabla 4.3.1. Parédmetros termodinéamicos del desplegamiento de la quimera SPCp41, de sus mutantes
Pro-Ala y del permutante circular S19P20s obtenidos del analisis de las curvas de CDB mediante el
modelo de dos estados.

Proteina pH Tm AHmM
(°C) (kJ-mol™)
25 405201 1265 0.8
3.0 50.8+0.1 156.5 + 0.7
P6OA 35 59.5+ 0.1 1754+ 06
40 63.8+0.1 190.9 + 0.6
25 43701 15412 0.8
3.0 52.1+0.1 171.8 0.7
P73A 35 59.9+0.1 180.9 + 0.8
40 64.4+0.1 193.8 + 0.7
25 400%02 1247 £1.0
3.0 50.0+0.1 154.5 + 0.8
P74A 35 58.6 + 0.1 1771 +08
40 63.6 0.1 186.9 + 0.8
25 4501 0.1 1655 £ 0.3
3.0 53.1+0.1 186.6 + 0.3
P75A 35 61.4+0.1 196.8+0.3
40 64.7+0.1 2037403
25 431201 1481205
3.0 513+0.1 168.2 + 0.5
P76A 35 59.0+ 0.1 180.0 + 0.5
40 63.3+0.1 187.3+0.5
25 4052 0.1 124607
3.0 50.4 + 0.1 156.2 + 0.5
PT7A 35 59.3+0.1 1722405
4.0 64.1+0.1 192.4 + 0.5
25 477201 1750 1.0
3.0 55.8+0.1 197.0 £ 1.0
SPCp41 35 62.7 +0.1 207.0 + 1.0
40 66.6+0.1 213.0+04
25 365201 952203
. 3.0 46.7 +0.1 1335 +0.3
S19P20s 35 54.0+0.1 153.1 £ 0.2
40 58.5+ 0.1 168.3 + 0.3

*En la Figura 4.3.3 de AH,, frente a T, ademas de estos valores hemos representado los
valores obtenidos previamente para el permutante S19P20s (Martinez et al., 1999).
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Figura 4.3.4. Dependencias de la capacidad calorifica molar parcial, Cy, con la temperatura, de la quimera
SPCp41 a distintas concentraciones de muestra en tampén glicina 20 mM, pH 3.5. Los datos
experimentales estan representados con simbolos. Los termogramas se han realizado a una velocidad de
barrido de 1.5 K:min™ entre 5 y 110 °C.

El que una proteina no se despliegue siguiendo un modelo de dos estados
suele deberse bien a que se estén produciendo fendmenos de asociacion o bien a que
en el proceso de desplegamiento existan estados intermedios, diferentes del nativo y
el desplegado, significativamente poblados. Para descartar la posibilidad de que se
estuvieran produciendo fendmenos de asociacion que pudieran haber pasado
inadvertidos, estudiamos el efecto de la concentracion de proteina sobre el
desplegamiento. Asi, realizamos experimentos de CDB con SPCp41 a distintas
concentraciones de muestra, cuyos termogramas estan representados en la Figura
4.3.4. Como podemos observar, no se aprecia ningun efecto importante sobre los
termogramas al aumentar la concentracién de la muestra, lo que demuestra que no se
producen fendmenos de asociacion significativos durante el desplegamiento en
nuestras condiciones experimentales.

La otra posibilidad que nos habiamos planteado consistia en la existencia de
algun estado intermedio de desplegamiento significativamente poblado. Como ya se
ha descrito anteriormente, los experimentos de DC y fluorescencia indicaron un
diverso grado de interaccion entre el dominio SH3 y la secuencia p41 para SPCp41 y
los diferentes mutantes Pro-Ala. Estos resultados sugirieron la existencia de un posible
equilibrio conformacional que afectaria a la intefase del sitio de unién en las quimeras
y que se encontraria modulado considerablemente por la posicion de la mutacion Pro-
Ala en la secuencia p41. Asi, era posible que este equilibrio conformacional tuviera
una influencia importante en la termodinamica de desplegamiento de las proteinas
quiméricas. Para apoyar estas hipétesis realizamos un analisis comparativo mediante
métodos de RMN de la estructura y la dinamica conformacional entre SPCp41 y uno
de los mutantes, concretamente en el mutante P74A, como describimos a
continuacion.
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4.4. Analisis por RMN de la quimera SPCp41 y el mutante P74A

Para obtener mas detalles estructurales sobre los cambios que se producen en
la superficie de union debidos a las mutaciones Pro-Ala en la secuencia del péptido
p41, realizamos experimentos por RMN con muestras enriquecidas en "°N de la
quimera SPCp41 y del mutante P74A. Se eligi6 este mutante por que, segun los
resultados anteriores, era uno de los que presentaba cambios mas importantes en la
interaccion SH3:p41, lo que se explica por que la prolina mutada se aloja en uno de los
bolsillos hidrofébicos del sitio de unidn. Los espectros registrados para ambas
proteinas fueron: '°N-HSQC, 3D "N-NOESY-HSQC y 3D ""N-TOCSY-HSQC. La
asignacion de los picos de cruce 'H-"°N del espectro "°N-HSQC del mutante P74A se
realizé tomando tiras del espectro 3D "®N-NOESY-HSQC centradas en los distintos
pares de frecuencias 'H-"’N y comparandolas con las tiras correspondientes a la
quimera SPCp41, previamente asignadas (Candel et al., 2007) (ver Capitulo 3). En la
Figura 4.4.1 se muestra la superposicién de los espectros ’N-HSQC asignados de la
quimera y del mutante P74A, donde podemos observar los cambios que se producen
en los desplazamientos quimicos 'H-'°N de la cadena principal de SPCp41 debidos a
la mutacién. Los cambios mas importantes afectan a los residuos que se encuentran
dentro de o cercanos a la superficie de unién SH3:p41, aunque también se afectan
unos pocos restos del dominio SH3 mas alejados. Estos cambios podrian ser debidos
a que el grado de interaccion entre el p41 y el sitio de uniéon del dominio SH3 en el
mutante P74A es menor como habiamos postulado. Por el contrario, gran parte de los
desplazamientos quimicos del resto del dominio SH3 se ven poco afectados, lo que
indica que la estructura del dominio SH3 no se altera de manera importante por la
mutacion.

A continuacién comparamos las sefales NOE que presentan los dos protones
indolicos He1 de los dos restos de triptéfano de SPCp41 con las que se observan para
el mutante P74A. Estos dos restos Trp estan muy conservados entre los diferentes
dominios SH3. El Trp26 interacciona directamente con el péptido p41, no sélo en
SPCp41 sino también en otros complejos que forman distintos dominios SH3 con el
péptido p41 libre (Candel et al., 2007; Casares et al., 2007). En cambio, el Trp27
contribuye de manera importante a la estabilidad de los dominios SH3 y presenta
muchos contactos con restos del nucleo de la estructura del dominio SH3. En los
espectros 3D "°N-NOESY-HSQC de ambas quimeras encontramos numerosos NOEs
entre los protones He1 de ambos Trp y los protones de otros restos, como podemos
ver en la Figura 4.4.2. En ambos espectros se observan todos los NOEs que afectan al
He1 de Trp27, excepto uno de baja intensidad que no se aprecia en el espectro del
mutante P74A. Esto indica que la mutaciéon P74A no produce cambios significativos en
la estructura del dominio SH3. Por el contrario, la mayoria de los NOEs que presenta
el He1 de Trp26 en SPCp41 no se observan en el mutante P74A, lo que indica que la
distancia media entre el proton He1 de Trp26 y el p41 aumenta considerablemente con
la mutacion, ya que la intensidad del NOE es inversamente proporcional a la sexta
potencia de la distancia proton-protéon. Estos resultados ponen claramente de
manifiesto que las interacciones en la superficie de union se debilitan
considerablemente al realizar la mutacidn P74A, mientras que la estructura del
dominio SH3 permanece inalterada en gran parte, lo que esta de acuerdo con las
similitudes encontradas entre las estructuras del dominio Spc-SH3 libre y cuando
forma el complejo con p41 (Casares et al., 2007).
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Figura 4.4.1. Cambios en los desplazamientos quimicos de la quimera SPCp41 producidos por la
mutacion P74A. A. Superposicién de los espectros asignados "’N-HSQC de SPCp41 (negro) y P74A
(rojo), registrados a 600 MHz. Cada pico de cruce "H-"°N de Ia cadena principal se ha etiquetado con el
numero de residuo al que corresponde. B. Estructura de menor energia de la quimera SPCp41
(PDB:2JMC) coloreada segtin la magnitud de los cambios en los desplazamientos quimicos (46)
producidos por la mutacién y calculados con la ecuacion:

2
AJ,
opm = \/(A5HN)2 + [_6.51\0

AS,

El cbdigo de colores es: A6 < 0.25 ppm azul, 0.25 ppm < A6 < 0.75 pm amarillo y A5 > 0.75 ppm. Las
cadenas laterales de los residuos del péptido p41 y las cadenas laterales de los residuos aromaticos del
sitio de unién del dominio SH3 se han representado en varillas. La prolina mutada (P74) esta representada

en color verde.
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Figura 4.4.2. Diferencias entre los patrones de NOEs que presentan los protones indol He1 de Trp 26 y de
Trp27 en SPCp41 y P74A. El panel de la izquierda muestra las tiras de los espectros 3D "°N-HSQC-
NOESY tomadas a las frecuencias "Hel y Net de Trp26 y Trp27, para la quimera SPCp41 (fondo
naranja) y el mutante P74A (fondo azul). Hemos marcado cada NOE con el nimero que le ha sido
asignado. El panel de la derecha muestra la estructura de la quimera SPCp41 con los mismos NOEs
representados con lineas. Los NOEs de Trp26-Hes1 se representan en amarillo y los de Trp27-He1 en
blanco. El segmento p41 y las cadenas laterales de los dos Trp se representan con vatrillas, mientras que
el resto de la auimera se reoresenta con lineas.

4.5. Analisis de la dinamica de la cadena principal de las proteinas
quiméricas mediante experimentos de relajacion de RMN >N

Las medidas de la relajacion de RMN del N en NH amidicos son una sonda
experimental muy sensible para el estudio de la difusién rotacional molecular y de la
dinamica global del esqueleto de las proteinas. Asi, para analizar el efecto de la
mutacién P74A en la flexibilidad conformacional de la proteina quimérica, medimos los
parametros de relajacion de RMN (>N Ry, R, y "N {"H}NOE) a 600 MHz y a 25°C para
SPCp41 y P74A. Los valores del NOE heteronuclear en la regién del dominio SH3
(residuos 2-64) y en la secuencia de conexién entre el dominio SH3 y el péptido p41
(65-67) son casi idénticos para ambas proteinas (Figura 4.5.1.A). Para la mayor parte
de la cadena del dominio SH3 se observan valores elevados del NOE (~ 0.8). Valores
del NOE menores, que indican la existencia de movimientos de alta frecuencia (ps a
ns), se observan en ambas proteinas para los restos 2 a 7 del extremo N-terminal,
para los restos 46 a 53 que corresponden a la secuencia de conexion entre los
extremos originales N- y C-terminal en el permutante S19P20s y para los restos 65 a
67 de la secuencia de conexion entre S19P20s y el ligando. Por el contrario, los
valores del NOE en la region el ligando (restos 68, 70, 71 y 72 en SPCp41 mas el
resto 74 en el mutante) son significativamente menores en el mutante P74A que en
SPCp41, lo que refleja un mayor desorden en esta regién de la cadena provocado por
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un incremento de los movimientos de alta frecuencia producidos por la mutacion P74A
(Jarymowycz y Stone, 2006).
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Figura 4.5.1. Dinamica del esqueleto de la quimera SPCp41 y del mutante P74A a pH 3.5 y 25°C, medida
a 600 MHz. A. ">N{'"H}NOE heteronuclear de SPCp41 (cuadrados blancos) y de P74A (circulos negros).
Los errores se han estimado del orden de un 2% para la quimera y de un 4% para el mutante. B. Relacion
entre las constantes de relajacion R2/R1 para la quimera SPCp41 (cuadrados blancos) y el mutante P74A
(circulos negros). Los errores los hemos estimado como se describe en Materiales y Métodos. Los valores
de la relaciéon R2/R1 que se muestran con asteriscos se han calculado para los 33 restos de mayor orden
en la quimera utilizando el programa TENSOR?2.

También determinamos las constantes velocidad de relajacion de BN, R, Yy Ra.
Desafortunadamente, durante las medidas con el mutante P74A se observd una
agregaciéon lenta de la proteina, que se manifiesta en un aumento general de los
valores resultantes de R, en comparacion con los obtenidos para SPCp41. Esto
complicé nuestro anadlisis comparativo y requiri6 gran precaucién a la hora de
interpretar los datos de relajacion (Korzhnev et al., 2001). No obstante, las diferencias
locales en la dinamica entre SPCp41 y P74A pudieron obtenerse analizando la
relacion R,/R; (Figura 4.5.1.B). El analisis con el programa TENSOR2 (Dosset et al.,
2000) de los datos de relajacion de los 33 restos correspondientes a la region mas
ordenada de SPCp41 nos indicd una relacion R,/R; promedio que corresponde a un
tiempo de correlacion rotacional aparente (t1,) de 5.15 + 0.04 ns. Este valor se

66



Capitulo 4

encuentra dentro del intervalo esperado para una proteina monomérica de unos 8 kDa.
Un valor muy parecido, de 5.1 ns, se obtuvo también con el programa Fast-
HYDRONMR (Ortega y Garcia de la Torre, 2005) a partir de calculos hidrodinamicos
utilizando la estructura de menor energia de SPCp41. En la Figura 4.5.1.B se observa
una disminucion de la relacion R./R4 para SPCp41 en las zonas en las que también
aparecen valores de NOE menores, lo que confirma la presencia en estas regiones de
movimientos locales rapidos, con tiempos entre ps y ns. Por el contrario, un aumento
en la relacién R,/R4 indica movimientos mas lentos y/o un intercambio conformacional
en la escala tiempos de pus-ms, que produce mayores valores R,. Esto resulta mas
evidente para los restos 68, 71y 72 de SPCp41 que se encuentran en la secuencia del
ligando p41 vy en los restos 9, 10, 62 y 63, que se encuentran cercanos al ligando en la
region del lazo RT del dominio SH3. Estos efectos sugieren un cierto grado de
intercambio conformacional lento en la superficie de unién de la quimera SPCp41. Se
observan también aumentos en la relacion R,/R; para el resto 17 y de manera mas
prominente para el resto 33, en el giro distal, ambos mas alejados del sitio de union.

En la Figura 4.5.1.B se aprecia también un aumento de la relacion R,/R, para
el mutante P74A debido al efecto de la agregacioén y que afecta a la mayor parte de los
restos del dominio SH3, excepto para aquellos que presentan movimientos de alta
frecuencia que compensan el efecto de agregacion sobre los valores de R,. En el
mutante P74A el resto 33 todavia presenta una elevada relacion R,/R; que indica que
presenta un fenomeno de intercambio conformacional en el giro distal similar al de la
quimera SPCp41. En la secuencia de conexién y en la region del ligando se percibe
una clara disminucién de la relacion R./R4 para el mutante P74A en comparacion con
SPCp41, que indica que la relajacion en estas zonas esta gobernada por movimientos
de alta frecuencia. Por tanto, la mutacion P74A hace que se desplace la escala de
tiempo de los movimientos conformacionales de la cadena principal en la regién del
ligando p41, siendo relativamente lentos en el caso de la quimera SPCp41 y mas
rapidos en el mutante P74A.

Los resultados de la caracterizacion estructural y dinamica del mutante P74A
nos permiten, por tanto, concluir que las mutaciones Pro-Ala realizadas en la
secuencia del p41 en la quimera SPCp41 producen una debilitacion de las
interacciones en la superficie de union del dominio SH3 que se traduce en un aumento
de los movimientos de alta frecuencia del péptido. Los datos de DC y fluorescencia de
los mutantes descritos anteriormente indican que los restos aromaticos que forman
parte del sitio de union sufren un aumento del area de la superficie expuesta al
disolvente y ademas se produce una reduccion de la fraccion de hélice de PPII del
ligando. En definitiva, todos estos resultados confirman la existencia de un equilibrio
conformacional dinamico en las quimeras que afecta a la interaccién del ligando con el
sitio de union y que debe ser considerado en nuestro analisis termodinamico.

4.6. Analisis termodinamico de las curvas de capacidad calorifica molar
parcial de desplegamiento utilizando un modelo de tres estados

Los resultados del analisis estructural y de relajacion de RMN indican cambios
significativos sobre la estructura, la dindmica conformacional y el grado de exposicion
al disolvente que afectan a la interfase del sitio de unién, provocados por las diferentes
mutantes Pro-Ala en SPCp41. Estos cambios son mas acusados para P69A, P74A y
P77A, moderados para P73A and P76A y menores para P75A, y estan bastante bien
correlacionados con los cambios en estabilidad térmica medidos por CDB. Por el
contrario, los cambios de capacidad calorifica de desplegamiento determinados
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utilizando el modelo de dos estados varian en el orden opuesto con las mutaciones, lo
que es incongruente con los cambios estructurales y en estabilidad.

Aunque los cambios de capacidad calorifica de desplegamiento de las
proteinas han sido interpretados frecuentemente en términos de efectos en la
hidratacion (Spolar y Record, 1994; Makhatadze y Privalov, 1995), se han propuesto
otras causas posibles (Prabhu y Sharp, 2005), aunque su magnitud y su signo no han
sido aun esclarecidos. El hecho de que se produzcan otros procesos de equilibrio
ademas del propio plegamiento puede tener una contribucién importante a la
capacidad calorifica de las proteinas (Fisher et al., 1981; Eftink et al., 1983). En el
caso de nuestra quimera SPCp41 hemos demostrado que las mutaciones Pro-Ala
producen una debilitacion de las interacciones y un aumentando de las fluctuaciones
conformacionales en la superficie de interaccién, lo que pone de manifiesto la
existencia de un equilibrio dindmico entre un estado “unido”, en el que el ligando
interacciona intramolecularmente con el sitio de uniéon del dominio SH3, y un estado
“no unido”, en el que el ligando se encuentra desordenado y el sitio de uniéon expuesto
al disolvente. Este equilibrio conformacional también esta presente, aunque de forma
menos apreciable, en la quimera SPCp41. Si estos dos estados conformacionales
tienen distintas entalpias y capacidades calorificas, el equilibrio se desplazara con la
temperatura cambiando su poblacion relativa. ElI calor implicado en este
desplazamiento del equilibrio deberia tener influencia en las curvas de CDB y este
efecto podria explicar las anomalias descritas anteriormente en las dependencias de la
entalpia de desplegamiento con la temperatura (Figura 4.3.2). Este escenario se
podria simplificar considerando el siguiente modelo de desplegamiento de tres
estados:

K1 Kz
N | D
Unido No unido  Desplegado

donde N e | son los estados donde la interfase de unidon SH3-péptido presenta una
conformacion “unido” y “no unido”, respectivamente, y D es el estado desnaturalizado
de la proteina. K; y K, son las constantes de equilibrio de cada transicién. Con este
modelo de equilibrio de tres estados llevado a cabo el ajuste no lineal de todas las
curvas de C, medidas a distintos valores de pH para cada proteina. Las ecuaciones de
este modelo y los detalles de los ajustes estan explicados en la Seccién 6.6.2.2.2 de
Materiales y Métodos.

En el analisis consideramos que en el estado | los 12 ultimos restos del
extremo C-terminal, que incluyen al ligando, se encuentran completamente
desordenados y expuestos al disolvente. También hemos considerado que la
presencia de este segmento de cadena desordenada no influye sobre la
termodinamica del desplegamiento del dominio SH3, por lo que hemos supuesto que
la transicion entre los estados | y D tiene las mismas magnitudes termodinamicas que
el desplegamiento de dos estados de S19P20s. Esto nos permite incorporarlas como
parametros fijos en el ajuste de las curvas de las quimeras cada pH. Asimismo, las
funciones de C, de los estados | y D se han tomado de los analisis de las curvas de
CDB de S19P20s y se han corregido teniendo en cuenta la contribucion de los 12
ultimos restos desordenados del extremo C-terminal, de acuerdo con Makhatazde y
Privalov (Makhatadze y Privalov, 1990). Con estas suposiciones, los parametros que
se optimizaron en el ajuste global de las curvas de CDB de cada quimera son: la
constante de equilibrio, K; a cada pH, el cambio de entalpia, AH,, y el cambio de
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capacidad calorifica, ACp4, para la transicion entre los estados N e | a una cierta
temperatura de referencia, ademas de la dependencia con la temperatura de la C,
para el estado N, que hemos supuesto lineal. Para simplificar aun mas el analisis,
supusimos que el cambio de entalpia, AH, es aproximadamente independiente del pH
en el intervalo estudiado, ya que no existen restos cargados en la secuencia del
extremo C-terminal. Esta aproximacién esta de acuerdo con la baja dependencia con
el pH de la entalpia de unién del decapéptido p41 al dominio Abl-SH3 (Palencia et al.,
2004) o al dominio Spc-SH3 (Casares et al., 2007).
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Figura 4.6.1. Dependencias de la capacidad calorifica molar parcial, Cp, con la temperatura de la quimera
SPCp41 y de los mutantes Pro-Ala a distintos valores de pH. Los datos experimentales estan
representados con simbolos abiertos para cada pH: triangulos hacia abajo pH 2.5, triangulos hacia arriba
pH 3.0, circulos pH 3.5 y cuadrados pH 4.0; y las lineas representan los resultados del anélisis global
aplicando el modelo de tres estados. 69



Tabla 4.6.1. Magnitudes termodinéamicas™ a 25°C obtenidas del ajuste de las curvas de CDB al modelo de tres estados para la interaccion SH3-péptido evaluada a
partir de la quimera SPCp41 y los mutantes Pro-Ala.

Proteina pH K4 AG, AH, T-AS, ACy4
(kJ-mol™) (kJ-mol™) (kJ-mol™) (kJ-mol™* K™
4.0 0.0234 + 0.0008 9.31+0.08 473+1.0
3.5 0.0288 + 0.0010 8.80 + 0.09 47.8+1.0
SPCp41 3.0 0.0389 + 0.0013 8.05 + 0.08 56.6+0.9 48.6 1.0 0242 £0.011
25 0.0541 + 0.0017 7.22 +0.08 494 +1.0
4.0 0.163 + 0.011 4491017 333+ 16
3.5 0.171 + 0.011 4.37+0.16 33.4+1.6
P69A 3.0 0.35 + 0.03 2.60 +0.21 37.8+1.4 352+ 1.6 0.02£0.04
2.5 0.51+0.04 1.69 + 0.20 36.1+ 1.6
4.0 0.079 + 0.006 6.28+0.19 42.8+2.0
3.5 0.098 + 0.008 5.75+0.20 43.3+2.0
P73A 3.0 0.142 +0.011 4.83+0.19 49.0+1.8 44.2 +2.0 -0.01 £0.05
25 0.170 + 0.012 4.39+0.17 44.7 +2.0
4.0 0.153 + 0.012 465+0.19 425+18
3.5 0.129 + 0.012 5.08 + 0.21 42.1+1.8
P74A 3.0 0.40 + 0.04 2.27+0.25 47.2+16 449+18 -0.12+0.04
25 0.54 +0.05 1.52 +0.23 457 +1.8




40 0.0449 * 0.0021 7.69%0.12 483+13
3.5 0.0384 + 0.0018 8.08 +0.12 479+13

P75A 3.0 0.076 + 0.003 6.39+0.10 56.0£1.2 496 +1.3 0.19+0.03
2.5 0.096 + 0.004 5.80 +0.10 50.2 + 1.3
4.0 0.117 £ 0.006 5.31+0.13 431212
3.5 0.131 + 0.007 5.04 +0.13 434+1.2

P76A 3.0 0.179 + 0.009 4.26 +0.12 48.4 £ 1.1 441 +1.2 ~0.06 +0.03
2.5 0.200 + 0.009 3.99+0.11 444112
40 0.181 £ 0.009 4241012 240+13
3.5 0.228 + 0.012 3.66+0.13 245+1.3

PT7A 3.0 0.49 + 0.03 1.78 £0.15 28212 26.4+1.4 0.014+0.018
2.5 0.73+0.05 0.79+0.17 27.4+14

* Los errores en los parametros corresponden a un intervalo de confianza del 95% en los ajustes.
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En la Figura 4.6.1 se muestran los termogramas experimentales de la
dependencia de la capacidad calorifica molar parcial, C,, con la temperatura de la
quimera SPCp41 y de todos los mutantes Pro-Ala, para cada valor de pH, ademas de
los ajustes globales por minimos cuadrados no lineales utilizando el modelo de
desplegamiento de tres estados. En la Tabla 4.6.1 se resumen los parametros
termodinamicos obtenidos de este analisis. A pesar de las restricciones que se han
impuesto en el analisis, las curvas de C, son bien reproducidas por el modelo, tanto en
la forma como en su dependencia con el pH, lo que apoya la validez de las
suposiciones que se han descrito antes.

Estos resultados confirman que las propiedades estructurales aparentes de los
distintos mutantes Pro-Ala observadas a 25°C mediante DC, fluorescencia y RMN, son
propiedades promedio representativas del equilibrio conformacional entre de los
estados “unido” y “no unido”. La posicion de este equilibrio a cada temperatura esta
representada para cada quimera por la constante de equilibrio K;. Las magnitudes
termodinamicas de la Tabla 4.6.1 nos expresan el grado de importancia en la
interaccion SH3-ligando que tiene cada uno de los restos Pro mutados. Ademas, en
todos los casos, la interaccion SH3-péptido es termodinamicamente favorable aunque,
en general, y especialmente para algunos mutantes como P69A, P74A y P77A a bajo
pH, la energia de Gibbs de esta interaccién es bastante baja.

Los valores de AH; y T-AS; son fuertemente positivos, lo que indica que la
interaccion intramolecular entre el dominio SH3 y el ligando estd dominada por una
entalpia favorable grande, parcialmente compensada por un término entrépico
desfavorable. Esto también se suele observar en la unién de péptidos ricos en Pro a
otros dominios SH3 (Renzoni et al., 1996; Arold, S. et al., 1998; Ferreon y Hilser, 2003;
Ferreon y Hilser, 2004; Palencia et al., 2004; Casares et al., 2007). La afinidad de la
unién se reduce progresivamente para los distintos mutantes, produciéndose un
considerable aumento en la entalpia y en la entropia de union. Las diferencias son
relativamente grandes entre los distintos mutantes. Asi, por ejemplo, la diferencia de
entalpia de union entre SPCp41 y el mutante P77A es 28 kJ-mol™” a 25°C.

Las magnitudes termodinamicas de la Tabla 4.6.1 nos permitieron estimar la
poblacion relativa de cada estado en funcién de la temperatura para cada una de las
proteinas quiméricas. En la Figura 4.6.2 se representan las poblaciones del estado
“unido” para cada quimera a 25°C a cada valor de pH. Estas poblaciones se
correlacionan muy bien con las variaciones observadas para las diferentes quimeras
en la fluorescencia intrinseca del Trp y de la sefial de DC en el UV-lejano que se
muestran en las Figuras 4.2.2 y 4.2.4.B.
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Figura 4.6.2. Fraccion de estado “unido” de cada proteina quimérica a 25°C y a diferentes valores de pH:
pH 4.0 en blanco; pH 3.5 en gris claro; pH 3.0 en gris; pH 2.5 en negro, que se han calculado a partir de
las magnitudes termodinamicas de la Tabla 4.6.1.

4.7. Estudio termodinamico de la union del permutante circular S19P20s
al péptido p41 por calorimetria isotérmica de titulacion (CIT)

Como una prueba adicional de la validez de nuestra metodologia para el
analisis de la termodinamica de interaccién entre el dominio SH3 y los ligandos ricos
en prolina, determinamos directamente las magnitudes termodinamicas de la unién del
péptido aislado p41 al dominio S19P20s mediante calorimetria isotérmica de titulacion
(CIT), en glicina 20 mM, pH 3.5 y a 25°C. Los experimentos previos de titulacion de
S19P20s con p41 realizados mediante fluorescencia nos permitieron estimar la
constante de asociacioén, K,, con el resultado de (6.3 + 1.3) x 10° M7, que equivale a
una constante de disociacion, Ky, de 160 + 30 uM (Martin-Sierra et al., 2003). Dado
que esta afinidad es muy baja, para poder determinar de forma precisa los parametros
termodinamicos de unién disefiamos un experimento de CIT que tuviera un valor del
parametro ¢ (que se define como el producto entre la constante de union y la
concentraciéon de la proteina en la célula del calorimetro) dentro del intervalo
adecuado, que esta entre 1 y 100, aunque su valor optimo esta entre 10 y 100
(Wiseman et al., 1989). Para realizar el experimento utilizamos una concentracion de
proteina en la célula del calorimetro de 0.44 mM y una concentracién de péptido p41
en la jeringa del calorimetro de 10.83 mM, lo que nos dio un valor de 3
aproximadamente para el parametro ¢, dentro del intervalo apropiado.

En la Figura 4.7.1 podemos ver los resultados experimentales obtenidos y en la
Tabla 4.7.1 se resumen los parametros termodinamicos de la interaccion, derivados
del ajuste por minimos cuadrados a un modelo n sitios de union iguales e
independientes (Casares et al., 2007). La constante de disociacién obtenida por CIT,
Ky, €s de 260 + 20 uM, que es ligeramente mayor que la determinada mediante
fluorescencia, lo que confirma la baja afinidad entre p41 y el permutante S19P20s. La
entalpia de unién es grande y negativa y se compensa con un valor de entropia muy
desfavorable, lo cual se observa normalmente para este tipo de interaccion. La energia
de Gibbs estandar de union, a pH 3.5 y 25°C, entre S19P20s y p41 es de -20.44 +
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0.12 kJ-mol™. Estas magnitudes termodinamicas son similares a las determinadas para
unién de p41 a la forma WT del dominio Spc-SH3 bajo condiciones similares (Casares
et al., 2007), aunque la afinidad del permutante circular S19P20s por p41 es
ligeramente menor, lo que indica que la permutacion de la secuencia del dominio SH3
y la apertura del lazo RT no tienen un efecto determinante en su interaccién con el

ligando p41.
tiempo (s)
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Figura 4.7.1. Experimentos de titulacién del dominio S19P20s con el decapéptido p41 a 25°C en glicina 20
mM, pH 3.5, en ausencia y presencia del decapéptido P7Ap por calorimetria isotérmica de titulacion (CIT).
A. Termogramas obtenidos al inyectar volumenes variables de una disolucion de 10.83 mM de p41 en la
célula del calorimetro conteniendo: (1) 0.44 mM de S19P20s; (2) 0.44 mM de S19P20s + 1.32 mM de
P7Ap; (3) 0.46 mM de S19P20s + 5.17 mM de P7Ap; (4) sélo tampén. B. Curvas de titulacion,
normalizadas y corregidas, obtenidas de los termogramas que se muestran en el panel A. Los simbolos
representan los datos experimentales: sin P7Ap cuadrados; 1.32 mM P7Ap triangulos y 5.17 mM P7Ap
circulos. Las lineas representan los ajustes por minimos cuadrados a un modelo de un sitio de unibn,
como se describe en Materiales y Métodos.
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Tabla 4.7.1. Parametros termodinamicos de la unién entre los decapéptidos p41 y P7Ap y el
permutante circular S19P20s determinados por CIT a pH 3.5 y 25°C. Los errores corresponden a un
intervalo de confianza del 95% en la determinacién de los parametros.

Péptido K, AH, n AG,
(M) (kJ-mol™) (kJ-mol™)
APSYSPPPPP (p41) 3800+ 180 -58.1+1.6 1.09£0.02 —20.44+0.12

APSYSPAPPP (P7Ap)* 480 + 100 —46 +13 1.09° -15.3+0.5

AAnalizado por el método de desplazamiento (Sigurskjold, 2000).
BEl numero de sitios se ha fijado en el ajuste de los datos experimentales al modelo
correspondiente.

A partir de la energia de Gibbs estandar del proceso de unién entre S19P20s y

p41 (interaccién intermolecular), AGY,.,, que hemos calculado por CIT y que resulta

igual a: -20.44 + 0.12 kJ-mol”, y de la energia de Gibbs estandar de la interaccion
intramolecular que hemos obtenido por CDB para la quimera SPCp41, AG-?ma, que

resulta ser -8.80 + 0.09, podemos calcular el efecto que produce la ligadura covalente
entre el ligando p41 y el dominio S19P20s sobre la energética de la unién a 25°C en el
estado estandar (actividad 1 M) de la siguiente forma:

~AG?

inter

AGY = AG?

lig intra

(4.7.1)

que resulta igual a 11.64 + 0.21 kJ-mol”. Suponiendo que la ligadura no implica

contribucidn entalpica importante, el valor de —TAS,(,-’g, resulta ser igual a 11.64 = 0.21
kJ-mol™. Este valor aparentemente indicaria que el la unién covalente entre el péptido
y el permutante contribuye a desestabilizar entrépicamente la interaccién, lo que

resulta sorprendente.

La contribucion entropica de introducir una ligadura covalente sobre la
estabilidad de un dimero de dos hélices se ha calculado tedricamente por otros

autores (Zaman et al., 2002), resultando un valor para el término —TAS,‘,-’Q de 13.4
kJ-mol™” a 27°C, es decir, practicamente igual a nuestro resultado. Esto indica por tanto
que la ligadura covalente produce una desestabilizacién del sistema en condiciones
estandar (actividad 1 M), de forma similar a nuestro sistema. Este resultado es, al
menos, paradéjico, puesto que no es esperable que se produzca una
desestabilizacion. Sin embargo, la confusion procede del hecho de que para
macromoléculas el estado estandar de actividad 1 M es irreal. Asi, considerando un
estado de referencia mas coherente, como es 1 uM, los autores obtienen que la
contribucién entrépica derivada de la ligadura covalente pasa a ser fuertemente
estabilizadora (-21 kJ-mol™), como cabia esperar inicialmente (Zaman et al., 2002). En

nuestro caso, si hacemos estos calculos para un estado de referencia con una
concentracién de reactivos de 50 uM, el término —TAS,(,-’g resulta ser igual a —12.9 +
1.3 kd'mol lo cual indica, de forma analoga, que la ligadura covalente afade
estabilidad a las interacciones que se producen en la superficie de uniéon en SPCp41.
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La secuencia de conexion entre S19P20s y el ligando aparece bastante
desordenada en la estructura por RMN de SPCp41 y no presenta contactos con el
resto de la estructura, tal y como se describié en el Capitulo anterior (Candel et al.,
2007). La alta flexibilidad conformacional de esta secuencia de conexién se manifiesta
también en sus parametros de relajacion de RMN, segun lo descrito anteriormente. Si
admitimos, por tanto, que la contribucién de la union covalente entre el péptido y el
dominio a la energia de la interaccién es la misma para todas las proteinas quiméricas,
utilizando los valores de la Tabla 4.6.1 se pueden estimar las constantes de
disociacion correspondientes a la interaccién de S19P20s con cada péptido mutante
aislado. Por ejemplo, Ky seria 430 uM para P75A, 1.5 mM para P74A o 2.6 mM para
P77A, a pH 3.5 y 25°C. Estas afinidades son extremadamente bajas, lo que hace que
el estudio de estas interacciones mediante experimentos de titulacion directa del
permutante S19P20s con estos péptidos sea practicamente inviable. Una posible
solucion a este problema consistiria en la utilizacién de un experimento de CIT por
desplazamiento, en el cual el complejo de una proteina con un ligando de baja afinidad
se titula con otro ligando de mayor afinidad (Sigurskjold, 2000). Ese ha sido el
procedimiento para verificar por CIT las magnitudes termodinamicas de la unién
obtenidas para el mutante P74A mediante nuestro analisis de los datos de CDB.
Hemos hecho experimentos de CIT de desplazamiento en glicina 20 mM, pH 3.5 y
25°C para determinar directamente las magnitudes termodinamicas de la union de
mutante P7A del péptido p41 (P74A si seguimos la numeracion de la quimera
SPCp41), denominado P7Ap, al permutante circular S19P20s. Hemos elegido esta
mutacion porque la Pro que se sustituye es una de las mas importantes para la union.
En estos experimentos hemos titulado una disolucion 0.44 mM de S19P20s en
presencia del péptido P7Ap en la célula calorimétrica con una disolucién de 10.83 mM
de p41 desde la jeringa. Concretamente, se han realizado dos experimentos
independientes con concentraciones de P7Ap de 1.32 y 5.17 mM. Los detalles de
estos experimentos se han descrito en la Seccion 6.11 de Materiales y Métodos. En la
Tabla 4.7.1 se recogen las magnitudes termodinamicas que resultan del analisis. Con
este tipo de disefo experimental hemos podido determinar la constante de disociacion
del péptido P7Ap, que resulta ser 2.1 + 0.4 mM y que esta de acuerdo con los
resultados obtenidos por CDB para el mutante P74A de la quimera SPCp41. Aunque
la precision en la determinacion de la entalpia de union mediante este tipo de
experimento es baja, coincide razonablemente bien con los datos obtenidos mediante
CDB.

4.8. Proteinas quiméricas de fusion como herramientas utiles para el
analisis termodinamico de las interacciones débiles proteina-ligando

Uno de los grandes problemas en el analisis termodinamico de las
interacciones SH3-ligando es que sus afinidades normalmente estan por debajo del
intervalo accesible para ser estudiadas por CIT (Wiseman et al., 1989). Para realizar
estos experimentos de CIT se necesitan decenas de miligramos de péptidos sintéticos
y de proteina, debido a la baja afinidad que presentan estas interacciones. Esto hace
inviable el uso del CIT para un estudio extenso de la energética de la unién, a causa
del elevado coste y a problemas colaterales como la limitada solubilidad y/o
agregacion de las muestras. Por otra parte, la CDB se ha utilizado frecuentemente con
anterioridad para el analisis de la termodinamica de la interaccion proteina-ligando,
tanto en nuestro grupo de investigacion como en otros, presentando ciertas ventajas
con respecto a la CIT en muchos casos (Brandts y Lin, 1990; Martinez et al., 1994;
Martinez et al., 1995; Casares et al., 2007). En este trabajo hemos demostrado que los
experimentos de CDB combinados con la mutagénesis dirigida son muy sensibles a
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los cambios provocados por las mutaciones sobre la energética de la unién del ligando
y por tanto, constituyen una herramienta muy util en el analisis termodinamico de estas
interacciones. Esta metodologia termodinamica es completamente novedosa, aunque
en otros estudios se han utilizado proteinas de fusién artificiales para analizar
estructuralmente las interacciones entre dominios SH3 y péptidos ricos en prolina
(Gmeiner et al., 2001), o también en dominios GYF (Freund et al., 2003). Ademas,
nuestro abordaje se puede extender a otras interacciones biomoleculares cuando
ambas moléculas se puedan unir covalentemente mediante ingenieria de proteinas o
por métodos quimicos.

4.9. Importancia de los restos Pro en la union SH3-p41

El andlisis mutacional que realizamos con las proteinas quiméricas nos
permitié establecer claramente la importancia que tiene cada resto de Pro del péptido
p41 en la interaccién SH3-péptido. Ayudandonos de la Figura 4.1.1, podemos observar
que la mutacién P75A es la que parece tener menor importancia en la interaccion,
puesto que este resto esta expuesto al disolvente y no presenta contactos entre su
cadena lateral y el dominio SH3 (Candel et al., 2007). La sustitucién de Pro69, Pro74 y
Pro77 tiene, por el contrario, el mayor impacto sobre la unién. Estas tres prolinas son
esenciales para la union de péptidos ricos en Pro al dominio AbI-SH3 (Ren et al.,
1993) y, ademas, la Pro74 y la Pro77 ocupan posiciones conservadas en la secuencia
consenso de los ligandos de los dominios SH3 (PPx®P) (Kay, B. K. et al., 2000). La
Pro73 y la Pro76 son intermedias en el orden de importancia en la interaccién vy
ocupan posiciones menos conservadas en la secuencia consenso. Estos resultados,
estan de acuerdo con el modelo de Lim para las interacciones SH3-péptido (Lim et al.,
1994; Nguyen, Jack T. et al., 1998; Musacchio, 2003), con la Pro73 y la Pro76 en una
posicion de “empaquetamiento interno”, de acuerdo con la terminologia del modelo, y
la Pro74 y la Pro77 en una situacién de “empaquetamiento externo”, que es la mas
apropiada para que un resto de Pro establezca interacciones 6ptimas con los bolsillos
hidrofébicos de la superficie del dominio SH3. La cadena lateral de la Pro69 también
esta orientada favorablemente para interaccionar hidrofébicamente con el bolsillo
“‘compas” del sitio de unién, lo que explica la fuerte desestabilizacion de la mutacion
P69A.

4.10. El impacto de las mutaciones Pro-Ala sobre la termodinamica de la
interaccion SH3-ligando

Los parametros termodinamicos obtenidos para la union SH3-p41 que se
muestran en la Tabla 4.6.1, revelan que en todas la quimeras la unién esta dirigida por
un cambio de entalpia negativo favorable, parcialmente compensado por una entropia
de unién negativa desfavorable, como se observa normalmente para las interacciones
SH3-péptido (Renzoni et al.,, 1996; Arold, S. et al., 1998; Ferreon y Hilser, 2003;
Ferreon y Hilser, 2004; Palencia et al., 2004; Casares et al., 2007). A medida que en
los diferentes mutantes la afinidad de la unién se reduce progresivamente, las
magnitudes de la entalpia y la entropia disminuyen de manera considerable, es decir,
tanto la entalpia como la entropia de unién se hacen menos negativas. Las diferencias
que se observan entre los mutantes son relativamente grandes. Por ejemplo, la
diferencia de entalpia entre la quimera SPCp41 y el mutante P77A es
aproximadamente 28 kJ-mol”’ a 25°C. Estos resultados son dificiles de explicar
simplemente por la pérdida de unos pocos contactos de van der Waals en el estado
“unido” a causa de cada mutacion Pro-Ala. Ademas, el efecto entalpico de la pérdida
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de los contactos de van der Waals es parcialmente compensado por un cambio
opuesto en el balance de entalpia de hidratacion (Hilser et al., 1996).

Los cambios de hidrofobicidad en la interfase SH3-péptido producidos por las
mutaciones Pro-Ala no nos proporcionan tampoco una explicacion adecuada para los
cambios en la entropia de unién. El efecto hidrofébico produce una fuerte contribucion
favorable (positiva) a la entropia de union, debida a la liberacién de moléculas de agua
que se produce por la interaccion. La sustitucién por alanina de una prolina que
interacciona con la superficie del domino SH3 produce a lo sumo una pequeia
disminucion del area que queda enterrada con la unién, lo cual, en contraste con
nuestras observaciones, deberia implicar unicamente una ligera disminucion de la
entropia de unién con la mutacioén Pro-Ala.

El plegamiento del ligando para adquirir la conformacién de PPII deberia influir
fuertemente en la termodinamica de este tipo de interaccion (Ferreon y Hilser, 2004).
En ausencia de otros efectos, se podria esperar que la sustitucion en el ligando de una
prolina por alanina produjera una entropia de unidon menos favorable, es decir, mas
negativa, debido al aumento de la libertad conformacional del ligando libre. En nuestro
caso, esta contribuciéon se podria evaluar con la mutacion de la Pro75, que tiene la
cadena lateral expuesta al disolvente, y que por tanto, no esta implicada directamente
en la interfase de la interaccién. Sin embargo, los resultados obtenidos para el mutante
P75A indican una entropia de union ligeramente mas negativa, que esta acompafiada
por una entalpia negativa ligeramente menor. Ambos cambios tienen una magnitud de
<1 kJ-mol™, que practicamente se puede considerar dentro del error experimental (ver
Tabla 4.6.1). Este resultado es un tanto inesperado, dado que las mutaciones Pro-Ala
deberian aumentar la degeneraciéon conformacional del resto mutado y del resto que le
precede (Daquino et al., 1996). Un estudio de CIT previo mostré que la sustituciéon de
una prolina similar a la P75 por Leu en el ligando p41 aislado, produjo un cambio de
entalpia desfavorable, parcialmente compensado por una entropia de unién al dominio
Abl-SH3 mas favorable, lo cual era contrario a los resultados esperados inicialmente
(Palencia et al., 2004). Para explicar este comportamiento inesperado se propuso la
contribucién de otros efectos, como la capacidad aceptora acentuada del grupo
carbonilo de la prolina para formar un enlace de hidrégeno o la existencia de efectos
cooperativos que se propagan via interacciones especificas mediadas por moléculas
de agua a través del ligando y el dominio SH3. En contraste con estos resultados,
Hilser y colaboradores estudiaron la unién del péptido Sos al extremo C-terminal del
dominio SH3 de Sem-5, y describieron que la mutacion de una prolina que se
encuentra expuesta al disolvente (equivalente a la Pro75 en la quimera SPCp41), por
glicina o alanina, produce una entalpia de unién mas negativa (de aproximadamente -4
kJ-mol™), parcialmente compensada por una entropia de unién mas negativa (de
aproximadamente -2 kJ-mol™”) (Ferreon y Hilser, 2003; Hamburger et al., 2004). Una
posible explicacién para estas diferencias es que el ligando p41 y sus mutantes
podrian tener una mayor predisposicion a formar una hélice de PPII que los péptidos
Sos. Cualquier resto que va seguido por una prolina tiene restringida la conformacion
de su cadena principal por efectos estéricos a ocupar principalmente la regién de los
angulos ¢ y y correspondiente a laminas  (Macarthur y Thornton, 1991; Creamer,
1998; Rucker et al., 2003). Por esta razén, el aumento de libertad conformacional del
ligando “no unido” por causa de cada mutacion Pro-Ala debe de ser relativamente
pequeno para la mayoria de los mutantes de SPCp41, como se observa por ejemplo
para P75A. Por razones similares, las diferencias en entalpia y entropia de unién entre
los distintos mutantes Pro-Ala no se pueden considerar debidas a posibles diferencias
en el coste energético de adoptar el ligando una conformacién en PPIIl. Por tanto,
nuestros resultados no se pueden explicar como causados por cambios en la libertad
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conformacional del ligando con las mutaciones y tiene que haber otras contribuciones
que expliquen este comportamiento.

En la bibliografia se han encontrado contribuciones adicionales a la
termodinamica de la interaccién SH3-pépido, que consideran la presencia de una red
de enlaces de hidrégeno mediados por moléculas de agua en la interfase de unién y
una reduccion en la dinamica conformacional de la molécula como consecuencia de la
interaccion (Lim et al., 1994; Wang, C. Y. et al., 2001a; Palencia et al., 2004; Casares
et al., 2007). El significado de estos efectos en la determinacion de la energética de la
unién todavia no se comprende bien. Es muy probable que su contribucion dependa
de los detalles especificos de la interaccion entre cada dominio SH3 y su ligando
respectivo. Por ejemplo, la gran similitud entre las estructuras de los complejos del
péptido p41 con los dominios SH3 de Abl y Spc sugirié que las grandes diferencias
observadas entre estos dos dominios en las magnitudes termodinamicas de la union
podrian estar relacionadas con la ausencia de algunas de las interacciones mediadas
por moléculas de agua (Casares et al., 2007). No obstante, si los efectos de las
mutaciones observados en las proteinas quiméricas fueran ante todo debidos a la
desestabilizacién por interacciones especificas de moléculas de agua, podriamos
haber encontrado los efectos mas grandes en posiciones especificas mientras que, en
lugar de esto, se observa una aparente periodicidad de los efectos energéticos en la
hélice de PPIl. Como consecuencia, aunque nuestros resultados no descartan la
influencia de interacciones mediadas por moléculas de agua, una contribucion
importante a los cambios termodinamicos producidos por las mutaciones Pro-Ala
puede deberse a su efecto sobre la dinamica conformacional de los complejos SH3-
péptido, como se discutira mas adelante.

4.11. La interaccion intramolecular SH3-ligando muestra una fuerte
compensacion entalpia-entropia

Hemos observado una fuerte compensacion entalpia-entropia en la
termodinamica de la interaccion SH3-péptido para las proteinas quiméricas como
podemos observar en la Figura 4.11.1. La existencia de compensacion entre entalpia y
entropia (CEE) es una propiedad ubicua de los procesos biologicos (Lumry y
Rajender, 1970) y ha sido interpretada como una propiedad natural de interacciones
multiples, débiles y no-covalentes, como las que existen en sistemas
macromoleculares en agua (Dunitz, 1995; Cooper et al., 2001). Un comportamiento de
CEE, similar al que nosotros hemos encontrado, ha sido descrito recientemente para
la union entre la anhidrasa carboénica bovina y diferentes bencil-sulfonamidas para-
sustituidas con cadenas de oligo-glicina, oligo-sarcosina o oligo-etilénglicol de
diferentes longitudes (Krishnamurthy et al., 2006). Estos autores han observado un
aumento en la movilidad en la interfase de unién en los complejos con el incremento
en la longitud del ligando, lo que origina una entropia de unién menos desfavorable y
una entalpia de uniéon menos favorable. Otros ejemplos de CEE en procesos de union
se han descrito recientemente (Williams et al., 2004). La fuerte CEE de nuestros
resultados indica de forma similar que la movilidad conformacional en la conformacion
“unida” de las proteinas quiméricas disminuye conforme se produce un aumento en la
afinidad como consecuencia de la optimizacién cooperativa de las interacciones en la
interfase de unién. Esta conclusion esta de acuerdo con los parametros de relajacion
de RMN, que muestran un aumento significativo de los movimientos rapidos en la
interfase de unién del mutante P74A en comparacion con la quimera SPCp41.
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Figura 4.11.1. Compensacion entalpia-entropia de la unién intramolecular SH3-péptido en las proteinas
quiméricas. Los valores de AH; y T-AS1 se muestran en la Tabla 4.6.1 y han sido obtenidos de los ajustes
de los datos de CDB al modelo de tres estados que representan en la Figura 4.6.1, a distintos valores de
pH: triangulos hacia abajo pH 2.5, triangulos hacia arriba pH 3.0, circulos pH 3.5 y cuadrados pH 4.0.

La disminucion de la movilidad conformacional podria no estar restringida
exclusivamente a la interfase de unién, como se ha mostrado en varios ejemplos de
unién entre péptidos ricos en prolina y dominios SH3 o en otros complejos proteina-
ligando (Mayne et al, 1992; Wang, C. Y. et al., 2001a; Wildes y Marqusee, 2005;
Polshakov et al., 2006; Casares et al., 2007). La propagacion de largo alcance de
rigidez conformacional podria producir, por tanto, una amplificacion de los cambios
energéticos locales (tanto de entalpia como de entropia) producidos por las
mutaciones puntuales. Sin embargo, el estudio comparativo de la relajacion de RMN
entre la quimera SPCp41 y el mutante P74A no proporciona, desafortunadamente,
informacion acerca de efectos de largo alcance en el dominio SH3 debido al proceso
de agregacion que sufre el mutante, lo que impide un analisis de los datos en mayor
profundidad.

4.12. Importancia biolégica de la unién intramolecular frente a la unién
intermolecular de secuencias de baja afinidad

A pesar de las bajas afinidades de unién entre los péptidos ricos en prolina
aislados y el permutante S19P20s, hemos demostrado que, cuando los unimos
covalentemente a través de una corta secuencia de conexion, la unién intramolecular
ejerce un fuerte efecto termodinamico sobre la estabilidad de las quimeras. La union
intramolecular mediada por dominios SH3 juega un papel esencial en la regulacién de
muchas proteinas como, por ejemplo, en varias familias de las tirosinas quinasas y se
sabe que los ligandos intramoleculares de estas proteinas son marcadamente
diferentes a las secuencias de alta afinidad para los dominios SH3 (Andreotti et al.,
1997; Nguyen, J. T. y Lim, 1997; Boggon y Eck, 2004).
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Zhou ha descubierto recientemente una relacion cuantitativa entre las
constantes de union intramolecular e intermolecular entre dominios SH3 y sus ligandos
ricos en prolina (Zhou, 2006): K=K,'p, donde K; y K, son las constantes de union
intramolecular e intermolecular respectivamente, y el parametro p juega el papel una
concentracion efectiva, que generalmente es del orden de mM. Esta concentracion
efectiva se determina considerando la longitud y la flexibilidad de la secuencia de
conexion, y es el resultado de las restricciones de distancia impuestas entre las dos
especies interaccionantes (Zhou, 2006). Nuestros resultados procedentes del analisis
de CDB y CIT para la union de los péptidos p41 y P7Ap al dominio S19P20s (Tablas
4.6.1 y 4.7,1) permiten estimar un valor para la concentracion efectiva, p, de entre 9 y
16 mM, que estan en buen acuerdo con los valores predichos por Zhou para el linker
utilizado en nuestras quimeras (Zhou, 2006). El delicado balance, finamente ajustado,
entre la concentracién efectiva y la afinidad intrinseca entre las especies
interaccionantes parece ser crucial para mantener un equilibrio correcto entre las
formas activas e inactivas de las tirosinas quinasas, permitiendo alguna actividad basal
y al mismo tiempo facilitando la activacion eficiente de las quinasas por una amplia
variedad de sefales (Ayrapetov et al., 2006). Se ha demostrado también que la
longitud de la secuencia de conexion entre los dominios SH3 y las secuencias ricas en
prolina es esencial para determinar la competicidén entre la union intra- e intermolecular
en la familia de las Tec-quinasas (Laederach et al., 2003).

Es por tanto de gran importancia entender cuantitativamente los efectos
energéticos provocados por la ligadura covalente entre los dominios SH3 y sus
ligandos a través de secuencias de conexion flexibles y, para esto, la metodologia que
hemos empleado en este trabajo, que combina la mutagénesis dirigida con el analisis
mediante CDB de proteinas quiméricas, puede servir como una poderosa herramienta
para estudiar los efectos termodinamicos que se producen al variar la longitud y la
composicion de la secuencias de conexion, proporcionando ademas un método
adecuado para validar el trabajo teérico.
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CAPITULO 5: ESTUDIO CINETICO DEL PLEGAMIENTO DE LA
QUIMERA SPCp41

En este Capitulo se describe la caracterizacién de la cinética de plegamiento y
desplegamiento de la quimera SPCp41 y sus mutantes Pro-Ala, en comparacion con el
permutante circular S19P20s, para analizar el grado de influencia del segmento
adicional de cadena incluido en las quimeras sobre su mecanismo de plegamiento.

Este estudio cinético nos ha permitido obtener informacion energética acerca
del estado de transicién de plegamiento, que puede evidenciar aspectos relevantes del
mecanismo de plegamiento de SPCp41, en comparaciéon con la del dominio SH3
original.

5.1. Cinéticas de plegamiento de la quimera SPCp41 mediante el método
del flujo detenido (stopped-flow)

Para evaluar la cinética de plegamiento de una proteina hemos de medir
experimentalmente, por un lado el plegamiento y por otro el desplegamiento de la
proteina, que se llevan a cabo de forma independiente. En nuestro caso, hemos
estudiado las cinéticas de plegamiento y desplegamiento de la quimera SPCp41 en
tampoén fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 y a 25°C. Cada una de las cinéticas
experimentales obtenidas es el resultado de medir la intensidad de fluorescencia a
medida que transcurre el proceso de plegamiento o desplegamiento de la proteina en
un instrumento de flujo detenido. La cinética se registra inmediatamente después de la
mezcla rapida de dos disoluciones de diferente volumen (en relaciéon 1:10): una
disolucién de proteina y de agente desnaturalizante y otra que sélo contiene el agente
desnaturalizante, en nuestro caso urea. Modificando adecuadamente la concentracion
de urea de cada disolucion se consigue un cambio instantaneo en la concentracién del
agente desnaturalizante lo que inicia el proceso de desplegamiento o plegamiento de
la proteina (ver con mas detalle en la Seccién 6.12 de Materiales y Métodos).

En el caso de que los procesos de plegamiento y desplegamiento tengan lugar
sin asociaciones intermoleculares, como ocurre con SPCp41 segun hemos
comprobado a partir del estudio del efecto de la concentracion sobre su
desplegamiento térmico mediante CDB (Seccion 4.3 del Capitulo 4), las reacciones
son de primer orden y la evolucion temporal de la intensidad de fluorescencia se
puede representar como una suma de n exponenciales, expresadas en funcién de las
correspondientes constantes de velocidad (k;) y amplitudes (A)) a través de la siguiente
ecuacién (Bachmann, A.; y Kiefhaber, 2005):

n
lh=1,+ Y A -exp(-k; -t) (5.1.1)

i=1

donde I; es la intensidad de fluorescencia a tiempo t e |. es la intensidad de
fluorescencia una vez finalizado el proceso. Las constantes de velocidad, ki, dependen
de parametros externos como la temperatura, la presion y la concentracion de agente
desnaturalizante. Las amplitudes, A;, dependen de las concentraciones iniciales y
finales de las especies presentes durante el proceso y, como veremos después,
reflejan las poblaciones de estas especies (Bachmann, A.; y Kiefhaber, 2005).
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Figura 5.1.1. Peffiles cinéticos de la quimera SPCp41 registrados a 25°C con sus correspondientes
graficos de residuos. A. y C. Cinética de plegamiento, representada con simbolos, de una mezcla formada
por la proteina a concentracién 50 uM en tampoén fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 y urea 8 M con urea 2.0 M
en el mismo tampoén. En linea continua se representa el ajuste de los datos experimentales a una
ecuacion monoexponencial y a una ecuacién biexponencial respectivamente. B. y D. Cinética de
desplegamiento, representada con simbolos, de una mezcla formada por la proteina a concentracién 50
UM en tampdn fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 con urea 7.0 M en el mismo tampén. En linea continua se
representa el ajuste de los datos experimentales a una ecuacién monoexponencial y a una ecuacion
biexponencial respectivamente.

En una primera aproximacion, las curvas de plegamiento y de desplegamiento
se analizaron mediante su ajuste no lineal utilizando una ecuacion monoexponencial
pero, como se observa en la Figura 5.1.1, el grafico de los residuos del ajuste presenta
desviaciones por encima del ruido experimental. Por esta razoén, las cinéticas se
analizaron realizando los ajustes no lineales con una ecuacion biexponencial. En este
caso, los ajustes de los datos son buenos y los graficos de los residuos presentan una
distribucion adecuada.

De estos ajustes obtuvimos los valores de las constantes de velocidad,
correspondientes a cada concentracién de urea, para dos fases cinéticas aparentes,
ambas presentes tanto en el proceso de plegamiento (p) como en el de
desplegamiento (d). Asi, los pardmetros que se obtienen de cada ajuste son Ky Yy K1,
para la fase rapida que es la de mayor amplitud, y ky, y K42, para la fase lenta de menor
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amplitud. También se obtienen los valores de las amplitudes de cada fase, Ay1y Ag1, ¥
Ap2 Y Ag2, y de la intensidad de fluorescencia al final de la reaccion, I...

A partir de las constantes de velocidad de las dos fases cinéticas se han
construido los graficos de Chevron para el plegamiento-desplegamiento de la quimera
(como se explica en la Seccién 6.12.4 de Materiales y Métodos), representados en la
Figura 5.1.2. Los valores de las constantes cinéticas aparentes de la fase rapida
describen un Chevron sin desviaciones apreciables de la linealidad en ninguna de las
ramas de sus extremos, |0 que a priori indicaria una distribucién de sélo dos estados
poblados durante esta fase cinética (Bachmann, A.; y Kiefhaber, 2005). Los valores de
las constantes cinéticas aparentes de la fase lenta presentan una mayor dispersion,
muy probablemente debida a una mayor incertidumbre en su determinacion, aunque
también parecen presentar la tipica forma en V del grafico de Chevron. En la Figura
5.1.3 hemos representado las amplitudes de las dos fases cinéticas y, como podemos
observar, las amplitudes de la fase lenta son casi despreciables en comparacién con
las de la fase rapida.

3.0
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| |
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Figura 5.1.2. Grafico Chevron de SPCp41 realizado a 25°C en tampon fosfato sédico 50 mM, pH 7.0. Los
simbolos abiertos representan los datos obtenidos experimentalmente a partir de la realizacion de los
experimentos cinéticos en las direcciones de plegamiento y desplegamiento de la constante de la fase
lenta, y los simbolos cerrados de la constante de la fase rapida.
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Figura 5.1.3. Amplitudes de las dos fases cinéticas de la quimera SPCp41. Los simbolos cerrados
representan las amplitudes de plegamiento y los abiertos las de desplegamiento, con diamantes para la
primera fase cinética, y con triangulos para la segunda.

5.2. Analisis cinético de la fase lenta del plegamiento de SPCp41

La presencia de dos fases en las cinéticas de plegamiento de una proteina
puede ser debida a fendmenos de isomerizacion de prolinas y/o a la presencia de
estados intermedios de plegamiento (Schmid, F. X.;, 2005). En una primera
aproximacioén, la evidencia mas significativa de la aparicion de un intermedio de
plegamiento suele ser una pérdida de la linealidad en alguna o ambas ramas del
grafico de Chevron. Aunque en nuestro caso esto no se ha observado, no deberiamos
descartar esta opcion soélo por este hecho. Asi, otra de las posibles evidencias de la
presencia de un intermedio consiste en la aparicién de una segunda fase cinética que
dibuje también un grafico de Chevron, algo que en nuestro caso se podria intuir, como
podemos observar en la Figura 5.1.2, aunque los datos presentan bastante dispersion.

Brandts et al. propusieron que la existencia de una fase lenta en el plegamiento
de una proteina se debe generalmente a la influencia de la isomerizacion cis-trans en
el estado desplegado de los enlaces peptidicos X-Pro, siendo X cualquier aminoacido,
proceso que es relativamente lento, por lo que podria actuar como etapa limitante
durante el plegamiento de una fraccién pequefia de la proteina (Brandts et al., 1975).
Los enlaces peptidicos X-Pro pueden poblar la conformacién cis mucho mas
facilmente que cualquier otro enlace peptidico (Brandts et al., 1975; Schmid, F. X. y
Baldwin, 1978; Hurle y Matthews, 1987; Kiefhaber et al., 1990), mientras que la
relacién cis:trans en los enlaces peptidicos de aminoacidos que no sean prolinas es
muy desfavorable debido, en parte, a que el isébmero frans presenta mayor entropia
conformacional que el isbmero cis, ya que éste presenta impedimentos estéricos
debidos a la cadena lateral del aminoacido que le precede en la cadena polipeptidica.
Para un polipéptido no ordenado, la relacion trans:cis de los enlaces peptidicos X-Pro
es aproximadamente 70:30 (Brandts et al., 1975).
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Figura 5.2.1. Graficos de Chevron para la fase lenta del plegamiento de la quimera SPCp41 y del
permutante circular S19P20s, realizados a 25°C en tampdn fosfato sédico 50 mM, pH 7.0. Los simbolos
abiertos representan los datos obtenidos experimentalmente para la fase lenta. La linea continua, en
ambos casos, corresponde al analisis realizado mediante la ecuacion 6.12.10.

En sus estudios de plegamiento con ribonucleasa A, Baldwin y colaboradores
(Garel y Baldwin, 1973; Garel y Baldwin, 1975; Garel et al., 1976) abordaron
experimentalmente la hipdtesis de la isomerizacién de prolinas propuesta inicialmente
por Brandts (Brandts et al., 1975), en la que la fase lenta y la rapida diferirian en la
configuracion cis-trans de un enlace peptidico X-Pro. Posteriormente, se demostré que
en la ribonucleasa A se forma un estado intermedio con cierta organizacién estructural
que presenta una prolina en el isémero incorrecto (Nall et al., 1978; Schmid, F. X. y
Baldwin, 1979).

En el caso de la quimera SPCp41 y del permutante circular S19P20s, las
constantes de la segunda fase cinética muestran una dependencia tipica de un grafico
de Chevron, como podemos observar en la Figura 5.2.1. Asi, estos datos
experimentales se han analizado de igual forma que los datos de la primera fase
cinética, como veremos en la Seccion 5.4, y los parametros cinéticos obtenidos se
recogen en la Tabla 5.2.1. El que los datos dibujen un Chevron, tanto en la quimera
como el permutante, indicaria que esta segunda fase no se debe exclusivamente a
una isomerizacién de prolinas, sino que podria haber un intermedio de plegamiento,
analogamente a lo descrito para la Ribonucleasa A. A partir de los valores de los
parametros cinéticos obtenidos para el permutante circular y la quimera (Tabla 5.2.1),
se observan diferencias entre la segunda fase cinética del permutante y la quimera,
que podrian atribuirse a diferencias estructurales entre los posibles estados de ambas
proteinas. Sin embargo, los valores de estos parametros que se derivan del analisis
llevan un alto error asociado, a pesar de la buena calidad aparente del ajuste de los
datos experimentales al modelo usado, con lo que no se pueden obtener conclusiones
definitivas a la vista de estos resultados, aunque si podrian analizarse desde un punto
de vista cualitativo. En el permutante circular S19P20s, si hay una contribucion a la
segunda fase debida a isomerizacién de prolinas, tiene que ser por la prolina que se
encuentra en el extremo N-terminal (P5) o, mas probablemente, por la prolina que esta
formando parte del sitio de union (P39), y que forma parte del nucleo de plegamiento
de los dominios SH3.
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Tabla 5.2.1. Parametros cinéticos a 25°C en fosfato sédico 50 mM, pH 7.0*. Los datos obtenidos a
partir de los valores de las constantes cinéticas resultantes del ajuste a una ecuacién biexponencial
corresponden a la segunda fase cinética.

Proteina Kp2 Kay mg, Mgy,
(s (s (M’ (M7

SPCp41 11.85+6.72 0.004 + 0.009 -1.17 £0.27 0.56 +0.30

S19P20s 3.57 £ 0.66 0.06 + 0.27 -0.81+0.12 0.38 + 0.06

*Los errores han sido calculados como 3o, segun se explica en la Seccion 5.7 de este
Capitulo, donde o, es el error de x obtenido del ajuste de los datos experimentales.

5.2.1. Catalisis por prolil isomerasas

Las prolil isomerasas son enzimas que catalizan la isomerizacién de los
enlaces X-Pro y son excelentes herramientas para identificar la isomerizacion de
prolinas en las cinéticas de plegamiento. La aceleracion de la reaccion de plegamiento
por una prolil isomerasa es la prueba mas concluyente para poner en evidencia la
influencia de la isomerizacion de prolinas. Sin embargo, el que no se produzca
catalisis no es una prueba de que no haya isomerizacion, ya que en algunas proteinas
puede que las prolinas no estén accesibles a la isomerasa y la actividad de la enzima
también depende de las condiciones experimentales (Schmid, F. X. et al., 1993;
Fischer, 1994). Ademas, segun Golbik et al. la eficiencia de la prolil isomerasa
depende de los restos que adyacentes a las prolinas (Fischer, 1994; Golbik et al.,
1999).

Para comprobar si la fase cinética lenta se debe a isomerizacién de prolinas,
determinamos el efecto de la presencia de la ciclofilina humana hCyp18 (una peptidil-
prolil isomerasa) sobre la cinética de plegamiento de la quimera SPCp41. La catalisis
de la fase lenta del plegamiento por esta prolil isomerasa se ha observado en el
plegamiento de varias proteinas (Golbik et al., 1999). La enzima se purificd en nuestro
laboratorio como se describe en la Seccién 6.4.4 de Materiales y Métodos, El
experimento se realizé registrando cinéticas de plegamiento en el equipo de flujo
detenido mediante la diluciéon de una disolucion de SPCp41 en tampén fosfato sédico
50 mM, pH 7.0 y en presencia de urea 6.5 M con el mismo tampén en ausencia de
urea, para que la concentracion final de urea en el experimento fuera de 0.61 M
(dilucién 1:11), y se fueron variando las concentraciones de hCyp18 en el tampon de
plegamiento (Mello et al., 2005). Se obtuvieron asi las cinéticas de plegamiento de la
quimera SPCp41 en presencia de distintas concentraciones de hCyp18. De cada una
de las cinéticas se obtuvieron los valores de las constantes de velocidad de las dos
fases, kp1 Yy Kp2, Y se representaron en funcion de la concentracion final de hCyp18
presente en las distintas cinéticas (Figura 5.2.2). Como se observa, la constante de
velocidad de la fase lenta, ky2, aumenta con la concentracion de hCyp18 hasta duplicar
aproximadamente su valor. Por el contrario, la fase rapida del plegamiento es
practicamente insensible a la presencia de hCyp18 en el intervalo de concentraciones
estudiadas. Estos resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos en
trabajos previos (Schmid, F. X. et al., 1993; Fischer, 1994; Mello et al., 2005; Schmid,
F. X.;, 2005), y demuestran que la fase lenta esta relacionada con efectos asociados al
fendmeno de isomerizacién de prolinas.
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Figura 5.2.2. Efecto de la prolil isomerasa hCyp18 en las constantes de plegamiento de la quimera
SPCp41. Se han representado las constantes de plegamiento obtenidas del ajuste de los perfiles cinéticos
a una ecuacion biexponencial (la fase rapida se ha representado con circulos, y la fase lenta con
cuadrados) en funcién de la concentracién final de ciclofilina.

5.2.2. Analisis mutacional de las prolinas del fragmento p41

La mutacién de prolinas por otros restos puede ser una prueba directa para
detectar y, a su vez, localizar los procesos de isomerizacion identificando aquellos
restos de Pro mas directamente implicados en el plegamiento. La velocidad a la que
tiene lugar este proceso no deberia cambiar con la sustitucion de prolinas, si la
isomerizacion de éstas no interviene en el plegamiento. Sin embargo, en el extremo
opuesto, cuando una prolina se encuentra en conformacion cis en el estado nativo, al
ser sustituida se puede inducir la desestabilizacion de la proteina o, incluso, se podria
impedir su plegamiento (Hurle et al., 1991). No obstante, el que la fase lenta de
plegamiento no varie y permanezca cuando se sustituye una prolina, no es suficiente
para descartar que se produzca un proceso de isomerizacién, ya que éste puede ser
debido a la isomerizacion de mas de una prolina (Kiefhaber et al., 1992).

Con el fin de analizar el efecto de cada una de las prolinas del segmento p41
de la quimera SPCp41 en la segunda fase cinética observada, y comprobar si alguna
de ellas es la responsable de la presencia de dicha fase, estudiamos las cinéticas de
plegamiento y desplegamiento de cada uno de los mutantes de Pro-Ala que se
utilizaron en el estudio termodinamico-estructural del Capitulo 4, en las mismas
condiciones experimentales que las utilizadas para la quimera SPCp41, fosfato sédico
50 mM, pH 7.0.

Las cinéticas de plegamiento y desplegamiento de cada uno de los mutantes
Pro-Ala se analizaron mediante ajustes tanto monoexponenciales como
biexponenciales. En todos los casos, igual que en la quimera SPCp41 (Figura 5.1.1),
las desviaciones de los residuos en los ajustes biexponenciales se mantienen dentro
del ruido experimental mientras que los monoexponenciales presentan serias
desviaciones, lo que quiere decir que las mutaciones puntuales de prolinas no evitan
en ningun caso la fase cinética lenta. Esto podria deberse, como hemos comentado, a
que el proceso de isomerizacion sea inducido por mas de una prolina.
Desafortunadamente, en nuestro caso no ha sido posible comprobar si esto es asi, ya
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que mutaciones multiples de las prolinas inducen a la pérdida de estructura, segun se
describe en el Capitulo 4 de esta Memoria, en el que el estudio de CDB vy el estudio de
la dinamica conformacional de uno de los mutantes Pro-Ala (mutante P74A) ha puesto
de manifiesto que se produce una debilitacién de las interacciones en el sitio de unién
de la quimera debida a mutaciones puntuales realizadas en el péptido. De hecho, en
la Seccion 4.7 del Capitulo 4 se ha medido la afinidad por CIT, que resulta ser
pequena, en el orden del mM. Por tanto, hemos descartado esta posibilidad, teniendo
en cuenta, ademas, que en otros ejemplos en los que se ha intentado esta estrategia
de mutagénesis multiple los resultados tampoco han sido demasiado concluyentes
(Kamen y Woody, 2002b; Bradley et al., 2005).

Del analisis de las cinéticas se han obtenido de los graficos Chevron
correspondientes a las distintas proteinas quiméricas. Los valores de las constantes
cinéticas de la fase rapida muestran una dependencia tipica en V, lo que no se
observa tan claramente para las constantes de la segunda fase, al igual que ocurre en
la quimera SPCp41 (ver Figura 5.4.2).

5.3. La isomerizacion de prolinas como posible origen de la fase lenta

Los resultados obtenidos con la ciclofilina humana hCyp18 nos indican que la
fase cinética lenta observada en el plegamiento de SPCp41 esta relacionada con
procesos que implican isomeria cis-trans de alguno de los restos de prolina,
probablemente Pro39 segun se desprende del analisis mutacional, que forma ademas
parte del nucleo de plegamiento de los dominios SH3. Sin embargo, y en contra de
esta afirmacion, los valores obtenidos para la constante cinética de la fase lenta, k,
(entre 0.08 y 3.5 s™), difieren apreciablemente de los medidos para otros procesos de
isomeria cis-trans en péptidos modelo (Brandts et al., 1975) y en pequefias proteinas
globulares (Schmid, F. X.;, 2005), que suelen estar comprendidos entre 0.01 y 0.1 s™
(constantes de tiempo del orden de 10 a 100 s).

Brandts et al. propusieron que los isdbmeros con prolinas no nativas pueden
bloquear el replegamiento correcto al principio (Brandts et al., 1975), y que la lenta
isomerizacion de las moléculas desplegadas es el primer paso y el limitante de la
velocidad de plegamiento. El plegamiento conformacional puede empezar mientras
algunas prolinas estén todavia en estados no nativos, e intermedios parcialmente
plegados pueden tolerar prolinas incorrectas. Sin embargo, el paso final del
plegamiento requiere prolinas en su isomero correcto y estas son las que limitan la
velocidad de la isomerizacion de prolinas (Schmid, F. X. et al., 1993). Los propios
autores han medido en el citocromo C una constante de velocidad de isomerizacién 6
veces mayor que la que cabria esperar. Concluyen que la isomerizacion podria estar
influenciada estéricamente por los aminoacidos adyacentes a las prolinas, los cuales
podrian arrastrar la formacién de alguna estructura, y proponen un factor que tiene en
cuenta la naturaleza y el volumen de los restos vecinos que, en definitiva, son los que
producen un aumento en la velocidad de la reaccion. De hecho, no sélo los restos
adyacentes parecen influir en la isomerizacion de las prolinas, incluso los restos mas
alejados parecen afectar a este proceso (Wuthrich y Grathwoh.C, 1974).

Por consiguiente, una de las razones de que las constantes cinéticas de la fase
lenta sean mayores en SPCp41 y S19P20s que las que cabria esperar puede deberse,
analogamente al caso del citocromo C, a la formaciéon de cierto tipo de estructura
secundaria o terciaria. En este sentido, aunque se ha demostrado que las constantes
de velocidad de la isomerizacion de prolinas no muestran dependencia con la
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concentracion de agente desnaturalizante (Schmid, F.X.;, 1992), en nuestro caso se
observa una clara dependencia de k, con la concentracion de urea (Figuras 5.1.2 y
5.1.3). Estudios previos realizados con la proteina Barstar (Golbik et al., 1999) y los
anteriormente comentados con Ribonucleasa A (Nall et al., 1978; Schmid, F. X. y
Baldwin, 1979) demuestran que esta dependencia puede explicarse a partir de la
presencia de estados intermedios de plegamiento que se organizan como
consecuencia de la incorrecta isomeria de algun resto de Pro. En el caso de Barstar,
como en el nuestro, se observa una dependencia de k; con la urea, que podria dibujar
la caracteristica forma en V del grafico Chevron.

Obviamente, nuestro analisis mutacional de las prolinas del segmento p41 es
poco concluyente acerca de qué prolinas son las responsables de esa segunda fase
cinética. Todos los mutantes persisten en su comportamiento bifasico, con valores
para las constantes cinéticas k, similares a los de la quimera SPCp41. Esto indicaria
que son prolinas tipo I, es decir, que afectan poco o nada al plegamiento de la quimera
individualmente. Algo similar concluyen Kamen et al. (Kamen y Woody, 2002a),
postulando que en el caso de varias prolinas que sufren isomerizacion con energias
similares para su estado de transicién, y por tanto, con velocidades similares, sus
procesos cinéticos se acoplan y no pueden ser distinguidos unos de otros (Kamen y
Woody, 2002b). Esto estaria de acuerdo con nuestros resultados, puesto que la hélice
de poliprolina Il presentaria sus restos prolina 69, 74 y 77, 76 y 73, y el 75, en
condiciones energéticas similares. Todos los mutantes presentan el mismo
comportamiento cinético, siendo similares sus constantes cinéticas, tanto de la fase
rapida como de la fase lenta.

En nuestro caso, ademas, los valores casi nulos de las amplitudes nos
permiten afirmar que, en las condiciones experimentales estandar (Maxwell et al.,
2005), este intermedio no se manifiesta en ningin momento de forma significativa.
Segun Brandts et al. (Brandts et al., 1975), el valor relativo de las amplitudes y, por
tanto, de las poblaciones de las distintas especies se podria modificar con las
condiciones experimentales, lo que nos permitiria abordar un estudio mas detallado de
sus propiedades estudiando, por ejemplo, el efecto de algunas sales liotrépicas o del
pH para intentar encontrar mejores condiciones experimentales que nos permitan un
estudio de dicho estado en mayor profundidad.

Como ya hemos comentado, otra posibilidad seria que la fase lenta se debiera
a la isomerizacion de Pro39, adyacente la hélice 319 del dominio SH3. Puesto que esta
prolina es esencial para el plegamiento de los dominios SH3, no es posible estudiar las
cinéticas de mutantes con esta prolina sustituida. Por esta razén, para comprobar
nuestra hipétesis hemos realizado el estudio cinético del plegamiento del permutante
circular S19P20s. Las cinéticas presentan también dos fases, lo que nos sugiere que
la isomerizacion del resto P39 podria ser responsable de la fase lenta, aunque la
ausencia de esta fase cinética en el plegamiento del dominio original Spc-SH3 natural
(Viguera et al., 1996; Martinez et al., 1999) no parece estar de acuerdo con este dato,
puesto que la P39 esta igualmente estructurada en ambas proteinas (Viguera et al.,
1996). No obstante, la diferente topologia de la cadena entre S19P20s y el dominio
natural Spc-SH3 podria estar favoreciendo en este ultimo la ruta mas productiva del
plegamiento, reduciendo la influencia de la isomerizacién de prolinas y la aparicion de
fases cinéticas secundarias. Para comprobar esto, habria que realizar el experimento
de catalisis de la hCyp18 con el permutante circular, para ver si esta segunda fase
desaparece, lo que seria una prueba evidente de que esta fase se deberia a la P39.
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En definitiva, los efectos observados en nuestros estudios podrian deberse a la
presencia de uno o mas intermedios de plegamiento, consecuencia de la presencia de
prolinas en cis, que se encuentran muy poco poblados en nuestras condiciones de
trabajo, dado el bajo valor de las amplitudes observadas. La formacién de estos
intermedios podria estar también favorecida por la topologia particular del dominio
SH3 en el permutante circular S19P20s y en la quimera SPCp41, que es diferente de
la del dominio Spc-SH3 natural, para el que no se ha observado la fase lenta.

5.4. Analisis cinético de la fase rapida de plegamiento de SPCp41

La asignacion de la fase rapida a la transicion de plegamiento de una proteina
es solamente posible en los casos donde el plegamiento es mucho mas rapido que la
isomerizacion de prolinas (Kiefhaber y Schmid, 1992; Bradley et al., 2005). En estos
casos, la dependencia de las constantes de velocidad de la fase rapida con la
concentracién de agente desnaturalizante se usa habitualmente para sacar
conclusiones acerca del plegamiento. Sin embargo, cuando las velocidades del
plegamiento y de la isomerizacién son similares se produce un acoplamiento de
ambas fases, aunque la cinética aparentemente se pueda describir mediante un
proceso de dos estados, porque las constantes de las distintas fases cinéticas se
aproximan la una a la otra y porque las amplitudes de la fase rapida llegan a ser muy
pequenas (Kiefhaber et al., 1992). En estos casos, la dependencia de la constante de
velocidad de desplegamiento con la concentracion de agente desnaturalizante (en una
representacion logaritmica) no suele ser lineal, porque el desplegamiento esta
dominado por la fase lenta cerca de la transicion, y por la fase rapida bajo fuertes
condiciones de desplegamiento (Kiefhaber y Schmid, 1992).

En nuestro caso, por tanto, podemos concluir que la fase rapida es
representativa del plegamiento y del desplegamiento intrinseco de la quimera SPCp41,
dada su velocidad netamente mayor que la de la fase lenta (Tabla 5.4.1) y es esta fase
la que se ha utilizado en el analisis de los graficos de Chevron correspondientes para
caracterizar el proceso de plegamiento de SPCp41, como veremos a continuacion.

5.4.1. Analisis de los graficos de Chevron

El analisis del grafico de Chevron para la fase rapida de la quimera SPCp41 se
ha realizado utilizando el modelo de dos estados, tal y como se describe en la Seccion
6.12.4 de Materiales y Métodos. En la Figura 5.4.1 hemos representado el resultado
del analisis del Chevron del que se han obtenido los valores de las constantes de
velocidad en ausencia de urea, Ky1 y Kq1, Y de las pendientes, m,1 y myq, de las ramas
del plegamiento y desplegamiento respectivamente. A partir de estos parametros se
ha calculado el valor del cambio de la energia de Gibbs de equilibrio que tiene lugar
durante el desplegamiento, AGp4, y la concentracidon de urea en el punto medio de la
transicion, [urea],, ademas del valor de la pendiente de equilibrio, mps. Para
comparar, hemos realizado el analisis del Chevron para la fase rapida del permutante
circular S19P20s (Figura 5.4.1). Los valores de todas estas magnitudes estan
recogidos en la Tabla 5.4.1.
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Tabla 5.4.1. Parémetros cinéticos a 25°C para el plegamiento y desplegamiento de las proteinas quiméricas en fosfato sédico 50 mM, pH 7.0*. Los datos
obtenidos a partir de los valores de las constantes cinéticas resultantes del ajuste a una ecuaciéon biexponencial corresponden a la primera fase cinética.

Proteina Kp1 kg1 Mgy mgy, AGpq Mp4 [urea]q
(s™) (s" (M) (M") (kJ-mol”) (M) (M)
SPCp41 28.12 £ 1.50 0.20 +0.03 -0.93 +0.03 0.29 +0.03 12.25 + 0.81 1.22 £ 0.06 4.01
S19P20s 11.31 £1.77 0.44 +0.12 -0.93+0.12 0.24 +0.03 8.04 +1.78 1.17 £0.15 2.77
P69A SPCp41 20.50+2.10 0.19+0.06 -0.85+0.06 0.30 £ 0.06 11.60 £ 1.64 1.15+0.12 4.07
P73A SPCp41 24.78 + 2.67 0.26 + 0.09 -0.91+0.06 0.25+0.06 11.29 +1.82 116 +0.12 3.93
P74A SPCp41 33.10+4.77 0.27 £ 0.15 -1.02 +0.09 0.25+0.09 11.91 £ 2.71 1.27+0.18 3.79
P75A SPCp41 28.06 £4.23 0.30+0.12 -1.02 +0.09 0.25+0.06 11.24 +2.22 1.27 +0.15 3.57
P76A SPCp41 26.42 + 2.91 0.33+0.09 -0.98 + 0.06 0.25+0.03 10.86 + 1.55 1.23+0.09 3.56
P77A SPCp41 27.77 £4.05 0.32+0.12 -0.97 £ 0.09 0.26 + 0.06 11.06 £ 2.11 1.23+0.15 3.63

*Los errores han sido calculados como 3o, segun se explica en la Seccién 5.7 de este Capitulo, donde o, es el error de x obtenido del ajuste de
los datos experimentales
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Figura 5.4.1. Gréficos de Chevron para la fase réapida del plegamiento de la quimera SPCp41 y del
permutante circular S19P20s, realizados a 25°C en tampoén fosfato sédico 50 mM, pH 7.0. Los simbolos
cerrados representan los datos obtenidos experimentalmente para la fase rapida. La linea continua, en
ambos casos, corresponde al analisis realizado mediante la ecuacioén 6.12.10.
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Figura 5.4.2. Gréficos de Chevron de la quimera SPCp41 y de sus mutantes Pro-Ala realizados a 25°C en
tampoén fosfato sédico 50 mM, pH 7. Los simbolos representan los datos obtenidos experimentalmente de
la constante cinética de la fase rapida, analizados seguin una ecuacién biexponencial. Las lineas continuas
corresponden a los analisis realizados mediante la ecuacién 6.12.10.
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De la misma manera que para la quimera SPCp41, se han analizado los
graficos de Chevron para sus mutantes Pro-Ala (ver Figura 5.4.2)Los parametros que
resultan de dicho analisis estan recogidos también en la Tabla 5.4.1, en la que se
observa que los valores de las constantes de plegamiento y de desplegamiento de la
quimera SPCp41 y de sus mutantes Pro-Ala muestran diferencias pequefas que
generalmente se encuentran dentro de los limites de error, lo que implica que las
prolinas del segmento p41 afectan relativamente poco a la cinética de plegamiento y
desplegamiento de SPCp41, tal y como se predice en otros estudios realizados
(Prajapati et al., 2007).

El valor de la pendiente de equilibrio, mps, al igual que el cambio en la
capacidad calorifica de desplegamiento, se correlaciona con la cantidad de superficie
expuesta al disolvente en el desplegamiento en el caso de proteinas que se
despliegan siguiendo un modelo de dos estados (Myers et al., 1995). A la vista de la
similitud entre los valores de mp; obtenidos para la quimera, sus mutantes de Pro-Ala
y para el permutante circular, se deduce que en todos los casos el cambio del area
accesible al solvente que tiene lugar durante el desplegamiento es muy parecida.

Las constantes cinéticas de plegamiento pueden obtenerse de forma empirica
a partir del orden de contacto (OC) (Plaxco et al., 1998b). Este parametro refleja la
importancia de los contactos entre residuos proximos y a larga distancia que tienen
lugar en la estructura nativa de las proteinas. Se define como la distancia promedio a
lo largo de la secuencia entre todos los pares de residuos que contactan entre si,
normalizada por el tamafo de la proteina, segun la siguiente ecuacion:

(oc)=1oo.%ZAz,,j (5.4.1)

donde n es el numero total de contactos en el estado nativo, AZ;; el numero de
residuos que separan los contactos i y j, y L es el numero total de residuos en la
proteina. Un valor del OC pequeno indica que, en promedio, las interacciones ocurren
principalmente entre residuos préximos en la secuencia. Por el contrario, valores altos
del OC implican que existe un mayor numero de interacciones entre residuos que
estan separados en la secuencia. Existe una correlacion empirica lineal entre el
logaritmo de la constante de plegamiento, k,, de un gran numero de proteinas y su
OC, en la que la primera disminuye al aumentar el OC (Plaxco et al., 1998b; Fersht,
2000), y a partir de la cual es posible determinar k,, calculando el valor del OC como
se describe mas adelante. Esta correlacion se justifica argumentando que las
proteinas con un mayor numero de contactos entre residuos proximos en la secuencia
(valor de OC pequefio) tienden a plegar mas rapidamente que aquellas con un numero
mayor de contactos no locales (valores altos del OC). Es decir, que las diferencias en
la topologia de la estructura parecen explicar las diferencias entre las constantes de
velocidad de plegamiento de diferentes proteinas.

El valor del OC se calcula haciendo uso de la estructura tridimensional de la
proteina mediante su codigo PDB en la pagina web www.copredictor.ca. En nuestro
caso, a partir de la estructura de la quimera SPCp41 determinada mediante RMN
(Capitulo 3 de esta Memoria), cuyo cédigo PDB es 2JMC, hemos obtenido un valor de
OC de 13.62%. Este valor indica que los pares de residuos entre los que existen
contactos en la estructura nativa se encuentran separados en promedio un 13.62% de
la longitud total de la secuencia. A partir de este valor y de la correlacion empirica
entre Ink, y el OC descrito por la ecuacion: In kp,=16.1-0.71-(%0OC)
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(www.depts.washington.edu/bakerpg/contact order/), se obtiene un valor para In k,=
3.54. La constante cinética de plegamiento obtenida, k,, es 34.6 s, valor que coincide
aproximadamente con el obtenido experimentalmente en nuestro estudio (28.12 s™).
La similitud entre las constantes cinéticas obtenidas empirica y experimentalmente
implica que la unidad cooperativa esta bastante bien definida en el disefio de esta
proteina quimérica, puesto que las mayores discrepancias de la correlacion la
presentan proteinas que presentan regiones desordenadas en sus estructuras (Plaxco
et al., 1998b).

5.4.2. Andlisis de las amplitudes de las cinéticas de plegamiento de la
quimera SPCp41

A partir de los datos obtenidos del analisis del Chevron del plegamiento de la
quimera SPCp41, se realizd el correspondiente analisis de los valores de las
amplitudes de plegamiento y desplegamiento de la fase rapida, representados en la
Figura 5.4.3. Para ello, se ha considerado el modelo de equilibrio de dos estados:

N=D

segun el cual, la constante de equilibrio de desplegamiento, K, viene dada por:

[O]
K= 5.4.2
IN] (5.4.2)

y la fraccion de proteina que se encuentra en el estado D, fp es:

D] K

fD:[N]+[D]:1+K

(5.4.3)

Para analizar las amplitudes utilizando este modelo es necesario definir, en
primer lugar, las lineas base de los estados nativo y desnaturalizado. Estas lineas
base tienen en cuenta las dependencias de los cambios en la fluorescencia de ambos
estados con la con la concentracion de desnaturalizante, [urea], y se pueden describir
mediante funciones lineales, Ay Yy Ap, para los estados nativo y desnaturalizado
respectivamente, segun las ecuaciones siguientes:

Ay = Ay + by -[urea] (5.4.4)
Ap = Apg +bp -[urea] (5.4.5)

donde Ayo Yy by, por una parte, y App ¥ bp por otra, representan las respectivas
ordenadas en el origen y pendientes. La amplitud en funcién de la concentracion de
agente desnaturalizante viene dada por la ecuacion:

en la que las fracciones fy y fp estan determinadas por el valor de la constante de
equilibrio entre los estados N y D, segun la ecuaciéon 5.4.2. Si expresamos fp en
funcion de K, podemos escribir la ecuacion 5.4.6 en funcion de dicha constante:
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(AN +AD'K)
1+ K

A= (5.4.7)

A su vez, K guarda una relacién con el cambio de energia de Gibbs de
desplegamiento, AG, descrita por la siguiente ecuacion :

K = exp(-AG/R-T) (5.4.8)
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Figura 5.4.3. A. Amplitudes de la cinética de plegamiento de la quimera SPCp41 en funcién de la
concentracion de urea. B. Amplitudes de la cinética de desplegamiento de la quimera SPCp41 en funcién
de la concentracion de urea. En ambos casos, los simbolos representan los datos experimentales, y la
linea el ajuste realizado asumiendo el modelo de equilibrio de dos estados.
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La dependencia lineal del cambio de energia de Gibbs con la concentracién de
agente desnaturalizante se representa con la siguiente ecuacion:

AG = AGp —mp, -[urea] (5.4.9)

donde [urea] es la concentracibn molar de agente desnaturalizante, mp, es la
pendiente de la dependencia y AGp representa el cambio de energia de Gibbs en
ausencia de desnaturalizante. El punto medio de la curva de equilibrio representa
aquella concentracién de desnaturalizante, [urealqj,, a la que el 50% de la poblacion 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 que el valor de AG es
cero. A partir de la ecuacion anterior, [urea]y, se define como:

D

[urea),,, = (5.4.10)

De esta manera, podremos expresar el cambio total de energia de Gibbs del
desplegamiento en funcion de [urea]s, despejando el valor de m y sustituyendo en la
ecuacioén 5.4.9 para obtener la siguiente ecuacion:

AG = AGp-(1-[ureal/[ureal,,, ) (5.4.11)

En la Figura 5.4.3 la linea continua representa el ajuste de las amplitudes del
plegamiento y desplegamiento de la quimera SPCp41 utilizando la ecuacion 5.4.6. Los
parametros ajustados son Ang, bn, Apo Y bp, fijando los valores de [ureals, y de AGp
obtenidos del analisis del Chevron correspondiente. El analisis del grafico de Chevron
y el de las amplitudes se han llevado a cabo de forma individual en lugar de global,
con el fin de no afectar la alta correlacion observada en el Chevron, con la
comparativamente elevada dispersién que se observa en los datos de amplitud.

Una vez calculadas las lineas base del estado nativo y del desplegado, y con
objeto de comparar los datos de plegamiento y desplegamiento, se normalizaron los
valores de las amplitudes, A..m, €xpresandolos en funcién de la fraccién de la
poblacién de dicho estado, fy. Esto es posible debido a que las amplitudes de las fases
observadas guardan relacion con las poblaciones de las diferentes especies (Hurle y
Matthews, 1987). Teniendo en cuenta que las poblaciones de los estados Ny D (fy y fo
respectivamente) cumplen la siguiente relacion:

fy+fy =1 (5.4.12)

y que el valor de la amplitud, A, a cualquier concentracién de agente desnaturalizante
viene dado por la ecuacién 5.4.6, combinando esta ecuacion con la anterior,
obtenemos que el valor de A,om, €S:

Ao =P (5.4.13)
Ay - Ap
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Figura 5.4.4. Fracciéon de estado nativo y de estado desplegado de la quimera SPCp41 en funcién de la
concentraciéon de urea, para las cinéticas de plegamiento (cuadrados cerrados) y desplegamiento
(cuadrados abiertos). La linea continua representa el ajuste de los datos experimentales al modelo de
equilibrio de dos estados.

De esta manera, podemos representar la fraccion del estado nativo en funcién
de la concentracién de urea para las cinéticas de plegamiento y desplegamiento, tal
como se observa en la Figura 5.4.4, en la que se representan mediante simbolos las
fracciones de estado nativo y desplegado para la quimera SPCp41. La linea continua
corresponde al ajuste de los datos experimentales utilizando el modelo de equilibrio de
dos estados, fijando los valores de de AGp y [urea]y..

A partir de esta representacion parece ponerse de manifiesto que la fase rapida
de plegamiento acontece por el “verdadero plegamiento-desplegamiento” de la
quimera SPCp41. Sin embargo, como veremos a continuacion, puede que no todo
esté dicho en este sentido.

5.5. Fase ultra-rapida en el plegamiento de SPCp41

La formacion de muchos intermedios cinéticos durante el plegamiento de las
proteinas tiene lugar de forma muy rapida, dentro del tiempo muerto instrumental de
los equipos de flujo detenido (2-5 ms), por lo que no es posible medirla mediante esta
técnica. A pesar de esto, la presencia de dichos intermedios queda reflejada, bien por
un cambio abrupto de la sefal durante el tiempo muerto del aparato, definiendo lo que
se conoce como fase ultra-rapida (“burst phase”) de la cinética de plegamiento, o bien
por una desviacion de la linealidad en una de las ramas, o en ambas, de los graficos
de Chevron. En algunas proteinas, como la ribonucleasa A, la fase ultra-rapida se ha
observado cuando la proteina pasa de forma inmediata desde altas concentraciones
de desnaturalizante a bajas concentraciones y, por tanto, el estado desnaturalizado se
compacta (lo que no es un verdadero estado intermedio con una estructura
termodinamicamente estable). En otras proteinas, sin embargo, se han encontrado
ciertas evidencias a favor de una estructura estable que se forma cooperativamente
durante las etapas tempranas del plegamiento. Sin embargo, la pérdida de la
linealidad en el grafico de Chevron y la presencia de fases ultra-rapidas no son
suficientes evidencias para afirmar la presencia de intermedios estables de
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plegamiento (Krantz y Sosnick, 2000; Takei et al., 2000). El limite inferior de tiempo
necesario para que se formen elementos de estructura secundaria depende del tipo de
elementos concretos: algunas hélices o se forman en tiempos del orden de
nanosegundos, mientras que otras hélices pueden, por el contrario, tardar varios
microsegundos; los giros § tardan en plegarse alrededor de 10 us, mientras que los
lazos alrededor de 1 us (Mateu, 2003).
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Figura 5.5.1. Amplitudes de la cinética de la fase rapida de la quimera SPCp41 en funcién de la
concentracién de urea representadas con cuadrados. La linea continua representa el ajuste de los datos
experimentales al modelo de equilibrio de dos estados. Las lineas punteadas representan las lineas base
de los estados nativo y desplegado obtenidas tal y como se describe en la Seccién 5.4.2. Los diamantes
representan la suma de las amplitudes de la fase répida, de la fase lenta y del punto final de la
fluorescencia a tiempo infinito. Como podemos ver, esta suma no coincide con la linea base del estado
nativo, lo que indica que hay una fase ultra-rapida, que ocurre en el tiempo muerto del instrumento.

Para comparar las amplitudes de las cinéticas de plegamiento obtenidas
experimentalmente con la amplitud tedrica correspondiente al plegamiento de la
proteina, hemos sumado la amplitud de la fase rapida, Ap1, la amplitud de la fase lenta,
A2, y el valor final de la fluorescencia, l.., obtenidos de los ajustes biexponenciales
para cada concentracién de urea (Sauder et al., 1996) (Mann y Matthews, 1993). La
posicion final de la sefal de fluorescencia es proporcional a la fraccion de estado
nativo al final de cada cinética de plegamiento (Hurle y Matthews, 1987), por lo que si
se le resta el valor final de la fluorescencia obtenido a altas concentraciones de agente
desnaturalizante, donde la poblacion del estado nativo formada es practicamente cero,
tendremos la diferencia entre la amplitud experimental y la tedrica para cada cinética
de plegamiento. Los valores asi calculados estan representados en la Figura 5.5.1
junto con el ajuste de las amplitudes utilizando el modelo de equilibrio de dos estados
(Seccion 5.4.2), y con las lineas base del estado desplegado y del estado nativo
obtenidas del ajuste descrito en la Seccion anterior. Si las amplitudes experimentales y
las tedricas coincidieran los valores calculados deberian coincidir con la linea base del
estado desplegado, ya que la diferencia entre las lineas base representa la diferencia
total en la sefial de fluorescencia que deberia de observarse entre los estados Ny D
(amplitud tedrica). En la Figura podemos observar que los datos no coinciden con la
posiciéon de la linea base del estado desplegado, lo que nos esta indicando la
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presencia de una fase ultra-rapida en el plegamiento que no se puede detectar, ya que
ocurre en el tiempo muerto del aparato de medida que en nuestro caso es de 3 ms
aproximadamente.
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Figura 5.5.2. Fase ultra-rapida detectada en el experimento de plegamiento de la quimera SPCp41
mediante la técnica de flujo detenido. La flecha indica el cambio de amplitud que ocurre durante el tiempo
muerto del instrumento, que en nuestro caso son 3 ms. Los valores de la fluorescencia de las lineas base
del estado nativo y desnaturalizado aparecen indicadas. La linea discontinua roja inferior representa el
valor de la fluorescencia del estado desnaturalizado obtenida realmente, mientras que la linea continua
roja indica, sin escala temporal, la posible fase ultra-rapida en la cinética de plegamiento de la quimera
SPCp41.

Tabla 5.5.1. Disoluciones necesarias para realizar los experimentos que se utilizan para detectar la
existencia de una fase ultrarrapida en la cinética de plegamiento.

Disolucion [Proteina] (uM) Tampoén
A 50 Fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 y urea 9 M
B 0 Fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 y urea 9 M
C 0 Fosfato sédico 50 mM, pH 7.0
D 50 Fosfato sédico 50 mM, pH 7.0

Para corroborar la presencia de fases ultra-rapidas del plegamiento que
transcurren dentro del tiempo muerto del instrumento de medida, es preciso comparar
los valores de la fluorescencia inicial de la cinética con los de la fluorescencia de los
estados desplegado y nativo a la misma concentracion de urea (Mello et al., 2005).

Con el fin de verificar la existencia de dicha fase ultra-rapida se realizaron una
serie de experimentos de flujo detenido con la quimera SPCp41 (Figura 5.5.2). Para la
realizacién de estos experimentos se prepararon 4 disoluciones: A, B, C y D, cuya
composicion se describe en la Tabla 5.5.1, que se dejaron incubar durante toda la
noche a temperatura ambiente. Los experimentos consistieron en mezclar las
disoluciones A y B para obtener la linea base de fluorescencia del estado
desnaturalizado, y D y C para obtener la linea base de fluorescencia del estado nativo.
También se obtuvo una cinética de plegamiento de la proteina, mezclando las
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disoluciones A y C. A la vista de los resultados obtenidos, se observa la presencia de
una fase ultra-rapida de plegamiento que tiene lugar dentro del tiempo muerto del
instrumento, y cuyo cambio de fluorescencia presenta signo opuesto al de las cinéticas
de plegamiento. En la Figura 5.5.2 se representa, obviamente sin escala temporal,
esta posible fase ultra-rapida para la cinética de plegamiento de la quimera SPCp41.

Existen numerosas referencias en la bibliografia en las que se especula acerca
del posible origen de estas fases ultra-rapidas que, como se ha mencionado
previamente no pueden ser medidas haciendo uso de la técnica de flujo detenido y son
muy pocos ejemplos en los que estas fases no aparecen, lo que parece indicar que
representan una caracteristica muy comun en el proceso de plegamiento de pequefias
proteinas globulares (Jacob et al., 2004). Por otra parte se ha comprobado que, en
general, parece ser un proceso cooperativo, detectdndose un cierto grado de
estructuracion en las especies que aparecen en estas fases (Bachmann, A. et al,,
2002). Se ha especulado sobre la posibilidad de que estas especies sean el resultado
de un colapso hidrofébico mas o menos inespecifico (Wu, Y. et al., 2005), o bien
estados de glébulo fundido formados por estructuras secundarias (Kuwajima et al.,
1991; Shastry y Roder, 1998). Otros autores postulan que estas fases no implican la
presencia de especies intermedias en fases tempranas del plegamiento (Krantz et al.,
2002).

Los estudios mas recientes llevados a cabo con pequefas proteinas globulares
describen este proceso cinético como un proceso complejo, al menos bifasico, que
resulta como consecuencia de un colapso hidrofébico que podria ocurrir durante el
tiempo de mezcla (unos pocos us) seguido de la formacion de algunos contactos
especificos entre determinados restos de la cadena polipeptidica (Magg et al., 2006;
Lapidus et al., 2007; Sinha y Udgaonkar, 2007). Esto estaria de acuerdo con el
caracter cooperativo observado para estos procesos (formacién de estructura) y con
las escalas de tiempo medidas experimentalmente para el colapso hidrofébico (5us)
(Eaton et al., 1997; Krieger et al., 2003). Ademas, Roder et al. (Roder et al., 2006) han
observado cierta correlacion de los valores cinéticos de estas fases con la topologia
estructural (orden de contacto).

En el caso de la quimera SPCp41, como se observa en la Figura 5.5.2, su fase
ultra-rapida presenta una amplitud de signo opuesto a las propias del plegamiento, lo
que merece ser analizado con detenimiento. Aunque ésta no sea la situacion
esperada, no es el unico ejemplo descrito, ya que también sucede algo similar con la
a-Lactoglobulina y la CheY (Roder y Colon, 1997), asi como con la nucleasa de
estafilococo (Maki et al., 2007), la sintasa de triptéfano (Chaffotte et al., 1992), la
ribonucleasa A (Welker et al., 2004), la proteinas de tipo barril TIM (Wu, Y. et al., 2005)
o la Im7 (Capaldi et al., 2002). En este ultimo caso se pudo analizar dicha fase
mediante la medida de cinéticas ultra-rapidas usando la técnica de flujo continuo (cuyo
tiempo muerto esta dentro del orden del us) concluyéndose que la presencia de esa
fase cinética no puede justificarse mediante la existencia de intermedios, I, no

productivos (I=D=N), sino productivos (D=I1=N). Esto indicaria que, a pesar de que
estructuralmente la especie | parece organizarse a través de la formacion de contactos
no-nativos, estos intermedios pueden ser cinéticamente productivos.
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Figura 5.5.3. A. Fase ultrarrapida detectada en el experimento de plegamiento mediante la técnica de flujo
detenido del permutante circular S19P20s. B. Fase ultrarrapida detectada en el experimento de
plegamiento mediante la técnica de flujo detenido del dominio SH3 natural de a-espectrina. En ambos
casos, la flecha indica el cambio de amplitud que ocurre durante el tiempo muerto del instrumento, que en
nuestro caso son 3 ms. Los valores de la fluorescencia del estado nativo y desnaturalizado aparecen
indicados.

Para intentar conocer un poco mejor los posibles origenes de la fase ultra-
rapida en el plegamiento de la quimera SPCp41, hemos comprobado si ésta tiene
lugar en las cinéticas de plegamiento del permutante circular S19P20s (ver Figura
5.5.3.A), lo que indicaria en tal caso que dicha fase no resulta como consecuencia de
los nuevos elementos estructurales incluidos en el disefio de la quimera, es decir, la
secuencia de conexién entre el permutante y el péptido p41, que forma un giro, y el
propio el péptido p41, que se organiza en hélice de poliprolina Il. Esto podria ser
plausible dado que las hélices de poliprolina Il son una caracteristica comun en
algunos estados desnaturalizados (Creamer, 1998).
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A la vista de nuestros resultados, la fase ultrarrapida tampoco parece tener su
origen en la topologia del propio permutante circular S19P20s, puesto que el dominio
SH3 natural de a-espectrina, a partir del cual se credé dicha permutaciéon circular,
presenta a su vez un comportamiento similar al observado con SPCp41, como
podemos observar en la Figura 5.5.3.B, aunque en este caso la evolucion cinética del
plegamiento sea monofasica (Viguera et al., 1994b; Martinez et al., 1999). Otra posible
explicacion podria deberse a que esta fase ultra-rapida surgiera a partir de la rapida
organizacién estructural local de algun segmento de la cadena de la proteina. Existe
un analisis estructural por RMN (Viguera et al., 1995) en el que no se observo
estructuracion alguna para varios fragmentos peptidicos obtenidos a lo largo de todo el
dominio Spc-SH3, aunque quizas la seleccién un tanto arbitraria de los fragmentos
podria haber falseado los resultados. Asi, el analisis de un fragmento correspondiente
a la horquilla B distal, considerada como parte del nucleo de plegamiento de Spc-SH3
(Martinez et al., 1998), si presentaba alguna evidencia de la existencia de un equilibrio
conformacional en los restos del giro B de la horquilla, con una dinamica
conformacional muy rapida, del orden de us, similar a la comprobada
experimentalmente para otras horquillas 3. Para explorar la influencia del giro distal
sobre la existencia de la fase ultra-rapida, hemos analizado el comportamiento cinético
de esta fase en el mutante D48G de Spc-SH3. Esta mutacion favorece entrépicamente
el formacion de la horquilla distal y, por tanto, la nucleacién del plegamiento de la
proteina (Martinez et al., 1998; Martinez y Serrano, 1999), luego deberia afectar a la
fase ultra-rapida. Al hacer el analisis de amplitudes para el mutante D48G de Spc-SH3
se obtiene una representacion analoga a la obtenida para la quimera SPCp41 (Figura
5.5.1), lo que indica que la fase ultra-rapida no desaparece, sino que sigue estando
presente.

Quizas la explicacion mas plausible podria surgir de resultados muy recientes.
Asi, Li et al. (Li et al., 2007) han detectado la formacion de una conformacion de tipo
helicoidal en la fase ultra-rapida del domino SH3 del oncogén Src. Esta organizacion
estaria de acuerdo con los resultados de nuestro experimento realizado con SPCp41
(Figura 5.5.1) puesto que esta conformacion no-nativa se formaria como consecuencia
de un colapso inicial debido al cambio de disolvente (de alta a baja concentracion de
urea) que da origen a la reaccién de plegamiento. En esta situacién, la fase ultra-
rapida podria representar el desplegamiento de esta estructura no-nativa, para
continuar posteriormente con los procesos mas lentos descritos anteriormente
(plegamiento + isomerizacion de prolinas) y asi conseguir alcanzar el estado nativo.

Aun teniendo en cuenta el caracter no nativo de su estructura, estos
intermedios parecen ser productivos para el plegamiento, tal y como hemos
comentado para Im7 y algun otro caso de los mencionados anteriormente, quizas
porque el colapso estructural que parece ocurrir limita el espacio conformacional
accesible, lo que favoreceria el plegamiento global, puesto que en ese espacio
conformacional restringido si se encuentra el estado nativo.

5.6. Analisis del estado de transicién de plegamiento de la quimera
SPCp41

Con objeto de obtener los graficos de Eyring y determinar los parametros de
activacion de los procesos de plegamiento y desplegamiento, hemos analizado la
dependencia con la temperatura de las constantes de velocidad de los procesos
cinéticos. Para ello hemos registrado las cinéticas de plegamiento y desplegamiento
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de la quimera SPCp41 en tampon fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 y a 5°C, 15°C, 25°C y
35°C.

En general, a todas las temperaturas de estudio, las constantes de velocidad
de los procesos de plegamiento y desplegamiento de la quimera SPCp41 se
calcularon a partir del ajuste de las cinéticas utilizando una ecuacién biexponencial (de
la misma forma que como se ha explicado en la Seccion 5.1) para cada concentracion
de urea. Sin embargo, a 5°C en el proceso de plegamiento desaparece una fase,
mientras que en el desplegamiento siguen apareciendo las dos fases cinéticas. Sin
embargo, a 35°C tiene lugar la situacion opuesta, las cinéticas de plegamiento
presentan dos fases, mientras que las de desplegamiento presentan una unica fase
cinética. A 15°C y a 25°C, tanto para el plegamiento como para el desplegamiento, el
ajuste de las curvas cinéticas resultd ser biexponencial. Esto indicaria que desaparece
la barrera de activacion correspondiente a la fase lenta en esas condiciones de
temperatura.

A partir de los valores de las constantes de velocidad obtenidas hemos
construido los graficos de Chevron para la quimera SPCp41 a cada una de las
temperaturas de estudio. En el caso de las constantes cinéticas correspondientes a la
primera fase (en los casos en los que se observaron dos), éstas describen bien un
grafico de Chevron (Figura 5.6.1), mientras que las constantes de la segunda fase
presentan una gran dispersion en este tipo de grafico. En la Figura 5.6.1 se
representan con linea continua los ajustes de los datos experimentales de estos
Chevron a la ecuacion 6.12.10, dando lugar a las constantes de plegamiento y
desplegamiento en ausencia de urea, kp1 y Kgi, Yy las pendientes, mp; y mgq,
respectivamente, a las diferentes temperaturas. A partir de estos resultados hemos
representados el grafico de Eyring, en el que se representa In(k/T) frente a 1/T, donde
k puede ser la constante de plegamiento (ky¢) o la de desplegamiento (kq1), tal como se
muestra en la Figura 5.6.2.

m 35°C

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[urea] (M)

Figura 5.6.1. Graficos de Chevron de SPCp41 realizado a 5°C, 15°C, 25°C y 35°C en tampén fosfato
sdédico 50 mM, pH 7. Los simbolos cerrados representan los datos obtenidos experimentalmente. La linea
continua, en todos los casos, corresponde al analisis realizado mediante la ecuacién 6.12.10.
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Segun la Teoria del Estado de Transicién, cuando se produce un cambio de
capacidad calorifica entre el estado nativo o el desplegado y el estado de transicion,
se produce una desviacion de la linealidad en los graficos de Eyring. En ese caso los
graficos de Eyring se ajustan a la siguiente ecuacion:

In(k/T)=A+B(T,/T)+CIn(T, /T) (5.6.1)
siendo:
A=[-AC} + AS*(T, I/ R-In(h/kg) (5.6.2)
B =[AC} - AS*(T, I/ R - AG*(T, )/ RT, (5.6.3)
C=-AC}/R (5.6.4)

donde kg y h son las constantes de Boltzmann, y de Planck, AS* y AH* son la entropia
y entalpia de activacion, respectivamente, del proceso cinético analizado, ACf;' es el
cambio de capacidad calorifica entre el estado nativo o el desplegado y el estado de

transicién, AG* es la energia de Gibbs de activacién del plegamiento o del
desplegamiento y Ty es la temperatura de referencia, en nuestro caso 25°C.

®  Plegamiento
®  Desplegamiento
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Figura 5.6.2. Graficos de Eyring de la dependencia con la temperatura de las constantes de plegamiento y
desplegamiento en agua de la quimera SPCp41 en fosfato sédico 50 mM, pH 7.0. Los simbolos
representan los datos experimentales obtenidos para el plegamiento (en negro) y para el desplegamiento
(en rojo). La linea continua representa el ajuste realizado con la ecuacién 5.6.1. Con linea discontinua
hemos representado los graficos de Eyring del permutante circular S19P20s para el plegamiento (en
negro) y para el desplegamiento (en rojo) obtenidos en trabajos previos (Martinez et al., 1999).

Asi, los parametros termodinamicos correspondientes al estado de transicion,
relativos al estado nativo y al desplegado, se pueden calcular de la siguiente manera:
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AC} =-CR (5.6.5)
~T,AS*(T,)=-(A-C-23.76)RT, (5.6.6)
AG*(Ty)=~(A+B-23.76)RT, (5.6.7)
AH* = —(B+C)RT, (5.6.8)

Tabla 5.6.1. Parametros de activacion para el plegamiento y desplegamiento de la quimera SPCp41
calculados a partir del grafico de Eyring de acuerdo con la ecuacion 5.6.1 a 25°C.

AC} AS* AH?* AG*
(kJ-K™"-mol-1) (J-K"-mol ) (kJ-mol™) (kJ-mol™)
Plegamiento
SPCp41 ($-D) 2215 -65+5 45+ 5 65+ 6
*S19P20s (}-D) -1.5+04 -94 + 6 38+2 66 + 4
Desplegamiento
SPCp41 ($-N) 1.2+15 31+8 86 +4 765
*S19P20s (1-N) 1.8 19+15 804 75+ 6

*Los valores de los parametros de activaciéon para el permutante circular S19P20s han sido
calculados previamente (Martinez et al., 1999).

En la Figura 5.6.2 observamos los graficos de Eyring obtenidos para la quimera
SPCp41, junto con los graficos obtenidos en trabajos previos para el permutante
circular S18P20s (Martinez et al., 1999). En ambos casos se aprecia una ligera
desviacion de la linealidad para el plegamiento, que no es tan evidente para el
desplegamiento. Como hemos mencionado, la desviacion de la linealidad en un grafico
de Eyring tiene su origen en los cambios en la capacidad calorifica desde el estado
desnaturalizado o nativo al estado de transicion, y suele ser mas apreciable en el
plegamiento ya que el cambio de area expuesta al disolvente desde el estado nativo al
estado de transicién suele ser mayor, que desde el estado desnaturalizado al estado
de transicién. Si nos fijamos en la ecuacion 5.6.1, el término logaritmico que va

acompanando a C cuando AC,f es distinto de 0, es el responsable de que exista o no

curvatura, y cuanto mayor sea el valor de ACE mayor curvatura presenta el grafico de

Eyring. La pequefia curvatura en el grafico del plegamiento para la quimera SPCp41,
al igual que para el permutante circular S19P20s, indica el enterramiento de una
superficie hidrofdbica en el estado de transicion.

En la Tabla 5.6.1 estan recogidos los valores obtenidos para el cambio de
capacidad calorifica, entalpia, entropia y energia de Gibbs de activacion de los
procesos de plegamiento y de desplegamiento de las dos proteinas. Los parametros
de activacién del plegamiento, dentro del elevado error de determinacion de estos
parametros en ambos casos, son parecidos, sugiriendo que el nucleo de plegamiento
de SPCp41 y de S19P20s pueden ser bastante similares. Ocurre igual en el caso del
desplegamiento, lo que podria indicar que el segmento adicional que incluye el
decapéptido p41 en la quimera no parece estar contribuyendo al proceso de
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desplegamiento de forma cooperativa. Este hecho esta de acuerdo con los resultados
obtenidos en el Capitulo 4, que pusieron de manifiesto la existencia de un equilibrio
conformacional acusado que afecta las interacciones en el sitio de unién en el estado

nativo.
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Figura 5.6.3. Perfiles de reaccién de la quimera SPCp41 bajo condiciones nativas en fosfato sédico 50
mM, pH 7.0. La reaccién va desde el estado nativo (N), a través del estado de transicion (ET), al estado
desnaturalizado (D), que lo hemos tomado como punto de referencia. A. Cambio de capacidad calorifica
entre los tres estados; B. Cambio de entalpia entre los tres estados; C. Cambio de entropia entre los tres
estados; D. Cambio de energia de Gibbs entre los tres estados. Hemos comparado los datos obtenidos
para la quimera SPCp41 (en negro) con los obtenidos en trabajos previos para el permutante circular
S19P20s (en rojo) (Martinez et al., 1999).

Basandonos en toda esta informacion termodinamica hemos construido los
perfiles de reaccion de la quimera SPCp41 y de S19P20s, que se representan en la
Figura 5.6.3. Todos ellos son similares, lo que habla a favor de una similitud energética
para ambos estados de transicién de plegamiento, con la excepcion del componente
entropico, quizas debido a la mayor longitud de la cadena en SPCp41 que en
S19P20s. Las entalpias de activacion obtenidas tanto para la quimera como para el
permutante indican que el estado de transicidon se alcanza desde el estado nativo a
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través de la rotura de numerosas interacciones que no se compensan con la ganancia
de entalpia por solvatacion.

A partir de los parametros obtenidos del analisis de los graficos de Chevron de
los mutantes Pro-Ala del segmento p41, en comparacion con la quimera SPCp41
original, se puede aplicar el método de la ingenieria de proteinas propuesto por Fersht
et al. (Fersht, 1995) (Seccién 6.12.5 de Materiales y Métodos), para obtener los
valores del parametro ¢+p (ecuacion 6.12.11), que representan la pérdida de energia
en el estado de transicion inducida por una mutacién puntual en la secuencia de la
proteina, en relacién a la que se produce en el estado nativo. Este parametro
proporciona informacién de si en dicho estado de transicion la region que rodea la
cadena lateral del residuo mutado se encuentra plegada, parcialmente organizada o
desplegada. Asi el andlisis de los valores del parametro ¢+p para las mutaciones Pro-
Ala del segmento p41 de las quimeras nos proporcionaria informacién adicional sobre
el grado de participacion del ligando p41 en la estructura del estado de transicion de
plegamiento.

Hemos determinado los valores de ¢:p para las mutaciones puntuales
realizadas en la region correspondiente al péptido p41 de la quimera SPCp41: P69A,
P73A, P74A, P75A, P76A y P77A, con los que se llevd a cabo el estudio
termodinamico-estructural descrito en el Capitulo 4 de esta Memoria.

Asi, se realizé el analisis de los graficos de Chevron de las fases rapidas (que
como ya se ha explicado en la Seccion 5.4.1 corresponden al plegamiento y
desplegamiento de la quimera y sus mutantes Pro-Ala) a pH 7.0, tal como se describe
en la Seccion 5.4.1 y en la Seccion 6.12.4 de Materiales y Métodos, y se han calculado
los valores de ¢;.p como se describe en la Seccion 6.12.5 de Materiales y Métodos,
siendo éstos cercanos a cero para todos los mutantes. La determinacion de los valores
de los parametros ¢+p presenta errores de elevada magnitud. La razon de esto se
encuentra en que los cambios en la energia de plegamiento producidos por las
mutaciones, AAGy.p, son muy pequefios, por lo que al estar en el denominador de la
ecuacion 6.12.11, producen grandes errores en ¢;.p. Trabajos previos discrepan entre
diferentes limites en los valores de AAGy.p, a partir de los cuales se puede estimar de
forma fiable el valor de ¢:+.p. Asi, Sanchez et al. (Sanchez y Kiefhaber, 2003)
consideran que cuando el valor de AAGyp es <7 kJ-mol™, la fiabilidad en el calculo de
los valores de ¢+.p es baja. Sin embargo, Fersht et al. (Fersht y Sato, 2004) determinan
que se pueden obtener valores de ¢:p fiables, si se realizan las mutaciones
adecuadas, cuando el valor de AAGy.p esta comprendido entre 2.5y 7 kJ-mol™, debido
a que la estructura del estado de transicidon de una proteina puede alterarse cuando se
realizan mutaciones que presentan un valor de AAGyp >> 8 kJ-mol”'. Una forma de
abordar el estudio e interpretacion de los valores de ¢:+p podria consistir en realizar
diferentes mutaciones en la misma posicion (Fersht y Sato, 2004) o seguir un camino
alternativo consistente en cambiar las condiciones del medio para una mutacién en
una posicion concreta, a través de cambios en el pH (Cobos, et al., ; Martinez y
Serrano, 1999), con el fin de buscar unas condiciones en las que la estabilidad de la
proteina varie mas significativamente.
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Figura 5.6.4. Graficos de Chevron de la quimera SPCp41 (referencia) y sus mutantes Pro-Ala obtenidos
de los datos experimentales realizados en tampén fosfato sédico 50 mM, pH7.0 y a 25°C. Los simbolos
representan los datos obtenidos experimentalmente para la fase rapida. La linea continua, en todos los
casos, corresponde al andlisis realizado mediante la ecuacién 6.12.10.

112



Capitulo 5

Cuando los valores de ¢+p son iguales o muy proéximos a cero se debe a que
en el grafico de Chevron las constantes de velocidad de plegamiento de la referencia y
el mutante coinciden, indicando que la mutacién no afecta a la cinética de plegamiento
y, por tanto, que la interaccion afectada por la mutacion no estara involucrada en la
formacion del estado de transiciéon. Es decir, que la regidn de la proteina que contiene
la mutacién se encuentra desplegada en el estado de transicion. Segun la Figura
5.6.4, en la que se comparan los graficos de Chevron de cada mutante con la quimera
SPCp41 (considerada como la especie de referencia para el calculo de los valores de
¢+.0), se observa que las ramas de plegamiento coinciden de forma general en todos
los casos, observandose unicamente diferencias, no demasiado significativas, en la
rama de desplegamiento.

En cualquier caso, y a falta de analizar en mas profundidad el comportamiento
cinético de SPCp41, los valores de ¢+.p cercanos a cero estarian perfectamente de
acuerdo con el analisis de los parametros de activacion, puesto que indicarian la
escasa o nula contribucion energética del segmento p41 al estado de transicion de
plegamiento del dominio SH3, manteniéndose por consiguiente el nucleo de
plegamiento en el dominio SH3, al que posteriormente se uniria el péptido p41 a través
de un proceso de unioén intramolecular, similar al descrito para el péptido libre, lo que
argumenta claramente a favor de la efectividad de esta quimera de disefio para
abordar estudios de union SH3-péptido.

5.7. Analisis de los errores en los parametros cinéticos y en los valores ¢

A partir de la teoria de errores hemos propuesto un método general del célculo
de los errores asociado a los parametros cinéticos, tal como se describe en las
Secciones siguientes y que se ha aplicado a los datos experimentales obtenidos en
esta Memoria. Este procedimiento lo hemos publicado muy recientemente en la revista
Biophysical Journal (Cobos, et al.) .

5.7.1. Desarrollo de una base de datos experimentales

Hemos considerado cinco conjuntos de datos experimentales cinéticos (de
plegamiento y desplegamiento) del mutante D48G de Spc-SH3 obtenidos en fosfato
soédico 50 mM a pH 7.0, y 25°C, que resultan de la determinacién independiente de
unas 1000 medidas de constantes cinéticas, con el fin de evaluar los errores
experimentales y la propagacion de los mismos en los parametros cinéticos derivados
de los graficos de Chevron. Estos experimentos se realizaron con dos aparatos de
flujo detenido distintos, por diferentes operadores y en distintos afos, lo que permite
evitar y evaluar los diferentes errores experimentales originados. Para comparar,
hemos realizado un analisis paralelo de los graficos de Chevron a pH 3.5 y 2.5,
obtenidos de un uUnico conjunto de datos experimentales. Los detalles acerca de los
procedimientos experimentales para realizar estos experimentos estan explicados en
diferentes trabajos publicados anteriormente (Martinez et al., 1998; Martinez y
Serrano, 1999; Cobos et al., 2003), asi como en la Seccion 6.12 de Materiales y
Métodos.
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5.7.2. Errores en las constantes cinéticas

En primer lugar se pretende obtener el error estdandar de cada constante
cinética obtenida del ajuste no lineal a la ecuacién 5.1.1, de las dependencias
experimentales de la fluorescencia frente a tiempo obtenidas a cada concentracion de
agente desnaturalizante. Un andlisis de la distribucion del grafico de los residuos
obtenidos de este ajuste constituye un criterio para diferenciar si la ecuacion utilizada
para el ajuste es la adecuada, como se explica en la Seccién 5.1. Este proceso es
fundamental ya que puede aparecer mas de una fase cinética que no se pueda
detectar en el analisis y que haga que se obtengan valores de las constantes cinéticas
erréneos. Una estrategia para mejorar la relacion sefial/ruido experimental consiste en
hacer la media de un conjunto de diferentes curvas cinéticas obtenidas en las mismas
condiciones experimentales. Aunque esta media reduce el error, la exactitud en la
determinacion de los datos disminuye, porque algunas veces se introducen fases
“artefactuales”.

Basandonos en la teoria de errores (Bevington y Robinson, 2003), podemos
determinar que el error asociado a la constante cinética es o4 = +3c; (donde o; es el
error estandar del ajuste realizado con la ecuacién 5.1.1), considerando que al menos
el 90% de los valores de k en estas condiciones experimentales se pueden incluir en
dicho intervalo. En la Figura 5.7.1 hemos representado los valores de las constantes
cinéticas en funcidon de la concentracion de agente desnaturalizante para el
plegamiento del del mutante D48G de Spc-SH3 a pH 7.0, incluyendo en la misma
grafica las barras de error. En la Figura 5.7.1.B (ox = 13c,) se observa que
aproximadamente el 90% de las barras de error se superponen muy bien con la linea
del ajuste, lo que indica la buena calidad de los datos experimentales. A la vista de la
Figura 5.7.1.C se observa que considerando un error de o = £60; la superposicion de
las barras de error con la linea del ajuste no mejora. Mas aun, considerando un error
de o, = +20; (Figura 5.7.1.A), la superposicion es incluso peor.

Por tanto, una estimacion adecuada de los errores estandar derivados de los
ajustes por minimos cuadrados, podria dar informacién sobre la precisién sobre la
determinacion de la constante de velocidad, aunque en algunos casos otros errores
pueden contribuir a disminuir la exactitud de la determinacion, muchos de los cuales
son errores instrumentales debidos a la termostatizacion, jeringas, pipetas,
refractometro, etc. y/o producen una media erronea de las curvas cinéticas. Los
valores obtenidos para ok = +3c; se encuentran en el intervalo comprendido entre el
1% y el 10% en valores relativos (un valor medio de 4.7%, Figura 5.7.2.D). Estos
resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos previamente por De los Rios
et al., si se comparan experimentos realizados en diferentes laboratorios usando
diferente instrumentacién, pero no cuando se llevan a cabo con diferencias temporales
significativas (De Los Rios et al., 2006). De los Rios et al. evaluan que los errores de
los ajustes (xc;)) y concluyen que las barras de error mas razonables son
aproximadamente de un 10% (lo que equivale a +6c; en nuestros calculos). Sin
embargo, del analisis de nuestro conjunto de datos experimentales podemos concluir
que en general es suficiente con considerar que los errores en las constantes son oy =
130, (aproximadamente un 5%). Por lo tanto, del andlisis de nuestro conjunto de datos
experimentales podemos concluir en que, en general, el error es o, = +30;.
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Figura 5.7.1. Constantes cinéticas obtenidas a diferentes concentraciones de urea para el mutante D48G
de Spc-SH3 en fosfato sédico 50 mM (pH 7.0, 25°C). Los experimentos se han hecho en dos instrumentos
distintos, por diferentes operadores y en distintos afios. La linea continua representa los ajustes por
minimos cuadrados a una funcién exponencial. Los simbolos abiertos y cerrados representan los datos
experimentales obtenidos para los experimentos de plegamiento y desplegamiento respectivamente. Las
flechas indican las barras de error que no se superponen con la linea del ajuste. Las barras de error se
han calculado de las estimaciones de los errores del ajuste que resultan con la ecuacién 5.1.1. A. Dos
veces los errores del ajuste (20); B. Tres veces los errores del ajuste (3 o;); C. Seis veces los errores del
ajuste (6 o).
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Figura 5.7.2. Graficos de Chevron del mutante D48G de Spc-SH3 en fosfato sédico 50 mM (pH 7.0,
25°C). Los experimentos se han hecho en dos instrumentos distintos, por diferentes operadores y en
distintos afios. Las lineas continuas en los paneles A, B y C representan el ajuste por minimos cuadrados
a la ecuaciéon del Chevron. Los simbolos abiertos y cerrados representan los datos experimentales
obtenidos para los experimentos de plegamiento y desplegamiento respectivamente. Las flechas indican
las barras de error que no se superponen con la linea del ajuste. Las barras de error se han calculado de
las estimaciones de los errores del ajuste que resultan con la ecuacién 5.1.1. A. Dos veces los errores del
ajuste (20); B. Tres veces los errores del ajuste (3 o) a tres valores de pH: pH 7.0 (fosfato sédico 50 mM),
pH 3.5 y pH 2.5 (glicina 50 mM); C. Seis veces los errores del ajuste (6 o;). D. Errores relativos en k
estimados de la misma forma que en el panel B como funcién de sus respectivas concentraciones de
urea. En este caso, la linea continua representa el valor medio que es 4.7% (0.047).

5.7.3. Errores en los parametros cinéticos obtenidos del analisis de los
graficos de Chevron

Un grafico de Chevron, como se describe en la Seccidén 6.12.4 de Materiales y
Métodos, representa la dependencia del logaritmo de la constante cinética de
velocidad con la concentracion de agente desnaturalizante a una temperatura
determinada. En la Figura 5.7.2 (panel A, B y/o C) se muestran los graficos de
Chevron obtenidos para el mutante D48G de Spc-SH3. Las barras de error para las
constantes cinéticas se han calculado a partir de la Figura 5.7.1 [ox = +20; (panel A), ok
= 130, (panel B), ok = £6c; (panel C)], donde o; es el error estandar que se obtiene al
realizar el ajuste por minimos cuadrados mediante el algoritmo de Marquardt usando
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la ecuacién 5.1.1. Asi, para un logaritmo natural el error coincide con la magnitud del
error relativo: oy, k= ow/k.

En los graficos de Chevron que se muestran en la Figura 5.7.2 los ajustes de
los datos por minimos cuadrados a la ecuacion que describe el Chevron (ver (Martinez
et al., 1998; Martinez y Serrano, 1999) para mas detalles) se representan con una
linea continua. De este analisis se han obtenido los valores de ki, ky-p Mt.n Y My.p, que
estan recogidos en la Tabla 5.7.1. En los ajustes a pH 7.0, el valor ms+.y se fijo a un
valor de -0.42 M (valor medio que se obtiene para los mutantes estudiados en el
analisis de los valores de ¢ a pH 7.0, como veremos después), debido a la falta de
informaciéon en la rama de desplegamiento como consecuencia de la elevada
estabilidad de la proteina a este pH. Como los datos experimentales se han obtenido a
partir de conjuntos independientes de experimentos, los errores obtenidos deberian
relacionarse con los errores “reales”, lo que significa que hay un 68% de probabilidad
de incluir el valor verdadero. Los errores relativos, que se obtienen como 3c,/x
(aproximadamente con un 90% de confianza “real” a partir del andlisis realizado en la
Figura 5.7.1), son de un 13% para kt.p, de un 22% para ki.y y de un 4% para my.p. Las
diferencias entre los errores relativos obtenidos para las constantes cinéticas (casi el
doble) pueden deberse a la larga extrapolacion a concentracion 0 M de agente
desnaturalizante que se hace en la rama de desplegamiento.

Tabla 5.8.1. Parametros cinéticos con las estimaciones de los errores para el mutante D48G de Spc-
SH3 bajo diferentes condiciones experimentales a 25°C .

pH Método my.y My.p Ki.n k.o
(M) (M) (s™) (s™)
Fosfato Ajuste global 0.42" -0.80 + 0.03 0.00160 + 69+9
50 mM (4%) 0.00036 (13%)
pH7.0 (22%)
Ajuste 0.42" -0.79 +0.03 0.00165 71+8
individual (4%) 0.00012 (12%)
(8%)
Valor medio 042 +0.02 -0.90+0.02
de los (4%) (4%)
mutantes
Glicina Ajuste 0.50+0.06 -1.20+0.09 0.08 + 0.02 50+7
50 mM individual (12%) (8%) (25%) (14%)
pH 3.5
Valor medio 0.52+0.06 -1.24+0.09
de los (12%) (8%)
mutantes
Glicina Ajuste 0.37+0.03 -0.92+0.18 0.94 +0.18 116+1.5
50 mM individual (8%) (20%) (19%) (13%)
pH 2.5
Valor medio 0.39+0.06 -0.96+0.09
de los (15%) (9%)
mutantes

Los errores se han calculado como 3o, donde o, es el ajuste o la media del error de x. Los

valores entre paréntesis representan los errores relativos calculados como (3c,/x)-100.
Valores fijados en el ajuste por minimos cuadrados.
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Se puede hacer una aproximacion alternativa al analisis de errores con los
ajustes individuales de los distintos conjuntos de datos a pH 7.0 y con la media de los
resultados (Tabla 5.7.1). Si la comparamos con los ajustes globales no se observa
dispersion en los datos. Los errores, o, se han calculado usando la siguiente ecuacion
(Bevington y Robinson, 2003):

- -DE (5.7.1)

"IN

donde DE es la desviacion estandar y N es el numero de datos, y son
aproximadamente de la misma magnitud, excepto para kin cuyo error mejora. Esta
mejora es consecuencia de la reproducibilidad (baja dispersion) de los datos de ki.n
que se obtienen de los distintos ajustes. No obstante, puede ser poco fiable, ya que el
valor de my.y se ha fijado a -0.42 M, lo que reduce notablemente la dispersién en los
valores de Ki.n.

Por otro lado, los errores en el Ink que se obtienen a diferentes
concentraciones de agente desnaturalizante (Figura 5.7.2.D) estan distribuidos
aleatoriamente alrededor del valor medio (4.7% en nuestro caso), a causa de la falta
de correlacion con la concentracion de agente desnaturalizante. Esto se puede
explicar también por el bajo intervalo de variabilidad de los valores de Ink, lo que
definitivamente enmascara cualquier correlacién entre la magnitud de estos valores y
sus correspondientes errores (que se puede traducir en una forma de V en los puntos
de la Figura 5.7.2.D), debido a que predominan otras incertidumbres experimentales.
Sin embargo, de acuerdo con (Bevington y Robinson, 2003), las barras de error en las
constantes cinéticas a diferentes concentraciones de urea se pueden considerar
iguales a la media (o= o), y a sus valores extrapolados a concentracion 0 M de agente
desnaturalizante, que se pueden estimar correctamente de los errores del ajuste, en
lugar de usar las férmulas de propagacion, lo que simplifica nuestros calculos de
errores. La disponibilidad de un conjunto de datos experimentales contribuye
positivamente a esta equivalencia. Asi, las constantes cinéticas en agua también se
pueden estimar correctamente a partir de una estimacion adecuada de los errores de
los ajustes, como se ha hecho previamente (Zarrine-Afsar y Davidson, 2004).

Comparando los resultados obtenidos a pH 7.0 con los obtenidos del analisis
de los experimentos a pH 3.5 y 2.5, podemos concluir que los errores en las
constantes cinéticas son similares en magnitud, mientras que los errores asociados a
los valores de m aumentan drasticamente (Tabla 5.7.1). En ningun caso se ha hecho
ninguna restriccion en los valores de los parametros, o que hace que estos analisis se
conviertan en una aproximacion mas realista que una evaluacion cinética comun. Hay
una discrepancia entre las magnitudes de los errores relativos de Kki.p (12-14%) y kin
(19-25%) que era esperada. El error mas alto para la constante cinética de
desplegamiento resulta de la larga extrapolaciéon a concentracion 0 M de
desnaturalizante que se hace en este caso. Ademas, el valor del 25% podria ser
considerado como el limite mas bajo del error experimental real en los casos de la
extremada alta estabilidad, que corresponde a las constantes cinéticas que no se
pueden determinar con toda confianza. Asi, usando los datos de pH 7.0 como ejemplo,
el error en la constante cinética de desplegamiento puede ser mas grande si se deja
como parametro flotante del ajuste la pendiente de desplegamiento.

Otra observacion interesante, en ausencia de cualquier influencia significativa,
es la exactitud en los errores. Si los errores se obtienen de los parametros cinéticos
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derivados de las representaciones Chevron a pH 7.0 (incluyendo los datos de los cinco
conjuntos de datos), estos errores se pueden comparar con los estimados a pH 3.5y
2.5 (solamente de un conjunto de datos) (Tabla 5.7.1), y se puede ver, que a pH 7.0
los errores acontecen para los efectos mas relevantes y comunes en la exactitud, junto
con las fluctuaciones que vienen de la precision, mientras que a pH 3.5 y 2.5 acontece
solo este ultimo. Es sorprendente que los errores se puedan comparar en magnitud.
Asi, la posible contribucion a los errores sistematicos (exactitud) parece
contrarrestarse por el mayor nimero de datos de constantes cinéticas que se tienen a
pH 7.0, lo que reduce la magnitud del error.

Los errores relativos de los valores de m, se pueden evaluar usando los datos
obtenidos para los distintos mutantes disefados para el analisis de ¢, que en nuestro
caso es solamente myn. Es de esperar que el caracter no-destructivo de las
mutaciones disefiadas para el analisis de ¢ (Viguera et al., 1996; Martinez et al., 1998;
Martinez y Serrano, 1999; Martinez et al., 1999; Vega et al., 2000; Cobos et al., 2003)
pueda evitar cualquier efecto significativo sobre los valores de m, principalmente
relacionados con la exposicidon macroscopica de los grupos hidrofébicos (Myers et al.,
1995). De hecho, una comparacion de los graficos de Chevron de los distintos
mutantes no revela ninguna diferencia significativa entre sus pendientes (ver Tabla 2
en (Martinez y Serrano, 1999)), que se refleja en el bajo valor estandar de la media
(Tabla 5.7.1). Hemos determinado la media de los valores de myn Yy myp. Como
podemos ver en la Tabla 5.7.1, los errores obtenidos de los ajustes globales y de los
ajustes individuales coinciden.

5.7.4. Analisis de los errores en las energias de Gibbs y en los valores de

¢

A partir de los valores de las kin Y kip que se obtienen del Chevron, se
pueden obtener facilmente los valores de AAG y de ¢, usando las siguientes
ecuaciones:

k k
AAGyp = —RT-In[ﬂJ AAG,. = —RT-In(M] (5.7.2)
1-D,mut 1-N,mut
y
AAG
p=—"T" (5.7.3)
AAGyp

El valor de AAGy.p se puede calcular de una curva de equilibrio de desnaturalizacion,
aunque también se pueden obtener de los datos cinéticos como AAGN.p = AAGyp-
AAGy\.

Utilizando la siguiente ecuacion:

2 2
o, ~,|o2 x +o2 ox +..+202, x| x +... (5.7.4)
ov ow ov \ ow
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Capitulo 5

y las ecuaciones 5.7.2 se pueden obtener las expresiones para el calculo del error de
AAG, CAAG-

OanGED RT(Umk.t-D,ref + Olnkt-Dmut + \/Z'Umkfp-o,ref "O|nk$-D,mut ) (5.7.5)

OAnGEN & RT(O-Inki-N,ref + Onkt-Nmut T \/2'0'|nk¢-N,ref "Olnkt-Nmut ) (5.7.6)

donde el tercer término es el término de cruzamiento (cross-term) que acontece por la
interdependencia de ambos errores. Esto, junto con la ecuacién 5.7.3 nos da la
férmula para calcular los errores en los valores de ¢:

2 2 2 2
AAGy_p'o AAGED AAG:]:—D ‘Oanen-p T 2AAGy 'AAGi-D ‘O AAGN-D ‘O AAGE-D
o, ~ 2 (6.7.7)

donde caxen-D = Canct-D T Oanct-N, O alternativamente, es el error que corresponde a los
experimentos de desplegamiento en equilibrio, que deben de tener la misma magnitud
o0 mayor. Los dos primeros términos nos dan los errores en las energias de Gibbs de
activacion y de equilibrio respectivamente, mientras que el tercero origina el término de
cruzamiento (cross-term) de la ecuacion 5.7.4. En todos los casos hemos considerado
que Gyy = Oy " Ow.

5.7.5. Estrategia para el trabajo experimental y el analisis de errores

En base a los argumentos que hemos descrito, un analisis correcto de los
errores (= 90% de confianza en la practica) se puede hacer facilmente a partir de o)« =
13ci/k, donde o representa el error estandar obtenido para ki.p y Ki.n, quUe se obtienen
a partir de los ajustes de los graficos de Chevron. Las ecuaciones 5.7.5, 5.7.6 y 5.7.7
nos sirven para estimar los errores en las funciones de AAG y en los valores de ¢
respectivamente.
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6.1. Clonacion de las quimeras basadas en la topologia del permutante
circular S19P20s por mutagénesis dirigida

Actualmente es posible sintetizar, manipular y disponer de cantidades ilimitadas
de cualquier gen que codifique una proteina de interés. Ademas podemos producir
alteraciones en el material genético incluyendo cambios en la secuencia (mutaciones),
eliminacion de parte de la misma (supresiones) o introduccién de fragmentos nuevos
en la misma (inserciones). Todo esto ha permitido el nacimiento de lo que se conoce
como Ingenieria de Proteinas. El método de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RCP) (Mullis y Faloona, 1987; Ausubel et al., 1992; Creighton, 1993) nos permite
producir las alteraciones deseadas en la secuencia de ADN que se use como molde,
disefiando los oligonucledtidos adecuados. Asi, se generan copias del nuevo ADN
conteniendo la secuencia del gen que codifica la nueva proteina, al que se denomina
ADN recombinante por proceder de la “combinacion” de moléculas de ADN de distinto
origen. Este método se ha escogido para la produccion de las proteinas quiméricas
que se estudian en esta Memoria. Nuestro fin fue enlazar por su extremo N-terminal la
secuencia del decapéptido p41 al extremo C-terminal de la cadena del permutante
circular S19P20s del dominio de Spc-SH3 mediante una secuencia de conexion de 2 6
3 aminoacidos. Hemos clonado cuatro quimeras con secuencias de conexion de
diferentes longitudes y composicion.

Con la RCP el ADN se amplifica segun un proceso ciclico, en el que cada uno
de sus ciclos consta de tres pasos basicos (Figura 6.1.1): en el primer paso se
despliega completamente la doble cadena del ADN molde que contiene la secuencia
que se desea modificar, calentando la mezcla de reaccién entre 1 y 3 minutos a 94°C.
A continuacién se reduce la temperatura para que tenga lugar la hibridacién especifica
de los oligonucledtidos con sus respectivas cadenas complementarias del ADN molde.
La eleccion de la temperatura de hibridacién es un factor critico, ya que la
especificidad de la reaccion depende de ella. Cuando la temperatura es muy elevada,
no se produce hibridacion y, si es muy baja, tiene lugar de forma inespecifica. En
general la temperatura suele estar entre 55°C y 65°C. El tiempo de duracién de esta
etapa es de 1 minuto. Por ultimo, se copian las secuencias molde a partir de los dos
oligonucledtidos mediante la actuacion de la Taqg ADN-polimerasa, cuya temperatura
optima de actuacién son 72°C, que coincide con la temperatura a la que se produce la
extensién de los oligonucledétidos. El tiempo de duracion de esta etapa es de 1 minuto.

Tras realizarse estos tres pasos, se completa el primer ciclo de la reaccion, con
lo que se obtienen dos nuevos fragmentos de ADN a partir del molde. Asi, en los ciclos
sucesivos se produce una amplificacién del ADN de forma exponencial hasta alcanzar
2"™" copias del nuevo ADN, donde n es el nimero total de ciclos que normalmente esta
entre 25-35. Una vez que se ha completado el ultimo ciclo programado se mantienen
las mezclas de reaccién entre 5 y 15 minutos a 72°C, con objeto de asegurar una
completa extension de todas las cadenas de ADN. En nuestro caso el esquema que se
siguié para realizar las RCPs que se recogen en esta Memoria viene descrito en la
Figura 6.1.2. Las reacciones se han preparado siguiendo el siguiente protocolo:

a) 68 uL de agua estéril.

b) 10 uL de tampdén KCI 100 mM, Tris-HCI 200 mM (pH 8.8 a 25°C), (NH4),SO,
100 mM, MgSO, 20 mM y 1% de Triton X-100 (10x).

c) 10 uL de oligonucleétido 5’ de concentracién 10 uM.
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30 ciclos

Desnaturalizacién Hibridacion Extension
94°C —» 94°C ——» 55°C ——» 72°C —» 72°C —» 4°C

Adicion de 0.3 1 min 1 min 1 min 10 min.

pL de Taq

Figura 6.1.2. Esquema general de los ciclos programados para la realizacion de las RCPs llevadas a cabo
en esta Memoria.

6.1.1. Diseino e introduccion de alteraciones en fragmentos de ADN

El disefio de los oligonucledtidos definidos como 5’ y 3’ en el protocolo de RCP,
sigue comunmente una serie de pautas que repercuten en el rendimiento de la RCP: i)
la longitud de éstos que debe estar comprendida entre 20 y 30 nucleétidos, aunque
pueden disefarse conteniendo hasta 80-100 nucledtidos; ii) el contenido en bases
debe ser tal que entre el 40% y el 60% del total sean citosinas (C) y guaninas (G); iii)
deben acotarse en sus extremos con guaninas y citosinas siempre que sea posible, ya
que estas bases establecen al aparearse mas puentes de hidrégeno que los formados
entre las bases A y T, mejorando asi la hibridacion de los extremos de las cadenas a
la hebra correspondiente de ADN.

Para cada cebador disefiado podemos calcular valor de la temperatura de
fusion, Ty, parametro puramente empirico y orientativo que nos permite evaluar la
temperatura a la que se desnaturaliza la doble hebra formada por el ADN molde y el
oligonucledtido correspondiente. La Ty se calcula con la siguiente relacién (Thein,
1986):

Tr=[2:(Na+ N7)] + [4:(Ng +Nc)] (°C) (6.1.1)

siendo Na, N1, Nc ¥y Ng el numero total de adeninas, timinas, citosinas y guaninas
respectivamente contenidas en parte de la secuencia del oligonucledtido que hibrida
con el correspondiente ADN molde durante la RCP. La T;usual de los cebadores deber
ser al menos igual a la temperatura de hibridaciéon, que normalmente esta entre 55°C y
65°C.

En todos los casos, el oligonucledtido 5 comienza con la secuencia diana de
una enzima de restriccién, a la que debe seguir la secuencia de las bases ATG,
correspondiente al aminoacido metionina (M), necesaria para que pueda iniciarse la
traduccién del ADN. En nuestro caso hemos usado el enzima de restriccion Ncol
(CCATGG) que delimita el comienzo de la secuencia en la direccién 5°-3" de la misma.
Su secuencia diana incluye el codén ATG del aminoacido metionina que constituye
ademas el punto de inicio de la secuencia del gen. El oligonucledtido 3’ se hibrida
sobre la cadena complementaria del ADN molde. Seguidamente se incluyen dos
codones de terminacion (ATCATC) para impedir que en la traduccion del ADN puedan
codificarse por error las secuencias de nuevos restos aminoacidicos que se afiadirian
a la secuencia original. A continuacion se incluye la secuencia diana correspondiente a
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la enzima de restriccion Hindlll (TTCGAA). Por otra parte, cuando se desea realizar
una mutacion, los oligonucleétidos contienen el fragmento de la secuencia del gen con
la mutacion que se desea realizar. Para disefarlos es necesario realizar en la
secuencia de 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 6.1.3, algunos aminoacidos pueden estar codificados por distintas
combinaciones de tres bases. Esto permite escoger a conveniencia los cambios en las
mismas al hacer una mutacion, procurando alterar minimamente la secuencia original
del gen de la proteina.

Primera letra (extremo 5')
(,€ DWAINXa) BNR] RIS,

ACU AGU] U

ACC AGC :
AUA _ ACA AAA) | AGA) (A
AUG met |ACG. AAG | AGG | G
GUU ] GCU T GAU ., | GGU] U
Guc GCC GAC | GGC |

G val ala = gly

GUA GCA GAA glu GGA A
GUG | GOG | GAG | GGG/ Gl

Figura 6.1.3. Representacion del codigo genético. Los grupos de tres nucleétidos (codones) (escritos en
la direccion 5°—3°) de una molécula de ADN se traducen en aminoacidos de acuerdo con las reglas
indicadas.

El proceso de disefio de los oligonucledtidos necesarios para producir las
mutaciones en la proteina se ha realizado con ayuda del software BioEdit Sequence
Alignment Editor (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), que permite la
modificacion de las secuencias de ADN que se le introduzcan, traducirlas a secuencia
de aminoacidos y seleccionar los fragmentos dentro de la misma, que serviran para el
disefio de los oligonucledtidos. Estos fragmentos de ADN se obtienen por sintesis
quimica y se han comprado a BONSAI TECHNOLOGIES.
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Quimera basada en la topologia del permutante circular S19P20s

5-ATG GGA CCT CGG GAG GTG ACT ATG AAG AAA GGA GAT ATT CTA ACC
TAC CCT GGAGCC CTC CAC TGA TAC TTC TTT CCT CTA TAA GAT TGG
M G P R E \% T M K K G D I L T

CTG CTC AAC AGC ACC AAC AAG GAC TGG TGG AAG GTT GAA GTT AAC
GAC GAG TTG TCG TGG TTG TTC CTG ACC ACC TTC CAA CTT CAA TTG
L L N S T N K D w W K K \% E V

GAT CGT CAG GGC TTT GTA CCA GCT GCC TAT GTG AAA AAA CTA GAT
CTA GCA GTC CCG AAA CAT GGT CGA CGG ATA CAC TTT TTT GAT CTA
N D R Q G F \% P A A Y K K L D

TCC GGT ACT GGT AAA GAG CTT GTG CTA GCA CTC TAT GAT TAC CAA
AGG CCA TGA CCA TTT CTC GAA CAC GAT CGT GAG ATA CTA ATG GTT
S G T G K E L \% L A L Y D Y Q

GAG AGT X GCT CCG AGT TAT AGT CCG CCA CCT CCA CCG-¥
CTC TCA CGA GGC TCA ATA TCA GGC GGT GGA GGT GGC
E S A P S Y S P P P P P

= Oligonucleétido 5’: B

Ncol
5’-CGC GCG CC ATG GGA CCT CGG GAG GTG ACT ATG AAG AAA GG-3’
M G P R E Vv T M K K

= Oligonucleétidos 3’:
Secuencia de conexién ggg

Hindlll ~ Stop Stop
3’-GCG CGC AAG CTT CGG TGG AGG TGG CGG ACT ATA ACT CGG AGC
P P P P P S Y S P A
gcc geec gec ACT CTC TTG GTA ATC-5
S E Q Y D

Secuencia de conexién gdn

Hindlll ~ Stop Stop
3'-GCG CGC AAG CTT CGG TGG AGG TGG CGG ACT ATA ACT CGG AGC
P P P P P S Y S P A
gttgtcace ACT CTC TTG GTA ATC -5’
S E Q Y D

Secuencia de conexién dng

Hindlll  Stop Sto
3'-GCG CGC AAG CTT W CGG TGG AGG TGG CGG ACT ATA ACT CGG AGC
P P P P P S Y S P A
GESIGHIETE ACT CTC TTG GTA ATC-5'
S E Q Y D

Secuencia de conexion dn

Hindlll ~ Stop Stop
3’- GCG CGC AAG CTT CGG CGG CGG CGG CGG GCT ATA GCT CGG CGC
P P P P P S Y S P A
gttiate GCT TTC CTG ATA ATC-5’
S E Q Y D

Figura 6.1.4. A. Secuencia de ADN del gen que codifica a la quimera basada en la topologia del
permutante circular y su correspondiente traduccién segtin el mapa genético de E. Coli. La X representa
las distintas secuencias de conexién. En color rojo y azul se resaltan las zonas de hibridacion de los
oligonucledtidos 5’ y 3’ respectivamente. B.Secuencia de los oligonucledtidos empleados para realizar las
RCPs encaminadas a producir las quimeras estudiadas en esta memoria. Se resaltan en gris, las
secuencias diana correspondientes a los dos enzimas de restriccion empleados (Ncol y Hindlll) para
cortar especificamente el producto de amplificacién y en negro se resaltan los dos codones de
terminacion de la traduccion. Las secuencias de conexion se indican resaltadas en verde. 127



Para clonar las proteinas quiméricas hemos disefiado cada pareja de
oligonucledtidos de acuerdo con la secuencia de bases que se deseaba obtener
finalmente (Figura 6.1.4.A). Cada uno de los oligonucleétidos se hibrida con un
extremo de la cadena del ADN molde. Los oligonucleédtidos 5 se hibridan con el
extremo que corresponde al extremo N-terminal de la proteina. En este caso
diseiamos uno solamente (Figura 6.1.4.B), porque la secuencia de bases en el
extremo N-terminal no iba a variar, ya que la secuencia del péptido precedido de la
secuencia de conexion se ha enlazado al extremo C-terminal de la cadena del dominio
SH3. Por tanto, hemos disefiado cuatro oligonucleétidos 3’ diferentes (Figura 6.1.4.A)
que son los que se hibridan con el extremo C-terminal y en los que varia la secuencia
de conexién. Como ADN molde hemos usado el gen que codifica al permutante
circular S19P20s del dominio de Spc-SH3.

6.1.2. Digestion de los productos de la RCP

El producto final purificado que se obtiene de la RCP se digiere a continuacion.
Este proceso se lleva a cabo gracias a la actuacion de dos endonucleasas de
restriccion: Ncol y Hindlll. 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, y que se caracteriza por estar constituido por una secuencia concreta de
bases, cuya cadena complementaria opuesta es idéntica (secuencia palindromica). En
la Figura 6.1.4.B podemos observar el sitio de corte para estos enzimas. El protocolo
usado para la digestion es el siguiente:

a) 2.5 uL de tampodn de corte Tris HClI 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM, 2-
mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0 (37 °C) (10x).

b) 1 uL de disolucion de Ncol (10 U/uL).

c) 1 uL de disolucion de Hindlll (15 U/uL).

d) 20.5 plL del producto de RCP puro.

Para que se produzca la digestion en condiciones 6ptimas es necesario incubar
la reaccion a una temperatura de 37°C durante 2 horas. Una vez completada la
reaccion, la enzima que queda sin reaccionar se inactiva incubando la mezcla de
reaccion a 65°C durante 15 minutos. Los productos del corte, se vuelven a purificar
segun el protocolo comercial de purificacion de QIAGEN (PCR Purification Kit,
Qiaquick).

6.1.3. Ligacion del ADN digerido al vector de expresion

La ligacion permite unir el ADN digerido (inserto) a un vector de expresion para
formar un nuevo plasmido. En la practica se pueden producir otros tipos de asociacién
entre fragmentos de restriccion con extremos compatibles que dan lugar a la aparicion
de productos secundarios no deseados. 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), purificacion
y desfosforilacion de los extremos del mismo mediante incubacién durante 1 hora con
fosfatasa alcalina para evitar su recircularizacion. En nuestro caso, los vectores de
expresion utilizados son pBAT4 (Peranen et al., 1996) y pETM-11. Las ligaciones se
han realizado segun un protocolo comercial de ligacion de ROCHE (Rapid Ligation
Kit).
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6.1.4. Introduccién del plasmido en el organismo de expresion

El plasmido que contiene el gen que codifica la proteina nos sirve para la
introduccion y expresion de dicho gen recombinante en bacterias Escherichia coli. En
este proceso, conocido como transformacion, el ADN penetra en la bacteria mediante
el plasmido y es capaz de replicarse de forma auténoma dentro de la célula. Esta,
ademas, adquiere resistencia a un antibiético determinado gracias a un gen especifico
contenido en el plasmido, de forma que podemos hacer una seleccion de las bacterias
que contengan el plasmido cultivandolas en un medio que contenga dicho antibidtico.
En nuestro caso, de los dos vectores utilizados el vector pBAT4 contiene el gen de
resistencia al antibiético ampicilina y el vector pETM-11 contiene el gen de resistencia
al antibiético kanamicina.

Después de su seleccion en placa de LB-agar, las células se trasladan y
cultivan en medio LB. La estrategia seguida para introducir el plasmido y expresar la
proteina en las células implica una transformacién previa en células de la cepa XL1-
Blue que poseen elevada capacidad de transformacion lo que nos permite amplificar el
plasmido que procede de la ligacion. Una vez amplificado se transforman con él las
células competentes de la cepa BL21 (DE3) para expresar la proteina ya que éstas
tienen una gran capacidad de expresion de proteina. El paso previo de transformacién
y amplificacion en células XL1-Blue es necesario por que las células de la cepa BL21
(DE3) no poseen una capacidad transformante suficiente para captar las pequefas
cantidades de plasmido procedentes de una reaccién de ligacion. El protocolo de
transformacion utilizado es el protocolo comercial de NOVAGEN para las células BL21
(DE3) y el de STRATAGENE para las células XL1-Blue.

6.1.5. Ensayos de expresién

Se seleccionan varias colonias (4-5) de las placas Petri donde se han incubado
las células transformadas la noche anterior y se prepara para cada una un minicultivo
de 3 mL de medio LB en presencia de ampicilina (0.5 yL/mL), que se deja crecer en un
incubador a 37°C con agitacion fuerte. Para cada colonia se hacen ensayos variando
el tiempo de induccion con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) (0.5 uL/mL), que
es un agente inductor de la expresién del plasmido, de manera que se puede asi
establecer también qué grado de crecimiento del cultivo es el 6ptimo para inducir la
expresion, si bien lo mas usual es inducirla cuando las células se encuentran en fase
exponencial de crecimiento, lo que se puede comprobar midiendo la absorbancia del
medio de cultivo a 600 nm y comprobando que ésta tiene un valor situado entre 0.6 y
0.8 aproximadamente. Los minicultivos se dejan crecer toda la noche en el incubador a
37°C y a la mafana siguiente se recogen muestras que se analizan mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 16% en presencia de SDS (SDS-PAGE)
segun el método de (Laemmli, 1970) para estimar el nivel de expresién de la proteina
recombinante. De todas las colonias que expresan nuestra proteina se eligen las que
presentan las bandas correspondientes de mayor intensidad en el gel.

6.1.6. Purificacion del plasmido

El paso siguiente implica la purificacion del plasmido de las células que
expresan la proteina partiendo de las colonias seleccionadas en las placas. Para ello
se traspasan las colonias elegidas a un minicultivo de 15 mL de LB con ampicilina y se
incuban a 37°C toda la noche. A continuacion se recogen las células por
centrifugacion. El proceso que sigue para aislar el plasmido comprende el uso de un
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conjunto de reactivos comerciales de ROCHE (High Pure Plasmid Isolation Kit),
obteniéndose un volumen total de 50 uL de plasmido puro en agua estéril, que se
conserva congelado a — 20 °C.

6.1.7. Secuenciacion

Los plasmidos obtenidos tras todo este proceso de clonacién se secuencian
para comprobar que la secuencia de bases del gen que codifica nuestra proteina es la
correcta. En nuestro caso se ha utilizado el Servicio de Secuenciacién del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lopez Neyra” del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, en Granada. Otra prueba para comprobar la identidad de la proteina
consiste en, una vez expresada y purificada segun el protocolo correspondiente,
analizarla mediante espectrometria de masas para verificar si su peso molecular es el
esperado: para ello hemos utilizado el servicio de Espectrometria de Masas del Centro
de Instrumentacion Cientifica (C.1.C.), de la Universidad de Granada.

6.2. Clonacion de mutantes de la quimera SPCp41

Todos los mutantes de la quimera SPCp41 se han clonado utilizando un
protocolo comercial de mutagénesis dirigida de la casa comercial STRATAGEN
(Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit). Este método presenta muchas ventajas
respecto a otras técnicas, ya que en solo cuatro pasos genera ADN mutado con mas
de un 80% de eficiencia. Con este método se pueden hacer mutaciones puntuales y
multiples en un mismo plasmido. El procedimiento basico utiliza el vector de ADN
molde de cadena doble que contiene el gen de la proteina original y dos
oligonucledtidos sintéticos que contienen la mutacion deseada, complementarios y de
cadena sencilla (como ya se ha explicado en la Seccién 6.1). En este caso para llevar
a cabo la RCP se utiliza la PfuTurbo® ADN polimerasa que tiene capacidad correctora.
El plasmido mutado que se genera se trata con la enzima endonucleasa Dpnl, que se
usa para digerir el ADN molde y asi obtener el ADN sintetizado que contiene la(s)
mutacion(es) deseadas. El vector que incorpora la mutacién es transformado
seguidamente en células competentes comerciales XL1-Blue.

La poca cantidad de ADN molde requerida, la alta fidelidad de la PfuTurbo®
ADN polimerasa y el bajo numero de ciclos necesarios en el programa del
termociclador dan como resultado una alta eficiencia de mutacion y una minimizacién
de las mutaciones aleatorias durante la reaccion.

En la Figura 6.1.4.A se representa la secuencia del gen que codifica a la

quimera SPCp41, que es la construccién sobre la que se han disefiado todos los
mutantes estudiados en esta Memoria.
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Quimera basada en la topologia de Spc-SH3

5’-ATG GCT CCG AGT TAT AGT CCG CCA CCT CCA CCG GAA GAT AAC CGG
TAC CGA GGC TCA ATA TCA GGC GGT GGA GGT GGC CTT CTA TTG GCC
M A P S Y S P P P P P E D N R

CGT AGT TTT CAG GAG CCT GAA GAA ACC TTA GTT ATA GCG CTG TAT
GCA TCA AAA GTC CTC GGA CTT CTT TGG AAT CAATAT CGC GAC ATA
R S F Q E P E E T L \ |

GAT TAT CAG GAA AAA AGC CCG GCG GAA GTG ACC ATG AAA AAA GGC
CTA ATA GTC CTT TTT TCG GGC CGC CTT CAC TGG TAC TTT TTT CCG

GAT ATT CTG ACC CTG CTG AAC AGC ACC AAC AAA GAT TGG TGG AAA
CTA TAA GAC TGG GAC GAC TTG TCG TGG TTG TTT CTA ACC ACC TTT

GTG GAA GTG AAC GAT CGT CAG GGC TTT GTA CCA GCT GCC TAT GTG
CAC CTT CAC TTG CTA GCA GTC CCG AAA CAT GGT CGA CGG ATA CAC

AAA AAA CTA GAT-3
TTT TTT GAT CTA

= Oligonucleétidos 5’: B

Spc-1
Ncol
5-GCC CGC CC ATG GCT CCG AGT TAT AGT CCG CCA CCT CCA CCG GAA
M A P S Y S P P P P P E
GAT AAC CGG CGT AGT TTT CAG G-3’
D N R R S F Q

Spc-2
Ncol
5-GCG CGC CC ATG GAA GAT AAC CGG CGT AGT TTT CAG GAG CCT GAA
M E D N R R S F Q E P E
GAA ACC TTA GTT ATA GCG CTG TAT GTA TAT C-3’
E T L VvV |

= Oligonucleétidos 3’:

Spc-3
Hindlll ~ Stop Sto,
3’-GCG CGC AAG CTT M ATC TAG TTT TTT CAC ATA GGC AGC TGG-5’

Spc-4
Hindlll ~ Stop Stop
3-GCG CGC AAG CTT GCT TTT TTC CAC CAG ATA CGC CGC TGG
S K E V L
TAC AAA GC-5

Figura 6.3.1. A. Secuencia de ADN del gen que codifica a la quimera basada en la topologia de Spc-SH3
y su correspondiente traduccion segun el mapa genético de E. Coli. En rojo se ha representado la
secuencia que corresponde al péptido p41, en azul la secuencia de conexion del dominio Itk-SH3 y en
verde la secuencia del dominio natural de Spc-SH3. B. Secuencia de los oligonucleétidos empleados para
realizar las RCPs encaminadas a producir las quimeras. Se resaltan en gris, las secuencias diana
correspondientes a los dos enzimas de restriccién empleados (Ncol y Hindlll) para cortar especificamente
el producto de amplificacion y en negro se resaltan los dos codones de terminacion de la traduccién.
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Quimera basada en la topologia de Abl-SH3

5’-ATG GCT CCG AGT TAT AGT CCG CCA CCT CCA CCG GAA GAT AAC CGG
TAC CGA GGC TCA ATA TCA GGC GGT GGA GGT GGC CTT CTA TTG GCC
M A P S Y S P P P P P E D N R
CGT AGT TTT CAG GAG CCT GAA GAA ACC TTA GTT ATA GCA CTG TAT
GCA TCA AAAGTC CTC GGA CTT CTT TGG AAT CAA TAT CGT GAC ATA
R S F Q E P E E T L V | A L Y
GAT TTT GTG GCC AGT GGA GAT AAC ACT CTA AGC ATA ACT AAA GGT
CTA AAA CAC CGGTCA CCT CTA TTG TGA GAT TCG TAT TGA TTT CCA
D F VvV A S G D N T L S | T K G
GAA AAG CTC CGG GTC TTA GGC TAT AAT CAC AAT GGG GAA TGG TGT
CTT TTC GAG GCC CAG AAT CCG ATA TTA GTA TTA CCC CTT ACC ACA
E K L R \% L G Y N H N G E w C
GAA GCC CAA ACC AAA AAT GGC CAA GGC TGG GTC CCA AGC AAC TAC
CTT CGG GTT TGG TTT TTA CCG GTT CCG ACC CAG GGT TCG TTG ATG
E A Q T K N G Q G W VvV P S N Y
ATC ACC CCC GTC AAC AGC-3¥
TAG TGG GGG CAG TTG TCG
I T P V N S
= Oligonucleétidos 5’: B

Abl-1
Ncol
5-GCC CGC CC ATG GCT CCG AGT TAT AGT CCG CCA CCT CCA CCG GAA
M A P S Y S P P P P P E
GAT AAC CGG CGT AGT TTT CAG G-3’
D N R R S F Q

Abl-2
Ncol
5-GCG CGC CC ATG GAA GAT AAC CGG CGT AGT TTT CAG GAG CCT GAA
M E D N R R S F Q E P E
GAA ACC TTA GTT ATA GCA CTG TAT GAT TTT G-3’
E T L \% | A L Y D F

= Oligonucleétidos 3’:

Abl-3
Hindlll ~ Stop Stop
3'-GCG CGC AAG CTT GCT GTT GAC GGG GGT GAT G-5’
S N V. P T

Abl-4
Hindlll  Stop Sto
3-GCG CGC AAG CTT ﬁiﬁ GCT TTT TTC GAC GAG GTA GTT GCT TGG
S K E \% L Y N S P
GAC CCA GCC-5
V W G

Figura 6.3.2. A. Secuencia de ADN del gen que codifica a la quimera basada en la topologia de Abl-SH3 y
su correspondiente traduccion segun el mapa genético de E. Coli. En rojo se ha representado la secuencia
que corresponde al péptido p41 y la secuencia del dominio Abl-SH3 y en azul la secuencia de conexion
del dominio Itk-SH3. B. Secuencia de los oligonucledtidos empleados para realizar las RCPs encaminadas
a producir la quimera. Se resaltan en gris, las secuencias diana correspondientes a los dos enzimas de
restriccion empleados (Ncol y Hindlll) para cortar especificamente el producto de amplificacién y en negro
se resaltan los dos codones de terminacion de la traduccion.
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6.3. Clonacion de las quimeras basadas en la topologia de Itk-SH3

Para clonar las quimeras de Spc-SH3 y AbI-SH3 con topologia basada en Itk-
SH3, se ha disefiado cada pareja de oligonucleétidos de acuerdo con la secuencia de
bases que se deseaba obtener finalmente [ver Figuras 6.3.1 y 6.3.2) y se ha seguido
el protocolo descrito en la Seccion 6.1. La clonacion ha requerido el uso de dos RCP,
que denominaremos, RCP#1 y RCP#2, y de una tercera, RCP#3, para modificar el
extremo C-terminal de acuerdo con la secuencia del dominio Itk-SH3. Las dos
primeras reacciones de RCP se realizan de forma analoga en cuanto al procedimiento,
que es el mismo que se ha descrito en la Seccion 6.1.1, aunque difieren en los
oligonucledtidos que intervienen en la reaccion, asi:

= RCP#1: oligonucledtido Spc-2/Abl-2 + oligonucleétido Spc-3/Abl-3
= RCP#2: oligonucleoétido Spc-1/Abl-1 + oligonucledétido Spc-3/Abl-3

En la RCP#1 se adicion6 la secuencia de conexién al dominio correspondiente,
y en la RCP#2 se afadio la secuencia del péptido p41 al extremo N-terminal de las
construcciones obtenidas en la RCP#1, en la que se ha usado como ADN molde el
gen que codifica al dominio natural de Spc-SH3, mientras que en la RCP#2 el ADN
molde ha sido el producto purificado obtenido en la RCP#1.

La RCP#3 se prepara de igual manera que las otras dos RCPs, usando como
ADN molde el producto purificado de la RCP#2, y usando los siguientes
oligonucledtidos:

= RCP#3: oligonucledtido Spc-1/Abl-1 + oligonucleétido Spc-4/Abl-4

Una vez clonadas las quimeras, se purifican de acuerdo con el procedimiento
descrito en la Seccion 6.4.1.

6.4. Expresion y purificacion de proteinas

Para la purificacion de las distintas variantes de la quimera SPCp41 se han
utilizado dos métodos distintos, segun el vector de expresion en el que insertemos el
gen correspondiente. En el caso de pBAT4, la purificacion se hace por cromatografia
de exclusiéon molecular, mientras que en el caso de pETM-11 la proteina contiene una
cola de histidina en el extremo N-terminal para su purificacién por cromatografia de
afinidad en columna de Niquel.

Se han utilizado dos vectores distintos debido a un cierto grado de
heterogeneidad encontrado en algunas muestras de las proteinas purificadas por
cromatografia de exclusion molecular. Esta heterogeneidad producia duplicidad de
picos en los espectros de RMN, lo que dificultaba extraordinariamente su analisis. El
espectro de masas de éstas mostraba dos picos: uno mayoritario con la masa
molecular correcta y otro menor con unos 770 Da menos. Para elucidar el problema se
realizé la secuenciacidn del extremo N-terminal de la proteina y el analisis cuantitativo
de aminoacidos en el Servicio de Secuenciacion del Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB) de Madrid. Los resultados pusieron de manifiesto la existencia de dos
especies, una mayoritaria que se correspondia con la proteina completa y otra
minoritaria que aparecia truncada por el extremo N-terminal desde la Met8. Los 7
primeros aminoacidos tienen un peso molecular de aproximadamente 770 Da, que es
la diferencia de masa encontrada entre los dos picos del espectro de masas.
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Para solucionar este problema nos planteamos varias posibilidades: i)
repurificar y secuenciar de nuevo el plasmido de la quimera por si tuviera alguna
hetogeneidad, ii) utilizar un cocktail de inhibidores en la purificacion de la proteina por
si hubiera alguna proteasa en el medio que la estuviera fraccionando, y iii) cambiar la
temperatura de crecimiento de las células a 25°C, para que la expresion fuera mas
especifica. Ninguna de estas posibilidades nos permitié eliminar la especie cortada de
nuestra proteina.

Asi, la solucién definitiva y que nos permitié eliminar completamente esta
segunda especie, fue cambiar el inserto de nuestra proteina al vector pETM-11 que
incluye una cola de histidina en el extremo N-terminal. De esta forma, la cola de
histidina se incorpora a la secuencia de la forma completa de la proteina y no a la
truncada, lo que nos permite separarlas por cromatografia de afinidad en columna de
Niquel. La mayoria del trabajo de esta Memoria se ha realizado con proteinas
purificadas por cromatografia de afinidad. No obstante, como se describe en la
Seccién 3.5 del Capitulo 3, el extremo N-terminal de la cadena se encuentra
desordenado en la estructura de las quimeras y tras realizar controles exhaustivos
tanto en los estudios de estabilidad térmica como en las cinéticas de plegamiento-
desplegamiento hemos obtenido resultados idénticos con ambos tipos de proteinas,
por lo que no se ha hecho distincién entre las mismas.

6.4.1. Cromatografia de exclusiéon molecular

Se transforman células competentes BL21 (DE3) de E.Coli. con el plasmido,
mediante el procedimiento de transformacién comercial. La expresion se induce con
1mM de IPTG cuando la absorbancia a 600 nm esta entre 0.6 y 0.8 y se incuba
durante toda la noche a 37°C. Las células se recogen a la mafana siguiente por
centrifugacién a 4°C (HETTICH Roto Super 40, rotor A6.9) y se resuspenden en
tampodn citrato sodico 5 mM a pH 3.5; después se rompen en una prensa French a
1000 psi y se eliminan los restos celulares por ultracentrifugacion (BECKMAN Optima
LE-80, rotor 45Ti) a 30000 rpm y a 4 °C durante 30 minutos. La proteina se obtiene del
sobrenadante por precipitacion con sulfato amoénico al 75% de saturacion y
posteriormente se solubiliza en el minimo volumen posible en tampén fosfato sddico
50 mM, cloruro sédico 100 mM, pH 7.0, que contiene urea a una concentracion mayor
de 7 M.

Por ultimo la proteina se purifica por cromatografia de exclusion molecular en
una columna HiLoad™ Superdex™ 75 26/60 (AMERSHAM BIOSCIENCIES) acoplada
a un equipo AKTA™MFPLC System de PHARMACIA BIOTECH, equilibrando
previamente la columna en el mismo tampoén. Finalmente las fracciones de proteina
pura se dializan de forma prolongada frente a tampon glicina 20 mM, pH 3.0, para
eliminar la urea y asi renaturalizar la proteina. Al hacer la dialisis a pH acido
conseguimos también eliminar los fragmentos de ADN que hayan podido eluirse de la
columna conjuntamente con la proteina, lo cual requiere hacer al menos 4 cambios de
5 L del tampdn de didlisis. Las diferentes etapas de la purificacion, asi como la pureza
final de la proteina, se controlan mediante SDS-PAGE al 16%. La pureza e identidad
de las proteinas se confirmaron mediante espectrometria de masas en el servicio del
Centro de Instrumentacion Cientifica (C.I.C.) de la Universidad de Granada.
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6.4.2. Cromatografia de afinidad

El plasmido pETM-11 (Protein Expression and Purification Core Facility, EMBL
Heidelberg, Alemania) contiene el gen que codifica a las proteinas quiméricas unido a
una cola de histidinas (6xHis-tag) en el extremo N-terminal mediante una secuencia de
conexién que incluye un sitio de reconocimiento para la proteasa TEV lo que nos
permite eliminar la cola de histidinas de las proteinas tras su purificacion. La expresion
se realizé en E. Coli BL21 (DE3). El sitio de reconocimiento para la proteasa TEV es
Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly-Ala y el corte se produce entre Gln y Gly, por lo que a la
secuencia de nuestra proteina tendra una Gly y una Ala adicionales en el extremo N-
terminal. La expresion se induce con 1mM IPTG cuando la absorbancia a 600 nm esta
entre 0.6 y 0.8, y se deja crecer durante toda la noche a 37°C. Las células se recogen
por centrifugacion y se resuspenden en tampoén fosfato sodico 50 mM, cloruro sédico
0.3 M, pH 8.0 (Tampoén de Equilibrado de Columna: TEC); después se rompen
mediante prensa French a 1000 psi y posteriormente se ultracentrifugan a 30000 rpm,
30 minutos a 4°C. El sobrenadante se carga en una columna con 5 mL de resina Ni-
NTA (QUIAGEN) previamente equilibrada con TEC y se llevan a cabo sucesivos
lavados con TEC, TEC + imidazol 20 mM y TEC + imidazol 50 mM.

Por ultimo, la proteina se eluye con TEC + imidazol 500 mM. Las fracciones
que contienen la proteina se dializan frente al tampoén de corte de la proteasa TEV
(Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 50 mM) para, también, eliminar el imidazol ya que
inhibe su actividad. A continuacion la proteina se incuba con la proteasa TEV, que fue
producida en nuestro laboratorio, en presencia de 1 mM ditiotreitol a temperatura
ambiente durante toda la noche. Los productos de la proteolisis se someten a otra
etapa de cromatrografia en Ni-NTA, de modo que la cola de histidinas y la proteina no
hidrolizada se retienen en la columna, recogiéndose la proteina pura en las primeras
fracciones, las cuales se concentran hasta 2-3 mg-mL™ y se almacenan a -20°C en el
mismo tampon. Las diferentes etapas de la purificacion asi como la pureza final de la
proteina se controlan mediante SDS-PAGE al 16%. Ademas, la pureza de la proteina y
su correcto peso molecular se comprobaron mediante espectrometria de masas.

6.4.3. Purificacion de proteina marcada con **N y/o *C

Para el marcaje de proteina con N y/o *C se parte de una colonia de
bacterias de una placa Petri que se siembra en 10 mL de medio LB con el antibi6tico
correspondiente y se incuba toda la noche a 37°C con agitacion. A la mafana
siguiente se inoculan 3 mL de este cultivo a 1 L de medio M9. El medio M9 se prepara
a partir de las siguientes disoluciones, que deben ser autoclavadas o esterilizadas
filtrandolas con un tamafno de poro de 0.22 um de manera independiente, para tener
un volumen final de 1 L aproximadamente:

*Sales M9 200 mL-L"
Agua 780 mL-L™
MgS04-7H20 (1 M) 1 mL-L™
CaClyH,0 (0.05 M) 2mLL"
FeCls-6H,0 (10%) 4 mL-L"
(**Ce)D-Glucosa (20%) 10 mL-L"’
Tiamina (0.5%) 2mL-L"
Antibiotico (100 mg/mL) 0.5mL-L"
*NH,CI 1g-L"
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*Sales M9 5x (1L) 30 g-L" Na,HPO,
(PH7.4) 15 g-L" KH,PO,
2.5 g-L" NaCl

La expresion se induce con 1mM IPTG con una absorbancia a 600 nm entre
0.6 y 0.8, y se deja crecer durante toda la noche a 37° con agitacién. A partir de aqui,
el protocolo de purificacion es el mismo que el descrito en la Seccién anterior.

6.4.4. Expresion y purificacion de la ciclofilina humana hCyp18

Se transforman células XL1-Blue de E.Coli. con el plasmido pQE70/hCyp18
(Fanghanel y Fischer, 2003) (el plasmido fue proporcionado por el Dr. Guntert Fischer,
Instituto Max Planck, Halle, Alemania, a través del Dr. Thomas Kiefhaber, Universidad
de Basel, Suiza), mediante el procedimiento de transformacion comercial. La
expresion se induce con 1mM de IPTG cuando la absorbancia a 600 nm esta entre 0.6
y 0.8 y se incuba durante toda la noche a 37°C. Las células se recogen a la mafana
siguiente por centrifugacién a 4°C (HETTICH Roto Super 40, rotor A6.9) y se
resuspenden en tampdn tricina 10 mM, pH 8.0 (tampén A); después se rompen en una
prensa French a 1000 psi y se eliminan los restos celulares por ultracentrifugacion
(BECKMAN Optima LE-80, rotor 45Ti) a 30000 rpm y a 4 °C durante 30 minutos. La
ciclofilina se obtiene del sobrenadante por cromatografia de intercambio anidnico en
una columna Mono Q® HR 5/5 de PHARMACIA BIOTECH, equilibrada previamente en
el tampén A. La hCyp18 se eluye con un gradiente de KCl desde 0 a 3 M en tampdn A.

A continuacién las fracciones que contienen hCyp18 se pasan por una columna
Blue Sepharosa de PHARMACIA BIOTECH y se eluye con un gradiente de KCI desde
0 a 3 M en tampdn A. Las fracciones que contienen la ciclofilina se dializan en HEPES
10 mM, pH 7.8, KCI 150 mM, MgCl, 1.5 mM y 2 mM DTT (tampén B). La hCyp18
dializada se purifica por cromatografia de exclusion molecular en una columna
HiLoad™ Superdex™ 75 26/60 (AMERSHAM BIOSCIENCIES) acoplada a un equipo
AKTA'MFPLC System de PHARMACIA BIOTECH, equilibrando previamente la
columna en el tampon B. Las diferentes etapas de la purificacidon, asi como la pureza
final de la hCyp18, se controlan mediante SDS-PAGE al 16%. La actividad de la
hCyp18 se confirmé mediante un ensayo de actividad (Liu et al., 1990).

6.5. Preparacion de muestras
6.5.1. Preparacion de tampones y de disoluciones de proteina

Las muestras empleadas para la realizacién de los experimentos recogidos en
esta Memoria se dializan en una membrana de didlisis de SPECTRA-POR con un
punto de corte de 3500 Daltons frente al tampdn correspondiente, segun el pH que se
desee conseguir. Las disoluciones tampén se preparan a partir de las formas acida y
basica del propio tampdén para lo que podemos utilizar una pagina web como un
acceso Uutil (http://www.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.html) que nos da las cantidades
necesarias de acido y base para que al mezclarlas obtengamos el pH deseado. El pH
se comprueba y corrige en un pHmetro (CRISON). Las muestras dializadas se
centrifugan en una microcentrifuga o se filtran con un filtro de nitrocelulosa de tamafo
de poro de 0.45 um (SARSTEDT FiItroPur®). La concentracion de las muestras se
determina espectrofotométricamente usando un coeficiente de extincidn molar de
16502 M"-cm™ a 280 nm, determinado previamente por el método de Gill y von Hippel
(Gill y Vonhippel, 1989).
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Para los experimentos de RMN se emplearon muestras de la quimera SPCp41
y del mutante P74A marcadas con "°N y/o "*C y sin marcar, todas ellas previamente
liofilizadas. Se disuelve la cantidad necesaria de proteina, determinada por pesada,
para obtener una concentracion aproximada de 1 mM en 550 uL de tampén glicina-D5
20 mM, 93% H,0:7% D,O (en volumen) o en 100% D,O. El pH se ajusta a 3.5 con DCI
o NaOD utilizando un microelectrodo de pH /ngold de 3 mm de didmetro, sin aplicar
ninguna correccion por efectos isotépicos.

6.5.2. Preparaciéon de disoluciones concentradas de agente
desnaturalizante

Las disoluciones de urea se descomponen lentamente originando iones amonio
y cianato (Hagel et al., 1971). Estos ultimos pueden interaccionar con los grupos
amino de la proteina (Stark, 1965) de manera que es aconsejable usar una disolucion
fresca de urea, preparada el mismo dia que se van a hacer los experimentos o en su
defecto, el dia anterior. Es posible también, congelar la disolucion y utilizarla al cabo
del tiempo. A continuacion se detallan los pasos seguidos en la preparacién de una
disolucién madre de urea, aproximadamente 10 M, en tampodn fosfato sédico 50 mM,
pH 7.0:

En primer lugar se pesa la cantidad necesaria de urea para disolverla después
en un volumen de agua Milli-Q menor que el volumen final deseado, debido al
aumento de volumen que tiene lugar durante la solubilizacion. Dado que estamos muy
cerca de la saturacion (la solubilidad del la urea a 25°C es 10.49 M) y con objeto de
acelerar el proceso de solubilizacion, calentamos ligeramente sin llegar a superar los
30°C, ya que se favoreceria la descomposicién. A continuacion purificamos la
disolucion de urea, de los iones fruto de su descomposicién, utilizando una resina de
intercambio idnico, AG501-X8(D) (BIORAD). Una vez purificada la urea, preparamos el
tampdn segun se ha descrito en la Seccion anterior. Después se mide el pH para
confirmar que no hay cambios significativos ya que la presencia de desnaturalizantes
influye en las medidas de pH. Para finalizar se filtra la disolucién resultante con un filtro
de 0.45 um.

La concentracion exacta de las disoluciones de urea se determina a partir de la
medida del indice de refraccion, n (Pace et al., 1989), mediante un refractometro de
mano ATAGO modelo R5000. La diferencia entre el indice de refraccién de la
disolucion de urea y el tampon acuoso en el que se disuelve, An =Nyrea-Niampsn, NOS dara
un An, que esta relacionado con la concentracién de urea a través de la ecuacion
(Warren y Gordon, 1966):

[urea] =117.66 - (An)+29.753 - (An)? +185.56 - (An)°® (6.5.1)

6.6. Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

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. Se han
realizado gran cantidad de estudios de CDB de la desnaturalizacién térmica de
proteinas (Privalov y Khechinashvili, 1974; Mabrey et al., 1978; Bach y Chapman,
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1980; Privalov y Potekhin, 1986; Privalov et al., 1989; Freire et al., 1990; Martinez et
al., 1994; Martinez et al., 1995; Sanchez-Ruiz, 1995; Filimonov et al., 1999).

Un calorimetro diferencial de barrido registra la capacidad calorifica aparente
de una disoluciéon de macromolécula en funcién de la temperatura, obteniéndose asi
un termograma. Su posterior analisis utilizado modelos basados en la Termodinamica
del equilibrio puede proporcionar la caracterizacion termodinamica completa del
proceso de desplegamiento térmico de una proteina. Esto permite obtener la
capacidad calorifica parcial absoluta del sistema en funcion de la temperatura, asi
como los parametros termodinamicos asociados, tales como el cambio de entalpia,
AHp, de entropia, ASp, de energia de Gibbs, AGp, y de capacidad calorifica, AC,,
correspondientes a la transicion inducida por la temperatura, asi como la funcion de
particion y la poblacion de los estados predominantes en los que se encuentra el
sistema y sus parametros termodinamicos caracteristicos. EI modelo de equilibrio mas
simple que existe para el analisis del desplegamiento térmico de proteinas es el
modelo de dos estados, el cual supone que las proteinas sélo pueden encontrarse en
estado nativo o en estado desplegado. Otros modelos pueden suponer la existencia de
intermedios de plegamiento significativamente poblados y/o estados con diferentes
grados de asociacion.

6.6.1. El calorimetro diferencial de barrido

Para la realizacion de todos los experimentos de CDB de esta Memoria se ha
empleado el microcalorimetro VP-DSC, de MICROCAL INC. (Plotnikov et al., 1997),
que nos permite medir la capacidad calorifica de forma continua, calentando o
enfriando a velocidad constante, y diferencial, midiendo la diferencia de capacidad
calorifica entre dos células lo mas parecidas posible que contienen la disolucion de la
muestra objeto del estudio y una disolucion de referencia.

6.6.2. Realizacion del experimento calorimétrico

El experimento calorimétrico se inicia llenando ambas células con el tampén en
el cual va disuelta la proteina y se registra un barrido de temperatura, que corresponde
a lo que se denomina linea base instrumental. Se pueden registrar varios barridos
sucesivos para asegurarnos de que la linea base es reproducible. Una vez adquirida la
linea base instrumental se llena la célula de muestra con la disolucion de proteina y se
realiza el primer barrido con la proteina. Posteriormente puede realizarse un segundo
barrido sin extraer la proteina del calorimetro para comprobar la reversibilidad del
proceso de desplegamiento.

6.6.2.1. Calculo de la capacidad calorifica molar parcial de la proteina

Los ficheros generados por el programa de adquisicion de datos del calorimetro
contienen el valor de una senal de voltaje (en mV) proporcional a las diferencias de
capacidad calorifica entre las células en funcion de la temperatura. Los ficheros se
analizan con el programa MicroCal Origin for DSC v 4.1 en el que se lleva a cabo de
forma automatica la conversion de la sefal de unidades de mV a unidades tipicas de
capacidad calorifica (en cal-°C™" o J-°C™"), asi como la correccién del tiempo de
respuesta del calorimetro (correccién dinamica del termograma), basandose en la
ultima calibracién realizada y en el tiempo de respuesta preseleccionado. Una vez aqui
se resta la linea base instrumental del termograma obtenido con la muestra de
proteina y se normalizan los datos segun la concentracion de proteina y el volumen
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efectivo de la célula, expresando la diferencia de capacidad calorifica aparente entre la
disolucion de macromolécula y el disolvente, AC,,,(T), en términos de capacidad
calorifica molar en kJ-K"-mol™. Finalmente, la capacidad calorifica molar parcial de la
proteina se obtiene segun (Privalov y Khechinashvili, 1974):

V,(T)

Co =1Cos(T)y, )

M, +AC, ,(T) (6.6.1)

p,ap(

donde C,(T) es la capacidad calorifica parcial del disolvente, V(T) y Vs(T) son los
correspondientes volumenes especificos parciales de la proteina en disolucién y del
disolvente respectivamente y M, es la masa molecular de la proteina. El volumen
especifico parcial que se usa generalmente como promedio para las proteinas
globulares es V,=0.73 mL-g™" (Makhatadze y Privalov, 1990).

6.6.2.2. Analisis de las trazas calorimétricas segun la termodinamica de
equilibrio

Del analisis de la capacidad calorifica molar parcial de la proteina como una
funcion de la temperatura se pueden obtener los parametros termodinamicos del
proceso de desnaturalizacién térmica, para lo que, considerando que el proceso es
reversible, aplicaremos un modelo de equilibrio. A continuacion se describen los

modelos utilizados para el analisis de los termogramas que se presentan en esta
Memoria.

6.6.2.2.1. Modelo de equilibrio de dos estados

El modelo de equilibrio de dos estados es el modelo mas sencillo que se puede
utilizar, segun el cual, durante el proceso de desplegamiento de la proteina sélo
existen dos estados poblados en el equilibrio, que son el estado nativo (N) y el estado
desnaturalizado o desplegado (D). Asi, para el equilibrio:

N=D
La constante de equilibrio aparente para el desplegamiento viene dada por:

K, = D] (6.6.2)

La funcién de particidon del sistema se define como:
q=1+K, (6.6.3)

A partir de la funcién de particién pueden calcularse las poblaciones de los
estados Ny D:

(6.6.4)

(6.6.5)
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La entalpia molar parcial del sistema tomando el estado nativo como referencia
sera:

(H)=fyHy +fyHp =Hy +fyAHp = H, +ﬁ-AHD (6.6.6)
q

donde AHp es la diferencia de entalpia de desplegamiento, AHp = Hp - Hy. De esta
manera, la capacidad calorifica molar parcial, C,, se define como:

o(H
c, - oK) =C,, + 2o 2-[8’(0} + Ko -FAHD} (6.6.7)
o |, " N Tk E L oT | (1+Ko) o |,

donde C,n es la capacidad calorifica molar parcial del estado nativo. Si ahora
expresamos las dependencias de Kp y AHp con la temperatura, nos queda:

OAH,,
_AC 6.6.8
oT p (6.6.8)
0AS, _ AC, (6.6.9)

o T 6.
K, = exp[— AfDJ (6.6.10)

y asi, ASp, AGp y AC, son las diferencias de entropia, de energia de Gibbs y de
capacidad calorifica entre los estados D y N respectivamente. Segun los trabajos de
Privalov y colaboradores, la funcién que describe el cambio de capacidad calorifica de
desplegamiento de una proteina no es constante, sino que presenta una dependencia
no lineal de la temperatura. La funcién capacidad calorifica de una proteina
desplegada se puede estimar a partir de su secuencia aminoacidica (Makhatadze y
Privalov, 1990; Privalov y Makhatadze, 1990). Asi, la funcién C,p (T), que es la
capacidad calorifica molar parcial del estado desnaturalizado, puede describirse como
un polinomio de segundo grado. Por el contrario, se puede considerar que la funcion
que describe a la capacidad calorifica molar parcial del estado nativo, Cyn (T), es
practicamente lineal en el intervalo antes de la transicion (Privalov et al., 1989).

Asi, se obtienen las siguientes ecuaciones para C,p, Cony AC,:

Cop=a+bT+cT? (6.6.11)
C,y=d+eT (6.6.12)
AC, =(a-d)+(b-e)T +cT? (6.6.13)

Para obtener las dependencias de AHp y ASp con la temperatura integramos
las ecuaciones 6.5.10y 6.5.11:
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AHp(T)=AH,, +[ AC, -dT (6.6.14)

m

T AC
AS,(T)=AS +IT T" dT (6.6.15)

m

donde AH,, y AS;, son los incrementos de entalpia y entropia de desplegamiento a la
temperatura de la transicién (T,,). Esa temperatura de la transicién es aquella a la que
fo se hace igual a 0.5, AGp se anula y por lo tanto Kp se hace igual a 1. En ese punto,
el cambio de entropia a la temperatura T,,, AS,, se puede obtener segun la ecuacion
siguiente:

m (6.6.16)

Si integramos las ecuaciones de AHp(T) y de ASp(T) con respecto a la
temperatura, nos queda que:

AHp =AH,, +(a—d)-(T—Tm)+@-(T2 —Tnf)+%-c-(T3 -T2 (6.6.17)

ik +(a—d)-ln(TLJ+(b—e)'(T—Tm)+%'0'(7'2 TZ)  (66.18)

m

m

Y asi, podemos expresar la capacidad calorifica molar parcial de la siguiente
manera:

2
C :CpN+(AHD2) . KD 5
' RT* (1+K)

p

(6.6.20)

+fp-AC

p

Los ajustes por minimos cuadrados no lineales de las curvas de C, se han
realizado usando las ecuaciones del modelo de dos estados, utilizando el programa
Origin 6.1 (Microcal Software Inc.).

La ecuacion empleada para los ajustes fue la 6.6.20 pero antes es preciso
definir todas las magnitudes de las que depende C, en dicha ecuacion, en funcién de
la temperatura. De esta manera la C, queda expresada en funcion de la temperatura y
una serie de parametros de ajuste adecuados. De los ajustes obtenemos los valores
de T, AHm y AC,.
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6.6.2.2.2. Modelo de equilibrio de tres estados

En ocasiones existen transiciones calorimétricas reversibles que no pueden ser
explicadas con un modelo tan sencillo y necesitamos usar modelos de equilibrio
multiestados. En nuestro caso, como se describe en la Secciéon 4.6 del Capitulo 4,
hemos utilizado un modelo de equilibrio de tres estados en el que consideramos la
existencia de un estado intermedio de plegamiento significativamente poblado (I),
ademas del estado nativo (N) y el desplegado (D). Asi, el esquema del proceso de
desplegamiento es el siguiente:

N=1=D

Las constantes de equilibrio K; y K, para cada una de las transiciones se
definen como:

_\X

I

| =
e

o
Il
5=

(6.6.21)

=

(6.6.22)

,_|
-~
—

La funcion de particion del sistema en funcién de estas constantes de equilibrio
es:

q=1+K, +KK, (6.6.23)

Usando las ecuaciones anteriores las poblaciones para cada estado se pueden
calcular como:

1

f, = . (6.6.24)

f =% (6.6.25)

LCLS (6.6.26)
q

La entalpia molar parcial para un sistema de tres estados se expresa como:
(H)y=fy-Hy +fH, +fyHp =Hy +(AH) (6.6.27)

donde Hy, H, y Hp son las entalpias correspondientes a cada estado y <AH> es el

cambio de entalpia del sistema. Tomando como referencia el estado nativo, nos
queda:

(AH) = (H)—Hy =f,"AH, + fy (AH, + AH,) (6.6.28)

Aqui, AH; y AH, representan los cambios de entalpia correspondientes a la primera 'y a
la segunda transicion respectivamente. Derivando la ecuacién 6.6.28 respecto de la
temperatura, la capacidad calorifica del sistema sera:
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(C,)=(acy)+(acye) (6.6.29)

donde <AC},”‘> corresponde a la capacidad calorifica quimica o interna de la proteina

en disolucion, mientras que <AC§XC> refleja el exceso de capacidad calorifica
producido por la reaccidn de desplegamiento:

(AC') = Cpp +1,AC, +1y {ac,,+aC,,) (6.6.30)
(AH?)—(aH)*
(acpe) = ey (6.6.31)
El cambio de capacidad calorifica para cada una de las transiciones se define
como:
ACP’»] = prl _Cp,N (6.6.32)
Aprz = Cp,D _Cp,l (6.6.33)

donde la dependencia de la capacidad calorifica con la temperatura del estado nativo
se puede aproximar a una funcién lineal, mientras que para los estados | y D tenemos
un polinomio de segundo grado:

Coy =a+bT (6.6.34)
C, =c+dT +eT? (6.6.35)
C,p =f+qT +hT? (6.6.36)

Finalmente, las constantes de equilibrio K; y K5, a cada temperatura se pueden
calcular como:

K, = exp —A—G1 =exp —A—H1+A—S1 (6.6.37)
RT RT = R
AG AH, AS
K —expl - AC2 | _ oo AHz  AS, 6.6.38
: eXp( RTJ eXp( RT Rj ( )

Las variaciones de entalpia y entropia con la temperatura vienen dadas por:

AH, = AH,, ,+ jTTrmAcp,1 T (6.6.39)
AH, = AH,,, + ITTm‘ZAcp,2 T (6.6.40)
AS, = AS,,, + j:m Ai‘” dT (6.6.41)
AS, = AS,,, + j:mz Aipz T (6.6.42)
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En estas ecuaciones AHn:, AHm2, ASm1 y ASn. representan las magnitudes
correspondientes a las temperaturas Ty, 1Y T2, respectivamente.

Para los analisis recogidos en esta Memoria en los que hemos aplicado este
modelo de equilibrio, hemos tomado como T, a la temperatura de la transicion
correspondiente al desplegamiento del permutante circular S19P20s a cada pH, que
es la temperatura en la que: AS, , =AH,,/T,,.En el caso de T, 1 hemos elegido

como temperatura de referencia de la transicion 25°C. En este caso, AS,,, viene dada
por:

AHm1
ASm’»] = T — + R In Km,1 (6.6.43)

m

donde K, 1 es la constante de equilibrio para la primera transicién a la temperatura
Tm1.

Este conjunto de ecuaciones nos permite hacer un ajuste global de las curvas
de capacidad calorifica de cada quimera medida a distintos pHs (ver Figura 4.6.1 en el
Capitulo 4). Para simplificar el procedimiento de ajuste y reducir el nimero de
parametros ajustables, hemos hecho una serie de suposiciones y aproximaciones:

1) En el estado intermedio, los 12 residuos del extremos C-terminal en los que se
encuentra la secuencia del péptido, estan completamente desordenados vy
expuestos al disolvente, por lo que la extension de la cadena no influye el la
termodinamica del desplegamiento del permutante S19P20s. Asi, para la
transicion entre los estado | y D hemos considerado las mismas magnitudes
termodinamicas que para el desplegamiento de S19P20s, lo que nos ha
permitido fijar todos los parametros de esta transicién para cada pH (Martinez
et al., 1999).

2) Los coeficientes de C,p han sido calculados a partir de la secuencia
aminoacidica (Makhatadze y Privalov, 1990). Los coeficientes para C,, los
hemos calculado sumando las funciones de capacidad calorifica del estado
nativo para el permutante (Martinez et al., 1999) y la capacidad calorifica de la
extension de la cadena. Ambas funciones han sido fijadas en el analisis global.

3) Hemos considerado independientes del pH las diferencias de entalpia y de
capacidad calorifica entre los estados N e I, lo que nos ha permitido definir
ambos parametros de ajuste comunes para todos los valores de pH.

Con estas aproximaciones, los parametros de ajuste global del conjunto de curvas de
C, para cada proteina quimérica a diferentes valores de pH, se reducen a la constante
de equilibrio, K., 4, para cada pH, al cambio de entalpia, AH,, y al cambio de
capacidad calorifica, AC, 1, a 25°C de la primera transicion, ademas de los coeficientes
que definen la dependencia lineal de C, \ con la temperatura.
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6.7. Dicroismo circular (DC)

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) es una de las técnicas mas
empleadas en el estudio de las propiedades conformacionales de proteinas y acidos
nucleicos en disolucion (Schmid, F.X.;, 1989; Johnson, W. C. J., 1990). El fendmeno
del dicroismo circular se basa en la diferencia de absorcién de la luz circularmente
polarizada hacia la derecha e izquierda por parte de las moléculas asimétricas que son
Optimamente activas, también llamadas quirales. Cada uno de los tipos de luz
circularmente polarizada (a derecha e izquierda) sigue la ley de Lambert-Beer. Segun
esto, un espectro de DC para una muestra de un compuesto dado puede definirse
inicialmente mediante la diferencia entre las absorbancias que presenta para las dos
formas de luz polarizada, en funcién de la longitud de onda, A:

AAbs(2) = Abs,(1)— Abs(2) = [g,(2) - ep(A)}e (6.7.1)
AAbs(1) = Agcl (6.7.2)

donde Abs, y Absp corresponden a las absorbancias correspondientes a la muestra
para la luz circularmente polarizada a la izquierda y a la derecha respectivamente, c es
la concentracion de la muestra expresada en mol-L™, | es la longitud del paso de luz de
la cubeta en cm, y g y ¢p los coeficientes de extincion 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 tipo de luz se absorba mas y solo se dan a longitudes de onda
correspondientes a las bandas de absorcion. Actualmente, los instrumentos que se
utilizan para realizar estudios mediante DC reciben el nombre de espectropolarimetros
y miden de forma directa la diferencia de absorbancia AAbs(L). 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. EI DC
es proporcional a la excentricidad de la elipse que caracteriza la luz polarizada
resultante. La elipticidad, 6, es una medida angular de esta excentricidad y constituye
la forma original para detectar la medida de DC. 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 [6] en grados-dmol
.em?. Su relacién con la diferencia entre los coeficientes de extincién molar viene
dada por la relacion:

[6]=3298A¢ (6.7.3)

que incluye un factor de 100 debido a la conversion de la concentraciéon en mol/L a
dmol-cm™.

En todos los experimentos de DC recogidos en esta Memoria las medidas de
elipticidad se han normalizado generalmente a unidades de elipticidad molar media por

residuo ([0]) en (grado: dmol™-cm?:), para lo cual se utiliza la siguiente ecuacién:

[6]= < (6.7.4)
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donde 0 es la elipticidad medida experimentalmente en milésimas de grado, C es la
concentracién de la proteina en mg:-mL™", | es paso de luz de la célula en cm, Pm es el

peso molecular de la proteina en g-mol™ y n es el numero de residuos de la proteina.
El factor de 10 es el resultado de convertir las unidades de concentracién de mg-mL™ a
dmol-cm™y la elipticidad a grados.

Mediante DC podemos obtener mucha informacién acerca de las propiedades
conformacionales de las moléculas biolégicas, mas concretamente:

= Determinar si una proteina se encuentra plegada, y en tal caso, podemos
caracterizar su estructura secundaria (ultravioleta lejano), estructura terciaria
(ultravioleta cercano) y clasificarla dentro de una familia estructural.

= Comparar las estructuras de proteinas obtenidas mediante otras técnicas
(rayos X o RMN) o las estructuras de diferentes mutantes de la misma
proteina.

= Estudiar la estabilidad conformacional de una proteina (estabilidad térmica,
frente a cambios de pH o en presencia de agentes desnaturalizantes) y como
esta estabilidad se altera dependiendo de las condiciones experimentales.

= Determinar los cambios conformacionales asociados a interacciones entre
moléculas asimétricas (interaccion proteina-proteina, proteina-ADN y ADN-
ligando).

6.7.1. Dicroismo circular en la zona del UV-lejano (170-250 nm)

Los espectros de DC en esta region son muy sensibles a los cambios de
estructura secundaria de las proteinas, ya que la contribucion de la estructura terciaria
a la sefal de DC en estas longitudes de onda es despreciable. A estas longitudes de
onda el cromoéforo es el enlace peptidico. Aunque el enlace peptidico no es
intrinsecamente una estructura quiral, la interaccion entre grupos peptidicos
adyacentes dispuestos en determinadas orientaciones hace que las proteinas
presenten actividad éptica en la regidn del ultravioleta lejano. Cada elemento principal
de estructura secundaria de proteinas: hélices o, laminas f, giros By estructuras
aleatorias presenta un espectro de DC caracteristico (Compton y Johnson, 1986). En
la Figura 6.7.1 se representan los espectros tipicos de cada uno de ellos y se observa
que estos espectros difieren entre si lo suficiente como para determinar el contenido
de estas estructuras en la proteina. Las hélices a presentan un espectro de DC muy
caracteristico en la regiéon del ultravioleta lejano con un doble minimo a 222 y a 208-
210 nm y un maximo mas intenso a 191-193 nm. Las proteinas con estructura
suelen presentar un Unico pico negativo y un unico pico positivo cuyas intensidades
son menores que las de las hélices. El pico positivo es de mayor intensidad que el
negativo y aparece entre 190 y 200 nm. ElI minimo se encuentra normalmente entre
210 y 225 nm, aunque se han descrito algunos ejemplos (Manavalan y Johnson, 1983;
Wu, J. et al., 1992) de proteinas que, aunque se ha determinado por RMN que son
todo tipo B, sus espectros de DC tienen una banda negativa intensa alrededor de 200
nm, similar a los péptidos con estructura aleatoria. La explicacion que se ha dado en
estos casos es que estas proteinas tienen hojas 3 cortas y bastante irregulares.

Los péptidos y proteinas con estructura no regular (aleatoria), los bucles de las
conformaciones nativas y, en general, las conformaciones desplegadas presentan
habitualmente una banda negativa fuerte cerca de 200 nm y algunas bandas débiles
entre 220 y 230 nm que pueden ser tanto positivas como negativas.
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Figura 6.7.1. Espectros representativos de los cuatro tipos principales de estructuras secundarias desde
178 hasta 260 nm: Hélice alfa (——), hoja beta (—e—e—e—), giro beta (eeeesee) y ofra estructuras
aleatorias (--------- ), tomado de la referencia (Brahms y Brahms, 1980).

Hay que recordar, sin embargo, que en el ultravioleta lejano también absorben
los aminoacidos aromaticos y que, aunque sus cadenas laterales no son quirales, se
comportan como tales cuando asi lo propicia su entorno proteico. Por esta razoén el
espectro de algunas proteinas aparece dominado por contribuciones peculiares
debidas a estos residuos. Con esta salvedad, la actividad optica de los enlaces
peptidicos es de gran utilidad para conocer el contenido en estructura secundaria de
las proteinas. Asi, cada proteina tiene un espectro de DC en el ultravioleta lejano que
es, aproximadamente, una combinacion lineal de los espectros caracteristicos de las
estructuras secundarias y no regulares que contiene (Woody, 1994).

6.7.2. Dicroismo circular en la zona del UV-cercano (250-350 nm)

A estas longitudes de onda los cromdéforos son los aminoacidos aromaticos
(Trp, Tyr y Phe) y los enlaces disulfuro cuando se encuentran inmovilizados en un
entorno estructural asimétrico, tipicamente el estado nativo de algunas proteinas.

La contribucion de la fenilalanina al espectro de DC es pequena, debido a su
bajo coeficiente de extincidon; ademas, es poco sensible a las alteraciones de su
ambiente. Presenta una banda de absorcion en la region 250-270 nm. La tirosina tiene
otra mas intensa a 276 nm y un hombro a 283 nm (banda que puede desplazarse
hacia el rojo debido a la formacién de un puente de hidrégeno por el grupo fendlico). El
triptéfano presenta la banda de absorcibn aun mas intensa centrada a 282 nm
(también puede desplazarse hacia el rojo debido a la formacion de un puente de
hidrogeno por el grupo indol). A diferencia de lo que ocurria en el UV-lejano, las
absorciones de las cadenas laterales de estos residuos aromaticos no se mezclan con
las del grupo peptidico (que no absorbe en esta region).
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El espectro de DC de una proteina en el UV-cercano no puede analizarse
cuantitativamente, ya que depende del entorno asimétrico concreto de cada croméforo
y, por tanto, constituye una pequefa huella dactilar de la conformacion nativa cuya
pérdida nos indicara que han ocurrido cambios conformacionales apreciables.

6.7.3. Obtencién de espectros de dicroismo circular

Los experimentos se han llevado a cabo en un espectropolarimetro JASCO
modelo J-715 equipado con un control de temperatura del compartimento de células.
En varias tesis doctorales del grupo de investigacion Biofisica y Biotecnologia
Molecular de la Universidad de Granada (Sadqi, 2000; Cobos, 2002) se han explicado
ampliamente todos los fundamentos y caracteristicas del instrumento, por lo que nos
limitamos a recomendar estas referencias para un conocimiento mas detallado. Una
vez preparada la disolucion de proteina, como se ha indicado en la Seccion 6.5, se
introduce en una cubeta de cuarzo de paso de luz adecuado. Este se escoge en
funcion de la concentracion de la muestra y del intervalo de longitud de onda
seleccionado para las medidas para evitar la saturacién de la sefial.

Para la caracterizacion preliminar de la quimera SPCp41 hemos registrado los
espectros de DC en la regién del ultravioleta lejano (entre 190 y 250 nm) y en la del
ultravioleta cercano (entre 250 y 320 nm) usando cubetas de 1 y 5 mm de paso de luz,
respectivamente. Todos los espectros se han registrado a 25°C. La concentracion de
la muestra fue de 0.2-0.25 mg/mL para el ultravioleta lejano y de 2-2.5 mg/mL para el
cercano. Se registré asimismo un espectro con el tampdén de didlisis que se resto del
espectro de cada proteina, para eliminar las contribuciones del tampéon e
instrumentales. Para cada uno de los espectros finales se promediaron cuatro
registros consecutivos (ver Figuras 2.3.4 y 2.3.5 del Capitulo 2).

También se han realizado los espectros de DC en el UV-lejano y cercano de
las formas mutantes de la quimera, con objeto de observar posibles cambios en la
estructura correspondiente al estado nativo de la quimera SPCp41 producidos por las
mutaciones. Los experimentos en el ultravioleta lejano se registraron desde 250 hasta
190 nm con una cubeta de 1 mm de paso de luz. Para una mayor exactitud de la
medida de la sefial de elipticidad a 228 nm, estos espectros se volvieron a registrar
desde 250 a 215 nm utilizando una concentracion de proteina de ~0.25-0.50 mg-mL™.
Para el ultravioleta cercano los espectros se registraron desde 320 hasta 250 nm
usando una cubeta de 5 mm de paso de luz y concentraciones de proteina de ~1.5-2.5
mg-mL™". Se registro asi mismo una linea base con tampén de dialisis que se resté del
espectro de cada proteina. Para cada uno de los espectros finales se promediaron
veinte registros consecutivos (ver Figuras 4.2.3 y 4.2.5).

6.8. 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, aminoacidos aromaticos y, en menor extensién, a la existencia de
puentes disulfuro. Algunas proteinas que poseen otros grupos cromoéforos como
cofactores presentan también absorcion en la region visible del espectro. En el caso
de las proteinas los tres residuos aromaticos Phe, Tyr y Trp son los que contribuyen a
la emisién de fluorescencia en la region ultravioleta-visible del espectro (Konev, 1967;
Weinryb, 1971; Demchenko, 1981; Schmid, F.X.;, 1989; Permyakov, 1993). Estos
aminoacidos son relativamente poco abundantes en proteinas, lo cual facilita la
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interpretacion de los datos espectrales desde un punto de vista estructural. Una
caracteristica importante de la fluorescencia de proteinas es la alta sensibilidad del
triptéfano a los cambios en su entorno préximo, de tal manera que se pueden observar
cambios en los espectros de emisién de triptéfano como respuesta a transiciones
conformacionales de la proteina, a fenémenos de asociaciéon de subunidades, a
procesos de unidon de ligandos y a la propia desnaturalizacién de la proteina. Todos
estos procesos pueden afectar el entorno del anillo inddlico del triptéfano y, como
consecuencia, provocar cambios en su fluorescencia intrinseca, de ahi su utilidad.

La emisién de fluorescencia de las proteinas estda dominada por el triptéfano,
que es capaz de absorber a mayor longitud de onda que los otros dos fluoréforos y
presenta un coeficiente de extincién mayor, por lo que su fluorescencia es mucho mas
intensa. Ademas, por el hecho de absorber a longitudes de onda mayores, a menudo
la energia absorbida por la fenilalanina y tirosina se transfiere a los residuos triptéfano
de la misma proteina. La fenilalanina presenta las longitudes de onda de emision y
absorcion mas bajas, tiene una emision bastante homogénea con un maximo cercano
a 282 nm. La emisién de la tirosina en agua tiene su maximo a 303 nm y es
relativamente poco sensible a la polaridad del disolvente. El maximo de emision del
triptéfano en agua se encuentra préoximo a 350 nm y es muy dependiente de la
polaridad y/o de su entorno local.

La emisién de fluorescencia de proteinas se excita por lo general a un maximo
de absorcién cercano a 280 nm o incluso a longitudes de onda mayores, por lo que la
fenilalanina no se excita normalmente en un experimento de emisidon convencional
(Chen, R. F., 1967). Puede tener lugar una transferencia de energia desde la tirosina
hasta el triptéfano mediante procesos no radiativos, con lo que la emision de las
tirosinas también se puede ver afectada (Cantor y Schimmel, 1980; Penzer, 1980;
Eftink, 1991), pero para que esto ocurra es preciso que ambos residuos se encuentren
en la misma proteina y orientados de forma favorable en el espacio. Si se excita a
longitudes de onda superiores a 295 nm, la absorcién se debe principalmente al
triptéfano, que puede ser excitado de forma selectiva a longitudes de onda entre 295 y
305 nm.

La fluorescencia puede emplearse para el estudio de procesos de union de
ligandos a las proteinas. En algunas ocasiones dichos ligandos poseen fluorescencia
propia, que cambia cuando se unen a una proteina (Daniel y Weber, 1966; Anderson y
Weber, 1969; Condie y Quay, 1983). La unién de ligandos a proteinas también puede
provocar cambios en la estructura tridimensional de las mismas. Si esos cambios
estructurales suponen un efecto en el entorno de un fluoréforo intrinseco o extrinseco
a la proteina, esto supondra una variacion en el espectro de fluorescencia de la
misma. Tales cambios de fluorescencia a una longitud de onda determinada, pueden
emplearse para obtener la constante de disociacién (Ky) de la proteina para ese
ligando, donde K4 es una medida de la afinidad de la proteina por el ligando.

6.8.1. Analisis de la unién proteina-ligando mediante espectroscopia de
fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se han hecho en un instrumento denominado
espectrofluorimetro de la casa comercial PERKIN-ELMER modelo LS-55B.

Hemos realizado una serie de experimentos de titulacion por adicion de
volumenes variables de una disolucion madre de péptido p41 sobre una disolucion de
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permutante circular S19P20s, midiéndose la intensidad de fluorescencia tras cada
adicidon, con objeto de compararlo con el espectro de fluorescencia de la quimera
SPCp41. Asi, se partié de una disolucion inicial de proteina, dializada frente al tampdn
correspondiente, de una concentracion en torno a 25 uM. Por otro lado se prepara una
disolucién madre de péptido p41 en el mismo tampdn a una concentracién de
aproximadamente 3 mM. Se utilizé una cubeta de cuarzo de 3 mm de pequefio
volumen para la muestra y en ella se introdujeron 100 uL de la disolucién madre de
proteina, registrandose su espectro de fluorescencia. Sobre esta disolucion se
adicionaron volumenes crecientes de la disolucion madre de p41 y se registraron los
espectros de emision de fluorescencia después de cada adicion, a las diferentes
concentraciones de p41 (desde 0 hasta 2 mM aproximadamente) (ver Figura 2.3.1 del
Capitulo 2).

El equilibrio de union que se establece entre la proteina y el ligando se
describe:

M+L=ML

siendo la constante de union, Ky y la fraccion de saturacion de proteina, 0:

K, - % (6.8.1)
0= —[M][Aflf/\]ﬂ] (6.8.2)

Es posible escribir la fraccién de saturacién en funcion de la constante de
disociacién, siendo My la concentracién de proteina total en la muestra y L1 la
concentracién de ligando total en la muestra:

(Ky + My +L; )+ +/(Ky + My +L; ) —4-M; Ly
2-M;

0 =

(6.8.3)

La intensidad de fluorescencia normalizada por la concentracién de proteina
total en la muestra, M+, en cada medida del experimento de titulacién nos queda como:

F,=——=F,+(Fy, —Fy)-0, =F, +AF -6, (6.8.4)

También se registraron espectros de fluorescencia de cada uno de los
mutantes de la quimera SPCp41 para caracterizar los cambios estructurales que
producian las mutaciones correspondientes. Todos estos espectros fueron
normalizados por la concentracién de proteina (ver Figura 4.2.1 del Capitulo 4).

Todos los espectros de emision de fluorescencia de las diferentes muestras
consideradas se registraron a 25°C entre 305 y 400 nm utilizando una longitud de
onda de excitaciéon de 298 nm, y las rendijas de excitacién y emision se dispusieron a
2.5y 5 nm respectivamente, para evitar problemas de saturacion de la sefal.
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6.9. Estructura tridimensional de proteinas mediante Resonancia
Magnética Nuclear (RMN)

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se ha consolidado en los ultimos
afos como la técnica mas poderosa para la determinacion de la estructura
tridimensional de biomoléculas en disolucion. Mediante la utilizacion de la RMN homo-
y hetero-nuclear, es posible la interpretacién de los complejos espectros de RMN de
proteinas y la obtencién de los parametros necesarios para la determinacién de sus
estructuras. Los estudios estructurales de proteinas por RMN constan de cuatro partes
claramente diferenciadas. La primera es el registro de los espectros, la segunda
consiste en la asignacion de los mismos, en tercer lugar se extrae la informacion
estructural de los espectros asignados y, finalmente, se procede a calcular las
estructuras que son compatibles con esta informacién experimental. En la Figura 6.9.1
se muestra un esquema del proceso que se sigue en la determinacion estructural de
proteinas en disolucion por RMN, y es el proceso que nosotros hemos seguido para
obtener la estructura tridimensional de la quimera SPCp41, tal y como se describe en
esta Seccién. Los parametros de RMN aportan informacioén acerca de la estructura de
las proteinas porque se encuentran relacionados con parametros geométricos de las
moléculas, y pueden traducirse en restricciones para el calculo de la estructura
tridimensional. La informacién que se obtiene de cada uno de estos parametros se
detalla en la Figura 6.9.1. En nuestro caso, los parametros utilizados para el calculo
son el desplazamiento quimico (6) y el Efecto Overhauser Nuclear (NOE).

Analisis de los espectros de RMN
Asignacion y determinacion de parametros de RMN

Acoplamiento dipolar

8 I_T_l Ec;zl residual

A 4 A 4 \ 4 A 4

Restricciones Restricciones Restricciones de
angulares para de distancia H-H, orientacion de enlaces
R cotas superiores NHy CH

,, /

Calculo de la estructura tridimensional |

\ 4
| Estructura |

\ 4
[Analisis de la estructural|

Figura 6.9.1. Sinopsis del procedimiento para la determinacion de estructura de proteinas por RMN.
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Desplazamiento quimico: la frecuencia de resonancia de un nucleo, v,
depende de la intensidad del campo magnético By, es decir, del espectrémetro
empleado para la adquisicién de los espectros de RMN, de acuerdo con las siguientes
expresiones:

v = Befectivo/ 21 (6.9.1)
Befectivo = BO (1 - G) (692)

donde Bercivo €S €l campo magnético real que experimenta el nicleo, yes la constante
giromagnética del nucleo, y o es la constante de apantallamiento que hace referencia
al fendmeno que se origina cuando la circulacién de los electrones provoca un campo
magnético inducido que se opone al principal (B,). El desplazamiento quimico 6, surge
ante la necesidad de hacer comparables las posiciones de las sefiales de RMN en
espectros obtenidos en distintos espectrometros. Se expresa en ppm (partes por
millén) y se define como Snucieo = (Vnucleo — Vreferencia) 10° / vy, siendo vmugeo la frecuencia
del nucleo observado, viererencia |2 frecuencia de resonancia de un nucleo elegido como
referencia y v la frecuencia del nucleo considerado ('H, C o "N) en el
espectrémetro, todas ellas expresadas en hercios (Hz). Las referencias mas comunes
en disolucién acuosa son el TSP (3-trimetilsililpropionato de sodio) y el DSS (2,2-
dimetil-2-silapentano-5 sulfonato de sodio).

La dispersion de 6 en los espectros de RMN de una proteina es un notable
indicador del estado nativo o desnaturalizado de las proteinas debido a que el § de
cada nucleo depende de su entorno quimico, siendo muy sensible a la conformacion
de la proteina. En proteinas desnaturalizadas cada nucleo tiene su sefal de
resonancia en una zona caracteristica del espectro, mientras que las proteinas en
estado nativo se caracterizan por una dispersion de las sefiales mucho mayor. Los
desplazamientos quimicos de los nucleos de cada residuo encontrados
experimentalmente pueden utilizarse para la prediccion de la estructura secundaria de
la proteina a través del indice de desplazamiento quimico (Chemical-Shift Index; CSI)
(Wishart y Sykes, 1994). Este método consiste en comparar los desplazamientos
quimicos de los 'H,, ™C,, *Cy y "CO con los tabulados para esos nicleos en
conformacion desordenada y asignar un indice de +1, 0 o -1 segun esas diferencias
sean positivas o negativas y superen en magnitud ciertos umbrales previamente
establecidos. Esta informacién permite predecir con poco margen de error la estructura
secundaria de la proteina a lo largo de la cadena. Ademas, a partir de esta informacion
obtenemos restricciones para los angulos dihedros phi y psi de la cadena principal de
la proteina que pueden utilizarse posteriormente para el calculo estructural.

Efecto Overhauser Nuclear (NOE): es el parametro de RMN que proporciona
la informacioén estructural mas valiosa e imprescindible para la determinacién de la
estructura tridimensional de una proteina. La transferencia de magnetizacion por
efecto NOE entre nucleos préximos depende de un factor de movilidad (el tiempo de
correlacion, t,) y de la inversa de la sexta potencia de la distancia internuclear (cc1/r°).
Esta dependencia hace que el efecto NOE entre dos protones sea observable si éstos
se encuentran a una distancia inferior a 4.5-5.0 A, puesto que por encima de esta
distancia la intensidad del NOE se hace tan pequefia que no se detecta
experimentalmente. De todas formas estas distancias son del orden de las distancias
de enlace, por lo que son suficientes para nuestro propdsito. La observacion del efecto
NOE entre protones alejados en la secuencia de la proteina indica que éstos se
encuentran espacialmente proximos, lo que restringe en gran medida el espacio
conformacional de la proteina. En el calculo de estructuras tridimensionales de
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proteinas, la intensidad de las conectividades NOE (conocidos habitualmente como
NOEs) se traduce en cotas superiores (restricciones) para las distancias entre pares
de protones.

Para poder hacer uso de toda esta informacion estructural es preciso realizar la
asignacion de todas las senales de resonancia observadas en los espectros de RMN.
Los métodos a seguir dependen del tamafio de la proteina, siendo necesario el empleo
de muestras etiquetadas con "N o doblemente etiquetadas (°N/'°C) si se trata de
proteinas grandes. En las secciones siguientes se dan detalles de los métodos
existentes y se describe el protocolo seguido en esta Memoria.

6.9.1. Registro de los espectros de RMN

Los espectros utilizados para la asignacion de las sefiales de RMN de la
proteina SPCp41 se registraron a 30°C en un espectrometro de RMN Bruker Avance
800 US-2 del Instituto de Quimica Fisica Rocasolano del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (C.S.I.C) de Madrid, que opera a 800.13 MHz para el
protén. Esta equipado con una sonda triple de 5 mm inversa tipo TXI (*H, "*C, ™N) con
gradientes de campo en los ejes X, Y, Z. Los experimentos de triple resonancia para la
asignacion del mutante P74A de la quimera SPCp41 se registraron en el
espectrometro Varian VNS 600 del Centro de Instrumentacién Cientifica (C.1.C.) de la
Universidad de Granada, que opera a 600.25 MHz para el protdon, equipado con una
sonda PFG-XYZ triple-resonancia "H{"*C,"N}. La temperatura de la sonda de RMN se
calibro utilizando una muestra de metanol (Duerst y Merbach, 1965).

Tabla 6.9.1. Experimentos de RMN adquiridos para la quimera SPCp41.

Experimento Muestra Correlaciones Informacién obtenida
2D
®N-HSQC N H-N Asignacion esqueleto
TOCSY 1H H-H Asignacion cadenas
laterales
NOESY 'H H-H Restricciones distancia
3D
CBCA(CO)NH >N B¢ H, N, C,, Cg Asignacion esqueleto
CACBNH "N B¢ H, N, Cq, Cg Asignacion esqueleto
HNCA >N Bc H, N, Cq Asignacion esqueleto
HN(CO)CA "N Bc H, N, Cq4 Asignacion esqueleto
HNCO N BC H, N, CO Asignacion esqueleto
HCCH-TOCSY 15N 3¢ H. C H Asignacion cadenas
laterales
15N-TOCSY-HSQC 15N H, N, H Asignacion cadenas
laterales
'>N-NOESY-HSQC "N H, N, H Restricciones distancia
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Tabla 6.9.2. Parametros de adquisicién y procesado de los distintos experimentos.

Experimento Anchura Numero de Ndmero de “Namero total de
espectral puntos barridos puntos
(ppm) complejos
®N-HSQC 'H > 6.51 Hx N 8 1024 x 512
BN = 30 1024 x 64
TOCSY 'H 13 "Hx'H 40 2048 x 1024
'H - 13 1024 x 256
NOESY 'H 13 "Hx'H 64 2048 x 1024
H 13 1024 x 512
CBCA(CO)NH 'H - 6.51 "Hx"™Nx"®c 8 1024 x 128 x 512
BN = 30 1024 x 27 x 75
Bc 575
CBCANH 'H - 6.51 'Hx ®Nx "®c 8 1024 x 128 x 512
BN = 30 1024 x 27 x 75
Bc 575
HNCA 'H - 6.51 'Hx "N x"c 8 1024 x 128 x 512
15N s 30 1024 x 27 x 75
Bc 575
HN(CO)CA 'H - 6.51 'Hx"™Nx"C 8 1024 x 128 x 512
BN - 30 1024 x 27 x 75
Bc 575
HNCO 'H > 4.88 'Hx N x "®c 8 768 x 128 x 256
N - 30 1024 x 27 x 75
BCc 514
'H - 6.51 Hx"Hx"c 8 1024 x 256 x 512
HCCH-TOCSY 3¢, 75 1024 x 64 x 32
'H>75
'H - 6.51 "Hx®Nx™H 8 1024 x 256 x 512
H—->13
'H - 6.51 "Hx "N x'H 8 1024 x 256 x 512
H-13

?Después del procesado.

La intensa sefal de resonancia del agua, que aparece entre 4.6 y 4.8 ppm,
constituye un problema en los espectros de RMN de disoluciones acuosas de
proteinas pues resulta ser una importante interferencia en los espectros que podria
enmascarar sefales de la proteina. Asi, la supresion de la sefal del agua se realizo
por presaturacion selectiva de ésta o incluyendo una secuencia WATERGATE (Piotto
et al., 1992) justo antes de la secuencia de pulsos propiamente dicha de cada
espectro. De esta forma la intensidad de la sefal del agua se reduce
considerablemente haciendo visibles el resto de las sefales.
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En la Tabla 6.9.1 se indican los espectros registrados con cada una de las
muestras de SPCp41, asi como la informacion obtenida de cada uno de ellos.
Utilizando la muestra de la quimera doblemente etiquetada con N y C, obtenida
como se ha descrito en el Seccion 6.4.3 de este Capitulo, se registraron espectros
tridimensionales CBCA(CO)NH (Geen y Freeman, 1991), CBCANH (Patt, 1992),
HNCA (Clore y Gronenborn, 1991), HN(CO)CA (Emsley, 1994), HNCO (Kay, L. E. et
al., 1994) y HCCH-TOCSY (Kay, L. E. et al., 1993). Utilizando muestras de proteina
etiquetada con N se registraron espectros °N-HSQC (Bodenhausen y Ruben, 1980),
N-TOCSY-HSQC y ""N-NOESY-HSQC (Palmer et al., 1992). Con muestras de la
quimera SPCp41 sin etiquetar se registraron experimentos bidimensionales TOCSY
(60 ms de tiempo de mezcla) (Bax y Davis, 1985) y NOESY (100 ms de tiempo de
mezcla) (Kumar et al.,, 1980). En la Tabla 6.9.2 se indican el numero de puntos
registrados para cada dimensién de los espectros y el nimero de barridos realizados.

6.9.2. Procesado y analisis de los espectros de RMN

Los espectros bidimensionales y tridimensionales se procesaron con el
programa XWINNMR (Bruker Biospin, Karlsruhe, Alemania) o NMRPipe (Delaglio et
al., 1995), mientras que para la visualizacion y el analisis de los espectros se utilizaron
los programas SPARKY (Goddard y Kneller) o NMRView (Johnson, B. A. y Blevins,
1994).

Para el procesado en algunas dimensiones se duplicd el numero de puntos
mediante llenado con ceros y, dependiendo del experimento, los espectros se filtraron
utilizando funciones seno o seno cuadrado desplazadas. Para duplicar el nimero de
puntos para las dimensiones de *C y "N se utilizé prediccion lineal y llenado de ceros
hasta alcanzar el numero total de puntos indicado en la Tabla 6.9.2. Una vez realizada
la transformada de Fourier de los espectros, se aplicd una correccion de linea base en
todas las dimensiones.

6.9.3. Asignacion de los espectros de RMN

La estrategia de asignacion de espectros de proteinas consta de dos etapas: 1)
identificacion de las senales de RMN correspondientes a sistemas de espin
independientes y clasificacion por tipos de aminoacidos, 2) asignaciéon secuencial que
consiste en asignar los sistemas de espin previamente identificados a residuos
especificos de la proteina. El concepto de sistema de espin es muy util para que el
analisis de los complejos espectros de 'H-RMN de proteinas; las diferentes lineas
espectrales observadas se pueden clasificar en conjuntos que se corresponden con
sistemas completos de espin, que no son otra cosa sino conjuntos de espines
acoplados escalarmente. De esta manera, las sefales de resonancia y la red de
conectividades a través de acoplamientos escalares forman patrones caracteristicos
para cada tipo de aminoacido, que se conservan cuando se encuentran formando
parte de proteinas. De este modo, los veinte aminoacidos presentes en las proteinas
se agrupan en diversas categorias segun el sistema de espin que formen sus
diferentes protones, desde la glicina, el mas sencillo, hasta los aromaticos, mas
complejos, y se clasifican segun una nomenclatura estandarizada (Pople, 1959). Sélo
la metionina y los aminoacidos que presenta una cadena lateral aromatica (histidina,
fenilalanina, tirosina y triptéfano) se encuentran constituidos por mas de un sistema de
espin.
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Se dispone de dos estrategias de asignacion secuencial de proteinas, una
basada en experimentos de correlacion homonuclear 'H-'H (Wiithrich, 1986), y la
segunda en correlaciones heteronucleares de proteinas enriquecidas en °C y "N
(Ikura et al., 1990).

6.9.3.1. Asignacion de proteinas mediante métodos homonucleares

En la asignacion de proteinas pequefas se identifican en primer lugar los
sistemas de espin que corresponden a los distintos aminoacidos a partir de las
sefiales observadas en el espectro 2D TOCSY. El experimento TOCSY (TOtal
Correlation SpectroscopY) (Bax y Davis, 1985) se basa en la transferencia de
magnetizacién entre nucleos acoplados escalarmente. En este experimento se pueden
observar sefnales de correlacién entre todos los protones pertenecientes a un mismo
sistema de espin, lo que le hace el mas adecuado para la asignacion e identificacion
de sistemas de espin en moléculas complejas que contienen multiples sistemas de
espin. En el espectro TOCSY todas las senales son de absorcion y en fase y si el
tiempo de mezcla del experimento es suficientemente largo, es posible correlacionar
un determinado protén con todos los pertenecientes a su sistema de espin.

A continuacidn, se establecen correlaciones secuenciales a partir de los NOEs
dnngi+1), dangitty, Y dengi+1y €ntre protones de residuos contiguos en la secuencia de la
proteina que pueden observarse en espectros 2D NOESY. El experimento NOESY
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) (Kumar et al., 1980) se basa en la
transferencia de la magnetizacién entre espines que estan acoplados dipolarmente v,
por tanto, se encuentran proximos en el espacio. El resultado de este experimento es
un espectro donde las frecuencias de los distintos nucleos cercanos en el espacio
estan correlacionadas. En general, la observacién de un NOE en el espectro indica
que los nucleos implicados estan separados una distancia menor de 5 A. Los NOEs
observados en proteinas correlacionan nucleos pertenecientes al mismo sistema de
espin (intrarresiduo), nucleos de aminoacidos consecutivos en la secuencia de la
proteina (secuenciales) y nucleos alejados en la secuencia pero proximos en el
espacio (NOEs de medio y largo alcance). La intensidad, el numero y el tipo de NOEs
secuenciales que se observan en cada segmento de cadena peptidica dependen de la
estructura secundaria, ya que las distancias entre los protones de residuos contiguos
dependen de ella, pero siempre existe al menos una distancia secuencial menor de 3
A que da lugar a un NOE intenso. La geometria de las hélices o da lugar a NOEs del
tipo dwini+1, dpini+1, daini+s Y dainis, Mientras que los NOEs dgini+t, dniny+1 Y dayey SON
caracteristicos de laminas 3, donde dy;yi+1 representa la distancia entre el atomo x del
aminoacido i y el atomo y del aminoacido i+1, siendo i y j aminoacidos de dos hebras
contiguas de la lamina. Los diferentes patrones de NOE secuenciales que caracterizan
los distintos elementos de estructura secundaria se pueden usar como informacion
adicional para verificar o ampliar el nUmero de asignaciones.

6.9.3.2. Asignacidén de proteinas mediante métodos heteronucleares

La asignacién de las resonancias protonicas, imprescindibles para cualquier
estudio estructural por RMN, se ve facilitada en gran medida cuando estas sefales se
asocian con las de los heteronticleos, *C y "°N, a los que se encuentran directa o
indirectamente unidos. Adicionalmente, los parametros de los heteronucleos contienen
informacién estructural independiente y complementaria a la obtenida de los protones.
En particular sus parametros de relajaciéon, como veremos en la siguiente Seccion,
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proporcionan un método apropiado para la caracterizacién de la dinamica interna de
las moléculas estudiadas.

Para proteinas grandes se necesita el etiquetado uniforme con N y *C. La
conexion secuencial entre los sistemas de espin se basa en un conjunto de espectros
3D, que se basan en los acoplamientos escalares a través de uno o dos enlaces en los
que participan los heteronucleos. En las multiples estrategias de asignacion por
métodos heteronucleares (distintos experimentos 3D proporcionan conexiones
secuenciales a través de distintos enlaces; ver Tabla 6.9.3), primero se lleva a cabo la
asignacion de los nucleos del esqueleto peptidico, 'HN, H'N, *CO, 'H, "*C, y "H,,
mediante el analisis conjunto del °N-HSQC y de los espectros de triple resonancia
CBCA(CO)NH, CBCANH, HNCA, HN(CO)CA y HNCO, como veremos a continuacion,
y después se completa la asignacion de las cadenas laterales de los distintos
aminoacidos. Los experimentos 3D se analizan examinando proyecciones 2D.

Tabla 6.9.3. Conectividades intrarresiduales y secuenciales observadas en algunos espectros 3D
utiles para la asignacion secuencial a través de enlaces.

Experimento Conectividad intrarresidual Conectividad interresidual
CBCANH PCpCagr Ny Huy “Cpi Cagiy Niety Huget)
CBCA(CO)NH Cpy"*Cagy~ "Nty Hngiety
HNCA "Hyo-" "N Cagy "Hui "N *Cage
HN(CO)CA — "Huo N °Car)

HNCO — "Hag""Ng-"*CO)

El experimento de correlacion N-HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation) (Bodenhausen y Ruben, 1980) es un espectro bidimensional en el que se
transfiere la magnetizacion entre los "N de los grupos NH; y los 'H unidos
directamente a ellos, que se encuentran acoplados escalarmente. De esta forma para
cada grupo amida del esqueleto peptidico obtenemos un pico de cruce a la frecuencia
del 'H y del N al que esta unido. También obtenemos picos de cruce para los
protones de cadenas laterales unidos a >N como Asn, GIn, Arg y Trp. El analisis de
estos espectros en conjuncién con los homonucleares de proton permite la asignacion
de los grupos "H-"°N de los residuos de una cadena polipeptidica y son la base para la
espectroscopia tridimensional heteronuclear.

Los nombres de los experimentos de triple resonancia son muy descriptivos, ya
que consisten en los nombres de los nucleos a través de los cuales se transfiere la
magnetizacién durante el experimento. Se nombran segun el orden de uso de cada
nucleo en la ruta de transferencia de magnetizacién que se produce en el experimento,
poniendo entre paréntesis los nucleos que solamente se usan para la transferencia y
cuyas frecuencias no son detectadas. Si observamos la Figura 6.9.2, en ella estan
representados los experimentos de triple resonancia empleados para la asignacién de
SPCp41, mostrando las conectividades que se detectan en cada uno de ellos en color
rojo y los atomos que se usan para la transferencia de magnetizacién pero que no se
detectan en color verde. En el experimento CBCA(CO)NH (Geen y Freeman, 1991),
para cada par de frecuencias 'H-">N de cada residuo (i) debe haber dos sefiales
correspondientes al "°C, y al C; del residuo anterior (i-1). En cambio, en el
experimento CBCANH (Patt, 1992), para cada par de frecuencias 'H-"°N de cada
residuo (i) deben aparecen a la vez las sefiales correspondientes a los °C, y al °C,
del mismo residuo (i) y los del residuo anterior (i-1). Las sefiales de correlacién que se

157



obtienen con los carbonos "°C; son de signo negativo y con "°C, son de signo positivo,
lo que facilita la asignacion. En general, la intensidad de los picos de correlacion
intrarresiduo es mayor que la de los secuenciales. En el experimento HNCA (Clore y
Gronenborn, 1991), para cada par de frecuencias 'H-"°N de cada residuo (i) debe
haber dos sefiales correspondientes a los *C, del residuo (i) y del anterior (i-1). En el
espectro HN(CO)CA (Emsley, 1994) para cada par de frecuencias 'H-"°N de cada
residuo (i) debe aparecer sélo la sefial del "*C,, del residuo anterior (i-1). Finalmente, el
experimento HNCO (Kay, L. E. et al., 1994) correlaciona las sefiales de 'H y "°N de
cada grupo amida de cada residuo (i) con los las de los "*CO del residuo anterior (i-1).
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Figura 6.9.2. Experimentos de triple resonancia usados para la asignacion de la quimera SPCp41. Los
distintos dipéptidos mostrados en la figura muestran las conectividades detectadas (rojo) y los atomos que
no se detectan, pero que se usan para la transferencia de la magnetizacion (verde). A. CBCA(CO)NH; B.
CBCANH; C. HNCA; D. HN(CO)CA; E. HNCO; F. HCCH-TOCSY.
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El analisis de estos espectros se ha llevado a cabo de forma manual. La
informacién de los desplazamientos quimicos de B¢, y especialmente en
combinacion con los 13CB, permiten asignar tentativamente las sefiales de algunos
tipos de aminoacidos, o aminoacidos concretos como Ala, Gly, Sery Thr.

Para la asignacion de las cadenas laterales alifaticas empleamos los espectros
HCCH-TOCSY, N-TOCSY-HSQC y ""N-NOESY-HSQC. En el experimento HCCH-
TOCSY (Kay, L. E. et al., 1993) la magnetizacion se transfiere por toda la cadena
lateral a través de acoplamientos directos entre 'H-">C o *C-">C unidos por un solo
enlace y obtenemos un plano *C-'H donde al desplazamiento quimico de cada *C se
encuentran picos de cruce con los protones del mismo sistema de espin. En el
experimento "’N-TOCSY-HSQC (Palmer et al., 1992) la magnetizacién se transfiere a
través de protones vecinos (separados por tres enlaces) y se aprovecha la existencia
de un heteronucleo para incrementar la resolucion del experimento aumentando en
una dimension (la del ntcleo de "°N) el mismo. El resultado de este experimento es un
cubo con dos dimensiones de 'H y una de "°N. Para cada plano de "°N-'H se observan
los protones del mismo aminoacido. En el experimento >N-NOESY-HSQC (Palmer et
al., 1992), sin embargo, la magnetizacion se transfiere desde el protdbn amida mediante
correlaciones de tipo NOE a los protones cercanos vy, al igual que en el >N-TOCSY-
HSQC, se aprovecha la existencia de un heteronucleo para incrementar la resolucion
del experimento aumentando en una dimensién (la del ntcleo de °N) el mismo. El
resultado de este experimento es un cubo con dos dimensiones de 'H y una de "N.
Para cada plano de "N-'H se observan los NOEs intrarresiduo e interresiduo
facilitando la asignacion secuencial.

La asignacion de las sefales de RMN de la quimera SPC41 ha sido
depositada en la base de datos del BioMagResBank, @ BMRB
(http://www.bmrb.wisc.edu/), con el nimero de acceso 15013.

6.9.4. Calculo de la estructura

La determinacién de la estructura tridimensional de una proteina en disolucion
consiste en la obtencibn de las coordenadas atdmicas compatibles con las
restricciones experimentales derivadas de los espectros de RMN. Como se menciona
al principio de esta Seccion, nosotros hemos utilizado restricciones de distancias
interatdmicas, derivadas del volumen de los NOEs observados en los espectros
NOESY, y de angulos diedros, obtenidos a partir de las medidas de la variacién de los
desplazamientos quimicos experimentales con respecto a los tabulados para
estructura desordenada. En general, habra mas de una estructura que cumpla estas
restricciones y, por ello, la etapa de calculo de estructuras en RMN consiste en
encontrar el conjunto de estructuras que mejor satisfaga la informacion experimental y
que sea estadisticamente representativo del espacio conformacional compatible con
los datos de RMN. Por este motivo, cuando se representan estructuras determinadas
por RMN se muestra una superposicion de varias conformaciones. Para el calculo se
utilizé el programa CYANA 2.0 (Combined assignment and dYnamics Algorithm for
NMR Applications), que usa una combinacion de calculo de estructuras por geometria
de distancias, dinamica molecular en angulos de torsion y asignacion automatica de
espectros NOESY basado en el algoritmo CANDID (Herrmann et al., 2002)
(http://quentert.gsc.riken.go.jp/Software/Cyana.html).

En funcion de la aproximacion matematica empleada existen diversos métodos
de célculo de estructuras a partir de la informacion experimental, que pueden dividirse
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en dos grandes grupos: métodos de geometria de distancias y métodos de dinamica
molecular restringida. El método empleado para realizar los calculos presentados es
un método de geometria de distancias que utiliza una funcién blanco variable (Guntert
et al.,, 1991; Guntert, 2004). El procedimiento consiste en la minimizacién de una
funcién blanco positiva definida de manera que tome valor cero si se cumplen todas
las restricciones experimentales y distinto de cero en cualquier otro caso. La definicion
exacta de esta funcion blanco (V) es:

2
1( A,
V= w, > (duy by f +w.> 1—E(F—j A2 (6.9.3)

c=uly (a,p)el, iel, i

donde b, y dug son los limites superiores e inferiores de distancia, respectivamente,
entre dos atomos a y B. Iy, liy I, son el conjunto de parejas de atomos (o,B) con
distancias de enlace superiores, inferiores y de van der Waals, respectivamente, e |,
es el conjunto de restricciones de angulos diedros. wy, w;, W, y W, son los factores de
carga de los distintos tipos de restricciones. I' = 7 - (6;"**-6™")/2 representa la anchura
media del rango prohibido para los valores de los angulos diedros y se consideran las
restricciones de los angulos diedros, 6;, como intervalos permitidos [6;™", 6™, y A; es
el tamano de las violaciones en las restricciones de los angulos diedros.

La funcién blanco depende de los angulos de torsién de cada residuo, ya que
el numero de grados de libertad del problema es mucho menor que si la dependencia
de la funcién blanco se define con respecto a las coordenadas cartesianas de los
atomos. Esta estrategia permite fijar la estructura covalente de la molécula (distancias
y angulos de enlace, quiralidad, planaridad de anillos aromaticos, etc.) y la informacion
experimental incluida en la funcién blanco son las restricciones de distancias y de
angulos diedros. Ademas, uno de los términos de la funcién blanco penaliza el
solapamiento de los radios de van der Waals de los atomos que constituyen la
molécula estudiada. Una vez definida la funcién blanco, el calculo de estructura
consiste en un proceso de minimizacion de esta funcién, ya que a las conformaciones
que mejor satisfacen las restricciones experimentales les corresponde un menor valor
de funcion blanco. Existen diversos algoritmos de minimizacion de funciones. Los mas
eficientes son los que se basan en métodos de “templado simulado” (simulated
annealing), en los que el sistema se “calienta” para permitirle saltar barreras de
potencial que de otra forma le dejarian atrapado en minimos locales, y a continuacion
se “enfria” lentamente hacia el minimo absoluto que satisface todas las restricciones.
En general, para evitar los minimos locales en lugar de minimizar directamente la
funcién blanco, lo que se hace es minimizar en pasos sucesivos funciones de forma
analoga a la funcién blanco, pero en las que cambia el peso de los diferentes términos.
Asi, en los primeros pasos de la minimizacion soélo se incorporan las restricciones
intrarresiduales y secuenciales, mientras que las restricciones no secuenciales se
incluyen en los siguientes pasos, en los que se va aumentando progresivamente el
peso de las interacciones de mas largo alcance.

6.9.5. Analisis y calidad de las estructuras

Para analizar la calidad de las estructuras se utilizo6 PROCHECK-NMR
(Laskowski et al., 1996). La visualizacion de las estructuras se llevd a cabo con los
programas MOLMOL (Koradi et al, 1996) y PYMOL (http://www.pymol.org/). La
precision de las estructuras también se evalué mediante MOLMOL. En primer lugar, se
superpusieron las estructuras con menor valor de la funcién blanco y que, por tanto,
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son las que mejor cumplen las restricciones experimentales. A continuacion, se calculd
la desviacién cuadratica media (RMSD) entre las coordenadas atdomicas de todos los
pares de estructuras calculadas. Con el programa PROCHECK-NMR se determinaron,
ademas, los angulos entre los distintos elementos de estructura secundaria y el mapa
de Ramachandran para los valores de angulos diedros ¢ y y. Las coordenadas
estructurales experimentalmente derivadas de las restricciones utilizadas para el
calculo han sido depositadas en el RCSB Protein Data Bank, PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/) con el nimero de acceso 2JMC.

El area superficial accesible al disolvente (ASA) de la quimera SPCp41 se
calculd utilizando el programa NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993) utilizando los
parametros por defecto para el radio del agua (1.4 A), el parametro z-slice (0.05 A) y
los radios de van der Waals. Para calcular la superficie de area accesible al disolvente
enterrada en la interfase de unién de la quimera se calcul6 la diferencia entre el ASA
de la quimera SPCp41 y la suma de las ASAs del dominio SH3 (aminoacidos 1-67) y
del segmento p41 de la quimera (aminoacidos 68-77) por separado. Dado que se
definen diferentes tipos de superficies moleculares, es conveniente especificar a qué
nos referimos exactamente con el término ASA; entendemos por tal el area de
superficie que describe el centro de una sonda esférica al rodar en contacto
permanente con las esferas rigidas de van der Waals de los atomos de la proteina.

6.10. Dinamica de proteinas por RMN

Una vision estatica de la estructura de una proteina resulta insuficiente para
explicar las caracteristicas funcionales de las proteinas, ya que los procesos
dindmicos son cruciales para que estas moléculas desarrollen su funcién bioldgica.
Por ejemplo, el proceso de reconocimiento que implica la interacciéon entre una
proteina y su sustrato, un antigeno y su anticuerpo, o un inhibidor y su receptor,
necesita de cierto grado de flexibilidad de determinadas partes de la proteina para
permitir un reconocimiento eficaz, rapido y selectivo. Por otra parte, es preciso que
cada uno de los componentes del proceso sea capaz de modificar su conformacion y
adoptar la requerida para poder llevar a cabo su funcién. No todas las partes de una
misma proteina comparten las mismas propiedades dinamicas. De hecho la actividad
quimica de las mismas se localiza, en la mayoria de las ocasiones, en la superficie de
la molécula, donde reside la parte de mayor movilidad del sistema. Asi se puede decir
que, aunque la estructura de una molécula es de gran interés para el conocimiento del
sistema, el estudio de su dinamica es imprescindible para la comprension global de su
actividad.

La naturaleza de los procesos dinamicos en las proteinas es muy diversa, y
abarca un rango de frecuencias que va desde 10" s hasta 102 s™ (procesos del
orden de segundos) y un rango de amplitudes que oscila desde décimas hasta cientos
de angstrom. En la Figura 6.10.1 se muestra la escala temporal de los movimientos
moleculares en proteinas, junto con las técnicas que se pueden emplear para su
estudio, destacandose los parametros que pueden medirse por RMN.

A grandes rasgos, las proteinas en disolucion pueden presentar dos tipos de
movimientos. Los movimientos globales, afectan a la molécula en su conjunto y
pueden estudiarse considerando a la molécula como un solido rigido. Entre estos
movimientos se encuentran los procesos de difusién rotacional y translacional. La
forma de la molécula resulta ser un factor crucial a la hora de definir la naturaleza de
este tipo de movimientos. Asi, en proteinas globulares de forma aproximadamente
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esférica, no existen ejes preferentes de rotacion por lo que el proceso de difusion
rotacional es isotropico. Este movimiento se caracteriza por un unico tiempo de
correlacion global, que es el tiempo promedio que tardan las moléculas en girar un
radian alrededor de cualquier eje.

Despolarizacion de Fluorescencia

Calculos de Dinamica Molecular

NOE, Ty, T2, Ty, * Ty, Typ *
L] ]

IR, Raman Intercambio H/D * Promediado de d *

Vibraciones Torsiones Difusion Cambios Conformacionales

Rotacion Cadenas Alifaticas Rotacion Cadenas Aromaticas

Apertura Estructura Secundaria Movilidad Segmental

Figura 6.10.1. Escalas temporales de los movimientos moleculares en proteinas (parte inferior de la
figura) y ténicas experimentales usadas para estudiarlas (parte superior). * Parametros que pueden ser
medidos por Resonancia Magnética Nuclear.

En muchos otros casos, las proteinas muestran comportamientos
hidrodinamicos mas complejos, con mayor o menor grado de anisotropia. En estos
casos, hay ejes preferentes para la rotacién de la molécula y tiempos de correlacion
distintos para las rotaciones alrededor de dichos ejes.

Otro tipo de movimientos que podemos encontrar en las proteinas son los
movimientos internos, que implican translaciones y rotaciones de unas partes de la
molécula respecto de otras. Estos movimientos internos presentan amplitudes muy
diversas que oscilan desde los movimientos locales (0.01 A-5 A), como las
vibraciones atémicas y las rotaciones de cadenas laterales, hasta cambios
conformacionales extensos (decenas de A). Estos movimientos pueden ocurrir a
escalas de tiempo muy distintas, tan rapidas como unos pocos nanosegundos, o tan
lentas como dias. Hay que destacar que no existe necesariamente correlacién entre la
amplitud del movimiento y la velocidad del mismo. Asi, entre los movimientos locales
podemos encontrarnos desde procesos tan rapidos como los vibracionales y
torsionales (10"'-10"* segundos), o moderadamente lentos como la rotacién de
anillos aromaticos (~1-10® segundos). La rotacién de las cadenas laterales alifaticas
ocurre en una escala de tiempos intermedia (10°-10"° segundos).

Los movimientos de pequena amplitud, en la escala de milisegundos a

microsegundos, han demostrado ser esenciales para la funcion biologica de las
proteinas. La dinamica interna de las proteinas no es s6lo importante para su funciéon
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bioldgica, sino que también lo es en gran medida para su estabilidad. En el estado
desplegado las proteinas presentan un contenido entropico muy elevado, ya que no
existen factores estructurales que restrinjan la conformacion de determinados enlaces.
El proceso de plegamiento introduce este tipo de restricciones que conllevan una
pérdida de entropia. Este coste entrépico se mitiga en parte, gracias a que muchas
cadenas laterales siguen manteniendo una amplia libertad conformacional en el estado
plegado.

6.10.1. Medidas de relajacion de >N en NH amidicos

En el término relajacion se engloban todos aquellos fendmenos fisicoquimicos
mediante los cuales un sistema perturbado evoluciona hacia la situacion de equilibrio
térmico. En RMN, la relajacién tiene lugar mediante procesos de transferencia de
energia entre el nucleo de la molécula y su entorno (Pérez-Cafadillas y Bruix, 2003).
Al contrario de lo que sucede en otras espectroscopias, en RMN los niveles excitados
suelen tener vidas medias muy largas (milisegundos a segundos), dificultando la vuelta
del sistema al equilibrio térmico. Para que tenga lugar la relajacion, han de existir
campos magnéticos fluctuantes de caracter local en el entorno del nicleo estudiado y
con la frecuencia e intensidad adecuadas: el enlace N-H presenta naturaleza propia
polar que, debido a los movimientos moleculares tanto globales como internos, se
comporta como un pequeno dipolo generando el tipo de campo mencionado. Es
posible deducir expresiones tedricas para los distintos parametros de relajacion si se
conocen los mecanismos operativos en cada caso y asumiendo un determinado
modelo dinamico. En estas expresiones, la dinamica molecular viene incluida en
términos de la funcion de densidad espectral J(w), que es una medida de la intensidad
de los movimientos moleculares a cada frecuencia o.

En proteinas, los nucleos que se suelen usar en estudios dinamicos son el *C
y el N, por lo que los pardmetros de relajacién que se miden por RMN son de
relajacion heteronuclear: Ry (1/T4), o velocidad de relajacién longitudinal, R, (1/T3), o
velocidad de relajacién transversal, y el NOE heteronuclear. La estructura de una
proteina se describe de manera adecuada mediante sus coordenadas atémicas, pero
la descripcion de su estado dinamico es mas compleja. Los experimentos de relajacion
son los que aportan mas informacion aunque solo permiten describir algunos aspectos
de la movilidad. Los estudios de relajacion de "N proporcionan informacién del
movimiento global de la proteina, pudiendo determinar el tipo de movimiento global
(isétropo o anisotropo) que mejor define la dinamica del sistema y el tiempo de
correlacion global de la molécula, 1, en la escala de los nanosegundos. La
informacién sobre la dinamica interna en la escala de los subnanosegundos y de los
mili-microsegundos deriva principalmente del analisis “model-free” (sin modelo)
propuesto por Lipari y Szabo (Lipari y Szabo, 1982a; Lipari y Szabo, 1982b) y
ampliado posteriormente por otros autores.

Las velocidades de relajacién R4, R,y el NOE heteronuclear de un >N amidico
estan dominados por la interaccion dipolar (DD) del ntcleo "N con el protén al que se
encuentra unido y por la anisotropia de desplazamiento quimico (CSA) (Abragam,
1961):

R, = Ti =d?[J(w,, — wy )+ 3d(0y )+ 6J(0, + oy )]+ c2J(wy) (6.10.1)

1
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R, = Ti = %dz [4J(0)+ J(wy, — oy )+ 3d(wy )+ 6J(wy, )+ 6J(0y + oy )]

2 (6.10.2)

2

+ % [3J(cwyy )+ 4J(0)]

NOE =1+ (7—’*}12 [6J(w, + wy )~ (@, — oy )T, (6.10.3)
YN

Las constantes d” y ¢? se definen como,

0% =047k vhh? [(ax? )1/, ) (6.10.4)
c? = (2/15)y2HZ(oy -0, f (6.10.5)

donde vy y yn son los radios giromagnéticos de los ntcleos 'H y N, respectivamente,
wn 'y wy son las frecuencias de Larmor de "H y "°N, ry es la distancia internuclear 'H-
®N (1.02 A), Hy es la intensidad de campo magnético, y 0} y 0. son respectivamente
las componentes paralela y perpendicular, del tensor de desplazamiento quimico de
®N, que se supone axialmente simétrico.

La funcion de densidad espectral se puede representar usando el formalismo
“‘model-free” antes mencionado (Lipari y Szabo, 1982a; Lipari y Szabo, 1982b), que es
el que nosotros hemos considerado para todos los estudios de relajacion realizados en
esta Memoria. Este formalismo utiliza un nimero minimo de parametros para describir
el movimiento isotropico global de una macromolécula y los movimientos internos del
vector 'H-°N, en la siguiente expresion:

Jw)=[S%c, [0+ 0?22 )|+ [1- S ) /(14 0?22 (6.10.6)

El parametro de orden S? describe el grado de restriccién espacial del
movimiento interno del vector H-N; 7, es el tiempo de correlacion como resultado del
movimiento isotrépico global de la molécula entera. Si no hay restriccion de
movimientos internos S? es cero, mientras que vale uno cuando la restriccion del
vector N-H es total. El tiempo de correlacion efectivo resultante de los movimientos
internos se define como =, donde 1/t = 1/7, + 1/ z.

La unica premisa necesaria para aplicar la aproximacion de Lipari-Szabo es
suponer que los movimientos globales e internos son independientes y, en principio,
no es necesario hacer ninguna suposicion acerca del tipo de movimientos o de las
escalas temporales de los mismos. No obstante, la interpretacién de los parametros de
relajacion de RMN, en los términos de la aproximaciéon de Lipari-Szabo sélo es util
para caracterizar movimientos internos al menos de 10 a 100 veces mas rapidos que
la difusién rotacional global.

En algunas ocasiones la aproximacion ‘model-free” no reproduce
satisfactoriamente los parametros de relajacion. Esto ocurre cuando no es posible la
descripcion del movimiento interno del vector N-H mediante una uUnica escala de
tiempo. En este caso, es necesario incluir un tiempo de correlacion y un parametro de
orden adicionales, en lo que se conoce como ‘model-free extendido” (Clore et al.,
1990). Los movimientos internos pueden dividirse en dos escalas diferentes:
movimientos internos lentos, y movimientos internos rapidos, (ambos mas rapidos que
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en el movimiento de rotacion global). A estos movimientos se les asocian los
correspondientes parametros de orden, S¢? (movimientos lentos) y S¢ (movimientos
rapidos) de manera que S?=S.2S¢?; y 16 Y 1rque son los tiempos de correlacion efectivos
de los dos movimientos internos considerados (lentos y rapidos respectivamente). La
forma completa de la funciéon de densidad espectral asociada a este modelo extendido
se representa a continuacion:

T
2 2
"2 4

“m 2 2 2q2
—2 —+(1-S)————+(S7 -S:S
'I+r,2,,a)2 ( s)‘IJrZ"za)Z (1 ° f)'l

T

J(w) = S?S? (6.10.7)

+7

donde 1/v=1/ts+1/ty, y 1/7"=1/t+1/t. El valor de ts suele ser tan pequefio que es
posible simplificar la ecuacion omitiendo el ultimo término y la ecuacion se simplifica a
lo que se conoce como funcién de densidad espectral reducida (“model-free
reducido”):

J(o) = s,?s§1f—m2+(1—s§) 4 (6.10.8)
+

z',fqa) 1+ 7% @?

Cuando en el modelo se considera la relajacion transversal, se requiere un
término adicional, Rey, que tiene en cuenta las contribuciones debidas a procesos de
intercambio quimico, ademas de la DD y la CSA. En muchos casos, estas
contribuciones son el resultado de promediar un cambio conformacional. El término
adicional, Re, se puede incluir para modificar el valor calculado para R, usando la

siguiente relacion,

donde los sufijos DD y CSA indican las contribuciones de la interaccién dipolar y la
anisotropia de desplazamiento quimico a la relajacion transversal.

6.10.2. Registro de los espectros

Todas las medidas de relajacion heteronuclear de "N se realizaron en
muestras de proteina enriquecida con "N a pH 3.5 y a 30°C para la quimera SPCp41y
a 25°C para la quimera SPCp41 y el mutante P74A. A 800 MHz se obtuvo el NOE
heteronuclear para la quimera y a 600 MHz se obtuvieron R4, R, y NOE para SPCp41
y para el mutante P74A. Los valores de R; se calcularon a partir de las medidas de R
y R1, como se describe mas abajo. Las secuencias de pulsos utilizadas para la medida
de los parametros de relajacion se basan principalmente en la de correlacion
bidimensional heteronuclear HSQC (Bodenhausen y Ruben, 1980). La aplicacion de
estas secuencias permite adquirir espectros de similares caracteristicas al HSQC
convencional, pero con sefales de correlacion cuya intensidad estda modulada en
funcién de la pérdida de magnetizacion debida a la relajacion (Farrow et al., 1994).

La determinacion del NOE heteronuclear se ha realizado mediante dos
experimentos practicamente idénticos, uno de ellos con saturacion de proton durante
la preparacion (experimento con NOE) y el otro sin ella (experimentos sin NOE). La
saturacion del protéon en el experimento con NOE se consigue mediante un tren de
pulsos aplicado durante 3 segundos inmediatamente antes del primer pulso en el
heteronucleo.
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Para la determinacion de las velocidades de relajacion se aplicaron las
secuencias de pulsos correspondientes, incrementando el niumero de mddulos de
relajacion (n). Los valores de n para las medidas de Ry fueron (en ms): 10, 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 850, 1000, 1150, 1300, 1500, y para las medidas de
R+, fueron (en ms): 10, 20, 40, 60, 80, 100, 130, 160, 200, 240, 280, 330, 400.

Después de cada espectro se registré un espectro "°N-HSQC, para corregir la
pérdida de intensidad debida a la lenta agregacion experimentada por el mutante
P74A. En la Tabla 6.10.1 se indican el numero de puntos registrados para cada
dimension de los espectros y el numero de barridos realizados, que debido al
problema de agregacién, fueron el doble para todos los experimentos del mutante.

Tabla 6.10.1. Parametros de adquisicion y procesado de los distintos experimentos de relajacion para
la quimera SPCp41 y el mutante P74A.

Experimento Anchura Numero de Ndmero de Namero total de
espectral puntos barridos puntos
(ppm) complejos
SPCp41 (800 MHz)
“N{"H}NOE 'H 13 "Hx ®N 40 1024 x 1024
con saturacion de BN - 30 1024 x 128
H
"N{"H}NOE 'H->13 'HxH 40 1024 x 1024
sin saturacion de 'H 5N — 30 1024 x 128
SPCp41 (600 MHz)
Ri "H - 14.1 "Hx N 32 2048 x 256
BN s 36.2 1024 x 64
Ri, H— 14.1 "Hx N 32 2048 x 256
BN s 36.2 1024 x 64
"N{"H}NOE 'H > 14.1 "Hx™N 32 2048 x 256
con saturacion de BN s 36.2 1024 x 64
H
N{"H}NOE 'H > 14.1 "Hx™N 32 2048 x 256
sin saturacion de 'H 5N — 36.2 1024 x 64
P74A (600 MHz)
Ri "H— 14.1 "Hx N 32 2048 x 256
BN s 36.2 1024 x 64
Ri, "H - 14.1 "Hx "N 32 2048 x 256
BN - 36.2 1024 x 64
N{"H}NOE 'H > 141 "Hx "N 32 2048 x 256
con saturacion de BN - 36.2 1024 x 64
H
"N{"H}NOE H - 14.1 Hx N 32 2048 x 256
sin saturacion de 'H 5N — 36.2 1024 x 64

Después del procesado.
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6.10.3. Procesado y analisis de los datos

Los espectros bidimensionales se procesaron con el programa NMRPipe
(Delaglio et al., 1995) y fueron analizados con el programa SPARKY (Goddard y
Kneller). Las intensidades de los picos de cruce en los espectros bidimensionales se
han medido utilizando la subrutina de integracién del programa SPARKY. Los valores
de Ry y Ry, se han determinado ajustando los decaimientos de la intensidad de los
picos a una funcion exponencial decreciente de la forma:

I(t)= 1o expl(- Ry, ,t) (6.10.10)

donde [(t) es la intensidad tras un tiempo de relajacion ty Iy es la intensidad a t = 0,
utilizando para ello el programa ORIGIN 6.1(Microcal Software Inc.).

El valor de R, se ha calculado a partir de R4, teniendo en cuenta que:

Ri,= R,*cos?(8) + R,*sen?(0), donde 0 es el angulo entre el campo magnético
efectivo, Befectivo ¥ €l campo magnético principal, Bo. Esto significa que para cada pico
del espectro se necesita calcular la diferencia que existe entre la frecuencia del °N y
la del offset del espectro: O (Hz) = (ppm_15N (pico) — ppm_15N (offset))*vn. En los
experimentos realizados en el espectrometro de 600 MHz la frecuencia del nitrégeno
es: vy = 60.7690010071 y ppm_"°N (offset) = 118.258 ppm. Ademas se necesita saber
cual es la potencia del pulso spinlock (B1). B1 se puede estimar como: B1 (Hz) ~ 1/4
(4*pulso de 90° usado en el spinlock), siendo en nuestros experimentos B1 = 6250 Hz.
Asi, al final podemos calcular 6 como: tan (0) = B1/0.

Los valores de NOE heteronuclear se han determinado mediante la siguiente
relacion:

'ls—af (6.10.11)

0

5N{'HNOE =

donde Is;t € lo representan las correspondientes intensidades de las sefiales en los
espectros con y sin saturacion del protdn respectivamente. En el caso del mutante
P74A, para corregir la pérdida de intensidad debida a la agregacién experimentada por
éste, las intensidades |s, fueron determinadas haciendo la media de las intensidades
de los espectros con saturacion recogidos antes y después de los experimentos sin
saturacion.

El tiempo de correlacién global y la relacidon Ro/R; para la quimera SPCp41 se
han calculado con el programa Fast-HYDRONMR (Ortega y Garcia de la Torre, 2005),
utilizando para construir el fichero de entrada para el programa una temperatura de
298°K, una viscosidad de 1.1 cP y un radio de 2.6 A para los elementos esféricos
usados.

6.11. Calorimetria isotérmica de titulacion (CIT)

La calorimetria isotérmica de titulacion (CIT) es una técnica que nos permite
medir directamente el calor asociado a un proceso de interaccion, el cual, a presion
constante, equivale a la entalpia de este proceso (Wiseman et al., 1989). Si el efecto
térmico neto es lo suficientemente grande, se pueden determinar parametros tales
como la constante de equilibrio de asociacion, K,, el cambio de entalpia de unidn, AH,,
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asi como la estequiometria de la interaccién, n. Como consecuencia, se pueden
calcular la energia de Gibbs y la entropia de formacién del complejo (AG,, AS,).
Ademas, si se realizan experimentos a diferentes temperaturas es posible determinar
el cambio en la capacidad calorifica del proceso, AC,.

Los experimentos de titulaciéon del dominio S19P20s con el péptido p41 se
realizaron a 25°C, utilizando un microcalorimetro isotérmico de titulacion MCS-ITC
(Microcal INC, Northampton, MA). La disolucion de S19P20s se dializé frente al
tampdn de realizacion del experimento, glicina 20 mM, pH 3.5. Las disoluciones ya
dializadas se filtraron, se desgasificaron para evitar la formacién de burbujas y se
equilibraron a la temperatura experimental. La disolucion de proteina en la célula de
muestra de concentracion 0.44 mM fue titulada con el ligando p41, cuya disoluciéon se
prepard a 10.83 mM, disolviendo el péptido liofilizado en el tampdn de didlisis y
reajustando el pH. Debido a la baja afinidad de este ligando por el dominio, los
experimentos de titulacion se realizaron inyectando sucesivamente volumenes
variables (perfil de volumenes variable) de la disolucion de ligando (de 2 uL a 13 ulL)
para poder definir mejor la curva de titulacion. De estos experimentos obtenemos el
termograma correspondiente a la interaccion. Del mismo modo, es necesario obtener
el termograma de dilucién para lo que titulamos el ligando sobre la disolucién tampon
en ausencia de proteina utilizando el mismo perfil de volumenes. En ambos casos, el
calor desarrollado tras cada inyeccion de péptido fue medido a partir de la integral de
la senal calorimétrica. Una vez corregida la linea base de ambos experimentos, la
isoterma de unién neta para la interaccién proteina-ligando se obtiene restando para
cada inyeccioén los calores de dilucion a los calores del experimento principal. La
constante de afinidad, K,, y el cambio de entalpia aparente de union, AH,, se
determinaron analizando las isotermas de unidn resultantes mediante ajustes no lineal
de minimos cuadrados al modelo de un conjunto de sitios idénticos e independientes,
tal y como se describe en (Casares et al., 2007).

Los experimentos de CIT de desplazamiento se realizaron titulando una
disolucién de 0.44 mM de S19P20s en presencia del decapéptido APSYSPAPPP
(P7Ap) con una disolucion de 10.83 mM de p41. Se hicieron dos experimentos, uno
con una concentracion de 1.32 mM de P7Ap y otro con 5.17 mM de P7Ap. Las
isotermas de union resultantes se analizaron como describe Sigurskjold (Sigurskjold,
2000), fijando los parametros termodinamicos de la interaccién S19P20s:p41 fver
Figura 4.7.1 del Capitulo 4). El analisis de los datos se realiz6 utilizando el programa
ORIGIN 7 (Microcal Software Inc.). Los péptidos sintéticos fueron adquiridos de la
empresa PEPSCAN.

6.12. Estudio de la cinética de plegamiento-desplegamiento de proteinas
mediante la técnica de flujo detenido (stopped-flow)

Las proteinas pueden desnaturalizarse mediante la adicion de agentes
quimicos como urea o guanidina, de acidos o bases, mediante la unién a ligandos
determinados o mediante la variacion de la temperatura o la presion. Dentro de los
estudios cinéticos de plegamiento y desplegamiento, llevados a cabo con proteinas, el
disefio experimental mas frecuente usado en el uso de las técnicas de flujo, mediante
las que se consigue mezclar de forma rapida una disolucion de proteina con la
disolucion de agente desnaturalizante para seguir posteriormente el proceso utilizando
la fluorescencia intrinseca de las proteinas o el dicroismo circular como observables.
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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 Unica barrera de
energia de activacion para la reaccion. En el caso de algunas proteinas,
particularmente aquellas constituidas por varios dominios y/o conformaciones
alternativas, las cinéticas pueden presentar respuestas mas complicadas, dando lugar
generalmente a cinéticas multiexponenciales. Estos casos 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 con la fluorescencia como
observable permite utilizar disoluciones de proteina en el intervalo de concentracion
micromolar, por lo que no es necesario disponer de grandes cantidades de muestra,
minimizando asi los problemas asociados a la agregacion y baja solubilidad de la
misma. En estas condiciones, el instrumento obtiene una buena relaciéon sefal-ruido,
con una resolucion temporal limitada sélo por el tiempo muerto de mezcla del sistema.
Pueden aplicarse también en estos casos otros observables fisicos, como el dicroismo
circular o la espectroscopia de absorcion.

La ventaja del uso de la fluorescencia se basa en que la presencia de los
grupos fluoréforos en las proteinas permite obtener informacion acerca de la
exposicion de estos grupos al disolvente, 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, 1994) tales como la intensidad de la fluorescencia a distintas longitudes de
onda de excitacion y emisién, el rendimiento cuantico, la longitud de onda del maximo
de emision, el tiempo de vida o la anisotropia, que proporciona informacién de la
libertad conformacional en distintos estados de la proteina.

6.12.1. Preparacion y realizacion de los experimentos

Rutinariamente, un experimento cinético para evaluar el plegamiento de una
proteina consta de dos aspectos, por una parte la evaluacién cinética de la reaccién de
plegamiento y por otra la de desplegamiento, que se llevan a cabo en experimentos
independientes. El equipo de flujo detenido utilizado para realizar los experimentos es
el modelo SX.18MV-R de la casa comercial APPLIED PHOTOPHYSICS.

Para realizar los experimentos cinéticos de plegamiento, se preparan 12 mL de
proteina de concentracion aproximadamente 50 uM, disuelta en tampén fosfato sddico
50 mM, pH 7.0, conteniendo urea a una concentracién 8 M. Ademas, se preparan una
serie de tampones en las mismas condiciones de pH y fuerza idénica, conteniendo
diferentes concentraciones de urea, de tal manera que tras la mezcla la concentracion
final de ésta en el experimento varia en el intervalo comprendido entre 0.75 y 8 M
incrementandose cada 0.25 unidades. La realizacién de los experimentos cinéticos de
desplegamiento, se lleva a cabo preparando 12 mL de proteina de forma analoga a los
descritos anteriormente, a diferencia de la ausencia de urea en el tampén de trabajo y
de que en este caso las disoluciones de urea se preparan en el intervalo de
concentraciones comprendido entre 3y 8 M.

Previo a la realizacion del experimento todas las disoluciones se termostatizan
en un bafio a la temperatura a la que se deseen llevar a cabo los experimentos, ya que
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es muy importante mantener la temperatura constante, debido a que tanto la
intensidad de fluorescencia como la velocidad de los procesos son sensibles a
cambios en la temperatura. En nuestro caso los experimentos se han realizado a 25
°C para la quimera SPCp41 y sus mutantes de Pro-Ala y el permutante circular
S19P20s y a 5, 15, 25 y 35°C para el estudio de las cinéticas en funciéon de la
temperatura realizado para la quimera SPCp41. Antes de comenzar el experimento se
realiza un lavado del sistema con agua y con el tampdn de trabajo (fosfato sédico 50
mM, pH 7.0), y luego se van llenando las jeringas con la muestra de proteina y de
tampdn a diferentes concentraciones de urea, segun el experimento que se esté
realizando y se termostatizan durante aproximadamente 5 minutos. La cinética se
registra inmediatamente después de la mezcla rapida de estas dos disoluciones de
diferente volumen (en relacién 1:10).

1.60 -

A

1.55
1.50
1.45 -
1.40 -
1.35 -

1.30

Intensidad de fluorescencia

1.25

1.20 |

t(s)

1.9

Intensidad de fluorescencia

11 . 1 . 1 . 1 .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
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Figura 6.12.1. Peffiles cinéticos de la quimera SPCp41 registrados a 25°C. A. Cinética de desplegamiento
de una mezcla de proteina a concentracién 50 mM en tampoén fosfato sédico 50 uM, pH 7.0 con urea 6.5
M en el mismo tampén. B. Cinética de plegamiento de una mezcla formada por la proteina a
concentracion 50 uM en tampén fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 y urea 8 M, y urea 1.5 M en el mismo
tampon.
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Cada una de las curvas obtenidas es el resultado de realizar una inyeccion y
medir la fluorescencia de una mezcla que contiene una concentracion determinada de
proteina y desnaturalizante. Es necesario ajustar la escala de tiempo en funcion de la
velocidad del proceso, para conseguir curvas en las que se observe claramente la
region de intensidad constante o “plateau” (Figura 6.12.1). La cinética definitiva para
una mezcla concreta es el resultado del promedio de 5 6 6 curvas obtenidas en
diferentes inyecciones idénticas.

Al finalizar el experimento se determina la concentracién de las diferentes
disoluciones de urea, midiendo el indice de refraccion correspondiente a cada caso, de
la forma descrita en la Seccién 6.5.2. También se miden los indices de refraccion de
las disoluciones de proteina en urea y tampodn, para calcular las concentraciones de
urea presentes en cada mezcla utilizada.

En todos los experimentos la longitud de onda de excitacién utilizada fue de
298 nm, y el filtro usado de 320 nm.

6.12.2. Determinacion de las constantes de velocidad

Las constantes de velocidad y las amplitudes de las cinéticas de plegamiento y
desplegamiento correspondientes a una concentracion de urea determinada se
calculan a partir del ajuste no lineal de las curvas promediadas obtenidas utilizando
una ecuacion multiexponencial, segun sea necesario. Para determinar de forma
precisa estos parametros, especialmente las constantes de velocidad, es muy
importante estudiar el grafico de las desviaciones de residuos de los datos
experimentales sobre la curva resultante del analisis. La amplitud promedio de los
puntos obtenidos de dicho grafico debe ser muy préxima a cero y es un indicador del
grado en que la ecuacion cinética aplicada es valida para la descripcion de los datos
experimentales. Las posibles desviaciones de los residuos dependen en gran medida
de la correccion del modelo cinético utilizado. En nuestro caso, la amplitud promedio
del grafico de las desviaciones de los residuos para el ajuste de las curvas a una
ecuacion monoexponencial, no estaba préoximo a cero, mientras que para una
ecuacion biexponencial si, lo que nos indicaba que teniamos dos fases cinéticas tanto
en la reaccion de deplegamiento como en la de plegamiento, como se describe con
mas detalle en el Capitulo 5 de esta Memoria. Para realizar estos analisis se utilizo el
programa del propio instrumento.

El observable fisico seguido fue la intensidad de fluorescencia, por lo que el
valor de dicha intensidad, l;, para un tiempo determinado viene descrito por la siguiente
ecuacion biexponencial de velocidad:

I, =1, +A, -exp(-k,-t)+A, -exp(-k, -t) (6.12.1)

donde k; y k» son dos constantes de velocidad que corresponden a fases cinéticas
distintas, k, o kq segun se trate de los procesos de desplegamiento o plegamiento
respectivamente a una concentracion dada de urea, A1y A, son las amplitudes de
cada fase exponencial, asociadas al cambio de fluorescencia que ocurre durante el
proceso € l., es la intensidad de fluorescencia una vez finalizado el proceso. Una
cinética de desplegamiento, como la que se representa en la Figura 6.12.1.A, presenta
un valor positivo de amplitud, debido a la disminucion de Ila intensidad de
fluorescencia con el tiempo. Por el contrario, en una cinética de plegamiento (Figura
6.12.1.B) la amplitud toma valores negativos por el aumento de la senal con el tiempo,
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aunque esto no ocurre siempre de la misma manera, ya que depende del sistema de
estudio.

6.12.3. Analisis de las cinéticas de plegamiento-desplegamiento segun la
teoria del estado de transicion

El estado de transicion en el proceso de plegamiento y 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 representacién de la energia de Gibbs en funcion
de la coordenada de reaccion (Figura 6.12.2). En el caso de un proceso en el que se
dé la presencia de intermedios, cada etapa cinética lleva asociado un correspondiente
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 transicién (ET%)
(Laidler y King, 1983):

N == [ET] —> D

Por tanto, partiendo del estado nativo N de la proteina, existe un equilibrio entre este
estado y el estado de transicion [ET*], 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 ki.n. En el caso de partir del estado
desplegado, la reaccion, con una constante de velocidad k;.p, seria la siguiente:

D = [ET] —> N

Para llevar a cabo el desarrollo matematico de esta teoria hay que considerar
otras suposiciones previas. En primer lugar, que todas las moléculas que alcanzan la
barrera energética llegan al estado final (Figura 6.12.2). En segundo lugar, que
durante la reaccion se mantiene la distribucion de Boltzmann para las energias de las
moléculas del estado inicial. Por ultimo, también se supone que las moléculas que
cruzan la barrera de energia desde el estado de partida, tienen una distribucién de
Boltzmann de energias correspondiente a la temperatura del estado inicial. Con estas
premisas, se obtiene la ecuacion de Eyring:

k=(kg-TIh)-K* (6.12.2)

donde k representa la constante de velocidad ki.y 0 Kt.p segun los dos casos descritos,
kg es la constante de Boltzmann, 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 ([ET*]). En un sentido riguroso,
este equilibrio implicaria que en el estado de transicion existira un numero de

172



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 transicién, [ET?], tan solo implica a aquellas
moléculas que alcanzan 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 rigurosamente a una auténtica reaccién de
equilibrio quimico con el estado inicial, sea éste cualquiera de los dos posibles en los
que la proteina exista (D 6 N).

Estado de transicion, 1

Estado inicial, i

Energia de Gibbs

Estado final, f

v

Coordenada de reaccion

Figura 6.12.2. 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 en gran medida la magnitud de la constante de velocidad.

Sabiendo que la energia de Gibbs del proceso de activacion puede expresarse
también como:
AGY = AH* —-T -AS* =R-T -InK* (6.12.3)

siendo R la constante de los gases, sustituyendo en la ecuacion de Eyring (6.12.2) se
obtendria:

k= (kg -T1h)-expl- AG* IR T) (6.12.4)
de donde:

k = (kg -T/h)-exp(AS* /R)-exp(- AH* IR -T) (6.12.5)
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6.12.4. Graficos de Chevron

Cuando representamos en un grafico, a una temperatura dada, la dependencia
entre el logaritmo neperiano de las constantes de velocidad aparentes obtenidas a
cada concentracién de urea en funcién de ésta obtenemos un grafico que tiene forma
de “V’ y que se denomina “Chevron”, como el que se muestra en la Figura 6.12.3.
Existen en la literatura numerosos estudios que detallan el analisis de este tipo de
representacion (Beasty et al., 1986; Hurle et al., 1987; Matthews y Hurle, 1987; Chen,
B. L. et al., 1989; Chen, B. L. y Schellman, 1989; Perry et al., 1989; Chen, B. L. et al.,
1992; Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996; Martinez y Serrano, 1999).

En un gréafico de Chevron (Figura 6.12.3) el minimo corresponde al punto en el
que se cumple que el valor de la constante de equilibrio de plegamiento, K, es 1, que
viene definida como el cociente entre las constantes de velocidad de plegamiento y
desplegamiento a una concentracién determinada de urea: K= Kt.purea / Kt-Nurea- PO
tanto, a partir de este minimo puede definirse el valor [urea]s, como la concentracién
de urea en la que se cumple que el cambio de energia libre de Gibbs se iguala a cero
segun la ecuacion:

AG=-R-T: -InK (6.12.6)

A altas concentraciones de desnaturalizante (rama de la derecha de la curva
de la Figura 6.12.3), cuando se produce el fendmeno de desplegamiento de la
proteina, la constante que se mide es aproximadamente kinuea- A la pendiente de
dicha rama se la designa por ms.n. De la extrapolacion de esta rama hasta igualar la
concentracion de urea al valor cero, se puede calcular el valor de la constante de
desplegamiento en ausencia de wurea: kiyn. A bajas concentraciones de
desnaturalizante (rama de la izquierda de la Figura 6.12.3), en la reacciéon de
plegamiento de la proteina, se mide aproximadamente Ki.puea, COrrespondiendo el
valor de la pendiente de dicha rama al parametro m;p. En este caso, también se
puede obtener por extrapolacion el valor de la constante de velocidad de plegamiento
en ausencia de urea, kip.

En la Figura 6.12.4 se presenta un esquema en el que se distinguen los
estados predominantes existentes en cada una de las ramas del Chevron.

La ecuacién matematica general que describe ambas ramas del gréfico de
Chevron se deduce a partir de la relacion Kyrea = Kt-N,urea + Kt-D.urea, d€ forma que:

Inkurea = In(ki—N,urea + k:l:—D,urea ) (6127)
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Figura 6.12.3. Grafico Chevron de SPCp41 realizado a 25°C en tampdn fosfato sédico 50 mM, pH 7.0 en
el que se observan las ramas de desplegamiento (izquierda) y plegamiento (derecha) y la zona de la
transicién (minimo de la curva). Los simbolos representan los datos obtenidos experimentalmente a partir
de la realizacién de los experimentos cinéticos en las direcciones de plegamiento y desplegamiento,
analizados segln la ecuacién 6.12.1. La linea continia corresponde al ajuste de los datos al modelo de
dos estados descrito mediante la ecuacion 6.12.10.

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 activacién con dicha concentracién para una temperatura, segun
la ecuacién de Eyring definida en esta Seccion (ecuacion 6.12.4). Las expresiones
generales que relacionan Ki.nurea Y Kt-Durea CON la concentracion de urea son las
siguientes:

Ink
INKypuea =INKyp +Myp -[urea] (6.12.9)

=Inkyy +myy - [urea] (6.12.8)

1-N,urea

Con estas dos relaciones y la ecuacién 3.5.6, la expresién global que define el
grafico de Chevron es la siguiente:

INKreq = IN|kyp -exp(m,p - [urea))+ ky.y - explmy.y - [urea])| (6.12.10)

urea
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Figura 6.12.4. 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 concentracién de desnaturalizante (rama de la izquierda del grafico de
Chevron, como podemos ver en la Figura 6.12.3) el estado energéticamente mas favorecido es el nativo.
A alta concentracién de desnaturalizante, (rama de la derecha en el grafico de Chevron, como podemos
ver en la Figura 6.12.3), por el contrario, el estado mas favorecido es el desnaturalizado. En la regién del
estado de transicién (minimo del grafico de Chevron) las constantes de velocidad de los procesos de
plegamiento y desplegamiento se igualan entre si.

6.12.5. Estados de transicion y calculo de los valores de ¢ mediante el
método de ingenieria de proteinas

Mediante el método de ingenieria de proteinas desarrollado por 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 interaccion que se producen en la molécula de la proteina en su estado de
transicion. La idea basica de este andlisis consiste en determinar la extension en la
que una determinada interaccién establecida por cierto aminoacido, que existe en el
estado nativo, se encuentra presente en el estado de transicién. En la practica, esto se
lleva a cabo realizando una mutacién del aminoacido en cuestion por otro de cadena
lateral mas corta (a menudo Ala), con el objeto de eliminar dicha interaccion. Con
relacién a esto, es necesario suponer a priori 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 dichas diferencias
determinar la relevancia de esta 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 designa por ¢:p, y se
define como el cociente entre el cambio producido por una mutacién en la energia de
Gibbs de activacién del proceso de plegamiento y el cambio en la energia de Gibbs de
plegamiento de equilibrio. Este cociente se obtiene experimentalmente a través de las
diferencias entre dichos parametros para la especie de referencia y la especie mutada
en esa determinada interaccion (Fersht, 1995):
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$ro = MG,y | AAGy, (6.12.11)

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 ecuacién 6.12.2 y se
sustituye en la ecuacién 6.12.3, dando lugar a la expresion general:

AG* =—R-T'n(k-h/ kg T) 6 AG* =-R-T(Ink —In(h/kg -T)) (6.12.12)

En el caso del proceso de plegamiento, y siguiendo la ecuacion anterior,
podemos escribir las expresiones correspondientes para la especie de referencia y el
mutante, (AG+.p)ret Y (AG4-p)mut, COMO:

(AGi'D )ref =-R-T- ln(ki-D,ref - In(h/kB : T)) (6121 3)
(AGi’-D )mut - —R-T-In(ki_D_mm —In(h/ kg T)) (6.12.14)

donde Kiprer ¥ Ki-omut S€ refieren a los valores calculados como se detalla en la
Seccion 6.12.4 para ki.p 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 AAG;p se expresa de la
siguiente forma:

AAGyp =(AGyy )  —(AG,)

ref mut

= —R-T In(Ky.0 rer / Ky0 mut ) (6.12.15)

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;.y, se expresa igualmente como:

MG,y =(AGyy ) —(AG.y )

ref mut

= R-T-In(Kyn ror / Kgnmat ) (6.12.16)

En esta ecuacion, los valores de (AGi.N)rer Y (AGN)mut guardan relaciones equivalentes
a las definidas en las ecuaciones 6.12.2 y 6.12.3 mientras que Kinrer Y KiNmut
corresponden a las constantes de velocidad ki.n calculadas como se describe en la
Seccidén 6.12.4 para la referencia (ref) y el mutante (mut) respectivamente.

En segundo lugar, el valor de la energia de desestabilizacion inducida por la
mutacion, AAGnp, se define en funcién del cambio de energia de Gibbs entre el
estado nativo y el desnaturalizado para la referencia y el mutante, como:

AAGyp = (AGN-D )ref - (AGN-D )mut = AAG;p —AAGy (6.12.17)

En la Figura 6.12.5 se muestra graficamente el valor de dicha energia.
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Figura 6.12.5. 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
tnico estado de ftransicion. Los parametros sefialados en este esquema se describen en el texto y
permiten realizar el analisis de ¢.

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 6.12.11, representa la pérdida de energia en el
estado de transicion 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 transicion respecto al estado desplegado debida a dicha mutacion,
como:

ben = MG,y | AAGyp (6.12.18)

De esta forma, ¢+.p se relaciona con el valor de ¢y mediante la expresion:

De esta ultima expresion se deduce facilmente que los valores de ¢+p Y ¢sn
estan comprendidos entre 0 y 1. Existe una relacion entre ¢+p y el grado de formacion
de estructura nativa durante el plegamiento en la region que envuelve a la cadena
lateral del resto mutado, esto es, si esta completamente plegada, parcialmente
plegada o desplegada en el estado de transiciéon. 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):

178



3h
o
i o i
25 OO
- O -
@ 15 o
v 0
.:45 i o] Mutante i
g nE ln] , » ....
¥ ..
L .“.. Oooo d
LE"ET ) “# OOO o
05 s cpca@
| e L
A Referencia
A5
a5
n
L = i
O
25 B -. .
I - Referencia i
O
- 15 ] ] /
5 .
= I . ] oo |
2 o5 o m o oo
i / o .'lﬁ.. e ]
O - . I:l:lﬂﬂj
05 Mutante I:":‘:‘:'JII O mA
5 B
] 1 2 3 4 5 B 7 a 9
[urea] (M)

Figura 6.12.6. Graficos de Chevron del caso hipotético de una proteina (referencia) y un mutante de la
misma. A. ¢+p = 0 (¢r.v = 1). En este caso las ramas de la cinética en la direccién de plegamiento de la
referencia (circulos rellenos) y del mutante (circulos huecos) coinciden (Ks.p,ref = Kz-p,mut) indicando que no
ha tenido lugar la formacién de la interaccién en el estado de la 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. ¢¢.v = 1 (¢t~ = 0). Las ramas de desplegamiento de la referencia (cuadrados negros) y mutante
(cuadrados huecos) coinciden cumpliéndose que kinrer = kgnmut. 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, que existe una completa formacion de la
estructura en el estado de transicion respecto al estado desnaturalizado).

En primer lugar, si ¢+.0 = 0 (6 ¢+.n = 1) en la ecuacion 6.12.11 se cumple que
AAG;p = 0 y, si esto es asi, segun la ecuacion 6.12.15 se da que Kipref = Kt-pmut-
Segun esta ultima relacion, se observara en el grafico de Chevron correspondiente
que las ramas de plegamiento de la referencia y mutante coinciden, indicando que la
mutacion no afecta a la cinética de plegamiento (Figura 6.12.6.A) y por tanto, la
interaccion que implica la mutaciéon no estara involucrada en la formacion del estado
de transicion. Es decir, la regién de la proteina que contiene la mutacion esta
completamente desplegada en el estado de transicién.
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En segundo lugar, si ¢+.0 = 1 (6 ¢+.n = 0) segun la relacién (6.12.17), se obtiene
que ¢+n = 0 y si esto es asi, en la ecuacion 6.12.17 se cumple que AAG;.y = 0. Segun
esto, en la ecuacion 6.12.16 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 mutacién afecta exclusivamente a las cinéticas de
plegamiento cuyas constantes, Ki.pref, Ki-omut @dquieren valores distintos y sus ramas
no coinciden (Figura 6.12.6.B). Dicho de otra forma, en este caso la regién de la
proteina que contiene la mutacion esta expuesta al disolvente en igual extension en
los estados de transicion y desnaturalizado (estda 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 transicion y en el estado nativo.

Puede ser posible también que ¢+.p adopte valores intermedios entre los dos
limites descritos: 0 < ¢+.p < 1. A pesar de que la relacién entre ¢;p y la formacion de la
estructura a lo largo de la ruta de plegamiento no sigue una dependencia de tipo lineal,
puede decirse que valores elevados de ¢sp indican que la estructura esta
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,
1995). Algunas de estas causas se resumen a continuacion:

En primer lugar, la formacion 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 mezcla de estados de transicion, en algunos de los cuales las
interacciones estan completamente formadas mientras que en otros no. Realizando
una serie de mutaciones en los mismos elementos de estructura, se ha comprobado
que estos valores intermedios de ¢:.p no resultan de rutas paralelas de plegamiento
con una mezcla de estados de transiciéon, unos completamente formados y otros
desplegados, sino de la formacién de interacciones débiles en un unico estado de
transicion (Fersht et al., 1994; Otzen et al., 1994; Martinez y Serrano, 1999).

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 (Matouschek et
al., 1992; Serrano et al., 1992).

En tercer lugar, puede producirse una distorsién en la estructura del mutante en
el estado plegado que varia en el estado de transicion, dando lugar a una nueva
contribucién a la energia de Gibbs introducida por la mutacién 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, llegandose a la conclusion de que en el estado de transicion de su
ruta de desplegamiento los valores de ¢+p varian gradualmente dentro del intervalo en
el que se ha definido este parametro, en funcién a la region donde estén situados
dichos residuos (Fersht, 1993).

Ademas de los casos descritos hasta el momento sobre los valores que ¢+p (6
¢+.n) puede tomar, hay que afadir que valores negativos de este parametro (6 valores
por encima de 1 de ¢+.p) implican que AAG;p > AAGy.p, indicando que la mutacion
estabiliza el estado de transicion, desestabilizando el estado nativo y, mas aun, que la
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cadena lateral del resto involucrado en la mutacion esta originando contactos en el
estado de transicion que no tienen lugar en el estado nativo (contactos no nativos).
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CAPITULO 7:
RESUMEN Y CONCLUSIONES






De forma general, el trabajo presentado en esta Memoria tenia como objetivo
fundamental el disefio de proteinas quiméricas que integraran en una Unica cadena
polipeptidica la secuencia de un dominio SH3 y la de un ligando peptidico y que
reprodujeran en su estructura terciaria las interacciones tipicas entre los dominios SH3
y sus ligandos ricos en prolina. Este objetivo se consigui6 mediante la fusion del
permutante circular S19P20s y el decapéptido p41 a través de una secuencia de
conexién de tres residuos, obteniéndose una proteina quimérica denominada SPCp41.
Se caracterizo su estructura a alta resolucion, su estabilidad térmica, la termodinamica
de las interacciones intramoleculares SH3:ligando en su seno, asi como su
mecanismo de plegamiento, utilizando un conjunto de técnicas como la resonancia
magnética nuclear (RMN), la calorimetria diferencial de barrido (CDB), el dicroismo
circular (DC) y la espectroscopia de fluorescencia y técnicas cinéticas de flujo
detenido.

De forma mas detallada el trabajo se resume en:

i) Se clonaron y purificaron un conjunto de proteinas quiméricas mediante la
fusion entre el permutante circular S19P20s del dominio Spc-SH3 vy la
secuencia peptidica del ligando p41 utilizando varias secuencias de conexion
cortas. Los estudios se centraron en la proteina quimérica que resulté ser mas
estable térmicamente, y a la que denominamos SPCp41, la cual se caracterizo
mediante calorimetria diferencial de barrido, dicroismo circular y fluorescencia
en comparacion con el permutante S19P20s. Estos resultados han sido
recogidos en una publicacion cientifica en la revista FEBS Letters (Martin-
Sierra et al., 2003).

i) Para continuar nuestra investigacion se determiné la estructura tridimensional a
alta resolucion de la quimera SPCp41, mediante técnicas de RMN
heteronuclear multidimensional, lo que nos ha permitido una mejor
interpretacion de las magnitudes termodinamicas en los estudios posteriores y
ayudara a optimizar las interacciones en el sitio de union utilizando esta
informacién estructural para futuros procesos de disefio de ligandos. Estos
resultados se han publicado en la revista FEBS Letters (Candel et al., 2007).

iii)) Con el fin de demostrar que es posible utilizar la quimera SPCp41 como una
herramienta apropiada para evaluar la energética de la unién entre dominios
SH3 y ligandos ricos en prolina, y para elucidar, desde un punto de vista
termodinamico, la importancia en la afinidad de unién de cada uno de los
esiduos prolina del ligando p41, se ha sustituyé cada prolina por alanina en la
quimera SPCp41 y se caracterizo la estabilidad estructural de la quimera y de
estos mutantes mediante fluorescencia y DC. Se llevé a cabo el analisis
profundo del desplegamiento térmico de la quimera SPCp41 y los mutantes
Pro-Ala mediante CDB, segun un modelo de tres estados que nos permitid
obtener un juego consistente de parametros termodinamicos tanto para la
estabilidad del permutante como para la interaccion intramolecular con el
ligando p41. Este analisis se completd con un estudio comparativo de las
propiedades estructurales y dinamicas mediante RMN de la quimera SPCp41 y
uno de los mutantes. Los resultados de la caracterizacién termodinamica de la
estabilidad estructural de la quimera y los mutantes Pro-Ala han sido objeto de
una publicacién en la revista Journal of Molecular Biology (Candel et al.).
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Por ultimo, se caracterizé la cinética de plegamiento de la quimera SPCp41 y
sus mutantes Pro-Ala, en comparacion con el permutante circular S19P20s
para analizar en profundidad su mecanismo de plegamiento.

Las conclusiones mas importantes derivadas del trabajo presentado en esta

Memoria se enumeran a continuacion:
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1.

Hemos conseguido disefar, clonar y purificar un conjunto de proteinas
quiméricas de fusion entre el permutante circular S19P20s del dominio Spc-
SH3 y el ligando peptidico p41, eligiéndose para un estudio en mayor
profundidad la quimera que resultd mas estable térmicamente, a la que se
denominé SPCp41.

La caracterizacion preliminar de su estructura y estabilidad mediante CDB y
espectroscopias de dicroismo circular y fluorescencia bajo distintas condiciones
experimentales nos permitid confirmar que estas proteinas quiméricas poseen
una mayor estabilidad que el permutante circular debido a la interaccién
intramolecular que se establece entre la secuencia del ligando p41 y el sitio de
unién caracteristico del dominio SH3.

La estructura tridimensional en disolucion de la quimera SPCp41, obtenida
mediante RMN, demuestra que esta quimera imita correctamente en su
estructura terciaria las interacciones tipicas que se observan en los complejos
entre dominios SH3 y péptidos ricos en prolinas y es muy similar al complejo
formado por el dominio Spc-SH3 y el ligando p41, con una conformacién de
hélice de poliprolina Il para p41 y una inmovilizacién parecida de los residuos
aromaticos en la interfase de union.

El analisis estructural de la quimera SPCp41 y de los mutantes Pro-Ala
mediante CD vy fluorescencia, junto con las medidas de relajacién por RMN
indicé la existencia de flexibilidad conformacional en la superficie de unién, que
se ve fuertemente acentuada por las diferentes mutaciones Pro-Ala que
debilitan la interaccion intramolecular SH3:p41.

Las magnitudes termodindmicas resultantes del andlisis de los termogramas de
CDB utilizando un modelo de desplegamiento de tres estados nos permitié
clasificar las prolinas del péptido segun su importancia en la interaccién, que
esta de acuerdo con el modelo de Lim para la interaccion entre dominios SH3 y
péptidos ricos en prolina.

Los parametros termodinamicos de la interaccién intramolecular SH3:p41 son
similares a los que normalmente se obtienen para este tipo de interaccion,
tanto en su magnitud como en su signo, lo que confirma la validez de la
quimera como una herramienta de disefo.

Se observaron variaciones apreciables en la entalpia de la interaccién SH3:p41
con las diferentes mutaciones Pro-Ala, compensadas parcialmente por
variaciones entropicas. Esta compensacion entalpia-entropia aparece como
consecuencia de un aumento de la flexibilidad conformacional a medida que se
produce un debilitamiento de las interacciones en la interfase de unién.

La caracterizacién de la cinética de plegamiento de la quimera SPCp41 y de
sus mutantes Pro-Ala puso de manifiesto la existencia de dos fases cinéticas
en el plegamiento y en el desplegamiento, una rapida y otra lenta, siendo la
fase rapida representativa del plegamiento y del desplegamiento intrinseco de
la quimera SPCp41 y de los mutantes Pro-Ala, mientras que la fase lenta se
puede atribuir a un proceso de isomerizacion de prolinas, posiblemente
acoplado a la formacién de algun estado intermedio minoritario.

La magnitud de los parametros de activacion de la quimera SPCp41, similar a
los obtenidos para el permutante circular S19P20s, y los valores de ¢+p
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cercanos a cero indican la escasa o nula contribucién energética del segmento
p41 al estado de transicion de plegamiento, manteniéndose por consiguiente el
nucleo de plegamiento en el dominio SH3, al que posteriormente se uniria el
péptido p41 a través de un proceso de unidn intramolecular, similar al descrito
para el péptido libre, lo que argumenta claramente a favor de la efectividad de
esta quimera de disefio para abordar estudios de unién SH3-péptido.
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APENDICE I: TABLA DE DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS

Tabla A.1. Desplazamientos quimicos en ppm de 'H, C (cursiva) y N (cursiva) de SPCp41 en
glicina-D5 20 mM, 93% H»0:7% D,0 a pH 3.5 y 25 °C. °Este valor no pudo observarse.

Residuo NH Cco Cc.H CgH Otros
Gly1 3.849, 3.849
Ala2 8.587 4.359 1.387
(123.863)
Met3 8.460 (172.802) | 4.534 2.015,2.101 | C,H 2.568, 2.621
(119.757) (565.423) (32.969) (31.107)
Gly4 8.472 (--?) 4.034, 4.162
(112.111) (44.822)
Pro5 (177.247) | 4.458 1.926,2.282 | C,H 1.990, 1.990
(63.418) (32.457) (27.389)
Cs;H 3.612, 3.612
(50.152)
Argb 8.495 (176.122) | 4.383 1.795,1.913 | C,H 1.654, 1.715
(120.801) (56.200) (30.942) (27.187)
C;sH 3.220, 3.220
(43.673)
N.H 7.183
(115.328)
Glu7 8.078 (176.109) | 4.593 1.950, 2.084 | C,H 2.393, 2.393
(120.603) (565.792) (65.792) (33.743)
Val8 8.296 (174.660) | 4.096 1.920 C,H; 0.753, 0.828
(120.603) (62.866) (33.474) (21.125, 21.861)
Thr9 7.972 (173.345) | 4.803 4.063 C,H;1.136
(120.018) (61.409) (70.989) (24.631)
Met10 9.097 (173.829) | 4.667 1.992,2.240 | C,H 2.458, 2.655
(122.967) (565.224) (36.409) (32.477)
Lys11 8.688 (175.497) | 4.871 1.671,1.704 | C,H 1.382, 1.406
(126.398) (563.481) (34.507) (24.793)
CaH - ()
Lys12 8.501 (177.341) | 3.295 1.456,1.610 | C,H 1.100, 1.166
(121.424) (58.620) (32.722) (24.545)
C;s;H 1.654, 1.654
(29.750)
CH - ()
Gly13 8.834 (174.350) | 3.522,4.482
(115.551) (45.024)
Asp14 8.489 (174.595) | 4.564 2.615, 2.857
(121.772) (55.453) (41.349)
lle15 8.118 (176.683) | 5.071 1.766 C,H 1.103, 1.669
(120.153) (60.407) (38.623) (28.160)
C,H; 0.888
(19.021)
Cs;H;0.847
(12.954)
Leu16 9.280 (175.911) | 4.966 1.425,1.645 | C,H 1.584
(126.959) (54.216) (44.419) (28.602)
Cs1H3 0.865
()
Cs2H3 0.893
(27.891)
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Thri7 | 8.477 (173.933) | 4.569 4.099 CHs;1.154
(117.328) (63.734) (69.962) (—7)
Leul8 | 8.787 (174.874) | 4.407 1.122,1.770 | C,H 1.146
(129.268) (54.703) (43.415) (26.964)
CsiH3 0.391
(25.507)
Cs2Hs 0.682
(24.015)
Leu19 | 8.973 (177.750) | 4.494 1.155,1.411 | C,H 1.407
(126.111) (55.406) (43.213) (27.092)
CsiH3 0.746
(25.978)
Cs2H3 0.704
(25.978)
Asn20 | 7.526 (174.573) | 4.710 2.651,2.795 | N,H 7.184, 7.916
(114.046) (54.701) (41.354) (114.763)
Ser21 9.063 (173.723) | 3.950 2.032, 2.878
(123.165) (57.066) (62.415)
Thr22 | 8.166 (175.474) | 3.973 4273 C,Hs 1.307
(115.378) (65.615) (69.709) ()
Asn23 | 8.622 (174.922) | 4.832 2.853,3.832 | NyH 7.484, 7.930
(122.914) (53.471) (40.374) (114.775)
Lys24 | 8.485 (176.547) | 4.265 1796, 1.841 | C,H 1.442, 1.442
(121.275) (58.469) (32.784) (24.519)
CsH 1.695, 1.695
(29.544)
C.H 3.037, 3.073
(42.422)
Asp25 | 8.326 (176.916) | 4.524 1.955, 2.801
(115.342) (55.596) (43.386)
Trp26 | 8.104 (174.490) | 5.132 2.865, 2.972
(121.794) (55.890) (33.085)
Trp27 | 9.530 (174.485) | 5.511 2.804, 2.967
(124.771) (54.170) (31.848)
Lys28 | 8.723 (175.913) | 4.415 1.104, 1.498 | C,H 0.305, 0.948
(124.270) (55.430) (34.684) (25.911)
CsH 1.349, 1.394
(29.562)
C,H 2.614, 2.684
()
Val29 9.176 (173.995) | 5.334 2.114 C,H; 0.753, 0.835
(121.453) (59.048) (36.757) (18.876, 21.878)
Glu30 | 8.666 (174.621) | 5.332 1.861, 1.861 | C,H 2.292, 2.292
(118.996) (54.514) (32.215) (32.215)
Val31 8.657 (174.801) | 4.453 2.115 C,H; 0.929, 1.045
(124.548) (61.217) (33.928) (19.733, 21.563)
Asn32 | 9.425 (174.402) | 4.334 2.861,3.063 | N,H 7.042, 7.586
(126.251) (55.247) (37.740) (113.211)
Asp33 | 8.748 (174.748) | 4.418 2.960, 3.077
(112.100) (54.934) (38.682)
Arg34 | 8.106 (175.030) | 4.691 1.795,1.917 | C,H 1.654, 1.716
(119.743) (55.131) (32.315) (27.393)
CsH 3.218, 3.218
(43.617)
N.H 7.199
(114.751)
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GIn35 | 8.465 (175.915) | 5.333 1.739, 1.890 | C,H 2.109, 2.253
(119.853) (54.287) (31.572) (33.845)
N.H 6.713, 7.304
(110.590)
Gly36 | 8.434 (170.828) | 4.129, 4.129
(107.483) (45.554)
Phe37 | 8.492 (175.924) | 5.592 2.761,2.761 | C,H 7.024, 7.024
(117.750) (57.997) (42.204) ()
C.H 7.387, 7.387
()
CH " ()
Val3s 9.262 (—7) 4.919 1.825 C,H;0.711, 1.048
(113.319) (57.311) (33.096) (17.975, 21.538)
Pro39 (177.902) | 3.846 1.045,1.327 | C,H0.104, 0.715
(61.946) (31.143) (27.733)
CsH 2.097, 2.391
(50.297)
Alad0 7.651 (178.861) | 2.629 -0.068
(130.254) (55.137) (16.049)
Alad1 8.148 (177.864) | 4113 1.323
(113.328) (52.897) (18.002)
Tyrd2 7.920 (174.736) | 4.793 3.163,3.336 | C,H 6.830, 6.830
(116.511) (57.157) (37.725) ()
C,H 6.754, 6.754
()
Vald3 7.472 (173.648) | 5.483 1.937 C,H; 0.775, 0.794
(110.912) (58.391) (36.427) (2, 22.828)
Lys4éd | 8.739 (176.280) | 4.835 1.720,1.720 | C,H 1.373, 1.459
(118.908) (54.240) (37.042) (=)
CsH 1.642, 1.642
(30.018)
C.H 2.958, 2.958
()
Lys45 | 9.190 (—9) 4.500 1.838,1.997 | C,H 1.433,1.712
(126.137) (58.683) (33.291) (26.100)
CsH 1.642, 1.719
(29.649)
C,H 2.758, 2.846
()
Leud6 | 8.320 (176.707) | 4.573 1.498,1.565 | C,H 1.643
(125.332) (54.088) (43.729) (27.201)
Cs1Hs 0.867
(25.963)
CsoHs 0.867
(25.963)
Aspd7 | 8.619 (175.795) | 4.832 2.747, 2.881
(121.309) (53.777) (39.717)
Serd8 | 8.312 (175.436) | 4.560 3.817, 3.951
(116.622) (58.373) (64.689)
Glyd9 | 8.587 (174.886) | 4.071, 4.071
(111.630) (45.844)
Thr50 | 8.145 (175.580) | 4.408 4.364 CHs 1.196 (—)
(112.104) (61.973) (70.121)
Gly51 8.424 (174.068) | 3.853, 4.085
(110.990) (45.602)
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Lys52 | 7.724 (175.851) | 4.343 1.649,1.722 | C,H 1.344, 1.381
(120.068) (55.855) (33.698) (=)
CsH 1.628, 1.628
(29.452)
C.H 2.965, 2.965
(42.530)
Glu53 | 8.649 (174.641) | 4.534 2.010,2.122 | CH 2.350, 2.461
(122.758) (55.780) (29.538) (33.837)
Leus4 | 8.438 (177.384) | 5.412 1.375,1.617 | C,H 1.566 ()
(124.029) (53.436) (46.225) Cs1H; 0.795
(23.625)
Cs2Hs 0.837
(25.645)
Val55 | 9.106 (177.384) | 5.239 2.008 C,H; 0.804, 1.057
(124.029) (58.106) (36.203) (20.140, 24.276)
Leus6 | 9.015 (176.869) | 5.106 1.388, 1.726 | C,H 1.264 ()
(123.355) (52.793) (46.801) CaiHs 0.803
(26.541)
Cs2Hs 0.846
(24.357)
Ala57 | 9.214 (178.476) | 4.549 1.611
(127.357) (52.957) (19.755)
Leus8 | 9.238 (175.258) | 3.912 0.526,1.076 | CH 1.324 (—)
(126.607) (55.756) (43.079) CyHs 0.593
(21.950)
Cs2Hs 0.648
(25.551)
Tyr59 | 7.033 (173.398) | 4.691 2.082,3.075 | C,H 6.640, 6.640
(111.462) (54.556) (43.302) ()
C.H 6.586, 6.586
()
Asp60 | 8.281 (176.991) | 4.920 2.742, 2.888
(117.786) (54.128) (41.044)
Tyr61 8.877 (173.155) | 4.732 2.751,3.354 | C,H 7.125, 7.125
(119.377) (60.027) (43.365) ()
C.H 6.987, 6.987
()
GIn62 | 7.660 (173.764) | 4.673 1.916,1.916 | C,H 1.994, 1.994
(126.124) (54.838) (30.599) (=)
N,H 6.759, 7.432
(112.103)
Glue3 | 8.180 (175.621) | 4.380 2.145,2.236 | CH 2.575, 2.652
(122.776) (56.131) (30.130) (33.383)
Ser64 | 8.453 (174.943) | 4.668 3.869, 3.869
(117.598) (58.191) (64.582)
Gly65 | 8.360 (173.929) | 4.063, 4.220
(111.496) (45.286)
Asp66 | 8.435 (175.372) | 4.890 2.812, 2.812
(117.852) (53.966) (40.248)
Asn67 | 8.053 (174.159) | 4.723 2.566, 2.620 | N,H 6.856, 7.432
(117.060) (52.331) (40.204) (113.444)
Ala68 | 7.960 (—) 3.151 0.708
(125.697) (50.551) (17.177)
Pro69 (176.218) | 3.716 0.415,1.027 | C,H 0.901, 0.901
(62.623) (31.648) (27.569)
)
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Ser70 | 8.067 (173.872) | 4.316 3.745, 3.888
(114.298) (58.165) (63.753)
Tyr71 6.883 (174.887) | 4.866 3.043,3.253 | C,H 7.196, 7.196
(118.415) (55.083) (39.672) ()
C.H 6.844, 6.844
()
Ser72 | 8.554 (—7) 4719 3.817, 3.941
(116.950) (57.367) (62.951)
Pro73 (—9) 4532 0.661,1.322 | CH 1.161, 1.686
(61.507) (29.776) (26.859)
CsH 3.302, 3.567
(50.001)
Pro74 (—9) 4.741 1.999,2.330 | C,H2.001, 2.196
(61.690) (30.166) (27.776)
CsH 3.189, 3.871
(50.617)
Pro75 (—9) 4.659 1.839,2.274 | C,H 1.938, 2.001
(61.405) (30.547) (27.776)
C:H 3.607, 3.731
()
Pro76 (—9) 3.906 1.401,1.504 | CH 1.672, 1.965
(61.578) 30.252 (27.719)
CsH 3.494, 3.703
(50.441)
Pro77 (—9) 4.225 (=) | 1.875,2.153 | CH 1.725, 1.877
(31.700) (26.906)
CsH 2.055, 3.019
(50.136)
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Abstract We have designed a chimeric protein by connecting a
circular permutant of the a-spectrin SH3 domain to the proline-
rich decapeptidle APSYSPPPPP with a three-residue link. Our
aim was to obtain a single-chain protein with a tertiary fold that
would mimic the binding between SH3 domains and proline-rich
peptides. A comparison of the circular-dichroism and fluores-
cence spectra of the purified chimera and the SH3 circular
permutant showed that the proline-rich sequence occupies the
putative SH3 binding site in a similar conformation and with
comparable interactions to those found in complexes between
SH3 and proline-rich peptides. Differential scanning calorimetry
indicated that the interactions in the binding motif interface are
highly cooperative with the rest of the structure and thus the
protein unfolds in a two-state process. The chimera is more
stable than the circular permutant SH3 by 6-8 kJ mol~! at
25°C and the difference in their unfolding enthalpy is approx-
imately 32 kJ mol~!, which coincides with the values found for
the binding of proline-rich peptides to SH3 domains. This type
of chimeric protein may be useful in designing SH3 peptide
ligands with improved affinity and specificity.

© 2003 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier B.V. All rights reserved.

Key words: Src-homology region 3 domain;
Proline-rich peptide; Protein-ligand binding; Protein folding;
Protein stability; Differential scanning calorimetry

1. Introduction

Src-homology region 3 (SH3) domains are probably the
most widely known modules for molecular recognition [1],
which has resulted in their becoming important targets for
ligand design. They interact with proline-rich sequences,
with a preserved PxxP binding motif, adopting a poly-proline
IT (PPII) helical conformation. The binding site of SH3 do-
mains consists of a hydrophobic surface containing three shal-
low pockets defined by preserved aromatic residues [2]. Two
of the pockets accommodate each of the prolines, accompa-

*Corresponding author. Fax: (34)-958-272879.
E-mail addresses: jemh@ugr.es (J.C. Martinez), conejero@ugr.es
(F. Conejero-Lara).

Abbreviations: SH3, Src-homology region 3; p4l, decapeptide of se-
quence APSYSPPPPP; S19P20s, circular permutant of the o-spectrin
SH3 domain cut between positions S19 and P20 with its N- and C-
ends linked; SPCp41, chimeric SI9P20s elongated from its C-terminus
with a three-residue link of sequence DGN plus the p4l sequence;
DSC, differential scanning calorimetry; CD, circular dichroism

nied by a hydrophobic residue in the PxxP motif. The third
pocket, known as the ‘specificity pocket’, is flanked by the RT
and n-src loops, which play an important role in both the
affinity and the specificity of the interaction [1].

An understanding of the thermodynamic determinants of
the affinity and specificity of the SH3 domains is of particular
importance in being able to predict ligands for proteins of
particular interest and, in some cases, to design ligands for
the specific inhibition of interactions in vivo. The thermo-
dynamic dissection of protein-ligand interactions involves
laborious titration experiments with systematically modified
ligands, usually carried out by isothermal titration calorimetry
(ITC) [3]. In the case of SH3 domains this implies the use of
considerable quantities of protein and expensive synthetic
peptides, which may explain why only a few calorimetric stud-
ies into the binding between SH3 domains and proline-rich
peptides have been undertaken [4-7].

The folding properties of SH3 domains are also well char-
acterised both by experimental [§-14] and computational
methods [15-18]. Although the folding kinetics of this family
of small domains appears to be mainly determined by the
chain topology of the native state [14,15,19,20], it has been
shown that this topology can be changed in the SH3 domain
of a-spectrin by circular permutation without affecting the
overall fold [19,21]. The RT-loop of one of the circular per-
mutants, S19P20s, is open (cf. Fig. 1A) and the new C-termi-
nus is quite close to the binding site for proline-rich peptides,
adjacent to the specificity pocket. This topology allows us to
engineer chimeric variants of this circular permutant with an
extended chain sequence that mimics in its fold the interac-
tions with proline-rich peptides. On the basis of this approach
it should be possible to design new interactions at the do-
main-ligand interface by simple site-directed mutagenesis in
these chimeras and to characterise the effects produced by
studying the thermodynamics of their folding—unfolding.

We describe here the design, isolation and characterisation
of a chimeric protein obtained by connecting the circular per-
mutant S19P20s of the SH3 domain of o-spectrin to the se-
quence of a proline-rich ligand designed previously for the
ADbI-SH3 domain [22]. The results highlight the common ther-
modynamic features between protein-ligand binding and pro-
tein folding.

2. Materials and methods

The gene encoding the chimeric proteins was obtained by polymer-
ase chain reaction (PCR) [23], extending the 3’-end DNA sequence of
the circular permutant SI9P20s to obtain the following amino acid
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sequence: MGPREVTMKKGDILTLLNSTNKDWWKVEVNDRQ-
GFVPAAYVKKLDSGTGKELVLALYDYQEKSxxxAPSYSPPPPP,
where the underlined residues are the new amino acids added to the
C-terminus of the original SI9P20s sequence and xxx represents a
two- or three-residue connection of variable composition. The DNA
fragments were cloned into a pPBAT4 plasmid [24] and expressed into
Escherichia coli BL21/DE3 (Novagen). The proteins were purified as
described elsewhere [25].

Prior to the experiments the samples were thoroughly dialysed
against the appropriate buffers. Protein concentration was measured
using extinction coefficients determined by Gill and von Hippel’s
method [26].

Differential scanning calorimetry (DSC) experiments were per-
formed in a VP-DSC microcalorimeter (Microcal) at a scan rate of
90°C/h. The protein concentration in all DSC experiments was
~1 mg/ml. The temperature dependence of the molar partial heat
capacity (Cp) of SH3 was calculated from the DSC data and analysed
using Origin 6.1 (OriginLab). C, curves were fitted by a non-linear
least-squares method using the two-state unfolding model as described
elsewhere [19].

Titration experiments following the change in intensity of trypto-
phan fluorescence were carried out to monitor the binding of decap-
eptide p4l to the SH3 variants. Protein samples were thermostatised
at 25°C in the cuvette of the fluorimeter at a concentration of =25
UM. Fluorescence spectra were recorded between 305 and 400 nm at
different p41 concentrations from 0 to =1 mM. The excitation wave-
length was 298 nm. The titration curves were analysed as described
elsewhere [22].

Circular dichroism (CD) measurements were made in a tempera-
ture-controlled Jasco J-715 spectropolarimeter. Far-UV and near-UV
CD spectra were recorded at 25°C in 20 mM glycine at pH 3.0 using
cuvettes of 1 and 5 mm path length, respectively. Sample concentra-
tions were =0.2-0.25 mg/ml for the far-UV and =2-2.5 mg/ml for
the near-UV spectra. Baseline spectra obtained with pure buffer were
subtracted for all spectra. The CD signal was expressed as molar
ellipticity for the sake of comparison.

The thermal unfolding of S19P20s and SPCp41 was followed by
recording the CD signal in both the far-UV (234 nm) and near-UV
(295 nm) ranges at different temperatures between 5 and 95°C. The
thermal profiles were corrected by subtracting the profiles obtained
with pure buffers under identical conditions. The unfolding profiles
were analysed according to the two-state model as reported elsewhere
[27].

Computer analysis, structural alignment and modelling of protein
structures were performed with the programme Swiss PDB viewer
[28].

3. Results and discussion

The aim of this work was to design a single-chain chimeric
protein that would mimic in its tertiary fold the typical inter-
actions between proline-rich peptides and SH3 domains. Our
first step was to make a computer model of this chimera using
the crystal structure of the complex between the Abl-SH3
domain and the decapeptide p41 as a template [29]. Initially,
we aligned the crystal structures of the Abl-SH3 domain in its
complex with p41 (PDB: 1BBZ) and the circular permutant
S19P20s (PDB: 1TUC) [21]. The root mean square deviation
(RMSD) for all the backbone atoms was 1.37 A. The main
side chains in the consensus binding site of the SH3 domains
were well conserved between AbI-SH3 and S19P20s (Tyr7,
Phe9, Trp36, Trp47, Pro49 and Tyr52 for Abl-SH3, versus
Tyr57, Tyr59, Trp24, Phe35, Pro37 and Tyr40 in S19P20s)
and the spatial arrangement of the side chains was very sim-
ilar for all of them (Fig. 1B). Subsequently we made a model
of the complex between p4l and S19P20s by replacing the
Abl-SH3 domain with S19P20s and finally we connected the
S19P20s and p41 main chains with a short link of two to three
residues, as illustrated in Fig. 1B. No clashes in the model
were found. We did not attempt to model any additional
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Fig. 1. A: Schematic view of the backbone chains in the alignment
between the crystal structures of the Abl-SH3 domain in its complex
with the decapeptide p41 (cyan) (PDB: 1BBZ) [29] and the circular
permutant S19P20s (green) (PDB: 1TUC) [21]. The side chains
forming the SH3 binding site have been highlighted for both do-
mains (Abl-SH3 in red and S19P20s in blue). The arrow indicates
the location of the C-terminal end in S19P20s. B: Schematic view
showing a model of the structure of the chimeric domain SPCp4l.
The chain sequence corresponding to S19P20s is represented with
ribbons. The decapeptide p41 and the backbone of the three-residue
link connecting it with the S19P20s chain are coloured red and or-
ange, respectively. The side chains of residues in the SH3 domain
interacting with the p41 sequence are shown in blue.

interactions involving the two to three residues link. For
this link we tried several sequences. The designed chimeras
were cloned and expressed in E. coli and purified to homoge-
neity as stated in Section 2.

We made preliminary tests of the thermal stability of all the
chimeric proteins compared to S19P20s by running single
DSC experiments in 20 mM glycine at pH 3.5. All the chime-
ras were more stable than S19P20s by 5-10°C, suggesting the
formation of stabilising interactions between the SH3 domain
and the extended sequence. The most stable chimera con-
tained the link GDN and the deletion of K62, close to the
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C-terminus in the S19P20s sequence. This deletion was in-
tended to release any possible constraints produced by
charge-charge interactions in the region of the link. We
named this chimera SPCp41.

To characterise the conformation of the extended chain se-
quence within SPCp4l we measured the CD spectra of
SPCp41, S19P20s and the isolated p41 peptide at pH 3.0
and 25°C (Fig. 2) in both the far-UV (panel A) and near-
UV (panel B) wavelength ranges, and calculated the difference
spectra between SPCp41 and S19P20s. The far-UV CD spec-
trum of S19P20s is very similar to that of the wild-type
o-spectrin SH3 domain [8], which accords with the similarity
in their structures [21,30], whilst the spectrum of SPCp41 has
a larger negative ellipticity. The far-UV CD spectrum of iso-
lated p41 is quite similar to those reported elsewhere for other
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Fig. 2. A: Far-UV CD spectra of SPCp4l (squares), S19P20s
(circles) and the isolated p41 decapeptide (triangles) in 20 mM gly-
cine buffer, pH 3.0, 25°C. The dashed line represents the difference
spectra between SPCp4l and S19P20s. B: Near-UV CD spectra for
the same protein systems and conditions as those in panel A. Sym-
bols and lines are also the same. C: Fluorescence spectra of
SPCp41 (solid line), S19P20s (dashed line) and S19P20s in the pres-
ence of 1.5 mM of p4l (dotted line) under the same conditions as
those of panels A and B. Excitation wavelength =298 nm.
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Fig. 3. A: Temperature dependence of the partial molar heat ca-
pacity, Cp,, of SPCp4l at several pH values, as indicated in the plot.
The experimental data are represented by open symbols. The solid
lines represent the non-linear least-squares fitting to the whole set of
C, curves using the two-state unfolding model, in which the heat
capacity functions for the native and the unfolded states (dashed
lines) and the enthalpy change upon unfolding are considered to be
independent of pH. B: Plot of the increase in enthalpy upon un-
folding, AH,,, versus the unfolding temperature, Tp,, for SPCp4l
(circles) and S19P20s (squares). Open squares correspond to the
data reported elsewhere for SI19P20s [19]. The dashed lines represent
the temperature dependence of the unfolding enthalpy obtained di-
rectly from the overall fittings using the two-state model.

proline-rich peptides in solution [31], compatible with a par-
tial propensity to adopt a PPII helical conformation. In con-
trast, the difference spectrum between SPCp41 and S19P20s,
which mainly characterises the backbone conformation of the
chain extension, shows both in shape and intensity the typical
characteristics of the CD spectrum of a PPII helix, with a
positive band at 228 nm and a negative band at 204 nm
[32,33]. This is consistent with the conformation usually ob-
served for proline-rich peptides bound to SH3 domains and
also found in the conformation of p41l in complex with Abl-
SH3 [29].

The near-UV CD spectrum of SPCp41 has a clearly greater
positive ellipticity than that of S19P20s. This difference is
most pronounced at around 278 nm, which indicates the im-
mobilisation of the tyrosine side chains in SPCp41 within the
binding pocket of the SH3 motif due to contacts with the 13-
residue extension, which accords well with the interactions
observed between p41 and several aromatic residues of Abl-
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SH3 in the crystal structure of the complex [29]. An addition-
al, though smaller, difference in CD occurs at around 294 nm,
indicating changes in the environment of a tryptophan side
chain, most probably Trp24.

Titration of S19P20s with p41 monitored by tryptophan
fluorescence produced a clear increase in intensity and a
blue shift at the fluorescence spectrum’s maximum, which
was undoubtedly caused by the binding of p41 to the SH3
binding site (data not shown), as observed elsewhere for the
Abl-SH3 domain [22]. This indicates that S19P20s is capable
of binding the decapeptide p41, although with quite low af-
finity (Kp=160%34 puM). The fluorescence spectrum of
SPCp41, on the other hand, was completely unaffected by
the addition of increasing amounts of p4l, suggesting that
the binding site was occupied by the extended sequence in
the chimera. The fluorescence spectrum of SPCp41 was very
similar to that of S19P20s saturated with p41 (Fig. 2C), in-
dicating that the environments of Trp24 in the chimera
SPCp41 and in the SI9P20s—p41 complex are very similar.

We made a more detailed characterisation of the thermal
unfolding of SPCp41 by DSC. Fig. 3A shows the heat-ca-
pacity profiles, C,, obtained at different pH values between
2.0 and 7.0. The curves were fitted using the two-state unfold-
ing model with the same method employed previously for the
analysis of the DSC curves of the circular permutant SI9P20s
[19]. The quality of the fitting indicates that SPCp41 unfolds
in a two-state process under all the conditions investigated.
This result also reveals that the interactions between the SH3
motif and the p4l sequence are highly cooperative with the
rest of the domain’s structure.

For comparison, we made additional DSC experiments with
S19P20s under the same conditions used for SPCp41. Table 1
shows the thermodynamic parameters of the unfolding of
these two proteins at different pH values. The unfolding pa-
rameters for S19P20s are similar to those found in a previous
work [19]. Fig. 3B shows the correlation between the unfold-
ing enthalpy, AH,,, and the transition temperature, Tp,, for
both proteins. It is clear from the plot that the unfolding
processes of the two proteins have quite different enthalpy
functions, the unfolding enthalpy of the chimeric protein
being significantly higher than that of S19P20s. The difference
in enthalpy between the two correlations was about 32 kJ
mol~! at 50°C and hardly changed with temperature (Fig.
3B). This difference with opposite sign would account for
the net enthalpy balance of the interactions between the p4l

Table 1

Thermodynamic parameters for the unfolding of SPCp4l and
S19P20s deriving from an analysis of the DSC curves according to
the two-state unfolding model

pH Protein T AHy, AGy (25°C)
(°C) (kJ mol™1) (kJ mol™!)
2.0  SI9P20s - - -
SPCp41l 45.5+0.1 160+ 1 8.5+0.6
2.5 SI9P20s 32.740.6 88+3 1.940.3
SPCp4l 47.7+0.1 175%1 10.2+0.7
3.0  SI9P20s 45.7+0.3 13142 6.3%0.7
SPCp4l 55.8%0.1 197+1 146+1.2
3.5  SI9P20s 55.14£0.3 154+2 9.6+1.2
SPCp4l 62.7%0.1 207+1 17.5+1.7
7.0 SI9P20s 59.240.2 178 +2 12514
SPCp4l 64.4%0.1 213%1 18.6+1.8
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sequence and the SH3 binding site. This enthalpy is of similar
magnitude and sign to the enthalpy of binding of the isolated
p41 decapeptide to the wild-type o-spectrin SH3 domain mea-
sured directly by ITC (results not shown) and is also similar
to the enthalpies found for the binding of other proline-rich
peptides to different SH3 domains [6,7], which implies that the
contribution of new interactions involving the cross-link se-
quence to the enthalpy of unfolding of SPCp41 is negligible.

The thermal unfolding of SPCp41 and S19P20s was also
followed by CD both in the far-UV and near-UV wavelength
ranges at pH 3.0 (results not shown). All the unfolding pro-
files are very well described by the two-state model with equal
enthalpy and Ty, values in the two wavelength ranges and also
very similar to those found by DSC, which confirms the two-
state character of the unfolding of both proteins.

Table 1 includes the calculated Gibbs energy of unfolding
for SPCp41 and S19P20s at 25°C. The difference in stability at
25°C between both species varies between 6.1 and 8.3 kJ
mol™!, depending upon the pH. This would in principle be
related to the Gibbs energy balance upon the severing of the
interactions between the extended sequence and the binding
motif in SPCp41.

From the Gibbs energy of folding of S19P20s
(AGY, g sp3 = —6.4%0.7 kJ mol™") and the standard Gibbs en-
ergy of binding of p41 to S19P20s (AGgind=*21.7iO.5 kJ
mol™!), both at pH 3.0 and 25°C, the Gibbs energy of folding
and docking of the S19P20s-p41 complex at 1 M standard
state can be estimated as: AGY, - =AGY | 43 TAGY, 4, Which
is equal to —28.1+1.2 kJ mol~'. Compared to this, and
assuming the absence of enthalpy effects produced by cross-
linking, as referred to above, the Gibbs energy of folding
of SPCp4l (—14.6%1.2 kJ mol™') can be expressed as:
AGimera = AGlyq st3 FAGY g — TASY, - where the last quantity
is the contribution to the stability of the system arising from
the change in configurational entropy upon the insertion of
the three-residue link between the two polypeptide chains. The
subtraction of these two Gibbs energy values allows us to
estimate —7TAS) ., which is equal to 13.5%2.4 kJ mol™!. Ac-
cording to this calculation, the introduction of the cross-link
would add a large unfavourable entropic term to the stability
of the chimera SPCp41l compared to that of the complex
between S19P20s and p41. The entropic contribution of intro-
ducing a six-residue cross-link in a dimeric system of two
associating helices has recently been calculated theoretically
[34]. The authors also report a similar entropic destabilisation
(13.4 kJ mol™!) upon cross-linking the helices at 1 M standard
state and 300 K. This paradoxical result appears to arise from
the fact that these magnitudes correspond to the 1 M standard
state concentration, which is unrealistically high for macro-
molecules. For a more realistic reference state (1 uM concen-
tration of reagents) the entropic contribution deriving from
cross-linking the helices becomes strongly stabilising (—21 kJ
mol~!), as might be expected.

In our system, using as reference state a concentration of
reactants of 50 uM, similar to that of the titration experi-
ments, the Gibbs energy of binding between p4l and
S19P20s, AGping, is 2.8+ 1.2 kJ mol™!, indicating that at this
reference concentration the complex is intrinsically unstable.
Under these conditions, —TASj,k 1s calculated as —11.0x2.4
kJ mol™!, which is comparable to the values reported theo-
retically and experimentally for other systems [34]. Therefore,
the cross-link adds extra stability to the interactions at the
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binding interface within the chimera SPCp41, which in turn
behaves as a two-state unfolding protein.

In spite of this two-state behaviour, the thermodynamic
magnitudes of unfolding of SPCp4l are strongly biased by
the thermodynamics of the interactions between the SH3 mo-
tif and the p41 sequence, as can be seen in Table 1. Therefore,
with all other factors constant, changes in these interactions
will be reflected in changes in the thermodynamic parameters
of unfolding of the chimera, quantifiable by DSC.

We conclude that the chimeric protein described in this
work mimics the structural and energetic features of the bind-
ing process between the SH3 domain and the ligand p41, with
a PPII helix conformation for the p4l sequence, a similar
immobilisation of aromatic residues at the binding interface
and an interaction enthalpy at the interface analogous to that
reported for the binding of proline-rich peptides to other SH3
domains.

There are two comparable examples in the literature of the
intra-molecular binding of a proline-rich sequence to an ad-
jacent SH3 domain, one being part of the natural regulatory
mechanism of the T-cell-specific kinase ITK [35] and the other
an artificial fusion between the Hck-SH3 domain and a pro-
line-rich sequence of human GAP [36]. In these proteins, how-
ever, the proline-rich sequences were connected by a long
polypeptide segment to the N- and C-terminus of the SH3
motif, respectively. The SPCp41 chimera, on the other hand,
has a novel topology and a very short link of three residues,
as a result of using a circular permutant of the SH3 domain,
thus bringing its C-terminus very close to the binding site. In
all cases the ligand sequence occupies intra-molecularly the
binding site favoured by the removal of configurational en-
tropy for the bi-molecular binding reaction. One of the rea-
sons for the high unfolding cooperativity of SPCp41 may be
the shortness of the link, which would result in a relatively
small conformational entropy loss upon the immobilisation of
the extended sequence at the binding site. Consequently, the
thermal unfolding of this chimera agrees with a simple two-
state process, which is easy to characterise energetically by
typical unfolding experiments such as DSC.

In addition to a general interest in the design of these chi-
meric constructions in protein folding, the possibility also ex-
ists of their being used as tools to optimise interactions at the
binding site of SH3 by site-directed mutagenesis and simple
stability measurements. This may short-cut the traditionally
inefficient and expensive procedures used until now to design
peptides with improved affinity and specificity for SH3 do-
mains.
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Abstract Here we present the high-resolution NMR structure
of a chimera (SPCp41) between a-spectrin SH3 domain and
the decapeptide p41. The tertiary structure mimics perfectly
the interactions typically found in SH3-peptide complexes and
is remarkably similar to that of the complex between the sepa-
rate Spc-SH3 domain and ligand p41. Relaxation data confirm
the tight binding between the ligand and SH3 part of the chi-
mera. This chimera will serve as a tool for a deeper understand-
ing of the relationship between structure and thermodynamics of
binding using a combination of NMR, stability and site-directed
mutagenesis studies, which can lead to an effective strategy for
ligand design.

© 2007 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: NMR; Protein structure; Chimeric protein; SH3;
Proline-rich peptide

1. Introduction

Adapter domains that recognize proline-rich sequences are
considered to be of key importance as they mediate transient
protein—protein interactions that are involved in signal trans-
duction. The Src-homology region-3 (SH3) domains are an
example of these classes of small protein modules. Their inter-
actions with polyproline peptides have been found to be highly
promiscuous and relatively weak, with binding affinities rang-
ing between 5 uM and 100 pM [1,2]. Several residues of the
peptide are in a polyproline I (PPII) helical conformation
within the complex that is positioned on top the hydrophobic
surface of the SH3 domain defined by the side chains of pre-
served aromatic residues, flanked by the n-Src and RT loops,

“Corresponding author. Fax: +34 958 272879.
E-mail address: najvan@ugr.es (N.A.J. van Nuland).

Abbreviations: SH3, Src-homology domain 3; Spc-SH3, SH3 domain
of chicken brain a-spectrin; R21A Spc-SH3, the R21A mutant of Spc-
SH3; p41, APSYSPPPPP decapeptide; SPCp4l, single-chain chimeric
protein made by fusion between Spc-SH3 and p4l; NMR, nuclear
magnetic resonance; NOESY, nuclear Overhauser enhancement spec-
troscopy; TOCSY, total correlation spectroscopy; RMSD, root mean
square deviation

which play an important role in both the affinity and the spec-
ificity of binding [3-5].

SH3 domains are known to be involved in a variety of dis-
eases [3,4,6,7] and thus have become very important targets
for drug design [7,8]. The success in the design of high-affinity
ligands for these small domains is, however, limited as the
structural-thermodynamic determinants of binding affinity
and specificity in these interactions are not well understood.
One of the reasons for the relatively slow progress in under-
standing the determinants of SH3-peptide binding affinity
and specificity is the difficulty in linking the structural informa-
tion with a quantitative accounting of the energetics of these
interactions [5,9-14]. This is due, in part, to the difficulty in
determining high-resolution structures of low-affinity SH3-li-
gand complexes, which are often difficult to crystallize for X-
ray diffraction and show few NOEs between the binding part-
ners in nuclear magnetic resonance (NMR) studies. Addition-
ally, most efforts to elucidate the determinants of binding have
generally relied upon laborious titration studies, mainly by iso-
thermal titration calorimetry, involving the use of wvast
amounts of protein and costly systematically-modified syn-
thetic peptides, which explains the relatively small amount of
this kind of studies in the literature. One of the possible ap-
proaches to circumvent these problems is to link covalently
the two binding partners so that the intramolecular SH3—pep-
tide complex is stabilised entropically.

With these aims we have previously designed a chimeric pro-
tein, named SPCp4l, which includes the decapeptide APS-
YSPPPPP (p41) covalently attached to the o-spectrin SH3
domain (Spc-SH3) [15]. In this design we used a three-residue
linker to attach p41 to a circular permutant of Spc-SH3 (Spc-
S19P20s), which has its new C-terminus at the RT-loop, quite
close to the binding site for proline-rich peptides and adjacent
to the specificity pocket [16]. On the basis of the higher stabil-
ity observed for SPCp41 relative to Spc-S19P20s and the struc-
tural differences observed by CD and fluorescence, we
proposed that the p4l sequence occupies the putative SH3
binding site in a similar fashion to that usually found in the
SH3-peptide complexes. The p41 ligand was initially designed
as a high-affinity ligand for the Abl-SH3 domain [2] and binds
the Spc-SH3 domain and some of its mutants with moderate
affinity (50-100 pM) [17,18].

Here we present the high resolution NMR structure of
SPCp41 and show that its three-dimensional structure contains
the interactions typically found in the complexes between SH3

0014-5793/$32.00 © 2007 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Table 1
Structural statistics for the 20 conformers of SPCp41?*

Restraints®
Short-range (|i—j] < 1) 725
Medium range (2 < |i—j| < 4) 144
Long range (|ij] = 5) 712
Torsion angle restraints

PHI 40

PSI 38

All 1659
Restraint statistics® .
Distance violations >0.0 A 0
Torsion angle violations >0° 0
Target function value (Az)
Average/best 0.066/0.046
Pairwise RMSD* of residues 7-77 in A
Backbone N, CA, C’ 0.34 £ 0.06
Heavy atoms 0.78 £ 0.09
Ramachandran plot®
Most favoured regions (%) 73.5
Additional allowed regions (%0) 24.4
Generously allowed regions (%) 0.5
Disallowed regions (%) 1.6

“The statistics is obtained from an ensemble of twenty lowest-energy
structures for SPCp41 chimera.

PRestraint statistics reported for unique, unambiguous assigned NOEs.
“Violations are only reported when present in six or more structures.
dCoordinate precision is given as the average pair-wise Cartesian
coordinate root mean square deviations over the ensemble.

“Values obtained from the PROCHECK-NMR analysis [27] excluding
the first seven highly flexible residues.
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domains and proline-rich peptides. Furthermore, the SH3:p41
interactions are closely similar to those in the complex between
the separate ligand p41 and the R21A mutant of Spc-SH3 [17].
This chimera will now facilitate extensive structure-based ther-
modynamic studies of the interactions at the SH3:peptide
interface by the use of site-directed mutagenesis in combina-
tion with stability measurements and high-resolution NMR.

2. Materials and methods

2.1. Protein expression and purification

The plasmid pETM-11 (Protein Expression and Purification Core
Facility, EMBL Heidelberg, Germany) containing the chimera
SPCp41 gene covalently linked to a N-terminal 6xHis tag and a
TEV protease cleavage site was expressed in Escherichia coli
BL21(DE3) strain (Novagen). Protein expression was induced
(ODgop = 0.6-0.8) with 1 mM IPTG at 37 °C overnight. Cells were
resuspended in 50 mM phosphate, 0.3 M NaCl, pH 8.0 buffer (Column
Buffer: CB) and broken in a French press. The supernatant was loaded
on 5mL of Ni-NTA resin (Qiagen) equilibrated with CB and washed
with CB, CB + 20 mM imidazole and CB + 50 mM imidazole. The
protein was eluted with CB + 500 mM imidazole and dialyzed in
TEV buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5 mM EDTA) to eliminate
imidazole. The His-tag was cleaved by incubation at room temperature
overnight with TEV protease in presence of 1 mM ditiothreitol. The
cleaved SPCp41 was recovered by a second Ni-NTA chromatography
step. °N- and '*C/'*N-labelled proteins were purified from cells grown
in M9 minimal medium containing either ’NH4CI (Tracer Tecnolo-
gias Analiticas S.L.) or "’NH,CI and ('*Cg)p-glucose (Spectra Stable
Isotopes) as the sole sources of nitrogen and carbon, respectively. Sam-
ple concentration was determined spectrophotometrically using an
extinction coefficient of 16502 M~ cm™', determined using the Gill
and von Hippel method [19].
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Fig. 1. 800 MHz 'H-'*N HSQC spectrum of the SPCp41 chimera recorded at 30 °C. Assignments are indicated by the corresponding residue number
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2.2. NMR spectroscopy

All NMR spectra were recorded on 1 mM SPCp41 samples in 93%
H,0/7% D,O or in D,O in 20 mM D5-glycine buffer pH 3.5 at
30°C on a Bruker US2 800 MHz spectrometer. Two-dimensional
homonuclear 'H total correlation spectroscopy (2D TOCSY, 60 ms
mixing time) [20] and nuclear Overhauser enhancement spectroscopy
(2D NOESY, 100 ms mixing time) [21] spectra were acquired on a
unlabelled sample in H,O and D,O. 2D heteronuclear single quantum
correlation (°N-HSQC), 'N-TOCSY-HSQC and N-NOESY-
HSQC [22] were acquired on a '*N-labelled sample. Triple resonance
spectra CBCA(CO)NH, CBCANH, HNCA, HN(CO)CA, HNCO
and HCCH-TOCSY were recorded on a '*C/"’N-labelled sample [23].

NMR data were processed using XWINNMR/TOPSPIN (Bruker
Biospin, Karlsruhe, Germany) or NMRPipe [24], and analyzed by
SPARKY (T.D. Goddard and D.G. Kneller, University of California)
or NMRVIEW [25].

2.3. Spectral assignment

HNCA, HN(CO)CA, CBCANH, CBCA(CO)NH and HNCO
experiments were used for the backbone assignment and HCCH-
TOCSY and "’N-TOCSY-HSQC for the side-chain assignment. The
assigned resonances have been deposited in the BloMagResBank data-
base with accession code 15013.

2.4. Structure calculation

NOE cross peaks, obtained from the high-resolution 800 MHz 2D
NOESY spectra, were assigned using the automated NOE assignment
of CYANA [26]. Phi and psi torsion angle restraints were included
based on analysis of HN, N, 1H(,,, 13Ca, 13CO and ”CB chemical
shifts using the program PREDITOR [27]. The standard protocol
[26] was used with seven cycles of combined automated NOE assign-
ment and structure calculation of 100 conformers in each cycle, of
which the 20 structures with lowest target function value were selected
for further minimization and analysis. Input data and structure calcu-
lation statistics are summarized in Table 1. PROCHECK-NMR [28]
was used to analyze the quality of the structures and MOLMOL [29]
and PYMOL (http://www.pymol.org/) for visualization. The structural
coordinates and experimentally derived restraints have been deposited
in the Protein Data Bank with accession number 2JMC.

Solvent-accessible surface areas (ASA) were calculated using the
program NACCESS [30] using the default parameters for the water
probe radius (1.4 A), z-slice (0.05 A) and van der Waals radii. The bur-
ied surface area within the chimera was calculated by assuming resi-
dues 1-67 as the SH3 domain and residues 68-77 as the p4l part of
the chimeric protein.

2.5. Heteronuclear NOE experiments

"H-'N steady-state NOEs of SPCp41 were obtained from two series
of 2D experiments with coherence selection achieved by pulse field gra-
dients [31] at 30 °C at 800 MHz and on a Varian NMR Systems

Fig. 2. Stereo view of the ensemble of 20 lowest-energy NMR
structures of the SPCp4l chimera superimposed on the backbone
atoms (N, Ca, C’) of residues 7-77.
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600 MHz spectrometer at 25°C. The 'H-'°N heteronuclear NOEs
were determined from the ratio of peak intensities with and without
the saturation of the amide protons for 3 s.

3. Results and discussion

3.1. The structure of the chimera SPCp41

'H, 5N and '*C assignments were obtained by the use of the
combination of selected triple-resonance spectra. Fig. 1 shows
a 'N-'>N HSQC spectrum of SPCp41 with the 'H and '*N
assignment indicated. Fig. 2 shows a stereo representation of
the superposition of the ensemble of 20 SPCp41 structures de-
rived from the automatic NOE assignment protocol in CYA-
NA (see Section 2). The ensemble fulfils very well the
experimental data (Table 1). Moreover, the structures satisfy
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Fig. 3. Comparison of the backbone dynamics and backbone RMSD
calculated over the ensemble of 20 structures presented in Fig. 2. (A)
Bar diagram of the backbone positional RMSD calculated using
MOLMOL. (B) The heteronuclear 'H-'>N' NOEs (H-N NOE)
measured at 600 and 800 MHz are presented. Errors are estimated to
be in the order of 2%. The different structural elements are shown in
the centre of the two panels with B-strands numbered as in WT a-
spectrin SH3.
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all convergence criteria for successful structure calculations
using CYANA [32]. The success of the approach can be attrib-
uted to the use of a single high-quality 800 MHz 2D NOESY
spectrum and the complete set of assignments of almost all
proton frequencies (>95%) used for the automatic NOE
assignment stage and the addition of torsion angle restraints
derived form the combination of selected 'H, !N and '*C
chemical shifts. The "H-'>N NOE data reveal a good correla-
tion with the backbone root mean square deviations (RMSD)
of the calculated ensemble (Fig. 3). The structural disorder ob-
served for the N-terminus, loop 48-52 and the linker region
(residues 65-67) connecting the SH3 domain to the p41 ligand
(residues 68-77) can be ascribed to the higher flexibility in
these regions of the protein as indicated by the smaller hetero-
nuclear NOE values. Moreover, the NOE values following the
linker region, which corresponds to the first five residues of the
p41 part, increase and are closely similar to those of the more
rigid regions of the protein, confirming the tight intramolecu-
lar binding between the ligand and SH3 domain part in the chi-
mera.

Fig. 4 shows a superposition of the structure of SPCp41 on
that of the circular permutant Spc-S19P20s (pdb code: ITUC
[16]) that was used as template for the chimeric protein. The
SH3 part of the structure is very similar to the Spc-S19P20s
structure with a backbone pair wise RMSD of 0.87 A. The
structure is also closely similar to that of the R21A mutant
of Spc-SH3 (pdb code: 2JMA) that was recently determined
by NMR [17] with a backbone pair wise RMSD of 0.83 A.
Moreover, the unfavorable torsion angles for residue 47 found
in the WT X-ray structure of Spc-SH3 [33] and in the NMR
structure of R21A Spc-SH3 [17] as well as for the correspond-
ing residue in Spc-S19P20s [16] is also present in all structures
of the SPCp41 NMR ensemble (residue Asn32). The positive ¢
angle sign for Asn32 was experimentally confirmed by the
analysis of a ""N-HSQC derived spectrum [34].

3.2. Comparison between the SPCp41 chimera and the R21A
Spc-SH3: P41 and complex
Fig. 5 shows the binding interface of SPCp41 and that of the
R21A Spc-SH3:pP41 complex [17]. The p4l ligand adopts a

Fig. 4. Stereoview of the lowest-energy SPCp4l structure (blue)
superimposed on the WT X-ray structure of the permutant Spc-
S19P20s (1TUC, green) and a representative NMR structure of the
R21A Spc-SH3:p41 complex (2JMA, only the SH3 domain is shown in
red) for comparison. Superposition was done on the backbone N, Ca,
C’ atoms of 8-46 and 53-62 of SPCp41 on the corresponding residues
23-61 and 7-16 in Spc-S19P20s and in R21A Spc-SH3, respectively.
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very similar conformation in both structures (Fig. SA). Small
structural differences are mainly around Tyr4, likely due to
adapting to the slightly different conformation of the chain
at the RT loop (Lys18 in R21A Spc-SH3 forms a H-bond with
Tyr4 of p4l). The aromatic residues and Pro39 in SPCp4l
(Pro54 in R21A Spc-SH3), highly preserved among SH3 do-
mains and critical for binding polyproline motifs, are posi-
tioned in the same way in both structures (Fig. 5B). We used
LIGPLOT [35] to analyze hydrophobic contacts and hydrogen
bonds within the chimera and the R21A Spc-SH3:P41 com-
plex; the results are summarized in Table 2. Generally the same
contacts are found in the two protein-ligand complexes,
although a few differences are observed. The absence or pres-
ence of certain contacts are due to the structural differences
around Tyr4 of p4l in relation to the original RT loop in
R21A Spc-SH3, partly due to the absence of the H-bond part-
ner in SPCp41 (Lys18 in R21A Spc-SH3). If we assume the p41

Fig. 5. The SPCp41 and R21A Spc-SH3:p41 binding interface. (A)
Stick representation of SPCp41 (p41 blue, SH3 cyan mesh) and p4l in
complex with R21A Spc-SH3 (p41 yellow, SH3 red mesh). Structural
differences are mainly around Tyr4 likely due to the absence of the H-
bond partner in SPCp41 (Lys18 in R21A Spc-SH3). (B) Residues of
SH3 involved in binding (SPCp41 red, R21A Spc-SH3 cyan, p41 blue).
Residue 18 in R21A Spc-SH3 is colored in green.
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Table 2

691

Intermolecular contacts® statistics calculated over the ensemble of 20 chimera structures

Interacting residues Hydrogen bonds

Non-bonded contacts

Occurrence total (%) Interacting residue in R21A Spc-SH3

p4l Chimera M-M S-S M-S

Alal Phe37 0 0 0 1 35 Phe52 (3, 95%)
Pro2 Trp26 0 0 0 5 100 Trp4l (7, 100%)
Pro2 Phe37 0 0 0 4 100 Phe52 (2, 50%)
Tyr4 Trp26 0 0 0 3 100 Trp4l (1, 95%)
Tyrd Trp26 0 0 1 0 100 Trp4l (0, 100%)
Pro6 Pro39 0 0 0 1 100 Pro54 (1, 70%)
Pro6 Asp25 0 0 0 2 25 Asp40 (2, 100%)
Pro6 Trp26 0 0 0 2 100 Trp4l (3, 100%)
Pro7 Tyr61 0 0 0 1 95 Tyrl5 (1, 80%)
Pro9 Tyr59 0 0 0 3 100 Tyrl3 (2, 100%)
Pro9 Tyr42 0 0 0 2 100 Tyr57 (3, 100%)
Prol0 Tyr59 0 0 0 8 100 Tyrl3 (2, 65%)
Pro2 Asn23 0 0 0 1 90 -

Ser5 Trp26 0 0 0 1 85 -

Pro7 Trp26 0 0 0 2 100 -

Pro7 Pro39 0 0 0 3 100 -

Tyrd - 0 1 0 - - Lys18 (0, 100%)
Pro7 0 0 1 - - Tyr57 (0, 95%)

“Intermolecular contacts were analyzed with LIGPLOT [35] using the default settings. Contacts are reported if present in at least 10 of the 20
structures or in at least 1 of the 20 structures when the corresponding contact in R21A Spc-SH3:P41 is present in 10 or more of the 20 models in pdb
entry 2JMA [16]. Hydrogen bonds are reported for main-chain to main-chain (M—M), side-chain to side-chain (S-S) and main-chain to side-chain
(M-S). The average number of non-bonded contacts is reported, as well as the percentage of occurrences of a contact. The corresponding interacting
residue in R21A Spc-SH3 for a certain contact and the number of contacts and occurrence in the 20 structures (between brackets, respectively) are
given in the last column. The last two rows correspond to contacts present in R21A Spc-SH3:P41 that are not present in any of the 20 structures
reported here. For comparison, residue numbering of 1-10 is used of the p41 part of the chimera (corresponding to residues 68—77 in SPCp41).

part of the chimera (residues 68-77) separate and as ligand for
the SH3 part of the chimera (residues 1-67), the interaction
buries 648 + 8 A2 of non-polar area and 227 * 28 A2 of polar
area, slightly less than in the R21A Spc-SH3:P41 complex
(686 £ 11 A”and 241 £ 11 A%, respectively [17]), in good agree-
ment with the structural details of both complexes. These small
differences can at least partly be ascribed to the simple model
used to calculate the accessible area for the chimera.

3.3. Contribution of cross-linking the protein and ligand on the
binding entropy

In a previous article we reported the differences in thermody-
namic magnitudes of unfolding of Spc-S19P20s and SPCp41
[15] in comparison with the Gibbs energy of binding of p4l
to Spc-S19P20s. It was concluded that the crosslink has a con-
siderable contribution to the configurational entropy of bind-
ing (—TAS about —11 kJ/mol) that is crucial to stabilize of
the interactions at the binding interface. In a recent paper
[36], Zhou has analyzed quantitatively the stabilizing effect of
cross-linking between SH3 domains and proline-rich peptides
using flexible linker segments. This analysis predicts for
SPCp41 a net stabilization of 14.9 kJ/mol relative to Spc-
S19P20s, consistent with our experimental results.

The stabilization produced by the crosslink is interpreted in
terms of the entropic benefit of increasing the effective concen-
tration of p41 up to about 65 mM. Accordingly, although the
isolated p41 ligand and the Spc-S19P20s domain have a low
intrinsic affinity (K4 = 160 uM), it is largely compensated by
the entropy gain of tethering, so that the chimera behaves very
much as a two-state unfolding protein. The results presented in
this work confirm the tight intra-molecular binding between
the p41 sequence segment and the SH3 binding site, with a
well-defined conformation and relatively high heteronuclear
NOE values for the residues at the binding interface.

4. Concluding remarks

The success in the design of high-affinity ligands for SH3 do-
mains is up-to-date limited as we do not know how changing a
particular interaction at the binding interface modifies the
binding Gibbs energy. The work described here shows that
we fully succeeded in obtaining a single-chain globular, chime-
ric protein that mimics the interactions found in the complex
between the a-spectrin SH3 domain and the polyproline ligand
p4l. We have now a tool in hand enabling a straightforward
approach to increase our understanding on how structure is
linked to the thermodynamics of binding by the use of a com-
bination of NMR, stability measurements and site-directed
mutagenesis. Such an increased understanding will facilitate
an effective strategy of rational design of ligands.
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Departamento de Quimica A complete understanding of the thermodynamic determinants of binding
Fisica e Instituto de between SH3 domains and proline-rich peptides is crucial to the
Biotecnologia, Facultad de development of rational strategies for designing ligands for these important
Ciencias, Universidad de domains. Recently we engineered a single-chain chimeric protein by fusing
Granada, 18071 Granada the a-spectrin Src homology region:3 (SH3) domain to the decapeptide
Spain APSYSPPPPP (p41). This chimera mimics the structural and energetic

features of the interaction between SH3 domains and proline-rich peptides.
Here we show that analysing the unfolding thermodynamics of single-
point mutants of this chimeric fusion protein constitutes a very useful
approach to deciphering the thermodynamics of SH3-ligand interactions.
To this end, we investigated the contribution of each proline residue of the
ligand sequence to the SH3-peptide interaction by producing six single
Pro-Ala mutants of the chimeric protein and analysing their unfolding
thermodynamics: by differential scanning calorimetry (DSC). Structural
analyses of the mutant chimeras by circular dichroism, fluorescence and
NMR together with NMR-relaxation measurements indicate conforma-
tional flexibility at the binding interface, which is strongly affected by the
different Pro-Ala mutations. An analysis of the DSC thermograms on the
basis of a three-state unfolding model has allowed us to distinguish and
separate the thermodynamic magnitudes of the interaction at the binding
interface: The model assumes equilibrium between the “unbound” and
“bound” states at the SH3-peptide binding interface. The resulting
thermodynamic magnitudes classify the different proline residues accord-
ing to their importance in the interaction as P2~P7~P10>P9~P6>P8,
which agrees well with Lim’s model for the interaction between SH3
domains and proline-rich peptides. In addition, the thermodynamic
signature of the interaction is the same as that usually found for this type
of binding, with a strong enthalpy-entropy compensation for all the
mutants. This compensation appears to derive from an increase in
conformational flexibility concomitant to the weakening of the interactions
at the binding interface. We conclude that our approach, based on DSC and
site-directed mutagenesis analysis of chimeric fusion proteins, may serve as
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a suitable tool to analyse the energetics of weak biomolecular interactions
such as those involving SH3 domains.

© 2007 Published by Elsevier Ltd.
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Introduction

Src-homology region 3 (SH3) domains have be-
come a very important focus of interest for drug
design due to their involvement in transient protein—
protein interactions related to a large number of cell
processes, many of them connected to pathological
conditions."™ Molecular recognition mediated by
SH3 domains is very often an intramolecular event
that plays an essential role in the regulation of many
signalling proteins, such as, for example, in several
families of tyrosine kinases.”” An understanding of
the thermodynamic determinants underlying these
interactions is therefore essential if we are to un-
veil the regulatory mechanisms of these signalling
proteins.

SH3 domains recognize proline-rich sequences
with low-to-moderate affinity through a highly
preserved mode of interaction. Their binding site
consists of a hydrophobic surface with three shallow
pockets defined by the side-chains of preserved
aromatic residues. These pockets are flanked by
the n-src and RT loops, which play an important role
in both the affinity and the specificity of the inter-
action.>”® One of the most prominent characteristics
of this interaction is the polyproline II (PPII) helical
conformation of the ligand chain in the complex.
This favours the presence of proline residues in the
ligand sequences due to a reduction in the entropic
cost of achieving the PPII conformation upon
binding. Nevertheless, there are certain positions
in the ligand where proline is most. frequently
found, giving rise to consensus sequences for the
SH3 ligands around a core sequence ®@PxdPP where
P is a hydrophoblc residue and x can be any
residue.” The PPII helix has three residues per turn
and a roughly triangular cross-section, with one of
its faces lying against the SH3 binding surface. In
fact two of the three hydrophobic pockets are
occupied by “the side-chains of each of the ®P
dipeptides of the core sequence. This has been
attributed to.the special geometry of the PPII con-
formation, which favours the hydrophobic packing
of the core side-chains in the binding pockets.”
Additionally, each of the side-chains of a tryptophan
and a tyrosine in the SH3 domain donates a hy-
drogen bond to the carbonyl groups of the peptide
ligand. The third pocket establishes additional inter-
actions with less preserved residues of the ligand,
conferring additional specificity to the binding.
This pocket, known as the “compass” pocket, also
dictates the orientation of the peptide chain on the
binding site, giving rise to class-1 or class-2 binding
modes. !0

The success of rational-design approaches to high- 111
affinity ligands for SH3 domains has to a great 112
extent been impaired by a lack of understanding of 113
the structural and thermodynamic determinants 114
that govern the binding energy. Indeed the experi- 115
mental thermodynamic magnitudes of this inter- 116
action are often confusing. Isothermal titration 117
calorimetry (ITC) studies into several SH3 domains 118
and their ligands have always revealed that binding 119
produces strongly negative enthalpy changes, 120
which are partially balanced out by negative en- 121
tropy changes.!!=15 But these results are not to be 122
expected because the binding interface is primarily 123
hydrophobic. Several recent studies have proposed 124
various possible contributions to the unusual ther- 125
modynamlc features of this interaction: the reduc— 126
tion in the conformational motions of the protein;'® 127
the folding of the peptlde into the binding-compe- 128
tent PPII conformation;'? or the establishment of 129
hydrogen-bond networks mediated by water mole- 130
cules buried at the binding interface.'* Nevertheless, 131
the relative importance of these possible effects 132
upon the global thermodynamic magnitudes of 133
binding remains unclear. 134

Many efforts to elucidate the determinants of 135
binding of SH3 domains to their putative ligands 136
have generally relied upon laborious titration stu- 137
dies, mainly by ITC. Due to the low binding affinities 13s
of these interactions, ITC studies usually involve 139
large amounts of costly, systematically modified, 140
synthetic peptides and proteins, which might 141
explain why relatively few studies of this kind 142
appear in the literature. Looking for a simpler and 143
more straightforward approach, we designed a 14
single-chain chimeric protein that mimics in its 145
tertiary fold the structural and energetic features of 146
the bmdmg between SH3 domains and proline-rich 147
ligands.'” This chimera, named SPCp41, was made 115
by fusing a previously engineered, circular permu- 149
tant of the SH3 domain of a-spectrin (S19P20s)"® 150
with the proline-rich decapeptide APSYSPPPPP 151
(p41), which was originally designed to bind the 152
Abl-SH3 domain with high-affinity and specificity.' 153
The RT-loop of the S19P20s permutant is cleaved and 154
the new C terminus is close to the binding site for 155
proline-rich peptides and adjacent to the specificity 156
pocket, so that the p41 decapeptide could be 157
attached using a three-residue link!'” (Figure 1(a)). 158
Using differential scanning calorimetry (DSC) we 159
showed that the thermodynamic magnitudes of the 160
thermal unfolding of the chimeric protein are 161
strongly biased by interactions at the SH3-peptide 162
binding interface. We recently reported the high- 163
resolution structure of SPCp41 revealed by NMR* 16
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RT-loop n-src distal 310.
loop turn helix
(a) —) —) S S | —
Spc-SH3 MDETGKELVLALYDYQEKSPREVTMKKGDILTLLNS - TNKDWWKVEVNDRQGFVPAAYVKKLD
Abl-SH3 NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGWVPSNY ITPVNS
S19P20s MGPREVTMKKGDILTLLNS - TNKDWWKVEVNDRQGFVPAAYVKKLD ——

|—SG -TGKELVLALYDYQEKS

SPCp41 MGPREVTMKKGDILTLLNS - TNKDWWKVEVNDRQGFVPAAYVKKLD —]

|—SG -TGKELVLALYDYQES-GDN-APSYSPPPPP
et e

p41

link link

(b)

Figure 1. (a) Sequence alignment between the Spc-SH3 and Abl-SH3 domains, the S19P20s circular permutant and
the SPCp41 chimera. The secondary structure elements are depicted schematically at the top (b) The high-resolution
structure of SPCp41 determined by NMR.* The SH3 domain is drawn in-the-form-of-afluid-sketel, whilst the p41 ligand
segment is represented in sticks. The SH3 domain is yellow, the linker in light blue and the p41 ligand segment red. The
different mutated proline residues are labelled according to their numbering in the p41 sequence.

(Figure 1(b)), confirming the tight binding between
the p41 peptide segment and the SH3 part of the
chimera. The SH3—p41 interactions found in SPCp41
are practically identical to those found in the
complexes of the p4l peptide with the Spc-SH3
and the Abl-SH3 domains.'>? Tt is thus possible to
use this chimeric protein as a tool to analyse the
energetic determinants of binding between SH3
domains and proline-rich peptides by site-directed

mutagenesis and thermal-unfolding measurements. 174
We tested this approach by evaluating the relative 175
importance of each proline residue of p4l in its 176
interaction with the SH3 binding domain. We 177
produced six single mutants of SPCp41, within 178
which each proline in the p41 sequence has been 179
replaced by alanine. We analysed the thermody- 1s0
namic stabilities of the mutant proteins by DSC and 1s1
compared them with those of SPCp41 and S19P20s, 1s2
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in conjunction with structural information from
circular dichroism, fluorescence and NMR, as well
as 1—I=Ill5N NMR relaxation measurements. We inter-
preted the data assuming a three-state equilibrium
model, in which an intermediate state characterized
by a loss of interactions at the SH3-p41 binding
interface is significantly populated. This analysis has
allowed us to separate the thermodynamic mag-
nitudes of the SH3—p41 interaction from those of
the SH3 unfolding. The results provide a quantita-
tive evaluation of the energetic impact of each pro-
line substitution in the p41 ligand and give insight
into the thermodynamic determinants of binding
between SH3 domains and proline-rich ligands,
thus demonstrating the effectiveness of chimeric
fusion proteins as tools to analysing protein-ligand
interactions.

Results

Thermal unfolding of SPCp41 Pro-Ala mutants
by differential scanning calorimetry

We studied the thermal unfolding of each Pro-Ala
mutant of SPCp41 by DSC at several pH values
(pH 2.5, 3.0, 3.5 and 4.0) under the same buffer
conditions as those used in previous experiments
with SPCp41 and the circular permutant SH3
domain S19P20s."” Under these conditions the
unfolding of all the mutant chimeras was comple-
tely reversible. In contrast, at pH 7.0 in sodium
phosphate buffer, the chimeric mutants were prone
to aggregate and their thermal unfolding was
irreversible, thus preventing our comparative ana-
lysis at a near-physiological pH. Nevertheless, the
binding of p41 to the Abl-SH3 and the Spc-SH3
domains depends only slightly upon pH!*'5:so the
thermodynamic magnitudes measured at acid pH
are fully representative of those typically observed
for the binding between SHS3. domains and their
ligands.

In an initial analysis we fitted the heat-capacity
curves, C,, of all the proteins using the two-state
unfolding model. All the fittings were very good
(results not shown) as we had already found for the
SPCp41 chimera.!” Figure 2 shows a plot of the
apparent enthalpy changes of unfolding, AH,,,
versus the melting temperatures, Ty,, derived from
the two-state fittings for all mutants in comparison
with the values obtained under the same conditions
for SPCp41 and S19P20s.'”'® Tt is immediately
evident from the T, values that the Pro-Ala muta-
tions in the p41 sequence decrease the stability of
the chimeric proteins significantly, depending to a
great extent upon the position of mutation. Muta-
tion P8A, located on the solvent-exposed side of the
PPII helix, results in the least decrease in stability,
followed by mutants P6A and P9A, which show
very similar values (Figure 2). Mutants P2A, P7A
and P10A were much less stable to a similar degree
at every pH value analysed. These results demon-

220
200 -
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©
€ 160}
2 & P2A
< a0 v P6A
& v P7A
g 120 4 P8A
o P9A
100 e P10A
o SPCp4i
= S519P20s

80

30 35 40 45 50 55 60 65 70
Tm (°C)

Figure 2. Plots of the enthalpy change of unfolding,
AH,,, versus the unfolding temperature, Ty, arrived at by
two-state analysis of the DSC data for §19P20s, SPCp41
and all its Pro-Ala mutants studied at different pH values,
as indicated in Results. The lines correspond to the linear
regression of the values obtained for each protein.

strate that'the stability.of these chimeric proteins is 241
very sensitive to changes in the interactions at the 242
binding interface. 243

Accloser look at Figure 2 reveals an interesting fact: 244
assuming a two-state unfolding model and accord- 245
ing to the usual interpretation of this kind of plot, 246
the slope of the linear dependence of AH,,, with T}, 247
yields the heat-capacity change of unfolding, AC,, 218
which is approximately constant within the tem- 249
perature range of the Ty, values. Surprisingly, the 250
greatest AC, value (3.6(= 0.2) k] mol ) is found for 251
S19P20s in the absence of interactions at the binding 252
site. All the chimeric proteins have a considerably 253
lower AC,, of unfolding in spite of the presence of 254
the SH3-p41 interaction in their structure, burying 255
875 A® of mostly hydrophobic surface in SPCp41.20 256
This is apparently at odds with the well established 257
correlation between the unfolding AC, and the 258
amount of surface area exposed to the solvent upon 259
unfolding®* and also inconsistent with the nega- 260
tive value of the change in the heat capacity of 261
binding between p41 and Spc-SH3" or Abl-SH3."* 262
Therefore there must be additional contributions 263
to the temperature dependence of the apparent 264
unfolding enthalpies shown in Figure 2 that cannot 265
be justified by the simple assumption of two-state 266
unfolding. 267

Structural analysis of the mutant chimeras by 263
circular dichroism and fluorescence 269

We analysed the structural effects of each Pro-Ala 270
mutation in the p41 sequence segment of the chi- 271
meric proteins using both fluorescence and circular 272
dichroism (CD) spectroscopy. The buffer conditions 273
were pH 2.5, 3.0, 3.5 and 4.0, in 20 mM glycine or 274
20 mM sodium acetate, identical to those used in the 275
thermal stability experiments. Fluorescence spectra 276
of each mutant protein were recorded at 25 °C 277
between 305 nm and 400 nm with selective trypto- 278
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phan excitation at 298 nm and compared with the
analogous spectra of SPCp41 and S19P20s (Figure
3). All the chimeric proteins showed a considerable
enhancement in fluorescence intensity and a blue
shift of the maximum emission wavelength as
compared to S19P20s. These effects are due to the
interaction between the C-terminal peptide se-
quence and the SH3 binding site in the chimeras,
which alters the chemical environment and solvent
exposure of the Trp26 indole group at the binding
site surface.'® Similar fluorescence emission
enhancements have been observed when the p41l
peptide binds to S19P20s,"” the w11d -type (WT) and
R21A mutant Spc-SH3 domain' and the Abl-SH3
domain."” The intensity of the emission is consider-
ably higher for some mutant chimeric proteins,
indicating a different degree of interaction between
the C-terminal peptide sequence and the SH3
binding site, which runs in the approximate order:
SPCp41>P8A >P9A =P6A>P2A=P7A=PI10A.

Far and near-UV CD spectra were also recorded
for all the chimeric proteins at 25 °C under the same
buffer conditions. When compared with S19P20s,

(a)
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Figure 3. (a) Tryptophan fluorescence emission spec-
tra of S19P20s, SPCp41 and the various Pro-Ala mutants at
pH 3.0 and 25 °C. (b) Relative fluorescence intensity for
each chimeric protein and S19P20s at 25 °C and different
pH values: white, pH 4.0; light grey, pH 3.5; grey, pH 3.0;
black, pH 2.5.
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Figure 4. (a) Far-UV CD spectra of S19P20s, SPCp41
and all the Pro-Ala mutant chimeras at pH 3.5 and 25 °C.
(b) Differences in CD ellipticity at 228 nm between each
chimeric protein and S19P20s at 25 °C and different pH
values. Colours of bars are as for Figure 2

the far-UV CD spectra of SPCp41 and the mutant 302
chimeras show a considerable increase in a positive 303
ellipticity band centred at around 228 nm together 304
with an enhancement in a negative ellipticity band 305
at ~205 nm (Figure 4; see also Figure 2 of Martin- 306
Sierra et al.1”). The difference spectra obtained by 307
subtracting the S19P20s spectrum from those of the 308
chimeric proteins shows a positive band at ~228 nm, 309
characteristic of PPII helix conformation,® indicat- 310
ing that the ligand sequence adopts a similar con- 311
formation in the chimeric proteins to that typically 312
observed for proline-rich peptides bound to SH3 313
domains. Alterations in the environment of aromatic 314
side-chains have also been reported as contributing 315
to the positive band at about 230 nm observed for 316
some proteins,*® as is the case with the SH3 do- 317
mains. The differences in ellipticity at 228 nm 318
between each chimeric protein and S19P20s (Figure 319
4(b)) agree well with the changes in tryptophan 320
fluorescence for each mutant chimera. 321

The near-UV CD spectra of SPCp41 and all Pro- 322
Ala mutants show an increased positive ellipticity 323
band centred at =278 nm in comparison with that 324
of S19P20s under the same conditions (results not 325

Please cite this article as: Candel, A. M. et al., Analysis of the Thermodynamics of Binding of an SH3 Domain to Proline-rich Peptides
using a Chimeric Fusion Protein, |. Mol. Biol. (2007), doi:10.1016/j.jmb.2007.11.060



http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2007.11.060
Conejero
Cross-Out

Conejero
Replacement Text
3.


326
327
328
329
330

Energetics of Intramolecular SH3—Peptide Binding

shown). The near-UV CD changes are consistent
with the immobilisation of aromatic side-chains
in the SH3 binding site by interactions with the
C-terminal peptide chain. Mutating the different

siderable variations both in the intensity and shape 331
of the ellipticity band, thus suggesting significant 332
differences in the degree of interaction at the binding 333
interface, which agrees with the far-UV CD and 334

proline residues of the p41 sequence produced con-  fluorescence results. 335
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Figure 5 (legend on next page)
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Comparative NMR analysis of SPCp41 and the
P7A mutant

The fluorescence and CD data indicate consider-
able structural changes at the binding interface
depending upon the proline mutation site. To obtain
further details about the structural changes at the
binding interface produced by one of the most
destabilizing mutations we analysed '°N-enriched
samples of SPCp41 and P7A by NMR. The backbone
amide 'H and N frequencies of the P7A mutant
were assigned by direct comparison of the 3D '°N-
nuclear Overhauser effect spectroscopy (NOESY)-
heteronuclear single-quantum coherence (HSQC)
spectrum of P7A with that of SPCp41, which had
already been assigned.”” Figure 5 shows an overlay
of the assigned 'H-'"N-HSQC spectra and a
representation of the differences in the chemical
shifts in the three-dimensional structure of SPCp41.
Many of the backbone "H-'">N chemical shifts were
affected by the P7A mutation, especially those of
residues in the vicinity of the SH3—p41 interface, but
also in regions further away along the SH3 domain.
These changes probably reflect a lower degree of
interaction between the p41 segment and the SH3
binding site in the P7A mutant.

To search for more direct structural evidence in
support of a weakening of the interaction between
the SH3 and p41 parts of the protein produced by
the P7A mutation we compared the NOEs involving
the H*' (indole) protons of the two tryptophan
residues in SPCp41 with those in the P7A mutant.
These two tryptophan residues are highly preserved
among SH3 domains. Trp26 interacts directly with
the p41 peptide, not only in SPCp41 but also in the
complex between the separate partners.'? Trp27 is
known to be important for the stability of the SH3
domain and has many contacts with neighbouring
residues in the domain’s core. The NOEs detected in
the 3D '"N-NOESY-HSQC spectra for the H*!
protons of both Trp residues in SPCp41 and P7A
are shown in Figure 6. All the NOEs, except one with
very low intensity, can be observed for Trp27 H*' in
both proteins. This indicates that the P7A mutation
in the p41 sequence does not cause any significant
change in the structure of the SH3 domain. Most of
the NOEs involving Trp26 H*!, on the other hand,
disappeared upon mutation, indicating that the
average distance between the Trp26 H®' proton
and the p41 segment increased substantially upon
mutation, because NOE intensity has an inversed
sixth power relationship with the proton—proton

distance. These observations provide direct evi- 387
dence that interactions at the binding interface are 3ss
substantially weakened by the P7A mutation whilst 380
the SH3 domain structure remains largely unaltered, 390
which is consistent with the similarity between the 391
structures of the Spc-SH3 domain in its free and 392
p41l-complexed forms." 393

Backbone dynamics from '°N relaxation data: 301
increased flexibility at the binding interface 395
upon mutation 396

>N NMR relaxation data are sénsitive probes for 397
both the molecular rotational diffusion and the 398
local backbone dynamics of a protein. Thus, to 399
analyse the effect of the P7A mutation upon the 400
conformational flexibility of the chimeric protein 401
we measured the relaxation parameters ("N Ry, Ry 402
and 'H-"°N steady-state NOE)at 600 MHz and 103
25 °C for SPCp41 and the P7A mutant. The NOE 404
values in the SH3 domain region and the SH3- 405
peptide linker are almost identical for both pro- 406
teins, high NOE values (about 0.8) being observed 407
for most of the SH3 domain chain (Figure 7(a)). 408
Reduced NOE values, indicating extensive high- 409
frequency motions (ps to ns), are found for residues 410
2 to 7 at the N terminus, for residues 46 to 53, 411
corresponding to the link connecting the original N 412
and C termini in the S19P20s permutant and for 413
residues 65 to 67 in the linker connecting the 414
S19P20sand ligand segments. Conversely, the NOE 415
values observed in the ligand segment (residues 68, 416
70,71 and 72 in SPCp41 plus residue 74 in P7A) are 417
substantially lower for the P7A mutant than for 41s
SPCp41, reflecting a higher disorder due to an 419
enhancement in high-frequency motions produced 420
by the P7A mutation.”” 1421

The N R; and R, relaxation rates were also 422
measured for SPCp41 and P7A. Unfortunately, the 423
P7A mutant protein slowly aggregated during the 424
time of the measurements, which is reflected in a 425
general increase in R, values. This complicates our 426
comparative analysis and demands caution when 427
interpreting the results pertaining to relaxation 428
data.?® Neverthelessocal differences in dynamics 429
between SPCp41 and P7A may also be revealed 430
directly and concisely by analysing the R,/ R; ratios 431
(Figure 7(b)). An analysis of the relaxation data of 432
33 residues in the most ordered regions of SPCp41 433
using TENSOR2* indicates average "°N R,/R; ra- 431
tios corresponding to an apparent rotational corre- 435
lation time, T,,, of 5.15(+ 0.04) ns, which is within the 436

Figure 5. Chemical-shift changes produced by the mutation of proline 7 to alanine in the chimeric protein. (a) Overlay
of 600 MHz 'H-"°N HSQC spectra of SPCp4l (black) and P7A (red). Peaks of the mutant protein are labelled
by their corresponding residue number. (b) Representative, lowest-energy structure of SPCp41 (PDB code 2JMC)
coloured according to the magnitude of the chemical-shift changes (Ad) upon mutation, calculated using the equation:

Ady\?
A(Sppm = (ASHN)Z + ( N)

6.51
Colour code: blue, A5 <0.25 ppm; yellow, 0.25 ppm> A5 <0.75 ppm; and red, A5>0.75 ppm. The side-chains of the p41
segment and the aromatic residues of the SH3 binding-site surface are drawn as sticks. The mutated proline (P7) is

_jmagenta.
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Trp26.Hel Trp27.Hel
> red = a
=
e = | 2
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Figure 6. Differences in NOEs involving the indole H*' protons of the two tryptophan residues (Trp26 and Trp27)
between SPCp41 and P7A. The left-hand panel shows strips taken at the 'H*" and '"N*! frequencies of Trp26 and Trp27, as
indicated, from the 3D "N-HSQC-NOESY spectra of the SPCp41 chimera (brownish background) and the P7A mutant
(blue background). Each NOE is labelled with the number of the residue to which the NOE was assigned. The right-hand
panel shows these NOEs represented as continuous lines in the structure of SPCp41. NOEs involving Trp26-H*' are
shown in yellow and those involving Trp27-H®' in white. The p41 segment and the Trp side-chains are represented as

thick sticks and the rest of the chimera is drawn in thin lines.

expected range for a monomeric 8 kDa protein.
Moreover, using Fast-HYDRONMR®*® we calculated
a rotational correlation time of 5.1 ns for the lowest-
energy SPCp41 structure. Locally decreased R,/R,
ratios can be seen in SPCp41l at regions largely co-
inciding with those showing reduced NOE values,
confirming the presence in these regions of fast
local motions on the ps to ns timescale. Conversely,
increased R,/R; ratios, such as those visible in
SPCp41 for residues 68, 71 and 72 in the p4l
sequence and the neighbouring residues 9, 10, 62
and 63 in the RT-loop region of the SH3 domain,
indicate slow motions and/or conformational
exchange in the ps—ms timescale, which cause
higher R, valtes.” These effects suggest a certain
degree of slow conformational exchange at the
binding interface in the SPCp41 chimera. Increased
R,/R; ratios are also observed for residue 17 and
particularly residue 33 at the distal turn, far away
from the binding interface.

An overall increase in R, produced by aggregation
is clearly visible in the sequential plot of the R,/R;
ratios of P7A for most residues in the SH3 domain,
except for those undergoing high-frequency motions
that compensate the effect of aggregation. Residue
33 still has a high R,/R; ratio in the P7A mutant,

indicating a similar conformational exchange phe- 463
nomenon at the distal turn. A considerable reduc- 464
tion in the R,/R; ratio is observed for the linker and 465
the p41 part of the P7A chimera, which implies that 466
relaxation in this part of the mutant protein becomes 467
governed by high-frequency motions. Accordingly, 468
the P7A mutation shifts the time-scale of motions of 469
the p41 ligand chain from slow conformational 470
fluctuations in the SPCp41 chimera to fast motions 471
in the P7A mutant. 472

Global three-state analysis of the heat-capacity 473
curves of unfolding 474

The results of the structural and dynamic char- 475
acterization of the mutant chimeras shown above 476
indicate that the different Pro-Ala mutations along 477
the p41 sequence of SPCp41 weaken the interactions 478
at the binding interface and increase the high- 479
frequency motions of the peptide segment. This is 4s0
accompanied by increased exposure of the aromatic 4s1
side-chains to the solvent and a reduction in the 4s2
fraction of PPII helix for the p41 segment, as shown 4s3
by the fluorescence and CD results. These effects are 484
greatest for P2A, P7A and P10A, moderate for P6A 4s5
and P9A and lowest for P8A, and correlate quite 4s6
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Figure 7. Backbone dynamics of the SPCp41 and P7A
chimeras at pH 3.5 and 25 °C measured at 600 MHz. (a)
Heteronuclear 'H-""N NOEs for SPCp41 (open squares)
and the P7A mutant (filled black circles). Errors were
estimated to be around 2% for the WT and 4% for the
mutant protein. (b) Ratio between the R, and R, 15N
relaxation rates for SPCp41 (open squares) and the P7A
mutant (filled black circles). Errors were estimated as
described in Materials and Methods. Back-calculated
R>/R, values using Fast-HYDRONMR for the 33 residues
in SPCp41 used in the TENSOR2 analysis ate shown as
asterisks.

well with the apparent changes in stability mea-
sured by DSC. As mentioned above, the apparent
heat capacity changes of unfolding of these proteins
obtained via a two-state analysis vary in an opposite
order and are inconsistent with the structural effects
of the mutations.

Although the heat-capacity changes of protein
unfoldmg and binding have been frequently inter-
preted in terms of protein hydration effects,***
other sources for changes in heat capacity have also
been proposed, even though their importance and
sign remain uncertain.”’ The effects of additional
equilibria linked to folding and binding processes
can be of great 1mportance in contributing to the
heat-capacity changes." 327

In the case of these chimeric proteins it is
conceivable that the weakening of interactions
produced by the Pro-Ala mutations may promote
local conformational fluctuations at the binding
interface, which would undergo a dynamic equili-
brium between “bound” and “unbound” states.
Mutations alter the position of this equilibrium and
consequently change the average degree of disorder

at the binding interface. If these conformational 510
states had different enthalpy and heat capacity (see 511
below) their equilibrium would be displaced toward 512
the “unbound” state by the increase in temperature, 513
thus changing their relative populations. The heat 514
involved in this shift would contribute significantly 515
to the heat-capacity change of the overall unfolding 516
of the chimeric protein, thus resulting in an anoma- 517
lous value when determined by two-state analysis. 51s
This is important because the derivation of thermo- 519
dynamic magnitudes of unfolding of mutant pro- 520
teins using simple two-state analyses may disregard 521
the influence of conformational flexibility and 522
lead to incorrect estimates of the thermodynamic 523
magnitudes. This scenario can be simplified in the 524
equilibrium model: 525
N == Jen—2 U

bound unbound unfolded

where N and I are states.in which the SH3—peptide 525
binding interface is in a “bound” and “unbound” s2s
conformation respectively, and U is the fully un- 529
folded state of the protein. K; and K, are the 530
equilibrium constants of each transition. Using this 551
three-state equilibrium model we carried out the 532
global fitting of the C,, curves measured at different 533
pH values for each of the chimeric proteins. The 534
equations of this model and the details of the fitting 535
procedure are provided as Supplementary Data. 536

In our analysis we assumed that the 12 residue 537
C-terminal peptide is completely disordered and s3s
solvent exposed in the unbound state, I, and does 539
not influence the thermodynamics of unfolding of 540
the SH3 domain. We therefore assumed that the 541
thermodynamic magnitudes of the transition be- 542
tween the I and U states for all the chimeric proteins 543
are the same as those of the two-state unfolding of 544
S19P20s at each pH value, thus allowing us to 545
incorporate them into the global fittings as fixed 546
parameters. The C,, functions of the I and U states 547
were also taken from the S19P20s DSC analysis and 54s
corrected for the contribution of the disordered 12 549
residue C- termmal segment according to Makha- 550
tadze & Privalov.* Under these assumptions, the 551
adjustable parameters for the fitting of the DSC 552
curves of each chimeric protein at different pH 553
values are the equilibrium constant, K3, the enthalpy 554
change, AH;, and the heat capacity change, AC,;, 555
for the transition between the states N and I at any 556
particular reference temperature, plus the tempera- 557
ture dependence of C,, for the state N, which is taken s5ss
to be a linear function. 559

For simplicity’s sake we assumed that the en- 560
thalpy change, AH,, is independent of pH within the 561
range studied. This is a good approximation 562
considering the absence of charged residues at the 563
C-terminal sequence and is supported by the very 564
slight dependence upon pH of the enthalpy of 565
bmdmg of the p41 decapeptide to the Abl-SH3 566
domain'* and the Spc-SH3 domain."” 567

Figure 8 shows the global fittings for all the s6s
chimeric variants and Table 1 summarises the 569
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Figure 8. Three-state analysis of the DSC thermograms of the chimeric proteins at various pH values. Symbols
represent the experimental DSC thermograms at different pH values: upside-down triangles, pH 2.5; triangles, pH 3.0;
circles, pH 3.5; and squares, pH 4.0. Lines correspond to the best fitting using the equations of the three-state model, as

described in the text.

thermodynamic magnitudes resulting from this
analysis. In spite of the constraints imposed in the
analysis, the C,, curves are very well reproduced
both in shape and pH dependence, which supports
the validity of the assumptions described above.
More importantly, this analysis allows us to distin-
guish between the thermodynamic magnitudes of
the interaction at the binding interface and those
of the unfolding of the SH3 domain.

These results indicate that the apparent structu-
ral properties of the different Pro-Ala mutants, as

observed by CD, fluorescence and NMR, are ss1
representative average properties in a dynamic 582
conformational equilibrium between the bound ss3
and unbound conformations, which is characterized 584
by the equilibrium constant, K;, for each chimeric 585
protein at each temperature. The thermodynamic 5s6
magnitudes given in Table 1 rank each mutated s5s7
proline residue according to its relative importance sss
in the interaction. Furthermore, the SH3-peptide 589
interaction is always thermodynamically favour- 590
able although in general, and especially for some 591
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Table 1. Thermodynamic magnitudes at 25 °C for the SH3-peptide interaction in the chimeric proteins deriving from a

three-state analysis of the DSC curves

Protein pH Ky AG; (k] mol ™) AH; (k] mol ) T-AS; (k] mol ™) ACp; (] mol ' K™)
SPCp41 4.0 0.0234+0.0008 9.31+0.08 56.6+0.9 473+1.0 0.24240.011
35 0.0288+0.0010 8.80+0.09 47.8+1.0
3.0 0.0389+0.0013 8.05+0.08 48.6+1.0
25 0.0541+0.0017 7.22+0.08 49.4+1.0
P2A 4.0 0.163+0.011 4.49+0.17 37.8+1.4 33.3+1.6 0.02+0.04
35 0.171+0.011 437+0.16 334+1.6
3.0 0.35+0.03 2.60+0.21 35.2+1.6
25 0.51+0.04 1.69+0.20 36.1+1.6
P6A 4.0 0.079+0.006 6.28+0.19 49.0+1.8 42.8+2.0 -0.01+0.05
35 0.098+0.008 5.75+0.20 433+2.0
3.0 0.142+0.011 4.83+0.19 442420
25 0.170+0.012 439+0.17 44.7+2.0
P7A 4.0 0.153+0.012 4.65+0.19 472+1.6 425+1.8 -0.12+0.04
35 0.129+0.012 5.08+0.21 42.1+1.8
3.0 0.40+0.04 2.27+0.25 449+1.8
25 0.54+0.05 1.52+0.23 457+1.8
P8A 4.0 0.0449+0.0021 7.69+0.12 56.0+1.2 48.3+1.3 0.19+0.03
35 0.0384+0.0018 8.08+0.12 479+1.3
3.0 0.076+0.003 6.39+0.10 49.6+1.3
25 0.096+0.004 5.80+0.10 50.2+1.3
P9A 4.0 0.117+0.006 5.31+0.13 48.4+1.1 43.1+1:2 —0.06+0.03
35 0.131+0.007 5.04+0.13 434%1.2
3.0 0.179+0.009 426+0.12 441+12
25 0.200+0.009 3.99+0.11 444512
P10A 4.0 0.181+0.009 424+0.12 28.2+1.2 24.0+1.3 0.014+0.018
35 0.228+0.012 3.66+0.13 245+13
3.0 0.49+0.03 1.78+0.15 26.4+1.4
25 0.73+0.05 0.79+0.17 27.4+1.4

Errors in the parameters correspond to 95% confidence intervals in the fittings.

mutants (P2A, P7A and P10A), and at low pH
values, the Gibbs energy of the interaction is low.

The values of AH; and T-AS; are positive and the
interaction is dominated by a large, favourable
enthalpy, partially balanced out by an unfavourable
entropic term. This is usually observed. in the bind-
ing of proline-rich peptides to SH3 domains.®*!"'*

Except for the PSA mutant, the Pro-Ala muta-
tions produce a considerable decrease in the en-
thalpy of the interaction, which is" particularly
pronounced in the P2A and P10A mutants. This
is accompanied by a concomitant reduction in
the entropic terms, resulting in strong enthalpy—
entropy compensation. The 'AC,; values for the
SPCp41 and P8A chimeric proteins are relatively
small and close to zero for the rest of the chimeras.
The magnitudes.of the AC;; values are smaller
than those reported forthe heat-capacity change of
binding of p4l to either Abl-SH3 (-0.73 k] K
mol 1) or Spc-SH3 (-1.3 k] K™! mol™),!> suggest-
ing a higher degree of hydration of the binding
interface in the bound state of all the chimeras than
in either of these complexes.

The thermodynamic magnitudes given in Table 1
allowed us to estimate the populations of each
state of the chimeric proteins as functions of
temperature. The populations of the bound state
of each chimeric protein at 25 °C are set out in
Figure 9. These populations compare quite well
with the relative variations in the intrinsic Trp
fluorescence and far-UV CD signal shown in
Figures 3 and 4.

Binding thermodynamics by isothermal titration 24
calorimetry 625

To validate our approach towards determining the 626
energetics of the p41-based peptides binding to the 627
SH3 domain we measured directly the thermody- 62s
namic magnitudes of binding of the isolated p41 629
peptide to the S19P20s domain by ITC at pH 3.5 and 630
25 °C. Previous titration experiments by tryptophan 631
fluorescence had estimated a binding constant, Ky, 632
equal to 6.3(+ 1.3)x10° M, which is equivalent to a 633

0.84

0.6

0.4+

Fraction of bound state

0.2 1

0.0

SPCp41 P2A  P6A P7A  P8A P9A P10A
Protein

Figure 9. Fraction of intra-molecularly “bound” state
for each chimeric protein at 25 °C and different pH values
calculated from the thermodynamic magnitudes of Table
1. Bar colours are as for Figure 23
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Kgq of 160(+ 34) pM."” Since this affinity is very low,
for an accurate determination of the binding ther-
modynamics we needed to design the ITC experi-
ment to have a c value (the product of the binding
constant and the concentration of protem in the ITC
cell) within the appropriate range.”® Thus, we used
0.44 mM of protein in the cell and 10.8 mM of p41
peptide in the syringe, giving a c value of around 3.
Figure 10 shows the result of the ITC experiment
and Table 2 summarises the thermodynamic mag-
nitudes of the interaction. The binding affinity
measured by ITC (Ky3=262(+ 12) uM) is slightly
lower than that determined by fluorescence and
confirms the low affinity of the p41 sequence for this
permutant SH3 domain. The large and negative
binding enthalpy is partially balanced out by an
unfavourable binding entropy, as is usually found in

time (s)

0 4000 8000 12000 16000

T2

(LU

AQ,/ Alp41] (kJ mol!)

[p41]/[S19P20s]

Figure 10. Calorimetric titrations of the S19P20s
domain with the p41 decapeptide at 25 °C in 20 mM
glycine (pH 3.5), both in the absence and presence of the
P7Ap decapeptide. (a) Heat effects associated with the
injection of variable volumes of a 10.83 mM p41 solution
into the calorimeter cell containing: (1) 0.44 mM S19P20s;
(2) 0.44 mM S19P20s+1.32 mM P7Ap; (3) 0.46 mM
S19P20s+5.17 mM P7Ap; (4) buffer. (b) Normalised and
corrected binding isotherms obtained from the thermo-
grams shown in (a). Symbols represent the experimental
data: squares, no P7Ap; triangles, 1.32 mM P7Ap; circles,
5.17 mM P7Ap. The continuous lines correspond to the
best fitting, as described in Materials and Methods.

Table 2. Thermodynamic parameters of binding between t2.1
isolated decapeptides and S19P20s determined by ITC at

pH 3.5 and 25 °C 2.2
AHy AG,

Peptide Ky M) (k] mol ) n® (k] mol ") t2.3

APSYSPPPPP  3800+180 —58.1+1.6 1.09+£0.02 —20.44+0.12 t2.4
(p41)

APSYSPAPPP  480+100  —46+13 - -15.3+0.5 t2.5
(P7Ap)*

Errors correspond to 95% confidence intervals in the determina-

tion of the parameters. 2.6
? Analysed by displacement ITC. 2.7
® The number of independent sites was fixed in the analysis of

the displacement experiment. 2.8

this type of interaction. The standard Gibbs energy 651
of binding at pH 3.5.-and 25 °C between 819P203 652
and the p41 peptide is —20.44(+0.12) k] mol . These 653
thermodynamic magnitudes are similar to those 654
measured previously for.the binding of p41 to the 655

WT Spc-SH3 domam and its R21A mutant under 656
the same conditions,'” indicating that the sequence 657
permutation in the SH3 domain does not have a 658
significant effect upon this interaction. By compar- 659
ing the experimental Gibbs energies of intra- and 660
intermolecular binding (Tables 1 and 2) we esti- 661
mated the effect of tethering the ligand and the 662
SH3 domain with a short linker upon the binding 663
energy, which amounts to 11.1 k] mol . As dis- 664
cussed previously,'” this apparently unfavourable o5
energy contribution resulting from the tethering of 666
the binding partners is just an artefact arising from 667
the unrealistic standard conditions (1 M of reactants) 668
used to quantify the binding Gibbs energy. The 669
SH3—peptide linker is common to all chimeric 670
mutant proteins and appears largely disordered in 671
the solution structure of SPCp41, without contacts 672
with the rest of the structure.?’ The flexibility of the 673
linker is also reflected in the NMR relaxation 674
measurements (see above). If we assume, therefore, 675
that the contribution of the tethering to the energy of 676
the interaction is the same for all chimeric proteins, 677
the dissociation constants could be estimated for the 678
corresponding isolated Pro-Ala mutant peptides 679
using the Gibbs energy values given in Table 1. 680
For example, K4 would be 430 pM for P8A, 1.5 mM 681
for P7A and 2.6 mM for P10A at pH 3.5 and 25 °C. 6s2
These affinities are very low and make it extremely 683
difficult to investigate these weak interactions by 6s4
direct titration using the separate binding partners. ¢85
Nevertheless we carried out displacement ITC 686
experiments™ to estimate the thermodynamic mag- 6s7
nitudes of the binding of the P7A mutant of the ¢ss
isolated p41 peptide (P7Ap) to the S19P20s domain 6s9
at pH 3.5 and 25 °C. In these experiments a solution 69
of S19P20s in the presence of P7Ap was titrated with co1
peptide p41. The details and conditions of these 692
experiments are described in Materials and Meth- 693
ods. The thermodynamic magnitudes resulting from 691
this analysis appear in Table 2. With this experi- 695
mental design the dissociation constant for the P7Ap 696
peptide was determined as 2.1(+0.4) mM, which 697
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compares well with the results of the DSC analysis
of the mutant chimeric protein P7A (see above). The
determination of the binding enthalpy is somewhat
less accurate but also agrees satisfactorily with the
DSC results.

Discussion

Chimeric fusion proteins as suitable tools to
investigate the thermodynamics of weak
interactions

One of the biggest problems involved in analysing
the thermodynamics of weak SH3-mediated inter-
actions is that their affinities usually fall at the lower
edge of the range accessible to direct study by ITC.*
Accurate determination of the thermodynamic mag-
nitudes requires large quantities of highly concen-
trated proteins and/or synthetic peptides, which
renders these studies impractical due both to the cost
and to possible collateral problems such as limited
solubility and/or aggregation. DSC transitions of
proteins have proved to be very sensitive to ligand
binding and so DSC has often been used in the
past to analyse the thermodynamics of protein—
ligand interaction in preference to ITC under some
circumstances.” ** We have shown here and
elsewhere'” that intramolecular binding of low-
affinity sequences has a considerable impact upon
the stability and dynamic properties of an SH3
domain. Thus, since the thermodynamics of the
SH3-peptide interaction are affected considerably
by simple mutations, these effects (not only the
changes in affinity but also in the enthalpy-entropy
balance) can be separated from the unfolding
thermodynamics of the SH3 domain by a three-
state analysis of the DSC data of the chimeric
proteins. Our approach is applied here to an artificial
chimeric protein SPCp41 that ‘mimics perfectly the
interactions typically found between SH3 domains
and proline-rich peptides. In fact, the high similarity
between the interactions at the SH3-p41 binding
interface within SPCp41 and those found in inter-
molecular complexes® is cleatly reflected in parallel
thermodynamic magnitudes of binding, as de-
scribed in Results. Furthermore, we have demon-
strated that the three-residue link tethering the SH3
domain and the ligand is quite flexible and does not
influence the thermodynamics of binding, except
for the introduction of an energy offset imposed by
the reduction in configurational entropy, common to
all chimeric variants. This allowed us to evaluate
directly the changes in the thermodynamic magni-
tudes of binding elicited by single-point mutations.

To our knowledge this thermodynamic approach
is completely novel although similar artificial fusion
proteins have been used by other researchers to
analyse structurally the interactions between SH3
domains and proline-rich peptides.*"** Examples of
similar intramolecular interactions between SH3
and proline-rich peptides tethered by short links

are also found in nature, as observed for the Itk—SH3 756
domain.” Although the particular topology of these 757
protein constructs is different to that of our system, 758
our thermodynamic approach is conceptually inde- 759
pendent of the nature of the interacting molecules 760
and, therefore, it may be fully applicable to these 761
intramolecular SH3-ligand interactions. Moreover, 762
this method may also be extended to other bio- 763
molecular interactions when the binding partners 764
can be conveniently tethered by protein engineering 765
or chemical methods. 766

The importance of proline residues in SH3—p41 767
binding 768

An analysis of the site-directed mutagenesis of 769
the chimeric proteins described here establishes very 770
clearly the importance of each proline residue of p41 771
in the SH3—peptide interaction."Mutation PSA has 772
the lowest impact on the interaction, which con- 773
forms with the solvent-exposed orientation of this 774
residue in the SPCp41 structure and the lack of 775
contact between the proline side-chain and the SH3 776
domain.”Substitutions of prolines 2, 7 and 10 have, 777
on the other hand, the highest impact on binding. 77s
These three proline residues were found to be 779
essential for the binding of proline-rich peptides 780
to the. Abl-SH3 domain*® and proline residues 7 and 7s1
10 occupy preserved positions in the consensus 7s2
sequence of SH3 ligands ®PxdP.? Proline residues 6 7s3
and 9 are intermediate in the order of importance, 784
occupying a less-preserved position in the consen- 785
sus sequence. These results agree very well with 7s6
Lim’s model for SH3-peptide interactions™'*** with 7s7
residues 6 and 9 in an “internal packing” position, 7ss
according to the terminology of the model, and 789
residues 7 and 10 in an “external packing” situation, 790
which is optimum for a proline residue to establish 791
strong hydrophobic interactions with the SH3 sur- 792
face. The proline 2 side-chain is also optimally 793
oriented to interact hydrophobically with the nearby 794
compass pocket, which explains the strong destabi- 795
lising effect of the P2A mutation. 796

The thermodynamic impact of Pro-Ala 797
substitutions upon the SH3-peptide interaction 793

The thermodynamic parameters shown in Table 1 799
for the SH3-p41 binding reveal that in all the soo
chimeras the binding is driven by a favourable so1
negative enthalpy change, partially balanced out by so2
an unfavourable negative binding entropy, as is so3
usual in SH3-peptide interactions.>''™"> Interest- sos
ingly, as the binding affinity is progressively reduced sos
for the different mutants, the magnitudes of both sos
enthalpy and entropy terms diminish considerably. o7
These differences are relatively large between sos
mutants. For instance, the difference in enthalpy so9
between SPCp41 and mutant P10A is about 28 k] s10
mol ™" at 25 °C. These effects would be difficult to s11
explain merely by the loss of a few van der Waals s12
contacts in the bound state after each Pro-Ala si3
mutation. Moreover, the enthalpic effect from the s14
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loss of van der Waals contacts would be compen-
sated by an opposite change in the enthalpy of
hydration.*” Neither do changes in the hydropho-
bicity of the interaction at the SH3—peptide inter-
face produced by the Pro-Ala mutations provide
us by themselves with an appropriate explanation
for the changes in the binding entropy. The hy-
drophobic effect makes a strong favourable con-
tribution to the binding entropy due to the release
of solvating water molecules produced by the
interaction. Alanine substitution of any proline
side-chain interacting with the SH3 surface does,
however, produce a small reduction in the surface
area that is buried upon binding, which would,
in contrast to our observations, imply a small
increase in the binding entropy with the Pro-Ala
mutation.

The folding of the ligand into the PPII conforma-
tion should also be influential in the thermody-
namics of this type of interaction.'” In the absence of
other effects, replacement of a proline by alanine in
the ligand would be expected to result in a less
favourable binding entropy due to the increase in
conformational freedom of the free ligand. This
contribution can in principle be evaluated with the
mutation of the solvent-exposed Pro8 side-chain,
which is not directly involved in the interfacial
interaction. Our results for the P8A mutant indicate,
however, only slightly more negative binding
entropy accompanied by a slightly less negative
enthalpy (both changes <1 k] mol ') (see Table 1)
This is a somewhat unexpected result, given that the
Pro-Ala mutation should increase the conforma-
tional degeneracy of the mutated residue and of its
preceding one by several times.** A previous ITC
study has shown that replacement of the similar
Pro8 by Leu in the isolated p41 ligand produces a
significant unfavourable change in‘enthalpy, par-
tially balanced out by a more favourable entropy of
binding to the Abl-SH3 domain, which is contrary
to the initially expected result."® Other-effects, such
as the special hydrogen-bond acceptor capability
of the proline carbonyl group or the existence of
cooperative effects propagated via specific water-
mediated interactions through the rest of the ligand
and the SH3 domain itself, have been put forward to
explain such unexpected behaviour (see below). In
contrast to these results, Hilser and co-workers,
studying the®binding of the Sos peptide to the
C-terminal Sem-5 SH3 domain, reported that the
mutation of solvent-exposed proline residues (at
positions equivalent to Pro8 in this study) to either
glycine or alanine produces a more negative binding
enthalpy (of about —4 k] mol ™), partially offset by a
more negative binding entropy (of about —2 kJ
mol ').1347 One possible explanation for these
discrepancies is that the free p41 ligand and the
mutant sequences may be more biased to PPII than
are the Sos peptides. Since any residue followed by a
proline residue is restricted by steric interactions
primarily to the R-sheet region of the ¢ and
angles,*-30 the increase in configurational freedom
of the unbound ligand segment would be relatively

small for most Pro-Ala mutants, as observed for s7s
P8A. For similar reasons, the differences in binding s79
enthalpy and entropy between the different Pro-Ala sso
mutants cannot be put down to differences in the ss1
energetic cost of the adoption of the PPII conforma- ss2
tion of the ligand chain. These results therefore ss3
cannot be rationalised in terms of simple changes in ss4
the conformational freedom of the ligand chain sss
alone and other contributions must therefore play a sss
part in this behaviour. 887

Additional contributions to the special thermo- sss
dynamics of the SH3—peptide interaction are to be 8so
found in the literature, including the presence of 890
water-mediated hydrogen-bond networks at the so1
binding interface and a reduction in conformational s92
dynamics upon complexation.’* "' The signifi- so3
cance of these effects in determining the binding so4
energetics, though very-important, is still poorly 895
understood. It is quite likely that their relative s9s
contribution depends upon the specific details of the so7
interaction between each SH3 domain and its sos
binding partner. For instance, the high similarity in s99
the structures of the complexes between the p41 900
peptide and either Abl-SH3 or Spc-SH3 has led to o1
the suggestion that the large differences in their 902
thermodynamic ‘magnitudes of binding may be 903
closely related to the absence of several water- 904
mediated interactions in the latter.'®> Nevertheless, if 905
the mutational effects observed in our chimeras 906
were primarily due to the destabilization of specific 907
water-bridged interactions we would have found gos
the greatest mutational effects at specific positions, 909
instead of the apparent periodicity of the energy 910
effects observed throughout the PPII helix. Accord- o11
ingly, although our results do not rule out the 912
influence of water-mediated interactions, a signifi- 913
cant contribution to the thermodynamic changes 914
produced by the Pro-Ala mutations may come from 915
their effect upon the conformational dynamics of the 916
SH3-peptide complex, as discussed below. 917

The intramolecular SH3—peptide binding shows 913
enthalpy—-entropy compensation 919

Strong enthalpy—entropy compensation in the 920
thermodynamics of the SH3-peptide interaction is 921
observed here for the various chimeric proteins 922
(Figure 11). The existence of enthalpy—entropy 923
compensation (EEC) is a ubiquitous property of 924
biomolecular processes™ and has been interpreted 925
as a natural property of multiple, weak, non-cova- 926
lent interactions, such as those existing in macro- 927
molecular systems in water.”>** An EEC behaviour, 925
similar to that found here, has also been reported 929
recently for the binding between bovine carbonic 930
anhydrase II and para-substituted benzenesulfona- 931
mides with chains of different lengths.”® These 932
authors observed an increase in mobility at 933
the binding interface of the complex concomitant 934
with the increase in the ligand length, which results 935
in a less unfavourable TAS and a less favourable 936
AH of binding, similar to our observations. Other 937
examples of EEC behaviour in binding processes 938
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Figure 11. Enthalpy—entropy compensation for the
intramolecular binding in the SH3-peptide chimeric
proteins. The values of AH; and T-AS; (Table 1) were
obtained from the three-state analysis of the DSC data
shown in Figure 8. Symbols are as for Figure 8.

reviewed recently” illustrate an inverse relationship
that frequently exists between structural tightening
and residual motions, intensified by cooperative
effects during the binding event. The strong EEC
behaviour in our results also indicates that mobility
in the bound conformation of the chimeric proteins
diminishes concomitantly with an increase in affinity
caused by cooperative improvement in the inter-
facial interactions. This is supported by the NMR
relaxation parameters, which show a significant
increase in fast motions over the whole binding
interface for the P7A mutant compared to SPCp41.
The decrease in conformational mobility may not
be restricted just to the binding interface, as shown
for several examples of binding between proline-
rich peptides and SH3 domains and other protein
ligand systems. 1916,57759 Long-range propagation of
conformational tightening would therefore produce
an amplification of the local energy. changes of
single-point mutations. Unfortunately, however, the
comparative NMR relaxation study shown here for
the SPCp41 chimera and the P7A mutant does not
provide us with information about long-range
effects in the SH3 domain brought about by the
slow aggregation of the mutant chimera, which
hindered a more thorough analysis of the data.

Intramolecular versus intermolecular binding of
low-affinity sequences

We have shown here that despite the intrinsically
low binding affinities of the isolated proline-rich
peptides and the permutant SH3 domain, when the
partners are tethered by a short linker the intramo-
lecular binding exerts a surprisingly strong thermo-
dynamic effect upon the stability of the chimeras.
SH3-mediated intramolecular binding plays an
essential role in the regulation of many signalling
proteins such as, for example, in several families of
tyrosine kinases, and it is well known that the in-
tramolecular ligands in these proteins differ sig-

nificantly from high-affinity sequences for SH3 973
domains.>” This has been described as a require- 979
ment for effective regulation because they must be 980
out-competed by external high-affinity ligands os1
overcoming the entropic advantage imposed by 9s2
the intramolecular tether.® 083

Zhou discovered a simple, quantitative relation- 9s4
ship between intramolecular and intermolecular 9s5
binding constants between SH3 domains and their 9s6
proline-rich 11gands with the simple form K;=Kyp, 987
where K; and K, are the intramolecular and in- 9ss
termolecular binding constants, respectively, and p 980
has the role of an effective concentration, generally 990
in the mM range. This effective concentration is 991
determined by the length and flexibility of the linker 992
as a result of the distance restriction imposed be- 993
tween the binding partners. Here we used DSC and 994
ITC to measure both binding constants for the p41 995
ligand and its P7A mutant (see Tables 1 and 2), 996
arriving at a value for the effective concentration, p, 997
of between 9 and 16 mM, which agrees well with the 99s
values predlcted for the linker used in these chimeric 999
proteins.®’ A“finely tuned balance between the 1000
effective concentration and the intrinsic affinity 1001
seems to be crucial to keeping the right equilibrium 1002
between active ‘and inactive forms of tyrosine 1003
kinases, allowing some basal activity and efficient 1004
kinase activation by a variety of signals.”" The 1005
length of the linker between SH3 domains and 1006
proline-rich sequences has also shown itself to be 1007
essential to determining the competition between 1008
intra- and intermolecular binding in the Tec-family 1009
kinases.> Understanding quantitatively the ener- 1010
getic effects of tethering SH3 domains and their 1011
ligands by flexible linkers is therefore of great 1012
importance and our approach combining mutagen- 1013
esis and DSC analyses of chimeric proteins may 1014
serve as a powerful tool to unveil the thermody- 1015
namic effects of varying both the length and com- 1016
position of the linker, thus providing a convenient 1017
way of validating the theoretical work. 1018

Conclusions 1019

We conclude that a mutagenesis analysis of the 1020
thermodynamic stability of chimeric protein con- 1021
structs mimicking the interaction between an SH3 1022
domain and a proline-rich peptide may provide a 1023
useful approach to analysing the thermodynamic 1024
determinants of binding for this type of weak 1025
interaction. The thermodynamic magnitudes of the 1026
unfolding of these chimeras have shown themselves 1027
to be very sensitive to perturbations in the binding 1028
interactions produced by Pro-Ala substitutions in 1020
the ligand sequence. A global analysis of the 1030
unfolding of the different Pro-Ala mutant chimeras 1031
on the basis of a three-state model has allowed us to 1032
extract selectively the energetics of the intramole- 1033
cular binding and also to establish the energetic 1034
importance of each proline residue in the interac- 1035
tion, which agrees well with the model by Lim for 1036
the binding between SH3 and proline-rich peptides. 1037
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The thermodynamic effects produced by the Pro-Ala
mutations in the intramolecular binding can be put
down mainly to the cooperative tightening of
interactions and a considerable reduction in con-
formational mobility, which extend over the whole
binding interface and possibly throughout the
remainder of the SH3 domain.

Materials and Methods

Protein samples

The genes encoding the mutant chimeric proteins and
the S19P20s domain were obtained by the polymerase
chain reaction (PCR) method.®® Mutant fragments were
cloned into the pETM-11 plasmids (Protein Expression
and Purification Core Facility, EMBL, Heidelberg, Ger-
many) and over-expressed in Escherichia coli BL21/DE3
cells. Proteins were purified as described.” Synthetic
peptides for ITC were bought from Pepscan Presto B.V.
(Lelystad, The Netherlands). Samples were prepared for
experimental work by extensive dialysis against a large
volume of the appropriate buffer, except for the NMR
samples, which were prepared by dissolving the lyophi-
lized protein (previously dialysed against water) directly
in the buffer and subsequently readjusting their pH.
Protein concentration was determined by absorption
measurements at 280 nm using an extinction coefficient
of 16,502 cm™ ! M}, determined as described.®*

Circular dichroism measurements

Circular dichroism (CD) measurements were made in a
Jasco J-715 spectropolarimeter equipped with a tempera-
ture-controlled cell holder. Far-UV spectra were recorded
from 250 nm to 190 nm in a 1 mm path-length'cuvette. For
high-accuracy measurements of the ellipticity signal at
228 nm, spectra were recorded from 250 nm to 215 nm
using sample concentrations of ~0.25 mg ml '=0.50 mg
ml~". Near-UV spectra were measured. from 320 nm to
250 nm in a 5 mm path-length cuvette, with sample
concentrations of ~1.5-2.5 mg ml ..Each CD_spectrum
was obtained by averaging 20.accumulations collected at a
scan rate of 50 nm min . Baseline spectra obtained with
pure buffer were subtracted for all spectra. Experimental
data were normalized as mean-residue molar ellipticity.

Intrinsic fluorescence measurements

Fluorescence measurements were made in a Perkin-
Elmer LS-55 spectrofluorimeter equipped with a tempera-
ture-controlled cell holder. Spectra were recorded at 25 °C
between 305 nm and 400 nm with an excitation wave-
length of 298 nm. Each spectrum was the result of five
accumulations collected at a scan rate of 200 nm min . All
the spectra were normalized by protein concentration.

Differential scanning calorimetry

Differential scanning calorimetry (DSC) experiments
were carried out in a VP-DSC microcalorimeter (MicroCal
Inc., Northampton, MA) at a scan rate of 1.5 K min ! using
protein concentrations within the range of 1 mg ml™ to
1.5 mg ml L. The samples were routinely heated from 5 °C

to 110 °C, then cooled down inside the calorimeter and 1093
reheated once again to check the reversibility of the 1094
unfolding process. Each experimental DSC thermogram 1095
was routinely corrected from the time-response of the 1096
calorimeter and from the instrumental baseline obtained 1097
with the calorimeter cells filled with the corresponding 1098
buffer. After normalization with the protein concentration, 1099
the partial molar heat-capacity curves (C,) were calculated 1100
from the resulting thermograms, assuming 0.73 ml g for 1101
the partial specific volume and 8453.5 Da and 8427.5 Da 1102
for the molecular mass of the SPCp41 chimera and the Pro- 1103
Ala mutants, respectively. The C, curves were subse- 1104
quently analysed using ORIGIN software. 1105

Isothermal titration calorimetry 1106

Calorimetric titrations of the S19P20s domain with p41 1107
peptide were undertaken at 25 °C in a MCS titration 1108
microcalorimeter (Microcal Inc, Northampton, MA). The 1109
S19P20s solution was| prepared by extensive dialysis 1110
overnight before being filtered, degassed and equili- 1111
brated at 25 °C prior to the experiment. The protein 1112
concentration in<the cell. was 0.44 mM. The p41 ligand 1113
solution was prepared at 10.8 mM by dissolving the 1114
lyophilised peptide in the dialysis buffer and readjusting 1115
the pH. Due to the low binding affinities the titrations 1116
were made by using a profile of injection volumes 1117
(between 2 pl and 13 pl) of ligand solution in order to 1118
define better the titration curve. After baseline subtraction, 1119
the area under each peak of the thermogram was 1120
integrated to determine the heat produced by the binding 1121
between the ligand and the protein after each injection. An 1122
independent identical titration with buffer in the cell was 1123
made with the same ligand solution to determine the 1124
corresponding heats of dilution, which were subtracted 1125
from the heats obtained in the titration of the protein. The 1126
apparent binding constant, K, and the enthalpy change of 1127
binding, AHy, were determined by fitting the resulting 1128
titration isotherm to a model of binding to a single set of 1129
identical sites, as described.'® 1130

Displacement ITC experiments were made by titration 1131
with a 10.8 mM solution of p41 over a 0.44 mM solution of 1132
S19P20s in the presence of the decapeptide APSYSPAPPP 1133
(P7Ap). Two independent experiments were made with 1134
P7Ap concentrations of 1.32 mM and 5.17 mM and a fixed 1135
0.44 mM concentration of S19P20s in the cell. The resulting 1136
binding isotherms were analysed as described by 1137
Sigurskjold,* fixing the thermodynamic parameters of 1138
the S19P20s:p41 interaction. 1139

NMR spectroscopy 1140

1°N-labelled samples of SPCp41 and the P7A mutant 1141
were prepared for NMR experiments at 1 mM and 1142
0.5 mM, respectively, in 93% H,O/7% ’H,0, 50 mM per- 1143
deuterated glycine (pH 3.5). Al NMR spectra were 1144
recorded at 25 °C on a Varian NMR Direct-Drive Systems 1145
600 MHz spectrometer ('H frequency of 600.25 MHz). 1146
1°N-NOESY-HSQC spectra® were acquired for both 1147
samples for comparison and to assign the NMR spectrum 1148
of the P7A mutant. Due to the lower concentration, twice 1149
as many scans were accumulated to obtain the NMR 1150
spectra for the P7A mutant protein. 1151

Heteronuclear 'H-'"N steady-state NOEs were obtained 1152
for both SpcP41 and mutant P7A from a series of 2D 1153
experiments with coherence selection achieved by pulse- 1154
field gradients at 600 MHz.°® The 'H-"°N heteronuclear 1155
NOEs were determined from the ratio of peak intensities 1156
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(Ion/Iogr) with and without the saturation of the amide
protons for 3 s. To correct for the slight loss in intensity due
to the slow aggregation of P7A, the I,, peak intensities
were determined from the average intensities of the
spectra with saturation recorded just before and after the
non-saturation experiment.

5N Ry and N R, relaxation rates were measured for
SPCp41 and the P7A mutant. R; values were measured
from ten spectra with different relaxation delays: 10, 100,
200, 300, 400, 500, 700, 900, 1200 and 1500 ms. R, values
were extracted from R, experimen’t567’68 recorded with
spin-lock pulses 10, 20, 40, 60, 80, 100, 130, 180 ms. The
P7A mutant chimera aggregated slowly during the
experimental time needed for these measurements, com-
plicating the analysis of such data. For this reason 'H-15N
HSQC spectra were recorded after each R; and Ry,
experiment and used to correct the loss in intensity caused
by this slow aggregation. All NMR data were processed
using NMRPipe®® and analysed by SPARKY (T.D. God-
dard and D.G. Kneller, University of California) or
NMRview.”? Relaxation parameters were extracted with
the SPARKY program, using a two-parameter fitting and
Monte Carlo simulation to estimate the errors. The
rotational correlation time and R,/R; ratios of SPCp41
were calculated with the Fast-HYDRONMR program30
using a temperature of § °C, a viscosity of 1.1 cP and a
radius of 2.6 A for the spherical elements used to build the
initial shell.
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