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“En Biologia, nos enfrentamos a un Unico grupo de
dtomos, del que existe una sola copia, y produce acontecimientos
ordenadamente, armonizados entre si de modo maravilloso y con
el ambiente siguiendo las leyes mds sutiles. (...) En los grados de
organizacién superiores, las copias se multiplican, es cierto. Pero
shasta qué punto? Tengo entendido que hasta algo asi como 10"
en un mamifero adulto. ;Qué es esto! S6lo una millonésima parte
del ndmero de moléculas en una pulgada cibica de aire. Aunque
son voluminosas, esas copias no formarfan, por coalescencia, mds
que una mintscula gota de liquido. Y obsérvese la forma en que
estan distribuidas en la realidad. Cada célula alberga sélo una de
ellas (o dos, si pensamos en un organismo diploide). Puesto que
conocemos el que esta mintscula oficina central posee en una
célula aislado, ;no se parecen a estaciones de gobierno local
dispersas por todo el cuerpo, que se comunican entre si con suma
facilidad gracias a una clave comun para todas ellas?”

(Erwin Schrodinger, “;Qué es la vida?”, Dublin, 1944)
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Introduccioén

CAPITULO 1. Introduccion

1.1. Reconocimiento molecular y disefio molecular en la era post-genémica

El correcto funcionamiento celular requiere el establecimiento de
interacciones transitorias entre moléculas bioldgicas, asi como una correcta
regulacién espacial y temporal. En conjunto, las interacciones de las proteinas en
el interior celular constituyen enormes redes que son la base del metabolismo y del
funcionamiento de los seres vivos. Algunos ejemplos de las interacciones
transitorias fundamentales mediadas por proteinas son la unién de sustratos e
inhibidores a enzimas, la identificacion de antigenos por sus correspondientes
anticuerpos, la interaccion entre hormonas y sus receptores celulares, el
establecimiento de redes de transduccion de sefales, etc.

Una alteracion de cualquiera de estos procesos de reconocimiento
molecular puede afectar al desarrollo del ciclo de vida celular y ser el origen de
determinadas enfermedades humanas, como son el cancer, el SIDA, la leucemia,
la distrofia muscular, etc. Por este motivo, una profunda y detallada comprension
de estos procesos permitiria predecir y modular la respuesta fisioldgica, o incluso
patoldgica, de la célula a un estimulo especifico. Ademas, facilitaria el desarrollo
de estrategias racionales de disefio molecular que conduzcan a la obtencién de
nuevas moléculas de interés biomédico o biotecnoldgico.

En la ultima década hemos sido testigos de una gran revolucién en los
campos de la gendmica y de la protebmica que ha hecho aun mas patente la
necesidad de profundizar en el estudio del reconocimiento molecular. La
secuenciacion del genoma humano, junto con el de varios organismos modelo y de
agentes patdgenos, ha generado un nuevo y excitante panorama cientifico que
requiere la revision y actualizacion de las metodologias tradicionales de disefio
molecular. Muchas de las proteinas identificadas en estos genomas constituyen
dianas potenciales para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos cuyas
interacciones hay que caracterizar y validar. Para cada nueva diana es necesario
identificar o disefiar nuevos compuestos que modulen su actividad de la forma

deseada y, para ello, se requiere una racionalizacién del proceso de unién. Es

31



Capitulo 1

importante profundizar en la interrelacion existente entre la estructura, la
estabilidad de una proteina y sus caracteristicas funcionales e incorporar al
proceso de disefio no sélo aspectos estructurales, sino también consideraciones
termodinamicas y dinamicas (estabilidad y cooperatividad), genéticas vy
funcionales, las cuales son frecuentemente ignoradas en las estrategias de disefio

tradicionales (Velazquez Campoy & Freire 2005; Lafont et al. 2007; Freire 2008).

1.2. Interacciones de secuencias ricas en prolina con moédulos de

reconocimiento molecular.

Normalmente, las interacciones transitorias entre proteinas estan mediadas
por pequeinos dominios modulares altamente conservados. Estos dominios estan
presentes en distintas proteinas en numero variable y en distintas combinaciones
reconociendo secuencias especificas en sus dianas naturales (Pawson 1995;
Pawson & Scott 1997; Pawson et al. 2002). Los dominios modulares proporcionan
un mecanismo muy eficiente para el control de la actividad celular, contribuyendo a
la localizacion celular de enzimas y sustratos dentro de cascadas de sefalizacion
especificas, asi como reconociendo modificaciones post-transduccionales e
incluso propiciando la intercomunicacion entre distintas rutas de sefializacion. En
general, los dominios modulares de reconocimiento de proteinas presentan entre
30 y 150 aminoacidos y se encuentran plegados en estructuras compactas y
estables, caracterizadas por uno o mas sitios de union.

Cada familia de dominios estructuralmente diferente reconoce en sus
proteinas diana ciertas secuencias especificas de 3 a 6 aminoacidos. Por ejemplo,
los dominios SH3 (en inglés, “Src-homology region 3”) reconocen secuencias ricas
en prolina, los dominios SH2 (“Src-homology region 2”) y los dominios PTB
(“Phospho-tyrosine binding domain”) se unen a secuencias peptidicas con restos
de tirosina fosforilados y los dominios PDZ (acrénimo de le nombre en inglés de la
proteina en que fueron descubiertos, “Post Synaptic Density protein 95”)
interaccionan con secuencias correspondientes a extremos carboxilo terminales
(Kuriyan & Cowburn 1997; Yan et al. 2002; Jelen et al. 2003; Ball et al. 2005). En
ocasiones, estas secuencias diana estan flaqueadas por restos que interaccionan

con elementos variables en el sitio de union. Dichas interacciones confieren
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especificidad de unién dentro de cada familia de dominios; es decir, son
responsables de la seleccibn de las proteinas naturales funcionalmente
complementarias.

Las interacciones mediadas por dominios modulares presentan dos
caracteristicas especialmente interesantes. Por un lado, reconocen epitopos
continuos, lo que simplifica la identificacion a nivel de proteoma de sus dianas
fisiologicamente relevantes (Brannetti & Helmer-Citterich 2003; Reiss &
Schwikowski 2004; Neduva et al. 2005). Por otra parte, presentan sitios de union
céncavos con superficies de interaccion pequefias (de unos 1000 A?), mas
similares a las observadas en las interacciones de enzimas con pequefios
sustratos que a las de interacciones proteina-proteina. Estas propiedades hacen
de estos mddulos de reconocimiento atractivas dianas para el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos. Una profunda y detallada comprensién de las reglas que
gobiernan la especificidad de unién de los distintos dominios de reconocimiento
posibilita el disefio de pequefios compuestos que bloqueen con alta especificidad
estas interacciones (Kardinal et al. 2000; Lee et al. 2002; Porter et al. 2007;
Sudarman et al. 2008; Wang et al. 2008).

Dentro del conjunto de dominios modulares existen cinco familias de
reconocimiento de secuencias ricas en prolina: dominios SH3, dominios WW (que
toman su nombre de dos restos triptéfano altamente conservados), dominios EVH1
(“Enabled Vasodilator-stimulated-protein Homology”), dominios GYF (denominados
asi debido a la presencia de la triada de restos glicina-tirosina-fenilalanina que los
caracteriza) y dominios UEV (“Ubiquitin E2 Variant”) (Zarrinpar & Lim 2000; Macias
et al. 2002; Ball et al. 2005; Li & Lazaridis 2005). Estas familias de dominios de
reconocimiento de secuencias ricas en prolina interaccionan con epitopos o
secuencias consenso muy similares. Varias familias, como los dominios SH3 y
WW, comparten un mecanismo de reconocimiento comun basado en la insercion
de las prolinas principales del ligando en bolsillos hidrofébicos de los dominios.
Incluso, se ha llegado sugerir que puedan interaccionar con los mismos epitopos o
secuencias consenso (Bedford et al. 1997).

A dia de hoy, se sabe que las interacciones de estos dominios con las

secuencias ricas en prolina presentan afinidades moderadas o bajas, cuyas
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constantes de disociacién varian entre 1 y 500 uM. Ademas, se postula que las
divergencias entre los dominios de una misma familia son suficientes para
establecer redes de interacciones de alta especificidad (Zarrinpar et al. 2003a). Sin
embargo, con frecuencia se ha detectado un elevado grado de promiscuidad para
alguno de estos dominios puesto que reconocen un numero considerable de
dianas con afinidades comparables. A la vista de esta aparente paradoja se ha
propuesto la existencia de dos tipos de especificidad: una especificidad intrinseca
encriptada en cada pareja dominio-ligando y una especificidad contextual en la que
factores como la localizacion subcelular o el efecto cooperativo de interacciones
multiples desempefian un papel importante (Ladbury & Arold 2000; Mayer 2001).

Dentro de los dominios de reconocimiento de secuencias ricas en prolina,
los dominios SH3 han sido ampliamente estudiados mientras que se sabe
relativamente poco de las demas familias. Los dominios SH3 son, con diferencia,
los mas abundantes en vertebrados, con un numero estimado de 409 dominios en
el proteoma humano (Zarrinpar & Lim 2000; Mayer 2001; Macias et al. 2002).
Estos dominios forman parte de proteinas muy diversas (Stein 1998; McPherson
1999) y frecuentemente actuan como sitios de anclaje para el reconocimiento de
sustratos conduciendo a la modificacién enzimatica y la regulacion de las proteinas
que los contienen (Barila & Superti-Furga 1998; Arold et al. 2001; Brasher et al.
2001; Brabek et al. 2002). En ocasiones, se han asociado a patologias tales como
procesos cancerigenos (c-Src y c-Yes), el SIDA (Lyn, Hck, Lck), la leucemia (Abl),
la osteoporosis (Src), o procesos inflamatorios, alérgicos y asmaticos (Dalgarno et
al. 1997; Skorski et al. 1998).

Actualmente se dispone de una gran cantidad de informacion estructural
sobre los dominios SH3, ya que existen mas de 100 estructuras resueltas, tanto
por RMN como por difraccion de rayos X. Los dominios SH3 presentan un
plegamiento caracteristico que consiste en una estructura constituida por 5 hebras
B antiparalelas conectadas por 3 lazos de longitud variable (RT, n-Src y distal) y
una hélice 349, como se observa en el Panel A de la Figura 1.3. Por otro lado,
ademas, se ha caracterizado exhaustivamente su equilibrio conformacional desde
un punto de vista termodinamico (Viguera et al. 1994; Martinez et al. 1999; Sadqi
et al. 2002; Martin-Sierra et al. 2003) y cinético (Martinez et al. 1998; Martinez &
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Serrano 1999; Korzhnev et al. 2004; Candel et al. 2009). Los dominios SH3
reconocen ligandos que contienen la secuencia xPxxP (donde la x suele ser un
resto hidrofébico, y la P, un resto prolina) y adoptan una conformacion de hélice
poliprolina tipo Il (PPIl). Las superficies de union de los dominios SH3 estan
formadas por varios aminoacidos aromaticos muy conservados (Panel A, Figura
1.1) dispuestos tridimensionalmente en tres bolsillos: dos bolsillos hidrofébicos y
un bolsillo de especificidad (Panel B, Figura 1.1). Los dos bolsillos hidrofébicos
acomodan dipéptidos del ligando tipo xP. En cambio, el bolsillo de especificidad
esta acotado por los lazos RT y n-Src, los cuales son flexibles y variables en
secuencia (Zarrinpar et al. 2003b; Ball et al. 2005).

B) Hélice PPII

Lazos RT Bolsillos
Y h-Src hidrofébicos

C-terminaN) \N-terminal

Figura 1.1. Reconocimiento de ligandos ricos en prolina por dominios SH3. A) Representaciéon de la
estructura tridimensional del dominio SH3 de c-Yes determinada por rayos X (cédigo PDB: 2HDA). Las
cinco hebras beta se representan como (1, B2, B3, B4 y B5 en amarillo y la hélice 319 que conecta las
hebras B4 y 5 aparece en rojo. El lazo n-Src que conecta las hebras B2 y 33, el lazo RT que conecta las
hebras 1 y B2 y el lazo distal que conecta las hebras 3 y 4 se indican en color verde. Los restos
aromaticos mas conservados que son importantes para la unién de los ligandos se indican en
representacion de varillas. B) Representacion esquematica del sitio de unién del domino SH3, modelado
con un ligando tipo PXXP en orientacion tipo I. El sitio de unién contiene dos bolsillos hidrofobicos xP
formados por restos aromaticos conservados (amatrillo) y un bolsillo de especificidad adyacente que es
mas variable (verde). Las letras P en el ligando indican las posiciones en su secuencia consenso,
PoX1X2P3.

Las interacciones de los dominios SH3 se basan fundamentalmente en la
intercalacion de los restos prolina del ligando entre aminoacidos hidrofébicos del
sitio de union del dominio, con muy pocas interacciones polares, por lo que cabe
esperar un patron termodinamico dirigido por el efecto hidrofébico (con una

entropia de unioén favorable). Sin embargo, los estudios termodinamicos sobre las
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interacciones mediadas por los dominios SH3 con secuencias ricas en prolina
presentan un patrén termodinamico dominado por una entalpia de unién favorable
a la que se opone una contribucion entrépica desfavorable (Renzoni et al. 1996;
Arold et al. 1998; Wang et al. 2001b; Ferreon & Hilser 2004; Palencia et al. 2004).
Este comportamiento termodinamico no se puede racionalizar facilmente
considerando exclusivamente las interacciones hidrofébicas. Algunos trabajos
proponen que este comportamiento termodinamico estda asociado a efectos
dinamicos que implican una redistribucion conformacional en los lazos de los
dominios SH3 (Wang et al. 2001a) o en el ligando (Ferreon & Hilser 2004);
mientras que otros trabajos realizados en nuestro laboratorio sugieren la presencia
de moléculas de agua enterradas, mediando una compleja red de puentes de
hidrogeno, en la interfase de union entre el ligando y el dominio SH3 (Palencia et
al. 2004; Palencia et al. 2010).

1.3. Los dominios WW

Los dominios WW son dominios modulares presentes en numerosas
proteinas (mas de 125 en el genoma humano) tanto en el citoplasma como en el
nuacleo celular (Hu et al. 2004). La unién de los dominios WW a sus dianas
naturales esta relacionada con funciones muy variadas. Entre otras funciones, se
hallan involucrados en la transcripcién de ADN, en el procesamiento de ARN, en el
reconocimiento de ubiquitina, en el trafico de proteinas y de receptores de
sefalizacion y en el control del citoesqueleto (Kay et al. 2000; Sudol & Hunter
2000; Sudol et al. 2001; Macias et al. 2002). Por tanto, como ocurre con los
dominios SH3, algunas alteraciones de las funciones de los dominios WW se han
relacionado con varias enfermedades humanas como el sindrome de hipertension
de Lyddle, la distrofia muscular, procesos cancerigenos y las enfermedades de
Alzheimer y de Huntington (Pereboev et al. 2001; Sze et al. 2004; Rotin & Schild
2008; Bellomaria et al. 2010). Ademas, algunos dominios WW estan implicados en
el desarrollo de infecciones viricas, como el Ebola o la leucemia humana (Bouamr
et al. 2003; Timmins et al. 2003). Por todo ello, estos dominios también han
despertado gran interés como potenciales dianas para el desarrollo de nuevos

agentes terapéuticos.
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1.3.1. Estructura y clasificacion de dominios WW

Al igual que los dominios SH3, los dominios WW estan caracterizados por
una estructura comun y relativamente compacta. En este caso, la estructura es
una sola lamina 3 formada por tres hebras antiparalelas retorcidas, unidas por dos
lazos cuya extension es variable. Estos dominios contienen aproximadamente 40
aminoacidos y son considerados los dominios modulares de proteinas naturales
mas pequefios que existen con un plegamiento simple en lamina . Sin embargo,
la informacién estructural disponible para los dominios WW es mucho mas limitada
que para los dominios SH3. Actualmente, existen unas 25 estructuras
determinadas por RMN de complejos y de dominios WW libres y muy pocas
estructuras cristalograficas.

Todos los dominios WW contienen dos cavidades en el sitio de unién: un
bolsillo xP y un bolsillo de especificidad. En el Panel A de la Figura 1.2 se muestra,
a modo de ejemplo, un complejo formado por un dominio WW y su
correspondiente diana natural. En el Panel B de la misma figura se representa un
esquema del sitio de union de dicho complejo y se puede observar claramente que
el bolsillo xP tiene algunas similitudes con el de los dominios SH3 (visto
anteriormente en la Figura 1.1B). La principal similitud es la presencia de restos
aromaticos conservados y muy parecidos en la segunda y tercera hebras del
dominio WW (como son la tirosina Y28 y el triptéfano W39, en la Figura 1.2A)
conformando el bolsillo de interaccion hidrofébico donde se intercalan dipéptidos
del tipo xP del ligando (en el ejemplo de la Figura 1.2A, las prolinas P4" y P5"). El
bolsillo de especificidad se localiza en el lazo que conecta la segunda y tercera
hebras, y varia de un dominio WW a otro dependiendo del tipo de ligandos que
reconozca (Sudol et al. 1995; Zarrinpar & Lim 2000; Zarrinpar et al. 2003a).

En la Figura 1.3 se muestra un alineamiento de las secuencias de
diferentes dominios WW donde se pueden reconocer algunas de las
caracteristicas mas importantes a nivel de estructura primaria. La numeracion
utilizada en el alineamiento de esta figura constituye la base de las futuras
referencias para las secuencias de dominios WW en este trabajo. El nombre de
estos dominios, “WW?”, deriva de dos restos triptéfano muy conservados (W17 y
W39) que aparecen espaciados entre 20 y 23 restos en sus secuencias. Estos dos
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triptofanos junto a la prolina P42, configuran la principal sefa de identidad de los
dominios WW y se encuentran muy conservados en todos ellos. El W17, la P42 y
el resto aromatico en la posicion 29 (en la figura en azul), estan involucrados en la
formacion de un broche o hebilla de tipo hidrofobico responsable de mantener la
integridad del plegamiento de los dominios (Macias et al. 1996; Koepf et al. 1999a).
Las siguientes posiciones mas conservadas en los dominios WW, 28 y 39, estan
ocupadas por los restos aromaticos que conforman el bolsillo xP (en la figura, en
granate). De hecho, el resto ubicado en la posicion 39 suele ser el segundo
triptéfano que les da nombre a estos dominios, aunque en algunos casos puede
ser otro residuo aromatico como una fenilalanina o una tirosina (Sudol et al. 1995;
Zarrinpar & Lim 2000; Zarrinpar et al. 2003a).

Hélice
PPII

C-terminal

Bolsill Bolsillo Dominio
olsillo
especificidad  hidrofébico ww

-terminal

Figura 1.2. Reconocimiento de ligandos ricos en prolina por dominios WW. A) Representacion
esquematica de cintas de las estructura determinadas por RMN del dominio hYap-WW1 (L30K) formando
complejo con el péptido GPPPPYTVG (PDB: 1JMQ). El dominio WW esta representado en color verde y
las cadenas laterales de los restos que forman bolsillos en el sitio de unién Y28, L30, H32, Q35, T37 y
W39 se han representado como varillas en verde. El péptido se ha representado como varillas de color
gris. B) Representacion esquematica del sitio de union tipico de un dominio WW con un ligando PPxY con
la estructura de hélice PPIl que caracteriza a estos ligandos. En ambos paneles, la region
correspondiente al bolsillo xP se ha resaltado como circulos amarillos y la regién correspondiente al
bolsillo de especificidad como un circulo de color rojo.

Los dominios WW se agrupan en cuatro subfamilias o clases atendiendo a
criterios relacionados con su secuencia (Figura 1.3) y con la especificidad de union
por los ligandos ricos en prolina que reconocen (Macias et al. 2000; Schleinkofer et
al. 2004). Los dominios WW de clase | presentan un claro patréon de secuencia
PWWP que hace referencia a los restos P14, W17, W39 y P42, y ademas

reconocen la secuencia consenso PPxY. En la clase Il, los dominios pierden la P14
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Figura 1.3. Clasificacion de los dominios WW en los diferentes grupos de especificidad segtn el
tipo principal de las secuencias ricas en prolinas que reconocen. Alineamiento de secuencias de una
seleccion de dominios WW en la que se pueden observar, resaltados con un fondo azul celeste, los
residuos conservados en cada tipo de dominio. Las posiciones implicadas en la formacién del broche
hidrofébico de estabilidad se muestran en azul, las posiciones implicadas en la formacién del bolsillo xP
en granate y las posiciones implicadas en la formacién del bolsillo de especificidad xY de los dominios
WW de tipo 1 se muestran en gris. Los colores de los residuos son los que utiliza por defecto ClustalX e
indican propiedades similares (aromatico, positivo, apolar, etc.).

respecto del patrén de la clase | (patron de secuencia WWP), interaccionan con
secuencias consenso PPLP muy parecidas a las caracteristicas de dominios SH3 y
en este caso, el bolsillo de especificidad también es un bolsillo hidrofébico de tipo
xP (denominado bolsillo xP2). La clase lll se caracteriza por el patron PWWP mas
una insercion en su secuencia al final de la primera hebra B1 mientras que la
secuencia consenso que reconocen contiene una prolina precedida por fosfoserina
o fosfotreonina, del tipo p(S/T)P. Por ultimo, la clase IV es la subfamilia mas
heterogénea donde, independientemente de los ligandos que puedan reconocer,
se agrupan los dominios que tienen las secuencias mas diferentes incluyendo
aquellos que no conservan el W39 que forma el bolsillo xP. Aparte de los criterios
de clasificacibn que acabamos de exponer, hay otros, relacionados

fundamentalmente con la especificidad de unién, que hacen que actualmente la
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clasificacion de los dominios WW siga siendo motivo de controversia. Algunos
autores proponen que el motivo de unién de la clase Il debe ser definido como
PPxPP (Macias et al. 2002), otros han sugerido un quinto posible grupo para
algunos dominios que reconocen secuencias flanqueadas o interrumpidas por los
aminoacidos arginina o lisina, del tipo R/LPPP(R) (Bedford et al. 1998; Bedford et
al. 2000), o incluso para aquellos que puedan unir a tirosinas fosforiladas en la
secuencia consenso (Otte et al. 2003).

Los dominios de la clase | son los dominios WW mas abundantes, y a este
grupo pertenecen todos los dominios empleados en los estudios de interaccion
presentados en este trabajo. El bolsillo de especificidad para los dominios WW de
la clase | se ha denominado bolsillo XY por ser donde se acomoda la tirosina del
motivo PPxY. Esta cavidad esta formada por restos situados al final de la segunda
hebra y en la mitad de la tercera hebra. Estos son un aminoacido alifatico en
posicion 30 (leucina, valina o isoleucina), un resto histidina en posicién 32, un
residuo hidrofilico en la posicién 35 (glutamico, lisina o arginina) y por una treonina
en posicién 37. Analisis mutacionales de los residuos semiconservados en las
posiciones 30 y 35 demuestran que la sustitucion de éstos no afecta
significativamente a la interaccion (Toepert et al. 2001). En cambio, los
aminoacidos estrictamente conservados H32 y T37, resultan fundamentales para
la unién de dianas PPxY (Kasanov et al. 2001; Toepert et al. 2001). En la
estructura del complejo mostrada en la Figura 1.2A se ilustra cémo la H32
interacciona con la tirosina del ligando, mientras que el hidroxilo de la cadena
lateral de T37 establece un puente de hidrogeno con una de las prolinas del motivo
de union (Pires et al. 2001; Ball et al. 2005).

1.3.2. Plegamiento y estabilidad de dominios WW

Teniendo en cuenta el pequefio tamano de los dominios WW (40
aminoacidos) y que constituyen una de las estructuras con secundaria en lamina
B mas extendidas y mas sencillas de la naturaleza, los dominios WW son
candidatos idéneos para abordar el analisis experimental y computacional de las
distintas fuerzas que gobiernan el plegamiento y la estabilidad de este tipo de

estructura secundaria (Ibragimova & Wade 1999; Koepf et al. 1999a; Koepf et al.
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1999b; Crane et al. 2000; Jager et al. 2001; Nguyen et al. 2003; Deechongkit et al.
2004; Petrovich et al. 2006; Liu et al. 2009). Ademas, hay que sumar otras
caracteristicas que facilitan este tipo de estudios, como son su elevada solubilidad
en disoluciones acuosas, la definicion de un estado nativo monomérico, la
ausencia de cofactores, grupos prostéticos, puentes disulfuro, prolinas en
conformacion cis o la elevada tolerancia a mutaciones sin que se desestabilice su
estructura.

Actualmente, los estudios de plegamiento de dominios WW son escasos v,
en general, se limitan a experimentos puntuales realizados mediante técnicas
espectroscépicas, que proporcionan una informacion muy limitada. La primera
caracterizacion termodinamica del equilibrio conformacional de un dominio WW fue
realizada con el primer dominio WW de la proteina humana hYap. El estudio se
llevé a cabo mediante el analisis de las desnaturalizaciones térmica y quimica y
mostro el caracter monomérico y la elevada reversibilidad del estado nativo en la
mayoria de las condiciones experimentales estudiadas (Koepf et al. 1999a; Koepf
et al. 1999b). Los autores sugirieron posibles roles tanto estructurales como
funcionales de los dos triptéfanos altamente conservados que dan nombre a estos
dominios. Tanto en este trabajo como en estudios posteriores sobre los dominios
WW de las proteinas hPin1 (Karanicolas & Brooks 2004; Sharpe et al. 2007; Jager
et al. 2008) y Fbp28 (Karanicolas & Brooks 2003; Petrovich et al. 2006; Sharpe et
al. 2007), el equilibrio conformacional de los dominios WW se ha descrito de
acuerdo al modelo de equilibrio de dos estados. No obstante, como ya hemos
indicado, se trata de experimentos puntuales seguidos por técnicas
espectroscopicas, en general poco informativas en cuanto a la cooperatividad del
equilibrio de plegamiento.

A diferencia de los estudios termodinamicos, las caracterizaciones cinéticas
del plegamiento llevadas a cabo con distintos dominios WW son mas numerosas y
completas, aunque describen diferentes comportamientos para los dominios WW
(Crane et al. 2000; Ferguson et al. 2001a; Ferguson et al. 2001b; Jager et al. 2001;
Petrovich et al. 2006; Sharpe et al. 2007). En general, estos estudios indican que el
plegamiento es un proceso rapido que corresponde a una transicion entre dos

estados a través de un estado de transicion compacto con la presencia de un

41



Capitulo 1

nucleo de plegamiento localizado en el lazo que conecta las hebras 1y B2 (Jager
et al. 2001; Petrovich et al. 2006). Otros trabajos sugieren que el nucleo de
plegamiento es difuso y dependiente de la temperatura, y proponen que el estado
de transicidn se estabiliza por interacciones hidrofébicas asociadas a la formacién
de las zonas centrales de las hebras B (Ibragimova & Wade 1999; Karanicolas &
Brooks 2004; Sharpe et al. 2007; Jager et al. 2008). Por ejemplo, la cinética de
plegamiento del dominio WW de la proteina Fbp28, indica un complejo
comportamiento que varia de un mecanismo de dos estados a un mecanismo de
tres estados dependiendo de la temperatura (Karanicolas & Brooks 2003; Nguyen
et al. 2003).

En vista del enorme interés que ha suscitado el plegamiento de pequefos
dominios modulares y debido a la escasa informacién disponible sobre la
termodinamica del plegamiento de dominios WW, uno de los objetivos que se
plantean en esta Tesis es abordar por primera vez la caracterizacion
termodinamica detallada y completa del equilibrio conformacional de algunos

dominios WW utilizando diversas técnicas y metodologias de analisis.

1.4. Los dominios WW como objeto del disefio racional de inhibidores

Con el objetivo de profundizar en la comprensién de los procesos de
reconocimiento de secuencias ricas en prolinas por los dominios WW, a
continuacion se proponen dos situaciones en las que el estudio de estas
interacciones es especialmente interesante, como son: el desarrollo de
enfermedades de origen virico y la regulacion de la expresion de genes mediada

por la proteina humana asociada a Yes (hYap).

1.4.1. Dominios L viricos como dianas para el diseiio de antivirales de amplio

espectro

La etapa final en el ciclo de vida de los virus encapsulados consiste en un
proceso de fusién de la membrana de la célula huésped que tiene como resultado
la liberacién del virus (Figura 1.4). En la ultima década se han identificado

pequefas secuencias ricas en prolina que desempefian un papel critico en el
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Interacciones mediadas por
A) dominios L viricos

RNA Yy
Transcripcién
Reversa

Inyeccion del
contenido de la capside

Particula de VIH
BN Maduracion

, / /
/i

Jlnlnqracim del /4

Provirus dentro del //.' Particula

DNA del huésped A VIH
Z 2 madura

Membrana

recepior CD4 celular

Figura 1.4. Ejemplo de las etapas del ciclo de vida de los virus. A) Representacion simplificada del
ciclo de vida del retrovirus VIH donde se representan las etapas mas importantes, como la unién del virus
a la membrana celular, la inyeccion de su ARN en la célula, la transcripcion reversa del ARN en ADN, la
integracién de éste en el ntcleo celular, su transcripcion y translacion, y, finalmente el ensamblaje en la
pared celular y gemacion necesarios para escapar de la célula infectada. Con letras rojas se han resaltado
los procesos en los que participan los dominios L viricos. B) Proceso de formacion de vesiculas
conteniendo las particulas virales y transporte de éstas hasta la pared de la membrana celular de la célula
infectada. C) Proceso de formacion de invaginaciones en la pared de la membrana celular y escape de las
particulas virales de la célula. Imagenes tomadas de Freed 2002; Demirov & Freed 2004.

proceso de liberacion del virus. Estas secuencias se denominan dominios L (“Late
assembly domains”) y se hallan en diversas proteinas viricas como las
poliproteinas Gag de los retrovirus o las proteinas de matriz de rhabdovirus y
filovirus. Se ha demostrado que la eliminacién de estos dominios o la alteracién de
sus secuencias bloquea la liberacion del virus, impidiendo la propagacion de las
particulas infecciosas (Gottlinger et al. 1991; Yasuda & Hunter 1998; Yuan et al.
2000; Freed 2002; Yasuda et al. 2003). En la Figura 1.5 se muestran algunos

ejemplos de los tres tipos de dominios L identificados como tres motivos muy
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Familia Virus Secuencia

Retrovirus  HTLV1 - - - - - - - - = - - - - - - PPPSSPTHDPPDSDPQIENERIVEPrTAPQVLP
HTLV2 VSPSAPAAPVPTPICPTTTPPPPPPPSPEAHVEEERIVEIP TTTQCEF P
BLV - - - - - - - - oo oo oo oo oo PGASAPEEQREERYDPPAILPITIS
GALV - - - -PVAGRPSAPPRPPIYPATDDLLLLSEPTRRERIPAALPPPLAP
MLV LYPALTPSLGAKPKPQVLSDS PLIDLLTEDGRERIRPIPRP PP P SD
RSV - PEETATPKTVGTSCYHCGTAI CNCATA S A PREEELYV S LYPSLA

MPMV - - - - - - - - - - - DGLEDEAAKYHNPDWPPFLTRESEEBEINKATPSAPTV

HivV1 - - - - - - - - - - - SRPEPTAPPEESFRSGVETTTRR4QKQIPI DKELY P
Rhabdovirus VSIV - - - - - - - - - - - - - - - - o o KGKGKKSKKLGI APBEESRIERDT SMEYA P

RABV - - - - - - - - RRDEDTQKSSPASAPLDDDDLWLPVPLKELT KK
Filovirus ZEBOV - - - - - - - - - - - - - - - - oo - - - - MRRVILPTAREBIENMEAA I Y P VR SN

MARV - - - - - - - - - - - - - - - - - MASSSNYNTYMQY LNISEBIAPIHGANQLI P
Herpesvirus HHV4 - - - - - - - - - - - - - - - - TPTPPNDEERESNEEPEEEERIEPIP YWGNGDR
Arenavirus LASV NRCPICKMPLPTKLRPSAAPTAPPTGAADS I RESEEPES P

Figura 1.5. Dominios L viricos. Alineamiento multiple de secuencias procedentes de distintas familias de
virus que contienen una o varias secuencias denominas dominios L. Las secuencias corresponden a los
siguientes virus: leucemia humana tipo | (HTLV1), leucemia humana tipo Il (HTLV2), leucemia bovina
(BLV), leucemia de chimpancé (GALV), sarcoma murino de molones (MLV), sarcoma de Rous (RSV),
Manson-Pfeifer de mono (MPMYV), inmunodeficiencia humana tipo | (HIV1), estomatitis vesicular (VSIV),
rabia (RABV), ébola del Zaire (ZEBOV), marburgovirus del Lago Victoria (MARV), herpes humano 6
Epstein Barr (HHV4) o Lassavirus (LASV). El alineamiento se ha realizado centrando las distintas
secuencias en el motivo PPxY que ademas se ha recuadrado. En cuadros rojos se han sefialado algunos
residuos parcialmente conservados. Los demas motivos tipicos de dominios L, con secuencias PT/SAP o
YxxL, aparecen subrayados.

conservados: PPxY, P(T/S)AP e YPDL. La amplia distribucion de estas secuencias
entre distintos tipos de virus, junto con el hecho de que estos motivos en ocasiones
son intercambiables, ha llevado a plantear una estrategia comun de los virus para
su liberacion de la célula huésped (Parent et al. 1995; Puffer et al. 1998; Chen et
al. 2001; Martin-Serrano et al. 2001). Es importante mencionar que los tres motivos
caracteristicos de dominios L se han relacionado con las secuencias consenso
propias de modulos de reconocimiento proteina-proteina: dominios SH3 (PxxP)
(Mayer & Eck 1995; Dalgarno et al. 1997), dominios WW (PxxP 6 PPxY) (Sudol
1996b; Sudol 1996a) y proteinas adaptadoras AP1 y AP2 (YxxL) (Ohno et al. 1995;
Puffer et al. 1998).

Actualmente, hay muchas evidencias experimentales que indican que los
dominios L no actuan directamente en la morfogénesis del virién, sino que su
principal funcién es reclutar la maquinaria celular necesaria para el ensamblaje del
virus y para su liberacion. De hecho, esta bien establecido que este proceso tiene
lugar mediante la interaccion directa de los dominios L viricos con proteinas
celulares implicadas en los mecanismos de creacién y gestion de vesiculas (Figura
1.4). Los dominios de tipo PTAP, presentes en virus como VIH-1 o Ebola (Figura

1.5), interaccionan con el dominio UEV de la proteina Tsg101 (“Tumor
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Susceptibility Gene 101”) (VerPlank et al. 2001; Bouamr et al. 2003); mientras que
los dominios de tipo PPxY, presentes en los virus del Ebola, de Mason-Pfizer, del
sarcoma Rous y otros onco-retrovirus como el virus de la leucemia humana en
linfocitos T de tipo | (HTLV1), interaccionan con la ligasa de ubiquitina Nedd4
(“Neural precursor cell Expressed Developmentally Down-regulated”), y mas
concretamente con su tercer dominio WW (Harty et al. 2000; Harty et al. 2001;
Freed 2002; Yasuda et al. 2003; Demirov & Freed 2004; Sakurai et al. 2004).

La ligasa de ubiquitina Nedd4 pertenece a la familia de ligasas tipo E3-
HECT (“Homologous E6-AP C-terminus”), que se caracterizan por ser proteinas
modulares compuestas por un dominio C2 en el extremo amino-terminal, entre uno
y cuatro dominios WW en la region central y un dominio HECT en el extremo
carboxilo-terminal (Harvey & Kumar 1999; Ingham et al. 2004). El dominio C2 es
un dominio de unién a lipidos que media la localizacion de proteinas en
membrana. Este dominio sugiere que la ligasa Nedd4 se encarga de marcar
proteinas de membrana con ubiquitina, aunque se ha observado que también
realiza el etiquetado de proteinas citoplasmaticas y nucleares. Nedd4 esta
implicada en procesos de degradacion proteosomica, transporte de proteinas
desde la regidén trans-Golgi a la membrana celular o en la internalizacion de
proteinas de membrana para su posterior reciclaje o degradacion lisosomica. Sin
embargo, aunque se ha puesto de manifiesto que la presencia de algunas ligasas
es imprescindible para la correcta salida de las particulas virales maduras de la
célula huésped (Huang et al. 1995; Yasuda & Hunter 1998; Yuan et al. 2000;
Martin-Serrano et al. 2004), no esta del todo claro su papel en el final del ciclo viral
(Garrus et al. 2001; Polo & Dubensky 2002). En este sentido, recientemente se ha
demostrado que el virus HTLV1, que presenta dos dominios L consecutivos
(PPPY+PTAP) en su poliproteina Gag, se une inicialmente, a través del motivo
PPPY, a uno de los dominios WW de Nedd4 en la membrana plasmatica
Posteriormente Nedd4 cataliza el etiquetado de Gag con ubiquitina y, finalmente, la
proteina Gag ubiquitinada interacciona por medio del otro dominio L, PTAP con el
dominio UEV de Tsg101, induciendo la gemacion de la membrana celular (Blot et
al. 2004).
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Es particularmente interesante que organismos sencillos como los virus se
hayan basado en la especificidad intrinseca de estos pequefos epitopos para
reconocer y secuestrar la maquinaria celular necesaria para completar su ciclo
vital. Por este motivo, el disefio de moléculas con capacidad para bloquear o
modular las interacciones entre los dominios L y sus dianas se ha consolidado
como una estrategia viable en el desarrollo de nuevos farmacos especificos para el
tratamiento de numerosas enfermedades y antivirales de amplio espectro (Stauffer
et al. 1997; Kardinal et al. 2000; Lee et al. 2002; Oneyama et al. 2002; Okumura et
al. 2008). Asi, otras moléculas de pequeno tamano disefadas para que bloqueen
las interacciones viricas, podrian actuar como efectivos agentes terapéuticos
contra patégenos tan letales como el VIH o el Ebola. Dado que el disefio eficaz de
estos inhibidores requiere de la profunda comprensién de las fuerzas que dirigen
las interacciones entre los dominios L y sus dianas, nos hemos propuesto, dentro
de los objetivos de esta Tesis, caracterizar termodinamica y estructuralmente la
interaccion entre el tercer dominio WW de la proteina humana Nedd4 y un conjunto
de dominios L. Este estudio constituye, ademas, uno de los primeros analisis

termodinamicos exhaustivos de la interaccion de dominios WW con sus ligandos.

1.4.2. Las funciones celulares de la proteina hYap, su regulacion y el tandem
de dominios WW

El entramado de rutas de sefalizacidn celular se presenta como una red
tridimensional de ramificaciones interconectada con otras vias de sefializacién en
un proceso global mas complejo como es el correcto funcionamiento del
organismo. Algunos autores han descrito el panorama actual de la sefializacion
celular como una gran tela de arana, en la que existen algunos nudos que son
ocupados por proteinas responsables de la regulacién de distintos procesos
celulares (Bertini et al. 2009). La Proteina Humana Asociada a Yes (hYap) se
encuentra en uno de los nudos de esta tela de arafia y se ha descrito como pieza
clave en diferentes vias de sefializacion que conducen a los mas extremos y
diferentes resultados para la célula, desde la proliferaciéon o la transformacion,

hasta procesos opuestos, como son la muerte celular o la supresién de tumores.
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Inicialmente la proteina hYap se descubrié como una proteina modular de
65 KDa (de ahi, su denominacion original Yap65) que se asociaba por medio de
una secuencia rica en prolinas al dominio SH3 de la quinasa de tirosina Yes. Fue
en estos primeros trabajos con hYap donde se identific y caracterizd por primera
vez un dominio WW (Bork & Sudol 1994; Sudol 1994). Actualmente, se conocen
varias isoformas de la proteina humana hYap y las dos mas abundantes
unicamente difieren entre si en la cantidad de dominios WW que contienen
(Komuro et al. 2003). En la Figura 1.6 se muestra una representacion esquematica
de la arquitectura modular de las dos isoformas de la proteina hYap. La isoforma
hYap1 corresponde a la forma originariamente descrita como Yap65 y contiene un
s6lo dominio WW, mientras que la otra, hYap2, contiene dos dominios WW. (Yagi
et al. 1999). Ademas de las diferencias estructurales, también se ha comprobado
que hYap2 es la forma mayoritaria en humanos y posee una mayor actividad

transcriptora de genes (Komuro et al. 2003).

@ @ hYap1
561 S109 5127 S164 5347 .
N N L] TA P 454 2a
1 1 1 1, ..
motivo rico motivo union motivo union . | B motivo unién
. 14-3-3 SH3 motivo union PDz
en prolinas E3 ubiquitina ligasa
@ hYap2
S61 5109 S127 5164 5381 . __.
- T8 o] VW WW e TA_H] 48822
1 1 1 ‘ 1
motivo rico motivo unién motivo unién motivo ulﬁién motivo union
; PDZ
en prolinas 14-3-3 SH3 E3 ubiquitina ligasa

Figura 1.6. Isoformas de la Proteina humana Asociada a Yes (hYap). Representacion esquematica de
los dominios modulares en los que se organiza la proteina hYap. Arriba se muestra el esquema de la
isoforma denominada hYap1 (454 aminoacidos), y abajo la de hYap2 (488 aminoacidos). Los médulos
comunes a ambas isoformas son: una secuencia rica en prolinas, un dominio de unién a factores de
transcripcion (TB), un motivo de union a la proteina 14-3-3, uno o dos dominios WW, un motivo de unién a
un dominio SH3, un dominio transactivador de genes (TA), una secuencia de reconocimiento a una
ubiquitina ligasa de la clase E3 y un motivo de unién a un dominio PDZ. Los 6valos con una P dentro
indican las posiciones fosforilables correspondientes a los restos serina, con dianas del tipo HxRxx,(S/T),
en la secuencia de la proteina hYap.
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En la Figura 1.6 se observa que ambas isoformas de hYap presentan otros
dominios o regiones: en el extremo N-terminal hay un sitio de union a la proteina
14-3-3 (Rxxp,SxP) y un dominio potenciador de factores de transcripcion
denominado dominio TB (“Transcrisption factor Binding domain”); en la zona
central, ambas isoformas también presentan un motivo de uniéon a dominios SH3;
en el extremo C-terminal, se encuentran un dominio transactivador de genes (TA) y
un sitio de unién a dominios PDZ. Cada uno de estos dominios o sitios de union
presenta una funcion concreta. Asi, el sitio de unién a 14-3-3 esta relacionado con
la regulacion de la funcién de hYap (Kanai et al. 2000; Basu et al. 2003). El
dominio TB reconoce factores de transcripcion de la familia (TEF)/TEAD (Vassilev
et al. 2001; Mahoney et al. 2005). En el caso del dominio TA, se ha sugerido que
éste interacciona con algunas proteinas de membrana como las de la familia
NHERF (“Na/H Exchanger Regulatory Factor”) (Kanai et al. 2000; Mohler et al.
2000) o como el receptor de la tirosina quinasa ErbB4 (Komuro et al. 2003;
Omerovic et al. 2004). El sitio de uniéon a dominios PDZ interviene en la formacion
de un complejo con la proteina Zona Ocludens 2, por lo que es responsable de la
localizacion de hYap en el nucleo celular (Oka et al. 2010).

Hoy en dia no se tiene una comprension total de todas las interacciones en
las que interviene hYap. No obstante, se ha descrito su participacién en diversas
rutas de sefalizacién y, como hemos mencionado, se puede intuir que muchas de
ellas se hallan interconectadas por hYap. Ademas, esta proteina parece tener la
habilidad de viajar del citosol al nucleo actuando sobre diferentes proteinas o
expresando distintos genes dependiendo de su localizacion y de los factores que la
regulan (Oka et al. 2008; Fernandez et al. 2009; Zhang et al. 2009). Este ir y venir
de hYap entre el nucleo y el citoplasma se ha propuesto como un mecanismo
importante para la regulacién de su actividad. Normalmente, la forma inactiva de
hYap se encuentra retenida en el citosol mediante la union a la proteina 14-3-3. A
su vez, esta interaccion es debida a una modificacion post-transduccional que
consiste en la fosforilacion de la serina en la posicion 127 (S127) de hYap (Strano
et al. 2001; Basu et al. 2003; Strano et al. 2005). Recientemente, se ha establecido
que dicha S127 de hYap es una diana del tipo HXRxxS/T para las serina/treonina

quinasas que pertenecen al subgrupo de la quinasas Ndr (“nuclear Dbf2-related”)
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(Mah et al. 2005). En humanos se ha comprobado que dos de estas quinasas,
Last1 (“Large tumor suppressor homolog 17) y Lats2 (“Large tumor suppressor
homolog 2”), son capaces de fosforilar S127 in vivo y se ha demostrado que son
responsables de la unién de hYap a la proteina 14-3-3 (Zhao et al. 2007; Hao et al.
2008; Oka et al. 2008). Ademas de la diana de fosforilacion de serinas, se han
encontrado evidencias de que Lats1 interacciona por medio de una secuencia
PPxY con los dominios WW de hYap2 (Tao et al. 1999).

En otros intentos por comprender la regulacion de hYap, sin embargo, se ha
sugerido un efecto en sentido opuesto a partir de la fosforilaciéon con Lats1 o Lats2.
Es decir, se ha propuesto que la fosforilacion en una posicién diferente de la S127
provoca la liberacion de hYap del anclaje a 14-3-3 (Matallanas et al. 2007). En la
Figura 1.6, ademas de la S127 se ilustran otras 4 posiciones dentro de la
secuencia de hYap que son posibles dianas de fosforilacion para estas quinasas.
En el caso de las serinas S61 y S109, ubicadas dentro del dominio de union a
factores de transcripcion (TB), se ha planteado la posibilidad de que su
fosforilacion afecte negativamente a la unién de los factores de transcripcion
(TEF/TEAD), aunque esta hipotesis todavia no se ha validado (Wang et al. 2009).
Otra posibilidad es que la fosforilacion del dominio de co-activacion transcripcional
(TA) esté relacionada con el incremento de la afinidad por alguna ligasa de
ubiquitina tipo E3, tal como se ha documentado entre la ligasa B-TRCP y el
paralogo de hYap, TAZ (Tian et al. 2007).

Por otra parte, una cuestién importante y, aun no resuelta, es esclarecer las
posibles implicaciones de la presencia de dos dominios WW en tandem en las
caracteristicas funcionales de la isoforma hYap2 con respecto a las hYap1 (con un
solo dominio WW). A la vista de la mayor capacidad en la transcripcion de genes
en el nucleo de la forma hYap2 frente a hYap1, y sabiendo que la Unica diferencia
entre ellas es la presencia del segundo dominio WW en hYap2, es razonable
pensar que esta mayor actividad debe estar relacionada con la presencia del
segundo dominio WW de la isoforma hYap2. En este sentido, es importante
establecer cual es el impacto de la presencia del segundo dominio WW en las
propiedades de hYap. Concretamente, es nuestro objetivo investigar si la funcion

del nuevo dominio es modular las interacciones con las dianas de la proteina, bien
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modificando la afinidad de unién del primer dominio WW mediante interacciones
cooperativas, o bien proporcionando nuevos sitios de anclaje para ligandos
diferentes, afectando, por tanto, la especificidad de union.

Es importante también establecer los posibles efectos que la configuracién
en tandem de los dos dominios WW pudiera tener sobre la estabilidad vy
cooperatividad estructural de la proteina. Como hemos sefialado, el analisis del
plegamiento y de las propiedades cooperativas es muy relevante para la
comprension de la especificidad de unién de los modulos de reconocimiento
molecular y, por tanto, para el disefio racional de ligandos. En este sentido, en los
ultimos afos se han descubierto multiples proteinas cuyos dominios modulares de
reconocimiento estan ubicados consecutivamente. Esta configuracion modular de
las proteinas plantea la existencia de posibles efectos sinérgicos entre los
diferentes dominios consecutivos que podrian dar lugar a efectos contextuales en
la afinidad y especificidad de unién a sus ligandos. Por ejemplo, estudios recientes
han evidenciado la importancia de la secuencia de conexion entre dominios SH3 y
SH2 en la regulacion de quinasas de la familia Src. Estas quinasas parecen haber
evolucionado para restringir adecuadamente el espacio conformacional en
disolucién del tandem SH3-SH2 y de esta manera, regular la actividad de la
enzima (Faraldo-Gomez & Roux 2007b; Faraldo-Gomez & Roux 2007a).
Asimismo, estudios estructurales de distintas proteinas con dominios WW en
tandem, revelan que la secuencia que los conecta tiene propiedades y funciones
muy diferentes en cada caso. Esta secuencia puede estar estructurada y orientar a
los dominios en caras opuestas, como sucede para la pareja de dominios WW1-2
de la proteina Prp40 (Figura 1.7A). En este caso, los dominios WW requieren de
esta precisa orientacion para unir proteinas especificas en los intrones de los
precursores del ARNm en el espliceosoma (Wiesner et al. 2002). La secuencia que
conecta los dominios también puede ser una secuencia mas larga, flexible y
desestructurada como la secuencia ubicada entre los dominios WW3-4 de la
proteina Suppressor de Deltex Su(dx) (Figura 1.7B). Dicha secuencia estabiliza al
dominio Su(dx)-WW4 que esta parcialmente desestructurado antes de que se
produzca la unién de un ligando al otro dominio Su(dx)-WW3 (Fedoroff et al. 2004;

Jennings et al. 2007). En ocasiones, la secuencia de conexion puede ser
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relativamente corta y flexible permitiendo que los dominios tengan cierta libertad
conformacional pero obligando a que estén suficientemente proximos el uno del
otro para aumentar la superficie de unioén y reconocer ligandos con dos motivos de
union (Figura 1.7C), como se ha descrito para los dominios de WW1-2 de la
proteina Fbp21 (Huang et al. 2009). Recientemente, se ha descrito otra forma de
unién cooperativa para el primer y segundo dominios WW del tandem de Smurf1
(Smurf1-WW1-2) similar a la del tdndem Fbp21-WW1-2, aunque en este caso el
segundo dominio individual Smurf1-WW?2 por si sélo no tiene capacidad de unir
ligandos ricos en prolina. Sélo cuando se encuentra formando un tandem con el
otro dominio interaccionan entre ellos expandiendo la superficie de unién con el
péptido. En este complejo, el dominio Smurf1-WW2 proporciona contactos
auxiliares con los restos contiguos al unico motivo PPxY del ligando (que une al
otro dominio) con el consiguiente aumento de afinidad de unién (Chong et al.
2010).

A)

F538 “F549
a)

C-Term

Figura 1.7. Representacion de los sitios de union: A) dentro del tandem WW1-2 de la proteina factor de
“splicing” de levadura Prp40, B) dentro del tandem WW3-4 de la proteina “Suppressor Deltex” Su(dex) y, C)
dentro del tandem WW1-2 de Fbp21 (homélogo humano de Prp40). Los dominios WW se muestran como
cintas de color rojo, el conector con estructura de hélice a de Prp40 en color verde, las cadenas laterales de
los residuos mas importantes para el reconocimiento de secuencias ricas en prolina se muestran como
varillas rojas y el resto, como cintas de color gris. Las estructuras de Prp40, de Su(dx) y Fbp21
corresponden a los ficheros depositados en el PDB con los codigos 106W, 1TK7 y 2JXW, respectivamente.

En este contexto, dentro de los objetivos propuesto en este trabajo se
encuentran, por un lado, investigar la afinidad y la especificidad de union de los

dos dominios WW individuales de hYap con varias dianas naturales ricas en
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prolina (entre ellas, las identificadas en las quinasas de serina Lats1 y Lats2) y, por
otro lado, describir posibles efectos sinérgicos del tandem de dominios WW hYap2,
tanto en su equilibrio conformacional, como en el reconocimiento de estos

ligandos.

1.5. Objetivos de la Tesis

El objetivo general de esta Tesis es comprender los determinantes del
reconocimiento de ligandos ricos en prolina por los dominios WW para una
posterior incorporacién al desarrollo de estrategias racionales de disefio de
inhibidores eficaces y especificos de dichas interacciones. Mas concretamente, los

objetivos especificos son:

I. Analizar la interrelacién entre los procesos de union y de plegamiento de los
dominios mediante la caracterizaciéon de la estabilidad y de las propiedades

conformacionales y dinamicas de los dominios WW.

Il. Realizar un analisis detallado de la energética de unién de varios dominios WW

con ligandos ricos en prolina derivados de algunas de sus dianas naturales.

lll. Analizar los factores contextuales asociados a posibles interacciones

cooperativas entre el tandem de dominios WW de la isoforma hYap2.
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Estabilidad de dominios WW

CAPITULO 2. Estudio termodinamico de la estabilidad de dominios WW

2.1. Introduccion

A pesar del interés que despierta el estudio de la estabilidad de los
dominios WW como sistemas modelo, actualmente hay relativamente pocos
trabajos dedicados al estudio sistematico del equilibrio conformacional vy
estabilidad de estos dominios en la bibliografia. Unicamente se han publicado
estudios puntuales de la estabilidad de algunos dominios, como pueden ser el
primer dominio de la proteina humana Yap (Koepf et al. 1999a; Koepf et al. 1999b;
Crane et al. 2000; Ferguson et al. 2001a; Karanicolas & Brooks 2004), el dominio
WW de la proteina humana Pin1 (Karanicolas & Brooks 2004; Bruscolini et al.
2007; Liu et al. 2008) y el dominio WW de la proteina humana Fbp28 (Ferguson et
al. 2001a; Karanicolas & Brooks 2004; Petrovich et al. 2006; Sharpe et al. 2007).
En la mayoria de casos, el plegamiento de los dominios WW se ha descrito en
términos de equilibrio de dos estados, a pesar del hecho de que estos estudios
emplean unicamente técnicas espectroscopicas que no permiten establecer de
forma inequivoca la naturaleza del equilibrio conformacional (Koepf et al. 1999b;
Ferguson et al. 2001a; Jager et al. 2001). En este sentido, esta bien establecido en
la bibliografia que cualquier estrategia destinada a distinguir un equilibrio de dos
estados de otros equilibrios mas complejos debe investigar el desplegamiento de
proteinas mediante diferentes técnicas que proporcionen informacién sobre
diferentes caracteristicas estructurales, a medida que se aumenta la temperatura o
a medida que se incrementa la presencia de agentes desnaturalizantes (Freire
1995; Sanchez-Ruiz 1995; Martinez et al. 2011).

En este capitulo, hemos abordado la caracterizacion termodinamica del
equilibrio conformacional de un conjunto de dominios WW clasificados en distintos
grupos de especificidad de unién y procedentes de distintas proteinas, como se
ilustra en el Panel A de la Figura 2.1. Para ello, hemos combinado técnicas
calorimétricas y espectroscopicas en un amplio intervalo de condiciones,

incluyendo cambios de temperatura, pH y concentracion de agente
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desnaturalizante, con el objetivo de caracterizar con detalle el equilibrio

conformacional de estos dominios.
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Figura 2.1. Dominios WW de clases | y Il. A) Alineamiento de secuencias de todos los dominios WW
utilizados. Se han dividido en dos grupos en funcién de su similitud de secuencia y su especificidad de
unién: hYap-WW1, hNedd4-WW3 y hNedd4-WW4 del grupo I, y hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 del grupo
1. Con diferentes colores se resaltan aquellos restos conservados entre las secuencias, en negro aquellos
que son diferentes y con flechas se indican las posiciones de los restos que conforman un broche
hidrofébico responsable de la integridad de los dominios WW. Representacion esquematica de cintas de
las estructuras determinadas por RMN del dominio hYap-WW1 (L30K) formando complejo con el péptido
GPPPPYTVG (PDB: 1JMQ) B) y del dominio hFbp1-WW1 (PDB: 1ZR7) C). El esqueleto polipeptidico
esta representado en color turquesa, las cadenas laterales de P14, W17 y P32 formando un
empaquetamiento hidrofébico con varillas, se han representado en rojo y las cadenas laterales del resto
W39, que interacciona con la prolina del péptido se han representado como varillas verdes. Sobre la
representacion esquematica de cada dominio se han mostrado en color azul las diferencias entre los
dominios WW3 y WW4 de Nedd4 y hYAP-WW1(L30K) en B), y entre el dominio hFbp11-WW1 y el
dominio hFbp11-WW2 en C).

En primer lugar se ha llevado a cabo la caracterizacion termodinamica
completa y exhaustiva del cuarto dominio WW de la ligasa de ubiquitina humana

Nedd4, hNedd4-WW4. Este analisis nos ha permitido establecer las pautas
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generales para la caracterizacion rigurosa de este tipo de dominios. Asi, utilizando
como referencia la caracterizacion termodinamica de hNedd4-WW4, se ha
abordado el estudio de otros cuatro dominios WW: el tercer dominio WW de la
misma proteina Nedd4, hNedd4-WW3; el mutante L30K del dominio WW1 de la
proteina humana Yap, hYap-WW1(L30K), cuya estructura en complejo con el
péptido GTPPPPYTVG se ha representado en el Panel B de la Figura 2.1; y los
dos dominios WW presentes en la proteina humana Fbp11, hFbp11-WW1, cuya
estructura se muestra en el Panel C de la Figura 2.1, y hFbp11-WW2.

2.2. Caracterizacion del equilibrio conformacional del dominio hNedd4-WwW4

2.2.1. Espectros de dicroismo circular

Con el fin de obtener informacién sobre las propiedades conformacionales
del dominio hNedd4-WW4 e identificar las mejores condiciones para realizar una
caracterizacion termodinamica completa de este dominio, se registraron diferentes
espectros de dicroismo circular (CD).

El espectro de CD del estado nativo de hNedd4-WW4 en la region del UV-
lejano se caracteriza por un pequefio pico positivo centrado en 230 nm y un
intenso pico negativo a 203 nm, como se aprecia en el Panel A de la Figura 2.2.
Este comportamiento es similar al descrito en la bibliografia para otros dominios
WW (Koepf et al. 1999a; Koepf et al. 1999b; Ferguson et al. 2001a; Jager et al.
2001; Jager et al. 2007), y para otros dominios o proteinas cuya estructura
secundaria es fundamentalmente lamina B (Viguera et al. 1994; Knapp et al. 1998;
Reid et al. 1998). EI maximo a 230 nm parece estar relacionado con interacciones
locales que implican cadenas laterales aromaticas, principalmente las de restos
triptéfano en un microambiente hidrofébico (Woody 1994), lo que en nuestro caso,
estd probablemente asociado al empaquetamiento aromatico entre el primer
triptofano W17, la prolina en la posicion 42, P42, y otros residuos como la prolina
en la posicién 14, P14 (Figura 2.1), formando lo que se ha denominado un broche

0 “core” hidrofébico (Koepf et al. 1999a).
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Figura 2.2. Espectros de CD del dominio hNedd4-WW4 en fosfato sédico 20 mM pH 7.0. A)
Espectros de dicroismo circular en UV-lejano cada diez grados durante el calentamiento de 2° a 90 °C. B)
Espectros de CD en el UV-cercano a diferentes temperaturas: a 2 °C, en negro; a 10 °C, en azul; y a 98
°C, en rojo. En el recuadro se representa la dependencia de la sefial de CD seguida a 203 nm (UV-lejano)
con la temperatura para el dominio hNedd4-WW4. Para una mejor ilustracién de la forma sigmoidal, en
linea roja, se ha representado el mejor ajuste de acuerdo con el modelo de dos estados (Apéndice I). C)
Espectros de dicroismo circular en UV-lejano a 2 °C en diferentes condiciones de fuerza iénica. El
espectro representado como una linea continua azul fue tomado antes de calentar a baja fuerza iénica
(cloruro sédico 0 mM), aquel en linea discontinua magenta se registré después de calentar a baja fuerza
ibnica, y el que esta representado como una linea de puntos de color violeta se tomé6 después de calentar
a elevada fuerza iénica (cloruro sédico 100 mM pH 7.0).

La intensa banda negativa en torno a 200nm no es propia de un espectro
de CD en el UV-lejano tipico de una lamina f caracterizado por una banda
negativa a 217 nm y una positiva a 195 nm como se muestra en el ejemplo de la
Figura 6.3B de Materiales y Métodos sino que mas bien corresponde a una
conformacion de ovillo-desordenado (‘“random-coil’), con una banda negativa a
unos 200 nm y otra positiva hacia los 185-190 nm (Manavalan & Johnson 1987).
Los espectros de este tipo se han descrito para proteinas que contienen laminas 3

distorsionadas o hebras cortas e irregulares, conocidas como proteinas p-Il. Estas
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proteinas tienen una menor proporcién de lamina 3 con respecto a la estructura de
ovillo-desordenado que las proteinas B normales (B-clase 1), que presentan los
espectros tipicos de CD en UV-lejano descritos anteriormente (Sreerama & Woody
2003). La estructura de los dominios WW puede presentar largos extremos que
parecen estar desordenados, como se observa en la Figura 2.1B para el mutante
hYap-WW1(L30K), cuyos espectros suelen ser del tipo “random coil”. A la vista de
estos resultados, el espectro del dominio hNedd4-WW4 nos indica que este
dominio podria clasificarse como una proteina de tipo B-ll. En general, para
distinguir la lamina tipo -l de conformaciones desordenadas se han propuesto
principalmente dos criterios: 1) la presencia de bandas de absorcién en el UV-
cercano, y Il) una dependencia sigmoidal de la elipticidad con la temperatura a la
longitud de onda del minimo a unos 200 nm (Wu et al. 1992). En el Panel B de la
Figura 2.2 se muestran varios espectros de CD en el UV-cercano a distintas
temperaturas para el dominio hNedd4-WW4, asi como la dependencia de la
temperatura para este dominio seguida a 203 nm (en el recuadro de la Figura
2.2B). En ellos se observan varias bandas de absorcidon correspondientes a la
region del UV-cercano a 2 °C y 10 °C que desaparecen con la desnaturalizacion
del dominio a alta temperatura. Ademas, se obtuvieron transiciones sigmoidales
para la dependencia de la senal de CD con la temperatura a las distintas
longitudes de onda. Estos resultados indican que el dominio hNedd4-WW4
claramente cumple estos criterios y que, en general, los dominios WW se pueden
clasificar como proteinas -I1.

En el Panel C de la Figura 2.2 se muestran los espectros de CD en el UV-
lejano para el dominio hNedd4-WW4 bajo diferentes condiciones de fuerza ionica.
En principio no se observan diferencias en la forma de los espectros a baja fuerza
i6nica (tampon fosfato sddico 40 mM, pH 7.0) o a elevada fuerza iénica (tampon
fosfato sédico 40 mM cloruro sédico 100mM, pH 7.0). Sin embargo, hay
importantes diferencias en la reversibilidad del desplegamiento al variar la
concentracion de sal. Cuando la fuerza idnica es baja, el espectro a 2 °C después
de calentar hasta 98 °C es muy similar al de la proteina nativa a 2 °C antes de
calentar. Por el contrario, si la fuerza idnica es mayor, el espectro nativo no se

recupera. Para mantener las condiciones de equilibrio, todos los experimentos de

59



Capitulo 2

desnaturalizacion térmica de hNedd4-WW4 se han realizado en condiciones de

baja fuerza idnica.

2.2.2. Caracterizacion del desplegamiento térmico del dominio hNedd4-ww4

2.2.2.1. Desplegamiento térmico mediante técnicas espectroscopicas

Una estrategia particularmente util a la hora de identificar si el proceso de
desplegamiento de una proteina se describe adecuadamente mediante el modelo
de dos estados es la obtencion de idénticos parametros termodinamicos a partir de
diferentes observables, como serian sefales espectroscopicas que describan
distintos aspectos estructurales de la proteina (Ginsburg & Carroll 1965; Sanchez-
Ruiz 1995). A la vista de los espectros de CD del domino hNedd4-WW4 que se
muestran en la Figura 2.2, hemos seleccionado varias longitudes de onda de
distintas regiones del espectro que parecen adecuadas para seguir el
desplegamiento térmico del dominio WW, aquellas en las que la variacion de
intensidad con la temperatura es mas acusada. Para la regiéon del UV-lejano
(Figura 2.2A) hemos escogido dos longitudes de onda, el minimo a 203 nm y el
maximo a 230 nm. En la region del UV-cercano, las diferencias de intensidad son
muy pequefias en todo el intervalo de longitud de onda (Figura 2.2B), por lo que se
ha elegido la longitud del maximo relativo a 260 nm. Por otro lado, para completar
la informacion acerca de la desnaturalizacion térmica de este dominio WW se ha
seguido la variacion de la fluorescencia de los restos triptéfano del dominio, es
decir, se ha seguido un observable espectroscopico local que proporciona
informacion relativa a la estructura terciaria del dominio WW. En la Figura 2.3 se
muestra que los perfiles de desnaturalizacion térmica seguidos mediante los cuatro
observables espectroscopicos (fluorescencia a 344 nm y dicroismo circular a 203,
230 y 260 nm) en tampon fosfato soédico 20 mM pH 7.0 presentan una forma
sigmoidal con un punto medio de transicion en torno a los 55 °C.

Sobre los datos experimentales en la Figura 2.3 se ha representado el
mejor ajuste global de las cuatro curvas de acuerdo con el modelo de dos estados
(Seccidén 6.4.4 de Materiales y Métodos y Apéndice Il). En este analisis, los

parametros termodinamicos T, y AH, son comunes a las cuatro curvas,
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Figura 2.3. Desnaturalizacion térmica del dominio hNedd4-WW4 seguida mediante diferentes
técnicas espectroscopicas. Los circulos representan los datos experimentales recogidos en tampoén
fosfato sédico 20 mM pH 7.0. El experimento de CD en el UV-cercano seguido a 260 nm en rojo se ha
realizado con 220 uM de proteina. Los experimentos de CD en el UV-lejano seguidos a 230 y 203 nm en
turquesa y azul, respectivamente, se han registrado con muestras de concentracion 50 uM. El
experimento de fluorescencia seguido a 344 nm en negro se ha realizado a una concentracién de 20 uM
de proteina. Las lineas continuas que acompafian los datos experimentales corresponden al mejor ajuste
global segun el modelo de dos estados (Apéndice Il) compartiendo los parametros AHp, y Tm. Las lineas
rectas discontinuas representan las lineas base obtenidas a partir de la estrategia de ajuste global para
los estados nativo y desplegado en cada curva de desnaturalizacion.

mientras que las correspondientes lineas base se obtuvieron considerandolas
como lineas rectas independientes para cada curva. Los parametros
termodinamicos de este ajuste se recogen en la Tabla 2.1. En esta figura se puede
observar que los datos experimentales pueden ser descritos adecuadamente por el
modelo de dos estados, que proporciona un conjunto comun de parametros
termodinamicos para los cuatro perfiles de desnaturalizacion térmica, asi como
lineas base muy similares, casi paralelas, con una pequefia dependencia de la
temperatura, como cabe esperar de un equilibrio de dos estados (Viguera et al.
1994; Nicholson & Scholtz 1996; Reid et al. 1998; Padmanabhan et al. 1999;
Crane et al. 2000; Schuler et al. 2002; Felitsky & Record 2003; Streicher &

Makhatadze 2007). Sin embargo, aunque se estan utilizando distintas técnicas y
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diferentes longitudes de onda, es importante mencionar que realmente los
observables estructurales seguidos son muy similares en todas las curvas. Tanto
la fluorescencia de triptéfano como la sefal de CD en UV-cercano o la banda a
230 nm en UV-lejano, proporcionan una informacién que es resultado de la
variacion de las interacciones entre aromaticos durante el desplegamiento. Por
tanto, este tipo de analisis meramente espectroscopico no nos permite tener una
vision multidimensional del equilibrio conformacional o de la cooperatividad durante
la desnaturalizacion térmica que confirme el desplegamiento segun el modelo de
dos estados del dominio hNedd4-WW4.

Un equilibrio de dos estados se asocia a la existencia de un punto
isosbéstico (longitud de onda a la que dos especies quimicas, por lo general
relacionadas linealmente, tienen la misma capacidad de absorcion molar, ¢).
Aunque en los espectros de CD del dominio hNedd4-WW4 recogidos a distintas
temperaturas no se observo ningun punto isodicroico (Figura 2.2A), parece que
estos espectros tienden a cruzarse alrededor de los 195 nm. Es posible que este
punto no quede bien definido ya que se encuentra en una regién del espectro con
poca resolucion, en el que la relacion sefial/ruido es elevada. En cualquier caso, la
ausencia de este punto isodicroico también ha sido descrita previamente para
otras proteinas dos-estados con un espectro similar de hebra B-1l, como son los
dominios SH3 (Knapp et al. 1998) o las proteinas “cold-shock” (Reid et al. 1998).

Tabla 2.1. Parametros termodinamicos de plegamiento del domino hNedd4-WW4 obtenidos
mediante el ajuste global de experimentos de desnaturalizacién térmica seguida por DSC y CD?.

Método de pH Tn  AH, AHp g AC, AG(25°C) Ts AGpux(Ts)

ajuste global C) (kJ'mol") (kJ'mol") (kIK'mol") (kJ'mol”) (°C) (kJ-mol™)
CD+DSC (varios 7 580 133 120 11.6 -25 19.5
pH)®

6 465 100 85 5.9 -16 11.0
5 374 73 65 2.6 -9 6.0

426 M .03 3 1.8

CD + fluorescencia 7“542 ______ 120 25 04

Doble perturbaciéon CC 7°  55.1 150 2.6 9.2

*Los errores se han estimado en 5% para la T, 10% para AHpy, 30% para AHpmex y 20% para el resto de
parametros. "En estas condiciones de pH, los experimentos de desnaturalizacion térmica Gnicamente se
obtuvieron mediante CD. *Valores para los coeficientes que definen las lineas base compartidas entre los
diferentes conjuntos de experimentos de acuerdo con la estrategia de ajuste segun el modelo de dos
estados, donde T,, temperatura de referencia, es 25 °C y los valores subrayados fueron estimados a partir
de la contribucion individual de cada aminoacido (Privalov & Makhatadze 1990): @son = 15.4 - 0.04-(T-
T:); @30p = 1.21-0.0112-(T-T,); Con = 10.11-0.038-(T-T;); y Con = 10.52-0.0238+(T-T,)-0.1163-10°(T-T,)*.
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2.2.2.2. Desplegamiento térmico mediante calorimetria (DSC)

En la Figura 2.4 se muestran las trazas de DSC correspondientes al
proceso de desnaturalizacién térmica del dominio hNedd4-WW4 en el intervalo de
pH entre 7.0 y 3.0. La desnaturalizacion térmica se ha registrado a baja fuerza
i6nica, de modo que la reversibilidad del proceso de desnaturalizacion ha sido
superior al 80% en todos los casos. Tampoco se han apreciado efectos debidos a
la velocidad de barrido o a la concentracion de la muestra ni en las trazas de DSC
ni en las curvas de CD. Por tanto, el dominio puede ser considerado como una
proteina monomérica que se despliega en equilibrio bajo estas condiciones
experimentales. Esto ha sido confirmado mediante experimentos de dispersion
dinamica de luz (realizados como se describe en Cobos et al. 2004), en los que se
comprobd que el 99.8% de la muestra se encontraba en forma monomérica, con

un radio estimado de 1.8 nm.
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Figura 2.4. Dependencia de la capacidad calorifica del dominio hNedd4-WW4 con la temperatura
medida en diferentes condiciones experimentales. Los datos se han representado como circulos
vacios con diferente color segun la condicién de pH que representan: rojo para 20 mM fosfato sédico pH
7.0, amarillo para 20 mM MES pH 6.0, naranja para 20 mM acetato sédico pH 5.0 y azul para 20 mM
glicina pH 3.0. El mejor ajuste individual, considerando funciones C,n(T) y Cp.0(T) para cada curva segun
el modelo de dos estados, se ha mostrado como una linea continua acompafando a los datos
experimentales en el mismo codigo de colores. Las lineas discontinuas en los mismos colores
corresponden a las funciones Cpn(T) obtenidas a partir del ajuste para cada curva. Las lineas continuas
en negro corresponden a la funcién C,p(T) calculada mediante la adicion de las contribuciones de cada
aminoécido (Privalov & Makhatadze 1990) (arriba) y a la funcién teérica C, n(T) estimada a partir del peso
molecular del dominio (Freire 1995) (abajo).
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Las curvas de DSC en la Figura 2.4 presentan una transicion muy amplia
que abarca gran parte del intervalo experimental de temperatura. A bajas
temperaturas, ademas se observa una importante desviacion de los valores de C,
en cada curva, mientras que a elevadas temperaturas presentan valores muy
similares. Los cuatro perfiles de DSC se han analizado (como se detalla en el
Apartado 6.3 de Materiales y Métodos) mediante un ajuste individual al modelo de
dos estados (Apéndice I). Para cada curva se han considerado como parametros
ajustables los valores de T, y AH,. Ademas se han definido para cada una de
ellas dos funciones de capacidad calorifica, una para el estado nativo, Con(T), ¥
otra para el estado desnaturalizado, C,p(T). Como se ilustra en la Figura 2.4, este
analisis proporciona una descripcion razonable de los datos experimentales, con
valores de R y R? superiores a 0,999. Los coeficientes dependientes de la
temperatura de la funcién C,p(T) se han estimado a partir de las contribuciones
tabuladas de cada uno de los aminoacidos (Privalov & Makhatadze 1990), con el
fin de disminuir parametros en el ajuste. Esta funcion tedrica (también
representada en la Figura 2.4) coincide con la capacidad calorifica de los datos
experimentales después de la transicion principal, como se ha descrito para otras
proteinas pequenas (Martinez et al. 1994, Viguera et al. 1994; Cobos et al. 2004).

El analisis del comportamiento de las lineas base en el contexto del modelo
de plegamiento de dos estados constituye una cuestién importante, ya que unas
lineas base mal definidas podrian enmascarar evidencias de la existencia de
estados intermedios poblados o de otras contribuciones como las producidas
cuando el desplegamiento implica pasar por multiples estados conformacionales
(Zhou et al. 1999; Privalov & Dragan 2007). Es importante sefalar que la
interseccion de las funciones Con(T) vy C,p(T) obtenidas mediante el ajuste
individual se produce cerca de los valores de T, (Figura 2.4). Estas temperaturas
distan bastante de la temperatura considerada tradicionalmente como la
temperatura de convergencia universal de las proteinas globulares, 140 °C. Estos
valores sugieren que ambas funciones C,n(T) y C,p(T) no estan correctamente
definidas a partir del ajuste individual de las curvas de DSC, ya que a elevada
temperatura se obtienen valores positivos para el cambio de capacidad calorifica

durante el desplegamiento, AC, n.p, lo cual no tiene ningun sentido fisico.
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En la Figura 2.5 se han representado las mismas curvas de desplegamiento
térmico seguidas por DSC mostradas en la Figura 2.4, junto con otras curvas de
desnaturalizaciéon térmica seguidas mediante CD a 230 nm en diferentes
condiciones de pH. Al igual que sucede con los perfiles de DSC, las
desnaturalizaciones térmicas seguidas por CD también presentan importantes
desviaciones de la sefal a bajas temperaturas mientras que los valores de las

distintas curvas coinciden a elevadas temperaturas.
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Figura 2.5. Desnaturalizacion térmica del dominio hNedd4-WW4 seguida por CD (a 230 nm) y por
DSC bajo distintas condiciones de pH. Los datos experimentales de ambas técnicas se han
representado como circulos vacios con diferente color segun la condicién de pH que representan: rojo
para fosfato sédico 20mM pH 7.0, amarillo para MES 20mM pH 6.0, naranja para acetato sédico 20mM
pH 5.0, verde para acetato sédico 20mM pH 4.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. La desnaturalizacién
térmica a pH 4.0 sélo se obtuvo mediante CD. Las lineas continuas corresponden al ajuste global de
acuerdo con el modelo de dos estados, considerando comunes las variables AHy, y Tn, para cada
condiciéon de pH. Las linea discontinuas en negro corresponden a las lineas base comunes: On(T),
6o(T), Con(T) y Cpp(T), para cada conjunto de curvas obtenidas a partir del ajuste. Las lineas rectas
discontinuas en negro bajo las trazas de DSC representan la funcion teérica Cpn(T) correspondiente a
una estimacién basada en el peso molecular de cada dominio (Freire 1995), mientras que la linea
continua con cierta curvatura representa la funcion tedrica C,p(T) calculada mediante la adicién de las
contribuciones individuales de cada aminoacido en la secuencia de hNedd4-WW4 (Privalov &
Makhatadze 1990).

En la Figura 2.5, se muestra el analisis de los dos conjuntos de datos
experimentales mediante un ajuste global al modelo de dos estados. La idea es la

misma que la planteada para el analisis global siguiendo la desnaturalizacion
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térmica mediante diferentes observables espectroscopicos-estructurales (Figura
2.3): obtener una vision de la desnaturalizacion del dominio desde diferentes
perspectivas. En este caso, el cambio de las interacciones entre restos aromaticos
del dominio (CD 230 nm) y el cambio de la capacidad calorifica del sistema debido
al desplegamiento del dominio WW, C,(T). Para este analisis se ha asumido que
las curvas de DSC obtenidas para los diferentes valores de pH comparten una
funcion comun de Cyn(T) y otra de C,p(T) (al igual que en la Figura 2.4, los
coeficientes dependientes de la temperatura se han estimado a partir de la funcién
tedrica C,p(T) para disminuir el numero de variables en el ajuste) y se ha asumido
que T y AHp, son variables independientes para cada valor de pH. También se ha
asumido que las curvas de CD comparten las mismas lineas base para el estado
nativo, On(T), y para el estado desnaturalizado, 6p(T). Este tipo de analisis se ha
realizado para otras proteinas caracterizadas como dos-estados, como son los
dominios SH3 (Viguera et al. 1994). Los parametros termodinamicos de este ajuste
se recogen en la Tabla 2.1.

El valor obtenido para la temperatura de interseccién de las funciones
Con(T) y Cpp(T) compartidas en el analisis global de los datos de CD y de DSC,
esta en torno a 100 °C, y se aproxima mas a la temperatura de convergencia que
el valor obtenido en el analisis individual de estas curvas (Figura 2.4). De hecho,
esta relativamente cerca del valor mas realista, 120 °C, propuesto recientemente
en una revision realizada por Privalov y Dragan (Privalov & Dragan 2007).
Ademas, el analisis global también proporciona unas lineas base de CD muy
razonables que no se cruzan en el rango de temperatura de los experimentos y
son muy similares a las lineas base obtenidas para otras proteinas pequefas de
hoja B, tales como los dominios SH3, las proteinas “cold-shock” de choque en frio
(Viguera et al. 1994; Knapp et al. 1998; Reid et al. 1998) y otras pequefias
proteinas globulares (Nicholson & Scholtz 1996; Cobos et al. 2002; Felitsky &
Record 2003).

A pesar de que las transiciones calorimétricas del dominio hNedd4-WW4 a
los distintos valores de pH son muy anchas debido una aparente baja
cooperatividad conformacional del dominio, el analisis global con el modelo de dos

estados considerando una Cyn(T) comun para las curvas registradas en diferentes
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condiciones de pH describe adecuadamente los datos experimentales. La robustez
del andlisis global con el modelo de dos estados también se ve reflejada en el
ajuste combinado de las curvas de CD puesto que también describe la dispersion a
baja temperatura considerando una unica linea base. Los valores de entalpia
obtenidos de este analisis global segun el modelo de dos estados para cada curva
son comparables con los estimados directamente en las areas bajo las curvas de
capacidad calorifica, AHmex (Tabla 2.1), aunque hay que tener en cuenta que
estos ultimos estan afectados por un error considerable. Ambos datos
proporcionan una relacion entalpia calorimétrica/entalpia van't Hoff para las curvas
de pH 7.0, 6.0 y 5.0 que esta en torno a 0.9, aproximadamente lo esperado para
una proteina dos estados en lo que se ha convenido denominar “criterio
calorimétrico” (Bhakuni et al. 1991; Bruylants et al. 2005). En resumen, el equilibrio
de desplegamiento del dominio hNedd4-WW4 puede ser razonablemente descrito
de acuerdo con el modelo de equilibrio de dos estados. La estrecha concordancia
entre la calorimetria y las desnaturalizaciones térmicas seguidas mediante distintos
observables espectroscopicos se refleja en los analisis combinados mostrados en
las Figuras 2.3 y 2.5. No obstante, hay que destacar que algunos de los
parametros resultantes directamente de los diferentes ajustes muestran una
dispersién importante, como por ejemplo los valores de T, a pH 7.0 cuyas
diferencias son de 4 °C (Tabla 2.1).

Los parametros termodinamicos normalizados proporcionados por el
analisis global de acuerdo con el modelo de dos estados del desplegamiento del
dominio hNedd4-WW4, estan justo en el limite superior de lo esperado segun el
estudio estadistico a 60 °C realizado con varias proteinas dos estados por
Robertson y Murphy (Robertson & Murphy 1997). En el caso del dominio hNedd4-
WW4, los valores obtenidos son: AHn.p(60 °C) = 3.1 + 0.4 kJ-(mol de residuos)™,
ASn.p(60 °C) = 9.5 + 1.5 J-K"-(mol de residuos)’ y AC,np = 50 £ 6 J-K”-(mol de
residuos)”. Estos resultados se pueden considerar dentro de la estadistica debido
a que ésta presenta un margen de error asociado muy elevado (7-15%).

La funcién de entalpia especifica promedio [Ah(T) = AH(T)/Pn] de las
proteinas globulares normalmente converge a 110 °C en un valor medio de 54 J-g

' Este comportamiento de convergencia de las proteinas tradicionalmente se ha
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atribuido al hecho de que las contribuciones hidrofébicas (a la entropia y entalpia)
se aproximan a cero a la temperatura de la convergencia, por lo que, a esta
temperatura, la entalpia de desplegamiento refleja sobre todo las interacciones
polares y de van der Waals (Fu & Freire 1992). En este contexto, el hecho de que
la mayoria de las proteinas globulares tengan similares entalpias especificas
promedio a 110 °C indica un alto grado de homogeneidad en cuanto a la densidad
y la calidad de las contribuciones entalpicas por residuo (Hilser et al. 1996). El
valor de entalpia especifica promedio puede calcularse mediante la extrapolacion
lineal de la entalpia de desplegamiento a 110 °C teniendo en cuenta el cambio de
capacidad calorifica derivado de la regresion lineal de los valores de T, frente AH,,
bajo diferentes condiciones de pH (Fu & Freire 1992; Martinez et al. 1994). En el
caso del dominio hNedd4-WW4 se ha usado el valor de cambio de capacidad
calorifica 2.5 + 0.5 kJ-K"-mol™ (r = 0.995), y se ha obtenido un valor de 45 J-g™". A
pesar de que el error asociado a la determinacion de entalpia especifica promedio
es muy elevado, del orden del 20%, en nuestro caso dicho parametro también se
encuentra muy proximo al limite esperado para una proteina que se despliega en
dos estados y ademas, por definicién refleja la baja cooperatividad de este

dominio.

o Curva de estabilidad

En la Figura 2.6, se han representado la dependencia con la temperatura de
la funcién energia de Gibbs a diferentes valores de pH (Panel A) y las
dependencias de las poblaciones correspondientes a los estados nativo y
desnaturalizado (Panel B). Estas graficas indican claramente que hNedd4-WW4 es
s6lo marginalmente estable, ya que, en el mejor de los casos, el valor maximo
encontrado para la energia de Gibbs de este dominio es inferior a 20 kJ-mol”
(Tabla 2.1).

Las curvas de estabilidad obtenidas en diferentes condiciones de pH
convergen a unos 120 °C (Figura 2.6A), lo cual estd de acuerdo con las
estadisticas de parametros termodinamicos de desplegamiento de otras proteinas

dos estados (Robertson & Murphy 1997). Sin embargo, es importante sefalar que,
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Figura 2.6. Curvas de estabilidad (panel superior) y analisis de la poblacion de los estados nativo
y desplegado con la temperatura (panel inferior) del dominio hNedd4-WW4. Los parametros
termodinamicos empleados para realizar estas representaciones son los obtenidos a partir del analisis
global de las curvas de desnaturalizacién térmica seguida por CD a una longitud de onda de 230 nm y de
DSC bajo condiciones desde pH neutro hasta pH &acido (Tabla 2.1). En el panel superior, las lineas
continuas con cuadrados representan los cambios de energia libre de gibbs con la temperatura, AGn.p(T),
seglin la condicién de pH: rojo para fosfato sédico 20mM pH 7.0, amarillo para MES 20mM pH 6.0,
naranja para acetato sédico 20mM pH 5.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. Las lineas discontinuas en
gris oscuro corresponden la dependencia con el pH del valor de Ts. En el panel inferior, usando el mismo
colores se han simulado las fracciones molares correspondientes a los estados nativo (cuadrados llenos)
y desplegado (circulos vacios) considerando el mismo cédigo de colores para cada condiciéon de pH
descrito para el panel superior.

en el caso de hNedd4-WW4, la temperatura del maximo de estabilidad (Ts) es
anormalmente baja, son valores entre -25 °C a pH 7.0 y -3 °C a pH 4.0 (Tabla 2.1).
A pesar de que la informacién acerca de los valores de Ts para diferentes
proteinas es escasa, una recopilacion de valores de Ts (Felitsky & Record 2003)
muestra claramente que, incluso para proteinas pequenas (50-60 residuos) los
valores de Ts son generalmente muy superiores a 0 °C, cercanos, incluso, en
algunos casos, a 30 °C. De hecho, el valor mas bajo que hemos encontrado hasta

la fecha en la bibliografia es el de la proteina CI2, con un valor de -8 °C (Jackson &
Fersht 1991), muy superior a los -25 °C obtenidos para el dominio hNedd4-WWwW4.
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En este punto, surge la pregunta sobre el significado de una Ts tan baja. Es
interesante recordar que el incremento del valor de Ts, se ha descrito como una de
las estrategias utilizadas por proteinas termdfilas para lograr una mayor estabilidad
a altas temperaturas mediante una rigidificacion significativa de su estado nativo
(Nojima et al. 1977; Jaenicke 2000; Razvi & Scholtz 2006). En este caso,
argumentando en sentido contrario, se podria especular que, dado que los
dominios WW estan generalmente involucrados en la mediacién de interacciones
proteina-proteina, el valor de Ts anormalmente bajo que caracteriza al dominio
hNedd4-WW4 podria reflejar la necesidad de una gran plasticidad y flexibilidad del

estado nativo para el reconocimiento efectivo de sus ligandos.

o Capacidad calorifica del estado nativo

La capacidad calorifica absoluta de este dominio a bajas temperaturas
[Con(20 °C) = 1.73 + 0.2 J-K'-g”"] es muy superior al valor de 1.3 + 0.3 J-K-g”
que corresponde al promedio de diferentes bases de datos de proteinas dos-
estados, y que tradicionalmente se ha aceptado como un valor universal para las
proteinas globulares (Privalov & Khechinashvili 1974; Freire 1995). Este valor se
encuentra, asimismo, en el limite superior del intervalo de capacidades calorificas
para el estado nativo obtenido en estadisticas mas recientes utilizando un conjunto
mas amplio de proteinas globulares, que se encuentran entre los 1.25 y los 1.8
J-K'g" (Makhatadze 1998). Este elevado valor de la capacidad calorifica, al igual
que los valores de Ts o el Ah(110 °C), esta en concordancia con un estado nativo
que presente una importante flexibilidad conformacional.

Hay importantes diferencias entre las representaciones de la funcién de
capacidad calorifica del estado nativo tedrica (Freire 1995) y las determinadas en
los ajustes de los datos experimentales (Figuras 2.4 y 2.5). La aparicion de lineas
base por encima de los valores tipicamente observados para otras proteinas
globulares, se ha descrito previamente para otros sistemas, tales como ciertas
cremallera de leucina (Dragan & Privalov 2002; Privalov & Dragan 2007), las
proteinas BBL (Naganathan et al. 2005) y gpW (Fung et al. 2008). Sin embargo, en
estos casos, ademas de un valor elevado de C,n(20 °C), se observé también una

fuerte dependencia de |la capacidad calorifica del estado nativo con la temperatura.
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Teniendo en cuenta que las lineas base pre- y post- transicion estan
estrechamente correlacionadas con las fluctuaciones de entalpia de los estados
macroscopicos (Privalov & Khechinashvili 1974; Freire et al. 1993; Makhatadze &
Privalov 1995; Robertson & Murphy 1997; Privalov & Dragan 2007), estos valores
anormalmente altos han sido interpretados en términos de un equilibrio mas
complejo que el de dos estados. En el caso concreto de las cremalleras de leucina,
se ha establecido que este comportamiento responde a un equilibrio multiestados,
mientras que en el caso de las proteinas gpW y BBL se ha atribuido a un baja
cooperatividad en el equilibrio conformacional, de modo que BBL se ha propuesto
como un claro ejemplo de un plegamiento sin barreras, “downhill” (Naganathan et
al. 2005), y gpW parece estar en la linea divisoria entre un plegamiento de dos
estados y un sistema “downhill” (Fung et al. 2008). En estos casos, la fuerte
dependencia de la capacidad calorifica del estado nativo con la temperatura refleja
el cambio progresivo en las propiedades del conjunto de conformaciones en
equilibrio (Naganathan et al. 2005). En nuestro caso, aunque hNedd4-WW4
presenta valores de C,n(T) anormalmente altos, la pendiente de la funcion
capacidad calorifica es la esperada para una proteina de este tamafo. Asi, como
se puede observar en la Figura 2.5, la funcion C,n(T) tedrica (Freire 1995) es
paralela a la obtenida en el ajuste al modelo de dos estados. La pendiente nos
indica que las propiedades conformacionales del dominio hNedd4-WWwW4
evolucionan con el incremento de temperatura de igual manera que tedricamente
lo hace un unico macroestado nativo de una proteina del mismo tamafio que
despliega segun el modelo de dos estados.

Una explicacion alternativa para el valor anémalo de la Cyn(20 °C)
experimental podria ser la presencia de otro estado plegado nativo con una
conformacion diferente, lo cual también seria coherente con la dispersion hallada
para los valores de T, y la ausencia de un punto de isosbéstico (Arbely et al. 2009;
Settanni & Fersht 2009). En este caso, el equilibrio entre los diferentes estados
nativos podria dar lugar a una contribucion en el cambio de entalpia que
justificarian los elevados valores para Con (T) (Settanni & Fersht 2009). Una
situacién parecida se ha descrito para otro dominio WW, el dominio hFbp28-WW,

donde el cambio de conformacién en el estado nativo esta provocado por un unico
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residuo, como respuesta a la presencia de diferentes tipos de ligandos
(Karanicolas & Brooks 2004).

En resumen, a pesar de que los datos experimentales se pueden describir
en términos de un equilibrio de dos estados, el analisis del desplegamiento térmico
del dominio hNedd4-WW4 revela varias caracteristicas de los espectros y valores
anomalos para algunos de los parametros termodinamicos que son indicios de un
proceso mas complejo, como puede ser el desplegamiento sin barreras o la

presencia de otras conformaciones alternativas del estado nativo.

2.2.3. Experimentos de doble perturbacion

Para investigar mas a fondo la naturaleza del equilibrio conformacional de
hNedd4-WW4, se ha analizado el acoplamiento de la desnaturalizacién térmica y
quimica. Estos experimentos de doble perturbacion se han presentado como una
herramienta adecuada para discernir entre los diferentes tipos de equilibrios (Oliva
& Munoz 2004).

En una situacion de plegamiento limitado por una barrera energética, el
desplegamiento térmico seguido mediante un observable local de la estructura de
la proteina tendra una forma sigmoidal, la sefial cambia gradualmente a medida
que lo hace el grado de estructura. En este caso, las contribuciones del estado
nativo y del estado desplegado a los parametros termodinamicos obtenidos del
analisis de desplegamiento (entalpia y entropia) estaran relacionadas de forma
lineal. La presencia de un agente desnaturalizante, como es la urea, hace que
disminuya la temperatura del punto medio de la transicion de desplegamiento, T,
sin modificar propiedades conformacionales del estado nativo (y de este modo,
manteniendo la linea base pre-transicién) hasta que la desnaturalizacién por frio
comienza a ser detectable (Cobos et al. 2002; Felitsky & Record 2003).

En un equilibrio sin barrera (“downhill”), las curvas de desplegamiento
también presentan una forma sigmoidal, aunque menos pronunciada, y con
importantes variaciones en las lineas base pre- y post-transicion, como una
disminucién de la sefal del estado nativo (linea base pre-transicion) incluso en
condiciones de elevada estabilidad (Oliva & Munoz 2004). También se ha

propuesto que dicho cambio continuo de la distribucion conformacional produce
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una relacion no lineal entre los parametros termodinamicos (Naganathan et al.
2005), asi como la interseccion de las lineas base fenomenoldgicas derivadas del
analisis dentro del rango de temperatura del experimento. La interseccion de las
lineas base es incompatible con cualquier proceso que implique una barrera de
energia, ya que éstas reflejan las propiedades estructurales del conjunto, y su
cruce implicaria que los estados nativo y desplegado tendrian el mismo contenido
estructural a la temperatura de interseccion (Oliva & Munoz 2004).

Los resultados de los experimentos de doble perturbacion llevados a cabo
con el dominio hNedd4-WW4 se resumen en la Figura 2.7. En el Panel A se
muestran los perfiles de desnaturalizacion térmica seguidos por CD a 230 nm
correspondientes a concentraciones de urea entre 0 My 6 M de urea en tampon
fosfato sddico 20 mM a pH 7.0. La caracteristica mas sobresaliente de este
conjunto de curvas de desnaturalizacién térmica es una disminucion progresiva de
la elipticidad molar por resto para el estado nativo a bajas temperaturas
concomitante con el aumento en la concentracién de urea. Esto, en principio,
podria ser indicativo de un plegamiento tipo “downhill” (Oliva & Munoz 2004), en
cuyo caso reflejaria el cambio de propiedades estructurales de la distribucion
conformacional del estado nativo con la concentracion de urea. No obstante el
ajuste de los datos experimentales utilizando el modelo de dos estados reproduce
correctamente estos efectos, como se puede ver en la Figura 2.7A. A raiz de este
analisis, parece que nuestros datos son compatibles con el inicio de la
desnaturalizacion por frio en el contexto de un equilibrio de dos estados. Ademas,
las lineas base obtenidas en este analisis son paralelas, lo que indica que la
dependencia con la temperatura del estado nativo y desnaturalizado son similares
y, por tanto, no se cruzan dentro del rango de temperaturas experimentales
(Nicholson & Scholtz 1996; Knapp et al. 1998; Cobos et al. 2002; Felitsky & Record
2003; Oliva & Munoz 2004; Naganathan et al. 2005). Los valores de T, y AHp,
presentan una muy buena correlacion lineal [r = 0.995 (datos no mostrados)] con la
concentracion de urea, y el cambio de capacidad calorifica es comparable al
obtenido del estudio de la desnaturalizacion térmica en distintas condiciones de pH
(Tabla 2.1). Tampoco se observan grandes desviaciones del comportamiento lineal

de la entalpia de desplegamiento de hNedd4-WW4 a 25 °C con la concentracion
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de urea (Figura 2.7B), como se ha propuesto para aquellas proteinas cuyo
desplegamiento se produce sin barreras de energia (Oliva & Munoz 2004,
Naganathan et al. 2005; Fung et al. 2008; Naganathan et al. 2010).
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Figura 2.7. Dependencia de la desnaturalizacion térmica seguida por CD (a 230 nm) en presencia
de distintas concentraciones de urea para el dominio hNedd4-WW4. A) En circulos vacios se han
representado los datos experimentales en fosfato sédico 20mM pH 7.0, en presencia de urea, atendiendo
al siguiente cédigo de colores: 0 M urea en rojo, 0.94 M urea en naranja, 2.01 M urea en verde, 2.96 M
urea en magenta, 3.92 M urea en purpura, 4.89 M urea en azul y 5.98 M en azul marino. Las lineas
continuas, que acompafian los datos experimentales, corresponden al mejor ajuste global segin el
modelo de dos estados (ecuacion I1.IX, Apéndice Il) compartiendo las lineas base del estado nativo y del
estado desnaturalizado para cada conjunto de datos. Las lineas rectas discontinuas representan dichas
lineas base obtenidas a partir de la estrategia de ajuste global para los estados nativo y desplegado en
cada conjunto de experimentos de desnaturalizacion térmica. B) Representaciéon de los valores de
entalpia de desplegamiento a extrapolados a 25 °C frente a la concentracién de urea. La linea negra
continua corresponde al ajuste lineal de los datos. Las barras representa la propagacion de errores del
ajuste.

Para distinguir claramente entre los dos posibles comportamientos durante
el plegamiento en el caso del dominio hNedd4-WW4, seria deseable obtener una
evidencia experimental de la desnaturalizacién fria pronosticada por el analisis de
dos estados de los datos de CD, como se ilustra en la simulacién de la Figura
2.8A. Para ello, hemos llevado a cabo varios experimentos DSC en diferentes
concentraciones de urea, que se muestran en el Panel B la Figura 2.8. Sin
embargo, estos experimentos no aportan evidencias de que se produzca una
transicion a bajas temperaturas. Lo que se observa es un cambio en la C,n (T)
hacia valores mas altos coincidiendo con el aumento de la concentracidon de urea
(9-10 kJ-K"-mol™ en ausencia de urea y 20 kJ-K'-mol™ en 4.8 M de urea), y que
es paralelo al cambio en la sefal de estado nativo que presentan las curvas de CD

(Figura 2.7A). Como se puede apreciar en el panel C de la Figura 2.8, la
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Figura 2.8. Simulaciones y dependencia con la urea de la desnaturalizacién térmica del dominio
hNedd4-WW4 en tampdn fosfato 20 mM, pH 7.0. A) Simulacién del perfil de desnaturalizacion térmica
entre -70 °C y 100 °C en presencia de diferentes concentraciones de urea de 0, 0.94, 2.01, 2.96, 3.92,
4.89 y 5.98 M (lineas continuas) junto con los datos experimentales de CD registrados a una longitud de
onda de 230 nm (circulos abiertos). Ambos se han representado de acuerdo con el coédigo de colores
empleado en la Figura 2.7. B) Curvas normalizadas de DSC obtenidas a concentraciones intermedias de
urea. Se muestran tres calentamientos consecutivos de cada muestra en presencia de 3.1, 3.9 y 4.8 M de
urea realizados hasta 70 °C para evitar efectos térmicos asociados a fenémenos de degradacién de la
urea. C) Simulacién de los perfiles de capacidad calorifica esperados para distintos experimentos de DSC
en presencia de 2.9, 3.9 y 4.9 M urea. Se representan tres curvas teniendo en cuenta los parametros
termodinamicos obtenidos a partir del ajuste global al modelo de dos estados del experimento de doble
perturbacion seguido por CD (Figura 2.7).

simulacién de los perfiles de capacidad calorifica esperados segun los parametros
obtenidos en el experimento de doble perturbacion por CD proporcionan trazas
calorimétricas muy similares a las obtenidas experimentalmente (Figura 2.8B).
Esta simulacién nos indica que los experimentos no son concluyentes porque
cuando se estudian proteinas pequefias con transiciones anchas y poco
cooperativas, aun tratandose de un equilibrio de dos estados, seria muy dificil
observar experimentalmente un aumento claro de la capacidad calorifica a baja

temperatura asociado a la desnaturalizacién fria, tal como se ha descrito para otras
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proteinas dos estados mucho mas cooperativas (Privalov 1990; Azuaga et al.
1992).

En resumen, las dependencias lineales de la entalpia de desplegamiento
con la temperatura y la concentracion de urea indican, en principio, un equilibrio de
dos estados. No obstante, no hemos encontrado pruebas concluyentes de la
existencia de una desnaturalizacion a bajas temperaturas y los experimentos de
doble perturbacién, muy similares a los descritos para proteinas con
desnaturalizacion tipo “downhill” (Oliva & Munoz 2004; Naganathan et al. 2005;
Fung et al. 2008), indican que el nivel de cooperatividad en el equilibrio es muy
bajo. En este sentido, es importante sefalar que, aunque el modelo de dos
estados describe el comportamiento experimental de manera razonable, los
parametros termodinamicos obtenidos para el dominio hNedd4-WW4 no son
propios de proteinas dos estados, sino mas similares a los de proteinas “downhill”
como BBL (Naganathan et al. 2005) y gpW (Fung et al. 2008).

En conjunto, los datos de hNedd4-WW4 indican que el equilibrio
conformacional de este dominio parece estar en el limite de lo que podria
considerarse como un equilibrio cooperativo de dos estados y parecen reflejar una
disminucién de la barrera de energia entre macro-estados inducida por cambios en
las condiciones experimentales, tales como la presencia de desnaturalizantes
quimicos. En este sentido, un reciente estudio computacional con el dominio WW
de la proteina Pin1 ha llegado a conclusiones similares, sugiriendo que este
dominio podria exhibir un comportamiento “downhill” a temperaturas inferiores a la
fisiolégica (Bruscolini et al. 2007). Estos efectos a baja temperatura son similares a
los observados con el dominio hNedd4-WW4 a consecuencia de la adicion de
urea.

Para profundizar en el estudio del desplegamiento de este dominio WW y
determinar claramente la naturaleza de su equilibrio conformacional estamos
realizando estudios adicionales, en colaboracion con el grupo de investigacion del
Dr. Victor Mufoz, para estimar la magnitud de la barrera de plegamiento, tanto a
partir del analisis de los datos calorimétricos con el modelo de barrera variable
(Munoz & Sanchez-Ruiz 2004) como mediante estudios cinéticos detallados
(Naganathan et al. 2005; Fung et al. 2008; Li et al. 2009; Naganathan et al. 2010).
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2.3. Caracterizacion de otros dominios WW

La caracterizacién y comparacion entre los experimentos cinéticos y de
equilibrio de dominios WW homodlogos, asi como de otras proteinas marginalmente
estables, brinda la oportunidad de diseccionar experimentalmente los factores
determinantes en la secuencia, en la estructura, y en la evolucion de las barreras
de energia de plegamiento y de la cooperatividad para las estructura de tipo . El
uso de dominios homologos ofrece la ventaja de la comparacion de las proteinas
naturales con diferencias en la secuencia debido a la evolucion divergente. De
hecho, en un trabajo reciente realizado con el dominio BBL se ha propuesto que la
combinacion del analisis cinético y del equilibrio conformacional de otros
homologos estructurales con cinéticas de plegamiento ultrarrapidas proporciona
una prueba empirica de la validez y de la sensibilidad de las diferentes
caracteristicas del equilibrio que se han propuesto para el plegamiento tipo
“‘downhill” (Naganathan et al. 2010). Por tanto, en base a estas ideas y dado que el
dominio hNedd4-WW4 parece estar en el limite de lo que se considera como un
equilibrio de dos estados, hemos ampliado la caracterizaciéon del equilibrio
conformacional a un conjunto de dominios WW de distintas procedencias, entre los
que se encuentra un dominio homologo de hNedd4-WW4. Por un lado, hemos
seleccionado otros dos dominios WW del grupo | de especificidad, ademas de
hNedd4-WW4, su homdlogo hNedd4-WW3 y el dominio hYap1-WW1(L30K), y por
otro lado, otros dos dominios homologos del grupo Il, los dominios WW1 y WW2
de la proteina hFbp11. En la Figura 2.1A, se han recogido los alineamientos de las
secuencias correspondientes a ambos conjuntos de dominios, para los cuales la

similitud de secuencia obtenida es bastante elevada (65%).

2.3.1. Espectros de dicroismo circular

En la Figura 2.9 se presentan los espectros de CD de cada dominio WW en
el rango del UV-lejano a temperaturas entre 2 y 98 °C. Como podemos observar,
no todos los espectros de CD de estos dominios WW presentan exactamente el
mismo aspecto. El maximo caracteristico a 230 nm (Figura 2.2A) presenta
diferente intensidad en los distintos dominios: en los espectros de hNedd4-WW3 ni

siquiera se aprecia dicho pico, en los espectros del dominio hYap-WW1(L30K)
77



Capitulo 2

10
A)
o o
g g
(=]
£ £
@ @
90°
=30
.20 L L L L 1 1 | |
200 210 _220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)
10

C)

0 (mgrado)
0 (mgrado)

90°
_20 L L L L L _20 | | | N
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)

Figura 2.9. Espectros de dicroismo circular en UV-lejano de distintos dominios WW. Se han
registrado diez espectros en fosfato sédico 20 mM pH 7.0 en el intervalo de temperaturas de 2° a 90 °C.
A) Dominio hNedd4-WWS3, B) dominio hYap-WW1(L30K), C) dominio hFbp11-WW1 y D) dominio hFbp11-
wwa.

tiene una intensidad muy baja, y en los dominios WW1 y WW2 de hFbp11 es una
banda muy intensa. De acuerdo con la bibliografia (Koepf et al. 1999a; Koepf et al.
1999b; Ferguson et al. 2001a; Jager et al. 2001; Jager et al. 2007), estos efectos
en el maximo a 230 nm se relacionan con diferencias en el empaquetamiento del
W17 en el corazén hidrofobico de los dominios WW. Por otra parte, todos estos
dominios WW muestran la banda intensa y de valor negativo en torno a 200nm,
que es muy similar a la observada para hNedd4-WW4 y a la descrita para otras
proteinas que contienen laminas B distorsionadas (Viguera et al. 1994; Knapp et al.
1998; Reid et al. 1998). No obstante, como se aprecia en la Figura 2.9, este pico
presenta una menor dependencia con la temperatura en los dos dominios WW de
la proteina hFbp11. Por ultimo, del mismo modo que sucede con el dominio

hNedd4-WW4, en los espectros de CD a distintas temperaturas de estos cuatro
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dominios tampoco se observa el punto isosbéstico (o isodicroico) caracteristico de

las proteinas dos estados.

2.3.2. Desnaturalizacion térmica en distintas condiciones de pH

En la Figura 2.10 se presentan los perfiles de DSC para el desplegamiento
térmico de los dominios hNedd4-WW3 (panel A), hYap-WW1 (L30K) (panel B),
hFbp1-WW1 (panel C) y hFbp1-WW2 (panel D), en distintas condiciones de pH.
Tras comprobar que cada proceso de desplegamiento es reversible, se realizo el
ajuste individual al modelo de dos estados (ecuacion 1.X en el Apéndice |) de cada
una de las curvas. Las unicas excepciones para las que no se ha podido realizar el
analisis de las curvas completas, han sido los experimentos a pH 7.0 y 5.0 del
dominio hFbp11-WW2 (Figura 2.10D), porque presentan una disminucion brusca
en la C, por encima de los 80 °C. El proceso de desplegamiento es irreversible por
encima de esta temperatura incluso en presencia de agentes reductores. En este
caso se ha podido comprobar que las trazas presentan una reversibilidad mas
elevada en ambas condiciones de pH, si se calienta justo hasta completar la
transicion principal (70-80 °C), lo que confirma que se trata de una agregacion
post-transicion. Estos fendmenos de agregacion del dominio hFbp11-WW2 se
pueden explicar adecuadamente como un proceso irreversible por medio del

modelo Lumry-Eyring (N 2 D — F) y se sabe que afectan minimamente a los

parametros termodinamicos obtenidos a partir de la endoterma principal (Sanchez-
Ruiz 1992; Martinez et al. 1994). Por tanto, en éste y en los préximos analisis que
se realicen, se han considerado los datos experimentales de estas dos trazas
cortandolas en 80 °C.

El ajuste individual de cada endoterma de desplegamiento de acuerdo con
el modelo de dos estados reproduce perfectamente los datos experimentales para
los cuatro dominios WW (con valores de r y r* entre 0.999 y 0.99), como se
observa en la Figura 2.10. Sin embargo, al igual que sucede con el dominio
hNedd4-WW4 (Figura 2.4), las lineas base que se obtienen de estos ajustes para
el estado nativo, Con(T), y desplegado, C,p(T), no son del todo realistas, pues se
produce su interseccion a temperaturas cercanas a la T,,, analogamente a lo que

sucede en el analisis individual de las curvas de DSC del dominio hNedd4-WW4
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(Figura 2.4). En el caso de las funciones para la C,n(T) obtenidas en los ajustes
individuales a distintos pH para cada dominio tampoco se parecen a la funcién
lineal tedrica estimada a partir del peso molecular y tipicamente aceptada para

proteinas globulares (Freire 1995).
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Figura 2.10. Dependencia de la capacidad calorifica con la temperatura de cuatro dominios WW
distintos en diferentes condiciones de pH. A) Dominio hNedd4-WW3. B) Dominio hYap-WW1(L30K).
C) Dominio hFbp11-WW1. D) Dominio hFbp11-WW2. Los datos se han representado como circulos
vacios con diferente color segun la condicion de pH: rojo para fosfato sédico 20 mM pH 7.0, amarillo para
MES 20 mM pH 6.0, naranja para acetato sédico 20 mM pH 5.0, verde para acetato sédico 20 mM pH 4.0,
azul cian para glicina 20 mM pH 3.5 y azul para glicina 20 mM pH 3.0. El mejor ajuste individual,
considerando funciones Cpon(T) y Cup(T) para cada curva segun el modelo de dos estados, se ha
mostrado como una linea continua acompafiando a los datos experimentales en el mismo cddigo de
colores. Las lineas punteadas en los mismos colores corresponden a las funciones Cyn(T) y Cpo(T)
obtenidas a partir del ajuste para cada curva. Las lineas continuas en negro corresponden a la funcion
Co,p(T) calculada mediante la adicion de las contribuciones de cada aminoacido (Privalov & Makhatadze
1990) (arriba) y a la funcion tedrica C, n(T) estimada a partir del peso molecular del dominio (Freire 1995)
(abajo).

En cada conjunto de curvas de DSC a distintos pH para estos dominios se
aprecia un aumento progresivo de la capacidad calorifica a alta temperatura con el

pH. Las funciones de C,p(T) a pH 3.0 de cada dominio coinciden practicamente
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con la funcion tedrica calculada a partir de los valores tabulados para cada
aminoacido (Privalov & Makhatadze 1990), salvo en el caso de los experimentos
de hFbp11-WW?2, que muestran valores de C,p(T) ligeramente por debajo de la
prediccion tedrica debido a la distorsién de la traza por los procesos irreversibles
post-transicién. Al aumentar el pH, se observa un incremento en el valor de la
funcién C, (100 °C) de 1 a 2 kJ-K'-mol™ entre pH 3.0 y pH 7.0, dependiendo del
dominio (Figura 2.10).

La variacion de la funcién C,p con el pH esta posiblemente relacionada con
las diferentes contribuciones a la capacidad calorifica de los distintos estados de
ionizacion de las cadenas laterales cargadas (Gomez et al. 1995). En el intervalo
de pH de los experimentos, entre pH 7.0 y 3.0, son cuatro los grupos susceptibles
de variar su estado de ionizacion. Ademas del grupo indol de la histidina, estan los
grupos carboxilicos del extremo amino-terminal, de la cadena lateral del acido

aspartico y del acido glutamico. En la Tabla 2.2, se muestran varias estimaciones

Tabla 2.2. Calculo tedrico del cambio de la capacidad calorifica correspondiente a la protonacion
del carboxilo terminal y de las cadenas laterales de los restos histidina, acido glutamico y dcido
aspadrtico. Para el calculo se han tenido en cuenta el niumero de restos presentes en los dominios
hNedd4-WW3, hYap1-WW1 y hFbp11-WW1. Se han utilizado los siguientes valores de cambio de
capacidad calorifica y entalpia de protonacién: 125.4 J-mol LK’ y -2 J-mol ! respectivamente, para los
grupos carboxilicos; y 16.7 J-mol LK y 29.6 J-mol ! respectivamente, para los grupos indol (Gomez et
al. 1995)

Fp'ACp,prot, Fp,todos=1 *Fp'Acp,prot,méxi{nOs 1Fp,His.=0 5

Proteina Grupos ionizables (J-mol-K™) (J-mol-K™)
His 3 50.1 914 .1
Glu 4 501.6 501.6
hNedd4-ww3 Asp 2 250.8 250.8
C-terminal 1 125.4 125.4
Total 927.9 1791.9
His 1 16.7 304.7
Glu 2 250.8 250.8
hYap1-WW1 Asp 4 501.6 501.6
(L30K) C-terminal 1 125.4 125.4
Total 894.5 1182.5
His 1 16.7 304.7
Glu 3 376.2 376.2
hFbp11-WW1 Asp 4 376.2 376.2
C-terminal 1 125.4 125.4
Total 894.5 1182.5

*Para calcular el AC, prot maximo se ha considerado Fp = 1 para todos los grupos ionizables menos para
las histidinas porque a pH 7, su pKa ~ pH. Por tanto, el valor para el grado de protonacion es F, = 0.5, y
el valor de Cp ot asociado a la fluctuacion térmica de la protonacion se ha calculado de acuerdo con la

relacion: F, (1 - F, )AHIf /RT2 (Gomez et al. 1995).
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de los valores de capacidad calorifica de protonacion Cp ot que caben esperar
para nuestros sistemas cuando el factor (o grado) de protonacion total, Fy, para
estos grupos en cada dominio es 1 6 0.5. Cuando la fraccion de histidinas
ionizables es 0.5, la contribucion de C,,ot €s maxima debido a las grandes
fluctuaciones entalpicas asociadas a la ionizaciéon de su grupo indol (Gomez et al.
1995). Si bien es cierto que la contribucion debida al efecto de la ionizacion sobre
el solvente es equivalente pero de signo opuesto al estimado para los grupos
carboxilicos, aun asi los valores de C, .ot asociados a las fluctuaciones entélpicas
de la ionizacién de las histidinas (Tabla 2.2) son pequefios, pero del mismo orden
de magnitud que las desviaciones de C, con el pH observadas para cada dominio
en la Figura 2.10.

Estas contribuciones asociadas a la protonacion de restos cargados son
universales para todas las proteinas. Normalmente, los grupos cargados de suelen
estar en la superficie de la proteina donde la constante dieléctrica es relativamente
baja (Sturtevant 1977), por tanto, el grado de exposicion de los grupos cargados al
disolvente no cambia mucho en los procesos desplegamiento y no se suelen
considerar explicitamente en el analisis de los perfiles de DSC. Sin embargo, en
proteinas de menor tamafio y poco cooperativas como son estos dominios WW, la
magnitud de este efecto no es despreciable con respecto a los cambios de
capacidad calorifica asociados a las transiciones de desplegamiento. Con el fin de
ilustrar esto, en la Figura 2.11 se recoge la dependencia con la temperatura de la
C, a distintas condiciones de pH, entre 2.0 y 7.0, medidas en nuestro grupo de
investigacidn para una proteina de mayor tamafo, donde se pueden observar
variaciones (ACpprot @ 100 °C) de magnitud similar a las observadas en las
transiciones de los dominios WW que no se han considerado en su analisis.

Para analizar adecuadamente las lineas base de las curvas de DSC
obtenidas a diferentes valores de pH hemos realizado un ajuste global de acuerdo
con el modelo de dos estados (Apéndice 1). En este analisis, las funciones de
capacidad calorifica tanto del estado nativo como del estado desnaturalizado se
han considerado comunes a todas las curvas. Ademas, para tener en cuenta la
protonacion de las cadenas laterales, se ha anadido un término Fy-AC, prot(100 °C)

al cambio de la capacidad calorifica: ACp=(a-d)+(b-e)-T+c-T2+Fp-ACp,prot(100 °C). El
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Figura 2.11. Efecto de la protonacion de las cadenas laterales en la C, para el desplegamiento de la
proteina SPCp41. Dependencia de la capacidad calorifica para la desnaturalizaciéon térmica de la
proteina quimérica SPCp41 basada en el permutante circular de el dominio SH3 de a-espectrina y el
péptido p41 (76 aminoacidos) (figura tomada de Martin-Sierra et al. 2003). Las lineas continuas se
corresponden al mejor ajuste por minimos cuadrados no lineales al modelo de dos estados, y las lineas
rectas horizontales indican en el eje de ordenadas los valores de C,(100 °C) a pH neutro (en color rojo) y
acido (en color azul).

grado de protonacion, F,, es una de las variables del ajuste global para cada
condicion de pH y la contribucion maxima debida a la protonacion de cadenas
laterales en todo el rango de pH estudiado, AC, prot(100 °C), una constante que se
ha estimado directamente de los perfiles de DSC como la diferencia del valor de C,
a 100 °C entre la curvaa pH 7.0 y la curva a pH 3.0.

En la Figura 2.12 se puede comprobar como este analisis global de acuerdo
con el modelo de dos estados describe adecuadamente las curvas de DSC de
todos los dominios, menos en el caso del dominio hNedd4-WW3, que muestra
importantes desviaciones para las curvas menos cooperativas a pH acido. Las
funciones de C,n(T) obtenidas en este ajuste global presentan valores mas
elevados que las estimadas a partir del peso molecular (Freire 1995), no solo para
la ordenada en el origen como se ha descrito para el analisis individual de las
curvas de DSC de hNedd4-WW4 (Figura 2.5), sino que ahora también sus

pendientes son bastante mas pronunciadas en los perfiles de DSC de hNedd4-
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WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2. Esta elevada pendiente de la funcién Cpn(T)
sigue produciendo una interseccion con la funcion C,p(T) a temperaturas poco
realistas, muy por debajo de los 120 °C convenidos como valor de convergencia

para las proteinas globulares (Privalov & Dragan 2007).
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Figura 2.12. Dependencia de la capacidad calorifica con la temperatura en diferentes condiciones
de pH. A) Dominio hNedd4-WW3. B) Dominio hYap-WW1(L30K). C) Dominio hFbp11-WW1. D) Dominio
hFbp11-WW?2. Los datos se han representado como circulos vacios segtn la condiciéon de pH: rojo para
fosfato sodico 20 mM pH 7.0, amarillo para MES 20 mM pH 6.0, naranja para acetato sédico 20 mM pH
5.0, verde para acetato sodico 20 mM pH 4.0, azul cian para glicina 20 mM pH 3.5 y azul para glicina 20
mM pH 3.0. El mejor ajuste global segun el modelo de dos estados se muestra como una linea continua
en el mismo cédigo de colores. En el ajuste global se consideran las funciones C,n(T) y Cpp(T) comunes
a todas las curvas de cada dominio y un término adicional Fp-ACy prot(100°C) para la protonacion de las
cadenas laterales. Las lineas punteadas en color negro corresponden a dichas funciones Cyn(T) y
Co,p(T). Las lineas continuas en color negro corresponden a la funcién C,p(T) calculada mediante la
adicion de las contribuciones de cada aminoacido (Privalov and Makhatadze 1990) (arriba) y a la funcion
tedrica Cpn(T) estimada a partir del peso molecular del dominio (Freire 1995) (abajo)

Para evaluar si el proceso de desplegamiento de estos dominios WW tiene
el mismo comportamiento descrito para el dominio hNdd4-WW4 hemos obtenido
sus parametros termodinamicos a partir de diferentes observables que describen

distintos aspectos conformacionales de la proteina, como son la sefal
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espectroscopica de CD a 230 nm vy la variacién de la capacidad calorifica mediante
DSC (Ginsburg & Carroll 1965; Sanchez-Ruiz 1995). Como hemos descrito para el
dominio hNedd4-WW4, las curvas de desplegamiento térmico de DSC y CD de
cada dominio se analizaron mediante un ajuste multiple asumiendo lineas base
comunes y valores de AH,, y T, comunes para cada condicion de pH. Como se
puede apreciar en la Figura 2.13, este analisis ha proporcionado una descripcidon

razonable de los datos experimentales para el dominio hYap-WW1(L30K), aunque

los ajustes del resto de dominios WW presentaron desviaciones importantes, lo
que indica que los distintos observables reflejan diferentes propiedades
conformacionales para hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 durante el
desplegamiento. Este resultado, junto a la elevada pendiente de la funcion Cyn(T)
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Figura 2.13. Desnaturalizaciéon térmica del dominio hYap-WW1 (L30K) seguida por DSC y por CD
bajo distintas condiciones de pH. Los datos experimentales de ambas técnicas se han representado
como circulos vacios con diferente color segtin la condicion de pH que representan: rojo para fosfato sodico
20mM pH 7.0, amarillo para MES 20mM pH 6.0, naranja para acetato sédico 20mM pH 5.0, verde para
acetato sodico 20mM pH 4.0, cian para glicina 20mM pH 3.5 y azul para glicina 20mM pH 3.0. La
desnaturalizacion térmica a pH 6.0 sélo se obtuvo mediante CD. Las lineas continuas corresponden a al
ajuste global simultaneo de acuerdo con el modelo de dos estados, considerando comun la funcién ACy(T)
para ambos conjuntos de datos de CD (230 nm) y DSC, siendo directamente estimado del analisis de las
trazas experimentales de DSC. Las lineas discontinuas en negro corresponden a las lineas base comunes
para cada conjunto de curvas obtenidas a partir del ajuste. La linea recta continua en negro bajo las trazas
de DSC representan la funcion teérica C,n(T) correspondiente a una estimacion basada en el peso
molecular de cada dominio (Freire 1995), mientras que la linea continua con cierta curvatura (casi coincide
con la traza a pH 3.0) representa la funcion tedrica C,p(T) calculadas mediante la adicion de las
contribuciones individuales de cada aminoécido (Privalov & Makhatadze 1990).
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Tabla 2.3. Parametros termodinamicos de plegamiento de los dominos hYap-WW1(L30K), hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2. Los distintos parametros
se han obtenido mediante el ajuste de los experimentos de DSC o mediante el ajuste global de los experimentos de DSC junto a las desnaturalizaciones térmicas
seguidas por CD?.

Método pH Tm AH, AG(25°C) Ts  AGnax(Ts) AC, Ah, (110 °C)° Cpn (20°C)
(°C) (kJ-mol™") (kJ-mol™) (°C) (kd'mol™)y  (kJ'-K'mol™) (kd-g™) (kJ-K"-mol™)
hNedd4-WW3
DSC distintos pH® 7 58.8 83 8.7 -9 13.3 425
(ajuste individual) 6 50.4 79 5.1 5 6.7 --
5 48.3 63 3.7 11 4.3 39.9 11.3
4 37.7 54 1.9 12 2.9 2.1 39.6 (6 2.05 por g)
3.5 30.3 52 0.9 9 2.5 36.0
3P 12.4 29 - - - -
ob - — - - — -
Doble perturbacion CD 7° 51.5 134 7.7 - -- 2.9 —-
hYap-WW1 (L30K)
CD+DSC distintos pH° 7 47.0 95 5.8 -24 11.4 439
(ajuste global) 6° 47.9 91 - - - 45.0
5 46.0 93 5.4 -23 10.9 2.0 46.5 10.0
4 35.6 75 2.5 -20 7.2 44.2 (6 1.81 por g)
35 21.6 54 -0.6 17 37 425
3 5.0 31 -3.1 -16 1.3 -

Doble perturbaciéon CD 70 48.9 132 7.8 - - 2.2 -




Tabla 2.3. Parametros termodinamicos de plegamiento de los dominos hYap-WW1(L30K), hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 (continuacion).

hFbp11-WW1

DSC distintos pH°® 7 67.9 129 17.4 -34 32.5 41.0
(ajuste individual) 5 69.2 111 15.7 -31 27.9 40.0 9.2
4 66.3 107 14.0 -30 25.2 1.02 37.0 (6 1.73 por g)
o3 %3 ___ 100 ____ 94_ ____2_ ___188 _____________C 368 ___.
Doble perturbacion CD 7° 64.2 112 10.0 -- -- 1.24 --
hFbp11-WW2
CD+DSC distintos pH° 7 52.2 121 8.8 -26 16.0 41.0
(ajuste global) 6° 54.0 118 8.9 - - 40.8
5 46.1 98 5.6 -19 10.6 38.1 9.5
4 36.3 91 3.1 -18 8.6 1.89 40.6 (6 1.70 por g)
35° 262 76 0.3 - - 40.8
3 19.1 56 -1.2 -15 3.5 39.7
2 M5 45 - oo -- p pel RN, 406_ _ o _____.
Doble perturbacion CD 7° 51.8 128 8.2 -- -- 2.10 --

2Los errores se han estimado en 5% para la T, 10% para AHm y 20% para el resto de parametros. ®En estas condiciones de pH, los experimentos de desnaturalizacion
térmica Unicamente se obtuvieron mediante CD. Valores para los coeficientes que definen las lineas bases compartidas entre los diferentes conjuntos de experimentos
de acuerdo con la estrategia de ajuste segtin el modelo de dos estados, donde T,, temperatura de referencia, es 25 °C y los valores subrayados fueron estimados a partir
de la contribucién individual de cada aminoacido (Privalov & Makhatdze 1990). Este parametro se ha calculado mediante la ecuacion 11.VI (Apéndice Il) a partir de los
valores de Tm, AHm y AC, (pendiente de la correlacion lineal entre Ty, y AHm) obtenidos a partir del analisis global de las desnaturalizaciones térmicas seguidas por CD.



Capitulo 2

obtenida del ajuste global de DSC, son evidencias claras de que los equilibrios
conformacionales de los dominios hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2
presentan una mayor complejidad que el tipico comportamiento de dos estados.

En la Tabla 2.3 se han recogido los parametros termodinamicos obtenidos
para la desnaturalizaciéon térmica de cada dominio WW en diferentes condiciones
de pH mediante CD y DSC. Para el dominio hYap-WW1(L30K) se han considerado
los parametros obtenidos del analisis combinado de CD y DSC y para los otros
dominios sélo los obtenidos mediante DSC.

En la Figura 2.14 se muestran los analisis globales del desplegamiento
térmico seguido por CD (230 nm) para los dominios hNedd4-WW3, hFbp11-WW1 y
hFbp11-WW?2 en distintas condiciones de pH. En esta figura se puede observar
como el modelo de dos estados es capaz de ajustar globalmente los conjuntos de
curvas de CD de los dominios hNedd4-WW3 y hFbp11-WW2, pero no las curvas
del dominio hFbp11-WW1.

Ademas, en los recuadros interiores de cada panel de la Figura 2.14, para
ilustrar las diferencias de los parametros termodinamicos resultantes de los
distintos ajustes globales de las curvas de CD o DSC se han simulado las curvas
de CD que resultarian de los parametros obtenidos en los ajustes de DSC. Para
los dos dominios hNedd4-WW3 y hFbp11-WW?1 las diferencias de los parametros
obtenidos por ambas técnicas son notables. En ambos casos parecen
sobrestimados los parametros obtenidos mediante DSC respecto de los de CD.

Estas diferencias son maximas para el dominio hNedd4-WW3 (Figura 2.14A), para

el que ni siquiera ha sido posible realizar un ajuste global de las curvas de DSC.
Este resultado constituye la principal evidencia de que el modelo de dos estados

no es adecuado para el analisis del equilibrio conformacional de este dominio WW.

Figura 2.14. Desnaturalizacion térmica de varios dominios WW seguida mediante CD a una
longitud de onda de 230 nm y bajo distintas condiciones de pH: A) dominio hNedd4-WW3, B)
dominio hFbp11-WW1 y C) dominio hFbp11-WW?2. Los datos experimentales se han representado como
circulos vacios con diferente color segun la condicién de pH: rojo para fosfato sédico 20mM pH 7.0,
amatrillo para MES 20mM pH 6.0, naranja para acetato sédico 20mM pH 5.0, verde para acetato sédico
20mM pH 4.0, cian para glicina 20mM pH 3.5, azul para glicina 20mM pH 3.0, azul marino para glicina
20mM pH 2.5 y gris para glicina 20mM pH 2.0. Las lineas continuas corresponden al ajuste global de
acuerdo con el modelo de dos estados, considerando comin un valor de ACy(T) estimado como la
pendiente de la correlacién de AHp, frente a Tp. Las lineas discontinuas en negro corresponden a las
lineas bases comunes para cada conjunto de curvas e invariantes durante el ajuste. En cada recuadro,
se ha representado una simulacion de las curvas de CD (lineas continuas) sobre los datos
experimentales (circulos). Las simulaciones se han realizado utilizando las mismas lineas base y los
parametros de los mejores ajustes al modelo de dos estados de las respectivas curvas de DSC de cada
dominio WW
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Por otro lado, en las curvas simuladas con los datos de DSC de hFbp11-
WW1 (Figura 2.14B), se observa una incipiente desnaturalizacion fria por debajo
de 15 °C que es diferente a la disminucion de sefal a baja temperatura con el pH
que se aprecia en los datos experimentales de CD, son diferentes efectos sobre el
estado nativo. No obstante, para el dominio hFbp11-WW2 (Figura 2.14C) las
curvas simuladas son mucho mas parecidas a las experimentales y sélo hay
diferencias importantes entre los parametros a pH 3.0.

Los valores de convergencia para la entalpia especifica media a 110 °C de
cada dominio estimados como se ha indicado para el dominio hNedd4-WW4 son
también inferiores a los 54 J-g'1 propuestos para proteinas globulares; para los
cuatro dominios, estos valores convergen en una entalpia especifica media de
unos 40-45 J-g" independientemente de las condiciones experimentales (Tabla
2.3). Este resultado, como se ha comentado para hNedd4-WW4, refleja la baja
cooperatividad de estos dominios en comparacién con el resto de las proteinas
globulares (Hilser et al. 1996). Ademas, los valores de entalpia, entropia o cambio
de capacidad calorifica a 60 °C de estos dominios WW son bastante diferentes a
los valores determinados para otras proteinas globulares (Robertson & Murphy
1997). Al igual que para el dominio hNedd4-WW4, los valores de convergencia
para hYap-WW1(L30K) estan proximos a los limites de los valores
tradicionalmente aceptados para proteinas globulares. Esto es debido a que la
interseccion de las funciones Cyn(T) ¥y Cpp(T) de hNedd4-WW4 y hYap-
WW1(L30K) se producen a temperaturas mayores que en los otros dominios WW
(Figuras 2.5 y 2.12B, respectivamente), de modo que la dependencia de los
parametros termodinamicos con la temperatura no se ven tan afectados por el
valor de cambio de capacidad calorifica, AC,, en estos casos.

La temperatura de maxima estabilidad, Ts, de estos dominios también
presenta valores muy bajos en comparacion con los obtenidos en la
caracterizacion de la estabilidad de otras proteinas globulares (Jackson & Fersht
1991; Felitsky & Record 2003). En las condiciones experimentales de mayor
estabilidad (aparentemente a pH 7), estas Ts son -34 °C para el dominio hFbp11-
WWH1, alrededor de -25 °C para hYap-WW1 (L30K) y hFbp11-WW?2, y -9 °C para
hNedd4-WW3. A medida que las condiciones experimentales se vuelven mas

desestabilizantes (mas acidas) para estos dominios, los valores de energia libre de
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maxima estabilidad, AGnax(Ts), disminuyen, mientras que los valores de Ts
aumentan (Tablas 2.1 y 2.3). Este resultado indica que los dominios WW
mantienen una conformacién nativa con una estabilidad marginal, que es suficiente
para poder llevar a cabo el reconocimiento de ligandos, en condiciones poco
favorables. Un ejemplo ilustrativo de esta caracteristica de los dominios WW en la
bibliografia es el del mutante W17F del dominio hYap-WW1 que, aunque se
encuentra seriamente desestabilizado y mayoritariamente desplegado en solucion,
al unir a un ligando natural aumenta su estabilidad y se produce un doble proceso
acoplado de unién y plegamiento del dominio WW (Koepf et al. 1999a).

Como se ha mencionado para el dominio hNedd4-WW4, los valores de
Con(20 °C) de estos dominios WW se encuentran muy préximos al limite superior
de lo esperado para proteinas globulares (entre 1.25 y 1.8 J-K'-g™") (Makhatadze
1998) o por encima de éste en el caso de hNedd4-WW3 (2.05 + 0.2 J-K"-g"), lo
cual refleja una gran flexibilidad conformacional. De hecho, estos valores se
correlacionan muy bien con la intensidad de la sefial de CD normalizada a 230 nm
que, como hemos comentado anteriormente, guarda relacién directa con el
empaquetamiento de restos aromaticos y, por tanto, inversa con la plasticidad de
la proteina. Asi, los dominios que tenian una mayor sefal a 230 nm (Figura 2.9)
son los que presentan valores mas bajos de C,n (20 °C) y el dominio hNedd4-
WW3 que no presentaba este maximo es el que tiene el valor mas alto.

Resumiendo, aunque el comportamiento descrito para el desplegamiento
del dominio hNedd4-WW4 esta al limite de lo que se considera un equilibrio de dos
estados, los resultados para los otros dominios WW estudiados apuntan mas
claramanente hacia la existencia de un equilibrio conformacional mas complejo

para los dominios WW en general.

2.3.3. Experimentos de doble perturbaciéon

Con el fin de profundizar en el estudio de la naturaleza del equilibrio de
plegamiento-desplegamiento de estos dominios, hemos decidido investigar si el
acoplamiento de la desnaturalizacién térmica y quimica en el equilibrio revela la
existencia de una barrera de energia entre los estados nativo y desplegado.

En la Figura 2.15 se muestra el ajuste multiple de las curvas de doble

perturbacion al modelo de dos estados para los dominios hNedd4-WWa3,
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Figura 2.15. Dependencia de la desnaturalizacion térmica seguida por CD (230 nm) en presencia de
distintas concentraciones de urea para los dominios WW: A) hNedd4-WW3, B) hYap1-WW1(L30K),
C) hFbp11-ww1 y D) hFbp11-WW2. En circulos vacios se han representado los datos experimentales en
fosfato sédico 20mM pH 7.0, en presencia de urea, atendiendo al siguiente cédigo de colores: 0 M urea en
rojo, 0.5 M urea en amarillo, 1.0 M urea en naranja, 2.0 urea en verde, 3.0 M urea en turquesa, 4.0 M urea
en purpura, 5.0 M urea en azul, 6.0 M urea en azul marino, 7.0 M urea en azul marrén oscuro y 8.0 M urea
en gris oscuro. Las lineas continuas, que acompafian los datos experimentales, corresponden al mejor
ajuste global segtn el modelo de dos estados (ecuacion 1I.IX) compartiendo las lineas base del estado
nativo y del estado desnaturalizado para cada conjunto de datos. Las lineas rectas discontinuas
representan dichas lineas base obtenidas a partir de la estrategia de ajuste global para los estados nativo
y desplegado en cada conjunto de experimentos de desnaturalizacion térmica. A la derecha, para cada
dominio se han representado los valores de entalpia de desplegamiento a 25 °C obtenidos a partir del
ajuste individual frente a la concentracién de urea. La linea continua corresponde al ajuste lineal de los
datos. Las barras representa la propagacion de errores.

hYap-WW1(L30K), hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2. El ajuste al modelo de dos
estados reproduce adecuadamente las curvas experimentales y resulta en valores
de T Y AHn, que presentan una muy buena correlacion lineal, con la excepcion del
dominio hFbp11-WW?1 caracterizado por un aumento de la senal nativa de CD a
bajas temperaturas a concentraciones de urea entre 1y 5 M, que el modelo de dos
estados no puede reproducir. Consecuentemente, la correlaciéon entre los valores
de Tm y AH,, obtenidos para este dominio no es lineal. Estas caracteristicas
podrian ser indicativas de la variacién de las propiedades conformacionales con la
urea que cambiaria la sensibilidad del estado nativo frente a la desnaturalizacion
térmica, de acuerdo con un equilibrio de tipo “downhill”.

En los paneles a la derecha de la Figura 2.15, se han representado los
valores de AHp(25 °C) obtenidos a partir del ajuste individual de las curvas para
cada dominio WW (considerando los valores de AC, para cada proteina recogidos
en la Tabla 2.3) frente a la concentracién de urea. Los valores de correlacion lineal,
r, para los correspondientes ajustes son 0.94, 0.88 y 0.78 para hNedd4-WWS3,
hYap-WW1 (L30K) y hFbp11-WW2, respectivamente, mientras que para el dominio
hFbp11-WW1, r es de 0.17. Como se puede apreciar en la figura, el error asociado
a la determinacion de los valores de AHp (25 °C) es elevado. Para los dominios
hNedd4-WW3, hYap-WW1 (L30K) y hFbp11-WW2 se observa una marcada
tendencia a un acoplamiento lineal de los valores de AHp (25 °C) con la
concentracion de urea, aunque con desviaciones significativas para los dominios
hNedd4-WW3 y hFbp11-WW2. No obstante, es importante sefalar que, en todos
los casos, se observa una pendiente positiva, opuesta a la descrita para el dominio
hNedd4-WW4 y para otras proteinas globulares (Cobos et al. 2002; Felitsky &

Record 2003), y carente de sentido fisico, ya que implicaria valores mayores de
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AHp (25 °C) para las condiciones en las que el estado desplegado esta mas
poblado, es decir, a mayores concentraciones de urea.

Ademas, si se comparan los valores de T,, a pH 7 obtenidos en los
experimentos de doble perturbacién con los de los experimentos de DSC (Tabla
2.3), para los dominios hNedd4-WW3 y hFbp11-WW1 se observan grandes
diferencias. Estas diferencias de T, determinadas mediante el ajuste al modelo de
dos estados a partir de distintos observables son de un 6-14 %, lo cual es otra
evidencia de que el equilibrio conformacional de estos dos dominios presenta una
mayor complejidad. Los resultados de los experimentos de doble perturbacion de
los dominios hYap-WW1(L30K) y hFbp11-WW2 aunque presentan parametros
termodinamicos mas parecidos en los distintos analisis tampoco estan de acuerdo
con los criterios establecidos para una proteina dos estados y mas bien apuntan a
un plegamiento sin barreras o con barreras de energia muy bajas separando los
diferentes macro-estados.

En resumen, del conjunto total de dominios WW caracterizados en este
capitulo, es el dominio hNedd4-WW4 el que exhibe un comportamiento mas
acorde con el modelo de dos estados a pesar de tener valores andémalos en
algunos de los parametros termodinamicos discutidos anteriormente [Ah (110 °C),
Ts, Con (25 °C), etc].

2.4. Perspectivas y futuro en el estudio de plegamiento de dominios WW

Los resultados presentados para los distintos dominios WW, estan de
acuerdo con la hipétesis de que los equilibrios de dos estados y “downhill” no
constituyen dos clases separadas claramente sino que son los limites extremos de
una serie de posibles comportamientos determinados por la altura de las barreras,
la cual puede ser modulada por las condiciones experimentales. En este contexto,
para completar esta caracterizacion, la primera caracterizacion en profundidad del
desplegamiento de un conjunto de dominios naturales cuya estructura es
basicamente una lamina 3, desde nuestro grupo de investigacion hemos planteado
una doble colaboracién con los grupos de los Drs. Victor Mufoz (Centro de
Investigaciones Biolégicas, CSIC, Madrid) y José Manuel Sanchez-Ruiz
(Departamento de Quimica-Fisica, Universidad de Granada, Granada).

Actualmente, en el seno de esta colaboracion se esta llevando a cabo la
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investigacion de las cinéticas de desplegamiento de los dominios WW empleados
en este trabajo mediante técnicas de plegamiento ultra-rapido de proteinas (Eaton
et al. 2000), asi como la caracterizacion de las barreras termodinamicas de
desplegamiento implicadas mediante el analisis de los termogramas de DSC con el

modelo de barrera variable (Munoz & Sanchez-Ruiz 2004).
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Union de dominios L viricos al dominio hNedd4-WW3

CAPITULO 3. Estudio de union de dominios L viricos al tercer dominio

WW de la ligasa de ubiquitina humana Nedd4

3.1. Introduccion

Numerosos estudios sobre el ciclo de vida de los virus han puesto de
manifiesto que las interacciones especificas entre los dominios L viricos del tipo
PPxY y los dominios WW de las ligasas de ubiquitina de la familia Nedd4 son
fundamentales para las fases finales de encapsulamiento y salida del virus de la
célula huésped (Freed 2002; Park et al. 2005; Bieniasz 2006). Este es el caso de la
interaccion del tercer dominio WW de la ligasa de ubiquitina humana Nedd4
(hNedd4-WW3) con varias secuencias de algunas proteinas viricas, como son la
proteina Gag del virus de la leucemia tipo | (HTLV1) (Blot et al. 2004) o la proteina
VP40 (del inglés, “Virus Particle 40”) del virus del Ebola (Harty et al. 2000; Timmins
et al. 2003). Los dominios WW de las ligasas se caracterizan por presentar una
elevada promiscuidad, ya que unen a una gran variedad de proteinas celulares
(Hesselberth et al. 2006; Belgareh-Touze et al. 2008). A pesar de esto, los virus
han adquirido un elevado grado de especializacion a la hora de reconocer estas
ligasas. En este contexto, el estudio de las interacciones entre los dominios L
viricos y los dominios WW de ligasas tipo Nedd4 a nivel molecular presentan gran
interés para el disefo racional de inhibidores especificos de estas interacciones
que podrian constituir antivirales de amplio espectro. A dia de hoy, todavia no se
dispone de ningun estudio termodinamico que aporte informacién acerca de los
determinantes moleculares de este tipo de interacciones.

En este capitulo presentamos un estudio termodinamico-estructural de las
interacciones del tercer dominio WW de la ligasa de ubiquitina humana Nedd4 con
un conjunto de ligandos peptidicos correspondientes a las secuencias de unién de
dominios L de varios virus, con el fin de investigar los determinantes moleculares
de la afinidad de unién en este sistema. Ademas, hemos abordado el estudio de la
especificidad de unién de los dominios L frente a distintos dominios WW del grupo
| (Figura 3.1), como son los dominios WW de la proteina humana hYap, hYap-
WW1 y hYap-WW2, asi como el mutante L30K del primer dominio WW, hYap-
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WW1(L30K). Estos dominios WW se han escogido porque en las primeras
caracterizaciones de dominios L del tipo PPxY se comprobd que interaccionaban
con el primer dominio WW de hYap (Garnier et al. 1996). En el caso de los
dominios hYap-WW1 y hYap-WW1(L30K), ademas disponemos de informacion
estructural tanto de distintos complejos con ligandos ricos en prolinas (Pires et al.
2001) como del dominio hYap-WW1 libre (Macias et al. 1996). Nuestro objetivo es
evaluar si, tal como sugiere su independencia funcional de los dominios L (Parent
et al. 1995; Freed 2002), la especificidad observada para los dominios L viricos
radica en caracteristicas intrinsecas de sus secuencias o, por el contrario, dicha
especificidad responde a factores contextuales, como son la localizacién celular o
el efecto sinérgico debido a interacciones establecidas con diferentes partes de la

proteina o con distintas proteinas (Ladbury & Arold 2000).

10 20 40

B T T T o —— -
hNedd4-WW3 AMGPSEI EQGFLPKGWEVRHAPN N T] TWEDPR--LKIPAH-
hYap-WW1(L30K) AMGFEIPDDVPLPAGWEMAKTSS | TWQDPR---KAMLSQ
hYap-Ww1 AMGFEIPDDVPLPAGWEMAKTSS | TWQDPR---KAMLSQ
hYap-Ww2 AMG----ASGPLPDGWEQAMTAQD K TSYWLDPRLDPRFAMNQ

mm—p ammm— a—

Bl B2 B3

Figura 3.1. Diferencias entre los dominios WW hNedd4-WW3, hYap-WW1(L30K), hYap-WW1 y
hYap-WWa2. Alineamiento mdultiple de secuencias utilizando el algoritmo ClustalX. La estructura
secundaria se ha representado con flechas rojas bajo los restos implicados. Los aminoacidos que
conforman el sitio de unién se han recuadrado y aquellos que no estan conservados aparecen sobre
fondo amarillo.

3.2. Estudio de union de distintos dominios L viricos al dominio hNedd4-
WW3

Para alcanzar estos objetivos, hemos realizado la primera caracterizacion
termodinamica exhaustiva mediante calorimetria isotérmica de titulacion (ITC) de la
union de un conjunto de ligandos peptidicos a dominios WW: concretamente la
union de cuatro dominios L viricos a su diana celular, el tercer dominio WW de la
ligasa de ubiquitina humana Nedd4, hNedd4-WWa3.

3.2.1. Descripcion de los ligandos

Para investigar los determinantes moleculares de la interaccién de los
dominios L viricos con hNedd4-WW3, hemos seleccionado seis ligandos diferentes
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derivados de cuatro proteinas viricas que interaccionan con ligasas de ubiquitina
de la familia Nedd4. Las secuencias y los nombres de estos ligandos se recogen
en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Seleccion de los ligandos utilizados para la caracterizacion termodinamica de la unién a
un conjunto de dominios WW.

Proteina virica Ligando Secuencia*

HTLV1 HTLV1-a +PPPYVEPTAP,,-
(Proteina Gag del virus de la leucemia humana de células T tipo I) HTLV1-b - SDPQIPPPYVEP,,

Ebola Ebola-a +ILPTAPPEYME;

(Proteina de asociacién a membrana VP40 del virus del Ebola) Ebola-b 4ILPTAPPEY

Marburgo ) )
(Proteina de asociacién a membrana VP40 del virus del Marburgo) Marburgo 4 MQYLNPPPYADH;o
Rabia Rabia  4DLWLPPPEYVPL,,

(Proteina de matriz M2 del virus de la Rabia)

Proteina natural

p53bp2 p53bp2 L, EYPPYPPPPYPSGy

(Proteina supresora de tumores tipo 2 de union a p53)

Motivo canoénico de unién dominios WW de tipo |

PPPY PPPY +PPPY;

(Motivo de unién a dominios WW de la Clase )

* Para identificar mas facilmente la posicién del motivo PPxY en la secuencia de los ligandos éste se
muestra en azul y la otra secuencia caracteristica de dominios L viricos, PTAP, presente en algunos de
estos ligandos, ademas se ha subrayado. La numeracion de las secuencias de todos los ligandos se ha
unificado como se indica en esta tabla y se diferenciado de las secuencias de los dominios mediante el
simbolo prima. Se ha establecido como criterio general la numeracion del ligando GTPPPPYTVG en el
trabajo Pires et al. 2001.

Las proteinas VP40 (virus del Ebola) y Gag (virus HTLV1) presentan dos
dominios L: PTAP y PPxY. En ambos casos, se han seleccionado dos péptidos de
diferente longitud con el motivo PPxY dispuesto en distintas posiciones. En el caso
de la proteina Gag, se sabe que el ligando HTLV1-a (PPPYVEPTAP) interacciona
con hNedd4-WW3 (Blot et al. 2004) mientras que el ligando HTLV1-b
(SDPQIPPPYVEP) ha sido seleccionado de forma que el motivo PPPY quede
centrado en su secuencia. En el caso de la proteina VP40 del virus del Ebola, se
conoce la interacciéon del dominio hNedd4-WW3 con un fragmento de esta proteina
(Harty et al. 2000; Timmins et al. 2003). A partir de este fragmento se han
seleccionado dos ligandos de diferente longitud Ebola-a (ILPTAPPEYME) y
Ebola-b (ILPTAPPEY). La secuencia Marburgo (MQYLNPPPYADH) deriva de la
proteina VP40 del filovirus Marburgo, para la que se ha descrito su interaccion con
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varios de los dominios WW de Nedd4 (Urata & Yasuda 2010). Para la
fosfoproteina de matriz M2 del virus de la Rabia se ha escogido el ligando Rabia
(DLWLPPPEYVPL), cuya interaccién con proteinas homdélogas a Nedd4 se ha
descrito en raton y levadura (Harty et al. 1999; Harty et al. 2000). Ademas, hemos
seleccionado otros dos ligandos que interaccionan con hYap-WW1. Por un lado, el
ligando p53bp2 (EYPPYPPPPYPSG), derivado de la proteina “p53 binding protein-
2", que es una diana natural de hYap-WW1 descubierta mediante la técnica de
doble hibrido de levadura (“yeast two-hibrid screening”) (Espanel & Sudol 2001).
Se ha descrito que esta secuencia interacciona con hYap-WW1 con una constante
de disociacién de 5.9 uyM (Koepf et al. 1999a). Por otro lado, para evaluar la
influencia, tanto en la afinidad como en la especificidad de unién de las secuencias
que flanquean el motivo consenso PPxY, se ha seleccionado el ligando PPPY que
es la secuencia mas corta de unién a hYap-WW1 (PPPY). Ademas, se dispone de
la estructura del complejo GPPPY/hYap-WW1 resuelta mediante RMN (PDB:
1K9Q) (Pires et al. 2001).

3.2.2. Caracterizacion termodinamica de la unién

Con el fin de confirmar la unién y obtener una estimacién inicial de las
constantes de disociacién que nos permita disefiar correctamente los experimentos
calorimétricos, hemos llevado a cabo titulaciones preliminares mediante
espectroscopia de fluorescencia de hNedd4-WW3 con todos los ligandos
seleccionados, excepto con el ligando Rabia. Este ligando contiene un resto
triptéfano en su secuencia que no permite seguir facilmente la amortiguacién de la
fluorescencia propia del dominio WW durante la titulacién. En la Figura 3.2 se
muestra, como ejemplo, la titulacion del dominio hNedd4-WW3 con el ligando
Marburgo a 25 °C en tampén fosfato sédico 20 mM pH 7.0. A este valor de pH el
dominio hNedd4-WW3 presenta la mayor estabilidad conformacional (Capitulo 2).
La interaccién entre hNedd4-WWa3 y el ligando p53bp2 presenta la mayor afinidad
y su constante de disociacion es del mismo orden que la descrita para su diana
natural, el dominio hYap-WW1 (Koepf et al. 1999a). Los ligandos HTLV1-a,
HTLV1-b, Ebola-a y Marburgo presentan constantes de disociacién menores,

pero que aun estan dentro del intervalo adecuado para su caracterizacion

102



Union de dominios L viricos al dominio hNedd4-WW3

mediante experimentos directos de ITC. Las constantes de disociacién de los
ligandos Ebola-b y PPPY no se han podido determinar mediante fluorescencia
debido a su baja afinidad, por lo que ha sido necesario recurrir a experimentos
calorimétricos de desplazamiento utilizando el ligando p53bp2, para su

caracterizacion termodinamica.
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Figura 3.2. Titulacion del dominio hNedd4-WW3 con el ligando Marburgo seguida mediante
espectroscopia de fluorescencia. El experimento se ha realizado a 25 °C en tampén fosfato sédico 20
mM pH 7.0. En el panel izquierdo, se recogen los espectros de fluorescencia, normalizados por la
concentracion de proteina, tomados tras cada adicion de ligando sobre el dominio hNedd4-WWS3. En el
panel derecho, se ilustran los valores del centro de masas (circulos abiertos) para cada uno de los
espectros del panel superior frente a la concentracion de ligando afiadido. Las linea continua
corresponde al ajuste segun el modelo de unién de un ligando a una proteina mediante fluorescencia
(ecuacion 6.5.3, Apartado 6.5.4 de Materiales y Métodos).

Todas las titulaciones calorimétricas se han realizado en las mismas
condiciones utilizadas para los experimentos de fluorescencia. En los paneles
superiores de la Figura 3.3 se muestran, a modo de ejemplo, las titulaciones del
dominio hNedd4-WW3 con los ligandos p53bp2 (panel A), Rabia (panel B) y PPPY
(panel C). En la parte inferior de cada experimento se muestran las isotermas de
unioén correspondientes, que se han analizado segun distintos modelos de union: el
modelo de “n” sitios de union idénticos e independientes (ecuacion X.III Apéndice
[ll) para las titulaciones con los ligandos p53bp2 y Rabia (Paneles Ay B) y el
modelo de unidbn en un experimento por desplazamiento (ecuacién XIV.IV
Apéndice |V) para el ligando PPPY (Panel C). Los valores de los parametros
termodinamicos obtenidos para las interacciones entre el dominio hNedd4-WW3 y
los diferentes ligandos se recogen en la Tabla 3.2, excepto para la interaccion con

el ligando Ebola-b. En este caso, no se han podido analizar adecuadamente
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ninguno de los experimentos realizados, probablemente debido a que la afinidad

es demasiado baja.
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Figura 3.3. Experimentos de titulacion del dominio hNedd4-WW3 mediante ITC a 25 °C en fosfato
sédico 20 mM pH 7.0. A) Experimento de titulacion directa mediante la adicion volumenes constantes
del ligando p53bp2. B) Experimento de titulacién directa mediante la adiciéon siguiendo un perfil de
volimenes del ligando Rabia. C) Experimento de titulacion por desplazamiento del ligando PPPY. En
cada caso, en la parte superior, se ha representado, en rojo 1), el termograma de dilucién del ligando
formado por los calores por unidad de tiempo liberados tras la inyeccién sobre tampdén (desplazados en
el eje para mayor claridad) y, en negro 2), el termograma de titulaciéon del ligando en las mismas
condiciones sobre el una disolucién de proteina (en el experimento de titulacién directa) o de una mezcla
proteina-ligando de baja afinidad (en el experimento de competicion). En la parte inferior de cada grafica
se muestran las isotermas de unién correspondientes obtenidas tras normalizar los calores de titulacion y
corregir por los calores de dilucién. Los datos experimentales se representan como circulos, mientras que
las lineas continuas corresponden a los mejores ajustes segun el modelo de “n” sitios de unién idénticos
e independientes (ecuacion Ill.X, Apéndice Ill) para las titulaciones con los ligandos p53bp2 y Rabia y
seglin el modelo de unién en un experimento por desplazamiento (ecuacién IV. XIV, Apéndice 1V) para el
ligando PPPY.

Las constantes de union obtenidas para todos los ligandos seleccionados
son de magnitud similar a las descritas para otras interacciones con dominios WW
(Macias et al. 1996; Koepf et al. 1999a; Kanelis et al. 2001; Pires et al. 2001; Shi et
al. 2002; Pires et al. 2005; Meiyappan et al. 2007; Morales et al. 2007).

El ligando p53bp2 es el que presenta mayor afinidad de union por hNedd4-
WW3 (Kq=5 uM) mientras que el ligando PPPY es el que presenta la afinidad
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Tabla 3.2. Parametros termodinamicos de unién. Se han obtenido a partir de la titulacion en tampoén
fosfato sddico 20 mM a pH 7.0 de los dominios hNedd4-WW3, hYap-WW1(L30K), hYap-WW1 y hYap-
WW2 con varios dominios L viricos y los ligandos p53bp2 y PPPY

Ligando/ Dominio T2 Ky AG,, “AH,, -TAS,,
secuencia (°C)  (uM) (kJ mol'1) (kJ mol'1) (kJ mol'1)
20 4.1 -30.8 -45.6 14.8
hNedd4-Ww3 25 53 -30.1 -53.2 23.1
30 91 -29.2 -61.1 31.9
20 125 275 -47.3 19.8
p53bp2 hYap-WW1(L30K) 25 20.4 -26.7 -53.2 26.5
30 303 -26.2 -56.1 29.9
EYPPYPPPPYPSG 20 11 341 548 20.7
hYap-Ww1 25 18 -32.8 -61.1 28.3
30 3.0 -31.6 -66.4 34.8
20 - - - B
hYap-Ww2 25 120 -28.1 -56.5 28.4
30 - -- -- --
HTLV1-a hNedd4-WW3 25 177.9 21.4 -74.0 52.6
hYap-WW1(L30K) 25 769.2 *17.8 *.34.7 *16.9
PPPYVEPTAP
hYap-WWH1 25 - - - -
hYap-WW2 25 - -- -- -
HTLV1-b hNedd4-WW3 25 61.0 -24.1 -68.2 44 .1
hYap-WW1(L30K) 25 270.3 *.20.4 *.35.6 *15.2
SDPQIPPPYVEP hYap-Ww1 25 #308 — - -
hYap-WwW2 25 "255 -- -- --
Ebola-a hNedd4-WW3 25 146.9 -21.9 -50.7 28.8
hYap-WW1(L30K) 25 547.0 *18.6 *.49 4 *30.8
ILPTAPPEYME hYap-Ww1 25 #7854 - - -
hYap-WW2 25 *555 - - -
Marburgo hNedd4-WW3 25 512 -24.5 -73.2 48.7
hYap-WW1(L30K) 25 *106 - - B
MQYLNPPPYADH hYap-Ww1 25 67 — - -
hYap-WW2 25 ™72 -- -- --
Rabia hNedd4-Ww3 25 505 -24.0 -65.8 41.8
hYap-WW1(L30K) 25 218.3 -21.4 -63.7 42.3
DLWLPPPEYVPL hYap-WWH1 25 180.8 -20.9 -63.7 42.8
hYap-WW2 25 - -- -- --
PPPY hNedd4-WwW3 25 210.0 *.21.0 *.38.0 *17.0
hYap-WW1(L30K) 25 622.6 *18.3 *.40.1 *21.8
PPPY hYap-Ww1 25 3207 *.20.0 *.39.3 *19.3
hYap-WW2 25 - -- -- --

%Los errores en la determinacion de los parametros termodinamicos se estiman en torno al 5% para la
entalpia de wunion y al 10% para la constante de disociacion. *Parametros termodinamicos
determinados mediante experimentos de ITC por desplazamiento con el ligando p53bp2. #Constantes
de disociacién determinadas mediante experimentos de titulacion seguidos por fluorescencia. Para el
ligando Ebola-b no se ha podido determinar ninguno de los parametros termodinamicos de unién
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menor (Kg=210 uM). La afinidad de unién de p53bp2 a hNedd4-WW3 es muy
similar a la descrita para su diana celular (hYap-WW1) (Koepf et al. 1999a), lo que
indica la baja especificidad intrinseca de esta interaccion. Estos resultados también
confirman la uniéon de hNedd4-WW3 a la secuencia mas corta que reconocen los
dominios WW de tipo |, el ligando PPPY. Es interesante sefalar que la afinidad de
esta interaccion es mayor que la determinada para un péptido similar (n-Octilo-
GPPPY) con hYap-WW1 (K4q=700 uM) en un estudio mutacional y de truncado de
secuencias de union (Pires et al. 2001). Los ligandos de origen virico presentan
una afinidad de unién a hNedd4-WW3 intermedia, con constantes que oscilan
entre 50 y 178 uM (-21 a -25 kJ-mol™" en términos de energia libre de unién). Un
estudio de la interaccion mediante plasmoén superficial entre fragmentos de la
proteina VP40 del virus del Ebola y de la proteina Nedd4 determiné la formacion
de complejos supramoleculares con unas constantes de disociacion de orden uM,
no muy diferentes a la que se ha determinado en nuestro estudio con el ligando
Ebola-a (Timmins et al. 2003). En este sentido, las afinidades de unién de los
dominios L viricos determinadas para el dominio hNedd4-WW3, confirman que las
secuencias de los dominios L extraidas del contexto de la proteina completa
mantienen la capacidad de reconocer sus dianas naturales. Nuestros resultados
ponen de manifiesto que los determinantes de la afinidad de union de los dominios
L estan contenidos en su secuencia, en concordancia con los estudios
mutacionales o de produccién de quimeras con distintos dominios L que han
propuesto que estos dominios funcionan como unidades relativamente auténomas
(Parent et al. 1995; Freed 2002).

Las interacciones de hNedd4-WW3 con los dos dominios L que tienen el
motivo PPxY en sus extremos, Ebola-b (ILPTAPPEY) y HTLV1-a (PPPYVEPTAP),
son mas débiles que las interacciones de hNedd4-WW3 con los ligandos
homélogos, Ebola-a y HTLV1-b, o con los otros ligandos, Marburgo y Rabia,
todos con el motivo PPxY centrado. Asi, estos resultados ponen de manifiesto que
algunos de los determinantes moleculares de la unién de los dominios L al dominio
hNedd4-WWa3 se hallan en algunos de los restos que flanquean el motivo PPxY. El
ligando Ebola-b presenta una afinidad por hNedd4-WWS3 tan baja que ni siquiera

se ha podido determinar su constante de disociacidn mediante titulaciones por
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desplazamiento. El ligando HTLV1-a presenta una afinidad por hNedd4-WW3 del
mismo orden que la obtenida en los experimentos de titulacién por desplazamiento
para el ligando PPPY (Tabla 3.2).

El andlisis termodinamico realizado no s6lo nos permite obtener informacién
acerca de la afinidad de unién, sino que, ademas, hace posible investigar la
naturaleza y magnitud de las fuerzas que contribuyen a la energia libre de union.
De esta manera, puede ayudarnos a conocer los determinantes moleculares de las
interacciones entre el dominio hNedd4-WW3 y los dominios L. Para facilitar la
comparacion de la energética de las diferentes interacciones del dominio hNedd4-
WW3, los parametros termodinamicos se han representado como diagramas de

barras en la Figura 3.4.

1 A\ b .0 Q0 .

mmAG mm AH mm -T-AS

Figura 3.4. Parametros de unién del dominio hNedd4-WW3 al ligando p53bp2, a varios dominios L
viricos y al ligando PPPY. Representacién en forma de barras de la energia libre de Gibbs (rojo) y de
las contribuciones entalpica (verde) y entropica (azul) de la energética de unién de los distintos ligandos
con el dominio hNedd4-WW3. Todos los parametros se han determinado mediante ITC a 25 °C y en
fosfato sédico 20 mM, pH 7.0. Los errores en la determinacion de los parametros termodinamicos se
estiman en torno al 5%.

Como se puede observar, todas las interacciones del dominio hNedd4-
WWS3 con ligandos ricos en prolina comparten un mismo perfil termodinamico, ya
que estan gobernadas por un valor de entalpia favorable (negativo), de unos -70

kJ-mol™”, al que se opone parcialmente una contribucién entrépica desfavorable
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(positiva), de unos 45 kJ-mol™”. Este patron termodinamico es similar al descrito
para la union de dominios SH3 y ligandos poliprolina (Renzoni et al. 1996; Arold et
al. 1998; Wang et al. 2001a; Ferreon & Hilser 2004; Palencia et al. 2004).
Normalmente, una contribucién entalpica favorable esta relacionada con
interacciones polares especificas, como la formacién de puentes de hidrégeno, y
con la desolvatacion de restos polares (Hendsch et al. 1996). Las interacciones
con los dominios WW se basan fundamentalmente en la insercién de dos restos
prolina y una cadena lateral aromatica (la tirosina del motivo PPxY) en dos bolsillos
hidrofébicos, por lo que seria razonable esperar que la interaccion estuviera
dirigida por la ganancia en entropia de solvatacion debida a la union de los restos
hidrofébicos y que la contribucion entalpica no fuera tan determinante, pudiendo
ser incluso desfavorable. En dominios SH3, esta discrepancia entre el perfil
termodinamico esperado para una interaccion fundamentalmente hidrofébica y el
patron termodinamico obtenido experimentalmente se ha interpretado como una
indicacion de un mayor nivel de complejidad en estas interacciones al que
contribuyen factores adicionales, como pueden ser la modulacién del equilibrio
conformacional del propio dominio SH3 o del ligando como consecuencia de la
union (Wang et al. 2001a; Ferreon & Hilser 2004) o bien, la contribucién de
moléculas de agua interfaciales que proporcionan un segundo nivel de interaccion
(Palencia et al. 2004; Palencia et al. 2010). A la vista de los resultados obtenidos,
estos factores podrian ser también de relevancia para el reconocimiento de
secuencias ricas en prolina por dominios WW. De hecho, es interesante hacer
notar que la entalpia de unién del motivo PPPY aislado, fundamentalmente
hidrofébico, constituye entre un 55% y un 75% de la entalpia de union de las
secuencias completas, confirmando la importancia del motivo central en estas
interacciones y apuntando hacia la existencia de otras contribuciones adicionales
que expliquen dicho patrén termodinamico. En este sentido, la elevada flexibilidad
conformacional de estos dominios, discutida en el Capitulo 2, y puesta de
manifiesto en la baja cooperatividad de sus trazas calorimétricas, indica que la
reorganizacion de la distribucion conformacional del propio dominio WW con la
unién puede ser un factor determinante del patrén termodinamico observado. De

igual manera, en las pocas estructuras cristalograficas disponibles para dominios
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WW se confirma la existencia de moléculas de agua interfaciales, que también
podrian estar contribuyendo al caracter exotérmico de la interaccién.

A pesar de compartir un mismo patron termodinamico general, en la Figura
3.4 se observa que existen diferencias importantes en las contribuciones
entalpicas y entropicas entre los distintos ligandos. Sin embargo estas diferencias
debido a efectos de compensacion entalpia-entropia, estas diferencias no se
ponen de manifiesto en los valores de las constantes de unién, que, como ya
hemos comentado, son similares para todos los ligandos.

Como hemos indicado, el motivo central PPPY aislado contribuye un
elevado porcentaje, no so6lo de la energia libre de unidn, sino también,
sorprendentemente, de las contribuciones entrépicas y entalpicas. Los
aminoacidos adyacentes a este motivo en los distintos ligandos establecen
interacciones adicionales con el dominio WW que resultan en entalpias de unién
entre un 25% y un 45% mas favorables. Estas contribuciones adicionales son
minimas en los ligandos p53bp2 y Ebola-a, unos 15.2 kJ-mol™ y 12.7 kJ-mol™,
respectivamente, mientras que en los demas dominios L viricos suponen entre
27.8 y 36.0 kJ:mol”" de la entalpia en la interaccidn.

La energética de union del ligando Ebola-a es diferente a la interaccion de
los otros dominios L con hNedd4-WW3. Ademas de una entalpia de union parecida
a la del ligando p53bp2, la contribucién entrépica también es unos 20 kJ-mol”" mas
baja y mas favorable que en las interacciones los otros ligandos viricos. A pesar de
que la compensacion entre entalpia y entropia resulta en una afinidad similar a la
de los otros dominios L, las diferencias en el balance energético del ligando Ebola-
a indican un comportamiento diferente de hNedd4-WW3 en el reconocimiento de
este ligando.

Entre las interacciones de los ligandos HTLV1-a (PPPYVEPTAP) y HTLV1-
b (SDPQIPPPYVEP), la mayor diferencia se produce en la compensacion
entropia-entalpia. La interaccion de ambos ligandos presenta un término entrépico
unos 8.5 kJ-mol”" menos favorable para HTLV1-a. En ese caso, es ldgico pensar
que la mayor entropia para HTLV1-a se deba a la solvatacion de su extremo C-
terminal (motivo PTAP) que, probablemente, se encuentre expuesto al solvente en

el complejo. Las interacciones de los ligandos Marburgo y Rabia presentan una
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afinidad muy parecida a la de HTLV1-b. Aunque se observan algunas diferencias
en las contribuciones termodinamicas de su unién, como son valores ligeramente
mayores para la entalpia y entropia en el primero de los ligandos, ambos términos
se compensan y sus afinidades son comparables.

En definitiva, el estudio de la termodinamica de unién de los dominios L al
dominio hNedd4-WW3 revela que los ligandos seleccionados interaccionan de
forma parecida, con algunas excepciones. Por un lado, los ligandos Ebola-b y
HTLV1-a presentan una afinidad menor que sus ligandos homodlogos con los
motivos PPxY centrados en la secuencia, revelando que los restos que flanquean
dicho motivo son necesarios para establecer interacciones adicionales que
estabilizan los complejos. Por otro lado, el ligando Ebola-a presenta una afinidad
por hNedd4-WWa3 similar a la de los otros dominios L, pero las magnitudes de las
fuerzas termodinamicas de su union, indican que su modo de unién es distinto del

de los otros dominios L.

3.3. Especificidad de uniéon de los dominios L a diferentes dominios WW

En la Figura 3.1 se muestra un alineamiento multiple de las secuencias de
los tres dominios WW y el mutante empleados en este estudio: hNedd4-WW3,
hYap-WW1, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW2. Como se puede observar, ademas
de las caracteristicas que se mencionan en el Capitulo 1 (Apartado 1.3.1) para los
dominios WW de clase |, sus secuencias presentan una gran similitud (superior al
60 %). La segunda y tercera hebras de los cuatro dominios WW, donde se
encuentran los principales restos que definen el sitio de union (Pires et al. 2001),
estan compuestas practicamente por los mismos restos con excepcion de las
posiciones 28, 30 y 35. En la posicién 28, el dominio hNedd4-WW3 presenta una
fenilalanina en lugar de la tirosina de los otros dominios, que es una variacion
conservativa, una cadena lateral aromatica por otra. En la posicion 30, la mutacion
L30K introduce una carga positiva (lisina) en hYap-WW1(L30K) en lugar de la
cadena alifatica que se observa en los otros dominios. En la posicion 35 del
dominio hYap-WW1 y su mutante hYap-WW1(L30K) se encuentra un resto polar
(glutamina) en lugar de la carga positiva (lisina) de los dominios hNedd4-WW3 y
hYap-WW2.
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Con el objeto de evaluar la relevancia de estas diferencias en la
especificidad de union de estos dominios, hemos analizado sus interacciones con
los ligandos seleccionados en condiciones analogas a las descritas para el dominio
hNedd4-WWa3. Todos los datos obtenidos se han resumido en la Tabla 3.2, junto

con los datos procedentes del analisis de las interacciones con hNedd4-WWa3.

3.3.1. Analisis termodinamico de las interacciones de los dominios hNedd4-
WW3, hYap-WW1, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW2 con los dominios L viricos

En la Figura 3.5 se han representado en forma de diagramas de barras las

constantes de disociacion de los distintos ligandos y los dominios WW.
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Figura 3.5. Representaciéon en forma de barras de las constantes de disociacion (Kg). Los valores
mostrados han sido determinados mediante espectroscopia de fluorescencia e ITC para la interaccion de
ligandos viricos, del ligando p53bp2 y del ligando PPPY con diferentes los dominios WW: hNedd4-WW3 en
rojo, mutante hYap-WW1(L30K) en verde, hYap-WW1 en azul oscuro y hYap-WW2 en azul claro. Los
errores en la determinacién de las Ky se estiman en torno al 10%. En el caso del ligando Ebola-b, la
afinidad por los diferentes dominios WW es tan baja que no ha sido posible determinar experimentalmente
el valor de Ky en ninguno de los casos. *| os valores de las Ky para el ligando PPPY se han determinado
mediante experimentos de desplazamiento con el ligando p53bp2 mediante ITC. *Los asteriscos indican
que estas Ky para los dominios hYap-WW1 y hYap-WW2 (en azul oscuro y azul claro, respectivamente)
son tan elevadas que no se han podido determinar experimentalmente.
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Al igual que sucedié para la interaccién del ligando Ebola-b con hNedd4-
WWa3, tampoco se han podido determinar las constantes de disociacién para este
ligando con ninguno de los otros dominios WW vy, por esa razon, no se han incluido
en el diagrama de barras de la Figura 3.5. Otros complejos con interacciones de
baja afinidad para las que no se ha podido determinar las constates de disociaciéon
experimentalmente son los formados por el ligando HTLV1-a con hYap-WW1 y con
hYap-WW2, el ligando Rabia con hYap-WW2 o el ligando PPPY con hYap-WW2.
Es importante sefalar que el valor de la constante de disociacion del ligando
p53bp2 con hYap-WW1 (Ky=1.8 uM) es ligeramente menor que el descrito
previamente en la bibliografia (K4=5.9 uM), probablemente porque se determind a
un pH mas bajo (pH 6.0) (Koepf et al. 1999a).

La afinidad de los dominios hNedd4-WW3, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW1
por el ligando PPPY es baja, pero, por un lado, confirman esta secuencia como el
motivo candnico de union de los dominios WW de clase |y, por otro lado, pone de
manifiesto la manifiesto la importancia que tienen los restos adyacentes a este
motivo en las interacciones de los otros ligandos con los dominios WW.

El ligando p53bp2 presenta afinidades elevadas por todos los dominios
WW, de forma que todas las constantes de disociacion determinadas para este
ligando son inferiores a 21 uM (Tabla 3.2). Por tanto, como ya hemos mencionado,
se confirma que el ligando p53bp2, seleccionado como diana natural de hYap-
WW1 (Espanel & Sudol 2001), no muestra realmente una especificidad de unién
significativa por este dominio.

La principal caracteristica de los ligandos viricos es su especificidad por el
dominio hNedd4-WW3 (Figura 3.5). Las interacciones de los otros tres dominios,
hYap-WW1(L30K), hYap-WW1 y hYap-WW2, con los ligandos HTLV1-a, HTLV1-b,
Ebola-a y Rabia tienen afinidades muy bajas, similares a las del ligando PPPY. El
ligando Marburgo presenta una afinidad algo mas elevada por los distintos
dominios WW, es el que distingue menos, pero aun asi muestra una preferencia
por el dominio hNedd4-WWa3. A pesar de que cada dominio WW presenta alguna
peculiaridad en distintas posiciones del sitio de union (Figura 3.1), sélo el dominio
hNedd4-WW3 une especificamente a todos los ligandos viricos. Esto sugiere que,

bien la principal diferencia de este dominio con respecto a los otros, es una
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fenilalanina por una tirosina en la posicion 28 (bolsillo xP), o bien, como ha
sugerido el estudio la caracterizacién termodinamica de la unién del motivo PPPY,
existen otras contribuciones adicionales a la unién, como podria ser alguna
interaccion entre el ligando y otras regiones proximas a los bolsillos xP y xY de
hNedd4-WWa3.

Al igual que sucedia en los procesos de union de hNedd4-WW3, las
interacciones de los ligandos ricos en prolinas con los dominios hYap-WW1, hYap-
WW1(L30K) y hYap-WW2 también estan gobernadas por un valor de entalpia
favorable (negativo) a la que se opone parcialmente una contribucion entrdpica
desfavorable (positiva) (Tabla 3.2). Esta similitud en la energética de unién nos
lleva a pensar que se trata de un patron termodinamico comun para los dominios
WW. Ademas, teniendo en cuenta que existen otros dominios modulares con una
energética de unién similar a la descrita, como por ejemplo los dominios SH3
(Renzoni et al. 1996; Wang et al. 2001a; Ferreon & Hilser 2004; Palencia et al.
2004) o los dominios UEV (Palencia 2008; Schlundt et al. 2009; Im et al. 2010),
este patrén termodinamico de unién podria ser comun para los dominios
modulares que reconocen secuencias ricas en prolinas.

Los ligandos p53bp2 y PPPY no distinguen entre los diferentes dominios
WW mientras que los dominios L viricos si. De hecho, los valores de entalpia y
entropia de union de estos dos ligandos con los distintos dominios WW difieren
menos de 4 kJ-mol™, lo que confirma que son reconocidos inespecificamente de
forma similar por los cuatro dominios WW.

Debido a que la afinidad de los ligandos viricos por los dominios hYap-
WW1, hYap-WW1(L30K) y hYap-WW2 es baja (Figura 3.5), s6lo hemos podido
determinar la energética de la union de los dominios hYap-WW1 y hYap-
WW1(L30K) con algunos dominios L. Los parametros termodinamicos de estas
interacciones obtenidos en titulaciones por desplazamiento son parecidos a los
obtenidos para el ligando PPPY (Tabla 3.2). Este resultado pone de manifiesto que
las interacciones adicionales responsables de la especificidad de union de los
dominios L por el dominio hNedd4-WW3 no se producen en los complejos

formados por estos dominios L viricos con otros dominios WW.

113



Capitulo 3

En definitiva, podemos confirmar que la afinidad de todos los dominios L por
su diana natural, hNedd4-WW3, es superior a la afinidad por los demas dominios
WW. Este resultado indica que las secuencias viricas seleccionadas presentan un

cierto nivel de especificidad intrinseca por el dominio hNedd4-WW3.

3.3.2. Determinacion de la capacidad calorifica de union mediante ITC

Hemos llevado a cabo la determinacion de la capacidad calorifica de unién
aparente de los dominios hNedd4-WW3, hYap-WW1 y hYap-WW1(L30K) con el
ligando de mayor afinidad, el ligando p53bp2, para obtener una informacién mas
detallada de sus interacciones. Para ello hemos realizado experimentos de ITC a
tres temperaturas diferentes (20, 25 y 30 °C) en tampon fosfato sédico 20 mM pH
7.0 y los resultados se han recogido en la Tabla 3.2.

En la Figura 3.6 se han representado los valores de entalpia de unién
aparente de los tres dominios WW en funcion de la temperatura. En esta
representacién, se puede observar una dependencia lineal del valor de dicha
magnitud con la temperatura para cada dominio WW. El valor de la pendiente de
cada una de las rectas se calcula a partir del ajuste lineal de minimos cuadrados y
es una buena estimacién de la capacidad calorifica de union aparente en cada
caso. Los resultados obtenidos para la capacidad calorifica de union se muestran
en el diagrama de barras de la Figura 3.6. Como se puede observar, existen
diferencias significativas en el cambio de capacidad calorifica de unién entre los
tres dominios: el dominio hNedd4-WW3 presenta el valor mas negativo, AC, 5p=-
1.59 kJ-(K'mol)"; el mutante hYap-WW1(L30K) tiene un valor intermedio, AC, ap=-
1.10 kJ:(K'mol)”, y el dominio hYap-WW1 presenta el valor menos negativo,
AC, 2p=-0.90 kJ-(K-mol) ™.

La contribucion mas importante a los cambios de capacidad calorifica
asociados a las interacciones proteina-ligando proviene de cambios en la
solvatacién de ambos cuando estan libres con respecto al complejo que, a su vez,
es proporcional a los cambios en las areas accesibles al disolvente. Contribuciones
adicionales, aunque generalmente de menor magnitud, pueden tener su origen en
cambios conformacionales del dominio y del ligando o en el equilibrio de ionizacién

acoplados a la union (Cooper 2005).
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Figura 3.6. Calculo de la capacidad calorifica de uniéon a los dominios hNedd4-WW3, hYap-
WW1(L30K) y hYap-WW1. A la izquierda se han representado las entalpias aparentes de union
obtenidas de los experimentos de calorimetria para el ligando p53bp2 con los dominios hNedd4-WW3
(color rojo), hYap-WW1(L30K) (color verde) y hYap-WW1 (color azul) en fosfato sédico 20 mM pH 7.0 a
20, 25 y 30 °C. De la pendiente de las rectas obtenemos el cambio de capacidad calorifica de unién
aparente. En el panel derecho, se comparan los valores de capacidad calorifica de unién aparente para
los tres dominios en el mismo cédigo de colores.

Nuestros datos sugieren que el cambio de area accesible al disolvente
debido a la interaccion con el ligando p53bp2 es mayor para el dominio hNedd4-
WW3 que para los dominios hYap-WW1 o hYap-WW1 (L30K). Este resultado,
ademas, esta de acuerdo con los estudios realizados con el dominio homadlogo de
hNedd4-WW3 en Droséfila (dNedd4-WW3), muy similar al dominio humano
utilizado en este estudio, y un péptido rico en prolinas de la proteina Comm
(Kanelis et al. 2006). Para este complejo se ha obtenido un cambio de éarea
accesible al solvente tras la unién del ligando que es considerablemente mayor
(895 A?) que el area de hYap-WW1 con distintos ligandos ricos en prolina, cuyos
valores estan entre 620 y 730 A? (Pires et al. 2001). En el caso de la formacion
complejo Comm/dNedd4-WW3, que el cambio de area accesible al solvente sea
mayor, se ha relacionado con una serie de contactos adicionales responsables de
la elevada afinidad entre ambos y que se producen entre los extremos del ligando
y regiones préximas a los bolsillos xP y xY del dominio WW (Kanelis et al. 2006).
En nuestro caso, el patrén y la magnitud de las contribuciones termodinamicas
para el reconocimiento del ligando p53bp2 por los diferentes dominios WW es muy

parecido y, como hemos visto, este ligando no presenta una preferencia de union
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clara por ninguno de ellos. Parece, pues, que el origen de las diferencias en
capacidad calorifica de union ademas de estar relacionado con el cambio de area
accesible al solvente también podria guardar relacidn con otros procesos
adicionales. Asi, otros efectos como un equilibrio de ionizacion acoplado a la union
o un cambio conformacional del domino podra contribuir al cambio en el AC,. Este
ultimo efecto, ademas, podria relacionar se con la elevada flexibilidad
conformacional de estos dominios WW, en cuyo caso, al igual que la capacidad
calorifica de union a p53bp2, la flexibilidad conformacional mas elevada es para el
dominio hNedd4-WW3 (Apartado 2.3, Capitulo 2)

3.4. Caracterizacion estructural mediante RMN

Para profundizar en la comprensién del reconocimiento de los dominios L
por hNedd4-WW3, hemos resuelto las estructuras de los complejos formados por
el dominio hNedd4-WW3 vy los ligandos HTLV1-b y Ebola-a, que presentan
diferencias significativas en sus parametros termodinamicos de unién. Este trabajo
se ha realizado en colaboracion con el Dr. Francisco J. Blanco (Centro Nacional de
Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) de Madrid), y la Dra. Maria J. Macias (Instituto

de Investigaciones Biomédicas (IRB) en el Parque Cientifico de Barcelona).

3.4.1. Identificacion de los residuos del dominio hNedd4-WW3 implicados en

el reconocimiento de los dominios L viricos HTLV1-b y Ebola-a

Con el objetivo de obtener informacion sobre qué residuos estan implicados
en la union, hemos realizado sendas titulaciones del dominio hNedd4-WWa3 con los
péptidos HTLV1-b y Ebola-a. Las titulaciones se han realizado a 15 °C en tampén
fosfato sodico 20mM pH 7.0, afiadiendo cantidades conocidas de cada ligando. En
el caso del ligando HTLV1-b la relacion proteina:ligando alcanzada para saturar la
formacion de complejo es 1:3, mientras que para el Ebola-a se ha llegado a una
relacion 1:10, debido a la menor afinidad de unién. Los cambios en los
desplazamientos quimicos del dominio WW se han seguido mediante la
adquisicidon de espectros ’N-HSQC (Apartado 6.7 del Capitulo 6), que muestran
las frecuencias de cruce 'H-"°N del esqueleto polipeptidico. Para poder asignar los
espectros "°N-HSQC, se ha realizado la asignacion secuencial de las frecuencias
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en el conjunto de experimentos de triple resonancia CBCA(CO)NH y CBCANH
(Apartado 6.7 del Capitulo 6).

En la Figura 3.7 se muestra la superposicion de los espectros '°N-HSQC
del dominio hNedd4-WW3 con los ligandos HTLV1-b y Ebola-a, paneles A y B
respectivamente. Es interesante sefalar que los cambios en los desplazamientos
quimicos del dominio hNedd4-WW3 presentan un patrén muy parecido en las dos
titulaciones. Esto nos indica que la interaccion de hNedd4-WW3 con los dos
ligandos se produce de manera similar. En los paneles C y D (Figura 3.7), se han
representado dos vistas del dominio WW en las que se han coloreado los enlaces
peptidicos en funcién de la intensidad del cambio en los desplazamientos quimicos
(A8) para cada complejo. En estas representaciones podemos observar los
cambios que se producen en los desplazamientos quimicos 'H-"°N de la cadena
principal en los restos que conforman los dos bolsillos del sitio de unién del
dominio hNedd4-WW3 para cada complejo. En ambos casos podemos comprobar
cambios en los desplazamientos quimicos 'H-"°N de la cadena principal en los
restos que conforman el sitio candénico de unién (los bolsillos xP y xY) y algunos
restos contiguos en la secuencia, como son: H32, T34, K35 en el segundo giro del
dominio; F28, F29 y 130 en la hebra p2; T36, T37 y T38 en la hebra 3; y en los
restos W39 y E40 del giro que hay tras la hebra 3. Ademas, en ambas titulaciones
se puede apreciar que existen otros restos que no constituyen los bolsillos xP y xY
y que, sin embargo, son los que presentan un cambio en el desplazamiento
quimico mayor debido a la unién de los dos ligandos. Algunos de estos restos se
encuentran en la hebra 1 (E18, V19 y R20) y otros en el primer giro (R26). Los
cambios en los desplazamientos quimicos de estos restos en el entorno del sitio
canonico de union, podrian indicar que en dichas se regiones del dominio hNedd4-
WW3 se producen algunos contactos adicionales con ambos ligandos viricos,

como se ha sugerido a partir del analisis de la energética de union.
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Figura 3.7. Cambios en los desplazamientos quimicos del dominio hNedd4-WW3 producidos por
la titulacién de los ligandos HTLV1-b y Ebola-a. En los paneles A) y B), a la izquierda, se muestran la
superposicién de los espectros "’N-HSQC del dominio hNedd4-WW3 durante la titulacion con los
ligandos HTLV1-b y Ebola-a, respectivamente. Los picos de cruce "H-"°N de la cadena principal que han
variado sus frecuencias durante las titulaciones se han rotulado con el numero del residuo
correspondiente. El codigo de colores empleado en cada espectro segun la relaciéon proteina:ligando
aumenta es: azul, morado, rosa y rojo. En la titulacion para con el ligando HTLV1-b (Panel A) los
espectros recogidos se corresponden con las relaciones proteina:ligando 1:0.0, 1:0.5, 1:1.5y 1:3.0. En la
titulacién con el ligando Ebola-a (Panel B) las relaciones proteina:ligando son 1:0.0, 1:2.5., 1:5 y 1:10.0.
En los paneles C) y D), a la derecha, se ha representado dos vistas del dominio hNedd4-WWa3, desde el
sitio de unién y desde la parte posterior, coloreadas segun la magnitud de los cambios en los
desplazamientos quimicos (Ad) para la titulacién del ligando HTLV1-b y Ebola-a, respectivamente. El
codigo de colores empleado es una gradacion de colores que van desde el azul al rojo para valores Ao
entre 0.5 y 4 ppm (como muestra la leyenda). Las prolinas para las que no hay informacion estan
coloreadas en negro. Los cambios en los desplazamientos quimicos se han calculado segtin la

ecuaCiO,n:Aé‘ppm = \/(Aé‘HN )2 + (AdN/651)2 .

No obstante, a pesar de que los patrones de desplazamientos quimicos son
muy similares entre los dos complejos, existe una diferencia muy significativa,
sefalada mediante un cuadrado rojo en la Figura 3.7, asociada al protén del grupo
indol de la cadena lateral del resto W39 (W39H,,). Esta es una de las cadenas
laterales que componen el bolsillo xP donde se intercalan las prolinas de los
ligandos. En los espectros de la titulacién con el péptido Ebola-a se aprecia que el
desplazamiento quimico de este protén practicamente no se ve afectado (As <0.5),
mientras que en la titulaciéon con el ligando HTLV1-b, el valor de Ad para este
proton es bastante elevado (Ad ~2). En otras titulaciones de dominios WW, se ha
utilizado la variacion del desplazamiento quimico de este protdn para seguir la
union entre los dominios WW y sus respectivos ligandos (Koepf et al. 1999a;
Ramirez-Espain et al. 2007). Esta diferencia entre las 2 titulaciones con los
ligandos HTLV1-b y Ebola-a, sugiere que las prolinas de cada ligando

interaccionan de forma distinta en el bolsillo xP del dominio hNedd4-WWS3.

3.4.2. Asignacion de los espectros de RMN del dominio hNedd4-WW3

La asignacion del complejo formado con el ligando HTLV1-b se ha
realizado como se describe en el Apartado 6.7.2 del Capitulo 6 (Materiales y
Métodos). Una vez completada la asignacion del complejo con el ligando HTLV1-b,
se ha utilizado la informacién obtenida en este primer complejo para realizar la
asignacion del complejo con el ligando Ebola-a, ya que los valores de A$ para el

dominio hNedd4-WW3 varian poco de un complejo al otro. Esta similitud ha
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permitido superponer la asignacion del dominio WW con el ligando HTLV1-b sobre
los espectros bidimensionales del mismo dominio con el ligando Ebola-a y corregir
manualmente las asignaciones cuyas frecuencias estén ligeramente desviadas.
Finalmente, se ha completado la asignacion de los nucleos 'H del ligando Ebola-a

y los NOEs intermoleculares entre éste y el dominio WW.

3.4.3. Estructura secundaria de los complejos

La estructura secundaria del dominio en ambos complejos se ha elucidado
a partir de los desplazamientos conformacionales de los carbonos "°C,y °Cj,
(Wishart & Sykes 1994), 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 6
i+4) (Wuthrich 1986). En el Panel A de la Figura 3.8 se muestra el patrén de
desplazamientos quimicos de los C, y Cg para las 3 hebras B de hNedd4-WW3
formando un complejo con HTLV1-b. Este patron comprende las posiciones 17-20,
27-30 y 36-38 del dominio. Por otro lado, en los paneles B y C, se representan la
disposiciones de las correlaciones NOE de largo alcance entre carbonos o (o)
en color morado), entre carbonos o y protones amina (dungj, €n rojo) y entre
protones amina (dnng,, en verde) de las distintas hebras B del dominio hNedd4-
WW3 en cada complejo. El patron de NOEs corresponde al de una lamina
antiparalela, aunque se observan pequefias diferencias entre los dos complejos.
Las hebras B1 y B2 para el complejo con el ligando Ebola-a son mas largas, ya que
se pueden observar los NOEs d,, (21.27) ¥ dang2,27) (Figura 3.8C) que no aparecen
en el otro complejo (Figura 3.8B). Con ambos resultados, los desplazamientos
quimicos de C, y Cy y la correlacién de NOEs a larga distancia, hemos definido las
diferentes restricciones para la lamina  del dominio WW en cada complejo. Asi,
finalmente para el complejo con el ligando HTLV1-b, la hebra 1 va de la posicion
17 a 21, la hebra B, de la posicion 27 a 30 y la hebra B3 de 36 a 38, mientras que
para el complejo con el ligando Ebola-a, la hebra B, va de la posicién 17 a 22, la
hebra 3, de la posicion 26 a 30 y la hebra ; de 36 a 38.

Ademas, al igual que en la estructura del dominio homoélogo WW3 de la
isoforma de raton mNedd4-2 (PDB 1WR7), se ha observado un patrén de NOEs de
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Figura 3.8. Restricciones del dominio hNedd4-WWS3 utilizadas en el calculo de las estructuras de sus complejos por RMN. A) Relaciéon de
desplazamientos quimico con la conformacién de los ntcleos 8Ca (AO6Ca=06Ca,observado-OCa,desplegado, €N ppm) en color rojo y 13C/3 (A S6CB=06CB,observado-OCB, desplegado,
en ppm) en color azul, en funcién de la secuencia de la proteina, a pH 7.0 y 15°C. Los valores de SCa,desplegado y OCB,desplegado, S€ tomaron de (Wishart and Sykes
1994). Las restricciones de angulos diedros impuestas a partir de la estructura secundaria durante el calculo, aparecen en recuadros azul oscuro para los restos
dispuestos en hebras p y naranjas para los restos en hélice a. Diagramas esquematicos de los posibles enlaces de hidrégeno entre las hebras [ antiparalelas
encontrados durante la asignacién B) del complejo HTLV1-b / hNedd4-WW3 y C) del complejo Ebola-a / hNedd4-WW3. Una flecha entre protones indica una
correlacion NOE de largo alcance daqgj (en morado), dangj (en rojo) y dwngj (en verde). Las lineas discontinuas representan los enlaces de hidrégeno formados

entre las hebras que se han tenido en cuenta para el calculo de estructura.
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medio alcance de una pequefia hélice a en los dos complejos entre los
restos 43-45.
Los elementos de estructura secundaria definidos a partir de este analisis

se utilizaron para el calculo de la estructura tridimensional de los dos complejos.

3.4.4. Asignacion de los ligandos en los espectros de RMN

En cada uno de los complejos formados por el dominio hNedd4-WW3 se
han identificado unos 50 NOEs intermoleculares. Estas senales NOE se
interpretan como restricciones de distancia entre el dominio WW y el ligando. La
cantidad de NOEs intermoleculares asignados para ambos complejos es similar a
la encontrada para otras estructuras bien definidas de complejos de dominios WW
(Pires et al. 2001). En la Tabla 3.3 se comparan los principales NOEs
intermoleculares encontrados para cada uno de los complejos. Los restos del
dominio y del ligando se han denominado segun sus secuencias en la Figura 3.1y
la Tabla 3.1, respectivamente. Ademas, se ha empleado un simbolo prima tras el
numero que indica la posicion de cada resto en las secuencias de los ligandos
para distinguirlos de los aminoacidos del dominio.

En el bolsillo xP, los NOEs encontrados relacionan los mismos restos del
dominio WW con aminoacidos equivalentes en cada uno de los ligandos. La
mayoria son contactos entre las dos prolinas centrales de los ligandos, P4" y P5’,
con las cadenas aromaticas de F28 y W39 del dominio WW. Aunque en los dos
complejos se han asignado varios contactos entre el indol del W39 y los restos en
las posiciones 2" y 3" de los dos ligandos, cabe destacar que en el complejo con el
ligando HTLV1-b el protén Heq del W39 presenta un mayor numero de NOEs con
los restos Q2" e I3” (incluso con la P4°). Estas sefales indican que la proximidad
de estos aminoacidos del ligando HTLV1-b puede ser la responsable del cambio
del entorno quimico para la cadena lateral del W39, observado durante la titulacién
de este ligando (Figura 3.7).

En el bolsillo xY se aprecian mas diferencias entre los dos complejos.
Aunque los restos 130, H32, K35 y T37 del dominio hNedd4-WW3 presentan NOEs
con la Y7 en los dos complejos, los otros NOEs asignados implican atomos

diferentes en cada complejo. Ademas, el resto Y7  del ligando Ebola-a presenta
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algunos NOEs con el resto T36 que no se observan en el complejo HTLV1-b.
Todas estas diferencias indican que la cadena lateral de la Y7  de cada ligando
presenta una orientacion distinta dentro de este bolsillo xY.

Tabla 3.3. Interacciones intermoleculares (NOEs) observadas en los complejos formados por el
dominio hNedd4-WW3 con los ligandos peptidicos HTLV1-b y Ebola-a

hNedd4-Ww3 HTLV1-b Ebola-a
SDPQIPPPYVEP ILPTAPPEYME
Restos Protéon Restos Proton
He Q2 6 T2 Hp1, HB, "Hy
_____ Hei HoHBHy  HoHB
HS, 13" 6 A3’ Ho, >
W39 T, - Ha. "HB
_____ Heq . Ho,H&  Ho, H&,HE
_____ HS81 P4’ o HoH& o HeHE
HQZ HOL, H61, H62 H(X, H61, H62
"Hs H&+, HS,, HB:, HS+, HS,, HB4,
F28 P5 o HB Hy Hy HB2, Hyy, Hyz
"He HB+, HB2, Hys, Hyo HB+, HB2, Hys, Hyo
130 Wy, | He e
Hy, "H, "H "H3, *H
_____ HN e e
H32 Ha "He "He
""" e I T
_____ Ho o "™Me o He"Hs
_____ HB1 Y7’ o THe"Hs o He"Hs
_____ HBs . M™efHs o PHe"Hs
K ws, | R
_____ HS, e e e
_____ Hyy MM MHe
Hy, "He "He
T36 AN Y = HB, HB2 .
Ho - HB1, HB-
T37 "Hy, HN, Ha, HB;, HN, Ho, HB+,
HB., *H3 , *He HB,, *H3, *He
R20 He E9’ Hy,, Hy; Hp,, Hyz

*Designa la sefial de desplazamiento quimico para un conjunto de protones que se consideran
quimicamente equivalentes.

Los datos recogidos en Tabla 3.3 indican que la cadena lateral de la R20
del domino WW interacciona con la cadena lateral del resto E9" en los dos
complejos. Esta interaccion electrostatica se refleja en importantes cambios en el
desplazamiento quimico del aminoacido R20 en las titulaciones con ambos

ligandos (Figura 3.7).
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En definitiva, podemos concluir que los datos procedentes de la asignacién
de los NOEs intermoleculares, al igual que la energética de union o el cambio de
los desplazamientos quimicos durante la titulacion, sugieren la existencia de
diferencias significativas en el modo de union de los ligandos HTLV1-b y Ebola-a
al dominio hNedd4-WW3.

3.4.5. Calculo y evaluacion de la calidad de las estructuras

Las estructuras tridimensionales en disolucion de los dos complejos del
dominio hNedd4-WW3 se han calculado tal y como se describe en el Apartado
6.7.3 de Materiales y Métodos. Se han obtenido 597 y 513 restricciones de
distancia entre pares de nucleos a partir de los picos de cruce presentes en los
espectro 2D 'H-NOESY registrados en 10% D20:90% H20 para los complejos con
los ligandos HTLV1-b y Ebola-a, respectivamente. El volumen de los picos de
cruce de los espectros 2D '"H-NOESY se ha medido utilizando la subrutina de
integracion maxima del programa XEASY (Bartels et al. 1995). También se han
utilizado restricciones para los angulos diedros ¢ y v de la cadena principal
obtenidas a partir del analisis de los desplazamientos quimicos, asi como
restricciones para los enlaces de hidrégeno obtenidas del andlisis de los patrones
de NOEs en la estructura secundaria. El numero de angulos diedros restringidos
en el calculo de cada estructura ha sido 40 para el complejo del HTLV1-b y 50
para el complejo Ebola-a. El numero de restricciones para los enlaces de
hidrégeno ha sido de 16 para los dos complejos.

Para realizar el célculo se ha utilizado el programa informatico Structcalc
desarrollado en el laboratorio de Maria J. Macias (http://maciasnmr.net/). Este
programa otorga mayor importancia al valor de los NOEs inequivocos y utiliza
todas las restricciones experimentales, los puentes de hidrogeno y las restricciones
de los angulos diedros, en un proceso de refinamiento en agua. Asi, para cada
estructura se ha calculado un conjunto de 120 modelos en dos fases: primero
simulando la dinamica de torsion de los angulos en vacio y después simulando un
solvente acuoso. De los 120 modelos calculados se han seleccionado los 20 de

menor energia que satisfacen adecuadamente las restricciones experimentales. En
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la Figura 3.9 se muestran las representaciones estereoscépicas de los conjuntos
de 20 modelos para cada complejo.

Para validar las estructuras determinadas se ha comprobado que las
estructuras cumplen distintos criterios de calidad. La Tabla 3.4 recoge la
estadistica de los principales parametros estructurales de las 20 estructuras de

menor energia en los dos complejos.

A)

P2/ Ps ~P] a-hélice

Figura 3.9. Representaciones de las 20 estructuras de menor energia resueltas mediante RMN de
los complejos formados por hNedd4-WW3. Representacion estereografica de la superposicion de los
atomos del esqueleto de las veinte estructuras finales: A) del complejo con el ligando HTLV1-b y B) del
complejo con el ligando Ebola-a. Los ligandos se muestran en verde y las regiones correspondientes a
las hebras f del dominio WW se indican en rojo y a la a-hélice del extremo C-terminal en azul.
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Tabla 3.4. Estadistica de los principales parametros estructurales de los conjuntos de 20
estructuras de los complejos HTLV1-b/hNedd4- WW3 y Ebola-a/hNedd4- WW3

HTLV1-b Ebola-a
Restricciones usadas para el calculo <SA>®
Intra-residuo 0 0
Secuencial ( |i-j| = 1) 259 236
Medio alcance ( 1< |i-j| < 4) 90 72
Largo alcance ( |i-j| > 4) 264 209
Inter-molecular ( |i-j| > 4) 50 52
No ambiguos All All
Ambiguos 0 0
Angulos diedros 50 40
Enlaces de hidrégeno 16 16
Todos 663 569
Promedio de restricciones por residuo (43) 15.4 13.2
Desviaciones para datos experimentales (A)b
NOE: 0.01014 +3.2x10*  0.004357 + 3.8 x10™
Enlaces (A) 0.00833+1.9x10*  0.004202 + 1.6 x10™
Angulos (°) 0.831 £ 0.028 0.5905 + 0.02
R.M.S.D. Precisién de las coordenadas (A)°
Atomos N, C, y *CO de la estructura secundaria 0.12 0.27
Atomos pesados de la estructura secundaria 0.51 0.68
Atomos N, C, y *CO de la cadena principal 0.60 0.83
Atomos pesados en todos los restos 1.1 1.31
Energia potencial por CNS (kcal mol™)
Energia totalcI -1260 + 48 -1535 + 30
Electrostatica -1633 + 54 -1748 + 39
van der Waals -122 +12 -135+13
Enlaces 51+2 13+1.0
Angulos 142 +10 715+57
Calidad estructural (%residuo): representacion de Ramachandran
Regiones mas favorables (%) 91.2 84.7
Regiones permitidas adicionalmente (%) 7.3 14.1
Regiones permitidas generosamente (%) 1.5 0.9
Regiones no permitidas (%) 0 0.3

2<SA> se refiere al conjunto de 20 estructuras con menor energia de cada complejo. °Ninguna de las
estructuras calculadas incumple las restricciones de distancia con valores superiores a 0.3 A. ‘R.M.S.D. entre
el conjunto de estructuras <SA> y la estructura de menor energia. ‘EL, es la energia de van der Waals
Lennard-Jones calculada usando los parametros CHARMMPARMALLHG. La funcion E..; no esta incluida en
el célculo de la estructura.
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Las desviaciones del conjunto de estructuras se cuantifican mediante la
desviacién cuadratica media (RMSD, del inglés Root Mean Square Deviation) entre
las coordenadas atomicas del conjunto promediado de las 20 estructuras con
respecto a la de menor energia. En los Paneles A y B de la Figura 3.10 se han
representado los diagramas de barras de la RMSD. En términos generales, los
elementos de estructura secundaria del dominio WW, particularmente las hebras ,
se encuentran mejor definidos en los dos complejos que el resto de elementos
tanto del dominio como del ligando. El complejo del dominio hNedd4-WW3 con el
ligando HTLV1-b (Figura 3.10A) esta mejor definido que el complejo con el ligando
Ebola-a (Figura 3.10B). Como se muestra en la Tabla 3.4, las RMSD promedio de
los atomos pesados (promedio de 20 estructuras) son de 1.11 A para el complejo
con HTLV1-b y 1.31 A para el complejo con Ebola-a y las RMSD promedio de las
cadena polipeptidica principal son 0.60 A para el complejo con el ligando HTLV1-b
y 0.83 A para con el complejo con ligando Ebola-a. En cualquier caso, los valores
para los dos complejos se situan dentro del intervalo habitual para este tipo de
calculos estructurales: RMSD < ~ 0.8 A para la cadena principal y RMSD < ~ 1.5 A
para todos los atomos pesados (Candel 2008a).

En el Panel C de la Figura 3.10 se muestra, a modo de ejemplo, el mapa de
Ramachandran de la estructura de menor energia del complejo de hNedd4-WW3
con el ligando Ebola-a. En esta representacion el mapa de Ramachandran se ha
dividido en cuatro categorias segun los angulos estadisticamente permitidos: uno
general y otros tres especificos para las glicinas, las prolinas o los restos que
preceden a una prolina en la secuencia (Laskowski et al. 1996; Lovell et al. 2003).
En la Tabla 3.4 se resumen los datos estadisticos obtenidos a partir de la
representacion de Ramachandran de las 20 estructuras de cada complejo. Como
se puede observar, la mayoria de los restos se encuentran en regiones favorecidas
(91.2% para el HTLV1-b y 84.7% para el Ebola-a) o permitidas adicionalmente
(7.3% para el HTLV1-b y 14.1% para el Ebola-a), mientras que sélo el 0.3% de los
aminoacidos del complejo con el ligando Ebola-a se encuentra en regiones no

permitidas.
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Figura 3.10. Evaluacion de las estructuras determinadas por RMN de los complejos de hNedd4-
WWa3. En los diagramas de barras de los Paneles A) y B) se representan los valores de RMSD por
residuo para las 20 estructuras de los complejos de hNedd4-WWS3 con el ligando HTLV1-b y Ebola-a,
respectivamente. Las barras en negro ilustran la desviacién para la cadena principal de cada resto y las
barras en gris la desviacion correspondiente a cadena lateral. La representacion esquematica con una
gradacion de colores de blanco a azul es una estimacion estadistica de la exposicion al solvente para
cada resto. El Panel C) muestra un ejemplo de la representacién de Ramachandran para la estructura de
menor energia del complejo del dominio hNedd4-WW3 con el ligando HTLV1-b (Lovell et al. 2003). Los
aminoacidos se han divido en cuatro categorias segun los angulos ¥y @ permitidos estadisticamente
(regiones delimitadas en azul): una general, otra para glicinas, otra para prolinas y la dltima para aquellos
restos que preceden a las prolinas en la secuencia. El circulo rojo representa una prolina del ligando que
se encuentra en una regién generosamente permitida en este ejemplo, mientras que los aminoacidos en
zonas mas favorables se representan como circulos negros.

3.5. Descripcion las estructuras de los complejos del dominio hNedd4-WW3

En la Figura 3.11 se muestran las estructuras de los complejos del dominio
hNedd4-WW3 con los ligandos HTLV1-b y Ebola-a y la estructura del dominio
homologo en raton, mNedd4.2-WW3, en su forma libre (cédigo PDB 1WR?7). La
secuencia de mNedd4.2-WW3 es muy parecida a la secuencia de hNedd4-WWS3,

ya que solo presenta 3 aminoacidos distintos que estan localizados fuera del sitio
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de union. En las tres estructuras, los dominios WW presentan el plegamiento
caracteristico de estos médulos de reconocimiento, una lamina f torcida formada
por tres hebras B antiparalelas. Dichas hebras 3 se encuentran estabilizadas por
varios puentes de hidrogeno entre ellas y por el empaquetamiento (conocido como
“broche hidrofobico”) de las cadenas laterales del W17, de la F29 y de la P42
(Shaw et al. 2005). En la figura también se muestran los ligandos de cada
complejo y los restos que conforman el sitio de unién tipico de los dominios de
clase |, es decir, las cadenas laterales de F28 y de W39 que forman el bolsillo xP;
las cadenas laterales de 130, H32 y K35 que forman la cavidad xY y el resto T37
que separa ambos bolsillos. Salvando la mayor longitud de las hebras 1y 2 en
el complejo con el ligando Ebola-a, la disposicion del esqueleto polipeptidico de

los dominios WW en las tres estructuras es similar.

HTLV1-b / hNedd4-WW3 mNedd4.2-WW3 Ebola-a / hNedd4-WW3

Figura 3.11. Representacion en forma de cintas del complejo HTLV1-b/hNedd4-WW3 (a la
izquierda), del dominio homoélogo de raton mNedd4.2-WW3 en estado libre (en el centro) y
complejo Ebola-a/hNedd4-WW3 (a la derecha). En las tres estructuras, los restos responsables del
plegamiento se muestran como vatrillas de color gris y los restos responsables de la interaccién, como
varillas verde claro. En los complejos, los ligandos se representan como varillas, naranjas, para el
HTLV1-b, y azules, para el Ebola-a. El codigo PDB de la estructura del dominio mNedd4.2-WW3 es
1WRY.

Ademas, hemos realizado el alineamiento estructural teniendo en cuenta
unicamente la lamina f (residuos 16-42) de las tres estructuras. De este modo, se
ha calculado el valor de la RMSD entre los carbonos o, comprobando que la
desviacién media de los carbonos o es pequefia, unos 0.27 A entre los dos
complejos de hNedd4-WW3 y unos 0.20 A para ambos complejos con el dominio
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libre. Sin embargo, el valor de RMSD correspondiente a los carbonos o de los
aminoacidos en el giro entre las hebras 31 y B2 en los dos complejos se eleva a
unos 0.76 A. Los datos promediados para todas las estructuras no indican
diferencias conformacionales importantes en el dominio hNedd4-WW3. En cambio,
las desviaciones locales entre los dos complejos sefalan diferencias en uno de los
lazos del dominio que pueden tener relaciéon con el modo de reconociendo de los
ligandos. Ademas de las cadenas principales de las laminas B de las tres
estructuras alineadas estructuralmente en la Figura 3.11 se han ilustrado varias
cadenas laterales. De este modo, podemos comprobar que existen diferencias
importantes en los complejos para la orientacion de algunas de las cadenas
laterales del sitio de union (como son F28, 130, H30, K35 6 T37), asi como para la
orientacion de los ligandos. Aunque ambos ligandos presentan una estructura tipo
PPII en torno al motivo PPxY en los dos complejos, se puede apreciar que las
cadenas laterales de estos restos no se encuentran en posiciones equivalentes en

uno y otro complejo.

3.5.1. Analisis del modo de uniéon de los dominios L viricos al dominio
hNedd4-WW3

En la Figura 3.12 se muestra una representacion mas detallada del modo
de unién de los ligandos HTLV1-b y Ebola-a al dominio hNedd4-WW3. En esta
figura, se han representado cuatro paneles ampliando distintas zonas de los
ligandos en cada complejo: el extremo C-terminal, la tirosina Y7°, las prolinas P4’y

P5" del motivo de unién y el extremo N-terminal.

En el extremo C-terminal de ambos ligandos se produce una interacciéon de
tipo electrostatico entre el resto R20 de la primera hebra del dominio hNedd4-WW3
y los restos E9” presentes en ambos ligandos. En ambos casos se han observado
sefiales NOE entre estos aminoacidos, pero en cada complejo se producen entre
atomos diferentes (ver Tabla 3.3). Estas diferencias se ven reflejadas en la
diferente disposicion de la cadena lateral del resto E9” de cada ligando, como se
puede apreciar en el Panel A de la Figura 3.12. Es importante mencionar que esta
interaccion electrostatica puede ser uno de los determinantes de la especificidad
de unién de los dominios L por el dominio hNedd4-WW3. En este sentido, la
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mayoria de los dominios L viricos utilizados en el estudio (Tabla 3.1), presentan un
resto acido en la posicion 9° y, ademas, el dominio hNedd4-WW3 es el unico de
los dominios WW estudiados que presenta un resto con carga positiva en la
posicion 20 o en otra proxima (Figura 3.1). De hecho, la eliminacion de este resto
cargado en el ligando Ebola-b diminuye drasticamente la afinidad de unién a
hNedd4-WWa3 con respecto a Ebola-a.

A) Extremo B) C) Prolinas D) Extremo
C-terminal Tirosina Y7~ P4’y P5° N-terminal

HTLV1-b

Ebola-a

7

Figura 3.12. Diferencias entre los complejos formados por hNedd4-WWa3 con los ligandos HTLV1-b
y Ebola-a. A) Interaccion del extremo C-terminal de ambos péptidos (resto E9°). B) Comparacién de la
tirosina Y7~ de ambos ligandos en la cavidad xY de dominio hNedd4-WW3. C) Comparacion de las
prolinas P4" y P5" en la cavidad xP. D) Interaccién en la region del extremo N-terminal (resto en la
posicién 2°) de los dos ligandos con el dominio WW. La superficie del dominio WW se ha representado
transparente y de color marrén dejando ver los restos implicados en la interacciéon como varillas de color
verde. Los restos de los ligandos se muestran en representacion de varillas, de color naranja, para el
HTLV1-b, y de color azul, para el Ebola-a.

El bolsillo XY donde encaja la cadena lateral de la tirosina Y7  del ligando
HTLV1-b parece mas superficial que en el otro complejo. En el Panel B de la
Figura 3.12, se puede observar como la cadena lateral de H32 esta desplazada
dejando mas espacio para la Y7'. Ademas, se puede comprobar como la
interaccion del ligando HTLV1-b se ve estabilizada por un enlace de hidrégeno
entre el grupo hidroxilo de Y7  y la cadena lateral de K35. La cadena lateral del
resto Y7~ del ligando Ebola-a, por el contrario, se encuentra mas enterrada en el
bolsillo xY. En este caso, la disposicion de las cadenas laterales del dominio WW

es mucho mas parecida a la de la forma libre del dominio mNedd4.2-WW3 (en la
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Figura 3.11). Estas caracteristicas estructurales estan en buena concordancia con
las diferencias en la energética de union observadas entre estos dos ligandos
(Figura 3.4). Asi, por ejemplo, aunqu al encontrarse el ligando Ebola-a mas
enterrado, la penalizacion entrépica desde el punto de vista de la entropia
conformacional seria mayor, las contribuciones a la entropia de desolvatacion de
este ligando serian mas importantes y mas favorables.

La cavidad xP del dominio hNedd4-WW3 es mas estrecha en el complejo
con el ligando Ebola-a. Como se puede observar en el Panel C de la Figura 3.12,
el anillo aromatico de W39 se inclina ligeramente sobre la cavidad xP y ocupa

parte del espacio necesario para que se entierren mejor las prolinas P4" y P5 del

Ebola-a. En el complejo con el ligando HTLV1-b, el bolsillo xP es mas abierto y las
prolinas P4" y P5" de este ligando estan en una posicion menos superficial,
provocando una modificacion mas acusada del desplazamiento quimico del H;; en
el indol del W39 en la titulacion de este ligando (Figura 3.7). Las diferencias en la
geometria del sitio de unién del dominio hNedd4-WW3 ademas afectan a la
formacion del puente de hidrogeno entre el carbonilo de la P5" del ligando y el
grupo hidroxilo de la T37, que es una de las caracteristicas de las interacciones de
los dominios WW (Ball et al. 2005). En el complejo formado con el ligando Ebola-a,
este puente de hidrégeno podria verse comprometido debido a que la orientacion y
la distancia (unos 4 A) entre los 4tomos implicados no son las méas adecuadas. En
el complejo con el ligando HTLV1-b, se produce un enlace de hidrogeno
equivalente entre el grupo hidroxilo de T37 y el carbonilo de la P4" de este ligando.
Sin embargo, en este caso, un angulo menos forzado y una menor proximidad de
los 4tomos (aproximadamente 3 A) sugieren que el enlace es mas estable. Asi, si
el complejo con el ligando HTLV1-b formase mas puentes de hidrogeno (entre
ellos, el formado por Y7° con K35 y este entre P4" y T37) que el complejo con el
Ebola-a, esto conllevaria una contribucién entalpica mas favorable para este
complejo y una contribucién la entropia conformacional mas desfavorable,
situacibn que concuerda con los parametros termodinamicos de union
determinados (Figura 3.4).

En el extremo N-terminal del complejo formado con el ligando Ebola-a se

establece un puente de hidrogeno entre la cadena lateral del resto N24 del dominio
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y el grupo hidroxilo de la cadena lateral de la T2 del ligando, como se aprecia en
el Panel C de la Figura 3.12. En los extremos N-terminal, se han asignado sefales
NOEs de los restos 13’ y Q2’ de HTLV1-b y A3’ y T2’ de Ebola-a con el W39 del
dominio (Tabla 3.3). Aunque estas sefales NOEs son similares en los dos
complejos, sélo en el caso del complejo con el Ebola-a el giro entre las hebras p1
y B2 adopta la conformacion adecuada para producir esta interaccion. Esta
interaccion adicional también se ha descrito para el dominio homologo de mosca
(Kanelis et al. 2006). Tanto en el dominio hNedd4-WW3 como en su homodlogo de
mosca, los lazos entre las hebras 1 y B2 presentan una secuencia A22, P23 y
N24, que favorece que se produzcan los contactos adicionales con los ligandos. La
P23 restringe las conformaciones posibles para N24, mientras que el resto A22
(cuya cadena lateral es muy pequefa) permite que el giro entre las hebras 1y p2
adopte la conformacién adecuada, en el caso del Ebola-a, para unir a la cadena
de lateral del resto T2 en una especie de cavidad adicional. A su vez, esta
conformacion del lazo de hNedd4-WW3 promueve la inclinacién del grupo indol de
W39 sobre la cavidad xP en el complejo que se forma con el ligando Ebola-a.

En resumen, el analisis detallado de las estructuras de los dos complejos
del dominio hNedd4-WW3 con los ligandos viricos HTLV1-b y Ebola-a ha
confirmado que estos ligandos son reconocidos de un modo diferente en cada
caso, conforme como también sugiere la caracterizacion termodinamica de dichas
interacciones. Ademas, la caracterizacion estructural ha puesto de manifiesto una
interaccion electrostatica entre el extremo C-terminal de los dominios L viricos y
una region proxima al sitio candnico de union del dominio hNedd4-WW3, que

parece ser responsable de la especificidad de union entre ellos.

3.5.2. Comparacion de los complejos formados por hNedd4-WW3 con otras

estructuras

La geometria del sitio de union y el giro entre las hebras 1 y B2 del dominio
hNedd4-WW3 son diferentes para la unién de los ligandos HTLV1-b y Ebola-a. Para
saber si estos modos de unidén son similares a los descritos para otros complejos de
dominios WW, en la Figura 3.13 se comparan varios complejos de dominios WW de

clase |. Se ha realizado un alineamiento estructural de los dominios WW de un
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Referencia del angulo ™
de los ligandos H

Ebola-a (2KQ0

Péptido (c6digo PDB) Secuencia Angulo

HTLV1-a (2KPZ) - - - - - S
Ebola-a (2KQ0) - - - - -
RENACBP2 (1I5H) GSTLPIPGT
LMP2A (2J09) - - - - - - - ! E
Smad7. (2DJY) GPLGSELE S
Notch.(2JMF)

rNedd4-WW4 (115H)
hitch-WW3 (2J09)
hSmurf2-WW3 (2DJY)
Su(dx)-WW4 (2JMF)
hYap-WW1 (1K9R, 1K9Q)
hYap-WW1(L30K) (1JMQ)

Figura 3.13. Alineamiento estructural de varios complejos de dominios WW clasificados en el
grupo I. El alineamiento se ha realizado en base a las laminas [ de los nueve complejos. A modo de
ejemplo, se ha representado uno de los dominios WW en forma de cinta de color gris y un esquema de
referencia de como se han determinado los angulos para los ligandos. Los ligandos del HTLV1-b y
Ebola-a también se presentan con forma de cintas en naranja y azul, respectivamente. El resto de
ligandos se han representado como lineas rectas de distintos colores que describen el eje longitudinal de
cada ligando con estructura PPIl. Las lineas rectas van desde el carbono « del resto P4" 6 L4, hasta el
carbono « de la tirosina Y7  de cada ligando y son: amarillo para el ligando RENAC BP2 (PDB 1/5H), rojo
para LMP2A (PDB 2J0O9), negro para Smad7 (PDB 2DJY), azul marino para Notch (PDB 2JMF),
turquesa para PPPY (PDB 1K9R), marrén para LPPY (PDB 1K9Q) y purpura para el péptido Yap (PDB
1JMQ). En los recuadros de la derecha se han ilustrado varios detalles de la geometria de los bolsillo xP
en los complejos RENEAC BP2/rNedd4-WW4, Notch/Su(dx)-WW4 y péptido-Yap/hYap-WW1. En el
centro, se muestran los alineamientos de secuencias de los ligandos y el angulo que forman en los
complejos. En la parte inferior, se presenta el alineamiento de secuencias de los dominios WW, indicando
los correspondientes elementos de estructura secundaria.
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conjunto de nueve complejos depositados en la base de datos PDB. En la figura se
muestra un solo dominio WW como ejemplo de dicho alineamiento y dos tipos de
representaciones diferentes para los ligandos. Por un lado, se muestra una
representacion en forma de cintas para los ligandos HTLV1-b (naranja) y Ebola-a
(azul), y por otro lado, se muestran varias lineas rectas correspondientes a los ejes
longitudinales de cada ligando entre los enlaces peptidicos de las posiciones 4°
(prolina o leucina) y 7 (tirosina). Ademas, en la figura también se han incluido los
alineamientos de secuencias de los dominios WW y de sus ligandos.

El alineamiento estructural de los dominios WW no refleja importantes
desviaciones de sus carbonos a. (el valor RMSD es inferior a 1A). Sin embargo, en
la Figura 3.13, se aprecia claramente que cada ligando presenta una orientacion
diferente sobre la superficie del dominio WW. Para ilustrar las diferentes
orientaciones de los ligandos se ha calculado un angulo de referencia para cada
ligando como se indica en la propia figura. Los valores de estos angulos varian
para los distintos complejos, de modo que los ligandos se pueden distribuir en dos
grupos seglin su modo de unién: ligandos similares al Ebola-a con angulos del
orden de los 12° (o inferiores) y ligandos similares a HTLV1-b con angulos de
valores igual a 20° o superiores.

En el detalle de la Figura 3.13 para el bolsillo xP del complejo RENAC-
BP2/rNedd4-WW4, caracterizado por un angulo de 10°, se puede apreciar que los
complejos con angulos bajos para la orientacion de sus ligandos suelen presentar
una cavidad xP estrecha, como también se ha descrito para el complejo de
hNedd4-WW3 con el Ebola-a (Panel C, Figura 3.12). Por otro lado, los ligandos
que presentan angulos iguales o mayores 20° interaccionan en una cavidad xP
mucho mas abierta, como se muestra en el detalle de la Figura 3.13 para el
péptido de Yap (29°) o como se ha mostrado para el complejo de hNedd4-WW3
con el ligando HTLV1-b (Panel C, Figura 3.12). Otro caso son aquellos complejos
caracterizados por un bolsillo xP con un resto fenilalanina en la posicién 39 en
lugar de un triptéfano; estos dominio WW presentan un bolsillo menos profundo
por lo que la disposicion del ligando depende de los contactos de éste con otras

zonas del dominio. Los dos ejemplos de este tipo en la Figura 3.13 presentan
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angulos muy distintos: 6° para el complejo Smad7/hSmurf2-WW3 y 19° para el
complejo Notch/Su(dx)-WW4.

Nuestros resultados para el reconocimiento de dos ligandos viricos con
pequefias diferencias en sus secuencias (HTLV1-b y Ebola-a) por el dominio
hNedd4-WW3 han puesto de manifiesto que el patrén termodinamico puede ser
muy diferente y que el dominio tiene la capacidad de adoptar pequenos cambios
de conformacion para facilitar el reconocimiento de los ligandos. También hemos
comprobado que dicha variabilidad en el modo de reconocer estos ligandos esta
de acuerdo con las conformaciones adoptadas por otros dominios WW de clase |I.
Esta adaptabilidad no sélo se produce en las regiones mas flexibles, como son los
giros entre las hebras, sino que también se extiende a las cadenas laterales que
conforman el sitio de uniéon. En este contexto, la elevada plasticidad y flexibilidad
conformacional de estos dominios, puesta de manifiesto en los estudios de

estabilidad (Capitulo 2), adquieren una clara relevancia funcional.
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CAPIiTULO 4. Reconocimiento molecular mediado por el tandem de

dominios WW de la proteina humana hYap

4.1. Introduccion

Como hemos visto anteriormente, existen dos isoformas mayoritarias de
hYap (Figura 4.1A). La forma hYap1 solo presenta un dominio WW (hYap-WW1) y
la forma hYap2 contiene dos dominios WW (el tandem hYap-WW1-WW?2). Por otro
lado, se ha demostrado que la isoforma hYap2 tiene una mayor actividad
transcriptora de genes que la isoforma hYap1 (Komuro et al. 2003). Estas dos
caracteristicas sugieren que la presencia de un dominio WW adicional, el dominio
hYap-WW2, tiene un papel fundamental en la funcion de la isoforma hYap2. En el
Panel B de la Figura 4.1 se ha ilustrado el alineamiento de las secuencias de
ambos dominios WW en el que se observa que la similitud de secuencia es del 62
% aproximadamente. El dominio hYap-WW1 une a ligandos que contienen el
motivo PPxY (Koepf et al. 1999b; Pires et al. 2001) y ha sido clasificado en el
grupo | de especificidad. Para el dominio hYap-WW2 aun no se ha descrito ningun
ligando, pero la elevada similitud con hYap-WW1 sugiere que también pertenece al
grupo |. Los restos mas caracteristicos en el sitio de union de esta clase de
especificidad estan perfectamente conservados en ambos dominios (P14, W17,
Y28 6 F28 y P42) (Macias et al. 2000). No obstante, encontramos dos diferencias
importantes en las posiciones 30 y 35 correspondientes al bolsillo xY
(representadas en amarillo en el Panel C de la Figura 4.1). El aminoacido en la
posiciéon 30 de ambos dominios (una leucina en hYap-WW1 y una isoleucina en
hYap-WW2) tiene propiedades similares. En cambio, la diferencia en posicién 35
no es conservativa, ya que el dominio hYap-WW2 presenta una carga positiva
(lisina) donde hay un resto neutro (glutamina) en hYAP-WW1.
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A)

Isoforma hYap1 O*D
Isoforma hYap2 Q D

hYap-WW1 / \ hYap-WW2
165 271
I | | 1 1 1 1 1 ] [l 1 1 | 1 1

B) 10 15 20 25 30 35 40 45

[ |\\ll ll|| 62 %
hYap2-WW1 FEIPDDVPLPAGWEMAKTSSGQRYFL\NHI DT TTWQDPRKAML $Q - - - e
hYap2-WW2 - ---ASG...D...Q.M.QD.EI.YIJ. .KMK/|. .s.L .LDPRFAMNQ similitud

C)

C-term

Figura 4.1. Representacion esquematica de la isoforma hYap2 y de sus dominios WW. A) Arriba, la
representacion de los dominios en que se configura la arquitectura de las isoformas de hYap. Abajo, la
secuencia del tandem de dominios WW en la que los recuadros negros delimitan cada uno de los
dominios inividuales. B) Alineamiento de secuencias de ambos dominios WW individuales de Yap. Los
puntos de colores en la secuencia de hYap-WW2 corresponden a aquellos restos que coinciden en
idéntica posicion con los del dominio hYap-WW1. C) Estructura resuelta por RMN del mutante L30K de
hYap-WW1 formando complejo con el péptido GPPPPYTVG (PDB: 1JMQ). El esqueleto polipeptidico del
dominio WW se ha representado como cintas en color rojo y el péptido como varillas de color turquesa.
Las cadenas laterales de los restos implicados en el sitio de unién que son idénticas entre los dominios
WW de hYap se han representado como varillas rojas y las que son diferentes, Q35 y L30, se han
representado como varillas amarillas.
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Hay dos posibles explicaciones para las diferencias funcionales observadas
entre las isoformas hYap1 y hYap2: bien que el segundo dominio WW confiera una
especificidad de unién diferente a hYap2, o bien que dicho dominio WW extra sea
el responsable de efectos contextuales similares a los descritos en la bibliografia
para otras parejas de dominios WW, como efectos sinérgicos en la estabilidad
conformacional o en el reconocimiento de los ligandos (Wiesner et al. 2002;
Fedoroff et al. 2004; Jennings et al. 2007; Huang et al. 2009; Chong et al. 2010).
En resumen, las principales preguntas que planteamos son: ¢ Por qué existen dos
isoformas de hYap? ;Qué implicaciones funcionales tiene la existencia de los dos
dominios WW en hYap2? Con el fin de dar respuesta a estas cuestiones, hemos
abordado, por una parte, la caracterizacion termodinamica del reconocimiento de
los ligandos naturales derivados de las proteinas Lats1, Lats2 y Ptch1 y, por otra,
del equilibrio conformacional de los dominios WW individuales (hYap-WW1 vy
hYap-WW2), asi como del tandem hYap-WW1-WW2.

La diversidad de funciones determinantes para la vida de la célula
atribuidas a hYap (proteina humana asociada a Yes) ha puesto de manifiesto la
importancia que tiene comprender los fundamentos de su regulacion. Actualmente
la regulacién de hYap se asocia a su retencion en el citosol, mayoritariamente
mediada por su interaccidn con la proteina 14-3-3. Cuando hYap esta unida a 14-
3-3 no entra en el nucleo y no se produce la expresion de genes. Se ha
comprobado que esta interaccion es dependiente de la fosforilacion de la serina
127 de hYap por medio de quinasas de serina/treonina, y solo cuando se produce
esta fosforilacion, hYap une a 14-3-3 (Zhao et al. 2007; Hao et al. 2008). Por otra
parte, como se ha descrito en el capitulo de Introduccion, la fosforilacién de otras
serinas de hYap se ha propuesto como mecanismo de modulacion de algunas de
sus funciones (Matallanas et al. 2007). La interaccion de los dominios WW de
hYap con la quinasa de serina/treonina Lats1 (Oka et al. 2008) parece ser uno de
los factores determinantes en la fosforilacion de las diferentes serinas. Otros
posibles factores pueden ser las interacciones de los dominios WW de hYap con
otras proteinas como la quinasa de serina/treonina Lats2 o la proteina citosélica
Ptch1. En el caso de la proteina Lats2 se ha propuesto que actua de forma

analoga a Lats1 por tratarse de una proteina homdéloga (Hao et al. 2008; Alderton
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2010). En cambio, la union de Ptch1 con hYap parece ser similar a la interaccion
de hYap con la proteina 14-3-3, pues impide que hYap entre en el nucleo vy, por
tanto, también regula negativamente la expresion de genes (Alderton 2010).
Aunque la interaccién de Ptch1 con alguno de los dominios WW de hYap no ha
sido descrita, el grupo de investigacion del Dr. Marius Sudol (Escuela Monte Sinai
de Medicina, Nueva York, USA) ha encontrado evidencias de una modulacién
reciproca de estas dos proteinas. En la Tabla 4.1 se han recogido cinco
secuencias ricas en prolina pertenecientes a las proteinas Lats1, Lats2 y Ptch1,
sugeridas por el Dr. Marius Sudol como posibles ligandos de los dominios WW de
hYap en base al analisis de las secuencias de las proteinas completas, aunque no
han sido confirmadas experimentalmente como ligandos reales de estos dominios.
En Lats2 se ha escogido una secuencia, mientras que en Lats1 y Ptch1 se han
elegido dos posibles ligandos. En ninguna de estas dos proteinas, Lats1 6 Ptch1,
se han podido considerar ligandos mas largos que contengan los dos motivos

PPxY por estar muy separados en sus secuencias.

Tabla 4.1. Seleccion de los ligandos derivados de varias proteinas naturales. Todos los ligandos se
han utilizado para la caracterizacion termodinamica de las interaciones de los dominios WW de la
proteina hYap.

Ruta de seializacién “Hippo” Ligando Secuencia*
Lats1 Lats1-a ¥INRQPPPPYPLTA"
Quinasa de treonina/serina 52 o4
“Large Tumor Suppressor Homolog 1” Lats1-b YQGPPPPYPKHL
Lats2
Quinasa de treonina/serina Lats2 S""RRCPPPPYPKHL®%

“Large Tumor Suppressor Homolog 2”

Ruta de senalizacion “Sonic Hedgehog”

Ptch Ptch1-a S2RYSPPPPYSSHS®®
Receptor glicosilado de membrana oY —
“Protein Patched Homolog 1” Ptch1-b EGLWPPPYRPRR

* Para identificar mas facilmente la posicion del motivo PPxY en la secuencia de los ligandos éste se
muestra en azul y el superindice indica la posiciéon de estos ligandos dentro de las secuencias de las
proteinas naturales completas
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4.2. Caracterizacion termodinamica de la uniéon de ligandos naturales a los
dominios WW de hYap

Dado que los ligandos seleccionados aun no han sido confirmados como
tales, en primer lugar hemos comprobado si los ligandos derivados de las
proteinas Lats1, Lats2 y Ptch1 son reconocidos por los dominios WW de hYap.
Con este fin, se ha realizado un analisis de la uniéon de estos ligandos a cada
dominio WW aislado de hYap mediante espectroscopia de fluorescencia. Las
unicas excepciones han sido las titulaciones del ligando Ptch1-b, que no han
podido seguirse mediante esta técnica debido a la presencia de un triptéfano en la
secuencia del ligando. La cadena lateral de este resto de Ptch1-b impide distinguir
la amortiguacion de la fluorescencia de los dominios WW durante la titulacion con
este ligando. En la Figura 4.2 se muestran, a modo de ejemplo, las titulaciones del
dominio hYap-WW1 con el ligando Lats2 y el del dominio hYap-WW2 con el
ligando Ptch1-a, ambos a 25 °C y en tampdn fosfato sédico 20 mM pH 7.0.
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Figura 4.2. Experimentos de titulacion de los dominios WW de la proteina hYap con algunos de los
ligandos naturales seguidos mediante espectroscopia de fluorescencia. A) Adicion del ligando Lats2
sobre el dominio hYap-WW1. B) Titulacion de hYap-WW2 con el ligando Ptch1-a. En los paneles
superiores, se han representado los espectros de fluorescencia tomados tras cada inyeccion de ligando a
25 °C y en fosfato sédico 20 mM pH 7.0. Todos los espectros se han normalizado por la concentracion de
proteina. En los paneles inferiores, se han representado los valores del centro de masas (circulos
abiertos) para cada uno de los espectros del panel superior. Las lineas continuas corresponden a los
respectivos ajustes segun el modelo de unién seguido mediante fluorescencia (ecuacion 6.5.3, Apartado
6.5.4).
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Los experimentos de fluorescencia han confirmado que ambos dominios
WW de la proteina hYap interaccionan con los ligandos Lats1-a, Lats1-b, Lats2, y
Ptch1-a. Ademas, estos experimentos nos han permitido comprobar que la
magnitud de las constantes de disociacion es adecuada para llevar a cabo
titulaciones directas mediante ITC. De este modo, estas constantes se han
utilizado para el disefio de las titulaciones calorimétricas en idénticas condiciones.
En el panel superior de la Figura 4.3, se muestra el experimento de titulacién del

dominio hYap-WW1 con el ligando Lats1-a utilizando un perfil de volumenes de
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A b N A
o N H (2]
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[Lats1-a]/[hYap-WW1]

Figura 4.3. Ejemplo de un experimento de titulacion del dominio hYap-WW1 mediante ITC. En el
panel superior, se presenta el termograma de la titulacién a 25 °C en fosfato sédico 20 mM, pH 7.0 con el
ligando Lats1-a (1), en el que se muestran los calores por unidad de tiempo liberados tras la inyeccion de
ligando sobre una disolucién de proteina, y el termograma de dilucion del ligando (2) en las mismas
condiciones sobre el tampdn (en rojo y desplazado en el eje para mayor claridad). En el panel inferior, se
observa la isoterma de unién correspondiente a la normalizacion de los calores derivados de cada
inyeccion, corregidos teniendo en cuenta los calores debidos a la dilucidon del ligando. Los datos
experimentales se representan como circulos, mientras que la linea continua corresponde al mejor ajuste
segun el modelo de unién de un ligando a una macromolécula con “n” sitios de unién idénticos e
independientes (ecuacion I11.X del Apédice IlI).
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inyeccion creciente (entre 4 y 22 pL) para definir mejor la isoterma de union, que
se muestra en el panel inferior junto con el mejor ajuste al modelo de union a sitios
idénticos e independientes, de acuerdo con la ecuacion Il1.X del Apéndice Il

Los valores de las constantes de disociacion resultantes del analisis de
estos experimentos de ITC se han representado como un diagrama de barras en la
Figura 4.4.

| H hYap-Wwi1 i
[ hYap-
5O — .

Lats1-a Lats1-b Lats2 Ptch1-a Ptch1-b

Lats1-a NRQEAAIAIPLTA
Lats1-b Y QGHAARNIP KHL
Lats2 RRC[ZAAAIP KHL
Ptch1-a RYS|JHAANISSHS
Ptch1-b EGLWHHAIRPRR

Figura 4.4. Afinidad de union de los diferentes ligandos a los dominios individuales de hYap.
Representacion en forma de barras de las constantes de disociacion para la unién de los ligandos Lats1-
a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b a los dominios hYap-WW1 y hYap-WW2. En color azul oscuro se
han representado las constantes de disociacion para el dominio hYap-WW1 y en color azul claro para el
dominio hYap-WW2. Todas las constantes se han obtenido mediante distintos experimentos de ITC en
tampon fosfato sédico 20 mM pH 7.0 a 25 °C (en presencia de B-mercaptoetanol 20 mM en aquellos
experimentos con el ligando Lats2). Los errores asociados a las constantes de disociacion se estiman en
torno al 10 %. Bajo el diagrama, se ha representado un alineamiento de las secuencias de los ligandos
empleados en el estudio.

Estas constantes de disociacion confirman que todas las secuencias
seleccionadas, incluida Ptch1-b, son ligandos de al menos uno de los dominios
WW de hYap. Ademas, todas las constantes son del mismo orden de magnitud
descrito para otros dominios WW y sus ligandos naturales (Pires et al. 2001;
Kanelis et al. 2006; Meiyappan et al. 2007; Morales et al. 2007; Ramirez-Espain et

al. 2007). La afinidad de los distintos ligandos por cada dominio WW no es siempre
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exactamente igual, a veces hay diferencias. Por ejemplo, las constantes de
disociacion de Lats2 y de Ptch1-a por el dominio hYap-WW2 son 8.2 uM y 45.8
uM, respectivamente.

Al menos uno de los ligandos de las proteinas Lats1 y Ptch1, en concreto
Lats1-b y Ptch1-b, muestran una afinidad de unién bastante elevada por el
domino hYap-WW1 (K4<15 uM), lo que garantiza la interaccion en el contexto de
las proteinas completas. Sin embargo, los otros dos ligandos, Lats1-a y Ptch1-a,
unen al dominio hYap-WW1 con afinidades menores, lo cual sugiere la existencia
de una clara preferencia de union.

En cuanto a la especificidad de union entre los dos dominios hYap-WW1 y
hYap-WW2, podemos afirmar que para algunos ligandos estudiados existen
diferencias en la afinidad de unién a uno u otro dominio. Los ligandos Lats1-a y
Lats2 presentan afinidades muy parecidas por ambos dominios WW de hYap.
Pero los ligandos Ptch1-a, Ptch1-b y Lats1-b muestran una mayor afinidad de
unién por el dominio hYap-WW1, como podemos comprobar en la Figura 4.4. El
ejemplo mas importante de la especificidad de unién, es el ligando Ptch1-b que,
presenta una de las constantes de disociacidn mas pequefas para el dominio
hYap-WWH1, mientras que su interaccion con el segundo dominio WW es varios
ordenes de magnitud mas débil, tanto que no se ha podido analizar correctamente
ningun experimento de union. En el caso de Ptch1-a y Lats1-b, las diferencias de
afinidad por uno u otro dominio WW en términos de energia libre de Gibbs son
pequefias pero detectables, estan entorno a 5 kJ-mol™. Estos resultados sugieren
que uno de los mecanismos mediante los cuales la presencia de un segundo
dominio WW en la isoforma 2 de hYap es la introduccién de nuevas
especificidades de union que pudieran contribuir a modular su actividad.

Ademas, si nos fijamos en las secuencias de los ligandos atendiendo a la
preferencia de unién por los dominios WW de hYap (Figura 4.4), encontramos
algunas caracteristicas comunes. Asi, por ejemplo, los dos ligandos con menor
afinidad por hYap-WW2, Ptch1-b y Ptch1-a, no tienen el motivo de union PPxY
flanqueado por restos prolina como sucede con los demas ligandos, mientras que
los ligandos Lats1-a y Lats2, que no distinguen entre los dos dominios WW,

contienen un resto arginina en la segunda posicion (R2) de sus secuencias.
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En resumen, nuestro estudio confirma que las cinco secuencias
seleccionadas son ligandos de los dominios WW de hYap. La mayoria muestran
una mayor afinidad por el dominio hYap-WW1. También se ha puesto de
manifiesto que pequefas diferencias en sus secuencias, inducen importantes
variaciones en la afinidad por el mismo dominio WW. Ademas, estos resultados
indican que la presencia del segundo dominio hYap-WW2 modifica la especificidad
de la isoforma hYap2 con respecto a hYap1, ya que, al presentar dos dominios
WW con capacidad de reconocer secuencias diferentes, presenta un espectro

mayor de posibles proteinas con las que interaccionar.

4.2.1. Diseccion de las contribuciones termodinamicas a la afinidad de unién

El estudio de las interacciones entre los dominios WW de hYap y varios
ligandos naturales revela una mayor preferencia de algunos de los ligandos por el
dominio hYap-WW1 (Figura 4.4). Esta situaciéon puede tener relacién con las
diferencias observadas en la actividad de las dos isoformas de hYap. Los dos
dominios WW de hYap presentan una elevada similitud de secuencia con muy
pocas diferencias en el sitio de union (Figura 4.1). Como se puede observar en la
Tabla 4.1, los ligandos también son parecidos, ya que todos presentan el mismo
motivo PPPY centrado y bastantes restos basicos en los extremos de sus
secuencias. La caracterizacion calorimétrica del equilibrio de uniéon de estos
ligandos nos proporciona informacion sobre la naturaleza de las fuerzas que
dirigen la interacciéon y determinan la especificidad de union.

En la Figura 4.5 se han representado las magnitudes termodinamicas que
gobiernan cada una de las interacciones (cambios en entalpia y entropia
aparentes) como un diagrama de barras. Como se puede observar, y como se ha
descrito para otros dominios WW (Koepf et al. 1999b; Pires et al. 2001; Meiyappan
et al. 2007; Morales et al. 2007; Ramirez-Espain et al. 2007; Huang et al. 2009), la
union de ambos dominios WW de hYap con los ligandos naturales Lats1-a, Lats1-
b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b es un proceso cuyo patron termodinamico se
caracteriza por valores de entalpia favorables, superiores a -60 kJ-mol™,
parcialmente compensados por una contribucion entrépica desfavorable entre los

+30 y +50 kJ-mol™. Estas fuerzas presentan el mismo signo y una magnitud del
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mismo orden que las obtenidas para la unién de ligandos de origen virico al tercer
dominio WW de hNedd4 en el Capitulo 3 (Figura 3.7).

= £ = # ¢

Lats1a Lats1b Lats2 Ptchla Ptchib

WWw1 WW1 wWw1 Ww1 WWwW1
Afinidad

L —

B
o
T

w
o
T

ap

T-AS_ (kJ-mol™)

ap
1

o

=)
T

AH_ (kJ-mol™)
A
o

I hYap-Ww1
[ 1 hYap-

Figura 4.5. Diseccion de la energética de unién de los ligandos Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-ay
Ptch1-b a los dominios WW de hYap. En la parte superior, se muestra de forma esquematica si la
afinidad por el ligando es igual para los dos dominios. En el medio, se representan los términos
entrépicos (T-ASgp) ¥, en la parte inferior, se representan los términos entalpicos (AHap) correspondientes
a cada interaccion. Ambos términos se han ilustrado como barras de color azul oscuro y de color azul
claro para el dominio hYap-WW1 y para el dominio hYap-WW2, respectivamente. Todos los parametros
termodinamicos de union se han obtenido a 25 °C mediante experimentos de ITC en fosfato sédico 20
mM pH 7.0 v conllevan un error estimado en un 5%.

Los ligandos que presentan afinidades muy parecidas por los dos dominios
de hYap (Figura 4.4), Lats1-a y Lats2, muestran valores muy diferentes para los
términos entalpico y entropico dependiendo del dominio WW al que estén unidos
(Figura 4.5). En ambos casos, los parametros termodinamicos de la union de cada
ligando con los dos dominios se compensan y el resultado final es una afinidad

muy parecida por los dos dominios WW. Al igual que se ha discutido en relacion a
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las diferencias en la energética de union de algunos ligandos de origen virico
(como HTLV1-b y Ebola-a) con el dominio hNedd4-WW3 (Apartado 3.2.2 del
Capitulo 3), las diferencias en las contribuciones energéticas entre los dominios
WW de hYap ponen de manifiesto que el modo de reconocimiento de los ligandos
Lats1-a 6 Lats2 es diferente en cada caso, de hecho, sugieren que las pequefias
diferencias en el sitio de union entre los dos dominios WW de hYap (Figura 3.1)
podrian ser responsables de que se produzcan distintas interacciones en la
formacion de complejos con hYap-WW1 o hYap-WW2.

Los dos ligandos Lats1-b y Ptch1-a, que han mostrado cierta preferencia
de unién por el dominio hYap-WW1, presentan unos cambios de entalpia de unién
a uno u otro dominio muy parecidos mientras que los térmicos entropicos son algo
diferentes, ligeramente mas favorables para la union de los dos ligandos con hYap-
WWH1 (Figura 4.5).

El resultado mas importante en cuanto a especificad de union es el del
ligando Ptch1-b que sdlo interacciona con dominio hYap-WW1 y, ademas, lo hace
con uno de los cambios de entalpia de union mas elevados (Figura 4.5). La
especificada y los valores de entalpia de union lo que sugieren es que las
interacciones se hallan bastante optimizadas en este complejo. En su secuencia
encontramos algunas caracteristicas que lo diferencian de los otros ligandos: tres
restos basicos casi consecutivos en el extremo C-terminal (EGLWPPPYRPRR) y
un resto triptéfano precediendo al motivo PPxY.

En definitiva, el estudio comparativo de la termodinamica de uniéon de un
conjunto de ligandos a los dos dominios WW de hYap revela importantes
diferencias en la forma en que los ligandos son reconocidos por uno y otro
dominio. Estos resultados claramente sefialan que las diferencias en el sitio de
unioén entre los dos dominios WW, son suficientes para conferir una especificidad

diferente a ambos dominios.

4.2.2. Potencial electrostatico y especificidad de union

Como hemos comentado, la diferencia de afinidad entre los dominios WW
por Lats1-b y Ptch1-a tiene su origen en una contribucién entropica mas

favorable. Teniendo en cuenta que la principal diferencia en el sitio de uniéon de
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ambos dominios implica la sustitucion de un resto no cargado en hYap-WW1 por
una carga positiva en hYap-WW2 (Figura 4.1) y que los ligandos que presentan un
elevado numero de restos cargados (Tabla 4.1), es nuestra hipotesis que las
diferencias entropicas podrian estar relacionadas con interacciones de tipo
electrostatico. Para investigar esta posibilidad, hemos calculado el potencial
electrostatico para un conjunto de modelos estructurales de los complejos
formados por ambos dominios WW vy dichos ligandos con diferentes
especificidades de union. Los modelos estructurales se han generado mediante
sustitucion de las cadenas laterales (manteniendo las coordenadas del esqueleto
polipeptidico) a partir de uno de los complejos mas parecidos que hay disponibles
en el PDB. Este complejo se ha determinado por RMN y esta formado por el
mutante L30K de hYap-WW1 y el ligando GTPPPPYTVG (cédigo PDB 1JMQ). Los
calculos del potencial electrostatico se han realizado para cada complejo, para
cada ligando y para cada dominio WW conforme se detalla en el Capitulo 6 de
Materiales y Métodos (Apartado 6.8).

En el Panel A de la Figura 4.6, se muestra el potencial electrostatico
superficial calculado para los modelos de los complejos entre los dos dominios
WW de hYap y los ligandos Lats1-b, Ptch1-a y Ptch1-b. En el Panel B de la
Figura 4.6 se muestran los potenciales electrostaticos de los dominios WW de
hYap libres. En esta representaciéon podemos observar que, a pesar de su elevada
homologia de secuencia, ambos dominios presentan importantes diferencias en
cuanto al potencial electrostatico superficial del sitio de union. La mayor parte de la
superficie de union del dominio hYap-WW1 es neutra, salvo una zona en la parte
posterior del bolsillo XY que muestra un potencial positivo. En cambio, el dominio
hYap-WW2 muestra una mayor polarizacion de su sitio de unién. Toda la region
del bolsillo xY y del lazo entre las hebras B2 y B3, incluyendo la lisina K35,
presenta un potencial electrostatico positivo, mientras que el otro bolsillo (xP) y la
region contigua, correspondiente al otro lazo del dominio, muestra un potencial
electrostatico totalmente negativo. En el Panel C de la Figura 4.6, se han
representado los ligandos girados 180° sobre su eje longitudinal para dejar ver la

superficie orientada hacia los dominios WW en la interfase de unién. Como es de
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Figura 4.6. Calculo del potencial electrostatico superficial: A) para los modelos basados en los
complejos formados por los dominios WW vy los ligandos Lats1-b, Ptch1-a y Ptch1-b, B) para los modelos
de los dominios WW libres (hYap-WW1 y hYap-WW2) y C) para los modelos de los ligandos libres. Sobre
los dominios WW se han indicado los bosillos xP y xY. Los ligandos se han girado 180° para mostrar la
interfase de union y se ha denotado la posicion en sus secuencias de acuerdo con la nomenclatura
adopatada para los ligandos en el capitulo 3. Las superficies con un potencial positivo o negativo se han
coloreado en azul o rojo respectivamente, de acuerdo con la barra del Panel A. Todos los modelos se han
generado mediante la sustitucién de cadenas laterales a partir del complejo formado por el dominio hYap-
WW1 (L30K) y el ligando GTPPPYTVG (PDB 1JMQ). Los calculos de potencial electrostatico se hicieron
con la aplicacién Delphi (dentro de Discovery Studio) por separado para cada dominio, ligando o complejo
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esperar, los ligandos libres presentan un potencial electrostatico muy positivo
debido a los restos basicos que presentan en sus secuencias.

Los potenciales sugieren una interaccion electrostatica entre el extremo C-
terminal de Lats1-b y el bolsillo xY del dominio hYap-WW1. Aunque el potencial
positivo de este extremo en el caso del ligando Ptch1-a es menor, éste también
podria interaccionar con la parte posterior del bolsillo xY de hYap-WW1. En
cambio, en el dominio de hYap-WW?2 el potencial es positivo en todo el bolsillo xY,
por lo que la interaccion entre esta parte del dominio y el extremo C-terminal de
cualquiera de estos ligandos sera de naturaleza repulsiva y, por tanto,
desfavorable. Estas interacciones electrostaticas entre Lats1-b o Ptch1-a y el
dominio hYap-WW1 estan de acuerdo con una contribucidn entrépica mas
favorable en comparacién con las correspondientes interacciones de ambos
ligandos con el dominio hYap-WW?2.

El extremo C-terminal del ligando Ptch1-b, al igual que sucede con los
ligandos Lats1-b y Ptch1-a, también puede producir una interaccion electrostatica
favorable en su union a hYap-WWH1, pero no en el complejo con hYap-WW2.
Ademas, esta interaccion entre Ptch1-b y el dominio hYap-WW2 estara también
desfavorecida por interacciones electrostaticas repulsivas entre el extremo N-
terminal del ligando y la region posterior del bolsillo xP del dominio, ambos con un
potencial considerablemente negativo.

En resumen, el estudio de la uniéon de un conjunto de ligandos naturales de
hYap ha revelado que algunos de estos ligandos interaccionan mas
favorablemente con el dominio hYap-WW1. En estos casos, se ha determinado
que distintas contribuciones a la entropia son el origen de la especificidad de unién
y se ha sugerido que pueden estar relacionadas con algunas interacciones de tipo
electrostatico. La determinacion de las superficies de potencial electrostatico en
modelos estructurales confirman esta posibilidad e indican que estas interacciones
se establecen entre distintas regiones de la estructura tridimensional dependiendo

del dominio WW y del ligando.
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4.3. Estudio del equilibrio conformacional de los dominios WW de Ila

isoforma hYap2

Hemos visto que el segundo dominio WW dota de una mayor especificidad
de unién a la isoforma hYap2, pero el estudio de la cooperatividad entre los
dominios WW aporta otro tipo de informacion que también es necesaria para
entender las implicaciones bioldgicas del tandem de dominios WW. El estudio de
las interacciones entre los dos dominios WW en la isoforma hYap2 nos permitiria
evaluar si existe un comportamiento cooperativo que produzca efectos
contextuales en el reconocimiento de los ligandos por el tandem. Para ello, hemos
realizado la caracterizacion del equilibrio conformacional de los dos dominios WW
individuales (hYap-WW1 y hYap-WW2) asi como de estos dominios WW
dispuestos en tandem.

4.3.1. Caracterizacion del equilibrio conformacional de los dominios
individuales hYap-WW1 y hYap-WW2

Para caracterizar el equilibrio conformacional de los dominios WW de hYap,
se han elegido condiciones similares a las escogidas para los estudios de
estabilidad con otros dominios WW realizados en el Capitulo 2. En la Figura 4.7 se
ha representado la desnaturalizacion térmica de cada dominio WW aislado
mediante DSC a baja fuerza io6nica y dentro del intervalo de pH entre 7.0 y 3.0.
Una vez comprobado que la reversibilidad del plegamiento es superior al 80 %, se
ha procedido al andlisis de las trazas calorimétricas de acuerdo con el modelo de
desplegamiento mas sencillo, el modelo de dos estados (Apéndice ).

Las curvas se analizaron tanto individual (datos no mostrados) como
globalmente (Paneles A y B de la Figura 4.7) obteniéndose muy buena calidad en
los respectivos ajustes, con valores de ry r entre 0.99 y 0.999. Las funciones de
capacidad calorifica correspondientes al estado nativo y desnaturalizado obtenidas
en los ajustes se cruzan bajo la transicion endotérmica principal, del mismo modo
que sucede en los analisis realizados para otros dominios WW en el Capitulo 2
(Figuras 2.4 y 2.10). Los valores de los distintos analisis globales de los dominios
WW de hYap se han recogido en la Tabla 4.2.
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Figura 4.7. Dependencia de la capacidad calorifica con la temperatura medida por DSC y curvas de
estabilidad en diferentes condiciones de pH de los dominios WW individuales de hYap.
Experimentos de DSC A) del dominio hYap-WW1 y B) del dominio hYap-WW2. Los datos experimentales
se han representado como circulos vacios con diferente color seguin la condicién de pH que representan:
rojo para fosfato sédico 20mM pH 7.0, naranja para acetato sédico 20mM pH 5.0, verde para acetato
sédico 20mM pH 4.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. La linea continua en el mismo cédigo de colores
representa el mejor ajuste global segun el modelo de dos estados (ecuacion 1.X en el Apéndice I). Las
lineas discontinuas corresponden a las funciones C,n(T) en negro y C,p(T) en el color asignado a cada
pH. Las lineas rectas continuas en negro bajo las transiciones representan la funcién tedrica Cpn(T)
correspondiente a una estimacién basada en el peso molecular de cada dominio (Freire 1995). Las lineas
curvas en negro representan la funcion tedrica Cpp(T) calculadas mediante la adicion de las
contribuciones individuales de cada aminoacido en la secuencia de cada dominio WW (Privalov &
Makhatadze 1990). En los paneles inferiores, se muestran las curvas de estabilidad frente a temperatura
para C) el dominio hYap-WW1 y para D) el dominio hYap-WW2. Cada condicién de pH se ha
representado manteniendo el cddigo de colores de los paneles superiores.

Como se puede observar en las curvas de estabilidad representadas en los
Paneles C y D de la Figura 4.7, ambos dominios son poco cooperativos y tienen
una estabilidad térmica muy baja en las condiciones estudiadas. Los dominios
hYap-WW1 y hYap-WW2 se encuentran plegados entre pH 7.0 y pH 4.0 a baja
temperatura (5-20 °C). El dominio hYap-WW2 presenta una estabilidad mayor que

hYap-WW?1 en todas las condiciones de pH. La diferencia de estabilidad con el pH

154



Reconocimiento de ligandos por el tandem de dominios WW de hYap

entre ellos es tal que el dominio hYap-WW2 a pH 3.0 presenta una energia libre
superior a los valores de la curva de mayor estabilidad del dominio hYap-WW1 (pH
7.0). Ademas, los parametros termodinamicos obtenidos para hYap-WW1 son muy
parecidos a los que previamente se han determinado para este dominio en la
bibliografia (Koepf et al. 1999b; Crane et al. 2000; Ferguson et al. 2001a) y
también a los obtenidos para su mutante hYap-WW1(L30K) en el Capitulo 2 (Tabla
2.3). Al igual que sucede con el mutante L30K, la funcion de energia libre de este
dominio no cambia mucho de pH 7.0 a pH 4.0. Sin embargo, a pH 3.0 es negativa
en todo el rango de temperaturas, lo que significa que su equilibrio conformacional
se halla totalmente desplazado hacia el estado desnaturalizado.

Tabla 4.2. Parametros termodinamicos de la desnaturalizacion térmica seguida por DSC de los

dominios individuales de hYap en diferentes condiciones de pH.a Todos los parametros se han
obtenido del ajuste global de acuerdo con el modelo de dos estados de los distintos experimentos.

pH hYap-WW1 hYap-WWwW2

AI'Im,exp Tm Fp AHm Tm Fp

(kJ-mol”)  (°C) (kd-mol”)  (°C)
7.0 101 48.5 1.0 128 67.8 0.85
5.0 93 49.1 0.5 117 69.0 0.5
4.0 72 34.7 0.3 105 61.3 0.5
3.0 32 9.4 0.1 90 43.9 0.0
ACpprot’= 1.0 kJ-mol "K'’ ACpprot’= 1.0 kJ-mol K"’
Lineas base®

Con 9.7 - 0.044+(T-T,) 9.6 - 0.044-(T-T,)
Cop 11.4 +0.023-(T-T,)-10.2:10°(T-T,) 11.2 +0.024-(T-T;)-10.3-10°(T-T,)?

Los errores se han estimado en un valor del 5% para los valores de T, del 10% para los valores de
AHpm y del 20% para los valores de Fp. °El cambio de capacidad calorifica de protonacion, ACp prot, S€ ha
obtenido a partir de las diferencias en los valores de C, a 100°C entre las curvas de DSC a pH 3.0 y a pH
7.0. ®Los valores de los coeficientes de las lineas bases compartidas entre los diferentes experimentos
se definen de acuerdo con el modelo de dos estados (Apéndice |) donde, T, es la temperatura de
referencia (25 °C). Los valores subrayados se corresponden con los estimados a partir de la contribucion
individual de cada aminoacido (Privalov & Makhatadze 1990).

Comparando los parametros del desplegamiento de los dos dominios WW
de hYap con la caracterizacion del equilibrio conformacional de otros dominios WW
realizada en el Capitulo 2, se observa que los parametros de convergencia de
todos los dominios WW son muy parecidos. Los dos dominios de hYap también
presentan valores de entalpia especifica a 110 °C inferiores a los 54 J-g™ tipicos
de las proteinas globulares. Las curvas de estabilidad de hYap-WW1 y hYap-WW2
ademas presentan unos maximos a temperaturas anormalmente bajos (Ts en torno

a -2 °C y a -15 °C, respectivamente). En las trazas de DSC también se observan
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variaciones de la funcidon de capacidad calorifica molar parcial del estado
desnaturalizado con el pH, C,p(T), debidas a diferentes grados de protonacion en
el estado desnaturalizado (Paneles A y B, Figura 4.7). Ademas, las funciones de
capacidad calorifica molar parcial del estado nativo con la temperatura, Cyn(T),
obtenidas del ajuste global de los datos experimentales de cada dominio WW se
desvian de sus funciones tedricas calculadas en base al peso molecular (Freire
1995), al igual que se ha discutido para los otros dominios WW. Asi, los valores de
Con (20°C) para hYap-WW1 y para hYap-WW2 (1.80 y 1.82 J-K'-mol”,
respectivamente) también superan los 1.73 J-K'-mol” propuestos como valor
universal para las proteinas globulares (Privalov & Khechinashvili 1974,
Makhatadze 1998).

4.3.2. Caracterizacion del equilibrio conformacional del tandem de dominios
WW de hYap

La forma de las transiciones calorimétricas determinadas mediante DSC de
una proteina con diferentes dominios puede proporcionar informacién sobre las
interacciones cooperativas entre los dominios. Esta técnica calorimétrica, ademas
de medir directamente las propiedades termodinamicas del proceso de
desnaturalizacién, proporciona una conexion directa entre los datos
experimentales y la la funcion de particion de dicho proceso (Freire 1995).

En la Figura 4.8 se muestran, a modo de ejemplo, una serie de
simulaciones en las que se ilustra como varia el perfil calorimétrico para un tandem
de dominios en funcién del grado de cooperatividad entre ellos (Luque et al. 2002).
Estas simulaciones se han realizado teniendo en cuenta dos dominios con
diferente estabilidad estructural. Las distintas conformaciones accesibles para el
tandem estan enumeradas en la Tabla 4.3. De este modo, su funcién de particion
se puede expresar como Q=1+y-Ki+y-Kot+y-Ki-Ky, donde Ky y K, son las
constantes de desplegamiento de cada dominio por separado y y es un parametro
de cooperatividad que hace referencia a la energia de interaccion entre los dos
dominios. De esta forma, si no existe interaccién entre ambos, el parametro de

cooperatividad sera y = 1, y la funcién de particion se reducira a la expresion
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Figura 4.8. Simulaciones de perfiles de capacidad calorifica de un tandem de dominios
considerando diferentes grados de cooperatividad entre éstos. Se ha definido un parametro y que
tiene en cuenta la interaccion entre ambos dominios y por tanto, la funcién de particion se escribe como
1+ Ky + 'Kz + x'Ki Ky Los parametros de estabilidad intrinsecos de cada dominio utilizados en la
simulacion son AH; = 418 kJ-mol™, Tm1 = 67 °C y ACp1 = 8.3 kJ- K'-mol™ para el primer dominio y AH; =
251 kJ'mol™, Tmz =42 °C y ACp2 = 8.3 kJ- K"-mol™* para el segundo dominio. En distintos colores se han
representado las curvas esperadas para diferentes grados de cooperatividad: en negro paray =1, en
verde para y = 1-10”", en amarillo para y = 1-10% en naranja para y =1-103, en rojo para y, =1-10", en
magenta para y =1-10", en purpura para y =1-10°, en azul claro para y, =1-107 y en azul oscuro para
x =1 10, Esta figura ha sido tomada de Luque et al. 2002.

Q=(1+K4)-(1+ K;). Esta expresion de la funcién de particibn representa el
desplegamiento de dos dominios independientes (situacion que se representa en
color negro en la Figura 4.8) y el termograma sera la suma de las dos transiciones
correspondientes a los dominios individuales. En el supuesto de que se produzcan
fuertes interacciones interdominio y la cooperatividad sea maxima, entonces el
parametro de cooperatividad, y, tendra valores muy bajos, proximos a cero. Esta
situacion esta representada por las curvas en colores que van desde el rojo al azul
oscuro en la Figura 4.8. En todas estas curvas se observa como el tandem se
comporta como una unica unidad cooperativa, en la que la desnaturalizacion
presenta una unica transicion estrecha que puede ser descrita por el modelo de
dos estados. De hecho, la funcidon de particion se puede escribir como Q = 1 + Ky,
donde Ki; es una constante resultado de la combinacion de las constantes de

desplegamiento de los dos dominios individuales y dependiente del parametro de
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cooperatividad, K2 = 'Ky + 3Kz + x-K1-Ka. A medida que la interaccion entre los
dos dominios es mayor, se estabilizan mutuamente, y se aproxima a cero y, por
tanto, Ky tiene un valor mas bajo. Esto hace que sélo se observe una transicion
cada vez mas estrecha con valores de T, mas elevados que las transiciones de
los dominios individuales (lineas magenta, azul claro y azul oscuro en la Figura
4.8). Estas caracteristicas de las curvas de DSC se explican como un aumento de
la estabilidad del estado nativo producido por un mayor niumero de interacciones

cooperativas entre los dominios.

Tabla 4.3. Enumeracion de los estados accesibles para el desplegamiento de un tdandem de
dominios.

Estado Energia libre (AG) Peso estadistico
0 1

S S
1 w AGz + AQint 1Kz

2 Gd\_m AGq + AQint %Ki
3 M AGq + AG; + AQint 1 KiKs

Para estudiar la cooperatividad entre los dos dominios WW de hYap,
ademas de la caracterizacion del equilibrio conformacional de los dominios
individuales hYap-WW1 y hYap-WW2, se ha registrado el perfil de capacidad
calorifica molar parcial del tandem, C,, en funcion de la temperatura en idénticas
condiciones a las utilizadas en los experimentos de los dominios individuales. En la
Figura 4.9 se muestran los termogramas correspondientes al primer barrido de
temperatura a pH 7.0, 5.0, 4.0 y 3.0. En todas las condiciones, las transiciones del
tandem también presentan una elevada reversibilidad, igual que lo hacen los
dominios WW individuales.

Los perfiles de desnaturalizacion térmica del tandem (Figura 4.9) presentan
una forma similar a los de los dominios individuales (Figura 4.7), con una unica
transicion, que decrece en intensidad y cuyo maximo se desplaza a temperaturas
menores a medida que el pH se hace mas acido. Estas curvas a distintos valores
de pH coinciden en sus valores de C, a bajas temperaturas (aproximadamente 22

kJ-K’1-moI'1), en lo que corresponde a la capacidad calorifica del estado nativo. En
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Figura 4.9. Dependencia de la capacidad calorifica con la temperatura medida experimentalmente
mediante DSC en diferentes condiciones de pH para el tandem hYap-WW1-WW2. Los datos
experimentales se han representado como circulos vacios en diferente color segun la condiciéon de pH
que representan: rojo para fosfato sédico 20mM pH 7.0, naranja para acetato sédico 20mM pH 5.0, verde
para acetato sddico 20mM pH 4.0 y azul para glicina 20mM pH 3.0. Las lineas contindas en rojo y en
verde corresponden al mejor ajuste individual segun el modelo de dos estados (ecuacién 1.X del Apéndice
I) de los datos experimentales a pH 7.0 y pH 4.0, respectivamente. La linea recta continua en negro bajo
los datos experimentales representa la funcion tedrica C,n(T) correspondiente a una estimacion basada
en el peso molecular del tdndem (Freire 1995), mientras que la linea continua con cierta curvatura en
negro representa la funcion tedrica Cpp(T) calculada mediante la adicion de las contribuciones
individuales de cada aminoacido (Privalov & Makhatadze 1990).

general, en el tandem, las funciones C,n (T) y C,p (T) estan peor definidas que en
los dominios individuales porque la transicion es mas ancha y abarca casi todo el
intervalo de temperaturas estudiado (aproximadamente desde los 30 °C hasta los
80 °C). La funcion de C,n (T) del tdndem es lineal y, al igual que ocurria con los
dominios individuales, se caracteriza por una elevada pendiente. La funciéon C,p
(T) ha tenido que ser definida para cada pH, al igual que sucede con los dominios
independientes. Posiblemente, su variacién se debe a distintas contribuciones de
la protonacién de las cadenas laterales durante el desplegamiento. De hecho, el
valor estimado para el cambio de la capacidad calorifica de protonacion a 100 °C,
ACpprot(100 °C), es de unos de 2 kJ-K'-mol™, y esta en concordancia con la
adiciéon de los valores estimados para los dominios individuales. Ademas, se

observa que la traza calorimétrica recogida a pH 5.0 presenta un artefacto
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reproducible en torno a 60 °C, que podria deberse a eventos de agregacién parcial
originados por la proximidad de este pH al punto isoeléctrico del tandem (pliesrico =
4.88).

Para investigar el nivel de cooperatividad entre los dominios en el tandem,
en primer lugar, se ha realizado el ajuste individual de las curvas de DSC de
acuerdo con el modelo de dos estados (Apéndice |). Sin embargo, este modelo no
reproduce adecuadamente ninguno de los perfiles de C, del tandem de dominios
WW de hYap. En la Figura 4.9, se han representado los mejores resultados
obtenidos, correspondientes a las condiciones de pH 7.0 y pH 4.0 y, como se
puede apreciar, la desviacion del ajuste con el modelo de dos estados de los datos
experimentales se produce en todo el intervalo de temperatura. Este resultado es
indicativo de que el desplegamiento del tandem de estos dominios WW no se
produce como una unica unidad cooperativa. No obstante, este resultado tampoco
descarta la existencia de una cierto grado de cooperatividad entre los dominios
WW, o entre ellos y la secuencia que los conecta, que pueda inducir a una
estabilizacién entre dominios, a una orientacion espacial como la observada en el
tandem de dominios WW de Prp40 (Wiesner et al. 2002) o a otros efectos
contextuales, como por ejemplo efectos autorregulatorios (Sudol et al. 2005;
Jennings et al. 2007).

A raiz de estos resultados, en segundo lugar, hemos considerado el caso
opuesto, es decir, hemos supuesto que no hay ningun efecto cooperativo entre
ellos. En este contexto, el valor de y es 1 y su funcién de particion es
Q=(1+K4):(1+Ky), o lo que es lo mismo, la capacidad calorifica molar parcial del
tandem es equivalente a la adicién de las respectivas capacidades calorificas de
los dominios individuales (Cptandem=Cpww1+Cpww2). Para comprobar si éste es
nuestro caso hemos comparado los distintos perfiles de desnaturalizacién por DSC
en la Figura 4.10. En el Panel A, se han representado las curvas de DSC a pH 7.0
de los dominios individuales hYap-WW1 y hYap-WW2 (circulos en colores azul
oscuro y azul claro, respectivamente). Comprobamos que ambas curvas solapan
casi totalmente debido a que los dominios WW individuales presentan transiciones
muy anchas. En esta misma figura, la linea discontinua en color negro representa

la suma de los perfiles de C, de ambos dominios, y como se puede apreciar,
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Figura 4.10. Comparacion de los datos experimentales de DSC del tandem hYap-WW1-WW2 con
las curvas de DSC de los dominios WW individuales. A) Adicion de la dependencia con la temperatura
de las capacidades calorificas de los dominios WW individuales en tampoén fosfato sédico pH 7.0. Los
datos experimentales normalizados de los dominios WW individuales se muestran como circulos de color
azul oscuro para el dominio hYap-WW1 y de color azul claro para el dominio hYap-WW2. La linea
discontinua negra (---) representa la curva resultante de la adicion lineal de las curvas para los dominios
individuales. La linea continua de color rojo resulta de la adicién a la curva anterior de la contribucion a la
capacidad calorifica de cada aminoacido de la secuencia de conexién entre los dos dominios (Privalov &
Makhatadze 1990). B) Comparacion de los datos experimentales de DSC del tdndem hYap-WW1-WW2
con las curvas de DSC de los dominios WW individuales en diferentes condiciones de pH. Los circulos
corresponden a los datos experimentales empleando el mismo cédigo de colores que en la Figura 4.9.
Las lineas representan la adicién lineal de las curvas experimentales de los dominios individuales mas la
contribucion de la secuencia que los conecta para cada condicion experimental. La lineas continuas en
negro bajo los datos experimentales representan la funcion tedrica Cpn(T) y la funcion tedrica Cpp(T)
calculadas como se detalla en la Figura 4.9.

aunque no describe el perfil de DSC del tandem (circulos en color rojo) presenta
exactamente su misma forma. Si ademas, a la suma de los perfiles de DSC de los
dominios hYap-WW1 y hYap-WW2 se afiade la contribucion a la C, de la
secuencia de conexion entre los dos dominios de acuerdo con los valores
tabulados por cada aminoacido (Privalov & Makhatadze 1990), entonces la curva
resultante (la linea continua de color rojo) describe perfectamente los datos
experimentales. En el Panel B de la Figura 4.10, se ha realizado el mismo
procedimiento para las curvas obtenidas a otros valores de pH y se han obtenido
resultados similares. Los perfiles de DSC del tandem en todas las condiciones de
pH se describen adecuadamente por la adicidon de las contribuciones de los
dominios individuales mas la de la secuencia que los conecta, salvando ligeras
desviaciones para las curvas a pH 4 y pH 3. Las desviaciones podrian tener
relacion con las pequefias contribuciones a la C, debidas a la protonaciéon de

algunos residuos en la secuencia de conexion. Estas contribuciones de la
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protonacion normalmente son de pequefia magnitud respecto al cambio de C, en
el desplegamiento y no se suelen tener en cuenta. En la tabulacién de los valores
de C, por resto, tampoco se consideraron (Makhatadze & Privalov 1990; Privalov &
Makhatadze 1990).

Al comprobar que la relacion Cp tandem=Cpww1+CpwwatCp conector describe con
precision los perfiles de C, obtenidos experimentalmente para el tindem a distintos
valores de pH, podemos considerar que y vale uno y, por tanto, que ambos
dominios se comportan de manera totalmente independiente durante el
desplegamiento. En resumen, el tandem de dominios WW de hYap, no presenta
ningun tipo de cooperatividad conformacional entre los dos dominios, ni tampoco

entre ellos y la secuencia que los conecta.

4.4. Reconocimiento de ligandos naturales por el tandem de dominios WW
de hYap

Hemos planteado previamente los posibles mecanismos mediante los
cuales la presencia del segundo dominio en la isoforma hYap2 puede dotar a la
proteina de nuevas funcionalidades. En este capitulo, se ha investigado la union
de los dominios WW individuales de esta isoforma a una serie de ligandos
naturales de hYap y se ha caracterizado el equilibrio conformacional de los
dominios individuales y del tdndem. Los resultados obtenidos indican, por un lado,
que los dominios hYap-WW1 y hYap-WW2 presentan una especificidad de unién
diferente y, por otro lado, que no existe ninguna cooperatividad conformacional
entre los dos dominios en tandem durante el desplegamiento. Es interesante
sefalar que, en ocasiones, un mecanismo de modulacion mediante una
estabilizacion por la formacion de complejos supra-macromoleculares entre los
ligandos y diferentes modulos de la misma proteina también pueden tener efectos
importantes en el reconocimiento molecular de los dominios WW (Huang et al.
2000; Sudol et al. 2005; Chong et al. 2010). En el caso del tandem de dominios
WW de hYap, este tipo de interacciones también puede proporcionar una
funcionalidad diferente a la isoforma hYap2. Con el fin de investigar este
comportamiento para el tandem en la isoforma hYap2, se han realizado los

experimentos de titulacion del tandem hYap-WW1-WW2 con los cinco ligandos
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naturales Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b a 25 °C y en tampdn fosfato
sodico 20 mM, pH 7.0.
En la Figura 4.11, a modo de ejemplo, se representa la titulacion
calorimétrica del tindem hYap-WW1-WW2 con el ligando Lats1-b.
Tiempo (min)

0 50 100 150 200
T T T T T "llr"" IV(Z)

0 ' WWW“ 1)

dQ-dT" (uJd-s™)
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Figura 4.11. Titulacion del taindem hYap-WW1-WW2 con el el ligando Lats1-b. En el panel superior,
se presenta el termograma de la titulacion del tandem hYap-WW1-WW2 a 25 °C en fosfato sédico 20
mM, pH 7.0 del ligando Lats1-b (1), en el que se muestran los calores por unidad de tiempo liberados
tras la inyeccion de ligando sobre una disolucion de proteina, y el termograma de dilucién del ligando (2)
en las mismas condiciones sobre el tampoén (en rojo y desplazado en el eje para mayor claridad). En el
panel inferior, se observa la isoterma de unién correspondiente a la normalizacién de los calores
derivados de cada inyeccion, corregidos teniendo en cuenta los calores debidos a la dilucién del ligando.
Los datos experimentales se representan como circulos, mientras que la linea continua corresponde al
mejor ajuste segtin el modelo de unién de un ligando a una macromolécula con dos clases de sitios
diferentes e independientes (ecuacion IV.XI del Apédice 1V).

A raiz de los resultados obtenidos anteriormente para el estudio de los
dominios individuales, cabe esperar que el tandem reconozca estos ligandos,
aunque pueden existir algunas variaciones en el modo de reconocimiento que

afecten a la afinidad de unién. Las titulaciones del tdndem con aquellos ligandos

que unen a ambos dominios individuales, pero que muestran cierta preferencia de
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union por uno de ellos, Lats1-b y Ptch1-a, se han analizado de acuerdo con el
modelo que considera dos clases de sitios distintos e independientes (SDI,
Apéndice V), mientras que para el resto de titulaciones del tandem se ha utilizado
el modelo que tiene en cuenta sitios de union idénticos e independientes (SlI,
Apéndice lll).

Los parametros termodinamicos obtenidos a partir de estos analisis de los
experimentos de titulacién, tanto del tdandem como de los dominios WW
individuales, se han recogido en la Tabla 4 .4.

En los analisis de las titulaciones con los ligandos Lats1-a, Lats2 y Ptch1-b
(realizados con el modelo de unién SllI), el valor de n (el numero de sitios) se ha
dejado flotar durante el ajuste, obteniéndose en todos los casos valores en torno a
dos. La unica excepcion se observa para la interaccion del tdandem con el ligando
Ptch1-b, cuyo valor de n es igual a 1.23. En este caso, al estequiometria de unién
confirma que, al igual que ocurria con los dominios individuales, este ligando s6lo
es reconocido por el primer dominio WW de hYap, hYap-WW1. Posiblemente
exista una interaccién residual con el segundo dominio con una afinidad muy débil,
varios ordenes de magnitud inferior, lo que se refleja en que el numero de sitios
sea algo superior a 1. En los analisis realizados para las titulaciones de Lats2 y
Ptch1-a (segun el modelo SDI), el valor n se ha fijado en 1 para cada dominio WW
para minimizar el numero de variables ajustables en estos analisis.

En la Figura 4.12, junto a las constantes de disociacién obtenidas a partir de
las titulaciones de los dominios individuales con cada uno de los ligandos, se han
representado las constantes de disociacion correspondientes a las titulaciones del
tandem. En esta figura se observa que, en general, las constantes de disociacién
de los complejos con el tandem hYap-WW1-WW2 practicamente no varian con
respecto a las obtenidas para los dominios individuales hYap-WW1 y hYap-WW2.
Los ligandos Lats1-a y Lats2 no muestran preferencia de unidon por uno u otro
dominio en el tdndem, los ligandos Last1-b y Ptch1-a tienen mayor afinidad por
uno de los dos dominios, y el ligando Ptch1-b sélo une a uno de los dominios del
tandem. Estos resultados sugieren que, como cabia esperar a partir de los datos
de DSC, no hay ninguna clase de cooperatividad entre los dominios WW en

tandem durante el reconocimiento de estos ligandos naturales de hYap.
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Tabla 4.4. Parametros termodinamicos para la union de ligandos naturales a los dominios WW de hYap Todos los datos se han obtenido a partir del analisis mediante el
modelo de unién de un ligando a una macromolécula con “n” sitios de unién idénticos e /ndepend/entes (Sll) (ecuacion X.1lI del Apédice 1ll) o mediante el modelo de unién de
un ligando a una macromolécula con dos clases de sitios de union diferentes e /ndependlentes (SDI) (ecuacion IV.XI del Apédice 1V) de distintos experimentos de ITC con

dominios WW individuales y en tandem realizados a 25 °C en tampon fosfato sodico 20 mM pH 7.0 (mas B-mercaptoetanol 10 mM en los experimentos con el ligando Lats2).

“Dominio hYap-WW1 “Dominio hYap-Ww2
Ligandos n Kq AG,, AH,, T-ASap n Kq AG,p AH,, T-AS,p
(uM) (kJ- mol ) (kJ-moI'1) (kJ- moI ) (uM)  (kJ- moI ) (kJ- mol ) (kJ- mol )
'LATS1-a 0.96 215 -26.7 -67.0 40.3 1.09  27.0 -26.1 -76.2 50.1
NRQPPPPYPLTA
'LATS1-b 0.91 3.7 -31.0 -69.0 38.0 0.94 339 -25.6 -70.2 44.6
Dominios YQGPPPPYPKHL
'LATS2 1.05 7.1 -28.8 785 49.7 1.08 8.2 -29.1 -57.8 28.7
ww RRCPPPPYPKHL
'PTCH1-a 0.95 27.6 -26.1 -65.0 38.9 0.91 45.8 248 -65.9 411
individuales RYSPPPPYSSHS
'PTCH1-b 1.09 13.2 -27.9 -75.2 47.3 n.i. - - - -
EGLWPPPYRPRR
'LATS1-a 2.04 33.4 -25.6 -72.0 46.4
NRQPPPPYPLTA
2LATS1-b b4 4.8 -30.4 -70.8 40.4 b4 31.9 -25.7 -51.8 26.1
Tandem YQGPPPPYPKHL
'LATS2 2.02 9.2 -28.8 -68.8 40.0
dominios RRCPPPPYPKHL
’PTCH1-a b4 24.7 -26.4 -52.9 26.5 b4 474 247 -75.2 50.5
ww RYSPPPPYSSHS
'PTCH1-b 1.23 16.9 27.3 -80.2 52.9
EGLWPPPYRPRR

"Datos analizados mediante el modelo de union Sll. “Datos analizados mediante el modelo de unién SDI. n.i.: No hay interaccion. °Los errores en los ajustes por regresion no
lineal de los datos experimentales deben estimarse en torno al 5% para la entalpia de unién y al 10% para la constante de disociacion. ®El valor del nimero de sitios, n, se ha
mantenido fijo en 1 durante el andlisis de estos experimentos.
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N hyap-ww1 B hYap-WW1-WW2

Lats1-a Lats1-b Lats2 Ptch1-a Ptch1-b

Lats1-a NRQFEAIRPLTA
Lats1-b Y QGEAAANIP KHL
Lats2 RRC[ZFAFAAEP KHL
Ptch1-a RYS[JAHAHFANEISSHS
Ptch1-b EGLW#ZHIRPRR

Figura 4.12. Afinidad de unién de los ligandos naturales a los dominios individuales y en tandem
de hYap. Representaciéon en forma de barras de las constantes de disociacion para la uniéon de los
ligandos Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b al tandem hYap-WW1-WW2, junto con las
constantes de los dominios individuales, hYap-WW1 y hYap-WW2, de la Figura 4.4. Se ha empleado el
mismo cddigo de colores que en dicha figura, correspondiendo las barras de colores lisos a los dominios
individuales y las de colores rayados a los dominios en tandem. Todas las constantes se han obtenido
mediante distintos experimentos de ITC en tampdn fosfato sédico 20 mM pH 7.0 a 25 °C (en presencia
de B-mercaptoetanol 10 mM en aquellos experimentos con el ligando Lats2). Los errores asociados a las
constantes de disociacion se estiman en torno al 10 %. El asterisco indica que las constantes de
disociaciéon del tandem se han obtenido mediante el analisis con el modelo de SDI (Apéndice V),
mientras que el resto corresponden a analisis con el modelo Sll (Apéndice lll). En la parte inferior, se ha
representado un alineamiento de las secuencias de los ligandos empleados en el estudio.

En la Tabla 4.4 se recogen los cambios de energia libre para la union del
tandem hYap-WW1-WW2 con los distintos ligandos y las correspondientes
disecciones termodinamicas de estas interacciones. A partir de estos datos
podemos comparar las contribuciones entalpicas y entropicas a la afinidad de
union del tandem con las obtenidas para las interacciones de los dominios WW
individuales. En el caso de los ligandos Lats1-a y Lats2, el modelo Sl promedia el
cambio de entalpia si se compara con los valores obtenidos para las titulaciones
de los dominios individuales. En cambio, este mismo modelo Sll, obtiene valores
muy similares para las magnitudes termodinamicas determinadas para las

interacciones de Ptch1-b con el tandem (cuyo valor de n es 1.23) y de este ligando
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con el dominio hYap-WW1 (n=1.09). Por otro lado, el modelo SDI reconoce como
sitios de union diferentes los dominios WW del tdandem en sus interacciones con
los ligandos Lats1-b y Ptch1-a. Aunque este modelo proporciona una medida
realista de la afinidad de cada sitio de unién, al ser las constantes bastante
parecidas, la correlacion entre los parametros termodinamicos (AHgp y N) de ambos
sitios es elevada y no permite distinguir la energética de cada sitio. Asi, en la
interaccion de Lats1-b con el tandem, los incrementos de entalpia y entropia
correspondientes al segundo dominio WW son menores que los determinados para
el dominio individual hYap-WW2 (Tabla 4.4), mientras que, para la union del
ligando Ptch1-a al tandem, los términos energéticos estan subestimados para del
primer dominio y sobrestimados para el segundo dominio WW, en comparacion
con los parametros obtenidos para la interaccién con los dominios individuales.

En resumen, los resultados para el reconocimiento de ligandos, recogidos
en la Figura 4.11 y en la Tabla 4.4, estan en la linea de lo descrito para el equilibrio
conformacional del tdandem de dominios WW. Estos datos indican que no existe
cooperatividad entre los dominios WW en el tdndem de la isoforma hYap2 durante

la unién a los ligandos naturales que hemos seleccionado.

4.5. Implicaciones funcionales del segundo dominio WW en la isoforma
hYap2

A partir de la informacién obtenida, y teniendo en cuenta las diferentes
afinidades de los dominios WW de hYap por los ligandos estudiados, es posible
plantear ciertas hipétesis sobre el mecanismo mediante el cual la presencia o
ausencia del dominio hYap-WW2 pudiera contribuir a la regulacién funcional de las
distintas isoformas de hYap. Asi, por ejemplo, la uniéon de los dominios WW de la
forma hYap2 a los dos motivos PPxY encontrados en la quinasa de serina Last1,
sugiere que la orientacion durante la fosforilacion de algunas de las distintas
dianas de serina esta doblemente modulada por los dominios WW que presenta
esta isoforma y, por tanto, su especificidad sera diferente.

La quinasa Lats2 soélo puede ser reconocida mediante un unico motivo
PPxY (el ligando Lats2) y éste presenta una afinidad similar por los dos dominios

WW de hYap. Estos resultados sugieren que esta proteina se une indistintamente
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al primer dominio WW de cualquiera de las dos isoformas sin que se puedan
pronosticar diferencias funcionales entre ambas isoformas de hYap. Por otro lado,
la unidon al segundo dominio WW en la isoforma hYap2 podria inducir
fosforilaciones en posiciones diferentes, dotando a esta isoforma de otras
funcionalidades (Komuro et al. 2003).

Es posible que el reclutamiento citosdlico de la forma hYap2 mediante la
unién a Ptch1, presenta una complejidad mayor que el de la isoforma hYap1. Esta
ultima reconoce dos sitios de union en Ptch1 con afinidades bastante similares,
pero la otra isoforma, hYap2, presenta dos dominios WW que reconocen la
secuencia Ptch1-a con diferente afinidad y un sélo dominio (hYap-WW1) que
reconoce a Ptch1-b. Ademas, en el supuesto de que hYap2 reconozca a la vez las
dos secuencias de Ptch1, esta interaccion proteina-proteina tendria una
orientacion clara debida a las preferencias de unién de los dominios WW, lo cual
sugiere de nuevo, posibles efectos de modulacién en la funcionalidad de hYap2.

En resumen, nuestro analisis indica que la presencia de dos dominios WW
con capacidad para reconocer distintos ligandos permite modular la especificidad y
el modo de interaccion de las dos isoformas de hYap con sus distintos ligandos v,
por tanto, afadir un nivel adicional de regulacién funcional. En el contexto de la
construccion en tandem de los dos dominios WW aislados del resto de la proteina,
hemos descartado la existencia de cooperatividad entre ambos dominios, como se
ha descrito para otros dominios WW (Fedoroff et al. 2004; Jennings et al. 2007;
Ramirez-Espain et al. 2007; Huang et al. 2009; Chong et al. 2010). No obstante, es
importante tener en cuenta que efectos cooperativos adicionales podrian surgir
asociados a factores contextuales, bien originados por interacciones con ligandos
con motivos de union consecutivos en su secuencia o bien, en el contexto de
proteinas completas, originados por interacciones adicionales establecidas entre
los dominios WW vy otros elementos en la estructura de hYap. En este sentido, el
analisis del equilibrio conformacional y la unién de ligandos en construcciones mas

complejas de hYap suscitan un gran intereés.
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CAPITULO 5. Conclusiones

Capitulo 2

De la caracterizacion del equilibrio conformacional de los distintos dominios

WW, se concluya que:

1. Estos dominios pueden clasificarse como proteinas que contienen una lamina
tipo B-II.

2. El equilibrio conformacional se encuentra en el limite de lo que puede
considerarse un comportamiento cooperativo, lo que indica que la barrera que

separa los macroestados nativo y desnaturalizado es de pequefia magnitud.

Capitulo 3.

Del analisis termodinamico-estructural de la unién de ligandos L viricos al
tercer dominio WW de la ligasa de ubiquitina Nedd4 se extraen las siguientes

conclusiones:

3. El analisis termodinamico de la unién de varios dominios WW a un conjunto de
ligandos indica que el proceso esta gobernado por una fuerte componente
entalpica y penalizado por efectos de naturaleza entrdpica

4. Las secuencias de dominios L aisladas del resto de la proteina virica
reconocen de forma especifica al tercer domino WW de la ligasa Nedd4.

5. El analisis de la termodinamica de union y la caracterizacion estructural de los
complejos formados entre el dominio hNedd4-WW3 vy los ligandos HTLV1-b y
Ebola-a revelan dos modos diferentes de reconocimiento de estos ligandos
relacionados con la elevada flexibilidad conformacional del dominio hNedd4-
WWa3.
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Capitulo 4.

Del estudio de reconocimiento de ligandos naturales por el tandem de

dominios WW de hYap se obtienen las siguientes conclusiones:

6. Los cinco ligandos naturales, Lats1-a, Lats1-b, Lats2, Ptch1-a y Ptch1-b son
reconocidos por al menos unos de los dominios WW de hYap.

7. La presencia el dominio hYap-WW2 modula la especificidad de hYap, dotando
a la isoforma hYap2 de la posibilidad de establecer interacciones adicionales
de diferente naturaleza a las que puede establecer el dominio hYap-WW1.

8. Los dominios WW de hYap2 se comportan como unidades independientes,
tanto en lo que respecta a su equilibrio conformacional como al reconociminto

de ligandos.
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CAPITULO 6. Materiales y Métodos

6.1. Clonado, expresion y purificacion de los dominios WW

6.1.1. Dominios WW

Los genes que codifican los dominios WW3 y WW4 de la ligasa de
ubiquitina humana Nedd4 (cédigo P46934 de la base de datos SwissProt/TrEMBL),
los dominios WW1 y WW2 de la proteina humana Fbp11 (codigo O75400) y del
mutante L30K del dominio WW1 de Yap (Macias et al. 1996) fueron construidos en
nuestro laboratorio mediante el método de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR: Polymerase Chain Reaction) (Mullis & Faloona 1987; Ausubel 1992;
Creighton 1993) a partir de cuatro nucleétidos solapantes. La secuencia resultante
se disefid para que cada secuencia de nucledtidos que codifica los dominios WW
esté situada entre dos dianas de las enzimas de restricciéon Ncol y Hindlll como se
muestra en la Figura 6.1 para el dominio hNedd4-WW4. El producto de la PCR fue,
a continuacion, digerido por dichas enzimas y clonado en el plasmido pETM30 (G.
Stier, EMBL, Heidelberg, Alemania) que se muestra en la Figura 6.1B. La identidad
e integridad de los genes clonados fueron confirmadas mediante secuenciacion de
nucledtidos por el Servicio de Secuenciacion del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina “Lépez Neyra” del Consejo Superior de investigaciones Cientificas
(C.S.1.C), en Granada. Los genes que codifican los dominios WW1 y WW2 de Yap
o el tdndem de ambos dominios WW (cédigo P46937-2) fueron adquiridos a la
empresa GENEART AG (Regensburg, Alemania) y reclonados en el vector
pETMS30 siguiendo el mismo proceso.

Los genes de todos los dominios WW fueron expresados en células E. Coli
BL21-DE3 (NOVAGEN) como proteinas de fusion a Glutation-S-Transferasa
(GST) y a una cola de histidinas (6xHis tag) en el extremo N-terminal, con un sitio
de reconocimiento para la proteasa del mosaico del tabaco (TEV). Para su
expresion, se empled como medio de cultivo el Luria-Bertani (LB) en presencia de
kanamicina 1mM y se afadié IPTG como agente inductor hasta alcanzar una

concentracion final de 1mM, cuando la absorbancia del cultivo celular a 600 nm
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alcanzo valores entre 0.6 y 0.8. La incubacién se llevd a cabo durante toda la
noche a 37 °C.

A)
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Figura 6.1. Clonacion y expresion de dominios WW. A) Secuencia de nucleétidos completa de
hNedd4-WW4 y en cuadros de diferentes colores, los oligonucleétidos seleccionados para la produccion
del dominio mediante dos RCP: oligonucleétido 1 en rojo, oligonucleétido 2 en azul, oligonucleétido 3 en
verde y oligonucleétido 4 en amarillo. En negro se han resaltado las dianas de corte de las enzimas de
restriccion Nco | y Hind Ill. B) Representacién esquematica o mapa de los elementos presentes en los
vectores plasmidicos utilizados para el clonaje de los genes de los dominios WW. En la izquierda, se
reoresentado el mapa del plasmido bETM30. v en la derecha. el mapa del nlasmido bETM11

Las células se recogieron por centrifugacion a 7000 rpm y 4 °C durante 10
minutos (centrifuga HETTICH modelo Roto Super 40, rotor A6.9) y posteriormente
se resuspendieron en tampon fosfato sédico 50 mM, cloruro sédico 0.3 M, pH 8.0
(tampdn A); después se lisaron mediante prensa French (AMINCO) a una presion
de 1200 psi y se recogieron por ultracentrifugacion (BECKMAN Optima LE-80,
rotor 45Ti) a 30.000 rpm y 4 °C durante 30 minutos. Los dominios WW se
purificaron mediante cromatografia de afinidad a Niquel, para lo cual el
sobrenadante resultante de la centrifugacion se paso6 por una columna con 5 mL
de resina Ni-NTA (QUIAGEN) previamente equilibrada con 50 mL de tampdén A 'y
se llevaron a cabo sucesivos lavados de 50 mL con tampén A, tampén A + 20 mM
imidazol y tampdon A + 50 mM imidazol. Por ultimo, la proteina se eluyé con 30 mL

de tampdn A + 500 mM imidazol y aquellas fracciones que contenian la proteina se
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dializaron frente a tampdn A para eliminar el imidazol. A continuacién, se eliminé la
cola de histidinas en posicion N-terminal mediante una etapa de hidrélisis
controlada para lo cual la proteina purificada se incubé con la proteasa TEV a
temperatura ambiente durante 4 horas en una relacion de peso aproximada de
100:1. Los productos de la hidrélisis se sometieron a una segunda etapa de
cromatografia de afinidad en Ni-NTA, de modo que la cola de histidinas, la proteina
no hidrolizada y la propia TEV, que también posee una cola de histidinas,
quedaron retenidas en la columna mientras que la proteina libre de la cola de
histidinas se recogidé en las primeras fracciones de elucibn en ausencia de

imidazol.

Tabla 6.1. Coeficientes de extincion molar a 280 nm y pesos moleculares determinados para la los
distintos dominios WW.

Coeficiente de

Dominios WW extincion molar Peso molecular
(M cm™) (g mol™)

hNedd4-WW3 11380 5568
hNedd4-WwW4 11660 5720
hYap-Ww1 12550 5524
hYap-WW1(L30K) 12600 5539
hYap-Ww2 13960 5410
hYap-WW1-WW2 26400 12529
hFbp11-WW1 15440 5323
hFbp11-WW2 16990 5697

Las diferentes etapas de la purificacién asi como la pureza final fueron
controladas mediante electroforesis en gel de acrilamida (SDS-page) al 16 %.
Aquellas fracciones que contenian alguna impureza, se sometieron a una etapa
adicional de cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna Hi-Load
Superdex-75 26/60 (AMERSHAM BIOSCIENCIES) equilibrada en tampoén A.
Posteriormente, mediante espectrometria de masas, se comprobd la pureza de la
proteina (superior al 99 %) y se determin6é el peso molecular correcto, cuyos
valores son recogidos en la Tabla 6.1. Finalmente, las fracciones de proteina
purificada se concentraron hasta 2-3 mg-mL"", se congelaron en nitrégeno liquido y
se almacenaron a -80 °C en el mismo tampén A. En estas condiciones los

dominios WW son estables durante varios meses. El rendimiento final aproximado
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para cada purificacion fue de unos 5-10 mg de proteina por cada litro de medio de

cultivo.

6.1.2. Dominio hNedd4-WW3 enriquecido en *C y/o "N

El gen que codifica el dominio WW3 de la ligasa de ubiquitina humana
Nedd4, clonado en el plasmido pETM30, se cort6 mediante una digestion con las
enzimas de restriccion Ncol y Hindlll y se clon6 de nuevo en el plasmido pETM11
(G. Stier, EMBL, Heidelberg, Alemania) (Figura 6.1B). La expresién y purificacion
de este dominio enriquecido en *C ylo N (en dos procedimientos
independientes para obtener una muestra sélo enriquecida en N y otra
enriquecida en los dos isétopos, *C y ®N) se realizé en colaboracion con el Dr.
Francisco J. Blanco en el Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas
(CNIO, Madrid).

El dominio hNedd4-WW3 se expreso en células E. Coli BL21-DE3 con una
cola de histidinas (6xHis tag) en el extremo N-terminal y con un sitio de
reconocimiento para la proteasa TEV. Varias colonias se incubaron en LB como
preinéculos de 50 mL por cada litro de medio LB final a 37 °C durante toda la
noche para aumentar la masa celular de partida. Las células se recogieron por
centrifugacion (5000 g, 10 minutos y 4 °C), se resuspendieron y se incubaron a 37
°C en 5 litros de medio de cultivo LB en presencia de kanamicina 1mM hasta que
la absorbancia del cultivo celular a 600 nm alcanz6 valores entre 0.6 y 0.8.
Entonces, se hicieron dos lavados sucesivos con 800 mL y 500 mL de medio
minimo salino M9 preparado segun se detalla en la Tabla 6.2 con el fin de eliminar
subproductos del metabolismo de las bacterias (como lactatos, piruvatos, etc) que
pudieran afectar a su crecimiento, y se recogieron de nuevo las células por
centrifugacion. A continuacion, las células se resuspendieron, en 2 L de medio
minimo de cultivo en las proporciones que se detallan en la Tabla 6.2, compuesto
por una solucidbn salina M9, un complemento de vitaminas, algunos
oligoelementos, NH,CI como fuente de nitrégeno y 'C- 6 '*C-glucosa como
fuente de carbono (dependiendo si se expresa una muestra de proteina sencilla o
doblemente etiquetada). Entonces, las células se incubaron en el medio de cultivo
nuevo durante 1 h a 37 °C, se indujo su expresion con 1mM IPTG y se incubaron
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durante 4-5 horas a 20 °C. Después, las células fueron recogidas por

centrifugacién y resuspendidas en tampon A.

Tabla 6.2. Composiciéon en 1 L de medio minimo M9.

Medio salino M9 Vitaminas y oligoelementos Fuentes de nitrégeno y
(concentracién final) carbono
3 g KH,PO, 0.001 g mL™" Tiamina 1g "°NH,CI
6.8 g Na,HPO, 2 mM MgS0, 4g “C-glucosa
0.5 g NaCl 0.1 mM CaCl, o}
0.4 gmL" FeCl, 4g "’C-glucosa

En esta ocasion, las células fueron lisadas mediante el sistema de ultra-
filtracion Emulsiflex-C50 (Avestin, Canada) que presenta multiples ventajas frente
a otros métodos, como son: una facil limpieza, con lo que se evitan posibles
contaminaciones; un preciso control tanto de presién (en este caso, entre 15000 y
20000 psi) como de temperatura (4 °C), con lo que se evitan posibles efectos de
desnaturalizacién de la proteina sobre-expresada; y ademas, baja fragmentacién
del ADN, lo que facilita posteriores pasos de la purificacion. Posteriormente, se
procedid a la purificacion siguiendo el mismo protocolo descrito en el Apartado
6.1.1, con las siguientes excepciones: en lugar de tampdn A, en todos los pasos se
utilizé el tampén 0.5 M NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0 (Tampoén B); para la
cromatografia de afinidad a Niquel se utilizé6 una columna HisTrap FF de 5 mL en
un sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) (ambos de
AMERSHAM BIOSCIENCES) equilibrada en tampén B + 20 mM imidazol; y la
eluciéon de la proteina se realizO mediante un gradiente de concentracion de
imidazol desde 20 mM hasta 500 mM en tampon B. El rendimiento final
aproximado para las muestras de hNedd-WW3 enriquecidas en is6topos fue de
unos 4 mg de proteina por cada litro de medio de cultivo LB inicial, algo menor que
el obtenido para las proteinas no marcadas isotdépicamente. Finalmente, las
fracciones de proteina purificada se concentraron segun lo requerido en cada
experimento de RMN y se almacenaron a 4 °C mientras no fue necesaria su

utilizacion.
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6.2. Preparacion de muestras

6.2.1. Preparacion de disoluciones de proteina

Las soluciones tampodn se prepararon a partir de disoluciones de las formas
acida y basica del sistema tamponante en el 80 % del volumen final. Tras medir el
valor de pH, se enraso6 al volumen final y se volvié a comprobar nuevamente el pH
de la disolucién. Alternativamente, el tampdn se preparé a partir de su forma acida
o basica, ajustando el pH al valor deseado afiadiendo la cantidad adecuada de una
disolucién de hidréxido sédico o acido clorhidrico. Tal procedimiento se siguio, por
ejemplo, para preparar los tampones glicina, MES, Tris-HCI e Imidazol.

Las alicuotas de proteina descongeladas se dializaron frente a un volumen
de tampdn unas 500 o 600 veces mayor que el de la muestra, para lo que se
introdujeron en una membrana de didlisis de SPECTRA-POR con un tamafio de
poro de 1.0 KDa durante al menos el tiempo minimo necesario para alcanzar el
equilibrio de la dialisis (unas 8 horas) a 4° C con agitacion suave. Para asegurar
que la muestra se encuentra en las condiciones experimentales deseadas, se
realizaron sucesivas etapas de dialisis (al menos 2) con tampdén fresco. La
disolucién dializada de proteina se extrajo de la bolsa de dialisis y se filtré con un
filtro de nitrocelulosa de tamafio de poro de 0.45 um (SARSTEDT FiltroPur).

Con el fin de minimizar posibles diferencias en la composicion de las
disoluciones de proteina y ligando (ver Apartado 6.2.2), para los experimentos de
ITC, las disoluciones de proteina se prepararon a una concentracion de proteina
superior al doble de la necesaria en el experimento; de forma analoga, el tampdn
de dialisis también contenia el doble de concentracion sales del sistema
tamponante (2x) deseadas en el experimento. Las disoluciones finales a la
concentracion deseada para cada experimento se prepararon afadiendo las
cantidades necesarias proteina dializada, de agua Milli-Q y de tampén (2x) del
ultimo cambio de didlisis (practicamente sin necesidad de corregir posteriormente
el pH).

La determinacién de la concentracion de las diferentes proteinas se llevé a

cabo midiendo la absorbancia a 280 nm y empleando coeficientes de extincidon
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recogidos en la Tabla 6.1, que fueron calculados empleando el método de Gill y
von Hippel (Gill & von Hippel 1989).

6.2.2. Preparacion de las disoluciones de ligando

Los ligandos peptidicos fueron adquiridos en las casas comerciales
PEPTIDE 2.0 (Chantilly, EEUU) y SYNBIOSCI (Livermore, EEUU). En todos los
casos, los péptidos estaban acetilados y amidados en sus extremos carboxilo y
amino terminal, respectivamente; y su pureza era superior al 98 %.

Las disoluciones de ligando para los experimentos de fluorescencia se
prepararon en el momento de la realizacion del experimento pesando la cantidad
necesaria de péptido liofilizado y disolviéndola en un volumen adecuado de
tampdn de didlisis, corrigiendo posteriormente el pH. Dado que los experimentos
de ITC requieren disoluciones de ligando bastante concentradas (unos 5 mg-mL™),
éstas se prepararon a partir de una disolucion madre en agua Milli-Q de alta
concentracion, que generalmente se encuentra a un pH acido debido las sales que
acompanan a los péptidos comerciales. Las disoluciones finales a la concentracién
deseada para cada experimento se prepararon afadiendo las cantidades
necesarias de la disolucion madre, de agua y de tampodn (2x) del ultimo cambio de
dialisis, como se ha mencionado en el apartado anterior. En el caso de algunos
ligandos fue necesario corregir posteriormente el pH. Por ultimo, en todos los
casos, se comprobd espectrofotométricamente la concentracion final de la
disolucién de péptido.

Todos los ligandos utilizados contenian al menos un resto de tirosina, por lo
que sus concentraciones se determinaron, bien mediante medidas de absorbancia
a 276 nm considerando un coeficiente de extincion molar de 1450 M” c¢cm™ para
cada aminoacido de tirosina en su secuencia, o bien mediante medidas de
absorbancia a 280 nm para los péptidos Rabia y Ptch1b, que contienen un resto
triptéfano en su secuencia. Estos coeficientes de absorcién y pesos moleculares

de los ligandos se resumen en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3. Coeficientes de extincion molar a 276 nm y pesos moleculares determinados para todos
los distintos ligandos.

Coeficiente de Peso molecular
Ligandos extincién molar (g mol™)
(M*'ecm™)
p53bp2
(EYPPYPPPPYPSG) 4350 1501.2
PPPY
(PPPY) 1450 510.0
HTLV1-a
(PPPYVEPTAP) 1450 1107.1
HTLV1-b
(SDPQIPPPYVEP) 1450 1379.5
Ebola-a
(ILPTAPPEYME) 1450 1302.1
Ebola-b
(ILPTAPPEY) 1450 1041.1
Marburgo
(MQYLNPPPYADH) 2900 1465.6
Rabia
(DLWLPPPEYVPL) 6990* 1478.6
Lats1a
(NRQPPPPYPLTA) 1450 1392.0
Lats1b
(YQGPPPPYPKHL) 2900 1436.0
Lats2
(RRCPPPPYPKHL) 1450 1503.0
Ptch1a
(RYSPPPPYSSHS) 2900 14155
Ptch1b
(EGLWPPPYRPRR) 6990* 1563.7

*Son coeficientes de extincion molar a 280 nm determinados tedricamente en base a la
secuencia por el herramienta informatica ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html)

6.2.3. Preparacion de disoluciones de agente desnaturalizante (urea)

Las disoluciones de wurea empleadas en los experimentos de
desplegamiento térmico en presencia de agente desnaturalizante se prepararon a
partir de una disolucion madre concentrada de urea 9.8 M en tampon fosfato
sodico 20 mM, pH 7.0. Para ello, se peso la cantidad necesaria de urea que se
disolvio, debido al aumento de volumen que tiene lugar durante la solubilizacion,
mediante sucesivas adiciones sobre un pequeno volumen de agua Milli-Q hasta
alcanzar aproximadamente el 80 % del volumen final deseado y calentando
ligeramente para acelerar la solubilizacion, dado que estamos muy cerca de la
saturacion (10.49 M a 25 °C) (Pace 1986). Una vez comprobada la concentracion,

procedimos a purificar la disolucion de urea de los iones cianato y amonio, fruto de
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su descomposicion, afadiendo una pequefia cantidad de una resina de
intercambio i6nico, AG501-X8(D) (Biorad), que se separo por filtracion después de
30 minutos. A continuacion se anadieron las sales correspondientes para la
preparacion del tampon y se confirmé el pH. Entonces se enrasé al volumen final,
se filtré la disolucion resultante con un filtro de 0.45 ym y se comprobaron de
nuevo los valores de pH y concentracion de urea finales.

La concentracion exacta de las disoluciones de urea se determiné a partir
de la medida del indice de refraccion a temperatura ambiente (Pace 1986),
mediante un refractdmetro de mano ATAGO modelo R5000. La diferencia entre el
indice de refraccion de la disolucion de urea y el tampdn, An = Nyrea-Ntampsn, S€
relaciona con la concentracion de urea a través de la ecuacion (Warren & Gordon
1966):

[urea] (M) = 117.66(An)+ 29.753(AnY +185.56(An)’ (6.2.1)

Las disoluciones finales a la concentracién deseada, tanto de proteina
como de urea, para cada experimento se prepararon ainadiendo las cantidades
necesarias de disolucién de proteina dializada, disolucion madre de urea y de
tampon del ultimo cambio de didlisis. Posteriormente se determinaron las

concentraciones de urea y de proteina tal como se ha mencionado anteriormente.
6.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

6.3.1. Introduccion

La calorimetria diferencial de barrido (en inglés “Differential Scanning
Calorimetry”, DSC) es una técnica ampliamente utilizada para estudiar las
transiciones de fase inducidas térmicamente y los cambios conformacionales en
los sistemas biolégicos, como las proteinas, acidos nucleicos y las membranas
lipidicas (Sanchez-Ruiz 1995; Cobos et al. 2001; Dragan & Privalov 2002; Garcia-
Mira et al. 2002; Cobos et al. 2004; Ruiz-Sanz et al. 2004; Privalov & Dragan 2007;
Streicher & Makhatadze 2007; Candel et al. 2008; Varela et al. 2009; Farber et al.
2010; Morel et al. 2010). Esta técnica mide la diferencia en la capacidad calorifica

entre la muestra y las soluciones de referencia en funcién de la temperatura. A
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modo de ejemplo, en el Panel A de la Figura 6.2, se ilustra un esquema de un

bloque calorimétrico con los principales componentes de estos calorimetros.
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Figura 6.2. Fundamentos de la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). A) Sistema automatizado
de un calorimetro capilar VP-DSC de Microcal LLC y un diagrama esquematico de su bloque
calorimétrico. B) En trazo continuo negro se representa, a modo de ejemplo, la curva de capacidad
calorifica en funcion de la temperatura del domino N-terminal del represor R69 del fago 434 en acetato
sédico 20 mM a pH 4.5 (Ruiz-Sanz et al. 1999). C,n y Cpp representan las capacidades calorificas de los
estados nativo y desnaturalizado en rojo y azul, respectivamente. La T, corresponde a la temperatura de
desnaturalizacién. La curva sigmoidal en color naranja representa la funcién de la capacidad calorifica
interna (ecuacion 6.4.13). El area bajo la transicion, con rayas naranjas, corresponde al cambio total de
entalpia para la temperatura de desnaturalizacion, AHm ex, 0 entalpia calorimétrica. C) Dependencia de las
variaciones de entalpia, entropia y energia de Gibbs con la temperatura para una proteina hipotética. En
él se muestran las temperaturas de desnaturalizacion a alta y baja temperatura, T,y Tm respectivamente,
asi como Ts y la temperatura de inversion de entalpia Th.
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La capacidad calorifica se obtiene mediante la medida de la potencia
necesaria para mantener la solucion de la muestra a la misma temperatura que la
de la solucién de referencia (AT.¢), mientras la temperatura de ambos se aumenta
de forma lineal. Asi, a medida que se produce el cambio de temperatura durante
una calorimetria de barrido, la proteina en la solucion de la muestra sufre una
transicibn de una manera cooperativa. Esta transicion se relaciona con la
destruccion de numerosas pequefas fuerzas que estabilizan la estructura nativa.
Dado que este proceso suele ser endotérmico, los cambios observados en la
entalpia del sistema, como resultado de dichas perturbaciones, dan lugar a un
descenso en la temperatura. Por lo tanto, el calorimetro proporcionara energia a la
muestra para mantener su temperatura en el mismo valor que el de la solucion de
referencia. Esta energia se mide como potencia suministrada y produce la salida
de un conjunto de datos brutos de potencia en funcién de la temperatura. En los
calorimetros modernos la diferencia de potencial se convierte, mediante
calibraciones internas, en los valores molares parciales capacidad calorifica. El
posterior analisis del termograma obtenido utilizando modelos basados en la
termodinamica del equilibrio proporciona l|la caracterizacion termodinamica
completa del proceso de desplegamiento térmico de la macromolécula.

El 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 (ver Apéndice |). Otros modelos pueden suponer la existencia de
intermedios de plegamiento significativamente poblados y/o estados con diferentes
grados de asociacion (Luque et al. 2002; Martinez et al. 2011). En el Panel B de la
Figura 6.2, se ha representado un ejemplo de una endoterma del desplegamiento
térmico de una proteina con los principales parametros que pueden determinarse a
partir de un analisis calorimétrico. La temperatura del maximo del pico de la
transicion, T, corresponde a la temperatura donde el 50% de las moléculas de
proteina se encuentran desnaturalizadas en el caso de una transicién de dos
estados sin ningun tipo de proceso acoplado de asociacién o de disociacion. El
calor de la transicion o entalpia calorimétrica correspondiente a la temperatura T,

AHn, exp, €5 €l &rea de la curva de capacidad calorifica. Las lineas de base el pre-y
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post- transicion son las funciones de las capacidades calorificas dependientes de
la temperatura para el estado desplegado, C,p, y el estado nativo, C,n, de la
proteina. La diferencia entre estas funciones, AC,n.p, €s el cambio de capacidad
calorifica asociado a la desnaturalizacion de la proteina. A parir de estos
parametros obtenidos del analisis se completa la caracterizacién termodinamica
del desplegamiento mediante distintas relaciones matematicas, de acuerdo con el
modelo en equilibrio utilizado para el analisis, como por ejemplo, las representadas
en el Panel C de la Figura 6.2: el cambio de entalpia, AHn.p(T), de entropia, ASy.
o(T), la energia de Gibbs, AGn.p(T), la temperatura de maxima estabilidad, Ts, la
temperatura de inversién de la entalpia, Ty, etc.

Una descripcion mas detallada de los fundamentos y caracteristicas de esta
técnica asi como de los modelos termodinamicos mas comunes se puede
encontrar en algunas tesis doctorales desarrolladas en nuestro grupo de
investigacion (Cobos 2002; Casares 2003; Candel 2008b), y en numerosas
referencias bibliograficas (Sturtevant 1977; Privalov 1979; Privalov 1982; Mateo et
al. 1984; Cooper & Johnson 1994; Freire 1995; Sanchez-Ruiz 1995; Martinez et al.
2011).

6.3.2. Realizacion del experimento calorimétrico

Para la realizacién de todos los experimentos de DSC se han utilizado dos
calorimetros VP-DSC (Microcal LLC., Northampton, Massachusetts) (Plotnikov et
al. 1997) con diferente arquitectura de células calorimétricas: uno con células de
moneda de 0.524 mL y otro con células capilares en espiral de 137 uL (Figura
6.2A). El experimento calorimétrico se inicia llenando ambas células con el tampdn
filtrado y desgasificado procedente del ultimo cambio de la dialisis. Entonces, se
registran varios barridos de temperatura sucesivos que deben ser reproducibles y
el ultimo de ellos se guarda como linea base instrumental. Después, se llena la
célula de muestra con la disolucion de proteina desgasificada (en la célula de
referencia se mantiene la disolucién de tampon), y se realiza un primer barrido de
temperatura de la muestra manteniendo las mismas condiciones experimentales.
Posteriormente, se realiza un segundo barrido de temperatura de la muestra sin

extraer la proteina del calorimetro para comprobar la reversibilidad del proceso de
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desplegamiento. La reversibilidad depende de la temperatura final de
calentamiento. La transicion se considera que es reversible cuando, después de
calentar la muestra pasando del maximo de la transicion en dos barridos

sucesivos, se recupera al menos un 70% de la endoterma inicial.

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

Como se ha descrito anteriormente, los calorimetros modernos generan
archivos de datos experimentales como curvas de capacidad calorifica aparente de
exceso en funcion de la temperatura. Sin embargo, con el fin de obtener los
parametros correctos de la evolucion del proceso termodinamico (Tm, AHm exp,
AC, n-p, etc) es necesario realizar un tratamiento previo y las correcciones de estos
archivos de datos. El primer paso es la sustraccién de archivos de datos de la linea
base instrumental al primer y segundo barridos de temperatura de la muestra, por
lo que se obtiene la dependencia de la capacidad calorifica de la proteina con la
temperatura, y las posibles contribuciones instrumentales a la capacidad calorifica
se eliminan. Ademas, la medida se ve afectada por un tiempo de respuesta
conocido del bloque térmico del instrumento (t), al no ser instantanea la
transferencia de calor que se produce en las células del calorimétrico. La brecha
temporal entre el calor producido y la sefal registrada afecta y distorsiona los
termogramas obtenidos durante el experimento. Esta distorsion es mayor a medida
que el valor de la velocidad de barrido se incrementa. Por tanto, es importante
corregir el efecto del tiempo de respuesta del calorimetro (Lopez Mayorga & Freire
1987):

dC,, 6.3.1
Coapcor = Cpapp +T'V'# (6.3.1)

donde ves la velocidad de barrido de temperatura.
A continuacion, se expresan los datos brutos (potencia eléctrica frente a
temperatura) en términos de capacidad calorifica molar mediante la siguiente

expresion:

Cp,ap (k‘%(mol) - Cp,app (mcal \4- 18610 (k%cal)

min/ (K /min)V(L)-c(M) (6.3.2)
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donde v es la velocidad de barrido de temperatura, ¢ la concentracion de
proteinas de la soluciébn de la muestra del experimento y V el volumen del
calorimetro de la célula. Hay una diferencia de capacidad calorifica aparente entre
la linea de base instrumental y el barrido de temperatura de la muestra, debido a
las moléculas del disolvente reemplazadas por moléculas de proteina en la célula
de la muestra del calorimetro al realizar el experimento. La capacidad calorifica de
estas moléculas de disolvente desplazadas presentan un valor mucho mayor que
el de las moléculas de la muestra y por tanto esta diferencia generalmente es
negativa. Para corregir este efecto en los datos obtenidos de C,,, debidos a la

sustraccion de referencia, se obtiene la capacidad calorifica molar parcial, Cp ;:

_ 6.3.3
Cp,p - Cp,ap + ACp,ap ( )
La diferencia de capacidad calorifica aparente, AC, 4, S€ puede expresar

como:

AC,,, = AmgC, = (mp -ﬁ}cp‘s (6.3.4)

donde Ams son las moléculas del disolvente sustituidas, C,s la capacidad
calorifica del disolvente, m, la masa de la proteina en la celda calorimétrica 'y, v, y
vs los volumenes parciales especificos del disolvente y la proteina,
respectivamente. Mientras que el disolvente sea un tampdn acuoso diluido, se
pueden utilizar los valores del agua pura 1 mL-g" y 4.186 J-K'-g”, para el v y la
C,s respectivamente (Privalov & Potekhin 1986), y un valor de 0,73 gmL’ se
utiliza para v, como promedio supone para las proteinas globulares (Privalov &
Potekhin 1986; Makhatadze & Privalov 1990; Privalov & Makhatadze 1990). Por lo
tanto, para convertir el C,., obtenido de la resta de referencia en C,, la

transformacion que se utiliza es:

Cop K o)) = cp,ap(k%( mo) +0-73Py(g:mol )-4.18410° (kJ-K g ™)
(6.3.5)

donde Py, es el peso molecular de la proteina.
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Todas las operaciones de normalizacion y tratamiento previo de los datos
brutos del DSC hasta obtenerlos en unidades de capacidad calorifica molar parcial
han sido realizadas mediante el programa Origin DSC Data Analysis de OriginLab

(Microcal LLC., Northampton, Massachusetts).

6.3.4. Analisis de las trazas calorimétricas

Como se ha mencionado anteriormente, del analisis de la capacidad
calorifica molar parcial de la proteina en funcién de la temperatura de acuerdo con
un modelo de equilibrio adecuado, se obtienen los parametros termodinamicos del
proceso de desnaturalizacion térmica. 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). En el
Apéndice | se describe el desarrollo matematico completo de todas las ecuaciones
utiizadas en los analisis realizados con este modelo. Asi, las curvas
experimentales de C, se ajustaron mediante el método de minimos cuadrados no
lineales a la ecuacién I.X del Apéndice |, cuya rutina ha sido implementada en el

programa SigmaPlot (SPSS Inc):

2 1.X 6 6.3.6
(AHDZ) K, L XAC, ( )
RT2 (1+K,)

C = CP’N +

p

6.4. Dicroismo circular

6.4.1. Introduccion

La espectroscopia de dicroismo circular (Circular Dichroism, CD) es una de
las técnicas mas empleadas en el estudio de las propiedades conformacionales de
proteinas y acidos nucleicos en disolucion (Padmanabhan et al. 1999; Cobos et al.
2002; Martin-Sierra et al. 2003; Oliva & Munoz 2004). Un rayo de luz polarizado en
un plano puede considerarse formado por dos componentes polarizados
circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan

en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio 6pticamente activo,
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cada componente interactia de manera diferente con los centros quirales de las
moléculas presentes. La interaccion de la radiacién con la muestra induce un
desfase y un cambio de magnitud diferenciales en ambas componentes
circularmente polarizadas de la luz, y estos fendmenos provocan una rotacion del
plano de polarizacién en un angulo 6 y la distorsién de este plano genera una
elipse como se representa en el Panel A la Figura 6.3. La rotacion del plano y la
diferente absorcion de los componentes circularmente polarizados varian de
acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose obtener espectros de estos
fendmenos, esto es, graficas de la rotacion o elipticidad, 6, frente a la longitud de
onda.

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las
regiones del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la
radiacion electromagnética. En la region del ultravioleta cercano, los cromoforos
mas importantes son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de triptéfano,
tirosina, y fenilalanina. Ya que la asimetria de estos grupos quimicos se debe
exclusivamente a su entorno y como los residuos aromaticos generalmente se
encuentran distribuidos en toda la macromolécula, los espectros en esta region
son extremadamente sensibles a los cambios en la conformacion global de la
proteina. Los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta lejano, se deben
principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoacidos
entre si. La asimetria de estos croméforos se debe a la distribucién espacial de la
cadena principal de la proteina (angulos diedros ¢ y y), por lo tanto, las sefiales de
dicroismo circular se pueden interpretar en términos del contenido de estructura
secundaria presente, es decir, se pueden relacionar con el porcentaje de residuos
que se encuentran en las diferentes conformaciones estructurales: hélices a,
laminas B, giros B o estructuras desordenadas (Compton & Johnson 1986;
Johnson 1990). En el Panel B Figura 6.3, se representan los espectros
caracteristicos de cada una de estas conformaciones, y se pueden observar

importantes diferencias entre ellos.
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Figura 6.3. Fundamentos de Dicroismo Circular (CD). A) La luz linealmente polarizada se representa
como la superposicion (E+Ep) de luz polarizada circularmente a izquierdas (E;) y derechas (Ep) de igual
amplitud y fase. Cuando se produce una absorcion diferencial de sus componentes polarizadas se
produce la rotacién éptica o elipticidad que se define en base al angulo, 6, resultante. B) Representacién
conjunta de los espectros correspondientes a cuatro situaciones de estructura secundaria, en el intervalo

de longitud de onda comprendido entre 180 y 250 nm: Hélice a. en verde, lamina B en azul y estructura de
ovillo-desordenado o “random-coil” en rojo.

6.4.2. Obtencion de espectros de dicroismo circular

Los experimentos de CD se llevaron a cabo en un espectropolarimetro
JASCO modelo J-715 equipado con un control de temperatura del compartimento
de células (PTC-348WI).

Los espectros de CD en la region del ultravioleta lejano se registraron entre
190 nm y 260 nm a una velocidad de barrido de 50 nm min™, usando una cubeta
de 1 mm de paso de luz y una concentracion de proteina en torno a 0.3 mg mL”
(50 uM). Los espectros se realizaron a diferentes temperaturas, en un intervalo
desde 2 °C hasta 98 ° C, generalmente obteniendo un espectro cada 10 °C y otro
después del calentamiento. Antes de registrar cada espectro se dejo equilibrar la
muestra a la temperatura deseada al menos 5 minutos. Los espectros en la region
del UV-cercano se registraron entre 350 nm y 250 nm a una velocidad de barrido
de 50 nm'min”", usando una cubeta de 5 mm de paso de luz y una concentracién
de proteina en torno a 1 mg mL™ (180 uM).
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Para eliminar tanto las contribuciones de tampdén como las contribuciones
instrumentales se recogio también un espectro con el tampdn del ultimo cambio de
dialisis para cada condicion experimental que se resto al espectro de proteina. En
todos los casos se acumularon un total de 10 espectros consecutivos, numero
suficiente, en nuestro caso, para obtener una aceptable relacion sefal/ruido.

En todos los casos, las medidas de elipticidad se han normalizado a
unidades de elipticidad molar media por residuo (6urw) (grados-dmol”-cm?), para

lo cual se ha utilizado la siguiente ecuacion:

0
—-1-10-n
P

m

donde 0 es la elipticidad medida experimentalmente en milésimas de grado,
C es la concentracion de la proteina en mg-mL™, | es el paso de luz de la célula en
cm, P, es la masa 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

concentracion de mg-mL™" a dmol-cm™y la elipticidad a grados.

6.4.3. Estudio del desplegamiento térmico de dominios WW

El estudio del desplegamiento térmico mediante CD de los dominios
hNedd4-WW4, hYap-WW1(L30K), hFbp11-WW1 y hFbp11-WW2 se ha llevado a
cabo, por una parte a diferentes condiciones de pH vy, por otra, en presencia de
urea, registrando los cambios de elipticidad observados en la region del ultravioleta
lejano, a una longitud de onda de 230 nm, variando linealmente la temperatura de
la muestra en un intervalo de 2 a 98 °C. El desplegamiento del dominio hNedd4-
WW4, ademas, se ha monitorizado en esta regién a 203 nm, y en el ultravioleta
cercano a 260 nm. En todos los casos la velocidad de barrido de temperatura
empleada ha sido de 1.5 °C-min™".

El procedimiento experimental fue el mismo para todo el estudio (tanto
muestras de proteina como blancos con el tampdn correspondiente). En primer
lugar, se disminuyo la temperatura hasta 2 °C en el instrumento registrando un
espectro previo antes de comenzar el barrido de temperatura hasta 98 °C,

temperatura a la que se registré6 otro espectro. A continuacién, se enfrid
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rapidamente hasta 2 °C para reducir la irreversibilidad causada por los fendmenos
de oligomerizacion que tienen lugar a alta temperatura una vez se encuentra la
proteina en el estado desnaturalizado. En estas condiciones, se registro entonces
un espectro para comprobar la reversibilidad del proceso de desplegamiento,
mediante la comparacion de éste con el espectro registrado antes de comenzar el
calentamiento. La senal del desplegamiento térmico seguido mediante CD se
expres6 como la diferencia entre los barridos temperatura de la muestra de
proteina y del blanco correspondiente. En todos los casos, la temperatura se
determiné mediante una sonda de temperatura en el mismo bloque térmico donde
se situd la cubeta de cuarzo, muy préxima a ella, debido a que el estrecho paso de
luz requerido para estos experimentos no permitia introducir la sonda directamente

en la cubeta.

6.4.4. Analisis de las curvas de desplegamiento térmico

En el apéndice Il se ha realizado el desarrollo matematico necesario para
seguir por CD la desnaturalizacién térmica de acuerdo con el modelo de equilibrio
de dos estados. El analisis de las curvas de CD se realiz6 mediante el ajuste por
minimos cuadrados no lineales de acuerdo con este modelo. Para ello, se ha
utilizado la ecuacion ILIX, implementada en el programa SigmaPlot version 6.10
(SPSS Inc).

[60 + My (T =T)]+ [0 + mp(T =T, )}exp{— [AH,,,(1 - TLJ - ACP,D{T,” ST+ TIn[TZJD /R-T}
" exp{_ [AH'"(1 _ ;J i AC"’{T’" o Tm(TTm/ R'T} (ILIX 6 6.4.2)

6.5. Espectroscopia de fluorescencia

9:

6.5.1. Introduccion

La fluorescencia molecular es un proceso en el cual las moléculas son
excitadas por la absorcion de radiacién electromagnética. Como se muestra en la
Figura 6.4A, las especies excitadas se relajan al estado fundamental, liberando su

exceso de energia en forma de fotones, en lo que se denomina emision de
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fluorescencia. Una vez excitada, la molécula pasa a un modo de menos energia
dentro del estado excitado (el modo vibracional) debido a un proceso de
transferencia de energia. Desde este nivel se produce la emision de un foton que
devuelve a la molécula al estado fundamental. Este foton emitido por fluorescencia
tiene menos energia que el absorbido, y por tanto, posee una frecuencia menor, es
decir se emite a mayor longitud de onda (Figura 6.4A). En muestras bioldgicas la
molécula fluorescente (fluoréforo) estd normalmente en disolucion y puede
interaccionar con otras moléculas y, como consecuencia, se pueden producir
variaciones en la emision fluorescente. En el caso de las proteinas, en general, los
aminoacidos aromaticos son capaces de emitir fluorescencia cuando son excitados
con luz ultravioleta y, en particular, el triptéfano es el que tiene un rendimiento
cuantico mayor.

La fluorescencia de proteinas puede emplearse para el estudio de procesos
de union de ligandos a las proteinas gracias a la alta sensibilidad del triptéfano a
los cambios en su entorno proximo, de tal manera que se pueden observar
cambios en los espectros de emision del triptéfano. En algunas ocasiones, dichos
ligandos poseen fluorescencia propia, que puede cambiar cuando se unen a una
proteina (Daniel & Weber 1966; Anderson 1969; Anderson & Weber 1969; Condie
& Quay 1983). Sin embargo, el proceso de unién de ligandos se puede seguir aun
cuando éstos carezcan de fluorescencia propia, ya que la uniéon de ligandos a
proteinas normalmente induce cambios en la estructura tridimensional de las
mismas que, si suponen una alteracion del entorno de algun fluoréforo, provocaran
cambios en los espectros de fluorescencia. Todos estos cambios en la emisioén de
fluorescencia a una longitud de onda determinada, pueden emplearse para
obtener informacién sobre la constante de union.

En nuestro caso, las medidas de fluorescencia realizadas sirvieron para
obtener una estimacion inicial de la constante de disociacion (Ky) de los diferentes
ligandos peptidicos a los diferentes dominios WW, lo que nos fue de gran utilidad
para el disefio de los experimentos de titulacion calorimétrica. En estos
experimentos de fluorescencia, se siguieron las variaciones en la intensidad de
fluorescencia y el desplazamiento del maximo de longitud de onda del espectro de

fluorescencia. Por otro lado, durante la caracterizaciéon termodinamica del dominio
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hNedd4-WW4 también se monitoriz6 el cambio en la fluorescencia durante la
desnaturalizacién térmica de este dominio, como se ilustra en el Panel B de la
Figura 6.4. En ambos casos, las medidas de fluorescencia se realizaron en un
espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian Inc) equipado con un sistema peltier de

control de temperatura utilizando una cubeta cuadrangular de 1 cm de paso de luz.
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Figura 6.4. Fundamentos de la espectroscopia de fluorescencia. A) Fendmeno de la emisién de
fluorescencia en proteinas. A la izquierda, diagrama de energia que representa la absorcion de un foton
por una molécula en el estado fundamental y su posterior emisién de fluorescencia desde el estado
excitado. A la derecha, los correspondientes espectros de absorcidon y emisiéon. B) Experimentos de
desnaturalizacion térmica seguida por emisién florescencia a dos longitudes de onda diferentes: 344 nm
(en circulos negros) y 355 nm (en circulos rojo). En el recuadro, los espectros de fluorescencia a
diferentes temperaturas del dominio: a 10 °C antes de calentar (en linea negra), a 100 °C (en linea roja) y
a 10 °C después de calentar (en linea azul). C) Experimento de titulacion de una proteina con un ligando
seguido por emision florescencia. Arriba, se representan los espectros de emision recogidos durante la
titulacion, y abajo, la curva de titulacion resultante de la representacion del centro de masas (w) de cada
espectro frente a concentracion total de ligando afadido. En rojo se muestra el ajuste de la curva de
titulacion a un modelo de unién.
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6.5.2. Experimento de desplegamiento térmico seguido por fluorescencia

El estudio del desplegamiento térmico mediante fluorescencia del dominio
hNedd4-WW4 se ha realizado unicamente a pH 7.0, de forma analoga a como se
ha descrito para la desnaturalizacion térmica seguida por CD: se recogen
espectros a 10 °C, a 100 °C y de nuevo a 10 °C después de enfriar una vez
terminado el barrido de temperatura para comprobar la reversibilidad. El rango de
temperatura escogido fue entre 10 y 100 °C, la velocidad de barrido fue de 1.5 °C
min”’ y los tiempos de espera antes de registrar cada espectro fueron de 5
minutos. Los espectros y el barrido de temperatura se recogieron tanto con la
muestra a una concentracion de 20 uM como con el tampon para luego restarlo
(blanco). La excitacidén de la muestra se realizé a una longitud de onda de 298 nm
y 5 nm de ancho de rendija. Los espectros se registraron con 5 nm de anchura de
rendija a longitudes de onda comprendidas entre 305 y 500 nm y la
desnaturalizacién térmica se siguié simultaneamente a dos longitudes diferentes, a
344 nm donde se encuentra el maximo de fluorescencia de la proteina nativa y a
355 nm donde se encuentra el maximo tedrico para el grupo indol del triptéfano en
disolucion. La intensidad de fluorescencia se normalizé por la concentracién de
proteina total en la cubeta (Mr) y se representaron las curvas de desnaturalizacién
seguidas a distintas longitudes de onda frente a la temperatura como se puede
observar en la Figura 6.4 B. Ambas curvas se analizaron mediante un ajuste por
minimos cuadrados de acuerdo con el modelo de dos estados de forma analoga a
los experimentos de desnaturalizacion térmica seguidos por CD, haciendo uso de

la ecuacién I.IX 6 6.4.2 del Apéndice IlI.

6.5.3. Experimento de titulacién proteina-ligando mediante espectroscopia de

fluorescencia

Para determinar las diferentes constantes de disociacion (Ky) se realizé una
serie de experimentos de titulacidon por adicion de volumenes variables de
disoluciones de los diferentes péptidos sobre disoluciones de los dominios WW.

Como se ha descrito en el Apartado 6.2, estas titulaciones implicaron la
preparacion de dos disoluciones, una disolucion de proteina 20 uM y otra de

ligando con una concentraciéon final entre 1.2 mM y 4 mM, ambas en tampodn
196



Materiales y Métodos

fosfato sddico 20 mM a pH 7.0. Inicialmente se introdujeron 120 L de la disolucion
de proteina en una cubeta de cuarzo para fluorescencia, de 3 mm de paso de luz.
Después se atempero la muestra a 25 °C durante 5 minutos en el instrumento, y se
recogid un espectro de la proteina libre. Sobre esta disolucién inicial se
adicionaron progresivamente, mediante el uso de distintas jeringas Hamilton de
alta precision, volumenes crecientes (entre 0.5 y 25 L) de la disolucion de ligando.
Tras cada adicion de ligando, la disolucion de muestra se agité para conseguir su
homogeneizacion y posteriormente se registraron los espectros de emision de
fluorescencia entre 305 y 500 nm. Para el analisis de las curvas de fluorescencia
es necesario tener en cuenta la fluorescencia intrinseca del ligando debida a la
presencia de restos de tirosina en su secuencia. Para ello se registraron espectros
correspondientes a las mismas adiciones de ligando sobre el mismo volumen
inicial de disolucién de tampdn que se restaron a cada espectro equivalente de la
titulacion proteina-ligando. Todos los espectros se registraron a 25 °C, utilizando
una longitud de onda de excitacion de 298 nm, y anchos de rendijas de excitacion

y emision de 5 nm.

6.5.4. Analisis de un experimento de titulacion mediante espectroscopia de

fluorescencia

Una vez corregida la contribucion del ligando libre, cada espectro se
normalizd por la concentracion de proteina total en la cubeta (My), teniendo en
cuenta la dilucion de ésta tras cada adicidén de ligando. De este modo, la sefial de
intensidad de fluorescencia en cada medida del experimento de titulacion viene

dada por la ecuacion:

F _F (6.5.1)
' M

T

=F,+(F, -F,) -6 =F,+AF-0,

donde F;, se refiere a la intensidad de fluorescencia corregida por la
fluorescencia debida al ligando y normalizada por la concentracién total de
proteina; Fy a la intensidad de fluorescencia de la proteina libre; Fy. a la
intensidad de fluorescencia del complejo ML, y ©; a la fraccion de saturacion en

cada punto de la titulacion, que se define como:
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o _ (Ko +M; T ) (K + My + L =AM, Ly

6.5.2
, > (6.5.2)

donde My y Lt son las concentraciones totales de proteina y ligando
respectivamente.
Sustituyendo 6.5.2 en 6.5.1 se obtiene la ecuacidon correspondiente al

modelo de union a un unico sitio, al cual se ajustaron los datos experimentales:

My + Ly +Ky)=(Ky + My + L, F —4-M, L,
2. M,

F, :FM+(FM _FM)'

in

(6.5.3)

Ademas de producirse un cambio en la intensidad de fluorescencia se
observo que para algunos ligandos tiene lugar un desplazamiento en la longitud de
onda del maximo de emision. En estos casos, para poder analizar adecuadamente
los datos experimentales se utilizé el centro de masas espectral (Mohana-Borges

et al. 1999), el cual se define como:

> @, F (6.5.4)
2R

donde @ es el centro de masas en nimeros de onda (cm™) y F; es la

o =

fluorescencia emitida para cada niumero de onda @ ;. Empleando este método de
analisis se consideran simultaneamente tanto los cambios en la intensidad como
los desplazamientos en longitud de onda del maximo de emision tras cada adicion
de ligando. La representacion del centro de masas @ frente a la concentracién de
ligando total en la cubeta (Lt) proporciona la curva de unién como la mostrada en
el Panel C de la Figura 6.4, cuyo ajuste por regresiéon no lineal de minimos

cuadrados empleando la ecuacién 6.5.3 (siendow =F,,), permite determinar el

valor de la constante de disociacion (Ky).
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6.6. Calorimetria isotérmica de titulacion (ITC)

6.6.1. Introduccion

La calorimetria isotérmica de titulacion (Isothermal Titration Calorimetry,
ITC) es una técnica que mide directamente el calor liberado o absorbido en
cualquier proceso de interaccion intermolecular, como es el caso de asociaciones
proteina-ligando, proteina-proteina, etc (Ladbury & Chowdhry 1996). Un
experimento de ITC es un experimento de valoracion calorimétrica de un cierto
volumen de disolucién de uno de los reactivos (normalmente macromolécula) con
cantidades controladas de otro reactivo (normalmente ligando) a presion y
temperatura constantes. Por tanto, el calor medido directamente durante la
valoracion equivale a la entalpia de dicho proceso (Wiseman et al. 1989). La
calorimetria isotérmica de titulacion permite obtener, de forma relativamente
sencilla, una caracterizacién termodinamica completa y precisa del proceso de
union. Asi, si el efecto térmico es lo suficientemente grande y la magnitud de la
constante de union adecuada, un unico experimento de ITC permite determinar la
constante de equilibrio de unién, K, el cambio de entalpia aparente de union,
AH,pp, asi como la estequiometria de la reaccion, n. Ademas, si se realizan los
experimentos a diferentes temperaturas es posible determinar el cambio en la
capacidad calorifica del proceso, AC,.

Los calorimetros de titulacion mas comunes son adiabaticos y funcionan por
compensacion del efecto térmico que tiene lugar durante la adicidon de reactivo en
la célula de muestra localizada en un entorno adiabatico (Wiseman et al. 1989). En
el Panel A de la Figura 6.5, se ilustra un diagrama general de uno de estos
instrumentos, en donde se puede observar los dispositivo termoeléctricos que
miden la diferencia de temperatura entre las células de muestra y de referencia
(AT.4) y entre cada célula y la camisa adiabatica (AT>). A medida que se produce
la reaccién en la célula de muestra se disminuye el valor de AT.1 hasta 0 mediante
el calentamiento de la célula muestra (si la reaccion es endotérmica) o de la célula
de referencia (si es exotérmica). De esta manera, se obtiene un pico caracteristico

sobre la linea base de potencia estacionaria y la integral de este potencial
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requerido para llevar AT.4 a 0 en el tiempo necesario para recobrar el equilibrio es
el calor correspondiente a cada inyeccion.

Normalmente, en un experimento de ITC, se realizan sucesivas adiciones
hasta superar la saturacion del equilibrio entre los reactantes de modo que las
ultimas adiciones no produzcan un calor significativo como se muestra en el Panel
B (arriba) de la Figura 6.5. El termograma neto se obtiene de la integracion de
cada pico individualmente, estableciendo los limites de integracion en la linea base

que precede y sigue a dicho pico (Figura 6.5B), mediante la ecuacion:

Q= [W(t)dt (66.1)

Los limites practicos para una correcta determinacion de los parametros
termodinamicos de union utilizando esta técnica vienen determinados por el
producto entre la constante de asociacion, K,, y la concentracién total de
macromolécula, [M]r: 1< K, [M]r >1000 (Wiseman et al. 1989). En el Panel C de la
Figura 6.5 se muestran las simulaciones de un experimento convencional de ITC
con adiciones de idéntico volumen para las que se han considerado cuatro
posibles valores de la constante de asociacion, 2.5x10°, 2.5x10°, 2.5x10%y 2.5x10°
M, que abarcan un intervalo desde una afinidad relativamente alta hasta una
afinidad baja (cuyo producto va K, [M]r desde 450 hasta 0.45). Como puede
observarse cuando el producto K,:[M]r esta dentro del intervalo adecuado, es facil
obtener una isoterma de unién de forma sigmoidal, adecuada para realizar un
analisis con unos errores estandar aceptables. En los casos en que el producto
Ka'[M]r se aproxima a los limites se puede tratar de optimizar la isoterma haciendo
algunas variaciones en el disefio del experimento en las concentraciones de
macromolécula total o del ligando en la jeringa, asi como en el perfil de volumenes
de inyeccion del ligando. Cuando el producto K-[M]; estad fuera del intervalo
adecuado, la solucion puede ser realizar experimentos de titulacion por
desplazamiento, en los que el ligando problema compite por el mismo sitio de
union con otro cuya interacciéon ha sido caracterizada previamente (Zhang & Zhang
1998; Sigurskjold 2000; Velazquez-Campoy & Freire 2006).
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6.6.2. Realizacion de los experimentos de ITC

Los experimentos se realizaron utilizando dos calorimetros isotérmicos de
titulacion MCS-ITC y VP-ITC (MicroCal LLC., Northampton, MA). Las disoluciones
de proteina y ligando preparadas segun los Apartados 6.2.1 y 6.2.2 fueron
filtradas, desgasificadas para evitar la formacion de burbujas y equilibradas a la
temperatura experimental. La mayoria de los experimentos se realizaron a 25 + 0.1
°C, aunque para el calculo de la capacidad calorifica de unién también se
registraron experimentos a 20 y 30 °C. El tiempo esperado para que la potencia
suministrada por el calorimetro recupere la linea base entre cada adicion fue de
450 s.

Con el fin de obtener una isoterma adecuada, previamente, diversas
simulaciones (como las mostradas en la Figura 6.5B) a partir de las constantes de
disociacion obtenidas por titulaciones seguidas mediante fluorescencia (Apartado
6.5.4) han servido para optimizar las concentraciones de macromolécula total, de
ligando en la jeringa o los perfiles de volumenes de inyeccion. Las disoluciones de
proteina en la célula de muestra con concentraciones entre 20 uM y 60 uM fueron
tituladas con ligandos con concentraciones entre 0.6 mM y 4 mM, y utilizando
generalmente un perfil de volumenes de 25 a 28 inyecciones desde 4 uL hasta 22
ML para poder definir mejor la curva de titulacion. En aquellos casos que el
producto Ky [M]r fue menor que 1, se realizaron experimentos de ITC por
desplazamiento. Para ello, se introdujo una disolucion de proteina saturada con el
ligando problema (ambas concentraciones conocidas) en la célula de muestra y se
realizo la titulacion con un ligando de afinidad moderada-alta (el ligando p53bp2)
que compitié por el sitio de unién de la macromolécula hasta que desplazd por
completo el equilibrio del primer ligando y se alcanzé nuevamente la saturacion.

Los termogramas correspondientes a los experimentos de dilucion se
obtuvieron titulando el ligando sobre la disolucion tampdn en ausencia de proteina

utilizando el mismo perfil de volumenes.
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Figura 6.5. Fundamentos de la Calorimetria Isoterma de Titulacion (ITC). A) Calorimetro Isotérmico
de Titulacién VP-ITC de Microcal LLC y un diagrama esquematico de su bloque calorimétrico con los
principales componentes. B) Experimento de titulacion de una proteina con un ligando seguido por ITC.
Arriba, se muestra el termograma de titulacion como calores por unidad de tiempo liberado tras cada
inyeccion de ligando sobre la proteina. En el recuadro se muestra la ecuacion utilizada para obtener el
calor liberado tras cada inyeccion de ligando. Abajo, la isoterma de uniéon o dependencia del calor
liberado en cada inyecciéon frente al cociente concentracion de ligando total/concentracion de proteina
total. Los cuadrados representan los datos experimentales y la linea el ajuste al modelo de "n” sitios de
unién idénticos e independientes (ecuacion 1I1.X). C) Simulaciéon del calor por mol de ligando afiadido
asociado a cada inyeccion para un experimento de ITC con los siguientes parametros experimentales:
Vc=1.347 mL; [M] inicial en célula de 1.8x10™* M; 20 inyecciones de 5 uL; [L] en la jeringa de inyeccion de
5 mM; un solo sitio de union para el ligando, n de 1 y cuatro posibles valores de la constante de
asociacion, 2.5x10°, 2.5x10°, 2.5x10% y 2.5x10° M

6.6.3. Analisis de los experimentos de ITC

Una vez corregida la linea base, el termograma neto se integra para
obtener los calores correspondientes de cada inyeccién de la titulacion, los cuales
se corrigen por los calores de dilucion del ligando y se normalizan por la

concentracion de ligando total en la célula tras cada inyeccion. Estos valores del
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calor transferido por mol de ligando afiadido (dQi/dL+;) representados frente a la
fraccion molar ([L]t/[M]r) permiten obtener la isoterma de unién (Figura 6.5B).

El analisis de las isotermas se realizO mediante el ajuste no lineal por
minimos cuadrados de acuerdo con distintas ecuaciones dependiendo del tipo de
union del ligando a la macromolécula. Todos los ajustes de las curvas a los
diferentes modelos se realizaron con el programa Origin 7.0. En los Apéndices I,
IV y V, se han recogido los desarrollos matematicos de donde derivan las
ecuaciones para el ajuste de los siguientes modelos de union:

Apéndice lll. El modelo de unién de un ligando a una macromolécula con

n” Sitios Idénticos e Independientes (SllI).

1.dQ 1.AQ _AH, |, 1+ [M],-0 - nK-[M];
Vc d[L]T Vc A[L]T 2 \/(1 + K'[M]T'9+ n'K'[M]T)2 _4_n_K2_[M]T2_0
(N.X 6 6.6.2)

siendo V. el volumen de la célula y [M]r la concentracion de macromolécula
total.

A partir del ajuste a esta ecuacion, se obtuvieron la estequiometria, n; la
constante de union en el equilibrio, K; y la entalpia aparente de asociacion, AHgpp,
directamente del ajuste de los datos experimentales.

Apéndice IV. El modelo de unién de un ligando a una macromolécula con

“m” clases de Sitios Diferentes e Independientes (SDI).

A% K- IV.VII 6 6.6.3
Q(N)=Vc-[M]{AHa KA Kl } (IV.VII 6 6.6.3)
. 1+K1'[L] P 1+K2'[L]

AQ(j) = or<j)—o(/—1)+§(

Cc

Q,(j)+Q(j _1)j (IV.XI 6 6.6.4)
2

Las ecuaciones para este modelo se han desarrollado considerando dos
clases de sitios diferentes e independientes. De modo que a partir del ajuste no
lineal de las isotermas haciendo uso de estas ecuaciones, se obtuvo la
estequiometria correspondiente para cada sitio, ny y ny; las constantes de
asociacion en el equilibrio, K1 y Ky; y las entalpias aparentes de unidén para cada
sitio, AHapp,1 Y AHapp 2.
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Apéndice V. El modelo de unién a una macromolécula (con un solo sitio de
union) de un ligando A con afinidad moderada por desplazamiento de otro B de

afinidad baja.
AQ, = VC'[M]T'{AHA'(AXMAJ — £ Xpai4) + AH (A5, — fi'XMB,i—1)}
(V.XIV 6 6.6.5)

Esta ecuacidon utilizada en el ajuste por regresion no lineal de minimos
cuadrados, requiere definir previamente las fracciones molares de las especies
formadas por la macromolécula, xwa, Xus ¥ Xu (ecuaciones V.V, V.VI'y V.VII); y el
factor de dilucion tras cada inyeccion, f; (ecuacion V.XIIl). Para el analisis con este
modelo se utilizé una plantilla para el programa Origin 7.0 que generosamente fue
ofrecida por el Dr. Sigurskjold (Universidad de Copenhague, Dinamarca)
(Sigurskjold 2000). El término Axyai — fi-Xuwa,i-1 Sera siempre positivo, de modo que
la contribucion de la unidén del ligando A al calor tendra siempre el mismo signo
que AHa. Mientras que el término Axugi — fi-Xmg .1 Sera siempre negativo, de modo
que la disociacion del ligando B del complejo MB contribuira al calor total con el
signo opuesto a AHg. El modelo de union por desplazamiento permite obtener
directamente del ajuste los parametros de union del ligando B a la macromolécula:
la constante de asociacion en el equilibrio, Kg; y la entalpia aparente de
asociacion, AHg.

Para todos los modelos utilizados, el resto de parametros termodinamicos
que caracterizan la interaccidn se obtienen haciendo uso de las ecuaciones
fundamentales AG = -RT:In(K) y AG = AH - T-AS (Jelesarov & Bosshard 1999;
Velazquez Campoy & Freire 2005).

6.7. Resolucion estructural de complejos proteina-ligando mediante

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

6.7.1. Introduccion

La Resonancia Magnética Nuclear es un fendmeno fisico basado en las
propiedades magnéticas que poseen algunos nucleos atomicos. La mayoria de

técnicas basadas en este fendmeno utilizan nucleos con numero masico impar
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como H', €™ N 0", F' y P*. Cuando estos ntcleos estan sometidos a un
campo magnético externo (Bo) y se les aplica una onda electromagnética dentro de
las frecuencias de radio, algunos de estos nucleos generan una pequefa corriente
oscilante de radiofrecuencia que puede ser detectada cuando cesa la radiacion por
una bovina. Posteriormente, esta sefial es amplificada y un ordenador genera una
grafica Voltaje/Tiempo que mediante la Transformada de Fourier es convertida en
una grafica Frecuencia/lntensidad que es lo que se conoce como el espectro de
RMN como se ha ilustrado en la Figura 6.6. En un mismo campo magnético, la
radiacién con ondas de diferente frecuencia afectan a ntcleos diferentes (H', C™,
N'®). Por ejemplo, en un campo magnético de 14,1 Tesla, una onda de 600 MHz
hara que los protones de la muestra generen una corriente oscilante de la misma
frecuencia. Mientras una radiacion de frecuencia 150,86 MHz en el mismo campo
magnético afectara a los nucleos de '*C. Siguiendo con el ejemplo del proton,
como estos nucleos se comportan como pequefios imanes, los nucleos vecinos
alteran el campo magnético al que cada proton esta sometido, por lo que en
funcién del entorno quimico, el campo magnético real (Befectivo) percibido por cada
protén es diferente. Como la frecuencia de resonancia varia con el campo
magnético, las diferencias en el Befeciivo hacen que cada protdén resuene a una
frecuencia distinta y, por tanto, que cada protén genere una sefial diferente en el
espectro. El desplazamiento de la frecuencia de resonancia de cada protén, vnucieo,
respecto a la frecuencia tedrica, Vieferencia, €S 10 que se conoce como
desplazamiento quimico, Jniceo. Para poder comparar sefales adquiridas en
espectrémetros con By distintos, es necesario dividir los desplazamientos quimicos
por la frecuencia de operacién del espectrofotdmetro correspondiente, vq. Los
valores obtenidos son muy pequefios, por lo que se suelen expresar en parte por
millon (ppm):

v

(V referencia)_1 06 (671 )

nucleo

Vo

5nucleo(ppm) =

La espectroscopia de RMN es una herramienta util para identificar regiones
de proteinas que interaccionan con ligandos y para resolver estructuras

moleculares, entre otras aplicaciones, ya que las variaciones del entorno quimico
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de los nucleos quedan reflejadas en los espectros de RMN por los cambios de sus
frecuencias de resonancia. Existe una gran diversidad de experimentos de RMN
basados en la aplicacion de diferentes secuencias de pulsos que permiten
seleccionar los nucleos observados ('"Hs conectados a 'H "N y *C en nuestro
caso). La utilizacién de la resonancia magnética nuclear en el estudio de proteinas
tiene una importante limitacion, el denominado problema del solapamiento. El gran
namero de atomos similares en una proteina hace que exista un elevado numero
de sefiales por espectro. La probabilidad de que estas estén superpuestas es muy
elevada, lo cual dificulta su identificacion. Sin embargo, mediante la utilizacién de
la espectroscopia de bidimensional (2D) y tridimensional (3D) tanto homonuclear
como heteronuclear, es posible la interpretacion de los complejos espectros de
RMN de proteinas y la obtencion de los parametros necesarios para la
determinacién de sus estructuras. Los espectros 2D se obtienen a partir de una
serie de espectros monodimensionales (1D) con una variacion sistematica de un
tiempo de la secuencia de pulsos llamado tiempo de evolucion, ty. Esta variacion
hace que los picos aparezcan en diferentes 1D y al apilar los 1D se obtiene una
segunda dimensidén como se ilustran en la Figura 6.6. Para realizar un espectro 3D
se acumula una serie de 2D a los que durante la adquisicion del experimento se
afiade un segundo tiempo de evolucién, t; (Figura 6.6)

A continuacion se presenta una relaciéon de todos los espectros de RMN
utilizados en la resolucion estructural de dos complejos formados entre el dominio
hNedd4-WW3 y dos ligandos peptidicos: el péptido HTLV1-b y el péptido Ebola-a.

Espectros monodimensionales (1D):

-"H-monodimensional:

Los espectros monodimensionales de proton son los espectros mas
sencillos. Cuando la proteina esta plegada, su espectro presenta dispersién en las
sefiales de los protones del enlace peptidico (resuenan entre 6 y 10 ppm) y
aparecen sefales por debajo de 0 ppm debido a la interaccion terciaria entre
cadenas laterales. Cuando la proteina esta desnaturalizada, la dispersién de la
sefal de los protones amida disminuye drasticamente y desaparecen las sefales

por debajo de 0 ppm debido a la pérdida de las interacciones terciarias. Ademas
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de la dispersién de la sefial de los 'H caracteristica de todas las proteinas
plegadas, los dominios WW presentan dos sefiales alrededor de 10 ppm
generadas por la amida del indol de los 2 triptéfanos caracteristicos de estos
dominios y también se han utilizado de forma estandar para comprobar que los
dominios WW estan plegados (Macias et al. 2000; Socolich et al. 2005; Jager et al.
2006). En la resolucion estructural de los complejos de hNedd4-WW3, su principal
aplicacién fue la de comprobar si la proteina estaba plegada en las diferentes
preparaciones de muestra realizadas.

Espectros bidimensionales (2D):

-°N-HSQC:

El experimento heteronuclear de 2D "N HSQC (“Heteronuclear Single
Quantum Coherence”) necesita que la proteina haya sido enriquecida
isotdpicamente en N, pues sirve para correlacionar el proton de la amida con el
nitrégeno al que estad unido. Por tanto, en estos experimentos se genera un
espectro con tantas sefiales como residuos hay en la secuencia (exceptuando las
prolinas). Ademas se observan pares de picos para las cadenas laterales con
amidas como las de glutaminas (Q), asparaginas (N), argininas (R) y triptéfano
(W). Mediante el registro de sucesivos espectros HSQC se puede seguir el cambio
en el entorno quimico de varios grupos amida a la vez. Este espectro resulta de
gran utilidad para monitorizar la interaccion con un ligando, para determinar el
efecto de la variacion de la temperatura o del pH, o para detectar simplemente si
una proteina esta plegada. En nuestro caso, estos espectros se han utilizado para
monitorizar qué residuos se ven implicados en la interaccion del dominio hNedd4-

WWS3 con cada uno de los dos ligandos.

-'H-TOCSY:

El TOCSY (“Total Correlation Spectroscopy”) es un espectro de 2D de 'H en
el que los protones conectados por enlaces covalentes generan una sefal como
resultado de la transferencia de la magnetizacion a través de los enlaces. Se dice

que estos protones estan acoplados escalarmente. Este espectro se ha utilizado
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durante la asignacién para localizar y relacionar todos los protones pertenecientes
a un mismo aminoacido.
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Figura 6.6. Fundamentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Esquema de la adquisicién de
espectros de RMN de proteinas. Después de una secuencia de pulsos adecuada para un nucleo, se hace
la Transformada de Fourier a la representacion de la diferencia de potencial frente al tiempo (to) y se
obtiene un espectro 1D en el que los nucleos afectados por la radiacion presentan diferentes frecuencias
e intensidades debido a la diferencias de sus entorno quimicos. Adquiriendo una serie de espectros 1D en
los que el t1 se incrementa en cada espectro se obtiene un espectro 2D. Se muestra una vision de la
serie de 1Ds apilados y una vision frontal del 2D en la que los picos se ven como contornos. Adquiriendo
una serie de 2D en los que el t; incrementa en cada espectro se obtiene un espectro 3D. Hay que
realizar la Transformada de Fourier en las 3 dimensiones para que todas ellas se muestren como

frecuencias (Fo, F4, F2). En verde se muestra la dimension directa (frecuencias adquiridas) y en azul y en
rojo, las dimensiones indirectas.

-'H-NOESY:

Este experimento se basa en el efecto NOE ("Nuclear Overhauser Effect").
El NOE se produce debido a una interaccion a través del espacio entre 2 nucleos
cercanos, concretamente a una distancia de hasta 5 A. En contraste con el
acoplamiento escalar (a través de enlaces), el NOE es el resultado de una

interaccion o acoplamiento dipolar (interaccion entre dipolos magnéticos a través
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del espacio). Si nos centramos en los espectros de proteinas, en el 'H-NOESY se
pueden observar todos los picos del 'H-TOCSY, ya que los protones a tres enlaces
de distancia no estan separados espacialmente por una distancia superior a 5 A.
La caracteristica mas interesante del 'H-NOESY es que se observan otras sefiales
entre protones que en la secuencia de aminoacidos son lejanos pero que debido a
la estructura secundaria y terciaria de la proteina estan situados a menos de 5 A.
Estas sefiales proporcionan la informacion principal que ha sido utilizada para

resolver los dos complejos.
Espectros tridimensionales (3D):

-CBCANH, CACB(CO)NH y CC(CO)NH:

Los experimentos 3D CBCANH, CACB(CO)NH y CC(CO)NH transfieren la
magnetizacién a través de los aminoacidos y del enlace peptidico permitiendo
observar sefales o picos de conexion entre aminoacidos consecutivos, es decir el
esqueleto polipeptidico. A modo de ejemplo, en la Figura 6.7 se muestra la
transferencia de la magnetizacion y que sefales aparecen en varios de estos
espectros. Debido a que transfieren la magnetizacion entre protones, nitrégeno y
carbono las muestras de proteina para estos experimentos deben estar
enriquecidas tanto en N como en *C. Con estos espectros se asignan las
frecuencias de todos los carbonos de una proteina y de las de los protones
enlazados a éstos.

- N-HSQC-TOCSY, "°N-HSQC-NOESY y HCCH-TOCSY:

En el experimento '°N-TOCSY-HSQC la magnetizacién se transfiere a
través de protones vecinos y mediante el heterontcleo N se incrementa la
resolucion del experimento aumentando en una dimensién 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, la magnetizacion se transfiere desde
el proton amida mediante correlaciones de tipo NOE a los protones cercanos y

para cada plano de "°N-'H se observan los NOEs intrarresiduo e interresiduo.
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En el experimento HCCH-TOCSY la magnetizacién se transfiere por toda la
cadena lateral a través de acoplamientos directos entre 'H-">C 6 "*C-"*C unidos
por un solo enlace y obtenemos los planos *C-"H para cada *C, donde se pueden
asignar los picos de cruce con los protones (Panel D de la Figura 6.7). Estos
espectros se asignaron completamente con el fin de evitar ambigliedades debidas
al solapamiento de senales y fueron de gran utilidad para completar la asignacién

del experimento bidimensional 'H-NOESY.

Figura 6.7. Experimentos tridimensionales de RMN de proteinas. Ejemplos de algunos experimentos
de ftriple resonancia usados habitualmente para la asignacion de proteinas: A) experimento
CBCA(CO)NH, B) experimento CBCANH, C) experimento CC(CO)NH y D) experimento HCCH-TOCSY.
Los distintos dipéptidos mostrados en la figura muestran las conectividades detectadas en cada
experimento (como circulos rojos) y los atomos que no se detectan (como circulos vacios), pero que se
usan para la transferencia de la magnetizacion (linea roja).

6.7.2. Adquisicion, procesado y asignacion de los espectros de RMN

Todos los experimentos de RMN fueron adquiridos a 15 °C en 2
espectrometros de RMN Bruker de 700MHz y 600MHz en la Unidad de
Espectroscopia y RMN del CNIO de Madrid en colaboracién con el Dr. Francisco J.
Blanco (actualmente, Unidad de Biologia Estructural del Centro de Investigaciéon
Cientifica BioGune, Vizcaya). Las muestras se prepararon en tampon fosfato
sodico 20 mM pH 7.0 de acuerdo con el procedimiento descrito en el Apartado 6.2,

usando concentraciones 1 mM del dominio hNedd4-WW3 y 3 mM de ligando
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HTLV1-b 6 10 mM de ligando Ebola-a en cada caso. Todas las medidas se
realizaron en tubos de RMN Shigemi Inc. que contenian 300 uL de muestra en
presencia de 25 mM DSS (&cido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonico) y 1% acida
sodica.

Para optimizar el tiempo de medida disponible en los dos espectrometros,
sblo se obtuvo un juego completo de espectros 2D y 3D para el complejo de
hNedd4-WW3 con el ligando HTLV1-b. Una vez se asigné completamente el
dominio WW en este primer complejo, se utilizé dicha asignacion del dominio para
resolver un segundo complejo de hNedd4-WW3 con el ligando Ebola-a, del que
solo se obtuvo el conjunto de espectros 2D. Para una mayor claridad, en la Tabla
6.4 se resumen los espectros registrados con cada una de las muestras
(enriquecidas en C y/o "°N), asi como la informacién que se puede obtener de

cada uno de ellos.

Tabla 6.4. Resumen de los experimentos de RMN adquiridos. Estos experimentos se ha utilizado
para asignacién y calculo de la estructura tridimensional de los complejos formados por el dominio
hNedd-WWa3.

*Experimento Muestra Correlaciones Informacién obtenida
2D
PN-HSQC ™N'H H-N Asignacion esqueleto
'H-TOCSY H H-H Asignacioén cadenas laterales
'H-NOESY 'H H-H Restricciones distancia
3D
CBCA(CO)NH N C H, N, C,, Cg Asignacion esqueleto
CACBNH >N B¢ H, N, C,, Cg Asignacioén esqueleto
CC(CO)NH >N *c H, N, C,, Cg Asignacion esqueleto
HCCH-TOCSY >N ¢ H,CH Asignacioén cadenas laterales
HCCH-NOESY "N Bc H,C,H Restricciones distancia cadenas laterales
N-TOCSY-HSQC  ™N'H H,N, H Asignacion cadenas laterales
®N-NOESY-HSQC "N 'H H,N, H Restricciones distancia

*El juego completo de experimentos 2D y 3D, sé6lo se recogieron para el complejo con el ligando HTLV1-
b. Para la estructura del complejo con el ligando del Ebola-a sélo se adquirieron experimentos 2D.

Una vez adquiridos, los espectros se procesaron con el programa TOPSPIN

(Bruker Biospin, Karlsruhe, Alemania). Para ello se realiz6 la transformada de
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Fourier de los datos brutos y se aplicé una correccion de linea base en todas las
dimensiones. Entonces se asignaron de manera secuencial los atomos del
esqueleto polipeptidico mediante los experimentos 3D CBCA(CO)NH, CBCANH y
CC(CO)NH. A continuacion, se identificaron las cadenas laterales alifaticas
mediante la combinacién de informacion procedente de los espectros 3D HCCH-
TOCSY, "°N-TOCSY-HSQC y ""N-NOESY-HSQC. Luego, se obtuvo la asignacion
los protones aromaticos a partir de la informacion procedente de espectros 2D 'H-
TOCSY y 'H-NOESY realizados tanto en agua (95% H,O y 5% D,O) como en
agua deuterada (100% D-0), concluyendo asi la asignaciéon de la proteina. Por
ultimo, combinando la informacion de los espectros 2D, 'H-TOCSY y 'H-NOESY
(Tabla 6.4), se identificaron los atomos de cada péptido asi como los NOEs
intermoleculares de cada complejo. Para la visualizacion y asignacion de los
distintos espectros se utilizé el programa XEASY (Bartels et al. 1995).

La asignacion de las sefiales de RMN de ambos complejos fue depositada
en la base de datos del BioMagResBank, BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu/), con
los numeros de acceso 16574 para el complejo con el ligando HTLV1-b y 16575

para el complejo con el ligando del Ebola-a.

6.7.3. Calculo de las estructuras

La determinacion de la estructura tridimensional de una proteina en
disolucion consiste en la obtencion de las coordenadas atdmicas compatibles con
las restricciones experimentales derivadas de los espectros de RMN. Normalmente
las restricciones utilizadas para el calculo de coordenadas son distancias
interatdmicas y una serie de angulos diedros admisibles para las distintas regiones
de la proteina de acuerdo con las diferentes estructuras secundarias presentes.
Los programas informaticos para el calculo de la estructura tridimensional de una
proteina tratan de satisfacer tantas restricciones como sea posible, asi como
determinadas propiedades generales de las proteinas como son la longitud de los
enlaces y los angulos. Haciendo uso de distintos algoritmos, estos programas
convierten las restricciones impuestas y las propiedades generales de las
proteinas en una funcion de energia y, realizando diversas iteraciones, tratan de

que el valor de esta funcién sea minimo. En el proceso se genera un conjunto de
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estructuras que convergen si los datos son suficientes y tienen la calidad
adecuada.

Las restricciones de distancia entre protones intermoleculares e
intramoleculares de ambos complejos formados por hNedd4-WW3 se obtuvieron a
partir de la integracién del volumen (o intensidad) de las sefales de correlaciéon por
el efecto NOE en los espectros 'H-NOESY mediante el programa XEASY (Bartels
et al. 1995).

Las restricciones para los angulos diedros “phi” (¢) y “psi” (v) de la cadena
principal de la proteina utilizados en el calculo se estimaron a partir de la
prediccion de la estructura secundaria de la proteina a través del indice de
desplazamiento quimico (Chemical-Shift Index; CSI) (Wishart & Sykes 1994). Este
método consiste en comparar los desplazamientos quimicos experimentales de los
nicleos 'Hy, °Cq, °Csy "*CO con los tabulados para estos en una conformacién
desordenada, de modo que se asigna un indice de +1, 0 6 -1 segun esas
diferencias sean positivas o negativas y superen en magnitud ciertos umbrales
previamente establecidos. Teniendo en cuenta los patrones de estos indices que
normalmente presentan las estructuras secundarias para cada uno de estos
nucleos, se puede identificar cuales de los residuos se encuentran formando
dichas estructuras.

Los calculos estructurales se realizaron en colaboracion con la Dra. Maria J.
Macias del Laboratorio de RMN de Proteinas del Instituto de Investigacion
Biomédicas de Barcelona. Para ello se utilizé el programa “Structcalc”
(http://maciasnmr.net/), basado en CNS (“Cristalogphy and NMR System”)
(Brunger et al. 1998), que ha sido desarrollado en este laboratorio por Pau Martin.
En este proceso se calcularon 120 modelos estructurales de acuerdo con las
restricciones correspondientes para cada complejo. De todos estos modelos, se

seleccionaron los 20 modelos de menor energia.

6.7.4. Evaluacion de las estructuras

Para analizar la calidad de las estructuras se suelen evaluar tanto la
precision de las coordenadas como la desviacion de sus angulos en términos

estadisticos.

213



Capitulo 6

La precision de las coordenadas de las estructuras se analizé mediante una
inspeccion visual de los 20 modelos de menor energia superpuestos con el
programa PYMOL (http://www.pymol.org/) y se calculé la desviacion cuadratica
media (RMSD) de las coordenadas de estos 20 modelos mediante el programa
MOLMOL (Koradi et al. 1996).

Por otro lado, también se analizaron los angulos entre los distintos
elementos de estructura secundaria de los 20 modelos de menor energia con el
programa PROCHECK-NMR (Laskowski et al. 1996). Este programa representa
los angulos diedros sobre el mapa de Ramachandran, un grafico que representa
los valores estandar de estos angulos para proteinas. PROCHECK-NMR muestra
asi las desviaciones de los angulos para los modelos analizados.

Las coordenadas de los 20 modelos derivados del calculo de la estructura
de cada complejo han sido depositadas en el “Protein Data Bank”, PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/), con los numeros de acceso 2KPZ y 2KPO para los

complejos con el péptido HTLV1-b y con el péptido del Ebola-a, respectivamente.

6.8. Calculo del potencial electrostatico de una proteina mediante el

programa DelPhi

Todos los calculos de potencial electrostatico tanto de los dominios WW
como de los péptidos que los reconocen, en distintas estructuras de complejos, se
han realizado mediante el programa DelPhi implementado en el conjunto de
aplicaciones informaticas Discovery Studio (Accelrys Inc.). El programa DelPhi
calcula la energia electrostatica basada en un potencial continuo y resolviendo
numéricamente una aproximacion de la ecuacion de Poisson-Boltzmann. Estos
célculos los realiza en dos pasos: en el primero, se realiza la estimacion de la
energia coulombiana para la proteina o el péptido. En nuestro caso se asignaron
las cargas propias de todos los atomos en el sistema de acuerdo con los
parametros del campo de fuerza CHARMm (Brooks et al. 2009). En el segundo, se
estima la energia libre de solvatacién. La energia coulombiana es la energia libre
correspondiente a la disposicion las cargas atdmicas desde el infinito a un medio
dieléctrico de constante igual a la del interior de la proteina. La energia libre de

solvatacion es la energia resultante de la transferencia de la proteina de un medio
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con una constante dieléctrica dada a un medio con una constante dieléctrica del
agua. La evaluacién de estas cantidades para la proteina y para el solvente

permite calcular la energia electrostatica.

6.8.1. Generacion de modelos estructurales

Para aquellos complejos para los que no se dispone de una estructura
obtenida experimentalmente, se decidi6 modelarla a partir de otra estructura
existente. A ser posible, se utilizd la estructura de un complejo formado con el
mismo dominio u otro muy similar. Para producir los archivos de coordenadas de
estos dominios WW se separaron de las coordenadas del ligando y se realizaron
las siguientes operaciones mediante las herramientas de disefio que contiene el
programa Discovery Studio. Con el objetivo de alterar lo menos posible la
estructura del dominio WW de estructura conocida, tan sélo se modificaron
aquellas cadenas laterales de los residuos del archivo que no coinciden en un
alineamiento de secuencia con el dominio WW problema. De forma analoga se
sustituyeron las cadenas laterales del péptido por las del que nos interesa. Por
tanto, se realizaron los calculos del potencial electrostatico de dos moléculas
independientes: la estructura del dominio WW libre y de un péptido libre; pero

ambos con la conformacién que tuvieran en el complejo.
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APENDICES

APENDICE |I. Modelo de equilibrio de dos estados utilizado para el analisis

de las trazas calorimétricas de DSC

El modelo de dos estados considera que durante el proceso de
desplegamiento de una proteina sélo existen dos estados poblados en un equilibrio

quimico, el estado nativo (N) y el estado desnaturalizado o desplegado (D):

N =D,

A continuacion se describe este modelo que ha sido el utilizado para el
analisis de los termogramas que se presentan en esta Tesis. En este tipo de
equilibrio, la constante de equilibrio aparente para el desplegamiento viene dada

por la expresion:

K, _lo] (LI)

V]

—_

La funcion de particion del sistema se define como:
q=1+K, (1.11)

A partir de la funcion de particion pueden calcularse las poblaciones de los
estados N y D:

1 (1)
q

Ko (LIV)
q
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La entalpia molar parcial del sistema sera:

(H)=xyHy + X, Hp = Hy + Xp,"AHp = Hy, + ﬁ-AHD (1.V)
q

donde AHp es el cambio de entalpia de desplegamiento, AHp = Hp - Hy. De esta

manera, la capacidad calorifica molar parcial, C,, se define como:

oH) | AH, [oK, K, [oAH,
Co {_L =Con* 1+ K, ) [ oT L " (1+KD){ oT L (1v)

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

relaciones de Kirchhoff y van’t Hoff:

oK, _ AH, _ 1 [0K, (VI
oT |, RT? K,| oT |, '
oAH, =AC, (LVIII)

oT |,
0AS, | _ AC, (LIX)
oT |, T

donde K, = exp[— ARG;)j y siendo AG,, la diferencia de energia de Gibbs entre el

estado desplegado y el nativo. Entonces, la ecuacion 6.3.10 puede escribirse como:

(1.X)
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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
funcion capacidad calorifica de una proteina desplegada, C,p(T), puede describirse
como un polinomio de segundo grado y puede estimarse a partir de su secuencia
de aminoacidos (Makhatadze & Privalov 1990; Privalov & Makhatadze 1990). Por
otro lado, la funcién que describe a la capacidad calorifica molar parcial del estado
nativo, Con(T), es practicamente lineal en el intervalo antes de la transicién
(Privalov 1989). Asi las funciones C,p, Con Y AC, pueden describirse de acuerdo

con la siguientes expresiones:

C,p=a+bT+cT? (1.X1)
C,y=d+eT (LX)
AC, =(a—d)+(b-e)T+cT? (1.X11)

Para obtener las dependencias de AHp y ASp con la temperatura integramos

las ecuaciones I.VIIl y LIX:

]
AH,(T)=AH, + ijAcp dT (1LXIV)

AC
ASH(T)=AS,, + [ —b-dT (1.XV)

Tm

donde AH,, y AS, son los incrementos de entalpia y entropia de desplegamiento
a la temperatura de la transicion (Tr), en la que xp es 0.5, AGp se anula y por lo
tanto Kp se hace igual a 1. En ese punto, el cambio de entropia, AS,, se puede

obtener segun la ecuacion siguiente:

AS, =Sllm (LXVI)
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Si integramos las ecuaciones de AHp(T) y de ASp(T) con respecto a la

temperatura, obtenemos:

m

AH, = AH_ +(a—d)-(T—Tm)+(b—;e)-(T2 —T,,f)+%-c-(T3 -T3) (LXVIN)

My o (T v 7 ya oz 72
AS, = T +(a—d) In(T ]+(b e)(T Tm)+20(T T.) (LXVII)

m

m

AG, =AH, - TAS, (LXIX)

De acuerdo con este modelo, las curvas experimentales de C, se
analizaron mediante ajustes no lineales por minimos cuadrados a la ecuacion
[.X, implementada en el programa SigmaPIlot2000 version 6.10 (SPSS Inc). Pero
antes es preciso definir las magnitudes de las que depende C, en dicha ecuacion
en funcién de la temperatura, AHp, ASp y AGp, mediante las ecuaciones |.XVII,
LXVIIly LXIX.
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APENDICE Il. Modelo de equilibrio de dos estados utilizado para el analisis

de la desnaturalizacion térmica seguida por CD

Las curvas de desplegamiento térmico se analizaron de acuerdo al modelo de
equilibrio de dos estados. Para ello, se define el equilibrio entre el estado nativo (N) y

el estado desplegado (D), de manera analoga a los datos de DSC en el apéndice I:
N=D

Es necesario definir las lineas base correspondientes a las funciones lineales

del cambio de elipticidad de los estados nativo y desnaturalizado con la temperatura,

On ) Op:

Oy = O +my(T-T,) (IL1)

Op = Opo +Mp(T—T,) (IL11)

donde T, es la temperatura de referencia (25 °C), 6n,0 Yy mn, por una parte, y 6po y mp
por otra, representan las respectivas ordenadas en el origen y pendientes. La
elipticidad total, 0, puede expresarse de acuerdo con la una combinacion lineal de las

funciones de elipticidad de los estados nativo y desplegado:
0=0,Xy+6,X, (1.1

en la que, las fracciones Xy y Xp, estan determinadas por el valor de la constante de
equilibrio, Kp, entre los dos estados definidos. Sustituyendo, se obtiene la siguiente

expresion para la elipticidad:

1 K 6, +6,K,)
6=6 +6, —L— =\On T o
"+K, P1+K, 1+Kp

(ILIV)
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A su vez, la Kp esta determinada por la diferencia de energia libre de Gibbs

entre el estado desnaturalizado y el nativo AGp(T):
K, = exp(— %j (1.V)

donde R es la constante universal de los gases ideales. Por otra parte, los cambios en
entalpia, AHp, y entropia, ASp, asociados al proceso de desplegamiento se pueden
escribir mediante las siguientes ecuaciones que tienen en cuenta su dependencia con

la temperatura,

AH,(T)=AH,, +AC,,(T -T,,) (I1.V1)

ASH(T)=AS,, +AC,, |n(TLJ (ILVII)

m

donde T, es la temperatura de transicion, en la que la poblacién del estado nativo es
igual que la poblacion del estado desnaturalizado, AH,, y ASy, son los cambios de
entalpia y entropia a la temperatura de la transicién, y AC,p es el cambio de la
capacidad calorifica del proceso de desnaturalizacion que, como aproximaciéon mas
sencilla, puede considerarse independiente de la temperatura y de la concentracién de
urea. Teniendo en cuenta que AS,, = AH, / Tn, y sustituyendo las funciones de
entalpia y entropia de desplegamiento en la ecuacién general AGp = AHp(T)-T-ASp(T),

se obtiene la siguiente expresion para la energi libre de Gibbs:

AGD(T)zAHm[1—ij—ACpD[Tm —T+T|n[Lﬂ (ILVIIN)
T ' T

m m

Finalmente, sustituyendo todos los términos de la ecuacidon Il.IV para
expresarlo en funcion del menor numero posible de parametros haciendo uso de las

expresiones IL.I, 1111, 1LV y I1.VIII, obtenemos la siguiente ecuacion para la elipticidad:
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(B + (T =T )]+ [ + mo(T - T, )}exp{— (AH,”@ _ ;j _ Ac,,p[r,,, Ty rm(TTJD /R-T}
1+ exp{— (AHm(1 - 1J - ACPD{T,” T+ Tln(Tm /R-T}
T, ' T,
(I11X)

De acuerdo con este modelo, las curvas experimentales de 6 se analizaron

0=

mediante ajustes no lineales por minimos cuadrados a la ecuacion II.IX, implementada
en el programa SigmaPlot2000 version 6.10 (SPSS Inc). Los parametros que se

obtienen de estos ajustes son On,0, M, 6p,0, Mp, Tm, AHm Yy AC,p.
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APENDICE Illl. Modelo de unién de un ligando a una macromolécula

con “n” sitios idénticos e independientes para ITC

El término “idénticos” implica la misma constante de union microscopica a
cualquiera de los “n” sitios, y el término “independientes” que la unién a un sitio
cualquiera no modifica la afinidad de los restantes. La formulacién y el desarrollo

matematico correspondiente para este modelo de union se detallan a continuacion:

M+nL = ML,

Funcion de particién de unién (Z) de los diferentes estados moleculares

accesibles del sistema:
Z=(1+K[L])" (1.1

donde K es la constante de equilibrio por sitio de unioén, [L] la concentracion
de ligando libre y n es el numero de sitios de union de la macromolécula para el

ligando.

Parametro de unién (v) o relacién de la concentracion de ligando unido,

[L]o, a la concentracion de macromolécula total, [M]y, esta relacionada con la

funcion de particion de union por:

L}y dInZ  nKIL]
Ml dIn[L] 1+K-[L]

(I11.11y

VvV =

Calor liberado o absorbido en una inyeccién cualquiera

kJ
qi = AHap(
m

1 )A(molesL, ) (1.1

b
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donde AH,, es el cambio de entalpia aparente por mol de ligando unido.

Entonces, se puede escribir como:
;= AH, V. ([L,; — Ly 4) = AH, V. (vi- M1y, = vie M1y, ) (I11LIV)

donde V, representa el volumen de la célula o volumen inicial de la muestra

y [M]r la concentracién de proteina en la célula. Considerando el volumen efectivo

de la célula, el volumen de inyeccion Vi, y la concentracion en jeringa del ligando

[L]o, se corrigen las concentraciones de macromolécula y ligando, [M]y; y [Llv;,
mediante las ecuaciones:

M, =11, , Y n.v)

c

Ly - Ve —v,-n)-[L]\;,,- 14 Vin[Lo v

Calor total acumulado después de N inyecciones:

8 - n-K-[L]
Q: . ZVc- M 'AHa . N:VC' M -AHa e ——
;q, [ ]T p -V [ ]T p1+K'[L]

((IRY1))
Durante el experimento el valor de la variable [L] no es conocida por lo que

operativamente conviene expresarla en funcion de las variables experimentales
[Llry Q:

Q
Ve -AHap

[L]1=IL]; —[L], =[L]; - (1. V)

Sustituyendo la ecuacion anterior en la ecuacion I1.VIl, y despejando Q se

obtiene una ecuacion de segundo grado, cuya solucién es:

Ve -AHap

1+ K[L], +nK M), —/(1+ KL, + KM, 2 — 4n-K2[M],-[L],

(II1IX)
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Derivando esta expresion respecto a [L]y y escribiendo el cociente
[L]+/[M]r como 6, obtendremos una expresion para el calor por mol de ligando
afiadido asociado a cada inyeccion:

1.dQ 1. AQ _AH, |, 1+ [M],-0 - nK-[M],
JA+ K M],0 + nK- ML, 2 - 40K [M],%0
(111.X)
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APENDICE IV. Modelo de unién de un ligando a una macromolécula

con “m” clases de sitios diferentes e independientes para ITC

Cada clase de sitios de union se definen como sitios diferentes (no idénticos)
e independiente de las otras clases para el mismo ligando. El término “sitios
diferentes” implica una constante microscépica en el equilibrio para cada clase
sitios, y el término “independiente” que la unién a un sitio cualquiera no modifica la
afinidad de los restantes. La formulacion y el desarrollo matematico
correspondiente para este modelo de unién, considerando que sélo existen dos
clases diferentes de sitios (m = 2), ny y ny, se describe a continuacién (Brandts et al.
1990):

Parametro de unién (v) o relacién de la concentracion de ligando unido en

cada sitio, [L],;, respecto a la concentracion de macromolécula total, [M]:

T L] T2 nK (L]
= Ml ;1+K,-'[L]

(IV.1)
Calor liberado o absorbido en una inyeccién cualquiera “j’:
m=2 kJ
=Y AH_ . -AlmolesL, . \YAl
q_, ; ap,/( mO/Lb’,- ) ( b,i ) ( )

donde AH,,; es el cambio de entalpia aparente por mol de ligando unido

para una clase de sitio, i. Entonces, se puede escribir como:
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m=2 m=2 _ _
q; = ZAHap,i'Vc'([L]b,i,j - [L]b,i,j—1) = ZAHap,i'Vc '(V/'[M]T,j - V"1'[M]T,j—1)
i=1 i=1

(IV.111)

donde V, representa el volumen de la célula o volumen inicial de la muestra
y [M]r; la concentracion de proteina en la célula en la inyeccion “”. Considerando
el volumen efectivo de la célula, el volumen de inyeccion Vj, y la concentracién en
jeringa del ligando |[L],, entonces se corrigen la concentraciones de
macromolécula, [M]r;, y ligando, [L] r;, mediante las siguientes ecuaciones:

Ve —Vin

[M] T) — [M] T,j-1 V_ (IV.IV)
(L] = (Ve —=Vin)-[L]7.i - 14 Vin-[L]o (IV.V)
Ve
Calor total acumulado después de N inyecciones:

N m=2 _ m=2 nK[L]

N) = =V M) AH vin =V [M].-Y AH 11—

Q(N) ;qj [M]; ; iV M]; ; ap. 1+ K L]
(IV.VI)

n,K,-[L] n,"K,-[L]

NY=Ve[M].|AH ——1 "4 AH —2 2 IV.VII
Q( ) [ ]T|: ap,1 1+ K1[L] ap,2 1+ KZ[L] ( )

Durante el experimento el valor de la variable [L] no es conocida por lo que

operativamente conviene expresarla en funcion de las variables experimentales

ligando unido total [L],, = [v_1+v_2]-[M]Ty el calor total acumulado Q(N):

(L1 =1L ~ (L1, =1L, — o] 2kelt] | nee L]

1+ kL] 1+ kL] (Iv-vill

Sustituyendo y ordenando se obtiene la siguiente ecuacion cubica:
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ILF +a,[L] +a,[L]+a, =0 (IV.IX)

donde se definen: a, :—%, a, =[ﬂ+&][MT]—[i+—][LT]+ 1 y
172

a, :kiJrki + (n1 +n, )[MT]— [LT]; y cuya solucion es:
1 2

L]=3A+VAZ+B° +A-VAZ+ B +C (IV.X)

ahora, las expresiones A, B y C agrupan de nuevo los términos a, b y ¢
como:

A-T 8@ & p (& &) o &
27 6 2 3 9 3

La solucién de la ecuacion cubica IV.X nos permite calcular el calor total
acumulado tras un numero dado de inyecciones. Sustituyendo en la ecuacion IV.VII
y haciendo uso de la expresién propuesta que incluye la correccion del calor
generado por la fraccion de volumen desplazado en cada inyeccion, se calculan los

calores asociados a cada inyeccion:

AQ(f)=Qr(j)—Q(j—1)+%(QT(D+§T(]_1)} (IV.XI)
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APENDICE V. Modelo de unién a una macromolécula (con un solo sitio
de unién) de un ligando A con afinidad moderada por desplazamiento de otro
B de afinidad baja

Para formular este modelo de unién por desplazamiento, se suponen dos
ligandos, A y B, que pueden unir al mismo sitio de union de una proteina, M, con
diferentes constantes de afinidad (Ka>> Kg), siguiendo el esquema:

KA
M+B 2 MB

+A 2 MA+B
KB

Es necesario asumir que la unién de dos ligandos, A y B, se produce en el
mismo sitio de union de la macromolécula, M. Entonces, se consideran los
equilibrios de unién, M+ A = MAy M + B =2 MB, con sus respectivas constantes

de asociacion:

Ka :ﬁﬁ] (V.1)
Ke =% (V.1

Sustituyendo en funcién de las constantes iniciales, [A]Jo=[MA]J+[A] y
[Blo=[MB]+[B], se obtienen:

[MA]=% (V.11
(M ]=% (V.IV)

Considerando que Ka>>Kg, durante la titulacién del ligando A sobre la
macromolécula M en presencia del ligando B, el ligando A desplazara parcialmente
al ligando B del complejo MB dependiendo de los valores de sus constantes y de
[Aloy [Blo.
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Primero, se definen las fracciones molares de todas las especies que
contengan a la macromolécula como: xy = [MJ/[M]r, Xua = [MAJ[M]r, ¥ Xus =
[MB)/[M]r, donde [M]r es la concentracion de macromolécula total. Si ademas, se
escriben las relaciones molares entre las cantidades iniciales de A y B respecto de
las concentraciéon de macromolécula total, ra= [Alo/[M]r vy rs = [Blo/[M]. Y por
ultimo, si se expresan las concentraciones de A y B durante la interaccion como
productos de las constantes de asociacion ca = Ka [M]r y ¢cg = Kg [M]r. Entonces,
sustituyendo estas expresiones en las ecuaciones V.llIl y V.IV, se llega a las

siguientes expresiones para todas las especies que forma la macromolécula:

Xy +Xya +Xys =1 (V.V)
ra Xy
Xpyp = — 21— V.VI
" e, + x, V-Vl
g Xy
Xyg = ———1— V.VII
Y6 ey +x,, ( )

Sustituyendo las ecuaciones V.VIy V.VIl en la ecuacién V.V; y ordenando,

se obtiene la siguiente ecuacién cubica:

Xy +ax;, +bx,+c=0 (V.VII)
, 1 1 r,—1 rg—1 1
donde se definen: a=—+—+r,+r;—-1, b=2—+-8 4 y
Ca Cp Ca Cg  CuCp
c=- . Si se resuelve la ecuacién cubica, se encuentra la siguiente solucion
CaCp
real:

(V.IX)

M

_ 2:(va*-3b)-cos(0/3)-a
3

En la cual, 8 se puede escribir como:
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— . 3_ F-1 — .
@ = arccos 2a” —9ab-2rc (V.X)

2-(Ja? —3b)°

Una vez se determina la fraccion molar de macromolécula libre, xy, también
se conocen las fracciones molares de las otras especies que forma la
macromolécula, xwa Y Xus, despejando las ecuaciones V.Vl y V.VII.

Calor liberado o absorbido en una inyeccion: El calor liberado tras cada

inyeccion sera proporcional a los cambios en [MA] y [MB] y sus respectivas entalpias

molares de unién. Por tanto, se puede escribir como:
AQ =Ve(AH, A[MA]+ AH - A[MB]) = Ve[M],-(AH, - AX,,, + AH, AX,;5)  (V.XI)

siendo V; el volumen de la célula. Para corregir las concentraciones de

macromolécula y ligandos, se define el siguiente cambio infinitesimal:

d[X]=-=—1{X] (V.XII)

donde [X] representa la concentracidén de cualquiera de las especies. De la

integracion de la expresion anterior entre los limites: [X] y [X]i.1; ¥y Vo Y Vi; resulta:

[x] =[x]., exp(— 5—) = [X]..f (V.XII)

0
donde f;, es el factor de dilucion que permiten definir las relaciones molares
tras cada inyeccion como [A], =[A] ,(1-f);[M], =£[M],,; y[B], =f[B].,. Ahora

el calor liberado tras cada inyeccidén puede expresarse como:

AQi = VC'[M]T '{AHA‘(AXMA,:' - fi'XMA,H )+ AHB'(AXMB,:' - fi'XMB,M )} V.XIV)
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