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INTRODUCCION

Las proteinas son las macromoléculas biolégicas mas abundantes, se hallan en
todas las partes de las células constituyendo el 50% de su peso. Intervienen en
practicamente todos los procesos celulares, ejerciendo una diversidad casi
inagotable de funciones: catalizan numerosas reacciones quimicas, transportan y
almacenan otras moléculas, proporcionan apoyo mecanico y proteccion
inmunolégica, generan movimiento, transmiten impulsos nerviosos y controlan el

crecimiento y la expresion génica [1, 2].

La versatilidad, eficacia y especificidad con la que desarrollan sus tareas, hace que
las proteinas tengan importantes aplicaciones en biomedicina y biotecnologia. Las
aplicaciones terapéuticas de las proteinas estan tipicamente basadas en hormonas,
citoquinas o factores de crecimiento [3]. Otras proteinas, como las enzimas
hidroliticas, son empleadas en multiples procesos en la industria textil, alimentaria

o farmacéutica.

La mayoria de estas aplicaciones requieren alguna modificaciéon de la proteina de
interés, para mejorarla con respeto a alguna caracteristica fundamental. Esto se
debe a que las proteinas estan optimizadas para la realizaciéon de su funcion i vio,
donde operan bajo unas condiciones que rara vez coinciden con aquellas
requeridas para sus aplicaciones. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
empleados en aplicaciones terapéuticas, son de origen animal, por lo que han de
modificarse para evitar respuesta inmune en humanos [4]. Otras proteinas con
aplicaciones tecnologicas suelen estar modificadas para incrementar su estabilidad,
su solubilidad o su actividad bajo las condiciones de aplicacion. En otros casos se
ha pretendido la manipulacién de los sitios activos de las proteinas de manera que
se pueda modificar el reconocimiento molecular entre ligandos con diversos fines,
por ejemplo, para comportarse como biosensores [5]. Un objetivo mas ambicioso
aun, seria el disefio de proteinas con nuevas capacidades cataliticas (de novo) [6-9] o

incluso con nuevas estructuras no presentes en la naturaleza [10]. El disefio de

3
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enzimas que catalicen la reaccion deseada permitiria liberar las aplicaciones de las

proteinas de las limitaciones asociadas a las proteinas naturales.

La “Ingenieria de Proteinas” se encarga, normalmente realizando mutaciones, de
modificar las propiedades de las proteinas a fin de ser aplicadas en la industria
biotecnologica y biomédica. La cuestién es como encontrar las mutaciones que
provoquen la modulacion deseada en las propiedades. Metodologicamente, se han
venido aplicando dos estrategias para conseguir proteinas mejoradas con respecto

a alguna propiedad:

1) El disefio racional o computacional se vale del conocimiento teérico de los
principios basicos que rigen la relaciéon entre estructura, estabilidad y
funcion de la proteina, a partir del cual, se disefian las mutaciones que

bl bl

presumiblemente producen el efecto deseado.

Se han usado varias estrategias para la obtenciéon de proteinas estabilizadas
bajo un enfoque racional: modificando la entropia configuracional con
mutaciones de glicina a alanina o de cualquier aminoacido a prolina [11] o
mediante el diseno de puentes disulfuros [12, 13], introduciendo
interacciones entre residuos aromaticos [13-15], optimizando las
interacciones electrostaticas de la superficie proteica, estrategia en la que

nuestro grupo de investigacion tiene amplia experiencia [16, 17], etc.

En otros casos, se han diseiado computacionalmente, enzimas capaces de
catalizar procesos en sustratos no naturales [6], e incluso se han disefiado
enzimas capaces de llevar a cabo reacciones como la eliminacién de Kemp
[7] o la reacciéon de Diels-Ader [18], capacidades cataliticas que no se han

encontrado en ninguna proteina natural.

Los trabajos realizados bajo esta perspectiva, aunque notorios, son aun
escasos ya que el conocimiento necesario para aplicarla no siempre esta

disponible.
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2) Estas limitaciones, pueden ser solventadas con la evolucion dirigida i vitro.
Consiste en crear aleatoriamente una biblioteca de variantes que se
analizan conforme a la caracteristica deseada. Las variantes de la
biblioteca seleccionadas (aquellas mejoradas con respecto a la propiedad
deseada) se pueden someter a nuevos ciclos de aleatorizacion y seleccion.
Esta estrategia se ha utilizado con éxito para la obtencién de proteinas
estabilizadas [19], para aumentar actividades cataliticas o para modular la

afinidad proteina-ligando [20-22].

En principio, el éxito de los métodos de evolucion dirigida i vitro esta
asegurado siempre y cuando se disponga de un sistema eficaz de cribado
que permitan analizar bibliotecas muy grandes, condicién que no siempre

se cumple.

En algunos casos, las limitaciones que acarrea el disefio racional o la evolucién
dirigida in vitro pueden ser solventadas con la combinaciéon de ambas estrategias.
Por ejemplo, se ha utilizado el disefio racional para crear una actividad de novo con
un nivel moderado, que luego se ha incrementado sustancialmente mediante

evolucion dirigida i vitro [7, 23].

Hasta ahora hemos planteado los dos enfoques que, tradicionalmente, se vienen
empleado en ingenieria de proteinas. No obstante, existe un enfoque adicional que
se basa en la extraccién de informacion acerca de la historia evolutiva de una

proteina, a partir de la comparacién de secuencias.

Los meétodos basados en informacion evolutiva se sustentan en la premisa
de que las proteinas tal y como se encuentran en la naturaleza, son resultado de la
seleccion natural, ya que a lo largo de la evolucion han sufrido diversos cambios
para adaptarse a las condiciones que las rodean. Entender los cambios
moleculares producto de la evolucién puede aportar informacion util para guiar el
disenio de proteinas. Dentro de esta perspectiva se encuentran, entre otros, el

método de consenso [24, 25] y la resurreccion de proteinas ancestrales [26-29].

9]
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El método de comnsenso consiste en realizar, sobre un alineamiento de
secuencias, un recuento de frecuencias aminoacidicas en cada posicion. La
secuencia consenso serda aquella que contenga los aminoacidos mas habituales en

cada posicion.

A lo largo de la evolucion, las secuencias de las proteinas han ido sufriendo
mutaciones, que debido a la presencia de determinados umbrales fenotipicos que
actian como limites selectivos, han podido ser toleradas o rechazadas. Las
secuencias de proteinas actuales han sufrido esta criba. Asi que, una mutaciéon que
produzca un efecto negativo en la propiedad, sera aceptada con poca frecuencia
durante la evolucién (s6lo cuando mutaciones previas hayan aumentado
significativamente el valor de la propiedad) y, como consecuencia, aparecera con
poca frecuencia en las secuencias de las proteinas actuales. De la misma manera,
la mutaciéon que provoque un efecto positivo en la propiedad estara representada

con mayor frecuencia en las secuencias de las proteinas actuales. Véase fig 1.1.

Propiedad
i_—

\ \ \ Limite

selectivo

Tiempo evolutivo

JSig 1.1. Vanacién del valor de una propiedad de una proteina a lo largo de la evolucion. Cada
segmento representa el efecto de una mutacion en la propiedad. La linea discontiniia marca el
limute selectivo por debajo del cual la proteina no es viable. Cuando una mutacion rebaja el valor
de la propiedad por debajo del limite selectivo, la mutacion es rechazada (segmentos en rojo). Por
ello, una mutacion con un efecto negatwo, silo serd aceptada, cuando mutaciones previas hayan
aumentado significativamente el valor de la propiedad (segmento en verde). Esto hace que las
mutactones con un efecto negatwo en la propiedad se aceptardn con poca frecuencia a lo largo de la
evolucion. Cuando una mutacion tiene un efecto positivo en la propiedad, es aceptada con mayor
Jrecuencia y, por tanto, estard mds representada en las secuencias de las proteinas actuales.
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Cuando realizamos un alineamiento de la secuencia de una proteina con
secuencias de la misma proteina en otros organismos, podemos pensar que
mutaciones al aminoacido que aparece con mas frecuencia en cada posicion del
alineamiento (aminoacido consenso) presumiblemente tienen un efecto beneficioso,

en el sentido de aumentar la estabilidad o la funcién por ejemplo.

Esta metodologia ha sido utilizada exitosamente en la predicciéon de mutaciones
estabilizadoras en varias ocasiones [25, 30, 31]. Recientemente se ha demostrado
que, combinando los residuos mas frecuentes en un alineamiento sobre
tiorredoxina, se pueden optimizar de forma independiente la estabilidad y la
actividad enzimatica de la tiorredoxina. Asi que es posible su optimizaciéon bajo

ambas propiedades de forma simultanea [25].

La posibilidad de reconstruir secuencias de proteinas ancestrales mediante el
analisis comparativo de secuencias relacionadas en organismos actuales, fue
sugerida por Linus Pauling y Emile Zuckerland hace unos 50 anos [32]. Mas tarde,
el campo de la paleobioquimica que estos autores imaginaron, cobr6 vida, a
mediados de los afios noventa, gracias al crecimiento del niimero de secuencias
conocidas, al desarrollo de procedimientos estadisticos fiables para la
reconstrucciéon de secuencias ancestrales y a los avances en ingenieria genética,

que permitieron resucitar y estudiar i vitro proteinas de organismos extintos.

Desde entonces, existen algunos trabajos en los que se han resucitado proteinas
ancestrales, que aunque escasos en numero, han proporcionado una gran
informacion sobre el medio fisico que rodeaba a los organismos extintos y como
sus proteinas, y por tanto los organismos, se han ido adaptando a los cambios en
ese entorno [33]. Por ejemplo, la resurreccion de factores de elongacion de
organismos ancestros, y el estudio de su termoestabilidad, ha revelado informacion
sobre condiciones ambientales del pasado [26, 27]. Este estudio apoy6 la idea de
que los mares primitivos eran calidos y que se han ido enfriando a lo largo de la

evolucién de la Tierra, lo cual es consistente con las estimaciones de la

7
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temperatura de los mares primitivos, derivadas de los estudios de deposicion de
isotopos de oxigeno en rocas. Igualmente, estudios sobre tiorredoxinas
precambricas resucitadas, apoyan el caracter acido de los mares primitivos, que
cabe esperar del hecho de que la atmésfera primitiva posiblemente contenia una

gran proporciéon de COs [29].

Otro ejemplo de interés lo proporcionan los estudios sobre los pigmentos visuales
en arcosaurios. Los arcosaurios son reptiles que han existido desde hace mas de
200 millones de anos y que incluyen a dinosaurios, pajaros, y cocodrilos. Lo poco
que se sabe de la fisiologia de los arcosaurios primitivos proviene de restos fosiles,
y del estudio biologico de sus descendientes vivos. Recientemente, la resurreccion
de un pigmento visual de arcosaurios primitivos y su posterior estudio, ha
mostrado propiedades interesantes sobre la capacidad sensitiva visual de estos

animales de las que se deduce su capacidad de vision nocturna [34, 35].

Se puede decir, que la historia de la vida en la Tierra es una croénica escrita sobre
los estratos geologicos, el registro fosil, y los genomas de los organismos actuales.
El analisis conjunto de estos datos, proporciona una mejor comprension de como

la vida interacta con la biosfera y se adapta al cambio global.

Ademas, a medida que se han ido resucitando proteinas ancestrales, su estudio ha
revelado caracteristicas muy diferentes a las de las proteinas actuales, incluyendo
niveles incrementados de funcion en algunos casos y muy alta estabilidad [29, 36-
38]. La relevancia de este resultado se puede explicar teniendo en cuenta que
modificaciones en la secuencia de los aminoacidos de una proteina, normalmente,
dan lugar a cambios en sus propiedades. Asi, mutaciones puntuales, provocan
cambios modestos en las propiedades de las proteinas. Por el contrario, grandes
cambios en la secuencia, provocan mayores modulaciones en sus propiedades. El
estudio de proteinas ancestrales, yendo muy atras en el tiempo, permite obtener
proteinas con secuencias muy diferentes a las de sus analogas actuales (pudiéndose

llegar a incluir mutaciones en mas del 50% se la secuencia proteica). Esto nos
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permite abarcar un amplio espacio mutacional/evolutivo que presumiblemente
lleva asociado un amplio rango de modulacion en la propiedad en cuestion (véase

fig 1.2).

m= mutaciones puntuales o [. 2. Relacion entre el rango de
mutaciones multiples ., .
- modulacion en la propiedad que se explora,

== proteinas ancestrales
en funcion del nimero de mutaciones que se
realiza en la secuencia  proteica.  Con
mutaciones puntuales se produce un efecto
pequeiio en la propiedad (drea azul), con

varias mutaciones se produce un efecto un

Propiedad

poco mayor en la propiedad (drea verde) y
con grandes cambios en la secuencia de una
proteina  se alcanzan grandes rangos de

modulacion en la propiedad (drea roja).

Espacio mutacional

La ingenieria de proteinas se encarga, entre otras funciones, de encontrar las
mutaciones que provoquen un efecto deseado en las propiedades de las proteinas,
para que puedan ser utilizadas en el campo de la biotecnologia y la biomedicina.
En este sentido, la resurreccion de proteinas ancestrales puede convertirse en una
de las principales fuentes de la proxima generacion de proteinas con aplicaciones

biotecnologicas y biomédicas.

En la presente Tesis Doctoral se muestran dos lineas de investigacion, cada una de

ellas constituyen ejemplos de metodologias ttiles en ingenieria de proteinas.

En un primer bloque, hemos explorado la posibilidad de utilizar el método de
consenso para obtener variantes de Proteinas Morfogenéticas de Hueso con su
funcion biolégica mejorada. Este trabajo ha sido desarrollado en colaboracion con
el grupo de Ingenieria Tisular liderado por J.I. Lopez Lacomba (Universidad
Complutense de Madrid) y la empresa Noricum S.L..

En un segundo bloque, en el que nos valemos de la resurreccion de tiorredoxinas

ancestrales, hemos abordado el estudio de sus propiedades inusuales y hemos

9
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realizado lo que posiblemente sea el primer trabajo de ingenieria de proteinas que

toma como punto de partida una enzima ancestral resucitada.
Proteina Morfogenética de Hueso 2 (BMP-2)

La BMP-2 es un factor de crecimiento, de gran interés en el campo de la
biomedicina, por su capacidad para inducir regeneracion o6sea. Destacan entre sus
aplicaciones, las relacionadas con la fusion espinal, el tratamiento de fracturas, la

cirugia ortopédica y la cirugia oral [39-42].

Por sus aplicaciones, nos planteamos explorar la posibilidad de que el enfoque de
consenso pudiera conducir a variantes de BMP-2 optimizadas conforme a su
actividad biologica, en concreto, conforme a su capacidad para diferenciar una
linea celular mioblastica a osteoblastica. Para ello, realizamos un alineamiento de
la secuencia proteica de BMP-2 con el resto de secuencias de proteinas homologas
contenidas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL. Bajo la hipotesis de que
las mutaciones que aparezcan con mas frecuencia en cada posicion del
alineamiento, pudiesen estar relacionadas con la actividad biolégica de la BMP-2,

realizamos un analisis de consenso (fig 1.3).

i i E s
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Jig 1.3. Representacion del alineamiento de secuencias de BMP-2 con secuencias de proteinas
homélogas contenidas en la base de datos Swiss-Prot. El tamafio con el que se representa cada
aminodcido, es proporcional a la frecuencia con la que aparece en el alineamiento para cada
posicion. Asi, la secuencia consenso del alineamiento viene dada por el aminodcido de mayor
tamaiio en cada posicion. Obtenido de la pdgina web hitp://weblogo.berkeley.edu./.
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Obtuvimos variantes de BMP-2 con las mutaciones propuestas por el analisis y se
caracterizaron conforme a su actividad biologica. Para testar su actividad, se han
llevado a cabo ensayos celulares i vitro basados en la deteccion de la actividad
fosfatasa alcalina asociada al fenotipo osteoblastico inducido. Los resultados obtenidos

se muestran en la secciéon 3.1.
Tiorredoxinas ancestrales resucitadas

Como resultado de un trabajo colaborativo entre los grupos de investigacion de
Eric. A. Gaucher (Georgia Institute of Technology, Atlanta), de Julio M.
Fernandez (Universidad de Columbia, Nueva York) y de Jos¢ Manuel Sanchez
Ruiz (Universidad de Granada), muy recientemente, se han resucitado vy

caracterizado siete tiorredoxinas precambricas [29].

A partir de la construcciéon de un arbol filogenético, usando 203 secuencias de
tiorredoxinas actuales representativas de los tres dominios de la vida, Eric A.
Gaucher (Georgia Institute of Technology, Atlanta) reconstruy6 las secuencias de
tiorredoxinas ancestrales asociadas a nodos extintos del arbol. En fig 1.4 se
muestra un esquema del arbol utilizado que muestra el tiempo geologico en el que
el organismo extinto vivio [29]. Notese que las tiorredoxinas mas antiguas datan
de aproximadamente 4200 millones de afios, de manera que estas enzimas

operaban en tiempos cercanos al origen de la vida en la Tierra.

La resurrecciéon experimental de estas tiorredoxinas precambricas se realizé en
nuestro laboratorio, en Granada, donde también se llevd a cabo una
caracterizacion biofisica exhaustiva de las mismas. El estudio de la estabilidad
térmica de estas proteinas ancestrales ha mostrado que son hiper-estables,
propiedad que es muy interesante desde el punto de vista de la ingenieria de

proteinas [29].

11
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Sig 1.4. Esquema del drbol filogenético que muestra el tiempo geoldgico en el que el organismo
extinto vwid. A partir de secuencias de tiorredoxinas actuales de los tres dominios de la vida, se ha
inferido la secuencia de las tiorredoxinas asociada a los nodos indicados.

En el laboratorio de Julio M. Fernandez (Universidad de Columbia, Nueva York),
mediante Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) de molécula individual, se llevo
a cabo el estudio de la actividad enzimatica de las tiorredoxinas precambricas.
Dicho estudio revel6 que las tiorredoxinas mas antiguas presentan una mayor
actividad en condiciones acidas [29], lo que sugiere la posibilidad la utilizar la
resurreccion ancestral para modular el perfil actividad/pH de enzimas, un

objetivo de claro interés biotecnologico.

Recientemente, en colaboracion con José A. Gavira (perteneciente al Laboratorio
de Estudios Ciristalograficos del CSIC), se han resuelto las estructuras
tridimensionales de las siete tiorredoxinas precambricas, mediante cristalografia
de rayos X. Este estudi6 revelé que todas las tiorredoxinas resucitadas tenian el

mismo fold que sus analogas actuales.

Como consecuencia de todos estos trabajos, nos encontramos en una posiciéon

ideal para abordar el estudio de los factores moleculares, energéticos y evolutivos
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responsables de las caracteristicas tan inusuales que tienen estas tiorredoxinas

ancestrales.

Asi, como parte del segundo bloque de esta Tesis Doctoral, nos planteamos un
estudio detallado de los factores que determinan la muy alta estabilidad de estas
proteinas ancestrales tomando como objeto de estudio especifico la tiorredoxina
perteneciente al ultimo ancestro comtn de cianobacterias y los grupos de
deinococus y thermus (LPBCA de sus siglas en inglés), por ser la mas estable entre
las tiorredoxinas precambricas resucitadas. Los resultados de este trabajo se

muestran en la secciéon 3.2.1.

En el transcurso de estos estudios sobre la tiorredoxina de LPBCA, obtuvimos
resultados experimentales que parecian indicar una desnaturalizacién fria no
cooperativa en esta proteina y que sugerian la posibilidad de que las tiorredoxinas
ancestrales resucitadas nos pudieran permitir abordar el problema de la evolucion
de la cooperatividad. Esta posibilidad, sin embargo, no se confirmé ya que
encontramos el mismo patron en la desnaturalizacion fria de la tiorredoxina
actual de L. coli y, ademas, pudimos explicarlo en base a la lentitud de la cinética
de desplegamiento a baja temperatura. En cualquier caso, estos estudios son
relevantes para entender la desnaturalizacion fria de proteinas y se describen en el

apartado 3.2.2.

En el altimo trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral, hemos comenzado a
explorar la posibilidad de utilizar una proteina ancestral, por su hiper-estabilidad,
como punto de partida para proyectos de ingenieria de proteinas. La estabilidad
es una limitaciéon en muchos estudios de ingenieria de proteinas, en particular en
aquellos enfocados al diseno de novo. La razén es que la introduccion de
mutaciones que constituyan el sitio activo producen, normalmente, una
disminucién de la estabilidad de la proteina. Por ejemplo, recientemente se han
disenado computacionalmente enzimas con actividades de novo, que catalizan

reacciones como la eliminacién de Kemp. Gracias a la evolucion dirigida i vitro,

13
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algunas de las variantes disenadas, se optimizaron para aumentar su eficacia
catalitica [7]. Sin embargo, el disefio que presentaba mas eficiencia en la catalisis
de la reaccion de Kemp, por su baja estabilidad, no pudo ser optimizada por
procedimientos de evolucion dirigida m vitro. Por tanto, se hizo necesaria su
estabilizacion previa, para posteriormente poder ser optimizada bajo su actividad
[43]. En este sentido, las proteinas ancestrales al ser tan estables, pueden ser muy
apropiadas como punto de inicio para objetivos de ingenieria de proteinas; esta es
una posibilidad, que sin embargo, hasta donde sabemos no ha sido utilizada aun.
En este trabajo, en concreto, hemos investigado la posibilidad de redisenar el
centro activo de la tiorredoxina de LPBCA (Ia mas estable de entre las
tiorredoxinas ancestrales que hemos resucitado), de manera que el efecto de un
grupo ionizable enterrado, esencial para la catalisis enzimatica, es llevado a cabo
por un grupo expuesto al disolvente. Este trabajo se describe en la seccion 3.2.3 de

esta Tesis Doctoral.
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METODOLOGIA

2.1. Obtencion de ADN de proteinas mutantes

Se utiliz6 el método de mutagénesis dirigida quikchangeTM de STRATAGENE,

que permite realizar mutaciones en un plasmido de cadena doble (ADN-cd). El

procedimiento basico se puede resumir en:

1)

Diseno de oligonucleotidos cebadores (oligos).

Los oligos se diseniaron siguiendo las siguientes recomendaciones:

Los oligos deben ser complementarios entre si y cada uno de ellos a una de

las cadenas del plasmido.

Si definimos la temperatura de fusion del oligo Tw como la temperatura a
la cual la mitad del oligo no se encuentra unido al vector de ADN | se
deben diseiar de manera que la Ti sea superior a 75°C. La Thw de los

oligos se puede estimar con la siguiente formula:

675 _
Tm=81.5+0.41 (%GC)—W—%bases mutadas en el oligo ec.2.1

Donde N es el nimero total de bases del oligo y %GC es el tanto por

ciento de Guanidinas/Citosinas.

2)

Deben contener entre 25-45 pares de bases.
La mutacion debe encontrarse centrada.

El °%GC debe ser superior al 40% vy la secuencia del oligo debe termina en

uno o varios G/C.

Condiciones de la PCR.

Las condiciones utilizadas fueron las indicadas en el manual del QuikChange Site-

Directed Mutagenesis Kit:

La mezcla de reaccién consta de los siguientes reactivos:
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5 ulL de tampén 10x

* x uL (5-50ng) de ADN parenteral

e 1.25 uL de primer directo 5°’—=3’ (100 ng/uL)

e 1.25 uL de primer reverso 3’—=5’ (100 ng/uL)
* 1 uL de mezcla de nucle6tidos dNTPs (10 mM)

* anadir agua Milli-Q) estéril hasta un volumen final de 50 uL

1 uL. de Pfu Turbo ADN Polimerasa (2.5 U/ulL)

El programa que se utiliz6 en el termociclador Mastercycler gradient de eppendorf

para realizar la PCR es el siguiente:

Numero de ciclos Temperatura (°C) Duracion (seg)
1 95 30
16 95 30
55 60
68 70

Una vez finalizado el programa del termociclador se dejé enfriar cada tubo de
PCR manteniéndolo 2 min en hielo hasta T<37°C, se le anadi6 1ul. de enzima
de restriccion Dpn I (10 U/uL), se agitdé suavemente y se incub6 durante 1h a
37°C. La enzima Dpn I es especifica para ADN metilado y hemimetilado, de esta
forma se digiere el ADN-cd parental no mutado y queda libre el ADN-cd

sintetizado por la PCR que es de estructura lineal y que contiene la mutacion

deseada.

3) Transformacion de las células supercompetentes XL-1 Blue.
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Las células XL1-Blue se encuentran congeladas a -80°C en alicuotas de 200 uL.

Una vez descongeladas, se hicieron alicuotas de 50 ul. de células en los tubos

Falcon® 2059 de polipropileno que previamente se habian enfriado en hielo. El

protocolo que se sigui6 es el siguiente:

9

Se afiade 1 uL. de producto de PCR (previamente tratado con Dpn I) a

cada alicuota de células y se agita suavemente.
Se incuba 30 min en hielo.

Se introduce en un baifio termostatizado a 42°C durante 45 segundos. El

pulso de calor es la etapa mas critica de la transformacion.
Se incuba en hielo durante 2 minutos.

Se anade 0.5 mL de medio de cultivo NZY* previamente calentado a

42°Ciy se deja incubar en un orbital a 37°C durante 1h.

Finalmente se plaquean 100-200 ul. de mezcla de transformacién en
placas con LB-Agar a una concentraciéon adecuada de antibibtico
(100 uL./mL de ampicilina en el caso del vector pQFE - 80L y pT7.7 o
30 ng/mL de kanamicina en el caso del vector pET30a (+) y pET24 (+)) vy
se incuba en una estufa termostatizada a 37°C al menos 16 h. Al cabo de
este periodo de tiempo creceran solo las colonias de células que contengan

el plasmido con el gen que ofrece resistencia al antibiotico en cuestion.

Preparacion de ADN-cd mutado.

De las placas crecidas durante toda la noche, se eligieron 5 colonias y se dejaron

crecer en un preindculo de medio de cultivo LB con antibiético. EI ADN - cd se

extrajo de dicha células utilizando el kit QIAprep®. Por ultimo, la secuenciacién

de ADN vy la sintesis de oligonucle6tidos fueron llevadas a cabo por la empresa

Eurosfins MWG Operon (http://www.curofinsdna.com/home.html).
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2.2. Clonacion de variantes ancestrales de tiorredoxina

en el vector pET30a (+)

Las variantes de tiorredoxina que se encuentran clonadas en el vector pQE - 80L,
se expresan con una cola de 6 histidinas en la zona amino terminal de la proteina.
Esto hace que el proceso de purificacion sea sencillo y permite el estudio de un
gran numero de proteinas en poco tiempo. Sin embargo la cola de histidina puede
repercutir en la estabilidad de la proteina, por ello las variantes que resultaron mas
interesantes se clonaron en el vector pET30a (+), se purificaron sin la cola de

histidina y se estudiaron de nuevo. El proceso de clonacion se puede resumir en:
1) Disenio de los oligos.

Se disefiaron los oligos de manera que introducen los sitios de restriccion Ndel y

Xhol respectivamente en 5'y 3' de la secuencia codificante:

Directo: 5'- AGCTACGACCATATGTCTGTAATTGAAGTCAC- 3'

Reverso: 5'- TCAGATCTCGAGTTACAGATGTTTATCGATGC - 3'
2) Amplificacion del inserto mediante PCR.

Se utiliz6 una polimerasa de alta fidelidad. La mezcla de reacciéon consta de los

siguientes reactivos de STRATAGENE:
* 5 uL de tampoén 10x
* 1 uL (50ng) de ADN parental
* 1.5 uLL de primer directo 5°’—3’ (100 ng/uL)
* 1.5 uLL de primer reverso 3’=5’ (100 ng/ulL)
* 1 uL de mezcla de nucle6tidos ANTP (10 mM)
* 39 uL de agua Milli-Q) estéril

* 1 uL de Pfu Turbo ADN Polimerasa (2.5 U/ulL)
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El programa que se utiliz6 en el termociclador Mastercycler gradient de

eppendorf para realizar la PCR es el siguiente:

Numero de ciclos Temperatura (°C) Duracion (seg)
1 95 30
12 95 30
55 60
68 60
1 68 600
1 4 0

Se comprob6 mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8% agarosa) que se

habia amplificado el inserto (fig.2.1).

2
=
2
= 2
oo,

>1000pb

> 500pb
350ph <

> 100pb

2. 1.Gel de agsarosa al 0.8% que muestra la amblificacion del inserto de 350 pares de bases.
8. g q p b
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3) Purificacion del producto de PCR.

Se utiliz6 el kit QIAquick® siguiéndose exactamente el protocolo que le

acompana. Finalmente se eluy6 el inserto en 50 ul. con agua Milli-Q) estéril.
4) Digestion del inserto y del vector pET30a (+).

La mezcla de digestion del inserto consta de los siguientes reactivos:

2.5 uLL de tampon 4

20.25 uL de inserto (100 ng)

0.25 ul. de BSA de NEW ENGLAND BuwLabs (100 mg/mL)

1 uL Xiol de NEW ENGLAND BioLabs

1 uLL Ndel de NEW ENGLAND BioLabs
y la mezcla de digestion del vector:
* 5 ulL de tampén 4
* 40.5 uL de vector pET30a(+) (1ug de ADN)
* 0.5 uL de BSA de NEW ENGLAND BioLabs (100 mg/mlL)
* 2 uL Xhol de NEW ENGLAND BioLabs
* 2 uL Ndel de NEW ENGLAND BioLabs

En ambos casos se incubaron las mezclas de reacciéon durante 2h a 37°C
5) Purificaciéon del producto de digestion.

De nuevo, se utilizé el kit QIAquick® y la mezcla de digestion del inserto y del

vector se eluyeron con 50 uL. de agua Milli-Q),
6) Ligacion del inserto en el vector pET30a (+).

La mezcla de ligacion consta de los siguientes reactivos:
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* 16 uL de vector (1.5 ng/uL)

* 0.5 uL de inserto (10 ng/uL)

* 2 ulL de tampoén 10x

* [ uL deligasa T4 de NEW ENGLAND de BiwLabs
Se incub6 durante 15h a 16°C.

7) Transformacion de células XL1-Blue competentes con el producto de

ligacion (tal y como se describe en el apartado 2.1.3).
8) Seleccion de clones con inserto mediante PCR de colonia y secuenciacién.

Con objeto de seleccionar aquellos clones que contengan el inserto en el vector
pET30a (+), de las placas crecidas durante toda la noche, se eligieron 11 colonias
al azar y se volvieron a plaquear las colonias en placas individuales. Tras plaquear,
el asa se introdujo en 20 ul. de agua estéril, se calenté 10 min a 100°C y se

centrifugdé a 13000 rpm durante 10 min. Se tomaron 15.3 uL. del sobrenadante

para comprobar mediante PCR la amplificacion del inserto.
La mezcla de PCR contiene los siguientes reactivos:
* 15.3 ul. de sobrenadante
* 2 uL de tampoén 10x que acompana a la enzima
* 0.5 uLi de mezcla de nucle6tidos ANTP (100 mM) de STRATAGENE
* luL de primer directo 5’3’ (100 ng/ulL))
* luL de primer reverso 3’—5’ (100 ng/uL))
* 0.2 uLh de DFS-Taq DNA polimerasa (5 U/uL)de BIORON

El programa que se utilizé en el termociclador Mastercycler gradient de eppendorf

para realizar la PCR es el siguiente:
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Numero de ciclos Temperatura (°C) Duracion (seg)
1 94 120
30 94 20
55 20
72 60
1 72 600
1 4 0

Tras la PCR se comprob6 mediante electroforesis en gel de agarosa (fig.2.2)

aquellos colones que contenian el inserto. Los clones seleccionados (col 2 y col 7)

se inocularon en medio de cultivo LB con 30 ng/ml de kanamicina y se

incubaron durante 16h a 37°C. El ADN plasmidico se extrajo utilizando el kit

QIAprep® y se envi6 a secuenciar tal y como se describe en el apartado 2.1.4.

JS18.2.2.Gel de agarosa al 0.8% que muestra la amplificacion del inserto de 350 pb en los clones
2y 7 que posteriormente se secuenciaron.
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Ndel

1.Disefio de oligos

variante trx

Xhol'
pQE-80L::

variante trx

2. Amplificacién del inserto mediante PCR
3. Purificacion del producto de PCR

4.Digestion del inserto A) y del vector B)
A)

Ndel

pET30a(+)
Xhol (5310bp)

5. Purificaciéon de los
productos de digestion

6. Ligacion del inserto con el vector pET30a (+)

pET30a(+):

variante trx

S1g.2.3. Esquema resumido de las etapas realizadas para subclonar la secuencia codificante de
una variante ancestral de tiorredoxina del vector pQE-80L al vector pET30a(+). En azul se
muestra la secuencia codificante de la variante de tiorredoxina, en rojo se muestra el inserlo que se

amplifica en la PCR, en negro el vector pQE-80L y en verde el vector pET3 0a(+).
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2.3. Construccion de bibliotecas combinatoriales de

variantes de tiorredoxina

Llamamos biblioteca combinatorial de mutantes al conjunto de variantes de un
gen que contenga todas las combinaciones posibles de una serie de mutaciones
elegidas a prior. La construccion de las bibliotecas combinatoriales de variantes de
tiorredoxina se realizaron basandose en el método “Gene Assembly Mutagenesis™ [1],
que se basa en el hecho de que se puedan construir genes enteros a partir de
pequenos oligonucleétidos solapantes que pueden ser ensamblados por la ADN

polimerasa. Brevemente se puede resumir en:

* Diseno de oligos.

Se sintetizan los oligos necesarios para construir todas las variantes del gen que
codifiquen tanto la hebra positiva como la negativa. Deben tener una longitud de
unos 40 pares de bases y han de codificar las dos hebras del ADN. En los oligos de
los extremos, se incluyeron los sitios de anclaje de las enzimas de restriccion para

un posterior clonaje.
* Ensamblaje de los oligonucle6tidos mediante PCR.

* Amplificaciéon del producto de PCR.

Los cebadores que se utilizaron para la amplificaciéon son los oligonucleoétidos del

extremo 5’ de cada hebra.

* Clonaje.

Se clono el gen completo (el gen que codifica la proteina con una cola de histidina
en el amino terminal) en el vector pQE-80L que contiene el gen de resistencia a
ampicilina o en el vector pET24(+) que contiene el gen de resistencia a
kanamicina. La expresion de proteina en ambos vectores esta bajo el control del

operon Lac, por lo tanto se puede inducir su expresion con IPTG.
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¢ Transformacion de las células DH10B.

Se transformo el producto del clonaje en las células DHI10B y del total de colonias

obtenidas se secuenciaron 8 al azar para realizar los test de calidad pertinentes.

——
-—_— =
— ensamblaje
—_— = =
- - - —
— P m—— —_—
amplificacion

JSig.2.4. Esquema del método seguido para la construccion de bibliotecas. Los oligos que codifican
ambas hebras del gen completo se ensamblan mediante PCR. En color se muestran las posiciones
especificas que contienen las mutaciones. Tras la PCR de montaje, las variantes de longitud

completa se amplifican con cebadores exteriores.

2.4. Obtencion de proteinas

En el siguiente apartado se describen las etapas necesarias para expresar y
purificar tanto variantes Unicas de proteinas como bibliotecas combinatoriales de

variantes de tiorredoxina.
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2.4.1. Transformacion de células supercompetentes BL21-DE3

Se utilizaron las células BL21-DE3 de STRATAGENE (Catalogo #200131). El
protocolo a seguir es similar al usado para las células supercompetentes XL1-Blue
con algunas excepciones: las alicuotas de cé¢lulas a transformar deben ser de 10 pL
(un plasmido con una tnica variante de proteina) o de 50 uL. (una genoteca con
diferentes variantes de tiorredoxina), se aconseja anadir f-mercaptoetanol hasta
una concentracion final de 25 mM en cada alicuota de células y tras el choque

térmico se anadieron 0.9 mL de medio de cultivo SOC.

2.4.2. Pruebas de expresion de proteina

Las pruebas de expresion de proteinas se realizaron solamente en el caso de
trabajar con bibliotecas combinatoriales de mutantes, ya que debido al método de
construccion de las bibliotecas (apartado 2.3) pueden darse clones que contengan
solo fragmentos del gen que codifica la proteina. De las placas crecidas durante
toda la noche se eligieron unas 150 colonias y se inocularon cada una de ellas en
5 mL de medio liquido LB mas el antibiético correspondiente. Se dejaron crecer
con agitaciéon a 37°C hasta que su absorbancia a 660 nm fue de 0.8. Se cogieron
700 uL de cultivo crecido, se mezclaron con otros 700 uL. de glicerol al 50 % en
agua (previamente esterilizado) y se almacenaron a -80°C en tubos de
congelacion debidamente etiquetados. En el cultivo restante se indujo la expresion
de proteina anadiendo IPTG (hasta una concentracion final de 40 uM) y se dejo
con agitacion a 37°C, tras 9-12h se tomaron 20 uL. de cultivo inducido para

procesar por electroforesis PAGE-SDS al 15 % de poliacrilamida (fig.2.5).

Los gliceroles de aquellos cultivos que no produjeron proteina se desecharon y de
aquellos cultivos que sobre-expresaron proteina con un tamano similar a la
tiorredoxina se extrajo ADN para secuenciarlo (tal y como se describe en el

apartado 2.1.4).
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MARCADOR
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JS1g.2.5. Gel de poliacrilamida en presencia de SDS que muestra la sobreexpresion de variantes de
twrredoxina (Pm= 11990 g/mol) en las calles 2, 5, 8 y 11.

2.4.3. Expresion a gran escala

El in6culo se realiz6 a partir de una colonia o de un glicerol en 5 mL de LB mas el
antibidtico correspondiente. Se dej6 crecer con agitacion a 37°C durante 2 -4 h
hasta que se alcanz6 la fase exponencial del crecimiento bacteriano,
aproximadamente una absorbancia de 0.6 a 600 nm. Se transfirieron 5 mL de
cultivo a 500 mL de LB (suplementado con el antibiético correspondiente) en el
caso de tiorredoxina, y en el caso de la BMP-2 a 500 mL de TB con 100 pg/mL
de ampicilina. En ambos casos se dejoé crecer hasta que se alcanzé una
absorbancia de 0.6. A dicha absorbancia, se indujo la expresién anadiendo IPTG

hasta una concentracién de 40 uM y se incub6 en agitaciéon a 37°C de 9-12h.

2.4.4. Purificacion de proteina

Son necesarios varios pasos hasta obtener la proteina a la pureza requerida por las
técnicas que posteriormente se utilizaran para su estudio. Se siguieron diferentes
protocolos para la purificacién de variantes de tiorredoxina dependiendo de que

la proteina se expresase con una cola de 6 histidinas en el amino terminal o sin
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dicha cola. La purificacién de variantes BMP-2 es objeto de patente de la empresa
Noricum S.L. por lo que se incluyen solamente las lineas generales del proceso de

purificacion.

2.4.4.1. Purificacion de tiorredoxina de E. coli y variantes de

tiorredoxina sin cola de histidina
¢ Lisis celular.

Los cultivos crecidos durante toda la noche se centrifugaron a 7000 r.p.m. a 4°C
durante 15 min (centrifuga Hettich). El sobrenadante se elimin6 y el precipitado se
resuspendié en 5 mL de tampoéon 30 mM Tris, ImM EDTA, pH 8.3 (TE). La
disolucion resultante se sonicé con objeto de lisar las células. Se mantuvieron los
tubos en hielo y se sometieron a 10 pulsos de sonicacién durante 20 segundos
intercalandose con periodos de 50 segundos de descanso. Para eliminar los restos
de paredes celulares, se centrifugd el homogeneizado a 8000 r.p.m. durante
10 minutos a 4°C, en este caso se aprovechd el sobrenadante y se desechd el

precipitado.
¢ Eliminacién de acidos nucleicos

Para ecliminar el ADN y ARN presentes se tratdo el sobrenadante con una
disolucion de sulfato de estreptomicina. La cantidad de sulfato de estreptomicina a

preparar se calcul6 con la siguiente regla:
X=0.25%S ec.2.2

Donde X representa el volumen en mL de disolucion de sulfato de estreptomicina
y S representa el volumen en mL de disolucion de sobrenadante. La disolucion de
sulfato de estreptomicina al 10% preparada se transfiri6 a un embudo de

decantaciéon de manera que se permitié un goteo constante y lento en el vaso que

contenia el sobrenadante. Se mantuvo con agitacion a una temperatura de 4°C,
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tras 9-12h se centrifugo la disolucion a 20000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C. Se
descarto el precipitado blanquecino y nos quedamos con el sobrenadante que se

filtr6 (0.45 wm) para eliminar pequenas particulas.

* (Cromatografia de filtracién en gel.

La cromatografia de filtracion en gel o de exclusion molecular se utiliza para
separar la tiorredoxina de otras proteinas de diferente peso molecular y de otros
componentes tales como lipidos y polisacaridos presentes en la disolucion a tratar.
Como soporte se wutiliz6 la resina Sephacryl S-100 de AMERSHAM
PHARMACIA  BIOTECH AB. Es wuna matriz de  polimeros
(poliacrilamida/dextrano) fuertemente hidrofilicos, que al ser puestos en contacto
con el agua adquiere el aspecto de un gel. La columna se encuentra acoplada a un
FPLC. Una vez equilibrada la columna en TE, se introdujo la muestra a procesar
manteniendo un flujo de 5 mL/min, se sigui6 circulando tampén TE hasta un
volumen de 4.5 L. aproximadamente. Los componentes que salen de la columna
se registraron por deteccion ultravioleta y se recolectaron en fracciones de 10 mL.

La pureza de las fracciones correspondientes al pico de tiorredoxina se evaluaron

mediante la realizacion de SDS-PAGE (Polyacrylamide Gel Electroforesis SDS).

¢ Eliminacion de acidos nucleicos

Registrando el espectro de absorbancia de la disoluciéon de proteina se puede
saber si la muestra estd contaminada con restos de ADN ya que los acidos
nucleicos presentan un espectro de absorbancia con un maximo a 260 nm vy el
espectro de absorbancia de la tiorredoxina presenta un maximo a 280 nm. Se
consider6é que la muestra de proteina estaba libre de acidos nucleicos cuando
Avgo/Aggp=1.7. Algunas variantes de tiorredoxina, tras la exclusion molecular no
cumplian dicha condicién. Solo en estos casos se realiz6 esta Gltima etapa que
consiste en dializar la disolucién de proteina frente a grandes volimenes de

tampon 20 mM glicina pH=2.0. A bajos valores de pH, el ADN se hidroliza y va
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saliendo lentamente por los poros de la bolsa de dialisis, por ello los cambios se
realizaron cada largos periodos de tiempo (1-2 dias) y frente a grandes volimenes

de tampon (5 L).

2.4.4.2. Purificacion de variantes de tiorredoxina con cola de

histidina
e Lisis celular

El proceso es similar al descrito en el apartado 2.4.4.1, solo que en este caso el
tampén que se utiliz6 para resuspender las células es 20 mM Fosfato Sodico,
500 mM NaCl y 20 mM imidazol a pH 7.4 (binding buffer). Por cada 50 mL del
tampoén previamente se disolvié una pastilla de coctel de antiproteasas libre de

EDTA.

* Cromatografia de afinidad

Se utilizaron columnas de niquel His GraviTrap de GE Healthcare. La proteina
se expresa con una cola de 6 histidinas en el amino terminal. Al pasar el
sobrenadante del lisado celular por la columna, previamente equilibrada con
binding buffer, 1a proteina queda unida a la resina por la formacion de un complejo
entre el Niquel y las histidinas. Se lavo la resina con la misma disolucién tampén y
finalmente se eluy6 la muestra con 20 mm Fosfato Sédico, 500 mM NaCl y
500 mM Imidazol a pH 7.4 (elution buffer). El imidazol al unirse al niquel con
mayor afinidad que las histidinas desplaza a la proteina. La pureza de las

fracciones se evalué mediante la realizacion de SDS-PAGE.

2.4.4.3. Purificacion de BMP-2 silvestre y variantes de BMP-2

Tras la lisis celular la proteina se encontraba formando cuerpos de inclusion que
se resuspendieron a altas concentraciones de urea. Una vez disueltos, se

centrifugaron y el sobrenadante se proces6 por cromatografia de intercambio

catiénico con la resina SP Sepharose® Fast Flow de Pharmacia Biotech. Tras la



METODOLOGIA

elucion podemos observar mediante la realizacion de SDS - PAGE que las
primeras fracciones eluidas contienen proteina monomérica, las siguientes,

proteina dimérica y las tltimas agregados de alto peso molecular (fig.2.6).

Agregados de BMP-2

- Dimero de BMP-2

{

- Monoémero de BMP-2

JS1g.2.6. Gel de poliacrilamida en presencia de SDS que muestra las eluciones de la cromatografia
de intercambio cationico. Las fracciones diméricas fueron las utilhizadas para la siguiente fase de
replegamiento in vitro.

Esto ocurre porque la proteina BMP-2 no se pliega correctamente en un sistema
de expresion bacteriano y necesita de una etapa de replegamiento i vitro. Se
descartaron las primeras y las Gltimas fracciones y se someti6 a replegamiento
solamente la fraccion dimérica de proteina. Finalmente, se purificé la proteina
correctamente plegada con varias etapas de cromatografia; una primera
cromatografia de interacciéon hidrofébica (con la resina Phenyl Sepharosa 6 Fast
Flow de GE Healthecare) y una segunda cromatografia de afinidad por heparina

(con la resina Heparin Sepharose™ 6 Fast Flow de GE Healthecare).

2.5. Preparacion de las muestras

2.5.1. Preparacion de tampones

La preparacion de los tampones se realizo siguiendo el procedimiento general que

consiste en preparar dos disoluciones de igual concentraciéon de tampén en su
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forma acida y basica. Ambas disoluciones se mezclaron hasta alcanzar el pH
deseado. En el caso de disponer solamente una de las formas del tampon, se
prepard la disolucion a la concentraciéon deseada y se ajusté el pH con HCI o

NaOH concentrado.

2.5.2. Preparacion de dialisis

Una vez que teniamos la proteina disuelta en el tampén correspondiente a la
ultima etapa del proceso de purificacion se le cambi6 el tampon mediante dialisis.
Asi, se tomd la cantidad de proteina deseada y con ayuda de una micropipeta se
introdujo en la bolsa de didlisis previamente hidratada. La bolsa se cerr6 con
pinzas de dialisis y se introdujo en un vaso de precipitado que contenia un
volumen de tampoén al menos 600 veces mayor que el de la muestra. Tras 8h a
4°C con agitacion suave, se cambi6 el tampén que banaba la bolsa de didlisis por
tampoén fresco, este procedimiento se repiti6 hasta tres veces. Con objeto de
eliminar cualquier residuo, una vez se extrajo la disolucién de proteina en el
nuevo tampoén, se centrifug6 a 15000 r.p.m. a 4°C durante 15 minutos en una

centrifuga de mesa.

2.5.3. Medida de concentracion de proteina

La  concentracion = de  proteina  en  disolucibn  se  determind
espectrofotométricamente registrando el espectro ultravioleta-visible y midiendo la

absorbancia a 280 nm. Atendiendo a la ley de Lambert-Beer:
A=gbc ec.2.3

Siendo A la Absorbancia, € el coeficiente de extincién molar de la proteina, b el
paso de luz (en centimetros) y ¢ la concentraciéon molar de la sustancia absorbente

en el medio.
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El coeficiente de extinciéon molar que se utiliz6 para la tiorredoxina silvestre de

E. coli es de 14000 M 'cm™a 280 nm [2]. Se recalculd el coeficiente de extincion
molar para cada variante de tiorredoxina mediante la herramienta web:

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html.

Para la BMP-2 silvestre el coeficiente de extincion molar que se usé es

37775 M cm’a 280 nm, para las formas mutantes se recalculé el coeficiente de

extincion molar con la herramienta web anteriormente nombrada.

2.5.4. Preparacion de disoluciones de guanidina

Se prepararon dos disoluciones con alta concentraciéon de desnaturalizante (=8M)
e igual concentracion de tampon en su forma acida y basica cada una. Ambas
disoluciones se mezclaron hasta alcanzar la lectura de pH deseada y asi obtuvimos
una disolucibn madre a alta concentraciéon de guanidina. Disoluciones a
concentraciones menores de guanidina se obtuvieron mezclando esta disolucion
madre con una disolucién tampoén sin guanidina. La concentracion de guanidina
en disolucién se determindé mediante medidas de indice de refraccién [3]. La
diferencia entre el indice de refraccion de la disoluciéon de guanidina y el
correspondiente tampon acuoso es An, que esta relacionado con la concentracion

de guanidina (M) por la siguiente expresion[4]:

[GdnCIH]=57.147 { An)+38.68 ( An)2-91.60 ( An)® cc.2.4

2.6. Calorimetria diferencial de barrido

2.6.1. Introducciéon

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry) es una
técnica muy poderosa para la caracterizacion energética de los cambios

conformacionales inducidos por la temperatura en proteinas y en otras
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macromoléculas biologicas [5-15]. En un experimento de calorimetria se calienta
la proteina en disolucién que se encuentra en la célula de muestra a una velocidad
constante, al mismo tiempo se registra la energia que hay que aplicar a la célula en
relacion con la requerida para aumentar la temperatura de la célula de referencia
(contiene el mismo tampoén que la disolucién de la proteina, sin proteina) a la
misma velocidad. Es decir, se mide el calor absorbido o emitido por una proteina
en disolucion a medida que se va calentando. Asi, podemos obtener la capacidad
calorifica molar aparente de una proteina como funciéon de la temperatura. El
posterior analisis de esta dependencia nos dara una caracterizacion
termodinamica completa de la transicion que ha tenido lugar por efecto de la
temperatura. Si estudiamos dicha dependencia a diferentes velocidades de
calentamiento (velocidad de barrido) podemos obtener también informacion

cinética sobre el proceso ocurrido inducido por la temperatura.

En general, si analizamos una traza de DSC segtn la termodinamica de equilibrio

podemos obtener:
* La capacidad calorifica parcial absoluta de una proteina

* El conjunto de parametros termodinamicos (cambio de entalpia AH,
cambio de entropia AS, cambio en la capacidad calorifica (AC,,) asociados

a la transicion.

* La funcién de particién y por lo tanto la poblacién de estados intermedios

y sus parametro termodinamicos.

2.6.2. Instrumentaciéon

Los experimentos se realizaron con un microcalorimetro VP capilar de mucrocal.
Las caracteristicas mas notables de este equipo son: la inyecciéon de muestra esta

totalmente automatizada, alcanza velocidades de barrido de hasta 250 K/h y

opera en un amplio rango de temperaturas (desde 0°C hasta 140°C). Para evitar
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la ebullicién de las muestras, el equipo esta conectado a una salida de nitrégeno
que suministra sobrepresion. En fig.2.7 se muestra un esquema del nicleo térmico
del calorimetro [16]. Las células estan construidas de tantalo y se sitian dentro de
una camisa adiabatica de plata. Tienen forma helicoidal (con un volumen de
trabajo de 125 uLL y un didmetro interior de 1.5 mm) y los orificios de entrada y
salida de muestra son diferentes, de manera que las células se limpian por
desplazamiento. Los tubos de entrada y salida de ambas células tienen un
diametro interior de 0.8 mm y pasan a través de la chaqueta adiabatica hasta la
valvula de distribucién que esta fuera del calorimetro. Las células estan en
contacto con una serie de sensores de temperatura (de teluro de bismuto) que
recogen la diferencia de temperatura de ambas células y proporcionan una senal
de voltaje AT -1. Esta senal amplificada sirve como alimentacién para los
calentadores auxiliares (situados en la célula de referencia o en la de muestra) que

neutralizaran la diferencia de temperatura entre ambas células. Entre la chaqueta

adiabatica y las células hay una termopila que produce una senal de voltaje AT - 2.

De nuevo, esta sefial amplificada sirve para alimentar a un dispositivo Peltier que
enfriard o calentara la chaqueta para anular la diferencia de temperatura. Estos
circuitos de retroalimentacion estan continuamente funcionando, de manera que
siempre se mantienen a la misma temperatura ambas células y también las células
y la chaqueta. A medida que las células aumentan la temperatura segin la
velocidad de barrido, la chaqueta va calentandose al mismo ritmo controlado por
el circuito de retroalimentaciéon AT - 2. La diferencia de voltaje AT -1 se va
registrando a cada temperatura, siendo esta la senal experimental de salida del

nstrumento.
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S1g.2.7. Diagrama esquemdtico del niicleo térmico del calorimetro capilar VP que muestra las
células helicoidales con los tubos de entrada y salida, los cilindros de plata, la chaqueta
adiabdtica, el dispositivo Peltier que sirve para calentar o refrigerar la camusa y los sensores de

temperatura entre ambas células que proporcionan una sefial AT-1.

2.6.3. Experimento calorimétrico

2.6.3.1. Preparacion de la muestra

La muestra se prepara tal y como se describe en el apartado 2.5. Se debe ser
riguroso en el trato de la muestra para que se pueda asegurar que el tampén con

el que rellenar la célula de referencia es exactamente el mismo que el tampén en
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el que esta disuelta la proteina, que la pureza de la muestra es =90% y que la

concentracion se ha determinado de manera precisa.

2.6.3.2. La linea base instrumental

El objeto de registrar un barrido con ambas células (la de referencia y la de
muestra) llenas de tampon, es determinar y corregir las diferencias instrumentales
entre ambas células. Si idealmente ambas células fueran iguales no haria falta
realizar este barrido. Para obtener una linea base precisa es necesario hacer varios
barridos tampoén-tampén hasta que sean reproducibles, es decir, hasta que
diferencia entre lineas sucesivas sea menor a 0.5 ucal/°C. Esta linea base se le
restard al barrido proteina-tampon para obtener el calor que se pone en juego
debido exclusivamente al cambio conformacional inducido por la temperatura en
la proteina y eliminar la contribucion debido a las diferencias instrumentales de

ambas células.

2.6.3.3. Barrido de la muestra

Una vez equilibrado el instrumento (obtenemos lineas bases reproducibles),
pasamos a registrar el termograma correspondiente a la proteina en estudio. Para
ello, se llena la célula de muestra con la disolucién de proteina y la de referencia
con tampoén fresco (en el microcalorimetro capilar, este proceso esta
completamente automatizado). En nuestro caso, un perfil tipico de DSC muestra
un pico o transiciéon, que se atribuye a la absorcién de calor asociada a la
desnaturalizaciéon de la proteina, mientras que los valores de la sefial antes y
después de la transicion, reflejan la capacidad calorifica parcial de los estados
nativo y desnaturalizado respectivamente. Es posible obtener la capacidad
calorifica parcial absoluta de la proteina a partir de la diferencia de capacidad
calorifica entre muestra y referencia y teniendo el volumen molar parcial de la
proteina[7]. En fig.2.8 se indican alguno de los parametros mas significativos en

una transicion calorimétrica.
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S19.2.8. Curva de capacidad calorifica (en azul con trazo continuo) en_funcion de la temperatura
calculada para una hipotética proteina que despliega segiin un modelo de equilibrio de dos estados.

C}N representa la capacidad calorifica del estado natiwo y CII,) la del estado desplegado. En azul y

trazo punteado se representa la linea base quimica (linea que conecta de un modo suave los valores
de capacidad calorifica pre- y post-transicionales). Al restar la linea base quimica a los valores de
capacidad calorifica obtenemos la capacidad calorifica de exceso. El drea encerrada entre los
valores de capacidad calorifica y la linea base quimica representa la entalpia de desnaturalizacion

AH. Los pardmelros utilizados para la simulacion son: AC, = C'pD —C}f =7kf K" mol”
AH=400 Kf mol” y T,,=80°C:

2.6.3.4. Segundo barrido de la muestra

Generalmente es necesario someter a un segundo barrido la proteina para
comprobar si la senal calorimétrica se recupera significativamente. Este segundo
barrido, nos indica la reversibilidad del proceso, informacién necesaria a la hora

de analizar e interpretar los datos.
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2.6.4. Analisis de las trazas de DSC

Como se ha indicado en el apartado 2.6.2, la sefial de registro del instrumento es
la diferencia de voltaje que se aplica a ambas células calorimétricas al ir
calentandose, en funcién de la temperatura. Los ficheros tal y como los presenta el
programa MicroCal Origin para DSC (cal min!) requieren de una manipulaciéon
para poder ser tratados. El mismo programa ofrece la posibilidad de realizar el

tratamiento de forma automatica, resumidamente:

* correccion de la linea base instrumental
Al barrido proteina-tampoén se le resta la linea base instrumental (el barrido
tampon-tampon).

* normalizacién y conversion de unidades

Para ello usa el factor de conversion f:

4.1868 (i) 1070 /)

_ cal ec.2.5
V1 (mL) ¢(mol/L) v(K/min) -107(L/mL)

De esta manera los datos se presentan finalmente con unidades de kJ K™ mol .

* correccion dinamica

Como todo instrumento de medida, el calorimetro tiene un tiempo de respuesta y
por ello las curvas obtenidas se encuentran ligeramente distorsionadas. Esta
distorsion sera tanto mayor cuanto mayor sea la velocidad a la que se calienta la
muestra (velocidad de barrido). Para corregir los termogramas se realiza la

siguiente operacion:

dC; )
dt

Cp(T):C;(T)-F‘C v ec.2.6
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donde C,(T) es la senal real producida por el sistema en estudio, C;(T) la obtenida
experimentalmente y que se encuentra distorsionada por la cinética del
instrumento, v la velocidad de barrido y t es el tiempo de respuesta del
instrumento que previamente se ha determinado en el proceso de caracterizacion

dinamica del mismo [17].

El siguiente paso es el analisis de los datos conforme a un modelo teoérico
propuesto a priori. El modelo mas adecuado sera el mas simple que explique
correctamente los datos experimentales. Para elegir dicho modelo hay que

analizar los siguientes criterios:

* Ciriterio de reversibilidad. Bajo ciertas condiciones experimentales, la
desnaturalizaciéon de la proteina es reversible, recuperandose en gran
medida la sefial calorimétrica de la proteina nativa tras enfriar la
disolucién [5, 6]. En estos casos, suponiendo que en todo momento existe
equilibrio entre los diferentes estados poblados de la proteina, se puede

aplicar la formulacién basada en la termodinamica de equilibrio (8, 18].

* Analisis del efecto de concentracion de proteina. Resulta indicativo de
procesos de oligomerizaciéon de alguno de los estados que se pueblan

durante el desplegamiento.

* Efecto de velocidad de barrido. Indican la presencia de procesos cinéticos.

Una vez dispongamos de esta informacién experimental, sera posible elegir un
modelo tedrico para el analisis de los datos como los que se describen a

continuacion.

2.6.4.1. Analisis segun la termodinamica de equilibrio

Una vez comprobado que un sistema es calorimétricamente reversible se intenta
ajustar al modelo termodinamico mas sencillo posible: el modelo de equilibrio de

dos estados.
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2.6.4.1.1. Modelo de equilibrio de dos estados

Es aquel en el que solo se encuentran poblados de forma significativa los estados

nativo (N) y desplegado o desnaturalizado (D) de la proteina:
NeD ec.2.7

Las proporciones relativas de dichos estados a una temperatura dada estan

determinadas por el valor de la constante de equilibrio (K) a esa temperatura:
K=— ec.2.8

En general, los cambio en un parametro termodinamico producidos por la
desnaturalizacién, se definen como las diferencias entre los valores de dicho

parametro en el estado desnaturalizado y el nativo.

ARJ=](D)-J(N) ec.2.9

Donde J puede ser la energia de Gibbs (G), entalpia (H), entropia (S), capacidad
calorifica a presiéon constante (Cp), etc. Esta definicion implica que se esta
tomando como referencia el estado nativo. Asi, la entalpia de exceso y la

capacidad calorifica de exceso vienen dadas por:

K
(AH)=xp, AxH= v ARH cc.2.10

oAH) (ARH) K
or — RT? (1+K

Co= > +xp .Ag(]p ec.2.11

K .y .
Donde Xp=T¢ © la fraccion de proteina que se encuentra en el estado

desnaturalizado. Los corchetes en las ecuaciones anteriores indican el valor

promedio de todos los estados de la proteina a este parametro termodinamico.
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Para expresar la dependencia con la temperatura de K y de ARH se han utilizado

las ecuaciones de van’t Hofl'y de Kirchoff:

D
8(1;er ANPQI ec.2.12
RT
OARH |
T =ARC, ec.2.13

La temperatura de desnaturalizacion (1)) se define como la temperatura a la cual
xp=0.5 y por lo tanto K=I vy ARGIO . Las transiciones predichas son

practicamente simétricas, de manera que el valor de T, esta proximo al de la

temperatura correspondiente al maximo en capacidad calorifica.

En la ecuacién ec.2.11 vemos que la funcion capacidad calorifica de exceso consta
de dos términos. El primero de ellos, se debe al cambio inducido por la
temperatura en el equilibrio de desnaturalizacion (forma de pico), mientras que el
segundo término representa la capacidad calorifica promedio de la proteina y
corresponde a la linea base quimica (con forma sigmoidal). El area encerrada
entre la transicion y la linea base quimica es igual a cambio total de entalpia en el
proceso de desnaturalizaciéon y se conoce como entalpia calorimétrica ANH
(ig.2.8). Esta depende de la temperatura segin la ecuacion de Kirchoff. Si la
transicion es simétrica y estrecha se puede despreciar esta dependencia dentro del
rango estrecho de la transiciéon y se asigna dicha entalpia a la T, denominandose
AH,,. Como a esta temperatura el cambio de energia de Gibbs es cero, el cambio

de entropia a la T, se puede calcular con:

AS, =—— ec.2.14
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En principio, el cambio de capacidad calorifica en el proceso de desnaturalizacion

también se puede determinar desde el perfil de DSC, y por lo tanto los valores de

ARG, AYH, yAgS a cualquier temperatura T se pueden calcular con las

ecuaciones termodinamicas estandar:

T

ANH(T)=ARH(T,,)+ j ARC, -dT ec.2.15
Tm
ARH(T,) " ARC
ARS(T)= m+j P.gT 2.16
NS(T) T. r T d ec
ARG(T)=ARH(T)-T -ARS(T) ec.2.17

Por supuesto todo este formalismo solo es aplicable en el caso de que el modelo de
equilibrio de dos estados describa adecuadamente el proceso de desnaturalizacion
en estudio. La aplicabilidad de dicho modelo se puede determinar a partir de un
analisis directo de la transicion de DSC. Si realizamos simulaciones dando
diferentes valores a la entalpia de desnaturalizaciéon en la ecuacién ec.2.11
veremos que esta determina el area bajo la transicion, asi como su anchura. La

entalpia de desnaturalizacion calculada a partir de la anchura de la transicion se
conoce como entalpia aparente de van’t Hoff (AH'M). Podemos obtener una

expresion para AH"™ | considerando T=T,, (y por tanto K=1) en la ecuacion
ec.2.11, teniendo en cuenta solo el término debido al desplazamiento del

equilibrio de desnaturalizacion:

AC,
AH"M=4RT"- [D—pl ec.2.18
NHm

Donde AC,, ,, es la capacidad calorifica de exceso a la temperatura T, medida

sobre la linea base quimica. El cociente AC,, ,,/ AEHm no depende de la cantidad
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de proteina presente en la célula del calorimetro, pero si es sensible a la anchura
de la transicion. Como no puede haber dos cambios de entalpia asociados al
mismo proceso y la ecuacion ec.2.18 se ha obtenido suponiendo el modelo de dos

estados, en el caso de que se cumpla, las entalpias calorimétricas y de van’t Hoff
deben ser iguales. Por tanto, si existen diferencias significativas entre AH™ y

AVH,, se concluye que el proceso de desnaturalizaciéon no sigue el modelo de dos
estados. Se define el parametro r:
_ARH,,

r= i ec.2.19
AHY

Sir=1 se puede considerar una baja proporcién de estados intermedios y por lo
tanto, que se cumple el modelo de dos estados. Privalov [5] y colaboradores han
encontrado una relacion r=1.05+£0.03 para diversas proteinas globulares

pequenas, indicando una buena concordancia con el modelo de dos estados

Si r>1 se debe considerar la presencia de estados intermedios en la
desnaturalizacién térmica de la proteina en estudio. En este caso la transicién de

DSC sera mas ancha de lo predicha por el modelo de dos estados ya que

AHM<ARH,,. Un mecanismo general para la desnaturalizaciéon térmica de
proteinas en equilibrio fue propuesto por Freire y Biltonen [19], sugiriendo que el
estado nativo (In) pasa al estado desnaturalizado (I, )a través de n-1 estados

intermedios.

Si r<lindica que existe cooperatividad intermolecular, es decir, la unidad
cooperativa no es un monoéomero sino un dimero u otro estado de agregacion
superior al que se suponia inicialmente. Un modelo de dos estados en el que una
proteina multimérica (Nu) desnaturaliza concomitantemente con un proceso de

disociacion en monoémeros ha sido analizado en la literatura [20]. La transicion de



METODOLOGIA

DSC predicha por este modelo es asimétrica y se desplaza a mayor temperatura a

medida que aumenta la concentracion de la proteina.

2.6.4.1.2. Estabilidad termodinamica de proteinas. Curva de

estabilidad

La estabilidad de una proteina se define con frecuencia como la diferencia entre la

energia de Gibbs del estado nativo y la del estado desnaturalizado, la dependencia

de AGY, con la temperatura se conoce como curva de estabilidad. Si el proceso de
desplegamiento sigue un modelo de equilibrio de dos estados, la curva de
estabilidad puede calcularse a partir de la traza de DSC usando las ecuaciones

ec.2.15, ec.2.16 y ec.2.17. Para calcular la estabilidad de una proteina se requiere
un valor fiable de ANCp, que se puede calcular directamente a partir de la traza
de DSC (fig.2.8) [21, 22] o a partir de la pendiente resultante al representar
AgH(Tm) versus 'T',, para varias transiciones de DSC con diferentes valores de T',.
Para ello, normalmente se registran varios perfiles de DSC de la proteina disuelta
en tampones a diferentes valores de pH y se asume que los valores de
ANH y ARXCp, no dependen del pH. Independientemente del método que se use
para calcular AXCp, este valor resulta ser positivo y dependiente de la
temperatura. Valores de AECP obtenidos a partir de trazas de DSC en un amplio
rango de temperaturas, revelan que su valor disminuye a altas temperaturas y se
predice su anulacién (por extrapolacion) a temperaturas muy superiores a 100°C
[23-26]. Sin embargo, no se comete mucho error si se ignora la dependencia con

la temperatura entre valores de 0y 80°C [23, 24].

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

ecuaciones ec.2.15, ec.2.16 y ec.2.17 pasarian a ser:

ARH(T)=AH,,(T,,)+ARC, (T-T,,) ec.2.20

o1
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AH,,(T,) T
ARS(T)= — +ARC, In (T—) ec.2.21
D T D T
ARNG(T) = AH,,(T,.)- [1-T—] +AXC, - [T-Tm-T In (T—)] cc.2.22

En fig.2.9 [8] se muestra un ejemplo de curva de estabilidad y a continuaciéon se

comentan las propiedades fundamentales mas significativas [21, 27]:

2 AD D
' G -AxC . .
La curvatura viene dada por =~ N o2 N™p > que tiene siempre

valores negativos ya que el cambio de capacidad calorifica de

desnaturalizacién siempre es positivo.

D
La pendiente de la curva es “OAN G/ aT =ARS y presenta un inico maximo

a la temperatura Ty, a la que AESZO [8].

La temperatura Ty a la que la entalpia de desnaturalizacion es cero, es

ligeramente inferior a Tg.

La proteina es estable en el rango de temperatura en que ANG>0. Segun

se puede ver en fig.2.9 la curva de estabilidad cruza la linea de ANG=0 en
dos puntos diferentes, siendo el punto de corte a mas alta temperatura la
correspondiente a la temperatura de desnaturalizacion T,,, usada en el
calculo de la curva de estabilidad. El punto de corte a mas baja
temperatura es el resultado de la extrapolacion de la curva e indica que es
posible desnaturalizar la proteina también por frio. Esta idea fue predicha
por Brandts [28] y demostrada experimentalmente con posteriores
estudios [29]. En la mayoria de los casos la desnaturalizacion fria se
predice para temperaturas menores o cercanas a 0°C y se detecta
experimentalmente si se sobreenfria la disolucion de proteina o por adicién

de urea o guanidina, con objeto de desplazar dicha temperatura hacia
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valores superiores. Estudios de DSC [24, 30-35] sugieren que la

desnaturalizacion fria es una propiedad comun a las proteinas globulares,

confirmando asi las caracteristicas ya mencionadas de la curva de

estabilidad.

—
40 80

"T(C) TG

S18.2.9. A) Efecto de la temperatura sobre los cambios de entalpia, entropia y energia de Gibbs
para la desnaturalizacion de una proteina hipotética. B) Dependencia de AGY con la temperatura

que muestra las principales caracteristicas de la curva de estabilidad de la proteina. Se indican las
temperaturas correspondientes a la desnaturalizacion caliente (T,,) y fria ( T, ), ast como las
temperaturas de inversion de la entalpia (Tyy) y entropia (Tg) a las que AH y AS se hacen cero,

respectivamente. Los valores de AH, AS y AG se calcularon usando las ecuaciones ec.2.20),

ec.2.21 y ec.2.22 y los valores de AC,=7.6 kf K mol'; AH=290 k¥ mol" y T,,=48.5°C.

2.6.4.2. Analisis cinético de las trazas de DSC

Si la cinética de plegamiento-desplegamiento es lenta o si el desplegamiento
ocurre de manera irreversible, las concentraciones de los estados
significativamente poblados a cada temperatura dependen del tiempo que se tarda
en alcanzar dicha temperatura. Como consecuencia, la transiciéon calorimétrica

depende de la velocidad de barrido a la que se realice el experimento.
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2.6.4.2.1. El efecto del equilibrio lento

En algunos casos, las trazas de DSC reversibles muestran un marcado efecto de
velocidad de barrido [10, 17, 36, 37]. Esta dependencia con la velocidad de
barrido se atribuye al hecho de que la cinética del proceso de desnaturalizacion es
lenta y por ello la concentraciéon de los estados significativamente poblados
durante el desplegamiento se aleja de sus valores de equilibrio. Para analizar estos
casos, se utiliza un enfoque analogo al descrito para realizar la correccion
dinamica de las trazas de DSC (apartado 2.6.4.). Asi, la capacidad calorifica de

exceso para el equilibrio (CjY(eq)) y la capacidad calorifica de exceso (CpY)

determinada a una velocidad de barrido (v), se relacionan mediante la

ecuacion[17]:

(¢ — exX dCI(;X — (.4 dCI(;X
Ci(eq)=Cyi+1.. - o ) Cr+v T, =T ec.2.23

donde 7. es el tiempo de relajacion (analogo al tiempo de respuesta en la ecuacion

[:4

de la correccion dinamica), G

es un dato experimental y dC*/dT se obtiene a
partir de dos o mas termogramas realizados a diferentes velocidad de barrido.
Notese que Ci¥(eq) resulta de la extrapolacion a velocidad de barrido nula y que
se puede obtener también el perfil de 1. a cada temperatura mediante este mismo

procedimiento. Mas tarde [10] se redefini6 un nuevo tiempo de relajacion (ty)

para la funcion de la entalpia:

d(AH
(AH)q=(AH)+1y (%) =(AH)+v-1y C5F cc.2.24
donde (AH),, es la entalpia de exceso del equilibrio y (AH) es la entalpia de

exceso calculada experimentalmente a una velocidad de barrido v. Notese que el

tiempo de relajacion definido para la ecuacion ec.2.23 (t.) y el definido para la
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ecuacion ec.2.24 (ty), no son iguales, y que la ecuacion ec.2.24 no es el resultado
de derivar con respeto la temperatura la ecuacion ec.2.23, ya que los tiempos de
relajacion dependen de la temperatura. Una cuestion importante, que no se ha
abordado atn, es la relacién entre ambos tiempos de relajaciéon y la constante
cinética de la desnaturalizacion. A continuacién se describe dicha relacion basada
en el tiempo de relajaciéon en funcién de la entalpia: . Un mecanismo cinético

simple, consistente con el modelo de dos estados, se puede describir como:

N D ec.2.25

1l

donde k¢ y k, son las constantes de primer orden para los mecanismos directos e
inversos respectivamente. La constante de desnaturalizacion de equilibrio viene
K g . .
dada por K= /k y por lo tanto la ecuaciéon de velocidad para el mecanismo de
T

desnaturalizacién sera:
dXD _
/ g =ke Xk, xp ec.2.26
k ., "
como xy+xp=1yK= f/k , la ecuacion se puede rescribir como:
T

oy g =(ketky) (xp'-xp) c.2.97

donde chq: K/(K+1) es la fraccion de proteina desnaturalizada cuando se

alcanza el equilibrio a una temperatura dada (el perfil de x;)q versus 'I', seria el
observado en un experimento de DSC a una velocidad de barrido infinitamente
lenta). Si se considera un experimento llevado a cabo a una temperatura constante
la ecuacion ec.2.27 se puede reescribir de manera que incluya la relacién de xp

con el tiempo, resultando una ecuacién exponencial con un tiempo de relajacion

25
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de (k+k,)!. Como en un experimento de DSC la temperatura varia con el

tiempo de acuerdo con la velocidad de barrido, la ecuacién finalmente quedaria:

dXD _

1
- (G) (k) (xxp) cc.2.28

Siendo kr, k, y x, dependientes de la temperatura. Si se mide el exceso de

capacidad calorifica desde la linea base quimica, entonces: xp=(AH)/ AEH ,
Xp = (AH)./ ANH y dxp/dT=C5"/ ANH. Consecuentemente la ecuacién ec.2.28

se reescribe como:

v

AH).,= +
(AH), =(AH)

Gyt ec.2.29
Si comparamos las ecuaciones ec.2.29 y ec.2.24, podemos ver que ambas son

1dénticas donde:
ty=(k+k,)! ec.2.30

De manera que ty (y no 7.) resulta ser el tiempo de relajacién del proceso de

desnaturalizacién que estamos considerando.

2.6.4.2.2. El efecto de la irreversibilidad

Muchas proteinas desnaturalizan de manera irreversible, mostrando un segundo
barrido de DSC sin efecto térmico. Generalmente, esta irreversibilidad se atribuye
a alteraciones (como autolisis, agregacion o alteraciones quimicas de los residuos)
que bloquean a la proteina en un estado final incapacitandola para recuperar su
estructura nativa. Con frecuencia transiciones irreversibles se analizan aplicando
modelos de equilibrio termodinamico ya que a veces se puede considerar que estas
alteraciones irreversibles ocurren tan lentamente que apenas se apreciaban en el

corto periodo de tiempo en el que ocurre la transicion. Otras veces, también se
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pueden aplicar modelos de equilibrio termodinamico porque las alteraciones

irreversibles ocurren a mayor temperatura que el pico de la transicion, por tanto,

aunque el segundo barrido muestre una transicion sin efecto térmico, a

temperaturas cercanas al pico de la transicion los estados mas poblados no se

alejan de sus valores de equilibrio. Sin embargo, otros trabajos muestran

transiciones de DSC distorsionadas por la cinética de alteraciones irreversibles. En

algunos casos se muestran trazas que resultan irreversibles y con un gran efecto de

velocidad de barrido [9, 38-43] y en otros casos se muestra la correlaciéon entre el

efecto térmico medido por DSC y la existencia de desnaturalizacion irreversible

medida con otras técnicas [40, 41, 44]. De manera que en estos casos, las trazas de

DSC irreversibles se pueden analizar segiin modelos cinéticos como:

El modelo de dos estados irreversibles que considera que la proteina
despliega segin un proceso cinético de primer orden y que los dos estados
significativamente poblados durante el desplegamiento son el estado nativo
(N) y el estado desplegado (D), ademas supone que este proceso ocurre de

manera irreversible de acuerdo con el esquema:
Kap
NSF ec.2.31

Donde k,, es la constante de velocidad de primer orden para el proceso de

desnaturalizacion irreversible.

El modelo de Lumry-Eyring [45]. Es un modelo menos simple, pero mas
realista que el modelo de dos estados irreversibles. Incluiria dos etapas:
etapa 1, desnaturalizacién reversible del estado nativo (N) para llegar a
otro estado (D) desnaturalizado o parcialmente desnaturalizado y la etapa
2, alteracion irreversible del estado (D) para dar lugar a un estado final (F).

Este modelo se esquematiza como:

37
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N(ED i F ec.2.32

2.6.4.3. Determinacion de las capacidades calorificas absolutas de
los estados nativo y desnaturalizado a partir de los

termogramas experimentales

En un experimento de DSC, al restar al barrido de proteina la linea base tampon-

tampoén, obtenemos la capacidad calorifica aparente AC La capacidad

app -
calorifica del agua es mayor que la de la proteina, con lo cual a mayor

concentracion de proteina menor sera el valor de AC Siguiendo el proceso

app-
descrito por Kholodenko y Freire [46], es posible determinar valores de capacidad

calorifica absoluta a partir de la dependencia de AC,, con la concentracién de

app

proteina:

i Vp
AC,,  =CV,10° ~<cp,P-V—

app .Cp.VV) CC.Q.?)?)
w

donde C es la concentracion de proteina expresada en mM, V), es el volumen de

la célula del calorimetro en mL, G, p y G,y son las capacidades calorificas de la

proteina y el agua (tampoén), respectivamente y, Vp y Vi son los volimenes
molares de la proteina y el agua [47]. El volumen especifico de la proteina se
puede calcular de acuerdo a Makhatadze y Privalov [48]. Representando AC,,
frente a la concentracién de proteina a una temperatura dada (de acuerdo a la
ec.2.33), de la pendiente del ajuste lineal forzando a la recta a pasar por el origen
podemos obtener el valor de la capacidad calorifica absoluta a cada temperatura.
Este procedimiento requiere la realizaciébn de varios termogramas a varias

concentraciones de proteina, con lo cual se minimiza el error asociado al valor de

capacidad calorifica y ademas nos permite una estimaciéon de dicho error.
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2.7. Dicroismo circular

2.7.1. Introducciéon

El fenémeno en el que la absorcion de luz es diferente para diferentes direcciones
de polarizacién se denomina dicroismo. En la luz polarizada linealmente, la
direccion del vector eléctrico es constante y la magnitud es modulada; por contra,
en la luz polarizada circularmente, la magnitud del vector eléctrico es constante y

la direccion es modulada (fig.2.10).

A) B)

Y

z z

S1g.2.10. Vector eléctrico en la luz polanizada lLnealmente (A) y en la luz polarizada
circularmente (B).

La luz polarizada circularmente se consigue mediante la interferencia de dos haces
de luz ortogonales, polarizados linealmente y desfasados entre si 90° (fig.2.11). El
vector eléctrico de la luz polarizada circularmente se puede expresar

matematicamente como [49, 50]:
E+=E(itijexp (2ni-(vt-z/1)) cc.2.34

Donde + indica luz circular polarizada a la derecha y — a la izquierda, E; es la

amplitud de la onda, i y j son los vectores unidad en las coordenadas x e y
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respectivamente de un sistema de coordenadas cartesiano hacia la derecha en el
. ., o 1/2 .
que la +z es la direccion de propagacion, i es (—1) y vy Ason la frecuencia y la

longitud de onda de la luz.

Sig.2.11. En verde se muestra el
vector eléctrico de la luz
polarizada  circularmente  que
resulta de la interferencia de dos
haces  de  luz  ortogonales,
polarizados — linealmente  y
desfasados entre si 90°C. En
azul se muestra el haz
polarizado en la direccion del
ge y y en 100 el haz de luz
polarizado en la direccion del

ge X.

La hélice que describe el vector eléctrico de la luz polarizada circularmente puede
girar hacia la derecha (Ipcd) o hacia la izquierda (Ipci). El dicroismo circular (CD,
Curcular Dichroism) se basa en la propiedad que tienen las moléculas quirales de
interaccionar de diferente manera con la luz polarizada circularmente hacia la
derecha y hacia la izquierda en ausencia de campos magnéticos [51] y se define

Ccomo:
AA=A-Ay ec.2.35

Siendo A; la absorcion de la luz polarizada circularmente hacia la izquierda:

I
A= log10 (I—> =gcl ec.2.36
Y A4 hacia la derecha:

I
A= log,, <1—> =gycl ec.2.37
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Donde I’ ¢ T son las intensidades de luz polarizada que inciden y que salen de la
muestra respectivamente, / es la distancia que recorre la luz a través de la muestra,
c es la concentracion de soluto quiral y € es el coeficiente de extincion molar del
soluto para la luz polarizada hacia el lado correspondiente. En consecuencia,

segun la definicion de dicroismo circular (ec.2.35 ):

AA=A;-A4= g;cl-g4cl= (si—ed) cl=Ag -l ec.2.38

Donde las unidades de Ag son M -cm™!. Ademas de expresar el dicroismo circular
en forma de Ag, en bioquimica generalmente se utiliza la elipticidad (0), que es el
método de medida original propuesto por Lowry [52]. Este se basa en que cuando
una luz polarizada circularmente pasa a través de un medio circularmente
dicroico, al producirse la absorciéon diferencial de las dos componentes circulares

el haz de salida resulta elipticamente polarizado (fig.2.12).

A) B) : a5
L))
< Ed+Ei Ed+Es | /
:‘ ‘\ “‘l
/
0
/
/

S1g.2.12. A) La luz polarizada circularmente, se obtiene por la interferencia de dos haces de luz
polarizados linealmente, cuyos vectores se representan en azul: Ei y Ed. B) Tras la interaccion
con la muestra quiral, al producirse una absorcion diferencial de la luz polarizada a 1zquierdas y
a derechas, el haz de luz resulta polarizado elipticamente y el plano de polarizacion rota un

dngulo .
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Se denomina elipticidad a la relacion entre los ejes mayor y menor de la elipse,
que es la tangente del angulo 6 (fig.2.12). Cuando los vectores eléctricos de las
componentes circulares van en el mismo sentido, la suma de sus componentes
definen el eje mayor de la elipse y cuando van en sentidos opuestos, la resta de sus

magnitudes definen el valor del eje menor de la elipse :

_ |E;[-|Eq] _ exp(-A;/2)-exp(-A4/2)
|E;|+|E4ql  exp(-A;/2)+exp(-Ay/2)

O(rad)=tan (0) ec.2.39
Expandiendo exponenciales, teniendo en cuenta el valor despreciable de AA
frente a la unidad y pasando a grados, se obtiene que la elipticidad es proporcional

al dicroismo circular.:

180-In10-AA
O(grad)=——=32,98-AA ec.2.40
4n
La elipticidad molar se define como:
0
= ec.2.41
[0] 10-c/
Y la elipticidad molar normalizada como:
(6] ey = o 9.49
MRW= 10N, e

Donde 6 se introduce en mgrados (datos crudos que proporciona el

espectropolarimetro), M, es la masa molecular y N, el nimero de aminoacidos;

[0] y [0]yrw se expresan en grados-dmol™-cm?. La concentracion se introduce en

mg/mL.
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2.7.2. Dicroismo circular de proteinas

Mediante espectroscopia de dicroismo circular se puede obtener mucha
informaciéon acerca de las propiedades conformacionales de proteinas, mas

concretamente:

* Determinar si una proteina se encuentra plegada y en tal caso, se puede
caracterizar su estructura secundaria (ultravioleta lejano) y su estructura

terciaria (ultravioleta lejano).
* Comparar la estructura de diferentes mutantes de una misma proteina.

* Estudiar la estabilidad conformacional de una proteina a diferentes
temperaturas, en diferentes condiciones de pH o en presencia de agentes

desnaturalizantes.

* Determinar los cambios conformacionales asociados a interacciones entre
moléculas asimétricas, ya sean interacciones proteina-proteina, proteina-

ligando, proteina-DNA o DNA-ligando.

2.7.2.1. Dicroismo circular y la estructura secundaria de las

proteinas

La estructura secundaria de las proteinas se puede determinar mediante CD en el
ultravioleta lejano (190-250 nm). A estas longitudes de onda el principal
cromoforo es el enlace peptidico y aunque el enlace por si solo no es una
estructura quiral, la orientaciéon espacial de los grupos peptidicos adyacentes
confieren asimetria al enlace y por tanto, hace que presente actividad optica.

Cada elemento principal de la estructura secundaria de las proteinas (hélices a,

lamina B y estructura no regular) presenta un espectro de dicroismo circular

caracteristico (fig.2.13).
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El espectro de CD de una proteina con estructura de hélice a presenta un
doble minimo a 222 y a 208-210 nm y un maximo mas intenso a 191-
193 nm (fig.2.13). La intensidad de las tres bandas, que depende de los
angulos diedros ¢ y W, da una idea de la cantidad de contenido helicoidal

que tiene la proteina.

Las proteinas con estructura [ suelen presentar un nico pico negativo y
un unico pico positivo cuyas intensidades son menores que las de las
hélices. El minimo se encuentra normalmente entre 210 y 225 nm
(fig.2.13) aunque se han descrito algunos ejemplos [53, 54] donde
proteinas, que por RMN se han determinado que son todo lamina f,
presentan un banda negativa intensa en torno a los 200 nm similar a la de

los péptidos con estructura no regular.

Los péptido y proteinas con estructura no regular (bucles de las
conformaciones nativas y, en general, conformaciones desplegadas)
presentan habitualmente una banda negativa fuerte cerca de 200 nm
(fig.2.13) y algunas bandas débiles entre 220 y 230 nm que pueden ser

tanto positivas como negativas.

En el UV lejano también absorben los aminoacidos aromaticos y, aunque sus

cadenas laterales no son quirales, se comportan como tales cuando asi lo

propicia su entorno. Con esta salvedad, la actividad optica de los enlaces

peptidicos es de gran utilidad para conocer el contenido de estructura

secundaria de las proteinas, teniendo cada proteina un espectro de UV lejano

que es aproximadamente una combinacion lineal de los espectros de las

estructuras secundarias y no regulares que contienen.
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S1g.2.13. Espectros de ultravioleta leano de CD de diferentes conformaciones de un péptido de

poli-lisina: en circulos rellenos con estructura de a-hélice, en circulos con estructura de ldmina 3y
en rombos con estructura no regular [55).

2.7.2.2. Dicroismo circular y estructura terciaria de las proteinas

El espectro ultravioleta cercano (250-350 nm) de una proteina es sensible a

cambios en la estructura terciaria. A estas longitudes de onda los cromoéforos son

los aminoacidos aromaticos y los enlaces disulfuro cuando se encuentran

inmovilizados en un entorno asimétrico, lo que normalmente ocurre en la

estructura nativa.

La contribuciéon de la fenilalanina al espectro de dicroismo circular es

pequena debido a su bajo coeficiente de extincion, ademas es poco sensible

a las alteraciones de su ambiente. Presenta una banda de absorcion en la

region 250-270 nm.
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* La tirosina tiene una banda de absorcién mas intensa a 276 nm y un
hombro a 283 nm; esta banda puede desplazarse a mayores longitudes de

onda por la formacién de puentes de hidrégeno con el grupo fenolico.

* Ll triptéfano presenta una banda de absorcion mas intensa centrada a
282 nm, que también puede desplazarse a mayores longitudes de onda por

la formacion de un enlace de hidrogeno con el grupo indol.

2.7.3. Determinacion del grado de estructura secundaria vy
terciaria de la tiorredoxina de E. coli seguido por dicroismo

circular

Los experimentos se llevaron a cabo en un espectopolarimetro JASCO modelo J-
715 equipado con un sistema de calentamiento PTC-348WI. La proteina se
dializé en tampon HEPES 50 mM, pH 7.0 y se prepararon alicuotas a 50 mM
HEPES, pH 7.0 y diferentes concentraciones de guanidina (descrito en el
apartado 2.5.4). Una vez preparada la muestra como se describe en el apartado
2.5, se registré el espectro de la proteina en disolucién y el espectro del tampén en
que esta disuelta la proteina. El blanco se substrajo a cada espectro
correspondiente con el fin de eliminar las contribuciones instrumentales y del

disolvente al espectro de CD.

Se registraron los espectros de CD en el UV lejano y cercano de tiorredoxina
silvestre a 2°C y a 98°C con objeto de observar las diferencias estructurales a
ambas temperaturas. Los experimentos en el ultravioleta lejano se registraron
desde 260 hasta 200 nm, se utilizaron cubetas de 1 mm de paso de luz y
concentraciones de muestras de 0.5 mg/mL. En el ultravioleta cercano se
registraron desde 325 hasta 260 nm, se utilizaron cubetas de 5 mm de paso de luz

y concentraciones de muestra de 1 mg/mlL.
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La maxima diferencia de sefnal entre los espectros realizados a 2°C y 98°C se
registr6 a 222 nm (ultravioleta lejano) y 280 nm (ultravioleta cercano). Se
realizaron barridos de temperatura en un rango de 2°C a 98°C a una velocidad de
calentamiento de 90°C/h a 222 nm (ultravioleta lejano) y a 280 (ultravioleta

cercano).

2.8. Fluorescencia

2.8.1. Introducciéon

La luminiscencia es el fendmeno mediante el cual los electrones que se encuentran
en un estado excitado se desactivan emitiendo luz. Dependiendo de la naturaleza
del estado excitado podemos hablar de fluorescencia o fosforescencia [56].
Fluorescencia es la emision de luz desde un estado excitado singlete hasta el estado
fundamental en el que la relajacion se produce sin cambio en la multiplicidad del
electron. La velocidad de emision de fluorescencia suele ser de 108 s'! con lo cual,
el tiempo de vida media (t) de la fluorescencia suele ser del orden de

10 nanosegundos.

Fosforescencia es la emision de luz desde un estado excitado triplete, en el que la
relajacion implica cambio de multiplicidad del electron. La fosforescencia es un
fendmeno mas lento que la fluorescencia, con una velocidad de emisiéon de 103 a
10° 571, con lo que el tiempo de vida media de la fosforescencia suele ser del orden
de los milisegundos (fig.2.14). La lentitud del proceso hace que otros fenémenos de

desactivacion compitan con la fosforescencia y por ello no se suele observar.
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JSig.2.14. Diagrama de Jablonski. Los estados singlete fundamental, el primer estado singlete
excitado y el segundo estado singlete excitado se representan como So, S1y S2, en cada uno de estos
nweles estdan representados los niwveles vibracionales 0, 1 y 2. Tras la absorcién de luz
generalmente ocurren varios procesos. Un fluordforo normalmente es excitado a un estado
vibracional alto de S70 S», rdpidamente se produce la relajacion al nwel vibracional mds bajo de
S1 mediante conversion interna. La fluorescencia se produce con la relajacion desde S1 hasta So
emitiéndose luz. La Intensidad de fluorescencia puede decaer por la colision del_fluordforo excitado
con otras moléculas presentes en disolucion (quenching). Las moléculas en el estado Si también
pueden pasar al primer nwvel triplete T, mediante cruce de sistemas, proceso por el cual el electron
cambia su multiphcidad. La fosforescencia se produce con la relajacion desde T; hasta So

emitiéndose luz de mayor longitud de onda de la absorbida (menos energética).

Analizando el diagrama de Jablonski (fig.2.14) se pueden observar algunas de las

caracteristicas de la fluorescencia:

* Desplazamiento de Stokes. La emision de fluorescencia es generalmente
menos energética que la absorcion, con lo cual hay un desplazamiento
hacia mayores longitudes de onda del espectro de emisién con respecto al

espectro de absorcion.

* La emision de fluorescencia es generalmente independiente de la longitud

de onda de excitacién. Porque aunque la molécula se excite hasta niveles
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vibracionales altos o hasta un nivel singlete So, rapidamente se produce la

relajacion hasta el nivel singlete Si.

* Rendimiento cuantico. El rendimiento cuantico es el nimero de fotones
que se emiten en relacion al nimero de fotones absorbidos y podra
adquirir valores de 0 a 1. La intensidad de fluorescencia que emite una
muestra sera proporcional a la concentracion de fluoréforo, al coeficiente
de extinciéon molar, a la intensidad de luz incidente y al rendimiento

cuantico.

*  Quencling de la fluorescencia. La disminucién de la intensidad de
fluorescencia se denomina quenching; generalmente, se debe a la
desactivacion del fluoréforo excitado por colision con otras moléculas
presentes en disolucion. A estas moléculas se les denomina quencher y el

oxigeno molecular disuelto en el tampon suele comportarse como tal.

2.8.2. Fluorescencia de proteinas

En proteinas, tres aminoacidos aromaticos presentan fluorescencia: fenilalanina,
tirosina y triptéfano (fig.2.15). Ademas, la intensidad de fluorescencia de estos
aminoacidos es muy dependiente del entorno en el que se encuentren, resultando
la fluorescencia muy sensible a cambios conformacionales, asociaciones, uniones a

ligandos o la desnaturalizaciéon de la proteina.

La tiorredoxina silvestre de FE. coli presenta dos triptéfanos en las posiciones 28 y
31, dos tirosinas en las posiciones 49 y 70 y cuatro fenilalaninas en las posiciones
12, 27, 81 y 102. Los espectros de excitaciéon de la tiorredoxina nativa y
desplegada presentan un maximo centrado a 276 nm y un hombro alrededor de
290 nm (fig.2.16 A). Los espectros de emision de fluorescencia de tiorredoxina
nativa y desplegada, se han registrado excitando a 276 nm y presentan un
maximo muy ancho a 344 nm caracteristico de los triptéfanos (fig.2.16 B). Sin

embargo, a altas concentraciones de agente desnaturalizante el maximo de
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emision se desplaza de 344 a 351 nm; estos cambios reflejan en gran medida la
separacion estérica del triptéfano 28 del puente disulfuro existente entre las
cisteinas 32 y 35, razon por la cual disminuye el efecto quenching que existe entre
ambos y aumenta la intensidad de fluorescencia [57, 58]. Este analisis ha
permitido observar que la maxima diferencia entre el espectro de emision de
tiorredoxina nativa y desplegada ocurre a 350 nm (fig.2.16 B), por lo que se ha
fijado como la longitud de onda a la que se registran las medidas de emision de

fluorescencia.
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S1g.2.15. Espectros de absorcion (A) y emuision (E) de los aminodcidos aromdticos a pH 7 en

disolucion acuosa [56].
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S1g.2.16. A)Espectro de excitacion de fluorescencia a 25°C de la tiorredoxina de E. coli en su
estado natwo y desnaturalizado. B) Espectro de emusion de fluorescencia a 25°C' de tiorredoxina
de E. coli en su estado natiwo y desnaturalizado. La proteina natwa estd disuelta en tampon
HEPES 50 mM pH 7, mientras que la proteina desplegada se encuentra en guamidina 7M,
HEPES 50 mM pH 7. La concentracion de proteina es de 0.03 mg/mL en ambos casos. La
velocidad de barrido seleccionada es de 600 nm/min y las rendyas de excitacion_y emision son de
10 nm. Se ha utilizado una cubeta de cuarzo de 1 ¢cm de paso de luz. La longitud de onda de
excitacion seleccionada ha sido de 276 nm; se puede observar como la mdxima diferencia entre los

dos espectros correspondientes a la proteina natwa y desplegada se produce a 350 nm.

Es importante establecer el rango en el que la intensidad de emision de
fluorescencia cambia linealmente con la concentraciéon de proteina en disolucion.
Este aspecto es importante ya que interesa que la relacion senal/ruido sea maxima
en un rango lineal para evitar efectos no deseados como el de filtro interno (parte
de las moléculas pueden absorber a las longitudes de onda en las que se emite
radiacion). Para la tiorredoxina silvestre de FE. coli se ha encontrado una
dependencia lineal en el rango de 0.01 a 0.06 mg/mL. También se deben fijar los
valores 6ptimos de la anchura de las rendijas de excitacion y emision; es deseable,
si la calidad de la sefial lo permite, que la rendija de excitacion sea estrecha para

evitar la fotodescomposicion de la muestra.

Para la tiorredoxina ancestral de LPBCA, los espectros de excitacién y emision

(fig.2.17) son similares a los de la tiorredoxina de E. col. La tiorredoxina de
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LPBCA posee la misma cantidad de triptoéfanos y tirosinas que la tiorredoxina de
E. coli en posiciones equivalentes, en cuanto a la fenilalanina posee tres en las
posiciones 12, 27 y 81 (una menos que la tiorredoxina de £. colz). Sin embargo, al
ser la emision del triptéfano mucho mas intensa que la de la tirosina y esta a su
vez mas intensa que la de la fenilalanina, el espectro de fluorescencia de la
tiorredoxina de F£. coli y de LPBCA esta dominado por la emision de los
triptofanos. Razon por la cual ambas proteinas poseen espectros de emision de
fluorescencia muy parecidos en su estado nativo y desnaturalizado. Se fijaron, por
tanto, para la tiorredoxina de LPBCA las mismas condiciones de longitud de onda
de excitaciéon (276 nm), de apertura de rendijas de excitaciéon y emision (10 nm) y
rango de concentracion lineal (0.01-0.6 mg/mlL) que para la tiorredoxina de

E. coli.
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Sig.2.17. A)Espectro de excitacion de fluorescencia a 25°C de la tiorredoxina de LPBCA en su
estado natwo y desnaturalizado. B) Espectro de emision de fluorescencia a 25°C° de la
tiorredoxina de LPBCA en su estado natwo y desnaturalizado. La proteina natiwa estd disuelta en
tampon HEPES 50 mM pH 7, mientras que la proteina desplegada se encuentra en guanidina
7M, HEPES 50 mM pH 7. La concentracion de proteina es de 0.03 mg/mL en ambos casos.
La velocidad de barrido seleccionada es de 600 nm/min y las rendyas de excitacion y emision son
de 10 nm. Se ha utilizado una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz. La longitud de onda de
excitacion seleccionada ha sido de 276 nm; se puede observar como la mdxima diferencia entre los

dos espectros correspondientes a la proteina natwa y desplegada se produce a 350 nm.
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2.8.3. Cinéticas de desplegamiento de tiorredoxina silvestre y

variantes de tiorredoxina seguidas por fluorescencia

Las cinéticas de desplegamiento de la tiorredoxina de . coli se llevaron a cabo con
un fluorimetro A55 de Perkin Elmer y las cinéticas de desplegamiento de la
tiorredoxina de LPBCA se llevaron a cabo con un fluorimetro Cary Eclipse de
Agilent Technologies. Ambos equipos llevan acoplado un dispositivo multicubeta
que permite la medida de un maximo de cuatro muestras simultaneamente. El
dispositivo multicubeta del equipo A55 de Perkin Elmer es termostatizado con un
bano MH de Julabo , que permite trabajar en un rango de temperaturas de 7°C a
68°C. El dispositivo multicubeta del equipo Cary Eclipse de Agilent Technologies
esta controlado térmicamente por una Peltier permitiendo trabajar en un mayor
rango de temperaturas (2-98°C). Para evitar posibles efectos de
fotodescomposicion de la muestra, el fluorimetro constan de una lampara pulsante
que irradia la muestra intermitentemente. Se han caracterizado las cinéticas de
desplegamiento inducido por guanidina de la tiorredoxina de E. coli y de LPBCA
a diferentes temperaturas (a 7°C, 14°C, 25°C, 30°C y 37°C para la tiorredoxina de
E. coli y a 6°C, 14°C, 20°C, 25°C, 30°C, 37°C, 44°C y 50°C para la tiorredoxina

de LPBCA), excitando a 276 nm y siguiendo la emision de fluorescencia a 350 nm.

En fig.2.18 se muestran, a modo de ejemplo, algunos perfiles cinéticos de
desplegamiento de la tiorredoxina de FE. coki. Las rendijas de emision y de
excitacion se mantuvieron en 10 nm. La proteina se dializ6 en tampon HEPES
50 mM, pH 7.0 y las disoluciones concentradas de guanidina se prepararon segin

se ha indicado en al apartado 2.5.4.

Se parti6 de una disolucion de proteina nativa a 5 mg/mL en tampoén acuoso y se
transfirieron 20 uL. a la cubeta del fluorimetro que contenia 1980 ul. de una
disolucion conocida de guanidina termostatizada. Una vez se anadio la proteina a
la cubeta, se agité la disolucion con una pipeta pasteur y rapidamente se comenzo

a medir el aumento en la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo. Una
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vez finalizada la cinética, se midi6 el indice de refraccion de la disolucién para
conocer exactamente la concentraciéon de guanidina (ec.2.4), ya que se ha
producido una dilucién a causa de la adiciéon de la proteina. Asi se midieron las
cinéticas de desplegamiento en presencia de desnaturalizante a varias
temperaturas. La temperatura maxima a la que se registraron las cinéticas (37°C
para la tiorredoxina silvestre de £. colz y 50°C para la tiorredoxina de LPBCA)
viene determinada por la limitaciéon instrumental que supone no poder
caracterizar cinéticas cuyos tiempos de relajaciéon sean comparables al tiempo de
respuesta del fluorimetro y al tiempo muerto debido a la homogeneizacion

manual de la muestra.
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J19.2.18. Perfles cinélicos de desplegamiento de tiorredoxina silvestre, registrados a 7°C, 14°C'y
25°C después de transferir una alicuota de tiorredoxina natwa hasta disoluciones de una
concentracion de guamidina igual a 2.12 M, 2.48M y 2.42M respectivamente. En rojo se
muestran los datos experimentales y en negro el ajuste a una ecuacion monoexponencial (ec.2.43).

Las cinéticas se ajustaron a perfiles monoexponenciales. Para una cinética de
primer orden, la dependencia de la intensidad de fluorescencia con el tiempo

viene dada por la ecuacion de velocidad:
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I=1,-AT /9 cc.2.43
Donde I es la intensidad de fluorescencia a tiempo infinito, Al la amplitud de la
exponencial y T el tiempo de relajaciéon que se define como el tiempo requerido
para que la concentracion de reactivo disminuya 1/e de su valor inicial. T viene

dado por la inversa de la constante de velocidad:

== ec.2.44

2.9. Estudio proteolitico de BMP-2 silvestre y variantes de

BMP-2 por incubacion con termolisina

La susceptibilidad de una proteina a ser digerida por proteasas viene condicionada
por la exposicion al medio de las zonas de corte que frecuentemente son
secuencias enterradas en la estructura de la proteina [59]. Esto hace que proteinas
con estructura muy compacta sean malos sustratos para las proteasas, mientras
que proteinas con estructuras flexibles permitan ser digeridas mas facilmente [60,
61]. Varios trabajos en la literatura describen como sometiendo una proteina a
incubaciéon con proteasas y mediante el analisis por SDS-PAGE del lisado final se
puede obtener informaciéon de la estabilidad termodinamica o cinética de la

proteina en cuestion [62-64].

En cuanto al procedimiento experimental, tanto la termolisina de Bacillus
thermoproteolyticus rokko (de SIGMA de referencia T-7902) como las muestras de
variantes de BMP-2 se dializaron frente a 100 mM Acético, 10 mM CaCly a

pH=5.5 (tampoén de proteolisis). En un eppedorf termostatizado a 25°C se prepar6

la mezcla de reaccién que contenia:
e variante de BMP-2 a una concentraciéon aproximada de 0.25 mg/mL
* termolisina a diferentes concentraciones en un rango de 0.01-0.1 mg/mL

* tampon de protedlisis hasta un volumen total de 180 uL
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Tras la adiciéon de termolisina se agité la mezcla de reaccién mediante pipeteo y se
tomaron muestras de 10 ul. a diferentes tiempos. Inmediatamente se adiciono
5 uL de disolucién 100 mM EDTA a cada muestra tomada, con objeto de frenar
la digestion. E1 EDTA forma complejo con los iones Ca?*, al no tener disponibles
la termolisina los iones Ca’* no puede digerir la variante de BMP-2. Las muestras

se procesaron por SDS-PAGE y se analizaron con el programa Image J, obtenido

de la pagina web http://rsbweb.nih.gov/1j/. Las intensidad de la banda
correspondiente a la proteina sometida a digestion se representd frente a tiempo
de incubacion (fig.2.20) y los perfiles resultantes se ajustaron a una ecuacion

monoexponcial (ec.2.45) o biexponencial (ec.2.46).

I=L,+AI /9 ec.2.45

[=Lo+AL <V +AL (/) cc.2.46

Siendo I la intensidad de la banda electroforética que disminuye con el tiempo de
incubacion, I, es la intensidad de la banda a tiempo infinitito que tiende a 0 y T es

el tiempo al que se digiere la mitad de la BMP-2.

MARCADOR

Termolisina
2 C=0.02 mg/ml

- | e—t—3 BMP-2
C=0.23 mg/ml

0.6 min
1.6 min
4.4 min

10.4 min
20.6 min
34.1 min
58.0 min
115.4 min
194.3 min
374.8 min

S19.2.19. Gel de electroforesis SDS-PAGE donde se observa la disminucion de intensidad de la
banda correspondiente a la BMP-2 silvestre a medida que aumentan los tiempo de incubacion con
termolisina. La disolucion de 0.23 mg/mL de BMP-2 silvestre en 100 mM Acético, 10 mM
CaCly a pH=5.5, se sometid a digestion con 0.02 mg/mL de Termolisina a 25°C.
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S19.2.20. Perfil de intensidad de banda electroforética correspondiente a la BMP-2 silvestre
somelida a digestion con termolisina frente al tiempo de incubacion. En circulos negros se

representan los datos experimentales y la linea continua el ajuste a una ecuacion monoexponencial.

2.10. Ensayo de actividad reductasa de tiorredoxina

silvestre y variantes de tiorredoxina

La tiorredoxina contiene un puente disulfuro con actividad reductasa [65, 66] que

puede reaccionar con NADPH y reducirse hasta la forma ditiol (tiorredoxina-SHoy).

La forma reducida de la tiorredoxina es capaz, a su vez de reducir puentes

disulfuros en otras proteinas [67, 68] (fig.2.21).

A) Tiorredoxina-S>+ NADPH + H'

Tiorredoxina-(SH)2 + NADP"

B) Tiorredoxina-(SH)2 + proteina-S> Tiorredoxina-S2 + proteina-(SH)2

S19.2.21. Reaccion de reduccion del enlace disulfuro de la tiorredoxina (A) y de oxidacion del
grupo ditiol de la tiorredoxina en la_forma reducida (B).

El ensayo utilizado en el presente trabajo [69] se basa en la capacidad de la
tiorredoxina para catalizar la reduccion de los puentes disulfuros de la insulina por

el ditiotreitol (DTT). La insulina es una proteina compuesta de dos cadenas

polipeptidicas unidas entre si por dos enlaces disulfuros. Tras la reducciéon de los
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enlaces disulfuros por parte del ditiotreitol y catalizada por la tiorredoxina, estos se

vuelven a formar aleatoriamente lo que produce la agregacion de la insulina

(fig.2.22).
TRX

_SH k S

S
DITIOTREITOL + INSULINA-S2 DITIOTREITOL\ + INSULINA-(SH)2
SH S

formacion desordenada
de los puentes disulfuros

AGREGACION

f18.2.22. Reaccion de reduccion de la insulina por DTT catalizada por la tiorredoxina. El
aumento de turbidez debido a la agregacion de la insulina por la_formacion desordenada de sus
puentes disulfuro, se sigue por medidas de absorbancia a 650 nm.

La velocidad de agregacion de la insulina se registra con la medida de la turbidez
a 650 nm en funcioén del tiempo (fig.2.23). Representando la velocidad méaxima de
agregacion de insulina en funciéon de la concentraciéon de tiorredoxina en
disolucién, obtenemos una relacién lineal entre ambos valores a concentraciones
iniciales de tiorredoxina. La pendiente resultante del ajuste a una linea recta es un

buen parametro para cuantificar la actividad reductasa de la tiorredoxina.

Las medidas de absorbancia a 650 nm se han llevado a cabo en un
espectrofotometro Agilent modelo 8453 con dispositivo multicubeta que permite
la medida de 8 muestras simultdneamente y que esta acoplado a un bafo
termostatico de PolyScience. Para la realizacion del ensayo, se necesitan los

siguientes reactivos:
*  Tampoén 0.1M fosfato potasico, 2 mM EDTA a pH 6.5.
*  Disoluciéon 0.1 M de DTT. Debe prepararse fresca cada dia.

* Disoluciéon de insulina a 10 mg/mL. Con el fin de eliminar cualquier

posible microagregado, la disolucién se sometié a un salto de pH. Asi, se
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pesaron 50 mg de insulina bovina de SIGMA y se disolvieron en 4 mL de
Tris-HCI 50 mM pH 8.3. Por adicion de HCL 1M se bajo el pH a 3.0,
posteriormente, se vuelve a subir el pH hasta 8.0 mediante adicién de

NaOH IMy se enrasa a 5 mL con agua.

¢ Disolucion de tiorredoxina silvestre o de variante de tiorredoxina a

0.5 mg/mL aproximadamente.

Con las cubetas situadas en el espectrofotometro termostatizado a 37°C, se
mezclaron 784 ul. de tampén 0.1M fosfato potasico, 2 mM EDTA a pH 6.5 con
diferentes volimenes de disolucion de tiorredoxina (10, 20, 40 y 80 uL) y se llevo
hasta un volumen total de 950 pL con agua destilada. Se anadi6 50 uL. de insulina
y 10 ul de DTT 0.1M, se agit6 rapidamente con una pipeta pasteur y se comenzo

a registrar la absorbancia a 650 nm en funcion del tiempo.
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S18.2.23. A) Curva de reduccion de la insulina, registrada por medidas de absorbancia a 650 nm,

catalizada por la tiorredoxina de E. coli silvestre a una concentracion de 1.49 uM (negro) y de
0.99 uM (ropo). B) Velocidad de agregacion de la insulina (derivada de la absorbancia
registrada a 650 nm respecto al tiempo); el mdximo sefialado en la grdfica se corresponde con la
mdxima velocidad de_formacion de agregados, que es el pardmetro utilizado para cuantificar la
actiidad de la proteina catalizadora.
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2.11. Ensayos celulares de BMP-2 silvestre y variantes de

BMP-2

2.11.1. Mantenimiento de la linea celular mioblastica C2C12

Los ensayos celulares se realizaron sobre la linea celular mioblastica C2C12 [70]
de ATCC (American Type Culture Collection). Las células C2C12 fueron aisladas en
1977 del tejido muscular del muslo de un ratén de dos meses de edad por Yaffe y
Saxel [71] y en 1983 fueron cariotipadas y subclonadas por Blau [70]. Estas se
mantienen como mioblastos no diferenciados en medio DMEM suplementado
con 20% de suero fetal bovino y 0.5% de extracto de embrién de pollo; para
inducir la fusiéon de mioblastos y la formacién de fibras multinucleadas, el medio

DMEM se suplementa con 2% de suero de caballo .

En el presente trabajo las células se conservaron en matraces de 25 cm? de
superficie con medio DMEM enriquecido (10% de suero fetal bovino, 100 U/mL
de penicilina y 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina) a 37°C y en atmosfera de
5% de COaq. Tras 3-4 dias, cuando las células se encontraban en confluencia
(cubrian el 80-90% de la superficie del matraz), el cultivo se someti6 a
propagacion celular. Para ello se eliminé el medio de cultivo, se lavaron las células
con PBS (20 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH 7.4), se despegaron con tripsina y se
pasaron a un tubo falcon con medio DMEM enriquecido. El nimero de células
obtenidas se midi6 con una camara de Neubauer y se sembraron en un nuevo
matraz a una concentracion de 2500 células por cm? de superficie de cultivo en
medio DMEM enriquecido. Todos los ensayos celulares se realizaron por
triplicado, en células con menos de 10 pases de propagacion celular y en placas de

cultivo de 48 pocillos de Corning® Costar®.
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2.11.2. Ensayo de diferenciacion celular seguido por medidas de

actividad fosfatasa alcalina

La proteina BMP-2 convierte la via de diferenciacion celular mioblastica de las
c¢lulas C2C12 hacia el linaje osteoblastico, siendo esta conversiéon no hereditaria.
De manera que incubando las células con BMP-2, se inhibe la formacion de
miotubos multicelulares y se induce la expresion de numerosas fosfatasas alcalinas
[72]. La enzima fosfatasa alcalina es un marcador temprano de la diferenciacion
6sea. Es una enzima hidrolasa responsable de la defosforilacion de varios tipos de
moléculas tales como nucleétidos, proteinas y alcaloides. La fosfatasa alcalina es
mas efectiva a pH basico. La actividad de esta enzima puede ser medida por un
método colorimétrico ya que cataliza la defosforilacion del p-nitrofenilfosfato para

producir p-nitrofenol que es un producto de color amarillo que absorbe a 405 nm

(fig.2.24).

NO, NO,
FOSFATASA
ALCALINA OH
pH>8 .
/) > + o—p=—
H»0 o
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| o
- Producto coloreado
| absorbe a 405 nm

J19.2.24. Reaccion de defosforilacion del p-nitrofenilfosfato catalizada por la enzima fosfatasa
alcalina. Debido a la eliminacion del fosfato, se produce p-nitrofenol que es un producto coloreado
que absorbe a 405 nm.

Las medidas de absorbancia a 405 nm se han llevado a cabo en un lector de
placas modelo FL-600 de Biotek. Para la realizacién del ensayo, se necesitan los

siguientes reactivos:
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*  (Células C2C12 conservadas en medio DMEM tal y como se ha descrito

previamente.

* Medio de cultivo DMEM enriquecido. El medio DMEM se conserva

congelado en alicuotas de 45 mL en tubos falcon y previo a su utilizacién
se le adiciona 5 mL de suero fetal bovino y 500 uL de disolucion de
penicilina y de sulfato de estreptomicina a una concentracion de 10 U/uL

y 10 ug/uL respectivamente.

* Disolucién de proteina silvestre o variante de BMP-2 en 50 mM acido

acético a una concentraciéon aproximada de 1 mg/mL.
*  Tampoén PBS, 20 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH 7.4.

*  Tampén de lisis, Tris 50mM, Triton X-100 al 10%, MgClo 2 mM, mP 6.8

* Tampoén sustrato, se debe preparar fresco antes de cada ensayo. Se
disuelven 100 mg de p-nitrofenilfosfato en 10 mL de agua desionizada y se
mezcla igual volumen de disoluciéon de p-nitrofenilfosfato con tampon

comercial 2-amino-2-metil-1-propanol de SIGMA.

¢  Disolucion de NaOH 0.5M.

Para la realizacion del ensayo, tras el pase celular se sembraron 10.000 células
C2C12 por pocillo (10.000 cel/cm? de superficie aproximadamente) en una placa
de 24 pocillos de Corning® Costar®; se anadi6 DMEM completo hasta un
volumen de 400 uL; finalmente se anadieron diferentes cantidades de proteina
(bng - 8000ug) por pocillo y se dejé incubando a 37°C y atmosfera de 5% de COq
durante 4 dias. La disolucion de proteina debe ser concentrada (Img/mL), ya que
al estar disuelta a pH acido, si se anade mucho volumen de disolucion se danan las
células G2C12. Por ello, en ningtin ensayo el volumen anadido super6 los10 uL de

disolucién. Tras la incubacion, se eliminé el medio de cultivo de los pocillos con
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cuidado de no desprender la capa de células adherida y se lavaron los pocillos con
400 ul. de PBS, el proceso de lavado se repiti6 tres veces para eliminar por
completo los restos de proteinas del suero fetal bovino. Para la lisis celular se
anadi6 100 uL. de tampon de lisis a cada pocillo y se realizaron tres ciclos de
congelacion y descongelacion dejando la placa 30 minutos a -20°C y 30 minutos a
37°C. Se cogieron 10 uLL de lisado celular y se pasaron a una placa de 48 pocillos,
se afiadi6 100 ul. de tampoén sustrato y se dejé incubando 15 minutos a 37°C,
para parar la reacciéon se aniadié 100 ul. de NaOH 0.5M e inmediatamente se

midio la absorbancia a 405 nm.
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S19.2.25. Ensayo de diferenciacion celular de C2C12 a diferentes dosis de BMP-2 silvestre
mediante medidas de actividad fosfatasa alcalina (FA). El ensayo de FA sobre en el lisado celular
tratado con BMP-2, se realizd por triplicado para cada dosis de BMP-2. Asi, en circulos negros
se representa el valor medio y las barras de error representan la desviacion estandar resultante de
las tres medidas realizadas. Ilustracion de la coloracion amarilla del p-nitrofenol que se produce
por la presencia de_fosfatasa alcalina frente a la coloracion transparente en aquellos pocillos donde,
al no producirse la diferenciacion, no se ha expresado la enzima fosfatasa alcalina.
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2.11.3. Cuantificacion de la proliferacion celular mediante la

determinacion del contenido total de proteinas por Bradford

Con objeto de cuantificar la proliferacion de las células C2C12 al ser tratadas con
BMP-2, se determiné el contenido total de proteinas en el lisado celular por el
método MicroBradford de Biorad. Este ensayo se basa en la afinidad del colorante
Coomassie Brillant Blue G250 por las proteinas. Coomassie G250 es un colorante
que al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una proteina, origina
un color azul intenso que se puede cuantificar mediante medidas de absorbancia a
590 nm [73]. Las medidas de absorbancia a 590 nm se han llevado a cabo en un
lector de placas modelo FL-600 de Biotek. Para la realizacion del ensayo, el lisado
celular se obtuvo de la misma manera que para el ensayo de fosfatasa alcalina. Se
cogieron 10 uL de lisado celular y se pasaron a una placa de 48 pocillos, se anadio
60 uL de reactivo Bradford de Biorad y 230 uL. de H2O desionizada. Se incub¢ a
37°C durante 15 minutos y se midi6 la absorbancia a 590 nm (fig.2.27). Para
cuantificar la cantidad total de proteinas se realiz6 una recta patréon empleando la

proteina IgG (fig.2.26).
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S19.2.26. Recta patrin del ensayo Bradford que relaciona cantidades conocidas de IgG con
absorbancia a 590 nm.
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S19.2.27. Determinacion del contemido total de proteinas tras incubar las células C2C12 durante

4 dias con diferentes cantidades de BMP-2 silvestre. Para cada dosis de BMP-2, el ensayo
Bradford se realizo por triplicado, ast, las barras de error representan la desviacion estindar
resultante de las tres medidas realizadas. Ilustracion de la coloracion azul resultante de la union
wnespecifica del colorante Coomassie G250 con las proteinas presentes.
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3.1. Proteina Morfogenética de Hueso 2

Las Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs, Bone Morphogenetic Proteins) son un
grupo de factores de crecimiento conocido inicialmente por su capacidad de
inducir formacién de hueso y cartilago [1, 2]. Estas proteinas pertenecen a la
superfamilia de los Factores de Crecimiento Transformante tipo B (TGF-f,
Transforming Growth Factor beta), que son citoquinas reguladoras de procesos
celulares. Esta descrita su participacion en el control del crecimiento, la
proliferacion y la apoptosis celular [3-5]. Las BMPs se pueden clasificar en al
menos cuatro grupos, en base a criterios estructurales y funcionales: el grupo
BMP2/4, GDF-5 (Growth and Differentiation factor 5), OP-1 (Osteogenic Protein 1) y
BMP-9 [6] (fig 3.1.1). La mayoria de las proteinas que se engloban en los grupos
BMP2/4, OP-1 y BMP-9 han demostrado inducir la formaciéon de cartilago y
hueso  viwo, mientras que las del grupo GDF-5 se caracterizan por la formacion
de cartilago y tendon. De todas las BMPs, la BMP-2 es la proteina que presenta
mayor capacidad de inducir regeneraciéon 6sea y de formar hueso ectopico en
adultos. Por lo que se considera de gran interés en el campo de la biomedicina,
con aplicaciones relacionadas con la fusion espinal, el tratamiento de fracturas, la

cirugia ortopédica y la cirugia oral [7-10].

GDF-5
BMP-2 GDF-5/ CgMP-l . BMP-5 BMP-9/GDF-2
BMP-4 GDF-6/CDMP-2/BMP-13 BMP-6 BMP-10
GDF-7/BMP-12 BMP-7/0P-1

BMP-8/0P-2

Sig 3.1.1. Las BMPs se pueden clasificar en, al menos, cuatro grupos de acuerdo con criterios
estructurales y funcionales [11].

La BMP-2 se sintetiza, como un precursor de 396 aminoacidos que consta de un
péptido sefial, un predominio y la secuencia correspondiente a la proteina madura,

que se encuentra en el extremo C-terminal del precursor. En el proceso de
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maduracién, el precursor sufre diferentes modificaciones post-traduccionales
(glicosilaciones, protedlisis y dimerizacion) hasta alcanzar finalmente la estructura
homodimérica activa que es secretada fuera de la célula (fig 3.1.2). De los cuatro
sitios N-glicosilados presentes en el precursor, solo se mantiene uno en la cadena
polipeptidica de la BMP-2 madura, no obstante, para que la proteina presente

actividad no precisa de esta glicosilacion [12, 13].

nucleo
> =

_péptido

- --preproteina--dominio maduro
sefal

R.E.

preproteina--dominio maduro

preproteina--dominio maduro
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aparato - ("8 |
M preproteina%zlomini(i maduro

preproteina--dominio maduro

dominio maduro

B dominio maduro

8 dominiolmaduro

dominio maduro

JSig 3.1.2. Esquema de la produccion y maduracion de BMP-2 en un sistema de expresion
eucariota. En primer lugar, el precursor sintelizado (pre-pro-BMP-2) es digerido perdiendo el
péptido sefial y en una etapa posterior se produce la dimerizacion de los mondmeros de pro-BMP-
2, ambas modificaciones se producen en el reticulo endoplasmdtico. El dimero de pro-BMP-2 es
transportado al aparato de Golgt donde, de nuevo, es digerido obteniéndose la proteina dimérica

BMP?2 madura. Finalmente el dimero maduro se secreta el medio extracelular.

La BMP-2 madura es una proteina homodimerica donde los monémeros se unen
covalentemente por un puente disulfuro entre las Cys78 de cada subunidad [14].

Cada monoémero, de 114 aminoacidos y 13 kDa de peso molecular, presenta una
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estructura de nudo cistina (cpsteine knot) constituida por tres puentes disulfuro
intracatenarios. Como consecuencia de las uniones entre Cys43/Cyslll vy
Cys47/Cys113 se forma un anillo a través del cual pasa el tercer puente disulfuro

formado por la union Cys14/Cys79 (fig 3.1.3).

A)
/ hﬁ

L5

Cys79 Cys111
Cys113 ‘

cys43
Cys47 +

\/\&.-

JSig 3.1.3. A) Estructura cristalogrdfica de la proteina BMP-2 madura resuelta por Scheufler y
colaboradores [14]. En gris y negro se muestran cada uno de los mondémeros unidos
covalentemente por un puente disulfuro entre las cisteinas 78 de cada subunidad. Cada monémero
contiene una estructura de nudo cistina. En la lustracion, los enlaces disulfuros se muestran como
barras amanillas. B) Ampliacion del nudo cistina de uno de los mondmeros donde se muestran las
uniones entre Cys43/Cys111 y Cys47/Cys113, a través del anillo que forman estos enlaces,
pasa el tercer puente disulfuro entre Cys14/Cys79.

Para producir BMP-2 activa, se puede utilizar un sistema de expresion eucariota,
como las células de ovario de hamster chino (CHO) o un sistema de expresion
bacteriano, como E. coli. En las células CHO, la BMP-2 madura se secreta al

medio extracelular tras haber sufrido los procesos de maduraciéon que se
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representan en la fig 3.1.2. En E. cols, al no disponer la célula de la maquinaria
necesaria para que se den las glicosilaciones y los procesos de proteolisis necesarios,
se expresa directamente la cadena polipetidica correspondiente al mondémero
maduro de BMP-2. Ademas, el entramado tan complejo de puentes disulfuro (los
tres puentes intracatenarios y el intercatenario responsable de la dimerizacién) no
se forma correctamente, por lo que se precisa de una etapa de replegamiento
vitro. A pesar de ello, la produccion en E. coli, permite obtener mayores cantidades
de proteina activa que otros sistemas de expresion, por esta razon, este ha sido el
sistema utilizado para la obtencion de BMP-2 silvestre y variantes, en la presente

Tesis Doctoral.

La BMP-2 desencadena una respuesta celular al unirse a receptores de membrana,
incidiendo en multitud de procesos celulares y alterando la expresion génica. Estos
cambios estan relacionados con procesos de desarrollo embrionario y con la
diferenciaciéon de tejidos mesenquimales, mayoritariamente a tejido 6seo. Por su
capacidad para diferenciar tejidos hacia un linaje osteoblastico, la BMP-2 es usada
con fines terapéuticos en diversas aplicaciones como, por ejemplo, en el

tratamiento de fracturas o en la cirugia dental [7-10].

En el trabajo que se expone a continuacion nos planteamos explorar la posibilidad
de que el enfoque de consenso, nos pudiera conducir a variantes de BMP-2
optimizadas desde el punto de vista de sus aplicaciones, es decir, conforme su
capacidad para diferenciar células de musculo a células de hueso. Para ello, se
realiz6 un alineamiento de la secuencia monomérica de BMP-2 con secuencias
homologas contenidas en las bases de datos de proteinas. Bajo la hipotesis de que
las mutaciones que aparecen con mas frecuencia en cada posicion del
alineamiento, pudiesen estar relacionadas con su actividad biolégica, realizamos
un andlisis de consenso. Obtuvimos variantes de BMP-2 con las mutaciones
propuestas por el analisis y para comprobar la hipétesis planteada, realizamos un

estudio comparativo de la actividad biologica de las variantes de BMP-2 obtenidas.
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Con objeto de caracterizar la funciéon biologica se realizaron ensayos celulares
vitro basados en la deteccién de la actividad fosfatasa alcalina asociada a la

induccién del fenotipo osteoblastico (descrito en la seccion 2.11.2 de metodologia).

3.1.1. Analisis bioinformatico del alineamiento de secuencias:

Meétodo de consenso

Un alineamiento de secuencias consiste en una disposiciéon ordenada de
secuencias, de manera que se maximicen las coincidencias de aminoacidos para
cada posicion con respecto a una secuencia diana o secuencia “query”. El
alineamiento de secuencias encierra informacion acerca de la historia evolutiva de
la proteina query, que puede resultar til para la mejora de alguna propiedad de

dicha proteina.

El método de consenso consiste en realizar primero un recuento de la frecuencia
de apariciéon de cada aminoacido para cada posicion en el alineamiento. En
segundo lugar, se elabora la secuencia consenso como aquella que contiene los
aminoacidos mas habituales en el alineamiento para cada posicion. A lo largo de
la evolucion, las proteinas han ido sufriendo mutaciones que han podido ser
toleradas o rechazadas en funcién del efecto que producen en las propiedades de
las proteinas. De manera que existen determinados limites selectivos, asociado a
las caracteristicas fenotipicas de las proteinas, que determinan las mutaciones que
son aceptadas. Si una mutaciéon produce un efecto positivo en una propiedad, sera
aceptada. Sin embargo, si una mutacién produce un efecto negativo en una
propiedad, solo sera aceptada st no produce un descenso en la propiedad por
debajo del limite selectivo, esta situacion implica que previamente se hayan dado
mutaciones que hayan aumentado significativamente el valor de la propiedad. Por
estadistica, las mutaciones que conllevan una mejora en una propiedad estan mas
representadas en las secuencias de proteinas actuales que las mutaciones que

conllevan un empeoramiento en una propiedad. Asi, se supone que cuando
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realizamos un alineamiento de una proteina con secuencias del mismo origen
evolutivo (secuencias homologas) podemos pensar que mutaciones al aminoacido
que aparece con mas frecuencia en cada posicion del alineamiento (aminoacido
consenso) presumiblemente tienen un efecto beneficioso, en el sentido de
aumentar la estabilidad o la funciéon por ejemplo. La eficacia del método de
consenso depende de la bondad del alineamiento de secuencias, por lo que es muy
importante que represente correctamente el equilibrio mutacional/selectivo sobre
cada posicion. Esta metodologia ha sido utilizada con éxito, para obtener
proteinas mejoradas en su estabilidad [15-17] y en su actividad [16]. Ademas,
recientemente se ha conseguido en nuestro laboratorio, combinado los residuos
mas frecuentes en cada posiciéon de un alineamiento, una mejora simultanea de

ambas propiedades [16].

En este trabajo, nos planteamos explorar la posibilidad de que el enfoque de
consenso, nos pudiera conducir a variantes de BMP-2 optimizadas conforme su
capacidad para diferenciar células de musculo a células de hueso. Para ello,
obtuvimos mutantes simples de BMP-2 con las mutaciones sugeridas por el
analisis de consenso. A priori, no podemos relacionar la alta frecuencia de
aparicion de un residuo en el alineamiento de secuencias, con que la mutacién a
dicho residuo en la proteina query produzca un aumento de su actividad. Con lo
cual, todas las variantes seran estudiadas bajo su actividad biolégica, mediante la
realizacion de ensayos celulares i vitro, basados en la deteccion de la actividad
fosfatasa alcalina asociada a la induccion del fenotipo osteoblastico. Tras analizar
los resultados, realizaremos mutantes multiples con las mutaciones de las variantes
que hayan resultado mejoradas en cuanto a la actividad biolégica a la BMP-2

silvestre.

En cuanto al procedimiento experimental llevado a cabo, los alineamientos de

secuencias se obtuvieron realizando una buasqueda con BLAST 2 [18]

(http://blast.wustl.edu) en las bases de datos UniProtKB/TrEMBL vy
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UniProtKB/Swiss-Prot obtenidas de la pagina web http://www.uniprot.org/ con

fecha de 28 de julio de 2008. Los alineamientos de secuencias se realizaron
tomando como query la secuencia monomérica de la BMP-2 madura cuyos cédigos
de PDB (Protein Data Bank) y de Uniprot son 3SBMP y P12643 respectivamente. Los
alineamientos se realizaron usando el algoritmo de Smith-Waterman [19, 20] y se
filtraron por un limite de identidad mayor de 0.3, calculandose la identidad como
el namero de coincidencias entre una secuencia dada y la secuencia query dividido
por el nimero de residuos en la secuencia query. Se eligié un corte de 0.3 porque se
asume que proteinas con una identidad de al menos 0.25-0.30 tienen el mismo
plegamiento [21], salvo contadas excepciones, este corte de identidad nos
garantizara que la inmensa mayoria de las secuencias que queden en el
alineamiento pertenezcan a proteinas homologas a la proteina query. Para la
seleccion de secuencias con identidad mayor 0.30 se utiliz6 el programa sec.exe,
desarrollado en nuestro grupo de investigaciéon, que utiliza como fichero de
entrada el alineamiento de secuencias obtenido con BLAST 2 y que nos
proporciona el alineamiento con aquellas secuencias con un indice de identidad
mayor a 0.3. Para el calculo de frecuencias de aparicién de un residuo en cada
posicion se utilizé el programa FCR-SISIexe que utiliza como fichero de entrada
el alineamiento de secuencias cribado por un limite de identidad de 0.3 y nos
proporciona un fichero que contiene la siguiente informacion: la frecuencia de
aparicion del residuo guery en el alineamiento, el residuo mas frecuente diferente al
query y su frecuencia de aparicion en el alineamiento. Este programa también ha
sido desarrollado en nuestro grupo de investigaciéon. Para el alineamiento
realizado con las secuencias contenidas en la base de datos Swiss-Prot, de las 213
secuencias iniciales se seleccionaron 168 (por tener un indice de identidad mayor a
0.3 con respecto a la query) y para el alineamiento realizado con las secuencias
contenidas en la base de datos TrEMBL, de las 844 secuencias del alineamiento se

seleccionaron 603 (fig 3.1.4).
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
JRPRPRR UY RRY SARY NRY [PPSPUDR [N IR EAPRPRA IAPRPR NP INPPIN ISP (PP I (PP [PUPINY [DUPRY (PPN (PP [P (PPN (PPN
1 QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNH CCVPTELSATSMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
2  QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNH CCVPTELSATSMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
3  QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLI CCVPTELSATSMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
4 QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYH CHGECPFPLADHLI CCVPTELSAISMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
5 QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYH CHGECPFPLADHLI CCVPTELSAISMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
6  QAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHL] CCVPTELSATISMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
7  QARHKQRKRLKSSCRRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLI CCVPTELSATSMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
8  QARHKQRKRLKSSCRRHPLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHL CCVPTELSATSMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
9  QAKHKQRKRHKYSCKRHPLYVDFNDVGWNDWIVAPPGYSAFYCHGECPFPLADHL CCVPTELSATSMLYLDENEKVVLKNYQDMVVEGCGCR
10 SPKHHGSRKNKKNCRRHALYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHL CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
11 ---HSQRARKKnnCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHL CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
12 ---HPQRSRKKnnCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHL] CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
13 ---HPQRSRKKnnCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQ CHGDCPFPLADHLI CCVPTELSAISMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
14 ---HPQRARKKnnCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHLI CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
15 ---HPQRARKKnnCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHLNSTNH CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
16 ---HPQRARKKnnCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHLNSTNH CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
17 QAarKQRRKhkASCKRHALYVDFSDVGWNEWIVAPPGYHAFYCQGECPFPLADHLNSTNH CCVPTDLSPISLLYLDEYEKVILKNYQDMVVEGCGCR
18 ---HPQRARKKnnCRRHALYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHFNSTNH CCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
19 RSPKQQRPRKKNKCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLADHLNSTNHAIVQTLVNSVNSSIPKACCVPTELSATSMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCGCR
20 QRRPARRKNHEETCRRHSLYVDFADVGWDDWIVAPPGYDAYYCHGKCPFPLADHFNSTNHAVVQTLVNNLnoKVPKACCVPTQLDSVAMLYLNDQSTVVLKNYQEMTVVGCGCR

JSig 3.1.4. Fragmento del alineamiento de la secuencia monomérica madura de BMP-2 (cidigo del
PDB: 3BMP y cidigo de Uniprot: P12643) con las secuencias de proteinas homélogas de la
base de datos Swiss-Prot. El alineamiento se obtuvo realizando una bisqueda con BLAST 2
[18] y posteriormente se cribd por un indice de identidad mayor a 0.3.

Como nuestro objetivo es explorar si el enfoque de consenso nos puede conducir a
variantes de BMP-2 optimizadas conforme su capacidad para diferenciar células
de musculo a células de hueso, nos planteamos limitar el alineamiento de

secuencias a:

* aquellas secuencias que codifiquen proteinas cuya funcion pueda estar
relacionada con la diferenciacion celular a tejido 6seo, para ello se
clasificaron las secuencias segin la funcion biolégica de la proteinas que

codifican segun se indica mas adelante.

* aquellas secuencias que codifiquen proteinas de organismos con tejido 6seo,
para ello se organizaron las secuencias segtn la clasificacion taxonémica
del organismo al que pertenecen las proteinas que codifican, como se

explica posteriormente.

Ambos estudios se realizaron para el alineamiento de Swiss-Prot/BMP-2. Se
descarto el analisis del alineamiento TrEMBL/BMP-2, ya que debido al nimero
tan elevado de secuencias que conforman este alineamiento, la basqueda de la

informacion necesaria para su clasificacion requeria demasiado tiempo.
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Para clasificar las secuencias segin la funciéon biolégica de la proteina que

codifican, se busc6 en la pagina web http://www.uniprot.org/uniprot/ los

procesos biologicos donde esta implicada la proteina que codifica cada una de las
secuencias que conforman el alineamiento. Por ejemplo, para la BMP-2, la
proteina que codifica la secuencia query, esta descrita su implicaciéon en procesos
biologicos de condrogénesis, diferenciacion y osteogénesis. Se seleccionaron
aquellas secuencias que codifican proteinas implicadas en procesos de osteogénesis,
tras la criba quedaron 36 secuencias. Finalmente, se descarté realizar el analisis de
consenso de las 36 secuencias resultantes ya que debido al numero tan pequefio de
secuencias, el resultado del analisis estaria muy condicionado por cada una de las

secuencias y seria poco fiable.

Para organizar las secuencias segin la clasificaciéon taxonémica de los
organismos a los que pertenecen las proteinas que codifican, se busco en la pagina

web  http://www.uniprot.ore/uniprot/ la clasificacion taxonémica de los

organismos a los que pertenece la proteina que codifica cada una de las secuencias
que conforman el alineamiento. En fig.3.1.5 se muestra la clasificacion

taxonomica de las 214 secuencias del alineamiento.

_47 Primates
59 Glires

(158 Mammalia —| 40 Cetartiodactyla

_ e 6 Carnivora
197 Chordata 18 Amphibia

. 4 Perissodactyla
15 Archosauria y

8 Arthropoda
214 208 Eukarya—|

secuencias . c .
5 Bacteria 2 Erchinodermata

1 Phalangeridae

|6 Actinopterygii

1 Insectivora

1 Archaea 1 Nematoda

S1g.3.1.5. Esquema de la organizacion de las secuencias del alineamiento Swiss-Prot/BMP-2
segin la clasificacion taxondmica de los organismos a los que pertenecen las proteinas que

codifican.
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La mayoria de las secuencias del alineamiento codifican proteinas pertenecientes a
organismos con tejido 6seo. Ademas no se encontraron diferencias significativas
en los residuos mas frecuentes del alineamiento para cada posicién cuando
realizamos el recuento en los diferentes alineamientos que resultan al agrupar las
secuencias segun su clasificacion taxondmica, siempre y cuando dichos
alineamientos contengan un numero significativo de secuencias (el alineamiento
con menos secuencias del que se calcularon los residuos de consenso fue aquel que
contiene las secuencias que codifican proteinas pertenecientes a Cetartiodactyla,

con 40 secuencias).

Por otra parte, puede ocurrir, que en el alineamiento exista un grupo numeroso
de secuencias muy parecidas entre siy diferentes a su vez de la secuencia query. La
presencia de este grupo puede deberse a polimorfismos, a variantes disefiadas en
un laboratorio sobre una proteina natural, al estudio exhaustivo de una misma
proteina en diferentes organismos, etcétera... En cualquier caso, la sobre-
representacion de secuencias parecidas podria alterar el resultado del analisis de
consenso. Con objeto de eliminar un posible grupo de secuencias muy parecidas
entre si, se filtr6 el alineamiento Swiss-Prot/BMP-2 segtin la similaridad entre
sus secuencias. Con este proposito, se creo para las 214 secuencias del
alineamiento, una matriz de distancias, donde las distancias se definen como 1
menos el indice de identidad para cada pareja de secuencias (distancias de
Dayhoff) [22]. Usando el programa K-means [23, 24] incluido en MATLAB, se
agruparon las secuencias en base a la matriz de distancias. Para ello, la funcién K-
means origina los grupos de secuencias o clusters utilizando un algoritmo iterativo
que minimiza la suma de las distancias existentes entre cada una de las secuencias.
Como resultado, se obtienen diferentes clusters campliéndose que las secuencias de
un mismo cluster son semejantes entre si y diferentes a las de otro cluster. Para
determinar el nimero mas apropiado de clusters en los que se puede dividir el

alineamiento se realizo el analisis K-means considerando diferentes nimeros de
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clusters (desde 2 hasta 5) y se calcul6, para todas las posibilidades de agrupacion, el

valor de Stlhouette de cada secuencia.

Para obtener el valor de Silhouette [25] se necesitan las divisiones obtenidas (los
clusters) y las distancias entre cada secuencia (fig 3.1.6). Si consideramos una

secuencia 1 asignada al cluster A 'y que el cluster A contiene mas secuencias ademas

de 1:

a(i) = media de las distancias entre la secuencia 1y todas las demas secuencias del

cluster A (en la fig 3.1.6 es la media de los segmentos rojos)

d(1,C) = la media de las distancias entre la secuencia iy todas las secuencias del

cluster C (en la fig 3.1.6 es la media de los segmentos azules)

b(i) = valor minimo de las distancias entre la secuencia 1 y las secuencias que

pertenezcan al cluster C (en la fig 3.1.6 es el menor de los segmentos azules)

B

Jig 3.1.6. Tlustracion de los elementos involucrados en el cdlculo de s(i) (valor de Silhouelte para
la secuencia 1), donde la secuencia v pertenece al cluster A. El cluster B seria la segunda mejor
opcion donde inclurr el elemento 1. Las distancias entre 1 y los las demds secuencias del cluster A se
representan en rojo, a(1) serd la media de la longitud de los segmentos rojos. Las distancias entre ©
9 las demds secuencias del cluster C se representan como segmentos azules, d(i, C) serd la media
de dichas distancias. Las distancias entre 1 y las demds secuencias del cluster B se representan
como segmentos verdes, la media de dichas distancias debe ser igual al menor de los segmentos

azules.

El valor de Silhouette, s(1), se obtiene de la combinacion de ai) y b(1) de la siguiente

manera:
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.20 /b G sl
s()=1 0 ‘ si a(i)=h(i) ec. 3.1.1
b() 5] s ali)<b(i)

a(i

Reescribiendo la ecuacion ec. 3.1.1 en una sola expresion:

b(i)-afi)

m—ax{a(i), 6L ec. 3.1.2

s()=
Para decidir si el niimero de clusters de secuencias obtenidos es el apropiado hemos

de fijarnos en la grafica del valor de Silhouette (fig 3.1.7):

* st a(i)<b(i) entonces s(i) tendra un valor alto (cercano a 1), esto implica que
las distancias dentro de un mismo cluster son mas pequenias que la menor
de las distancias entre dos cluster diferentes, con lo cual la secuencia i esta

bien situada dentro del cluster A.

* s a(1)=b(1) entonces s(1)=0, esto implica que las distancias entre un mismo
cluster son iguales a la menor de las distancias entre dos cluster diferentes,

con lo que no esta claro si la secuencia 1 debe incluirse en el cluster A o en el

B.

* sia(1)>b(1) entonces s(1) tendra un valor bajo (cercano a -1), esto implica que
las diferencias dentro del cluster a(i) son mayores que la menor de las
diferencias entre dos cluster diferentes, con lo cual la secuencia i esta mal

situada dentro del cluster A.

Resumiendo, el numero de clusters de secuencias es adecuado si estos se
encuentran bien separados y las secuencias que lo forman poseen un valor alto de

Stlhouette.

En la fig 3.1.7, se representa el valor de Silhouette de cada secuencia, para las

diferentes agrupaciones consideradas (de 2 a 5 clusters). Se decidi6 dividir el
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alineamiento en dos clusters y eliminar el grupo de 39 secuencias que aparece como
cluster 1 en A, cluster 2 en By cluster 4 en C y D, (fig 3.1.7) ya que sus secuencias
tienen un valor de Silhouette muy alto, lo que significa que son muy parecidas entre
si y diferentes al resto de secuencias. Este grupo de secuencias, muy parecidas
entre si y diferentes a la secuencia query, representa el 20% del alineamiento, por lo

que condiciona enormemente el andlisis de consenso.
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Jig 3.1.7. Representacion del valor de Silhouette para cada secuencia al dividir las 214 secuencias
del alineamiento en A) 2 clusters, B) 3 clusters, C) 4 clusters y D) 5 clusters.
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Si nos fijamos en las secuencias que contiene el cluster eliminado, vemos que de las
39 secuencias, 36 codifican la miostatina, también conocida como factor de
crecimiento y diferenciacion tipo 8 (GDF8) y tres codifican el factor de
crecimiento y diferenciacién tipo 11 (GDFI11). La sobre-representacion de la
miostatina en el alineamiento podria deberse a que haya sido estudiada
exhaustivamente y, como parte de su estudio, se haya secuenciado en numerosos
organismos. Ademas, se sabe que la miostatina no induce la formacién de hueso ni
cartilago m viwo [6]. En fig 3.1.8 se muestra la secuencia representativa del cluster
eliminado, el tamafo de los residuos es proporcional a la frecuencia de aparicion
en el alineamiento, como se puede observar, las secuencias que conforman este

cluster son altamente parecidas entre si.

p—

-

—_—

<

o

<>
46 i m |
48 I'l'l
49" 1
503 ——=Z
51 0 8
sol
538>
54 s
56 D
57 — W
58 m—
-
60—
(o

=
Y -~
65 ==
67—
68—
69 &
707D
1""€<a >

QOrNMITIDO 0 - M <0
NOTTTF TS 10 © oo ~NNN G

P TPTKMSP NMLYFN@KQQ YGK PGMVVDR G
NOODOTrAMITNONODIOTrANNIODONDIOTrNNIVLONDDNIOT~ANM
NNNRRNODOWOODOODONSINDDNDNNOINNOOOOOOO00OSrrrr—
TFrrTrTrrrTrrTrrTrTrrETrErT T

weblogo.berkeley.edu

JSig 3.1.8. Representacion del alineamiento de secuencias del cluster eliminado. El tamafio del
codigo del aminodcido es proporcional a su frecuencia de aparicion en el alineamiento. Las
secuencias que conforman este cluster son muy parecidas entre si (como se deduce del tamafio de los
codigos que representan los aminodcidos en prdacticamente todas las posiciones) y representan el
20% del alineamiento total, por lo que condicionan enormemente el andlisis de consenso. Por esta
razon, el andlisis de consenso se realizé sobre las demds secuencias del alineamiento.

Del resto de secuencias del alineamiento, se seleccionaron aquellas que codifican
proteinas de organismos pertenecientes a la subclase Mammalia y al orden

Primates, y se realiz6 el analisis de consenso a los dos alineamientos resultantes.
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Las mutaciones propuestas por el consenso en ambos casos fueron las mismas, asi
que decidimos trabajar sobre el alineamiento de secuencias que codifican

proteinas de organismos del orden Primates.

Tras realizar el analisis de consenso se seleccionaron:

* Agquellas posiciones donde el aminoacido de consenso no coincidia con el

aminoacido de la secuencia query.

* Dichas posiciones se filtraron a su vez por la frecuencia de aparicién del
aminoacido de consenso en el alineamiento, quedando seleccionadas
aquellas posiciones donde el aminoacido de consenso aparecia en al menos

el 40% de las secuencias.

* Por tltimo, de las posiciones seleccionadas se eligieron aquellas donde el

freCuenClaconscnSO

ien . .
coclente frecuencia,,,, =2

En la tabla 3.1.1 se muestran las posiciones finalmente seleccionadas, los residuos
query y de consenso para dichas posiciones y el cociente entre la frecuencia de
aparicion del aminoacido de consenso con respecto a la frecuencia de aparicion

del aminoacido query.

o Fr onsenso
Posicion A2,y AAconsenso " Fr,,,,
26 V L. 6.7
33 \V4 I 4.0
41 F N 3.5
33 E K 8.0
36 A P 3.0
97 K N 2.4

tabla 3.1.1. En la columna 1 se muestran las posiciones seleccionadas en base al criterio
anteriormente explicado, en la columna 2 el aminodcido query, en la columna 3 el aminodcido
mds frecuente en el alineamiento y_finalmente en la columna 4 se muestra cuan mds frecuente es el
aminodcido de consenso con respecto al aminodcido query.
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En base a los criterios anteriormente explicados, las mutaciones que finalmente se
decidieron realizar son: V26L, V331, F41N, E83K, A86P y K97N y se muestran

etiquetadas en la estructura del dimero maduro de la BMP-2 (fig 3.1.9).

Jig 3.1.9. Estructura de la proteina morfogenética de hueso 2 (3bmp.pdb [14]). Un monémero se

muestra en negro y el otro mondmero en gris. Las posiciones seleccionadas por el andlisis
bioinformdtico realizado se muestran como esferas verdes y estin etiquetadas con la mutacion
propuesta.

3.1.2. Estudio de la capacidad de diferenciacion 6sea de BMP-2

silvestre y variantes de BMP-2

Con las mutaciones seleccionadas (V26L, V331, F4IN, E83K, A86P y K97N) se
han construido variantes simples sobre BMP-2. Las variantes se han obtenido por
mutagénesis dirigida (seccion 2.1) con el gen de la BMP-2 insertado en el vector

pT7.7. La transformacion, expresion y purificacion de la proteina se ha explicado

en las secciones 2.4.1, 2.4.3 y 2.4.4.3.

Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a ensayos realizados
sobre la linea celular C2C12 [26], inicialmente aislada de tejido muscular de raton
adulto (seccion 2.11). La implantaciéon de BMP-2 en tejido muscular induce la

formacién o6sea, por lo que este modelo celular es uno de los mas utilizados en
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estudios con esta proteina. Ademas, las células C2C12 son de facil manejo y
proliferan rapidamente, lo que facilita el trabajo de investigacion. Al producirse la
diferenciacion de la linea celular mioblastica C2C12 hacia un linaje osteoblastico,
se inhibe la expresiéon de proteinas propias del fenotipo muscular y se induce la
expresion de proteinas propias del fenotipo 6seo tales como la fosfatasa alcalina.
Esta enzima es un marcador temprano de la diferenciaciéon 6sea y su expresion
basal en las células C2C12 es nula, por ello se utilizé6 este marcador para la

evaluacion de la respuesta celular a la BMP-2.

Inicialmente, se estudiaron los mutantes simples V26L, V331, F41N, E83K, A86P
y K97N. Se testo6 la capacidad de dichos mutantes para diferenciar la linea celular
mioblastica C2C12 a un linaje osteoblastico mediante el ensayo de fosfatasa
alcalina (seccion 2.11.2 de metodologia). En fig 3.1.10 y fig 3.1.11 se muestran los
resultados de los ensayos de diferenciacion celular para las formas mutantes
simples. Las células CG2C12 mostraron diferentes resultados de diferenciacion
dependiendo del nimero de pases celulares al que se hayan sometido, por ello,
todos los ensayos se realizaron con células de menos de 10 pases celulares
(explicado en la seccion 2.11.1 de metodologia). En cada tanda de ensayos
siempre se test6 la BMP-2 silvestre con objeto de analizar los datos de los mutantes

comparativamente.

Para descartar que las diferencias de actividad fosfatasa alcalina se debieran a un
desigual crecimiento celular, se cuantific6 mediante Bradford la cantidad de
proteinas totales, y se tomo el valor obtenido como una estimaciéon de la
proliferacion celular (seccion 2.11.3 de metodologia). En fig 3.1.12 se muestran, a
modo de ejemplo, los resultados del ensayo Bradford para la BMP-2 silvestre y
para los mutantes V26L y V331, en todos los casos las proteinas totales resultaron
~10 ug lo que indica que la modulacién en la capacidad diferenciadora de BMP-2

silvestre, V26L. y V33I (fig 3.1.11) no se debe a diferencias en el crecimiento
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celular. Al tratar las células C2C12 con el resto de variantes de BMP-2, el ensayo

de Bradford mostr6 una proliferacion celular semejante.
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Sig 3.1.10. Ensayo de diferenciacion celular a diferentes dosis de BMP-2 silvestre (circulos
rellenos negros) y de las proteinas mutantes ES3K (circulos rellenos azules) y F4IN (circulos

rellenos rojos). Los ensayos de fosfatasa alcalina se realizaron por triplicado tras cuatro dias de

incubacion de las C2C12 con BMP-2 silvestre o con las proteinas mutantes.
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Sig 3.1.11. Ensayo de diferenciacion celular a diferentes dosis de BMP-2 silvestre (circulos
rellenos negros) y de las proteinas mutantes V2OL (circulos rellenos celeste), V331 (circulos
rellenos verdes), ES3K (circulos rellenos azules), ASOP (circulos rellenos amarllos) y K97N
(ctrculos rellenos grises). Los ensayos de fosfatasa alcalina se realizaron por triplicado tras cuatro
dias de incubacion de las C2C12 con BMP-2 silvestre o con las proteinas mutantes.
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JSig 3.1.12. Ensayo de respuesta celular a diferentes dosis de BMP-2 silvestre (barras negras) y de

las proteinas mutantes V2OL (barras celeste) y V331 (barras verdes). La masa de proteinas
totales se cuantificd mediante el ensayo de Bradford para estimar la proliferacion celular. Los
ensayos se realizaron por triplicado tras cuatro dias de incubacion de las C2C12 con BMP-2
silvestre o con las formas mutantes V26L y V331 Las barras de error representan la desviacion
estandar asociada a la realizacion por triplicado de los ensayos.

Tras observar la modulacion de la capacidad diferenciadora de las formas
mutantes simples ensayadas, se decidieron estudiar otras formas mutantes
multiples. Al ser el mutante E83K el mas activo de los estudiados, se eligi6 como
punto de partida para la construcciéon de nuevos mutantes dobles. Ademas
también se decidi6é estudiar el mutante V33I/A86P ya que combina las formas
mutantes simples que resultaron ser menos activas. Suponiendo que el efecto de
las mutaciones fuese aditivo podriamos obtener un amplio rango de modulacion
de la actividad diferenciadora. Se obtuvieron las formas mutantes V26L/E83K,
V33I/E83K, F41N/E83K, E83K/A86P, E83K/K97N y V33I/A86P por
mutagénesis dirigida como se ha detallado en la seccion 2.1. La transformacion,
expresion y purificacion de las nuevas formas se realizé6 de manera semejante a la
proteina BMP-2 silvestre tal y como se ha indicado en las secciones 2.4.1, 2.4.3 y
2.4.4.3. En fig 3.1.13 y fig 3.1.14 se muestran los resultados de los ensayos de

diferenciacién celular para las formas mutantes dobles.
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Sig 3.1.13. Ensayo de diferenciacion celular a diferentes dosis de BMP-2 silvestre (circulos
rellenos negros) y de las proteinas mutantes V26L/ES3K (circulos vacios verdes), V331/A86P
(ctrculos vacios rojos) y V331/E83K (circulos vacios azules). Los ensayos de fosfatasa alcalina
se realizaron por triplicado tras cuatro dias de incubacion de las C2C12 con BMP-2 silvestre o
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con las proteinas mutantes.

Sig 3.1.14. Ensayo de diferenciacion celular a diferentes dosis de BMP-2 silvestre (circulos
rellenos negros) y de las proteinas mutantes V26L/ES3K (circulos vacios verdes), V331/E83K
(ctrculos vacios azules), V331/A86P (circulos vacios rojos), F4IN/ESSK (circulos vacios
celestes), ES3R/A83P (circulos vacios amanllos) y ESSK/K97N (circulos vacios grises). Los

ensayos de fosfatasa alcalina se realizaron por triplicado tras cuatro dias de incubacion de las
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C2C12 con BMP-2 silvestre o con las proteinas mutantes.
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Como ya se ha indicado, en cada tanda de ensayos, se testd como control la
actividad fosfatasa alcalina del lisado celular de las C2C12 tras haber sido
incubadas con BMP-2 silvestre. Los resultados de las variantes se analizaron en
términos comparativos con respecto la actividad obtenida para el control. El
analisis conjunto de los resultados revel6 cierta irreproducibilidad. A modo de
ejemplo se muestra en fig 3.1.15 los resultados de la variante E83K y del control
realizados en dos tandas diferentes de experimentos. Como se puede observar, la
variante E83K resultdé mas activa que el control en ambos casos, pero la mejora de
la actividad resulté mayor en la tanda de experimentos realizados en primer lugar

(ig 3.1.15 A) que en la repeticion del experimento (fig 3.1.15 B).

Sfig 3.1.15.  Ensayo  de
diferenciacion celular a
diferentes  dosis de BMP-2

silvestre — (circulos  rellenos

negros) y a diferentes dosis de la
variante ES3K/BMP-2

(ctrculos  rellenos  rojos).Las

A405nm

lineas continuas no lienen

significado  tedrico, solo sirven
para gwiar la vista. En 4) y B)
se muestran los  resultados

obtemidos ~ para las mismas

A4—05nm

proteinas en diferentes tandas de

experimentos. La longitud de la

Slecha verde indica la diferencia

de actwidad del mutante ES3K

1.0 2.0 3.0 con respecto a la proteina
log (BMP-2 /ng) control, BMP-2 silvestre.

Como hemos dicho anteriormente, la BMP-2 en su forma madura es una proteina
homodimerica donde los mondémeros se unen covalentemente por un puente

disulfuro entre la Cys78 de cada subunidad [14], cada mondémero a su vez
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presenta una estructura de nudo cistina constituida por otros tres puentes disulfuro.
Este entramado tan complejo de puentes disulfuro no se pliega correctamente en
un sistema de expresion bacteriano y necesita de una etapa de replegamiento n
vitro (seccion 2.4.4.3 de metodologia). La irreproducibilidad de los resultados
realizados hizo cuestionar dicha etapa de replegamiento i vitro para las formas
mutantes, ya que la expresion y purificacion fue puesta a punto por el grupo de
Ingenieria Tisular de la Universidad Complutense de Madrid a cargo de José Luis
Lopez Lacomba para la obtenciéon de BMP-2 silvestre y no para las formas
mutantes. Por ello, en colaboracion con el grupo de J.I. Lopez Lacomba se esta
trabajando en el desarrollo de un nuevo proceso de purificaciéon en un sistema de
expresion eucariota que permita obtener la proteina correctamente plegada. Este
trabajo, actualmente en progreso, consiste en la puesta a punto de la expresion y
purificacion de la BMP-2 en células de ovario de hamster chino (CHO) donde la
BMP-2 se plegara de acuerdo con el esquema que se muestra en fig 3.1.2 [27].
Obtener las variantes de BMP-2 plegadas correctamente desde su sistema de
expresion, reduciria el tiempo y el coste de produccion de las proteinas. Esto nos
permitiria estudiar un nimero mayor de variantes y ademas abre la posibilidad al

estudio de bibliotecas de variantes.

3.1.3. Caracterizacion biofisica de BMP-2 silvestre y variantes de

BMP-2

3.1.3.1. Medidas de calorimetria diferencial de barrido

Al ser la BMP-2 insoluble a valores neutros y basicos de pH, la caracterizacion
termodinamica de su desplegamiento queda limitada a valores acidos, o al uso de
agentes que eviten la agregacion de la proteina en un rango de pH cercano a las

condiciones fisioldgicas donde realiza su funcion m viwo.

Para el estudio a pH acido, se dializé la BMP-2 silvestre frente a 50 mM acido

acético en un rango de pH de 2.7 a 3.4. Los experimentos de DSC se realizaron a
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una velocidad de barrido de 150 K/h, de 10 a 120°C a diferentes concentraciones
de proteina (0.6-0.8 mg/mL). Como se muestra en fig 3.1.16, en ningtn caso se
observo transicion calorimétrica con un area que razonablemente se

correspondiera con lo esperable para una proteina de 26 kDa [28].

pH3.4

-1 -1
2x107(J K™ | 10 (J K mol ™)

pH2.7

1 I 1 I 1 I 1 I 1 1 1
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Sig 3.1.16. A) Perfiles de capacidad calorifica frente a temperatura, en negro se muestran las
lineas base y en rojo los barnidos correspondientes a disoluciones de BMP-2 en 50 mM dcido
acétido a diferentes pHs en un rango de 2.7-3.4. B) Perfiles normalizados de capacidad
calorifica frente a temperatura de disoluciones de BMP-2 en 50 mM daido acético a una
concentracion de 0.6 mg/mL a pH=3.4, de 0.8 mg/mL a pH=3.2 y de 0.8 mg/mL a
pH=2.7.

Por limitaciones de solubilidad, los experimentos realizados a un pH cercano al

fisiologico requerian o el uso de disoluciones con alta concentraciéon de agente

desnaturalizante o con agentes que evitasen la agregacion de la proteina.

Se prepararon disoluciones de BMP-2 a una concentraciéon de 0.4 mg/mL, en
50 mM HEPES pH 7.5 y diferentes concentraciones de cloruro de guanidina en
un rango de concentraciéon de 2.8 a 6.9 M. Los barridos de DSC se realizaron a
90K/h, de 10 a 120°C y de nuevo no se observo transicion calorimétrica. Ante la

posibilidad de que la BMP-2 fuera tan estable que requiriese un agente
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desnaturalizante mas fuerte que el cloruro de guanidina, se prepararon
disoluciones de BMP-2 a una concentraciéon de 0.4 mg/mL, en 50 mM HEPES
pH 7.5 y una concentracion de 5.5 M de tiocianato de guanidina [29]. Los

barridos de DSC tampoco mostraron transicion alguna.

Esta descrito que la arginina afecta a las interacciones proteina-proteina evitando
su agregacion. La arginina aumenta la tension superficial del agua lo que favorece
su interaccion con la cadena lateral de los aminoacidos y con el enlace
polipeptidico [30]. El uso de arginina, nos permiti6 disolver la BMP-2 en un
tampén a pH neutro. Se prepar6 una disolucion de BMP-2 a 0.4 mg/mL en

HEPES 100 mM, arginina 1 M a pH 7.0. Los barridos realizados a 150 K/h, de

10 a 120°C no mostraron transiciéon alguna.

Al no observarse en ninguna de las condiciones estudiadas indicios del
desplegamiento de la BMP-2, no se pudo caracterizar su estabilidad por
calorimetria diferencial de barrido y, por ello, nos propusimos su caracterizacion

mediante estudios de protedlisis.

3.1.3.2. Estudios de proteélisis de variantes de BMP-2

Varios trabajos muestran como sometiendo una proteina a incubacién con
proteasas y analizando el lisado final, o bien por SDS-PAGE [31, 32] o bien por
DSC [33], se puede obtener informacién de la estabilidad termodinamica o
cinética de la proteina en cuestion . Al no haber obtenido por calorimetria medida
alguna de estabilidad, como alternativa para la caracterizacion de la estabilidad de
BMP-2 silvestre y de las variantes de BMP-2, nos propusimos un estudio

proteolitico con termolisina.

En el trabajo que se describe a continuacién se han sometido a pulsos de
termolisina muestras de variantes de BMP-2 con objeto de caracterizar la
estabilidad cinética de dichas proteinas. Esta técnica consume muy poca cantidad

de muestra por lo que resulta de gran utilidad para el estudio de proteinas de
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elevado coste de produccién, como es el caso que nos atane. La termolisina
cataliza la hidrolisis del enlace peptidico formado preferentemente por
aminoacidos con cadenas laterales grandes e hidrofébicas tales como la
fenilalanina o la leucina [34, 35], en fig 3.1.17 se muestran los posibles puntos de
corte de la proteina BMP-2 con termolisina. La proteina sera digerida con la
exposicion al medio de dichas zonas de corte que frecuentemente son secuencias

enterradas en la estructura de la proteina [36].
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JSig 3.1.17. Secuencia monomérica de BMP-2 donde se muestran los sitios de corle de termolisina.

Los estudios de proteolisis se realizaron como se ha descrito en el apartado 2.9 del
capitulo de metodologia. Para la BMP-2 silvestre los experimentos se realizaron en
un rango de concentraciones de termolisina de 0.01-0.1 mg/mL y para las
variantes de BMP-2 a 0.01 mg/mL de termolisina. La concentracién de proteina
fue de ~0.25 mg/mL en 100 mM Acético, 10 mM CaCly a pH=5.5 y la digestién

se realizo a una temperatura de 25°C.

En fig 3.1.18 y fig 3.1.19 se muestran, a modo de ejemplo, los geles del analisis

proteolitico y el perfil de intensidad de banda frente a tiempo para las variantes
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V26L y E83K/K97N, ambas formas mutantes son las que resultaron tener mayor
y menor capacidad para diferenciar a linaje osteoblastico las células C2C12. El
ajuste a una ecuaciéon biexponencial del perfil de digestion de la variante V26L (fig
3.1.18) mostré como el 45% de la poblacion era digerida en un tiempo de vida
media de 70 min y el 55% de poblacién restante era digerido en un tiempo de
vida media de 60 segundos. El perfil de digestion de la variante ES3K/K97N (fig
3.1.19) también se ajust6 a una ecuaciéon biexponencial, dicho ajuste mostré como
el 22% de la poblacion era digerido en un tiempo de vida media de Sh, mientras

que el 73% restante era digerido en un tiempo de vida media de 28 min.

Intensidad de banda x10°

1 1 —F
0 50 100 150 200 250 300
tiempo (min)

JSig 3.1.18. Fragmento del gel de acrilamida que muestra la disminucion en la intensidad de la
banda correspondiente al mutante V26L al ser digerida por la termolisina. La grdfica muestra la
intensidad de la banda (analizada con el programa Image}) frente al tiempo de incubacion. En
puntos verdes se muestran los datos experimentales y en linea continua el ajuste a una ecuacion
biexponencial. La concentracion de termolisina fue de 0.01 mg/mL y la concentracion de V26L
Sue de 0.27 mg/mL en 100 mM Acético, 10 mM CaCls a pH=5.5, la digestion se realizo a
una temperatura de 25°C.
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JSig 3.1.19. Fragmento del gel de acrilamida que muestra la disminucion en la intensidad de la
banda correspondiente al mutante ESSK/K97N de BMP-2 a una concentracion de
0.27 mg/mL debido a su digestion por la termolisina. La grdfica muestra la intensidad de la
banda (analizada con el programa Image§) frente al tiempo de incubacion. En puntos grises se
muestran los datos experimentales y en linea continua el ajuste a una ecuacion biexponencial. La
concentracion de termolisina fue de 0.01 mg/mL y la concentracion de ES3K/K97N fue de
0.27 mg/mL en 100 mM Acético, 10 mM CaCly a pH=5.5, la digestion se realizé a una
temperatura de 25°C.

Se analizaron todas las variantes de BMP-2 y el perfil de intensidad de banda
versus tiempo se ajust6 a las ecuaciones ec.2.70 y ec.2.71. Analizando los resultados
se concluyd que las muestras estudiadas contenian varias poblaciones de proteina
plegada de diferente forma, ya que los pertfiles obtenidos indicaban una poblacion
de proteina que se digeria en un tiempo medio muy corto, y otra poblacion, que

tardaba mucho mas tiempo en ser digerida.

La heterogeneidad en las muestras de proteina se resolvera con la puesta a punto
del proceso de purificacién en el sistema de expresion eucariota en el que se esta
trabajando en colaboracion con el grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad

Complutense de Madrid a cargo de J.L. Lopez Lacomba.
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3.2. Estudio de tiorredoxinas precambricas resucitadas

La posibilidad de viajar en el tiempo, a nivel molecular, para reconstruir
secuencias de proteinas de organismos ya extinguidos fue propuesta por Linus
Pauling y Emile Zuckerland en los afios 50. Estos autores, sugirieron que mediante
el analisis comparativo de secuencias de proteinas actuales, se podrian inferir las
secuencias de proteinas relacionadas de organismos ancestrales [1]. Sin embargo,
dicha idea no se materializé hasta la era de la genémica, a mediados de los afios
noventa, gracias al avance de la bioinformatica y la posibilidad de disponer de

bases de datos con una gran cantidad de secuencias de proteinas [2-5].

Desde entonces, existen algunos trabajos que acreditan la obtenciéon de proteinas
ancestrales y que han revelado informacién sobre el entorno fisico que rodeaba a
los organismos extintos, asi como informacién sobre su adaptacion a los cambios

en ese entorno [6-9].

Ademas, el estudio de las proteinas ancestrales ha mostrado que tienen
caracteristicas diferentes a las de las proteinas actuales, como muy alta estabilidad
y, en algunos casos, niveles incrementados de su funciéon, que son muy interesantes
desde el punto de vista de la ingenieria de proteinas [6, 10, 11]. La resurreccion

ancestral, por tanto, se revela como una de las principales metodologias para el

desarrollo de proteinas modificadas con aplicaciones biotecnolégicas y biomédicas.

Como resultado de un trabajo colaborativo entre los grupos de investigacion de
Eric A. Gaucher (Georgia Institute of Technology, Atlanta), de Julio M.
Fernandez (Universidad de Columbia, Nueva York) y de Jos¢ M. Sanchez Ruiz

(Universidad de Granada), se han resucitado y caracterizado siete tiorredoxinas.

Eric A. Gaucher (Georgia Institute of Technology, Atlanta) llevd a cabo la
reconstruccion de las secuencias de las tiorredoxinas ancestrales pertenecientes a
siete nodos de un arbol filogenético, que fue construido utilizando 203 secuencias

de tiorredoxinas actuales representativas de los tres dominios de la vida. El arbol
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filogenético reconstruido, que incluye los nodos extintos resucitados, se muestra en

fig 3.2.1.

y-Proteobacteria

y-Proteobacteria

|Mitocondrial
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d-Proteobacteria
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Deinococcus/
Aquificae/
- Chloroflexi
—=|Cloroplasto

Cyanobacteria

|Actinobacteria

Bacteroides

|8hlorobi.
1Chlamydiae

Firmicutes

Crenarchaeota

Euryarchaeota

—=1Chromalveolatae

‘Plantae

Fungi

Animalia

fig  3.2.1. Arbol filogenético
construido para la obtencion de las
secuencias asociadas a los nodos
extintos que se muestran en azul.
Se han utilizado un total de 203
secuencias de tiorredoxinas actuales
representativas de los tres dominios
de la wida (Bacteria, Archaea y
Eukarya). Los nodos de interés se
indican  con  flechas: el dltimo
de  bacterias
(LBCA), el tltimo ancestro comiin
de arquea (LACA),

comun de

ancestro  comiin
el ancestro
arquea y eucariola
(AECA), el altimo ancestro comiin
de eucarotas (LECA), el dltimo
ancestro comin de cianobacterias y
los grupos de dernococcus y thermus
(LPBCA), el dltimo
comun de y-proteobactena
(LGPCA) y el dltimo ancestro
comun de ammales y hongos
(LAFCA).  Los
aparecen se corresponden a los

nodos [6].

ancestro

nimeros  que

En fig 3.2.2, se muestra el alineamiento multiple con las secuencias que, con

mayor probabilidad, se corresponden con las tiorredoxinas de los organismos

extintos asociados a ciertos nodos del arbol filogenético. También se ha incluido
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en el alineamiento, las secuencias de la tiorredoxina de £. coli y la tiorredoxina

humana.

20 40

Trx-LBCA . MSVIEINDENFEEEVLKS- DKPVLVDFWAPWCGPCRMIAPI | EELAEEYEGKVK 53
Trx-LACA . MSVVQLNDENFDEV | KKN- NKVVVVDFWAEWCGPCRMIAPI | EELAKEYAGKVV 53
Trx-AECA - MSV I EINDENFDEV I KKS- DKVVVVDFWAEWCGPCRMIAPI | EELAEEYAGKVV 53
Trx-LGPCA - MS| IHVTDDSFDQDVLKA- DKPVLVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIAEEYEGKLK 53
Trx-LECA -MVIQVTNKEEFEA| LSEA- DKLVVVDFFATWCGPCKMIAPFFEELSEEYPDKVV 33
Trx-LPBCA - MSV I EVTDENFEQEVLKS- DKPVLVDFWAPWCGPCRMIAPI | EELAKEYEGKVK 53
Trx-LAFCA - MV IQVTNKDEFES| LSEA- DKLVVVDFTATWCGPCKMIAPKFEELSEEYPDNVV 53
Trx E.coli SDKI IHLTDDSFDTDVLKA-DGA|LVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLT 53
Trx Humana - MVKQI ESKTAFQEALDAAGDKLVVVDFSATWCGPCKMIKPFFHSLSEKYS- NV 53

* . : : Do R EE X XXX XX XX X = P

60 80 100
Trx-LBCA FAKVNVDENPETAAKYGIMSIPTLLLFKNGEVVDKLVGARPKEALKERI EKHL- 106
Trx-LACA EGKLNVDENPEIAAKYGIMSIPTLLFFKNGKVVDQLVGAMPKEALKERIKKYL- 106
Trx-AECA FGKVNVDENPEIAAKYGIMSIPTLLFFKNGKVVDQLVGARPKEALKERIKKYL- 106
Trx-LGPCA VAKVNIDENPETAAKYGIRGIPTLMLFKNGEVAATKVGALSKSQLKEFLDANL- 106
Trx-LECA F|KVDVDEVPDVAAKYGITSMPTFKFFKNGKKVDELVGAN- QEKLKQMI LKHAP 106
Trx-LPBCA VVKVNVDENPNTAAQYGIRSIPTLLLFKNGQVVDRLVGAQPKEALKERIDKHL- 106
Trx-LAFCA FLKVDVDEVEDVAAEYG| SAMPTFQFFKNGKKVDELTGAN- QEKLKAMI KKHAA 106
TrxE.coli VAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLA 108
Trx Humana FLEVDVDDCQDVASECEVKCMPTFQFFKKGQKVGEFSGAN- KEKLEATINELV- 105

P * . . * % w EE R * % . * . .

Sig 3.2.2. Alineamiento multiple de las secuencias de tiorredoxinas ancestrales perteneciente a
organismos de nodos ya extintos y las tiorredoxinas actuales de E. coli y humana. Se indican en
1000 los residuos conservados, como se puede observar el sitio actiwo, CGPC, estd altamente
conservado. Los residuos en azul y verde, representan sustituciones por residuos similares.

En nuestro grupo de investigacion, en la Universidad de Granada, se resucitaron
experimentalmente las siete tiorredoxinas precambricas y se llevo a cabo una
caracterizacion biofisica exhaustiva de las mismas. Cabe resaltar que estas enzimas
ancestrales son las mas antiguas resucitadas hasta la fecha, datando la tiorredoxina
del nodo asociado al ultimo ancestro comun de las bacterias (LBCA de sus siglas
en inglés) de hace aproximadamente 4200 millones de anos. Asi, hemos resucitado
proteinas que operaban en un tiempo muy cercano al origen de la vida. En cuanto
a la caracterizacion biofisica, el estudio de la termoestabilidad de las tiorredoxinas
ancestrales puso de manifiesto la extremada estabilidad que presentaban estas

proteinas [6]; siendo, hasta lo que sabemos, de las mas estables conocidas hasta la

fecha (fig 3.2.3).
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Sfig 3.2.3. Temperatura de desnaturalizacion (1) versus tiempo geoldgico para las tiorredoxinas
precambricas y para las tiorredoxinas actuales humana y de E. coli. La linea discontinua
representa el ajuste lineal de los datos mostrando una lendencia de paleotemperatura con un

decrecimiento en T,, de 5.8+1.8 K/Ga [6].

En el grupo de Julio M. Fernandez (Universidad de Columbia, Nueva York) se
estudi6 la actividad enzimatica de estas tiorredoxinas ancestrales por Microscopia
de Fuerza Atémica (AFM) de molécula individual. Este trabajo revelé que los
patrones de catalisis correlacionan con los dominios de la vida y que dicho
mecanismo se estableci6 hace aproximadamente 4000 millones de afios. En
cuanto a la eficiencia catalizadora, las tiorredoxinas mas antiguas presentan una

mayor actividad en condiciones acidas que sus analogas actuales [6, 12].

Muy recientemente, en colaboracion con José A. Gavira perteneciente al
Laboratorio de Estudios Cristalograficos de Granada (GSIC), se han resuelto las
estructuras tridimensionales de las siete tiorredoxinas precambricas por
cristalografia de rayos X. Los estudios estructurales muestran que todas las

tiorredoxinas resucitadas tienen el mismo fold que sus analogas actuales, véase fig

3.2.4.
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Sig 3.2.4. A) Estructura trnidimensional de la tworredoxina de E. coli (2trx). B) Estructura
tridimensional de la tiorredoxina de LPBCA (2yj7). Ambas estructuras han sido resueltas
mediante cristalografia de rayos X.

Las propiedades que presentan estas tiorredoxinas ancestrales, su hiper-estabilidad
y su capacidad para realizar la catalisis enzimatica a pHs acidos, resultan muy
interesantes en el campo de ingenieria de proteinas. Entender los mecanismos
energéticos, moleculares y evolutivos responsables de dichas propiedades,
mejoradas respecto de las tiorredoxinas actuales, pueden revelar informaciéon muy

valiosa para el disefio de proteinas.

1) Por ello, nos planteamos realizar un estudio exhaustivo, mutacional y de
los factores energéticos de la estabilidad termodinamica y cinética, sobre la
tiorredoxina ancestral mas estable, la tiorredoxina perteneciente al tltimo
ancestro comun de las cianobacterias y del grupo de deinococcus y
thermus (LPBCA de sus siglas en inglés). Reconstruimos su curva de
estabilidad y estudiamos la cinética de su desplegamiento inducido por
guanidina. También realizamos un estudio mutacional entre la
tiorredoxina de LPBCA vy la tiorredoxina perteneciente al Gltimo ancestro
comun de bacterias (LBCA de sus siglas en inglés). Los resultados de este

trabajo se muestran en la seccion 3.2.1.
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2) En el transcurso de los estudios sobre la tiorredoxina de LPBCA, los
resultados experimentales parecian indicar que la desnaturalizaciéon fria
ocurria de manera no cooperativa. Esto nos sugiri6 la hipotesis de que la
cooperatividad pudiera haber sido adquirida a lo largo de la evolucion.
Con objeto evaluar dicha hipotesis nos planteamos el estudio comparativo
de los patrones energéticos de la desnaturalizaciéon de la tiorredoxina de
LPBCA y de su analoga actual, la tiorredoxina de E. coli. Ambas proteinas
mostraron el mismo patréon en la desnaturalizacion fria, con lo cual, se
descart6 la hipotesis inicialmente planteada. Sin embargo, pudimos
explicar el patron de la desnaturalizacion fria de la tiorredoxina de E. coli
en base a la lentitud de la cinética de desplegamiento a baja temperatura,
siendo este estudio de gran utilidad para la comprension de la
desnaturalizacién fria de proteinas. Los resultados se muestran en la

seccion 3.2.2.

La estabilidad de las proteinas es un factor limitante para muchos objetivos en
ingenieria de proteinas. Por ejemplo, para el disefio de nuevos sitios activos, con
frecuencia, se hacen necesarias mutaciones que conllevan una pérdida significativa
de la estabilidad. Esto hace que, previamente, haya que estabilizar la proteina
para obtener un armazén molecular lo suficientemente estable capaz de alojar las
mutaciones necesarias para conformar el nuevo sitio activo. En este sentido, las
proteinas ancestrales, por su hiper-estabilidad, pueden resultar muy apropiadas
como punto de partida para proyectos de ingenieria de proteinas, ya que permiten

acumular mutaciones desestabilizantes, sin que se comprometa su viabilidad.

3) En el dltimo trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral nos planteamos
explorar la posibilidad de utilizar una enzima ancestral resucitada como
punto de partida en un objetivo de ingenieria de proteinas. En concreto,
investigamos la posibilidad de redisenar el sitio activo de la tiorredoxina de

LPBCA. El estudio mutacional realizado entre la tiorredoxina de LPBCA
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y de LBCA (descrito en la seccion 3.2.1.1.1), revel6 tres mutaciones
estabilizantes que realizamos sobre la tiorredoxina de LPBCA para
obtener una variante mas estable aun. Sobre dicha variante eliminamos un
grupo ionizable enterrado, esencial para la catdlisis enzimatica, e
intentamos reproducir su efecto en la actividad con un grupo expuesto al
solvente. Para ello, seleccionamos con criterios estructurales varios residuos
de la superficie proteica y construimos una biblioteca combinatorial con
todas las posibles combinaciones de los residuos seleccionados. Los

resultados de este trabajo se muestran en la seccion 3.2.3.
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3.2.1. Estudio mutacional dirigido a analizar los factores
energéticos que determinan la estabilidad termodinamica y

cinética de la tiorredoxina de LPBCA

A'lo largo de la evolucién, las proteinas deben adaptarse a las condiciones que las
rodean y por ello sufren cambios continuamente. A pesar de que estos cambios en
la modulacion de las proteinas deben involucrar varias propiedades, recientes
trabajos han destacado el papel de la estabilidad de las proteinas en la evolucién
molecular [13-16]. En este sentido, un trabajo colaborativo entre los grupos de
investigacion de Eric A. Gaucher (Georgia Institute of Technology, Atlanta), de
Julio M. Fernandez (Universidad de Columbia, Nueva York) y de José¢ M.
Sanchez Ruiz (Universidad de Granada), en el que se han resucitado vy
caracterizado siete tiorredoxinas precambricas, ha mostrado resultados muy

reveladores respecto a la estabilidad de la tiorredoxina a lo largo de su evolucién:

* Por una parte, cabe destacar que las siete tiorredoxinas ancestrales
resucitadas son mas estables que sus analogas actuales, siendo incluso
algunas de ellas, de las proteinas mas estables conocidas hasta la fecha (fig

3.2.5).

* Por otra parte, si se representa la temperatura de desnaturalizacion (Thm) de
las tiorredoxinas resucitadas versus el tiempo geologico en el que se estima
que operaban, se observa una disminucién de Tw que correlaciona con la
velocidad de enfriamiento de los antiguos océanos, estimada a partir de la
deposicion de 1s6topos de oxigeno en rocas [6]. Sin embargo, los valores de
T obtenidos son aproximadamente 50°C mas altos que la temperatura

inferida para los océanos [8] (fig 3.2.5).
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Sfig 3.2.5. Temperatura de desnaturalizacion (1) versus tiempo geoldgico para las tiorredoxinas
precambricas y para las tiorredoxinas actuales, humana y de E. coli, en circulos azules. La linea
discontinua representa el ajuste lineal de los datos mostrando una tendencia de la paleotemperatura
con un decrecimiento en T,, de 5.8%1.8 K/Ga [6]. El drea gris representa la temperatura de los

antiguos océanos ferida a partir de estudios de isétopos de oxigeno en rocas [8].

Para investigar los mecanismos moleculares y los factores energéticos que afectan
a la hiper-estabilidad de la tiorredoxina, nos planteamos un anéalisis comparativo
entre la tiorredoxina ancestral de LPBCA (la mas estable de las siete tiorredoxinas
resucitadas) y la tiorredoxina de E. coli, su andloga actual. En fig 3.2.6 se puede
observar la diferencia de estabilidad entre ambas proteinas, medida como la
diferencia entre sus temperaturas de desnaturalizaciéon. En este trabajo, hemos
reconstruido la curva de estabilidad de la tiorredoxina de LPBCA, que hasta lo
que sabemos, es la primera curva de estabilidad reconstruida para una proteina
ancestral y hemos estudiado las cinéticas del desplegamiento inducido por
guanidina a diferentes temperaturas. Ambos estudios han ayudado a la
comprension de los factores energéticos responsables de la estabilidad tan inusual
que presenta la tiorredoxina de LPBCA, proporcionando informacion util para el

diseno de proteinas estabilizadas.
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JSig 3.2.6. Perfil calorimétrico de la tiorredoxina de E. coli y de LPBCA. Se puede observar la
diferencia de estabilidad medida como el incremento entre sus temperaturas de desnaturalizacion
(Tw). Los experimentos de DSC se llevaron a cabo una concentracion de proteina de 0.5 mg/mlL,
en 50 mM HEPES a pH 7. Para la tiorredoxina de E. coli la velocidad de barrido fue de
200 K/h y para la tworredoxina de LPBCA, se muestran varias trazas realizadas a diferentes
velocidades de barnido (30 K/h, 60 K/h, 120 K/hy 240 K/h).

La diferencia de aproximadamente 50°C entre las temperaturas de
desnaturalizaciéon de las tiorredoxinas y la temperatura del entorno en el que
operaban dichas proteinas, parece sugerir que la seleccion no haya actuado
directamente sobre la estabilidad termodinamica, pero si sobre otro factor
relacionado con la estabilidad termodinamica [17]. Estudios tedricos y un gran
numero de estudios experimentales sobre desnaturalizacion térmica irreversible de
proteinas sugieren que la estabilidad termodinamica (valor positivo para la energia
libre de desnaturalizacion) por si sola no garantiza que la proteina permanezca en
el estado nativo durante una cierta escala de tiempo, ya que las alteraciones
irreversibles (incluso si ocurren en estados desnaturalizados poco poblados o
estados parcialmente desplegados) pueden perjudicar el estado nativo [18]. De
acuerdo con esto, y teniendo en cuenta la diferencia de 50°C entre las T de las
tiorredoxinas estudiadas y la temperatura del ambiente en el que operaban,

proponemos que la tiorredoxina ha sido seleccionada de forma natural para tener
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una estabilidad cinética significativa y esta se refleja en la estabilidad
termodinamica [17]. Para comprobar la validez de esta hipotesis nos planteamos
el estudio comparativo de las cinéticas del desplegamiento inducido por guanidina
a diferentes temperaturas para la tiorredoxina de LPBCA y para la tiorredoxina
de E. coli. Este estudio ha proporcionado informacién relevante que ayuda a la
comprender la relacién entre la presion evolutiva a la que ha sido sometida la

tiorredoxina y su estabilidad.

3.2.1.1. Estudio de la estabilidad termodinamica de la tiorredoxina

de LPBCA por calorimetria diferencial de barrido

La estabilidad termodinamica de una proteina se define con frecuencia como la

diferencia entre la energia de Gibbs del estado nativo y desnaturalizado, la

dependencia de AGR con la temperatura se conoce como curva de estabilidad
(seccion 2.6.4.1.2). Asi, para caracterizar la estabilidad termodinamica de la

tiorredoxina de LPBCA nos propusimos reconstruir su curva de estabilidad. Para
ello, se necesita un valor fiable deAng, que se puede calcular directamente de la

traza de DSC o bien a partir de la pendiente resultante al representar ABH(Tm)

versus T’ para varias transiciones de DSC con diferentes valores de T',.

En fig 3.2.7 se muestran los perfiles calorimétricos de la tiorredoxina de LPBCA
realizados con una disoluciéon de proteina de 0.5 mg/mL, en 50 mM HEPES a
pH 7 a diferentes velocidades de barrido (30K/h, 60K/h, 120K/h y 240K/h).
Como se puede observar, las trazas estan distorsionadas cinéticamente, de manera
que a menor velocidad de barrido, aumenta su asimetria y disminuye la
reversibilidad del proceso de desplegamiento (obtenido como la proporcién de
senal calorimétrica que se recupera en el segundo barrido con respecto a la senal
calorimétrica del primer barrido). La distorsiéon cinética presente en las trazas de

DSC (fig 3.2.7) impedia obtener el valor de la capacidad calorifica del estado

desnaturalizado (Cg), y por tanto no es fue posible calcular el valor de AXCp del
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analisis directo de las trazas. Por ello, decidimos obtener diferentes variantes sobre

la tiorredoxina de LPBCA con diferentes estabilidades térmicas. La pendiente del
ajuste lineal de la representaciéon de ARH(Tm) versus T, para las variantes

obtenidas, nos dara el valor de ARCP de la tiorredoxina de LPBCA.

[10 0 K mol™)

P

...... pu—" 240K/h
NN -|120K/h
........... > a 60K/h

1 30K/h

100 110 120 130 140
Temperatura (°C)

JSig 3.2.7. Perfil de capacidad calorifica frente a temperatura de la tiorredoxina de LPBCA. La
proteina se dializé frente a 50 mM HEPES a pH 7 y los experimentos se realizaron a una
concentracion de proteina de 0.5 mg/mL a diferentes velocidades de barrido. En linea continiia se

muestra el primer barrido al que se somete la muestra y en linea discontinua el segundo.

3.2.1.1.1. Estudio mutacional entre la tiorredoxina de LBCA y de
LPBCA

Con objeto de obtener variantes de la tiorredoxina de LPBCA con diferentes

estabilidades, que nos permitan inferir el AXCp, realizamos un analisis
mutacional entre la tiorredoxina de LPBCA vy su antecesora, la tiorredoxina de
LBCA. Ambas proteinas se diferencian en 13 mutaciones y su estabilidad difiere
en 9°C (fig 3.2.8). Para reducir el tiempo de producciéon y purificaciéon de las
proteinas, las variantes propuestas por el estudio mutacional se purificaron con
una cola de 6 histidinas en la zona del amino terminal. Asi se obtuvieron,

mediante mutagénesis dirigida, 13 variantes de la tiorredoxina de LPBCA con las
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mutaciones simples V71, T8N, Q14E, K47E, V35F, V56A, N65E, Q69K, R73M,
QB85E, R89K, Q94R y D104E.

10 20 30 40 50 60
MS-VIEINDE NFEEEVLKSD KPVLVDFWAP WCGPCRMIAP IIEELAEEYE GKVKFAKVNV LBCA
MS-VIEVTDE NFEQEVLKSD KPVLVDFWAP WCGPCRMIAP IIEELAKEYE GKVKVVKVNV LPBCA

70 80 90 100
DENPETAAKY GIMSIPTLLL FKNGEVVDKL VGARPKEALK ERIEKHL LBCA 13 mutationes
DENPNTAAQY GIRSIPTLLL FKNGQVVDRL VGAQPKEALK ERIDKHL LPBCA ATm=9°C

Sig 3.2.8. Alineanuento de las secuencias de las tiorredoxinas de LPBCA y de LBCA. La
numeracion utilizada es aquella que hace comncidir las posiciones equivalentes de las tiorredoxinas

de LPBCA, de LBCA y la de E. coli.
Los experimentos de calorimetria de las formas mutantes simples se realizaron de
20°C a 140°C a una velocidad de barrido de 240 K/h. Las muestras de proteina
se dializaron frente a 50 mM HEPES a pH 7 a una concentracion de 0.5 mg/mL.
Las mutaciones V35F, Q69K y D104E resultaron estabilizantes, mientras que V71,
T8N, Ql4E, K47E, V56A, N65E, R73M, Q85E, R8IK y Q94R resultaron
desestabilizantes (fig 3.2.9).

Sig 3.2.9.  Duferencia  de

estabilidad entre las variantes de

94 la torredoxina de LPBCA y la

5’5 tiorredoxina de LPBCA silvestre.
:E 04 Se ha tomado como T, la
< 9- temperatura a la cual, la seiial
de capacidad  calorifica  es

]

D104E

V56A

Q69K

QB85E
R

mdxima. En azul se muestran

\%)i
T8N
QI4E
K47E
V55F
N65F.
R73M
R89K
Q94

las variantes que resultaron mds
estables y en rojo las menos
estables.

Para obtener proteinas cuyas Tm cubran un amplio rango de temperaturas, se
selecciond la variante menos estable (Q94R) y se construyeron las variantes doble

(VB5F/Q69K) vy triple (V35F/Q69K/D104E) con las mutaciones estabilizadoras.
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Esta nueva tanda de mutantes se clonaron en el vector pET30a (+) (seccion 2.2 de
metodologia) para obtener las proteinas sin cola de histidina y asi, estudiarlas sin el

efecto de la cola de 6 histidinas en el desplegamiento (desestabiliza la proteina).

3.2.1.1.2. Analisis de las trazas de DSC

En fig 3.2.10 se muestran los perfiles calorimétricos de las variantes
Q94R/LPBCA, V55F/Q69K/LPBCA (doble), V55F/Q69K/D104E/LPBCA
(triple) y la tiorredoxina de LPBCA silvestre realizados a diferente velocidad de
barrido (30K/h, 60K/h, 120K/h y 240K /h). Los experimentos se llevaron a cabo
desde 20°C hasta 140°C, a una concentracién de proteina de 0.5 mg/mL en
50 mM HEPES a pH 7. No se muestran las trazas correspondientes al segundo
barrido al que se ha sometido la muestra para facilitar la visualizacion de la figura,
sin embargo, en todos los casos se cumple que a 30 K/h no se recupera la sefial
calorimétrica de la traza, a 60 K/h se recupera el 5%, a 120 K/h el 10% y a
240 K/h el 20%.

Como se puede observar en fig 3.2.10, las trazas de DSC muestran efecto de
velocidad de barrido, acentuandose dicho efecto, a velocidades de barrido mas
lentas. Asi, a medida que aumenta la velocidad de barrido, la transiciéon es mas
simétrica, mas reversible y se desplaza a mayores temperaturas. Esta dependencia
con la velocidad de barrido se atribuye a procesos (como autolisis, agregaciéon o
alteraciones quimicas de los residuos) que ocurren a alta temperatura, haciendo
que los estados significativamente poblados durante el desplegamiento se alejen de
sus valores de equilibrio. A bajas temperaturas, sin embargo, los estados
significativamente poblados durante el desplegamiento si se encuentran en sus
valores de equilibrio. El hecho de que el efecto de velocidad de barrido aumente a
menores velocidades, se debe a que estas alteraciones irreversibles ocurren
lentamente, de manera que se aprecian mas, cuanto mayor sea el periodo de

tiempo en el que transcurre la transicion.
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JSig 3.2.10. Perfiles de capacidad calorifica frente a temperatura de las variantes Q94R, doble y
triple y de la tiorredoxina de LPBCA. Las trazas se encuentran desplazadas a lo largo del ¢e y
para facilitar su visualizacion. Las disoluciones se proteina dializaron frente a 50 mM HEPES
a pH7, los experimentos se han llevado a cabo diferentes velocidades de barrido (30K/h, 60K/h,
120K/hy 240K/h) a una concentracin de proteina de 0.5 mg/mL. En circulos se muestran los
datos experimentales y en linea continua el ajuste al modelo de equilibrio de dos estados.

En este trabajo, para el analisis de las trazas, se descartaron los datos
experimentales de capacidad calorifica obtenidos a alta temperatura, donde
ocurren los procesos irreversibles que hacen que los estados significativamente
poblados de alejen de sus valores de equilibrio. Los datos experimentales
obtenidos a bajas temperaturas, donde los estados significativamente poblados si
se encontraban en sus valores de equilibrio, se analizaron segin el modelo de
equilibrio de dos estados (seccion 2.6.4.1.1 de metodologia). Para elegir el rango

de temperaturas en el que ajustar dicho modelo, se eliminaron los datos
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experimentales a partir de la temperatura mas alta, tras la cual, el modelo
proporciona un ajuste que se aleja de los datos experimentales. Como se puede
observar en fig 3.2.10, para el mutante Q94R y la tiorredoxina de LPBCA, se
descartaron para el ajuste los datos experimentales obtenidos para una
temperatura cuatro grados mayor que la temperatura a la cual la capacidad
calorifica es maxima y para las variantes doble y triple, se descartaron los datos
experimentales obtenidos para una temperatura dos grados mayor que la
temperatura a la cual la capacidad calorifica es maxima. Los parametros

termodinamicos obtenidos del ajuste se muestran en la tabla 3.2.1.

vH D
Proteina Tm (°C) (kJA:rI_rIm l'l) (k_?ljrinll'l) v (K/h)
Q94R 118.45 681.8 -489.0 30
Q94R 118.52 591.0 519.0 60
Q94R 119.12 580.9 520.2 120
Q94R 119.51 568.6 568.6 240
LPBCA 121.89 785.2 462.1 30
LPBCA 122.43 693.8 531.8 60
LPBCA 122.77 670.9 548.3 120
LPBCA 123.14 625.3 586.2 240
doble 124.82 606.7 485.4 30
doble 125.97 628.3 541.9 60
doble 125.41 650.4 508.0 120
doble 126.67 595.0 611.4 240
triple 125.21 552.3 529.9 30
triple 126.01 594.8 583.9 60
triple 126.53 568.4 592.2 120
triple 127.49 612.3 628.9 240

tabla 3.2.1. Pardmetros termodindmicos obtemidos del ajuste al modelo de equilibrio de dos
estados en el rango de temperaturas en el que se cumple la condicion de equilibrio.
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Una buena concordancia con el modelo reversible de dos estados viene dado por

un valor de AgHm /AH"™ cercano a la unidad [19]. En el caso que nos atane, se

calcul6 dicho cociente para cada traza calorimetria utilizando los datos derivados

del ajuste, y se represento ARVH,,/AH"™ en funcién de la inversa de la velocidad
de barrido. El cociente extrapolado a velocidad de barrido infinita , utilizando un
polinomio de segundo grado, resulté dentro del rango establecido por Privalov y
colaboradores [19] como buen indicativo de la concordancia con el modelo de dos

estados de equilibrio (fig 3.2.11)

Sfig  3.2.11.  Representacion  del  cociente
AﬁHm JAH" Jrente a la inversa de la velocidad

de barrido. En circulos se muestran los datos

experimentales y en linea continiia el qjuste a un
polinomio de segundo grado. En todos los casos, a
medida que aumenta la velocidad de barndo, el

valor del cociente Aj\)/Hm JAH™ tiende a la unidad,

resultando su extrapolacion a velocidad de barrido

- infinata (teniendo en cuenta el error experimental
TRIPLE . .
asociado al valor), dentro del rango establecido por

0.6 {LPBCA Privalov y colaboradores como buen indicativo de la
QYR : concordancia con el modelo de equilibrio de dos
0 92x1 0> estados.
v'h K

Los datos derivados del ajuste, nos proporcionan valores de T,y de ARH,, en

funcién de la velocidad de barrido, teniendo en cuenta la tendencia a la unidad

del cociente ANH,,,/AH'" a velocidad de barrido infinita, podemos considerar los
datos de equilibrio como los valores que obtenemos de su extrapolaciéon a
velocidad de barrido infinita. Asi, de la representacion de Ty, frente a la inversa de
la velocidad de barrido, se obtuvo Te, como la temperatura de desnaturalizacion
extrapolada mediante el ajuste a un polinomio de segundo grado a velocidad de

barrido infinita (fig 3.2.12 A). Para obtener el valor de la entalpia calorimétrica de
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equilibrio, se represento ANH,, frente a la T y se realiz6 el ajuste lineal de los

datos. La proyeccion de TY, sobre dicho ajuste lineal nos proporciona el valor de

entalpia calorimétrica a velocidad de barrido infinita (ABH&).

Finalmente, el AECP lo obtenemos del ajuste lineal de ABH& a diferentes

temperaturas, obteniéndose un valor de 6.36 kJ K -1 mol! (fig 3.2.12 B).
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126 4
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e \\‘\‘
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5504 é .
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JSig 3.2.12. A) Representacion de la temperatura de desnaturalizacion frente a la inversa de la

velocidad de barrido. Los datos experimentales se muestran en circulos cerrados y en linea continua

se muestra el ajuste a un polinomio de segundo grado. De la extrapolacion a velocidad de barrido

infinita se obtiene T., para cada una de las variantes estudiadas. B) Representacion de la entalpia

calorimétrica frente a la temperatura de desnaturalizacion. En circulos cerrados se muestran los

datos experimentales obtenidos del ajuste al modelo de equilibrio de dos estados, en linea

discontinua se muestra el ajuste lineal de la entalpia versus T para cada una de las variantes

estudiadas. La proyeccion de T, sobre dicho ajuste lineal nos proporciona el valor de entalpia

calorimétrica a velocidad de barrido infinita (AJI%H,Z), que se muestra en la grdfica como un

cuadrado abierto. El ajuste lineal de AffH,(fl a diferentes temperaturas nos proporciona un valor de

ARNCp de 6.36 k7 K1 mol.
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El valor obtenido de ABCPZ 6.36 kJ ‘K - 'mol!, es similar al de otras variantes de

tiorredoxina estudiadas en nuestro grupo de investigacion (fig 3.2.13) en contra de
lo esperado, segun la prediccion que indica que AXCp disminuye a altas
temperaturas, anulandose a temperaturas superiores a 100°C (seccion 2.6.4.1.2.
de metodologia). Se realiz6 la media aritmética de los valores de AXCp para todas

las variantes recopiladas obteniéndose un valor de

ARNCp=5.76 £0.12 kJ K ‘mol™y se consideré que su valor era independiente de

la temperatura en el rango de estudiado (50°C-130°C).

2 10- AC,=5.7562 + 0.114 IJ K mol
i: 5_ *
< 0-
< T T T T
60 80 100 120
T,(°C)

JSig 3.2.13. A) Datos de AJQC p oblenidos del ajuste directo de perfiles de capacidades calorificas
absolutas al modelo de equilibrio de dos estados de variantes de tiorredoxina. En verde se muestran
los datos de twrredoxina silvestre de E. coli y fragmentos de tiorredoxina (1-73, 74-108) a
diferentes pHs [20], en negro los datos de las variantes estabilizadas de tiorredoxina 3x y 6x a
diferentes pHs [21], en azul se muestran los datos experimentales a pH 7 oblenidos con variantes
de tiorredoxina con mutaciones disruptivas del niicleo hidrofobico estudiada en nuestro grupo de

investigacion, en rojo se muestra el valor de AﬁﬂC p para la twrredoxina de E. coli a pH 7 y en
gnis el dato obtemido para la tiorredoxina de LPBCA por el procedimiento anteriormente descrito.

3.2.1.2. Reconstruccion de la curva de estabilidad de 1la

tiorredoxina ancestral de LPBCA y su estudio comparativo

con la curva de estabilidad de la tiorredoxina de E. coli

Una vez obtenido el AECP, las curvas de estabilidad de la tiorredoxina de
LPBCA 'y de E. coli (fig 3.2.15A) fueron construidas a partir de las ecuaciones 2.15,
2.16 y 2.17 descritas en el capitulo 2.6.4.1.1. de metodologia. Dado el estudio
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. . D . , .
descrito en el apartado anterior, el ANCp se considerd el mismo para ambos casos

con un valor de 5.8 kJ K mol™. Se consideraron los valores de AH=613 kJ mol!
y T,,=123.4°C para la tiorredoxina de LPBCA obtenidos de la extrapolacién a

velocidad de barrido infinita (fig 3.2.12). Para la tiorredoxina de £. ¢coli se tomaron

los valores de AH=425 k] mol” y T,,=89.3°C obtenidos al ajustar el modelo
reversible de dos estados a la traza calorimétrica que se muestra en fig 3.2.14 (el
experimento de DSC se realizé desde 20°C hasta 110°C, a una concentraciéon de
tiorredoxina de £. coli de 0.5 mg/mL, en HEPES 50 mM pH 7 a una velocidad de
barrido de 200 K/h.

Sig 3.2.14. Perfil calorimétrico de la
10 KJ K mol’ tiorredoxina de E. coli. El experimento
de DSC se realizé desde 20°C hasta
110°C, a wuna concentracion de
trredoxina de E. coli de 0.5 mg/mL,
en HEPES 50mM pH 7 a una
velocidad de barndo de 200K/h. En

circulos  se  muestran  los  dalos

experimentales y en linea continua el

J v v J ajuste al modelo de equilibrio de los

40 60 80 100 estados.
Temperatura (°C)

La diferencia de estabilidad entre ambas proteinas calculadas como

AAG=AG(TrxLPBCA)-AG(Trx.E. coli) a 60°C es de 40 kJ mol ' (fig 3.2.15 B). El
analisis exhaustivo de las curvas de estabilidad muestra que la contribucion

mayoritaria a la estabilizacion es de caracter entrépico y su valor, calculado como

T AAS=T AS(TrxLPBCA)-T AS(Trx.E. coli) a 60°C, es 47 k] mol” (fig 3.2.15 B).
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JSig 3.2.15. A) Curva de estabilidad para la tiorredoxina de E. coli (linea continua roja) y para la
de LPBCA (linea continua negra). B) Representacion de la contribucion entdlpica a la estabilidad
de la twrredoxina de E. coli con trazo continuo r0j0 y de la contribucion entripica con trazo
discontinuo rojo. Para la tiorredoxina de LPBCA la contribucion entdlpica se representa con trazo
continuo negro y la entripica con trazo discontinuo del mismo color. Como se puede observar, la
diferencia de estabilidad entre ambas proteinas, medida como la diferencia de variacién de energia

libre (AAG) a 60°C, es de 40 Kf mol”. La contribucion entrépica a la estabilidad de LPBCA,

medida como T -AAS a 60°C, es de 47 KF mol” | siendo la contribucion mayoritaria a la
estabilidad.

Para justificar la estabilizacion entrépica de la tiorredoxina de LPBCA, se realizo
un recuento de las prolinas y glicinas de su secuencia, ya que, es bien sabido que
las mutaciones que implican eliminar una glicina o insertar una prolina

contribuyen entropicamente a la estabilizacion de la proteina [22]. Atendiendo a

las secuencias proteicas, se ha observado una relaciéon de PI‘O/ aly = 5/9 para la
tiorredoxina de £. coli y de PI‘O/ oly = 7/ 5 para la tiorredoxina de LPBCA. Se ha

estimado que el coste entropico de eliminar wuna glicina es de
AS =-10] K" mol'y de AS =-17 ] K" 'mol™ el de introducir una prolina [23].
Considerando la eliminacion de 4 glicinas y la insercion de 2 prolinas, la

contribucion entropica total a la estabilidad, calculada como T -AAS a 60°C, seria
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de -25KkJ mol’ . En nuestro grupo de investigacion se ha comprobado
experimentalmente como parte de la tesis doctoral de Alvaro Inglés Prieto que las
mutaciones de glicina a prolina sobre la tiorredoxina de E. coli explican ~20°C de
incremento en la temperatura de desnaturalizacion. Ademas, este estudio también
sefiald la mutacion K90L como responsable de ~5°C de aumento en la
temperatura de desnaturalizacién. Para determinar si la mutacion K90L
contribuye entropicamente a la estabilizacion, se calculd, a partir de los valores de
ASA (area superficial accesible) [23], el AS de la Lys90 de la tiorredoxina de E. coli
y de la Leu90 de la tiorredoxina de LPBCA. Para ello, se realiz6 el calculo de area
superficial accesible con una modificacion del algoritmo de Shrake-Rupley [24].
Este algoritmo sitta aleatoriamente 2000 puntos alrededor de la esfera de van der
Waals que representa cada atomo. Se utilizé un radio de 1.4 A para la sonda del
disolvente y los radios de Chothia [25] para los atomos de la proteina. Los calculos
se realizaron con el programa ASA-ENG.exe, desarrollado en nuestro grupo de

investigacion, y revelaron como la contribucién entrépica a la estabilidad de la

mutacion K9OL a 60°C, calculada como T -AAS=T ‘AS(Leu90)-T -AS(Lys90), es de

-40 k] mol™'. Hay que tener en cuenta que para el calculo de la contribucién
entropica de K90OL, s6lo se han considerado los residuos implicados directamente
en la mutacion, sin embargo, los residuos de la periferia de la Leu90 y de la Lys90
también pueden influir en la contribucién, en cualquier caso, el resultado
obtenido nos proporciona informacion cualitativa que ayuda a comprender el
papel, en la energética de la estabilidad de la tiorredoxina de LPBCA, de la

mutacion K90L.

Asi, a partir del estudio de la curva de estabilidad de la tiorredoxina de LPBCA y
tras su comparativa con la curva de estabilidad de la tiorredoxina de . coli, hemos
determinado que la estabilizacién termodinamica de la tiorredoxina de LPBCA es

principalmente de caracter entrépico, y ademas, hemos podido justificar dicha
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estabilizacion entropica (al menos en parte) en base al aumento del cociente

Pro /gly y a la mutacion K90L.

3.2.1.3. Estudio experimental de las velocidades de plegamiento de
la tiorredoxina de LPBCA y E.coli seguida por

fluorescencia

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sugieren que, en el curso de la
evolucion de la tiorredoxina, la seleccion natural no rechaza las mutaciones que
causan un descenso en la estabilidad termodinamica de algunos kJ/mol, pero que
si rechaza aquellas que causan un descenso en la estabilidad cinética de algunos
k]/mol [17]. Este argumento se basa en el efecto que tendria un descenso de unos
pocos kJ/mol en la Twm (st la disminuciéon se produce en la estabilidad
termodinamica) o en el tiempo de vida media de la proteina (si la disminucién se

produce en la estabilidad cinética).

En términos de temperatura de desnaturalizacion, con la ecuacién Gibbs-
Helmbholtz (ec.3.2.1) se puede ver como la T cambia casi linealmente con AAG y
un descenso de unos pocos kJ/mol en AG, causa un descenso moderado en el
valor de la T. Como la Ty, de la tiorredoxina de E. coli es de 89.3°C, un descenso
de unos pocos kJ/mol en AG, deja la Tw bastantes grados por encima de la
temperatura fisiolégica y por tanto seguiran, existiendo valores de AG>0a la

temperatura fisiologica (fig 3.2.16 A).
aG=AH,, (1- T/ Y+ac, [1-1,-T 4 (T/p )] cc.3.2.1
Considerando la estabilidad cinética, determinada por la velocidad de

desplegamiento y suponiendo que la teoria del estado de transicion es aplicable,

entonces:

1 AGT,
1= xexp ( LNF) ec.3.2.2
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donde kynr es la constante de velocidad de desplegamiento de primer orden, T es
el correspondiente tiempo de vida media y AGéNF es la energia libre de activacion
de desplegamiento. Esta ecuacion indica que T decrece con la energia libre de
activacion de una manera exponencial. Como resultado, un descenso de algunos
kJ/mol en AGéNF puede producir un gran cambio en T, provocando un descenso

de algunas semanas a horas e incluso a minutos (fig 3.2.16 B).

100 -
80+
&
;é 60 -
40+ A)

I min

1 hora

1 dia
1 semana
el 1 mes

Lk, y/min" )

1 1 1
-20 -10 0
AAG 0 AAG™ (] mol™)

JSig 3.2.16. Efecto de un descenso de unos pocos kj/mol en la variacion del cambio de energia
libre, sobre la Ty (st la disminucion se produce en la estabilidad termodindmica) o, sobre el
tiempo de vida media de la proteina (si la disminucion se produce en la estabilidad cinética). A)
Dependencia de la temperatura de desnaturalizacion en equilibrio (Tn) con la variacion del
cambio de la energia libre (AAG). Los valores de Tnse calculan resolviendo numéricamente la
ecuacion de Gibbs-Helmholtz (ec.3.2.1) usando los pardmetros termodindmicos para tiorredoxina
de E. coli (T,,=89.3°C, AH=425 kJ mol'y ANCp= 5.8 k7K' mol’). B) Dependencia de
la constante de velocidad de desplegamiento con la variacion de la energia libre de activacion
(AAGZNF). Los valores de la constante de velocidad se calculan usando la ecuacion ec.3.2.2. A
modo tlustrativo, en este cdlculo, se ha considerado la constante de velocidad para la tiorredoxina

de E. coli (AAG%NFZO) wual a 3.31 107 min!; que corresponde a un tiempo de vida media de

1 mes. El ¢e de la derecha se indican valores representativos de tiempos de vida media, que se
corresponden con las constantes de velocidad correspondientes del eje de la 1zquierda.
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Este trabajo sugiere que la selecciéon natural actda, en el caso de la tiorredoxina,
sobre la estabilidad cinética [17]. Siguiendo la misma linea argumental, la
diferencia de estabilidad termodinamica entre la tiorredoxina de LPBCA vy la de
E. coli debe ser un reflejo de la diferencia de estabilidad cinética entre ambas
proteinas. El estudio cinético descrito a continuacién muestra como de hecho esto

es lo que ocurre.

Las cinéticas de desplegamiento inducidas por guanidina se realizaron a diferentes
temperaturas para la tiorredoxina de E. coli y para la tiorredoxina de LPBCA
(seccion 2.8.3. del capitulo de metodologia). En todos los casos, los valores de kyng
se obtuvieron mediante el ajuste monoexponencial de los perfiles de emision de
fluorescencia a 350 nm frente a tiempo (ver figura 2.18 a modo de ejemplo). A

cada temperatura, la representacion del In(k frente a la concentracion de

UNF )

guanidina mostraban una relacién lineal, ya que el rango de concentraciones de
guanidina estudiado para cada temperatura, se corresponde con la rama de
desplegamiento de una grafica chevron (logaritmo de la constante de velocidad versus

concentracion de guanidina).

Esta relacion lineal se puede describir como:

my

RT ‘C ec.3.2.3

In(kynr)=KUnr+
donde my; describe el efecto de la concentraciéon de guanidina sobre las energias
libre de Gibbs de activacion para el proceso de desplegamiento. my esta
relacionado con el cambio del area superficial accesible expuesto al disolvente
desde el estado nativo al estado de transicién. Experimentalmente los valores de
my; obtenidos para la tiorredoxina de LPBCA y para la de E. coli no mostraron
dependencia con la temperatura en el rango estudiado, por ello se realiz6 un

ajuste global de los datos a la ecuacién ec.3.2.3 manteniendo el valor de my

constante para cada proteina. Se obtuvo un valor de my;= 8.9440.14k] mol™" M
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para la tiorredoxina de E. coli y de my=10.52 £0.07 k] mol”" M para la
tiorredoxina de LPBCA. Los errores describen la incertidumbre asociada al

proceso de ajuste.

A) trx-E.coli B) trx-LPBCA
2 — .

T T T T T T T
2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
[guanidina] (M)

JSig 3.2.17. Representacion de la constante de desplegamiento kyyp frente a concentracion de
guamidina (en un rango de concentracion que se corresponde con la rama de desplegamiento de la
grdfica chevron) a diferentes temperaturas para la tiorredoxina de E. coli (4) y para la de
LPBCA (B). En circulos se muestran los datos experimentales y en linea continua el ajuste a la

ecuacion ec.3.2.3. Se realizd un ayuste global manteniendo el valor de my; constante con la
temperatura para cada proteina.

Los valores de k{;\y extrapolados a concentracién nula de guanidina (fig 3.2.18)
deben de tomarse con cautela debido a las desviaciones de la linealidad que
existen a baja concentracion de guanidina, estas desviaciones estan vinculadas al
apantallamiento de las interacciones carga-carga [26]. Aun asi, los valores

extrapolados son utiles ya que aportan informaciéon cualitativa de la escala de
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tiempo en el que se desarrolla el proceso, en ausencia de desnaturalizantes
quimicos. Ademas estas desviaciones no afectan a la extrapolacion de las kynr a

concentracion de guanidina 3.5 M (fig 3.2.18).

3.5M Irx
5 gd E.coli
e Is
°
o0 ®
0 1 min
LPBCA
- L] ,"
= e 1
E ...“ 0'
“ ; ldia
% OM o ,
= [ ) '
= -10- 8d4 '
p— . 1
¥ ", mes
,' 1 afio
-15 ," 10 afios
Py N
* 100 afios
-20 1 b 1000 afios
0.0"’
T T T T
20 40 o0 80

Temperatura (°C)

JSig 3.2.18. Dependencia con la temperatura de las constante de desplegamiento de la tiorredoxina
de E. coli (en circulos rojos) y de la tiorredoxina de LPBCA (en circulos negros) a 3.5 M
guamdina y a OM guanidina. Datos obtenidos mediante la extrapolacion lineal mostrada en fig
3.2.17. La escala de tiempo se indica a la derecha de la grdfica.

Tras el estudio realizado, cabe resaltar varios puntos:

* La velocidad de desplegamiento para la tiorredoxina de . coli a 25°C en

agua es de k{np=3.40 10" min™, que resulta en un tiempo de vida de ~20

dias. La tiorredoxina de LPBCA tiene una edad geolégica de unos 3 giga-
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anos, la temperatura de los océanos estimada [8] para dicha edad

geologica es de 70°C aproximadamente. Para la tiorredoxina de LPBCA la

cinética de desplegamiento a 70°C k{;xp=7.6510°min', que resulta en un
tiempo de vida media de ~ 40 dias. Ambos tiempos de vida son
comparables lo que corrobora la teoria de que la evoluciéon selecciona

sobre la estabilidad cinética.

Existe una buena correlaciéon entre la energia libre de Gibbs de activacién
de desplegamiento (AAG@NFI?H kJ mol™) y el valor de energia libre de

Gibbs termodinamico (AAG=40 k] mol) a una temperatura de referencia
de 60°C. Los valores de energia libre de Gibbs de activacion de

desplegamiento a 60°C se calcularon mediante la extrapolacion con la
ecuacion de Gibbs-Helmholtz (ec.3.2.1) de los datos de AGéNF frente a
temperatura. Los valores de AG%NF se calcularon a partir de los datos

experimentales de In(k sabiendo que kynp=ky 'exp(—AGéNF/ R 'T) y

UNF>’
utilizando como factor pre-exponencial In(ko/min-')=24.9 [27]. La
correlacion entre los valores de AAG%NF y AAG apoya el argumento de la
existencia de una seleccion natural para la estabilidad cinética en la

tiorredoxina.
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3.2.2. Highly Anomalous Energetics of Protein Cold Denaturation
Linked to Folding-Unfolding Kinetics

En el trascurso de los experimentos que se realizaron para caracterizar la
estabilidad termodinamica de la tiorredoxina de LPBCA, se observé un patrén
energético en el desplegamiento extremadamente raro. Los experimentos de
calorimetria diferencial de barrido que se realizaron en un rango de temperaturas
de 2 a 100°C, a una velocidad de barrido de 90 K/h, con una concentracién de
tiorredoxina de LPBCA de 5 mg/mL en 50 mM HEPES, 4M guanidina a pH 7,
mostraron que si bien en el desplegamiento a alta temperatura se observaba un
pico endotérmico, a baja temperatura se observaba algo parecido a una transiciéon
de segundo orden, de manera que la desnaturalizacion fria parecia ocurrir sin

efecto entalpico asociado (fig 3.2.19).

desnaturalizacion

9 (k] K mol’) caliente

desnaturalizacion
fria

T | I T I
20 40 60 80 100
Temperatura (°C)

JSig 3.2.19. Perfil calorimétrico de la tiorredoxina ancestral de LPBCA. El experimento se llevo a
cabo a una velocidad de barrido de 90K/h con una concentracion de proteina de 5 mg/mL en

50 mM HEPES, 4M guamidina a pH 7, desde 2 hasta 100°C.
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Las evidencias experimentales obtenidas parecian indicar que la desnaturalizacion
fria de la tiorredoxina de LPBCA (estudiada en el sentido del plegamiento) ocurria
gradualmente de manera no cooperativa como ocurre en el desplegamiento de
FSD-1ss y en la apomioglobina [28, 29]. Esto nos llevo a plantear la hipétesis de
que la evolucion podria haber seleccionado las tiorredoxinas para que desplegaran
a baja temperatura de manera cooperativa. Para confirmar o descartar esta
hipétesis realizamos un estudio comparativo del desplegamiento frio entre la
tiorredoxina ancestral de LPBCA y su homologa actual, la tiorredoxina de £. coli.
Sin embargo, el perfil energético de ambas proteinas mostraron el mismo patrén,
en ambos casos la desnaturalizacion fria parecia ocurrir sin variacion entalpica, de
manera que se descartd la hipotesis inicialmente planteada. En cualquier caso, los
estudios realizados proporcionaron informaciéon relevante para comprender el

proceso de la desnaturalizacién fria de proteinas.

A continuaciéon se describe un resumen del estudio detallado del proceso de
desnaturalizacion fria de la tiorredoxina de £. coli. publicado en la revista PLoS
ONE con el titulo: “Highly Anomalous Energetics of Protein Cold Denaturation Linked to
Folding-Unfolding Kinetics”

Aun no estd claro si la desnaturalizaciéon fria es un mero espejo de la
desnaturalizacién por calor, o si por el contrario tiene rasgos energéticos y
estructurales propios. En este trabajo se muestra, para la tiorredoxina de E. col,
que los perfiles de desnaturalizacion por calor y por frio muestran caracteristicas
energéticas drasticamente diferentes. Mientras que la desnaturalizaciéon por calor
muestra una transicion endotérmica, la desnaturalizacion fria se produce sin
apenas ecfecto de calor asociado, ocurre gradualmente como una transiciéon de
segundo orden (véase la figura nombrada como “figura 1C” en el articulo que se
inserta mas adelante). Dos posibles situaciones podrian explicar este resultado

experimental:
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1) Que la desnaturalizacion por frio ocurriera de manera no cooperativa

2) Que la barrera de energia libre asociada al plegamiento/desplegamiento
de la proteina fuera muy alta a baja temperatura, lo que haria que el
proceso de desplegamiento fuera extremadamente lento. A mayores
temperaturas, aumentaria la velocidad del proceso que alcanzaria una
velocidad significativa a temperaturas cercanas a la temperatura de

inversion de la entalpia (temperatura a la cual AH=0).

Para distinguir entre las dos explicaciones propuestas, nos planteamos estudiar la
energética del desplegamiento de la tiorredoxina de E. cols por DSC a diferentes
velocidades de barrido y estudiar las cinéticas de desplegamiento a diferentes
temperaturas. Los resultados obtenidos confirmaron la segunda explicacion
propuesta, con lo cual, el anémalo perfil encontrado para la desnaturalizacion fria
de la tiorredoxina de L. coli, se pudo explicar en base a la lentitud del proceso de
desplegamiento a baja temperatura. Sin embargo, a alta temperatura, la velocidad
del proceso de desplegamiento aumenta, de manera que en el tiempo en el que
transcurre el experimento de DSC, el desplegamiento ocurre en condiciones

cercanas al equilibrio.

Nosotros proponemos, que el perfil encontrado para la tiorredoxina de £. coli (de
desnaturalizaciéon caliente en condiciones cercanas al equilibrio y de
desnaturalizacién fria cinéticamente controlada) es posiblemente un patréon muy
comun en las proteinas. Cabe preguntarse porqué no se ha observado en otros
estudios anteriores la fuerte distorsion cinética de la desnaturalizacion fria.
Pensamos que una posible explicacion podria ser, que debido al uso de agentes
desnaturalizantes para el estudio de la desnaturalizaciéon fria (algo que ocurre

frecuentemente), como los agentes desnaturalizantes aumentan la constante de

velocidad del proceso de desplegamiento, se enmascara la lentitud real del proceso.
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De esta manera la cinética emerge como uno de los puntos clave a tener en cuenta
a la hora de estudiar procesos de desnaturalizacion por frio, pudiendo la
estabilizacion cinética a baja temperatura, jugar un papel primordial en la

adaptacion al frio de organismos psicrofilos.
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Abstract

Despite several careful experimental analyses, it is not yet clear whether protein cold-denaturation is just a “mirror image”
of heat denaturation or whether it shows unique structural and energetic features. Here we report that, for a well-
characterized small protein, heat denaturation and cold denaturation show dramatically different experimental energetic
patterns. Specifically, while heat denaturation is endothermic, the cold transition (studied in the folding direction) occurs
with negligible heat effect, in a manner seemingly akin to a gradual, second-order-like transition. We show that this highly
anomalous energetics is actually an apparent effect associated to a large folding/unfolding free energy barrier and that it
ultimately reflects kinetic stability, a naturally-selected trait in many protein systems. Kinetics thus emerges as an important
factor linked to differential features of cold denaturation. We speculate that kinetic stabilization against cold denaturation
may play a role in cold adaptation of psychrophilic organisms. Furthermore, we suggest that folding-unfolding kinetics
should be taken into account when analyzing in vitro cold-denaturation experiments, in particular those carried out in the
absence of destabilizing conditions.
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Introduction

The existence of cold denaturation is a straightforward
prediction of a widely-accepted phenomenological view of protein
folding thermodynamics [l]. The simplest rendering of the
prediction is as follows. The enthalpy change for protein unfolding
(AH) is temperature-dependent (as given by the positive unfolding
heat capacity change and the Kirchoff equation) and equals zero
at the so-called enthalpy-inversion temperature (Ty). At temper-
atures above Ty, AH is positive, the unfolding process is
endothermic and, hence, it is driven by a temperature increase
(heat denaturation). Below Ty, AH is negative, the unfolding
process is exothermic and it is driven by a temperature decrease
(cold denaturation).

Several facts make cold denaturation an important subject of
study. A large number of organisms (in particular, microorganisms
in the oceans) are psychrophiles [2] and cold-adaptation likely
involves decreased cold-denaturation propensity in many of their
proteins. [It is interesting in this context that recent findings of
elevated ubiquitin-conjugated protein levels in Antarctic fish have
been interpreted as evidence of cold denaturation in vivo [3]].
Also, unfolded and partially-unfolded states may be highly
susceptible to irreversible alterations (misfolding and aggregation,
for instance) and, hence, cold denaturation may compromise the
shelf-life of protein pharmaceuticals upon low-temperature
storage. [It is interesting in this context that evidence for cold-
denaturation of monoclonal antibodies has been recently reported
[4]].

Unfortunately, cold denaturation is difficult to study in vitro as
the equilibrium cold-denaturation temperature is commonly below

@ PLoS ONE | www.plosone.org

the freezing point of water. With a few relevant exceptions [5,6],
experimental cold denaturation in vitro is achieved with the help
of destabilizing solvent conditions, high pressure, mutations or
even core fluorination [7-13]. Furthermore, despite several careful
experimental analyses, a number of fundamental issues remain
unsolved and a consensus about the molecular mechanism of cold
denaturation has yet to emerge [14]. In particular, it is not clear
whether cold-denaturation is just a “mirror image” of heat
denaturation or whether it shows unique structural and energetic
features. In this context, the residual structure in the cold-
denatured state and the cooperativity of the cold denaturation
process have been frequently addressed in the literature [15-27].

Here we report that, for a well-characterized small protein,
heat-denaturation and cold-denaturation show dramatically dif-
ferent experimental energetic patterns. Specifically, while heat
denaturation is endothermic, the cold transition (studied in the
folding direction) occurs with negligible heat effect (AH~0), in
(apparent) serious conflict with the widely-accepted view of protein
thermodynamics summarized in the opening paragraph. We show
that this highly anomalous behavior does not primarily arise from
residual-structure or decreased-cooperativity effects; rather, it is an
apparent effect that mainly reflects differential kinetic features of
cold denaturation that have received little attention in previous
studies.

Results and Discussion

Figures la and 1b show the results of far-UV and near-UV
circular dichroism experiments in which E. coli thioredoxin
solutions were heated at a constant temperature scanning-rate of
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1.5 degrees/min. [Thioredoxin solutions were kept at 2°C for
3 hours prior to the start of the temperature scanning experiment;
we checked, nevertheless, that a several-days incubation at 2°C led
essentially to the same results]. Protein ellipticity is an average over
protein states and, consequently, folding-unfolding transitions are
revealed by sigmoidal-like changes in profiles of ellipticity vs.
temperature. The profiles for solutions including 2M guanidine
reveal two well-defined sigmoidal-like changes obviously corre-
sponding to the cold and heat denaturation processes. A
differential scanning calorimetry (DSC) profile for the same
thioredoxin solution and using the same temperature protocol is
shown in Figure lc. DSC measures the heat capacity of a protein
solution, which is the temperature-derivative of the average
enthalpy. Hence, a folding-unfolding transition is usually revealed
by a heat capacity “peak” (the derivative of a sigmoidal-like
profile), the area under which equals the total enthalpy change for
the transition. Then, DSC thermograms for heat-and-cold
denaturation typically show two peaks, often loosely resembling
the double hump of a Bactrian camel. The experimental
calorimetric profile in Figure lc is, therefore, most unusual, as a
peak is observed only for heat denaturation. Cold denaturation in
this profile is actually signaled by a gradual increase in heat
capacity upon temperature decrease (roughly from the heat
capacity level expected for the native protein to the level expected
for the unfolded protein). That is, contrary to heat denaturation,
cold denaturation appears to occur with negligible heat effect
(close to zero transition enthalpy change).

The two following scenarios may provide a plausible explana-
tion for the astonishing experimental result shown in figure 1:
Scenario A) Cold denaturation is a gradual, non-cooperative
process, which could be loosely described as a “‘second-order-like”
transition. Actually, this type of interpretation has been previously
discussed in connection with the gradual heat-capacity profiles for
the denaturation of a compact intermediate state of apomyoglobin
and also for the denaturation of FSD-1ss, a designed mini protein
studied as a model of primordial folding [28,29]. Scenario B) The
free-energy barrier for folding-unfolding is large and, at low
temperature, the system is kinetically trapped in the initial
distribution of states. Upon temperature increase, the rate of
folding/unfolding increases and becomes significant at tempera-
tures close to the enthalpy inversion temperature. Consequently
the cold transition occurs in an out-of-equilibrium, kinetically-
controlled manner with little heat effect.

To decide between the two explanations proposed above, we
have characterized the scanning-rate effect on the DSC transi-
tions, a clear proxy of kinetic control [30]. The heat-denaturation
transition is essentially independent of scanning-rate within the
range 0.25-4.17 degrees/min, while a large scanning-rate effect is
found for the cold-denaturation transition (Figure 2a), indicating a
strong kinetic effect in the latter.

Scenario B is further supported by the rates of unfolding
determined from the time-dependence of the protein fluorescence
at given, constant temperatures (Figure 2b and 2c). The first-order
rate constant for thioredoxin unfolding (ky) in 2M guanidine
increases with temperature in a manner that is consistent with slow
rates at cold-denaturation temperatures and fast rates at heat-
denaturation temperatures (see Materials and Methods for a more
detailed discussion on the temperature dependence of the
unfolding rate constants). Furthermore, the availability of the
temperature-dependence of ky; allows us to carry out a realistic
simulation of a temperature-scanning experiment under scenario
B. The simulation procedure we have used is essentially that
described by Plaza del Pino et al [31]. Very briefly, a temperature-
scanning experiment can be seen as a series of very small, equally-
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Figure 1. Heat and cold denaturation of thioredoxin at pH 7 in
the presence of 2M guanidine, as followed by, a) far-Uv
circular dichroism (222 nm), b) near-UV circular dichroism
(280 nm) and, c) differential scanning calorimetry. The three
experiments (far-UV, near-UV and DSC) were carried out with the same
solution and following exactly the same heating protocol (see text and
“Materials and Methods” for details). The native-state (N) and unfolded-
state (U) profiles in panels a and b were obtained in the absence of
guanidine and in the presence of 6M guanidine, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0023050.g001

spaced temperature jumps and the relaxation within each jump
can be computed from the folding/unfolding kinetics. Then, the
relaxation kinetics, together with the folding/unfolding energetics
allows denaturation profiles to be calculated (see Materials and
Methods for details).

Simulated profiles of fraction of native protein and heat capacity
versus temperature thus obtained are shown in Figure 3. They do
reproduce the relevant features of the experimental results
summarized in figure 1, including in particular a) the strong
scan-rate dependence of the cold-denaturation transition, b) the
appearance of a cold-denaturation “peak” at the lower scan-rates
(i.e., when equilibrium is approached) and c), the shift towards
lower temperatures of the heat capacity minimum between the
heat and cold denaturation transitions which is observed upon
scan-rate decrease.

It is important to note that the simulations shown in figure 3 are
based upon reasonable estimates of the energetic parameters of
thioredoxin unfolding (see Figure 3a and Materials and Methods
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Figure 2. Cold denaturation and folding-unfolding kinetics.
a) Scan-rate effect on the DSC profiles for thioredoxin heat and cold
denaturation at pH 7 and in the presence of 2M guanidine. All the
scanning experiments started at 2°C. The differences observed in the
lowest temperature are related to the instrument equilibration time
(see Materials and Methods for details). b) First-order rate constants for
thioredoxin unfolding as a function guanidine concentration for the
temperatures shown. c) Temperature-dependence of the rate constants
for thioredoxin unfolding at 2M guanidine and in the absence of
guanidine(extrapolated in both cases from the linear dependencies
shown in panel b). Representative time-scales are shown alongside the
right y-axis.

doi:10.1371/journal.pone.0023050.g002

for details), together with the temperature dependence of the
unfolding rate constant based on experiment (figure 2c). There-
fore, the general agreement found does support that the
anomalous features of the cold denaturation of thioredoxin are
mainly associated to kinetics (although, of course, contributions
from other factors, such as residual structure in the unfolded state
and decreased cooperativity, cannot be ruled out). Clearly, in a
laboratory time scale on the order of minutes-to-hours (corre-
sponding to heating rates of few degrees per minute in a
temperature-scanning experiment) trapping prevents
thioredoxin cold transition from taking place at the equilibrium
cold-denaturation temperature; rather the process occurs at about
the enthalpy-inversion temperature with little heat effect. As
elaborated below in some detail, we expect this kinetic effect on
cold-denaturation to be a common feature of many proteins that,
as is the case with thioredoxin [32-34], have been naturally
selected to have significant kinetic stability.

Proteins often work in vivo under conditions that favor the
occurrence of irreversible alteration processes. For instance,
proteolysis, aggregation and incorrect interactions with other
macromolecular components may potentially occur in crowded
intracellular or harsh extracellular environments. As a result, a
protein might not remain in the native, biological functional state
in a physiological-relevant time scale, even if the protein is stable
in the usual thermodynamic sense (i.e., even if the free energy of
the native state is lower than that of the unfolded state under
physiological conditions). It is emerging from a number of different
experimental studies [35—41] that, to avoid this situation, many
proteins have been naturally selected to have a high free-energy
barrier for unfolding under physiological conditions. Such high
barrier “separates” the biologically functional state from inactive
states and unfolded (and partially unfolded) states (i.c., the states

kinetic

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Anomalous Energetics of Protein Cold Denaturation

COLD HEAT

201 B

AG

-1
kJ-mol
(=]
T
--'-'—-.__
| |

21— ] —1
V2
0.04 ' ' ' -
AN
'.‘3 14\ y&'0.25m‘m!n
E P /\__ 0.75K/min
< NN
£ = 5|
(&) - L

20 40 60
temperature (°C)

Figure 3. Theoretical simulation of temperature-scanning
profiles for protein heat-cold denaturation including slow
folding-unfolding kinetics. a) Folding-unfolding energetics used in
the simulation (see Materials and Methods for details). Profiles of
unfolding free energy and unfolding enthalpy versus temperature are
shown. b) Plots of fraction of native protein versus temperature for
several values of the temperature scanning-rate. ¢) Simulated scanning
calorimetry profiles at the indicated scan rates. The equilibrium profile
(formally corresponding to the limit of zero scan rate) is labeled EQ.
Vertical dashed lines crossing the three panels indicate the values of the
equilibrium heat- and cold-denaturation temperatures at the enthalpy
inversion temperature.

doi:10.1371/journal.pone.0023050.g003

prone to undergo irreversible alteration processes) and confers
kinetic stability to the protein. Certainly, the high free-energy
barrier associated to kinetic stability will lead to slow folding-
unfolding kinetics at physiological temperatures, although, because
of the expected increase of rate with temperature, slow kinetics will
not be necessarily observed at the higher heat-denaturation
temperatures. Thansthyretin, a protein involved in several
misfolding diseases, provides a particularly clear illustration of
the point. In vitro heat denaturation of wild type transthyretin
occurs at about 100°Ci and can be adequately described in terms of
a two-state mechanism involving equilibrium between the native
tetrameric protein and the monomeric unfolded state [42]. Despite
of this, recent successful approaches to treat transthyretin
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amyloidoses (obviously at temperatures much lower than 100°C)
use kinetic stabilizers, i.e., substances that have the capability of
increasing the unfolding free-energy barrier, thus enhancing
transtyretin kinetic stability [43,44].

It is also worth noting that a strong dissimilarity between the
time-scales for the heat- and cold-denaturation processes is linked
to a strong temperature dependence of the folding/unfolding rate
constants and implies, therefore, high values for the corresponding
activation energies. Activation energy values on the order of
several hundreds of kJ/mol have been reported for the unfolding
of many proteins and attributed in part to the asynchrony between
water penetration and the break-up of internal interactions [45—
47]. Indeed, such solvation/desolvation barriers have been shown
to determine several relevant features of protein folding [48] and
to be important for protein kinetic stability [41,45].

We conclude from all the above experiments, analyses and
considerations, that the pattern of close-to-equilibrium heat
denaturation (in the absence of irreversible alterations, such as
aggregation) and kinetically-controlled cold-denaturation may
actually be a quite common one. We may ask then why huge
kinetic effects do not appear to have been noticed in many previous
studies on cold denaturation. The answer is likely related to the fact
that cold denaturation is often achieved in vitro with the help of
destabilizing conditions that may increase, not only the equilibrium
cold denaturation temperature, but also the rate of unfolding.
Actually, the attenuation of the kinetic effect is clearly seen in our
experimental data, as the presence of guanidine leads to higher rates
of thioredoxin unfolding (compare in figure 2c the rates at 2M
guanidine with the rates extrapolated at zero denaturant concen-
tration). However, the rates at 2M are still low and the kinetic effect
in thioredoxin is not fully eliminated by the destabilizing agent. That
is, the kinetic effect we observe on thioredoxin cold-denaturation is
not caused by the chemical denaturant but, rather, it occurs despite
the presence of a chemical denaturant. The high kinetic stability of
thioredoxin [32-34], together with the comparatively low guanidine
concentration used, may have contributed to this result. It may be
reasonable expected that, in many other cases, the destabilizing
conditions used to bring cold-denaturation to an experimentally
convenient temperature range have efficiently masked the kinetic
effect in a laboratory time-scale.

Overall, kinetics emerges as an important factor linked to
differential features of protein cold denaturation. Kinetics should
be taken into account when analyzing in vitro cold-denaturation
experiments, in particular in the absence of destabilizing
conditions (using, for instance, water supercooling) or when
designing conditions for the low-temperature storage of protein
pharmaceuticals. Furthermore, we speculate that kinetic stabiliza-
tion against cold-denaturation may play an important role in cold-
adaptation of psychrophilic organisms.

Materials and Methods

Protein solutions

Wild type E. Coli thioredoxin was expressed and purified as
previously described [32]. Stock protein solutions in aqueous
buffer (50 mM Hepes pH 7) were prepared by exhaustive dialysis
against the buffer. Stock solutions of 7M guanidinium chloride in
Hepes buffer were prepared by mixing two guanidine solutions in
the acidic and basic forms of the buffer used, so that the desired
pH-meter reading was obtained. Thioredoxin solutions at 2M
guanidine chloride were prepared by mixing appropriate volumes
of stock solutions of the protein and 7 M guanidine chloride.
Guanidinium chloride concentrations were determined from
refraction index measurements using an Abbe 320 refractometer.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Anomalous Energetics of Protein Cold Denaturation

Diferencial scanning calorimetry (DSC)

DSC experiments were carried out in a capillary VP-DSC
(Microcal, Northhampon, USA)
0.133 mL cell volumen. Experiments at different scan rates
(0.25, 0.75, 1.5 and 4.2 K/min) were performed. In all cases,
the protein solution was kept inside the calorimetric cell for
180 min at 2°C before the start of the temperature up-scanning
experiments. However, we checked that several-days incubation at
2°C leads to essentially the same results. Note that, although all
scanning experiments started at 2°C, the lowest experimental data
point depends on the scan rate used (see Figure 2a). This is due to
the fact that, during the instrumental equilibration period (about
4 min after the start of the temperature up-scanning), heat
capacity values cannot be recorded. The “lost” temperature
interval is given by the value of the equilibration period times the
scan rate used and, obviously increases with scan rate.

Reheating runs were performed in all cases and demonstrated
high operational reversibility of the heat-capacity denaturation
profile. The DSC thermograms shown in Figures la and 2a are
derived from experiments performed at a protein concentration of
4.6 mg/mL, which guarantees an excellent signal-to-noise ratio
and minimizes baseline uncertainty effects commonly associated
with calorimetric work with water-cosolvent mixtures. Neverthe-
less, we did carry out additional DSC experiments at different
protein concentrations and found no significant protein concen-
tration effect on the calorimetric profiles within the 0.8-4.6 mg/
mL range, thus ruling out the possibility of distortions caused by
protein oligomerization.

microcalorimeter with a

Circular dichroism (CD) spectroscopy

CD experiments were carried out using a Jasco (Tokyo, Japan)
J-715 spectropolarimeter equipped with a PTC-348WI. The
change in CD signal within the temperature range of 2-98°C was
monitored following a protocol identical to that used in the DSC
experiments, i.e., keeping the protein solution in the measurement
cell at 2°C for 180 min prior to the start of the upwards
temperature-scan. A signal averaging time of 4 s and a bandwidth
of 1 nm were used in all cases. For far-UV CD experiments
(222 nm), a protein concentration of ~0.5 mg/mL and 1 mm
pathlength cell were used. For near-UV CD experiments (280 nm)
a protein concentration of ~0.9 mg/mL and 0.5 mm pathlength
cell were used. In all cases, blanks in the absence of protein were
recorded immediately prior to the sample measurements and
subtracted prior to the mean molar ellipticity [0] calculation.

Unfolding kinetics studied by steady-state fluorescence
measurements

Unfolding kinetics in 50 mM Hepes pH 7 in the presence of
different guanidine concentrations were monitored by following
the time dependence of the fluorescence emission at 350 nm
(excitation at 276 nm) after suitable guanidine concentration
jumps (100-fold dilution from zero guanidine concentration).
Experiments were carried at different temperatures (7°C, 14°C,
25°Cl, 30°C and 37°C) and, for each temperature, at several
guanidine concentrations. See Figure 4 for representative
examples of the experimental fluorescence intensity versus time
profiles. Values of the first-order rate constant (ky) were calculated
from fittings of a single exponential to the experimental
fluorescence intensity versus time data.

For each temperature, plots of logarithm of rate constant versus
guanidine concentration (C) were linear (see Figure 2b), indicating
that the experimentally studied guanidine concentration ranges
correspond to the unfolding branches of the chevron plots. The
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Figure 4. Representative examples of fluorescence intensity
versus time profiles for thioredoxin unfolding. The numbers
alongside the profiles stand for the temperature and the guanidine
concentration used. Experimental data are shown in red and the black
line represents the best fit of a single-exponential.
doi:10.1371/journal.pone.0023050.g004

linear dependence can be written as,

lnkU=lnk%—%C (1)

where my is the unfolding kinetic m-value, ie., the minus
derivative of the unfolding activation free-energy with respect to
the concentration of chemical denaturant. Kinetic my values are
commonly taken as a measure of exposure to solvent of the
folding-unfolding transition state as compared with that of the
native state. Experimental kinetic my values for thioredoxin
unfolding (derived from the slopes of the plots in Figure 2b) do not
significantly change with temperature within the studied range (7—
37°C). ky in equation 1 is the linear-extrapolation estimate of the
unfolding rate constant for zero guanidine concentration. The
values thus extrapolated (see values labeled “OM™ on Figure 2c)
must be viewed with due caution, as deviations from the linear
extrapolation model have been reported at low guanidine
concentrations and linked to the screening of charge-charge
interactions [49]. Still, the extrapolated values are very useful as a
qualitative indication of the time-scale of the unfolding process in
the absence of chemical denaturants (see Figure 2c). Furthermore,
deviations form the linear-extrapolation model have been detected
at low guanidine concentration [49] and do not affect the
extrapolation/interpolation of the linear dependencies to 2M
guanidine (i.e., the values labeled “2M” in Figure 2c).

The value of Inky at 2M guanidine increases with temperature
in a clearly nonlinear fashion (see Figure 2c) and, indeed,
Arrhenius plots (not shown) are clearly non-linear. Within the
context of transition-state theory, this may be rationalized in terms
of a significant value of the activation heat capacity change,
although, a rugged energy landscape (implying super-Arrhenius
dependence) could also contribute to the observed nonlinearity
[50-52]. For the purpose of the computational simulations of
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denaturation profiles (see further below) we have bypassed the
issue of the molecular origin of the non-linear temperature
dependence and used instead the following phenomenological
equation to describe the ky(T) dependence:

Ink,= ln{oc-i—ﬁ-e""T} (2)

where o, B and y are fitting parameters. Fits of equation 2 to the
experimental Inky values are shown in Figure 2c.

Computational simulation of heat-cold denaturation
profiles including the effect of folding-unfolding kinetics

The simulation procedure we have used is essentially that
described by Plaza del Pino et al. [31]. Briefly, a temperature-
scanning experiment can be seen as a series of very small, equally-
spaced temperature jumps. For a two-macrostate (native-unfolded)
model, the relaxation kinetics after the jump from T; to Tiy is
given by,

Xn(Tie1) =Xy (Tiv) +
3
{XN(Ti)_XzeQ(ﬂH)}'exp(— g) ®)

VT

where Xy is the fraction of native protein, v is the scanning rate,
AT = T —T; (: THQ_TH] = Ti+3_Ti+2 =.. ) and T is the
folding-unfolding relaxation time,

1 1
= = 4
“kutkr  ko-(1+1/K) “)

where we have used that the unfolding equilibrium constant
equals the ratio of the unfolding to the folding rate constants
(K=ky/kg). The fraction of native protein at equilibrium in
equation 4 is also related to K,

EQ _
Xyvo= 1+K (5)

Accordingly, Xy versus temperature profiles can be computed
from the repeated application of equation 3, provided that the
temperature dependencies of K and k¢ are known or assumed.
These profiles can in turn be transformed into simulated DSC
thermograms by using,

CEX = —AH- (‘%{V> +ACH(1-Xy) ©)

where Cp™ is an excess heat capacity defined with respect to the
native heat capacity level, and ACp and AH are, respectively, the
unfolding changes in heat capacity and enthalpy.

Application of equations 3-6 to the simulation of denaturation
profiles requires that the temperature dependencies of the rate
constant ky, the equilibrium constant K, the unfolding enthalpy
(AH) and heat capacity (ACp) are known (or reasonably estimated)
as a function of temperature. The temperature dependence of the
unfolding rate constant is known from experiment and adequately
represented (Figure 2c) by equation 2. The temperature
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dependencies of K, AH and ACp can be described on the basis of
well-known, straightforward thermodynamics:

dACp/dT

AH=AHR+AC}>,R'(T—TR)+ 5

(T—Tr)’ (8)

AS=ASg+{ACpr—(dACp/dT)-Tg} In <T1R> )
+(dACp/dT)(T —Tg)

AG=AH—T-AS (10)

K:exp<—%> (11)

In the above equations AS and AG are, respectively, the unfolding
changes in entropy and free energy (the latter being immediately
related with the value of the equilibrium constant through
equation 11), AHg, ASg and ACpyR are the unfolding changes
in enthalpy, entropy and heat capacity at a given reference
temperature (T'g) and, finally, we take into account the possibility
that the unfolding heat capacity change depends on temperature
according to a constant slope dACp/dT.

Simulations were started at a temperature of 2°C with the
equilibrium distribution of protein states at that temperature. This
is intended to mimic the experimental protocol, which involved a
180 min equilibration at 2°C before the start of the upward

temperature-scan. In all the computer simulations shown
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(Figure 3c) a very small temperature interval (AT in equation 3)
of 0.04 degrees was used. Nevertheless, we checked that using ten
times-larger intervals led to the same results.

The energetic parameters used for the simulations shown in
Figure 3c are:

heat denaturation temperature =49°C,

unfolding enthalpy change at 25°C = —51.6 kJ/mol (note that
25°C is below the enthalpy inversion temperature and, conse-
quently, AH<O0 at 25°C),

unfolding heat capacity change at 25°C =7.2 kJ-K ™ '-mol ™!,

dACp/dT=0.1 kJ-K™*-mol .

These values were arrived at as follows. Initial simulations were
carried using the literature estimates of the unfolding heat capacity
change, the heat-denaturation temperature and the unfolding
enthalpy [53,54]. It was soon realized, however, that simulations
using a temperature-independent unfolding heat capacity (i.e.
dACp/dT'=0 in equations 7-9) could not reproduce the
experimental denaturation profiles and that a positive dACp/dT
value was required to bring cold denaturation within the studied
temperature range. It is interesting that dACp/dT>0 implies that
the ACp value at cold-denaturation temperatures is smaller than
the value at heat-denaturation temperatures, and, therefore, may
be interpreted as suggesting hydrophobic burial in the cold-
denatured state. Finally, the energetic parameters were slightly
modified (i.e., fine-tuned) to achieve a qualitative agreement of the
predicted denaturation profiles with the experimental ones. Note,
however, that the description of the folding-unfolding kinetics
(based upon the experimental unfolding rate date of figure 2c,
together with equations 2, 4 and 5) was not modified or fine-tuned
in any way.

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: MLR-R BI-M JMS-R.
Performed the experiments: BI-M AI-P MLR-R. Analyzed the data: BI-
M MLR-R. Wrote the paper: JMS-R.

15. Griko YuV, Venyamov SYu, Privalov PL (1989) Heat and cold denaturation of
phosphoglycerate kinase (interaction of domains). FEBS Lett 244: 276-278.

16. Griko YV, Privalov PL (1992) Calorimetric study of the heat and cold
denaturation of beta-lactoglobulin. Biochemistry 31: 8810-8815.

17. Freire E, Murphy KP, Sanchez-Ruiz JM, Galisteo ML, Privalov PL (1992) The
molecular basis of cooperativity in protein folding. Thermodynamic dissection of
interdomain interactions in phosphoglycerate kinase. Biochemistry 31: 250-256.

18. Griko YuV, Kutyshenko VP (1994) Differences in the processes of beta-
lactoglobulin cold and heat denaturations. Biophys J 67: 356-363.

19. Wong KB, Freund SM, Fersht AR (1996) Cold denaturation of barstar: 1H, 15N
and 13C NMR assignment and characterisation of residual structure. ] Mol Biol
259: 805-818.

20. Huang GS, Oas TG (1996) Heat and cold denatured states of monomeric
lambda repressor are thermodynamically and conformationally equivalent.
Biochemistry 35: 6173-6180.

21. Richardson JM, Lemaire SD, Jacquot JP, Makhatadze GI (2000) Difference in the
mechanisms of the cold and heat induced unfolding of thioredoxin h from
Chlamydomonas reinhardtii: spectroscopic and calorimetric studies. Biochemistry
39: 11154-11162.

22. Babu CR, Hilser VJ, Wand AJ (2004) Direct access to the cooperative
substructure of proteins and the protein ensemble via cold denaturation. Nature
Struct Mol Biol 11: 352-357.

23. Dyer RB, Maness SJ, Franzen S, Fesinmeyer RM, Olsen KA, et al. (2055)
Hairpin folding dynamics: the cold-denatured state is predisposed for rapid
refolding. Biochemistry 44: 10406—10415.

24. Whitten ST, Kurtz AJ, Pomentun MS, Wand AJ, Hilser VJ (2006) Revealing the nature
of the native state ensemble through cold denaturation. Biochemistry 45: 10163-10174.

25. Li Y, Shan B, Raleigh DP (2007) The cold denatured state is compact but
expands at low temperatures: hydrodynamic properties of the cold denatured
state of the C-terminal domain of L9. J Mol Biol 368: 256-262.

26. Andover M, Esposito V, Martorell G, Pastore A, Temussi PA (2010) Understanding

cold denaturation: the case study of Yth1. J Am Chem Soc 132: 16240-16246.

July 2011 | Volume 6 | Issue 7 | €23050



28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Shan B, McClendon S, Rospigliosi C, Eliezer D, Raleigh DP (2010) The cold
denatured state of the C-terminal domain of protein L9 is compact and contains
both native and non-native structure. J] Am Chem Soc 132: 4669-4677.

Griko YuV, Privalov PL (1994) Thermodynamic puzzle of apomyoglobin
unfolding. J Mol Biol 235: 1318-1325.

Sadqi M, de Alba E, Perez-Jimenez R, Sanchez-Ruiz JM, Muiioz V (2009) A
designed protein as experimental model of primordial folding. Proc Natl Acad
Sci U S A 106: 4127-4132.

Freire E, van Osdol WW, Mayorga OL, Sanchez-Ruiz JM (1990) Calorimet-
rically determined dynamics of complex unfolding transitions in proteins. Annu
Rev Biophys Biophys Chem 19: 159-188.

Plaza del Pino IM, Pace CN, Freire E (1992) Temperature and guanidine
hydrochloride dependence of the structural stability of ribonuclease T1.
Biochemistry 31: 11196-11202.

Godoy-Ruiz R, Ariza F, Rodriguez-Larrea D, Perez-Jimenez R, Ibarra-
Molero B, et al. (2006) Natural selection for kinetic stability is a likely origin
of correlations between mutational effects on protein energetics and frequencies
of amino acid occurrences in sequence alignments. J] Mol Biol 362: 966-978.
Tur-Arlandis G, Rodriguez-Larrea D, Ibarra-Molero B, Sanchez-Ruiz JM
(2010) Proteolytic scanning calorimetry: a novel methodology that probes the
fundamental features of protein kinetic stability. Biophys J 98: L12-14.
Rodriguez-Larrea D, Perez-Jimenez R, Sanchez-Romero I, Delgado-Delgado A,
Fernandez JM, Sanchez-Ruiz JM (2010) Role of consevative mutations in
protein multi-property adaptation. Biochem J 429: 243-249.

Plaza del Pino IM, Ibarra-Molero B, Sanchez-Ruiz JM (2000) Lower kinetic
limit to protein thermal stability: a proposal regarding protein stability in vivo
and its relation with misfolding diseases. Proteins 40: 58-70.

Persikov AV, Brodsky B (2002) Unstable molecules form stable tissues. Proc Natl
Acad Sci U S A 99: 1101-1103.

Jaswal SS, Sohl JL, Davis JH, Agard DA (2002) Energetic landscape of alpha-

lytic protease optimizes longevity through kinetic stability. Nature 415: 343-346.
Mehta R, Gantz DL, Gursky O (2003) Human plasma high-density lipoproteins
are stabilized by kinetic factors. ] Mol Biol 328: 183-192.

Xia K, Manning M, Hesham H, Lin Q, Bystroff C, Colén W (2007) Identifying
the subproteome of kinetically stable proteins via diagonal 2D SDS/PAGE. Proc
Natl Acad Sci U S A 104: 17329-17334.

Halskau O, Perez-Jimenez R, Ibarra-Molero B, Underhaug J, Mufioz V, et al.
(2008) Large-scale modulation of thermodynamic protein folding barriers linked
to electrostatics. Proc Natl Acad Sci U S A 105: 8625-8630.

Sanchez-Ruiz JM (2010) Protein kinetic stability. Biophys Chem 148: 1-15.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

42.

43,

44.

46.

47.

48.

49.

Anomalous Energetics of Protein Cold Denaturation

Shnyrov VL, Villar E, Zhadan GG, Sanchez-Ruiz JM, Quintas A, et al. (2000)
Comparative calorimetric study of non-amyloidogenic and amyloidogenic
variants of the homotetrameric protein transthyretin. Biophys Chem 88: 61-67.
Hammarstrom P, Wiseman RL, Powers ET, Kelly JW (2003) Prevention of
transthyretin amyloid disease by changing protein misfolding energetics. Science
299: 713-716.

Connelly S, Choi S, Johnson SM, Kelly JW, Wilson IA (2010) Structure-based
design of kinetic stabilizers that ameliorate the transthyretin amyloidoses. Curr
Opin Struct Biol 20: 54-62.

. Rodriguez-Larrea D, Minning S, Borchert TV, Sanchez-Ruiz JM (2006) Role of

solvation barriers in protein kinetic stability. ] Mol Biol 360: 715-724.
Rodriguez-Larrea D, Ibarra-Molero B, Tur-Arlandis G, Sanchez-Ruiz JM
(2006) Energetic and structural consequences of desovation/solvation barriers to
protein folding/unfolding assessed from experimental unfolding rates. Biophys J
91: L48-50.

Costas M, Rodriguez-Larrea D, De Maria L, Borchert TV, Goémez-Puyou A,
Sanchez-Ruiz JM (2009) Between-species variation in the kinetic stability of
TIM proteins linked to solvation-barrier free energies. ] Mol Biol 385: 924-937.
Chan HS, Zhang 7, Wallin S, Liu Z (2011) Cooperativity, local-nonlocal
coupling, and nonnative interactions: principles of protein folding from coarse-
grained models. Annu Rev Phys Chem 62: 301-326.

Ibarra-Molero B, Loladze VV, Makhatadze GI, Sanchez-Ruiz JM (1999)
Thermal versus guanidine-induced unfolding of ubiquitin. An analysis in terms
of the contributions from charge-charge interactions to protein stability.
Biochemistry 38: 8138-8149.

. Akmal A, Mufioz V (2004) The nature of the free energy barriers to two-state

folding. Proteins 57: 142-152.

. Bryngelson JD, Onuchic JN, Socci ND, Wolynes PG (1995) Funnels, pathways,

and the energy landscape of protein folding: a synthesis. Proteins 21: 167-195.

52. Scalley ML, Baker D (1997) Protein folding kinetics exhibit an Arrhenius

temperature dependence when corrected for the temperature dependence of
protein stability. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 10636-10640.

. Georgescu RE, Garcia-Mira MM, Tasayco ML, Sanchez-Ruiz JM (2001) Heat

capacity analysis of oxidized Escherichia coli thioredoxin fragments (1-73, 74
108) and their noncovalent complex. Evidence for the burial of apolar surface in
protein unfolded states. Eur J Biochem 268: 1477-1485.

. Perez-Jimenez R, Godoy-Ruiz R, Ibarra-Molero B, Sanchez-Ruiz JM (2004)

The efficiency of different salts to screen charge interactions in proteins: a
Hofmeister effect? Biophys J 86: 2414-2429.

July 2011 | Volume 6 | Issue 7 | €23050






SECCION EXPERIMENTAL: OBJETIVOS Y RESULTADOS

3.2.3. Redisenio del centro activo de la tiorredoxina de LPBCA

mediante la simulacion mutacional de una carga enterrada

La estabilidad marginal de las proteinas limita muchos objetivos de ingenieria de
proteinas, como por ejemplo, el diseno de nuevos sitios activos. Esto hace
necesario la optimizacion previa de la proteina bajo su estabilidad, con objeto de
obtener un armazén molecular lo suficientemente estable capaz de alojar las
mutaciones necesarias para conformar el nuevo sitio activo. En este sentido, las
proteinas ancestrales, pueden ser muy apropiadas como punto de partida para
objetivos de ingenieria de proteinas, ya que al ser tan estables, permiten acumular
mutaciones desestabilizantes sin que se comprometa su viabilidad. En este trabajo,
nos planteamos la posibilidad de partir de una enzima ancestral para desarrollar
un proyecto de ingenieria de proteinas, una linea de investigacién que hasta lo que
sabemos, no ha sido explorada aun. En concreto, hemos investigado la posibilidad
de redisenar el centro activo de una variante de la tiorredoxina ancestral de

LPBCA.

Frecuentemente, el desarrollo de la funciéon de una proteina esta relacionado con
la presencia de residuos ionizables en su interior hidrofébico, que son los
responsables de modular propiedades especiales en la proteina, vinculadas a su
funcién biologica (por ejemplo, la capacidad de modificar el valor del pK, la alta
nucleofilidad o la capacidad para mejorar la uniéon a determinados grupos
quimicos del sustrato [30]). El problema es que introducir residuos ionizables
enterrados suelen ocasionar cambios muy drasticos en la proteina. Por ello, nos
planteamos explorar la posibilidad de rediseniar el centro activo de la tiorredoxina,
de manera que el efecto de un grupo ionizable enterrado, esencial para la catalisis
enzimatica, es llevado a cabo por un grupo expuesto al disolvente. Para abordar
este objetivo nos planteamos el estudio de una biblioteca combinatorial sobre una
variante de la tiorredoxina de LPBCA que ha sido previamente optimizada, en

nuestro laboratorio, desde el punto de vista de su estabilidad. Esta variante
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contiene las mutaciones V33F, Q69K y D104E en la tiorredoxina de LPBCA, la
seleccion de dichas mutaciones se realizo como se describe en el capitulo 3.2.1.1.1.
donde ha sido referida como variante triple. Su Ty es de 128°C, lo que nos
permite disponer de un amplio margen de estabilidad para poder elegir las
mutaciones que presumiblemente llevan a cabo el efecto en la catalisis enzimatica

del grupo ionizable enterrado, sin que se comprometa su viabilidad.

Por tultimo, para el estudio de la biblioteca combinatorial planteamos el uso de
una técnica de regresion por minimos cuadrados parciales como herramienta de
prediccion del total de la biblioteca a partir del estudio experimentales de unas

pocas variantes.

3.2.3.1. Diseno de la biblioteca combinatorial

Las tiorredoxinas contienen dos cisteinas en el sitio activo siguiendo un motivo
CXXC. La quimica de la reacciéon disulfuro oxidorreductasa catalizada por las

tiorredoxinas contiene dos etapas:

1) La cisteina N-terminal de la tiorredoxina (numerada como Cys32 en
tiorredoxina de E. colf) en su forma reducida ataca nucleofilicamente al
disulfuro del sustrato. Se forma, con lo cual, un intermedio que contiene
un enlace disulfuro mixto entre la Cys32 de la tiorredoxina y la cisteina del

sustrato.

2) La cisteina C-terminal de la tiorredoxina (Cys35 en FE. coli) ataca al enlace
disulfuro del intermedio produciendo la reduccion de la cisteina del

sustrato y la oxidacion de la cisteina N-terminal de la tiorredoxina (fig

3.2.20).
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Jig 3.2.20. Esquema del mecanismo de reduccion de los puentes disulfuros catalizada por la
tiorredoxina.

Se ha observado la existencia de un aspartico (Asp26) muy conservado tanto en las
tiorredoxinas, como en el resto de familias de proteinas que comparten el motivo
CXXC como sitio activo (fig 3.2.21). Ademas, se ha comprobado
experimentalmente que dicho Asp26, que se encuentra en el ntcleo hidrofébico
de la proteina, tiene un papel primordial en las reacciones redox que se producen
en la actuacion de la tiorredoxina como catalizador [31, 32]. Si bien el papel del
Asp26 en la actividad reductasa ha sido descrito en la tiorredoxina de £ .coli, la
conservacion de este residuo a lo largo de la evolucién nos sugiere un papel similar
en tiorredoxinas ancestrales. Bajo este supuesto, para nuestro propoésito tomamos
como proteina de partida una variante de la tiorredoxina de LPBCA de 128°C de
Tm, a la que nos referiremos como variante triple y cuyo disefio se ha descrito en

el apartado 3.2.1.1.1. Se eligi6é esta proteina porque con frecuencia la estabilidad
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es un factor limitante en objetivos de ingenieria de proteinas, sin embargo, una
proteina tan estable permite acumular mutaciones desestabilizantes sin que se

comprometa su viabilidad.

JSig 3.2.21. Molécula de tiorredoxina de LPBCA (cédigo de pdb: 2yj7) resuelta en colaboraciin
con José A. Gavira perteneciente al Laboratorio de Estudios Cristalogrdficos de Granada (GSIC).
En azul se ha marcado el aspdrtico en posicion 26 y en amarillo el puente disulfuro entre las
cisteinas 32 y 35 responsables de la actividad de la proteina.

En este trabajo, nos planteamos explorar la posibilidad de simular el efecto del
Asp26 en la actividad reductasa de la variante triple, con mutaciones en residuos
que estuvieran expuestos al solvente. Para ello, nos propusimos primero, mutar el
aspartico en la posicion 26 y luego, sobre la proteina resultante, construir una
biblioteca combinatorial con todas las posibles combinaciones de las mutaciones
seleccionadas para que presumiblemente lleven a cabo el efecto en la actividad

reductasa del Asp26.

Para eliminar el aspartico en posicién 26 se realizo, sobre la variante triple, la

mutacion D261 ya que estaba descrita en la bibliografia por ser estabilizante [33].
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Obtuvimos asi, la proteina de partida (background) para la construccion de la

biblioteca combinatorial.

Para elegir las mutaciones que conformaron la biblioteca combinatorial, se

siguieron varios pasos:
1) Se seleccionaron aquellos residuos periféricos al centro activo.

2) De los seleccionados segtin el primer criterio, se eligieron los residuos mas

expuestos al solvente.
3) Se excluyeron los residuos directamente implicados en el sitio activo.

Para seleccionar los residuos periféricos al centro activo, se tomé como referencia
el azufre de la Cys32. Se calcularon las distancias entre dicho atomo y el atomo de
cada residuo mas cercano a la posicion 32. Se descartaron las posiciones cuya

distancia medida resulté mayor a 11 A,

Para seleccionar los residuos mas expuestos, se calcularon las accesibilidades de la
cadena lateral de los residuos de la tiorredoxina de LPBCA. El calculo de area
superficial accesible se realiz6 como se explica en el apartado 3.2.1.2. La
accesibilidad de los residuos se calculé como el cociente entre el ASA de la cadena
lateral en la estructura nativa y la del tripéptido Gly-X-Gly. Los calculos se
realizaron con el programa ASA-ENG.exe y SELECTGA.exe desarrollado en
nuestro grupo de investigacion. Se seleccionaron aquellos residuos con una

accesibilidad mayor a 0.3.

Para excluir los residuos directamente implicados en el sitio activo se eliminaron
aquellos ubicados a menos de 7 A de la Cys32 y también se descartaron los
residuos descritos en bibliografia como fundamentales para la actividad de la

tiorredoxina como son Trp31, Asp61, Pro76 y Lys57 [34].

En la tabla 3.2.2 se muestran las posiciones elegidas finalmente a mutar, segtn los

criterios anteriormente descritos.
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Residuo Posicién dcys3z(A) Accesibilidad
Prolina 30 7.0 0.58
Metionina 37 9.4 0.73
Alanina 39 9.5 0.33
Arginina 73 10.1 0.93
Serina 74 7.5 0.58
Valina 91 10.2 0.56
Valina 93 8.4 0.33

tabla 3.2.2. Residuos seleccionados por el andlisis anteriormente expuesto para simular el efecto
en la actiidad reductasa del aspartico enterrado en la posicion 26. En la primera columna se
muestran los residuos seleccionados, en la segunda, su posicion, en la tercera se muestra la
distancia de cada residuo al azufre de la Cys32 y en la cuarta columna su accesibilidad al
solvente.

Como para el desarrollo de la catalisis de la tiorredoxina se produce el ataque
nucleofilico del sustrato, cabe pensar que los residuos ionizables, al ser capaces de
modificar la nucleofilidad, pudiesen tener un papel primordial en el desarrollo de
la actividad reductasa. Asi, para la construccion de la biblioteca segtin el método
de “Gene Assembly Mutagenesis” (descrito en la seccion 2.3 de metodologia), se
consideraron para cada posicion tres posibilidades: no mutar, mutar a lisina y
mutar a glutamato, excepto para la posicién 73 cuyas tres posibilidades fueron: no
mutar, mutar a glutamato y mutar a metionina. Se eligi6 la mutaciéon a metionina
por ser una mutacién frecuente en el alineamiento de secuencias de £. coli con la
base de datos Swiss-Prot de Mayo del 2009. La biblioteca, por tanto, contiene
2187 variantes que incluyen todas las posibles combinaciones de las 3 mutaciones
realizadas en las 7 posiciones seleccionadas. En fig 3.2.22, se muestran las
posiciones consideradas para construir la biblioteca combinatorial, en la

estructura tridimensional de la tiorredoxina de LPBCA.
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Phe 30

Ala 39

Sig 3.2.22. Molécula de tiorredoxina de LPBCA (2y)7). Las swete posiciones expuestas al
disolvente seleccionadas para mutar se muestran en verde, en azul se muestra el Asp26 que es el
aminodcido 1onizable enterrado cuyo efecto (en la actindad reductasa) se quiere simular y el
puente disulfuro formado entre la Cys32 y la Cys35 se muestra en amarillo.

3.2.3.2. Estudio experimental de la actividad reductasa y

estabilidad de las variantes de la biblioteca combinatorial

Para el estudio experimental de la biblioteca, se seleccionaron al azar 39 variantes
y se expresaron y purificaron tal y como se describe en las secciones 2.4.1, 2.4.3, y
2.4.4.1 de metodologia. Todas ellas se estudiaron conforme su actividad reductasa

y su estabilidad.

La actividad reductasa se midi6 a 37°C con el ensayo turbidimétrico en el que la
tiorredoxina cataliza la reduccién de la insulina [35] (descrito en la seccion 2.10.
de metodologia). En fig 3.2.23 se muestran los resultados del ensayo de actividad
del background de la biblioteca (variante triple con isoleucina en posiciéon 26), de la
variante triple con aspartico en posicion 26, de la tiorredoxina de E. colz y de
algunas de las variantes de la biblioteca que han sido estudiadas. Como se puede

observar, la variante triple tiene aproximadamente un 150% de la actividad de la
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tiorredoxina de £. coli, disminuyendo esta considerablemente al eliminar el Asp26.
Parte de la actividad reductasa debida al efecto del Asp26 se recupera, en algunas

de las variantes estudiadas de la biblioteca.

Asp26
(0.074 min~ uM™)

trx-E.coli

(0.051 min™' uM™)

Ile26
(0.021 min™' uM™)

1.0 2.0 3.0
[trx] (uM)

Sig 3.2.23. Velocidad mdxima de agregacion de insulina en funcion de la concentracion de
vanantes de tiorredoxina. En rojo de muestra el background de la biblioteca (variante triple con
woleucina en posicion 26), en azul la variante triple con aspdrtico en posicion 26 y en negro se
muestran algunas de las variantes de la biblioteca estudiadas experimentalmente. Los valores de
actiidad que se muestran para el background, para la varante triple con el Asp26 y para la
tiorredoxina de E. coli, se corresponden con la pendiente del ajuste lineal de los datos y serd el dato

que utilizaremos como indicatiwo de la actiidad reductasa.

En fig 3.2.24 se muestra una comparativa de las actividades de las variantes de la
biblioteca estudiadas experimentalmente con respecto a la actividad del background.
Muchas de las variantes presentaron mayor actividad catalitica que la proteina de
partida de la biblioteca, llegandose en algunos a casos a triplicar su actividad v,
por lo tanto, recuperandose, al menos en parte, el efecto del Asp26 en la actividad

reductasa.
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JSig 3.2.24. Actindad reductasa de las variantes de la biblioteca estudiadas experimentalmente
expresada en tanto por ciento con respecto al background, considerando la actiwidad del
background de la biblioteca como el 100%. Las variantes mds actiwas que el background se

muestran en azul y las menos activas en rojo.

Para el estudio de la estabilidad, se realizaron experimentos de DSC de 20 a
130°C a 240K/h. Las muestras se prepararon en 50 mM HEPES a pH 7, a una
concentracion de proteina de 0.5 mg/mL. La estabilidad se midi6 tomando como
valor de Tw la temperatura a la cual la capacidad calorifica es maxima. En
algunos casos, la estabilidad de la proteina no se pudo determinar de forma
directa ya que el pico de la transicion calorimétrica no se observaba en el rango de
temperaturas en el que se realiz6 el experimento. En esos casos, se estimé su
estabilidad ajustando la traza al modelo de dos estados reversible fijando la
entalpia a un valor razonable segtin el estudio descrito en la seccion 3.2.1.1 (660
kJ mol!). Los valores de T obtenidos de esta manera son una aproximaciéon y
deben tomarse con cautela. En fig 3.2.25 se muestran las trazas calorimétricas de
la variante triple con aspartico en la posicion 26, del background de la biblioteca
(variante triple con isoleucina en la posiciéon 26) y de la tiorredoxina de £. coli. Los
valores de capacidad calorifica de la tiorredoxina de F. ¢coli y de la variante triple

con Asp26 son datos experimentales, mientras que para el background se muestra la
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simulacién de los datos experimentales al modelo de equilibrio de dos estados

fijando la entalpia en 660 k] ‘mol-!.

Ile26

20 K'mol)  Asp26 T =138°C)

(T, =126°C)

Trx-E.coli
(T _,=89°C)

| 1 | 1
80 100 120 140
Temperatura (°C)

JSig 3.2.25. Perfil calorimétrico experimental de la tiorredoxina de E. coli y de la variante triple
con aspdrtico en la posicion 26. Para el background de la biblioteca (varante triple con isoleucina
en la posicion 26) se muestra una extrapolacion de los datos experimentales usando el modelo de
equilibrio de dos estados reversible. Los experimentos se realizaron desde 20 a 130°C, a una
velocidad de barrido de 240K/h con una concentracion de proteina de 0.5 mg/mL en 50 mM
HEPES, a pH 7. Los valores de capacidad calorifica de la variante triple con Asp26 y de la
torredoxina de E. coli son datos experimentales. Para el background (1le26), en el rango de
temperaturas en el que se registro el experimento no se observaba el pico de la transicion, por lo que
se ajustaron los datos experimentales al modelo de equilibrio de dos estados fyando la entalpia a
un valor razonable segin el estudio descrito en la seccion 3.2.1.1. (660 Kj mol”). La mutacién
D261, estd descrita en la bibliografia como responsable del aumento de 11°C en la T, de la
torredoxina de E. coli [33] y de hecho, el mismo efecto parece tener sobre la variante triple de la

tiorredoxina de LPBCA.

En fig 3.2.26 se muestran las diferencias de estabilidades entre cada una de las
variantes estudiadas y el background, medida como el incremento de Ty, Como se
puede observar, la mayoria de las variantes son menos estables que el background,

sin embargo, al partir de una proteina tan estable (con una T,=138°C), todas las

variantes estudiadas, a pesar de albergar mutaciones muy desestabilizantes, aun
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presentaban una estabilidad considerable (con valores de Twm superiores a los

110°C en todos los casos).

o 1] JHH

£ .10-
g
z -
290 - i
30

variantes

Sfig 3.2.26. Incremento de estabilidad, medida como la diferencia de T, entre cada variante y el
background de la biblioteca. En azul se representan las variables que resultaron mds estables y en
1000 aquellas que resultaron menos estables. La mayoria de las variantes contienen mutaciones
desestabilizantes, aun ast, todas las variantes estudiadas tenian una estabilidad considerable, con
valores de T, por encima de los 100°C.

A modo de resumen, en la tabla 3.2.3, se muestran las secuencias de las variantes
estudiadas, su estabilidad y su actividad reductasa. La secuencia se indica en
codigo de color, de manera que si el residuo es neutro, el recuadro de la tabla se
representa en blanco, si estd cargado positivamente, en azul y cargado
negativamente en rojo. La estabilidad se mide como la Ty el dato de actividad,
se corresponde con la pendiente que resulta al ajustar linealmente la velocidad
maxima de agregaciéon de la insulina frente a la concentracién de proteina que
cataliza la reducciéon de la insulina. En fig 3.2.27 se representa, para la variante
triple con el Asp26, el background y las 39 variantes de la biblioteca estudiadas
experimentalmente, la relacion entre la actividad reductasa y la estabilidad. Tras
el estudio experimental de una pequenia parte de la biblioteca (menos del 2%), se
han encontrado algunas variantes en las que el efecto del Asp26 en la actividad

reductasa es llevado a cabo por otros residuos expuestos al solvente.
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Met37 | Ala39 | Arg73 | Ser74 | Val9l | Ala93  Tuw(°C) (i‘i’::_‘l"l‘:;[‘_ll)
124.7 0.064
128.5 0.058
115.7 0.048
115.7 0.046
133.7 0.042
122.0 0.042
117.3 0.041
121.5 0.040
121.2 0.040
134.0 0.038
124.6 0.036
113.5 0.035
131.0 0.033
111.6 0.031
137.0 0.026
118.7 0.026
111.6 0.025
134.9 0.024
134.5 0.023
121.4 0.022
138.0 0.021
114.6 0.020
122.0 0.020
124.4 0.020
127.0 0.019
137.8 0.018
124.3 0.016
113.0 0.016
136.4 0.015
133.2 0.014
133.3 0.014
133.4 0.013
133.5 0.009
140.0 0.009
139.0 0.009
138.9 0.008
114.7 0.007
137.1 0.006
136.0 0.004

tabla 3.2.3. Secuencias de las variantes de la biblioteca seleccionadas al azar y analizadas en
término de su actwidad y su estabilidad. Los residuos de las siele posiciones seleccionadas
mantienen el codigo de color: en blanco si el residuo es neutro, en azul si estd cargado
positwamente y en rojo st estd cargado negatwamente. En la columna 8 se muestra el valor de la
T (°C) y en la diltima columna se muestra el valor de la actividad reductasa (min”’ -uM). El
valor de actividad reductasa se obtiene de la pendiente que resulta al ajustar linealmente la
velocidad mdxima de agregacion de la insulina frente a la concentracion de proteina.
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JSig 3.2.27. Actiidad reductasa de las 39 variantes de la bibliotecas elegidas al azar para su
estudio frente a su temperatura de desnaturalizacion. En rojo se muestra el background de la
biblioteca y en azul la variante triple con aspdrtico en la posicion 26.

3.2.3.3. Reconstruccion del espacio mutacional completo de la
biblioteca combinatorial mediante la regresion

multivariante por minimos cuadrados parciales

La regresién por minimos cuadrados parciales, PLS-R, es un método de analisis
multivariante utilizado para determinar el efecto que tienen un grupo de
predictores (variables independientes o variables x) sobre una o varias variables
respuesta (variables dependientes o variables y). Llamaremos Y a la matriz
formada por el conjunto de M variables dependientes de N muestras, y X a la
matriz de K variables independientes de las N muestras. El objeto del PLS-R es
predecir la matriz Y a partir de la matriz X. Esta técnica de regresion es
particularmente adecuada en el caso en el nimero de variables independientes sea
muy grande en comparacion con el nimero de variables dependientes, e incluso

cuando superen en namero a las muestras (K>N). También es resaltable el hecho
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de que sea capaz de trabajar con datos con considerable ruido, colinearidad e
incluso con una elevada proporcion de datos incompletos. En el modelo PLS-R las
matrices X e Y pueden descomponerse en una serie de variables latentes (pocas y
ortogonales entre si) que se estiman como combinaciones lineales de las variables
originales. Ademas, la descomposicion de las matrices X e Y no es independiente,
sino que es concurrente y esta interrelacionada. El PLS-R, utiliza las variables
latentes para ajustar la ecuacion que nos permita predecir las variables

dependientes a partir de las variables independientes.

variables

3
r 4

1234 ... k ... K l1...m.. M

X (N K) Y (N M

muestras
N

N

Sig 3.2.28. El PLS-R trabajard con un conjunto de N observaciones, o muestras estudiadas con
K vanables independientes x, y M variables dependientes y. Formando asi dos matrices de

dimensiones (N“K) y (N -M).

Como se ha descrito en el apartado anterior, el estudio experimental de una
pequena parte de la biblioteca (menos del 2%), ya ha mostrado variantes en las
que el efecto del Asp26 en la actividad reductasa es llevado a cabo, al menos en
parte, por otros residuos expuestos al solvente. Sin embargo, la mayoria de las

variantes de la biblioteca no han sido estudiadas. Para el estudio de la biblioteca
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completa usamos el PLS-R, un procedimiento novedoso con un gran potencial en
el campo de la ingenieria de proteinas [36-39]. En este trabajo, se traté de explicar
el comportamiento de una propiedad de la proteina (la actividad reductasa, que
seria la variable dependiente) relacionandola con un gran ntmero de variables
independientes que contenian informacion de la secuencia de las proteinas. Para
ello, el PLS-R lleva a cabo el ajuste de los datos experimentales basado en la
ecuacion ec.3.2.4, seguido de la reconstruccion de toda la biblioteca utilizando los

valores de los parametros de ajuste.
" AZZ& Pﬁzz% Py cc.3.2.4
i T .

El significado de los simbolos en la ecuacion ec.3.2.4 es la siguiente:
* Aeslavariable dependiente, en nuestro caso la actividad reductasa.

* ; es una variable independiente que puede tomar tres valores segin el tipo
de residuo que se encuentre en la posiciéon i: 100 en el caso de residuo
neutro, 010 en el caso de residuo cargado positivamente o 001 en el caso

de residuo cargado negativamente.

* p,, es una medida del efecto de la mutacion en la posicion i en la actividad

A.

* 9

ij» €s una variable independiente que toma diferentes valores segiin estén
ocupadas las posiciones iy j. Los posibles valores de 8; segin el valor de §;

y de 9; se muestran en la tabla 3.2.4.

* Pp;esuna medida del efecto del acoplamiento entre las mutaciones en las

posiciones 1y j en la actividad.
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Posicion i 0o, Posicion j 9; ;4
neutro 100 neutro 100 001000000000000
neutro 100 positivo 010 000100000000000
neutro 100 negativo 001 000010000000000
positivo 010 neutro 100 000000100000000
positivo 010 positivo 010 000000010000000
positivo 010 negativo 001 000000001000000
negativo 001 neutro 100 000000000100000
negativo 001 positivo 010 000000000010000
negativo 001 negativo 001 000000000001000

tabla 3.2.4. Posible valores de Oy, segiin el tipo de residuo que se encuentre en la posicion i  j.

La ec.3.2.4 representa un modelo que incluye los efectos de las mutaciones en la

actividad (p,) y ademas tiene en cuenta si los efectos de las mutaciones son aditivos

<pij = 0) o estan correlacionados (p1J # 0). Se trata de ajustar 231 parametros (21

valores de p,y 210 valores de pij) con solo 39 valores experimentales para ajustar
(el valor de la actividad reductasa de las variantes de la biblioteca estudiadas). El
PLS-R opera simplificando el nimero de variables dependientes, de manera que a
partir del set de variables originales construye el set de variables latentes. Las
variables latentes se construyen como combinacion lineal de las variables

originales cumpliéndose:

* que sean ortogonales entre si, es decir que cada una de las variables
latentes explica una cierta proporciéon de variables originales diferente al
que explica otra variable latente. La primera de las variables latentes es la

que contiene la mayor informacion sobre las variables originales.
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* que expliquen la mayor varianza del set de valores independientes
originales, es decir que expliquen la dispersion en los valores de las

variables independientes.

* que maximicen la covarianza de las variables dependientes, es decir que

expliquen la correlacion entre las variables dependientes e independientes.

Para obtener las variables latentes el PLS-R utiliza por tanto informacién del set
de variables independientes originales, y también utiliza informaciéon del set de
variables dependientes, de manera que dichas variables latentes, tengan mayor
poder predictor que las que se obtienen con otros métodos de reduccion de
variables que solo utilizan informacién de la matriz X. La regresién por minimos
cuadrados parciales se calcul6 utilizando el algoritmo NIPALS (Nonlinear Iterative
Partial Least Squares) [40] que es capaz de tolerar cierta cantidad de datos

incompletos, lo hace sustituyendo iterativamente los datos vacios por predicciones.

Utilizando las variables latentes, el PLS-R ajusta los datos experimentales de las
39 variables estudiadas a la ec.3.2.4. Con los datos del ajuste se calcul6 la

actividad esperada para todas las variantes de la biblioteca (fig 3.2.29).

La evaluacién de la incertidumbre asociada a la reconstruccion de la biblioteca se
realizo utilizando un método de remuestreo (bootstrapping) antes del ajuste con el
PLS-R. Partiendo del set inicial de variantes estudiadas (las 39 wvariantes
estudiadas experimentalmente), con el programa BOOT.exe, desarrollado en
nuestro grupo de investigacion, se generaron 10 conjuntos de muestras de forma
aleatoria con reemplazamiento. La reconstruccion de los valores de actividad para
la biblioteca completa de las 10 replicas del set de datos iniciales se muestra en fig
3.2.29. En el primer panel se muestran los valores de actividad de la biblioteca
completa para cada una de las 2187 secuencias y en el segundo panel se muestran
los valores de actividad versus el ntimero de mutaciones de la secuencia. La

prediccion revel6 como con pocas mutaciones, se puede alcanzar un valor de
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actividad comparable al de la variante triple con aspartico en la posicién 26. Asi
que decidimos elegir aquellas variantes cuya actividad predicha fuera méaxima,
introduciendo el menor numero de mutaciones: A39K, P31K, A39E,

A39K/S74K, A39K/K73M y A39K/P30K (marcadas en rojo en fig 3.2.29).

0 500 1000 1500 2000 0 1 2 3 4 5 6 7

Variante Numero de mutaciones

JSig 3.2.29. Reconstruccion de los valores de actividad para la biblioteca completa a partir de las

10 réplicas del set de datos iniciales. A) Los datos de actividad se muestran para cada una de las
2187 variantes. B) Los valores de actwidad se representan frente al niimero de mutaciones de la
secuencia. Las variantes de la prediccion seleccionadas para estudiaras experimentalmente se
muestran marcadas en 19jo.

Se construyeron las variantes seleccionadas A39K, A39E, A39K/S74K,
A39K/K73M y A39KP30K mediante mutagénesis dirigida (descrito en la seccion
2.1 de metodologia), se expresaron y purificaron (descrito en seccion 2.4.1, 2.4.3, y
2.4.4.1 de metodologia) y se estudiaron conforme su actividad y su estabilidad. La
variante P31K ya se habia estudiado experimentalmente en el set inicial de las 39
variantes seleccionadas al azar. En la tabla 3.2.5, se muestra el valor predicho de
actividad reductasa y el obtenido experimentalmente. Los valores de actividad
obtenidos experimentalmente fueron menores que los predichos, sin embargo,
aportaron informacién cualitativa util para guiar el estudio de la biblioteca en la
direccion de las variantes que, con pocas mutaciones, tienen una actividad

reductasa comparable con la variante triple con Asp26.
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Secuencia Actividad predicha Actividad medida
(min! uM-1) (min'! uM-1)
A39K 0.069 0.064
P31K 0.039 0.020
A39E 0.039 0.012
A39K/S74K 0.087 0.038
A39K/K73M 0.075 0.044
A39K/P30K 0.073 0.048

tabla 3.2.5. Variantes seleccionadas tras la reconstruccion completa de la biblioteca. En la
segunda columna se muestra el valor predicho para la actwidad con el PLS y en la tercera
columna se muestra el valor medido experimentalmente.

En fig 3.2.30 se muestra, para las 44 variantes estudiadas experimentalmente (39
seleccionadas inicialmente al azar y 5 estudiadas tras el analisis por PLS), la

relacion entre la actividad reductasa y la estabilidad.
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JSig 3.2.30. Actividad del total de las variantes de la bibliotecas estudiadas experimentalmente
Jrente a su temperatura de desnaturalizacion. En rojo se muestra el background de la biblioteca, en
azul la varante triple con aspdrtico en la posicion 26 y en verde las variantes propuestas por el
PLS como aquellas cuya actividad es mdxima introduciendo solamente una o dos mutaciones con
respecto al background de la biblioteca.
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Tras la realizacion de este trabajo, cabe resaltar varios aspectos. En primer lugar,
en cuanto la metodologia, la aplicacion de la técnica de regresion multivariante, la
llamada regresion por minimos cuadrados parciales, nos ha permitido con el
estudio experimental de unas pocas variantes, modelar la relaciéon entre fenotipo y
genotipo, y de esta forma inferir el comportamiento de toda la biblioteca. Asi
hemos podido acceder a las variantes con las caracteristicas deseadas, que en
nuestro caso fueron aquellas en las que el efecto del Asp26 en la actividad
reductasa es llevado a cabo por pocos residuos (uno o dos) expuestos al solvente.
En segundo lugar, partir de una variante ancestral para el disefio de la biblioteca,
nos permitié explorar el efecto en la actividad reductasa de combinaciones de
mutaciones muy desestabilizantes (en algunos casos con 30°C de disminucion de la
Twm), esto fue posible por la hiper-estabilidad de la proteina de partida que al tener
una T de 138°C, nos permite disponer de un amplio margen de estabilidad para
elegir las mutaciones que presumiblemente llevan a cabo el efecto en la catalisis

enzimatica del grupo ionizable enterrado, sin que se comprometa su viabilidad.

Por otro lado, en cuanto a los objetivos especificos abordados, en este trabajo
hemos demostrado la posibilidad de combinar residuos ionizables en la superficie
expuesta al solvente de la tiorredoxina, para llevar a cabo el efecto en la actividad
reductasa de un residuo ionizable enterrado, primordial para el desarrollo de la
catalisis enzimatica. En concreto, hemos demostrado como un solo residuo que se
encuentra expuesto al solvente (Lys39), puede realizar el efecto en la actividad
reductasa de un residuo ionizable enterrado (Asp26). Ademas, si bien la mayoria
de las variantes estudiadas eran menos estable que el background, la variante con la
mutacion A39K, la mas activa de las estudiadas, tiene un valor de Tm=137°C. De
manera que hemos obtenido una variante de tiorredoxina mas activa que la de

E. coli y con un valor de Ty, 48°C mayor.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral hemos abordado diferentes trabajos de relevancia

en ingenieria de proteinas.

En un primer bloque tomamos como objeto de estudio la Proteina Morfogenética
de Hueso 2 (BMP-2 de sus siglas en inglés) que, por su capacidad para inducir
regeneracion osea, es una proteina de gran interés en el campo de la biomedicina.
Por ello, hemos explorado la posibilidad de utilizar la informacién evolutiva
contenida en los alineamientos de secuencias, para la obtenciéon de variantes de
BMP-2 con su funciéon bioloégica mejorada. Para nuestro proposito, hemos
planteado un modelo simple basado en la estadistica de la seleccion natural
purificadora obteniendo diferentes variantes de BMP-2. Para testar su actividad
hemos llevado a cabo ensayos celulares basados en la deteccién de la actividad
fosfatasa alcalina asociado al fenotipo osteoblastico inducido. Aunque los
resultados obtenidos son prometedores, hemos encontrado dificultades en su
interpretacion asociadas a un cierto nivel de irreproducibilidad inherente al
procedimiento de purificacion usado. Por ello, este trabajo se encuentra
actualmente en desarrollo, ya que se esta trabajando en un nuevo sistema de
produccién de proteina, necesario para el estudio riguroso de las variantes

obtenidas.

En un segundo bloque, hemos estudiado tiorredoxinas ancestrales, con el objetivo
general de explorar el potencial de proteinas precambricas resucitadas en
ingenieria de proteinas. En primer lugar, hemos abordado los factores que
determinan la muy alta estabilidad de estas proteinas ancestrales, tomando como
objeto de estudio especifico la tiorredoxina perteneciente al Gltimo ancestro
comun de cianobaterias y los grupos de deinococus y thermus (trx-LPBCA) por ser
la mas estable de las resucitadas. Asi, para analizar los factores que determinan su
inusual estabilidad, hemos realizado un estudio mutacional detallado con objeto
de caracterizar su estabilidad termodinamica y cinética. Este estudio nos guié con

éxito en la busqueda de mutaciones estabilizantes y ademas nos permitié concluir
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que la naturaleza de la estabilizacion de la trx-LPBCA con respecto a la
tiorredoxina moderna de FE. coli es fundamentalmente entropica, reflejando
posiblemente la menor entropia conformacional en el estado desplegado de la
proteina ancestral asociada a la eliminacién de residuos de glicina y a la
introduccién de residuos de prolinas. Como resultados de estos estudios,
sugerimos que la correlacion estabilidad/evolucion no refleja, al menos para la
tiorredoxina, la seleccion natural de la estabilidad termodinamica por si misma,
sino de otro factor que esta asociado a ésta. Proponemos, apoyandonos en el
estudio cinético comparativo realizado entre la trx-LPBCA y su analoga actual, la

tiorredoxina de E. colz, que dicho factor es la estabilidad cinética.

En el trascurso de este trabajo, obtuvimos resultados experimentales que parecian
indicar una desnaturalizacion fria no cooperativa en la trx-LPBCA y que sugerian
la posibilidad de que las tiorredoxinas ancestrales resucitadas nos pudieran
permitir abordar el problema de la evoluciéon de la cooperatividad. Esta
posibilidad sin embargo no se confirmé, ya que hemos encontrado el mismo
patrén en la desnaturalizacion fria en la tiorredoxina de E. coli y, ademas, lo
hemos podido explicar en base a la lentitud de la cinética de desplegamiento a
baja temperatura. Proponemos por tanto, apoyandonos en los resultados
obtenidos, que la estabilizacion cinética a baja temperatura podria jugar un papel

primordial en la adaptacion al frio de organismos psicrofilos.

Por ultimo, hemos realizado lo que posiblemente sea el primer trabajo de
ingenieria de proteinas que toma como punto de partida una enzima ancestral
resucitada. En concreto, hemos investigado la posibilidad de redisenar el centro
activo de la trx-LPBCA, mediante el estudio de una biblioteca combinatorial de
variantes proteicas, cuyas mutaciones fueron propuestas por criterios estructurales.
En cuanto a la metodologia utilizada, cabe resaltar la aplicacion de una técnica de
regresion multivariante, la llamada regresion por minimos cuadrados parciales,

que nos permite, con el estudio de unas pocas variantes modelar la relacion entre
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genotipo y fenotipo, y de esta manera inferir el comportamiento de toda un
biblioteca y por ende, acceder a las mejores variantes. En cuanto al objetivo
especifico abordado, hemos demostrado como el efecto de un residuo enterrado,
esencial para la catalisis enzimatica, puede sustituirse por el efecto de un residuo
expuesto al solvente. Creemos que este resultado puede tener implicaciones para
la ingenieria de sitios activos de novo, ya que mientras que el disefio de grupos
enterrados implicados en catalisis es extremadamente dificil, el cribado de una
biblioteca basada en mutaciones expuestas no debe ofrecer grandes dificultades,
en particular si la biblioteca se ha construido sobre una variante hiper-estable,

como es el caso de proteinas precambricas resucitadas.
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