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1. INTRODUCCION

Es generalmente aceptado que la secuencia de amino4cidos de una proteina determina
su unica estructura tridimensional nativa, la cual es necesaria para su funcién biolégica
(Anfinsen, 1973; Anfinsen y Scheraga, 1975). Actualmente, la estructura de unas 500
proteinas globulares ha sido resuelta por cristalografia de Rayos X; esta abundancia de
informacién estructural ha mostrado los diferentes caminos por los cuales las cadenas de
amino4cidos se pliegan en estructuras globulares estables (Richardson, 1981). Uno de los
problemas claves en la bioquimica y biofisica moderna es la comprensién quimico-fisica de
las interaccions, que originan el plegamiento de las proteinas. Puesto que estas interacciones
son fundamentalmente de naturaleza no covalente, bien podria decirse que el estudio
molecular de las especies y procesos biolégicos no consiste sino en la racionalizacién del
papel lque estas interacciones no convalentes desenpefian en la estructura de las
macromoléculas bioldgicas. Este problema, que ha sido investigado extensivamente en el
pasado por un gran mimero de investigadores y usando una gran variedad de técnicas
experimentales, métodos tedricos y compuestos modelos (Creighton 1978, 1985, 1988; Ghélis
"y Yon 1982; Jaenicke, 1987), ha incrementado su interés progresivamente hasta el presente.
Solamente la solucién del problema del plegamiento de proteinas y su estabilidad har4 posible
la predicciéon de la estructura tridimensional de protefnas a partir de su secuencia de
aminodcidos, asi como el desarrollo racional de nuevas proteinas, mutantes y de novo, con
las propiedades biol6gicas y fisico-quimicas deseadas (Salemme, 1985; Oxender y Fox,-1987;
Goldenberg, 1988).

La estabilidad neta de la proteina plegada es tan pequeiia, incluso bajo condiciones
éptimas, que la mayoria de las proteinas pueden desplegarse y en su caso replegarse con
modificaciones minimas en dichas condiciones. El replegamiento de la mayoria de las
proteinas puede ser demostrado colocando la proteina desplegada en aquellas condiciones en
las cuales el estado nativo sea estable. El replegamiento es un proceso de ensamblaje, en el
que toda la informacién requerida estd presente en la secuencia de aminodcidos, y ocurre
espontdneamente bajo condiciones adecuadas. Las proteinas que una vez desplegadas no

repliegan in vitro generalmente han sufrido alguna interferencia por modificacién covalente,
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pérdida de un cofactor requerido para el estado plegado, o agregacion y posible precipitacién
del estado desplegado. Algunas proteinas, sin embargo, requieren la presencia de factores
bioldgicos in vivo para plegarse, principalmente para prevenir agregaciones, como es el caso

de las "chaperoninas”.

El plegamiento espontdneo de las proteinas es algo sorprendente si tenemos en cuenta
que las cadenas polipeptidicas pueden adoptar un nimero astronémico de conformaciones,
un nimero tan grande que no seri’a factible para cualquier protefna intentar adoptar todas sus
posibles conformaciones en una escala de tiempo prictica. Por ejemplo, una cadena
polipeptidica de 100 animoécidos tendria 10'® conformaciones diferentes posibles (una media
de 10 conformaciones por residuo) y para pasar de una conformacién a otra requeriria unos
102 5. De esta forma, para probar todas las conformaciones tardaria 107 afios. No obstante,
se ha observado que las proteinas tanto in vivo como in vitro se pliegan entre 10" y 10° s.
La conclusion directa es que las protefnas no pliegan intentando encontrar aleatoriamente la
conformacién de menor energia libre; de hecho, para tener lugar en una escala de tiempo tan

corta, el proceso de plegamiento debe de estar dirigido.

La estructura plegada de las proteinas indica que probablemente se estabilizan por
combinacién de enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals, interacciones
electrostdticas e interacciones hidrofébicas. En cualquier caso, la contribucién neta a la
estabilidad de la estructura plegada, es la diferencia entre la fortaleza de las interacciones en
el estado plegado y las interacciones de los mismos grupos en el estado desplegado,
incluyendo su solvatacién por el agua. La opinién cldsica es que la principal fuerza impulsora
del plegamiento de las proteinas es el llamado "efecto hidrofébico”, que se debe a la
tendencia que presenta el agua a evitar el contacto con los grupos apolares de la cadena
polipeptidica, escondiéndose éstos en el interior de la estructura plegada de la proteina. En
cualquier caso, existe discrepancia sobre la importancia relativa de las diversas fuerzas
impulsoras del plegamiento/desplegamiento, no estando todavia claras las bases moleculares

del proceso.

La estabilidad y el plegamiento de las protefnas estdn intimamente relacionadas, y est4
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cominmente aceptado que la minimizacién de energia en términos de un balance sutil entre
interacciones débiles estabilizantes y desestabilizantes, constituye la fuerza conductora de la
formacidn de la estructura (Jaenicke, 1991). Existen diferentes caminos experimentales para
medir la estabilidad de las proteinas (Sheliman y Hawkes, 1980). Un procedimiento comiin
es el exponer la proteina a condiciones desnaturalizantes especificas (pH dcido o alcalino,
agentes desnaturalizantes, detergentes, etc.) y posteriormente controlar la recuperacién de la
actividad biolégica o de otra propiedad quimico-fisica observable de la proteina nativa. Sin
embargo, el estudio calorimétrico del desplegamiento térmico de proteinas es el método mds
directo y uno de los mds utilizados para caracterizar su estabilidad térmica. Esto se debe al
desarrollo instrumental y del andlisis de datos de 1a microcalorimetrfa diferencial de barrido
(DSC), que proporciona la capacidad calorifica, C,, del sistema en funcién de la temperatura.
El andlisis termodindmico permite, en principio, la descripcién completa de todas las
funciones termodindmicas del desplegamiento reversible de proteinas. Este enfoque es vélido
y enormemente informativo siempre que el proceso de desnaturalizacién térmica transcurra
en el equilibrio (Privalov, 1979 y 1982; Mateo, 1984; Sénches-Ruiz y Mateo, 1987). Esto
se comprueba ficilmente en experimentos de DSC mediante la realizacién de dos barridos
* consecutivos con la muestra en estudio, obteniéndose para procesos reversibles termogramas
andlogos. Ademds, los procesos de plegamiento-desplegamiento son normalmente lo
suficientemente rdpidos como para permitir que el equilibrio termodindmico se encuentre
establecido en todo momento. Esto puede comprobarse mediante experimentos a diferentes
velocidades de barrido. El estudio de proteinas globulares sencillas y algunas complejas
mediante DSC ha conducido, por ejemplo, a la definicién estructural de los dominios
cooperativos, como unidades de plegamiento de las proteinas (Privalov, 1982). Para proteinas
globulares pequefias estd establecido que éstas se despliegan térmicamente de acuerdo con
el modelo de equilibrio de dos estados (Privalov, 1979), constituyendo dominios estructurales
Unicos, altamente cooperativos. Sin embargo, existen muchas otras protefnas .cuya
desnaturalizacién térmica es irreversible, lo que se demuestra por la no aparicién en el
segundo barrido de DSC de efecto térmico alguno. Normalmente este hecho se ha atribuido
a la presencia de procesos irreversible no deseados que alteran el estado desplegado de la
proteina, impidiendo su posterior plegamiento (Zale y Klibanov, 1986; Klibanov y Ahern,
1987; Vokin y Klibanov, 1989). Proteinas globulares constituidas por mds de 100
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aminodcidos, suelen estdr compuestas de varios dominios estructurales, subunidades o ambos.
Estos dominios individuales, aislados, son normalmente tan estables como cuando se
encuentran en la proteina intacta y constituyen usualmente unidades estructurales
independientes dentro de la proteina. Actualmente estdi tomando auge el estudio del
desplegamiento térmico de dichos dominios reconocidos simplemente por inspeccién visual
de la estructura tridimensional de la proteina o por ayuda de algoritmos utilizando las
coordenadas de los C_, dados por rayos X. Estos dominios son aislados normalmente mediante
proteolisis limitada o mediante semisfntesis, aunque mds recientemente, si se conoce el gen
que codifica la proteina, suelen obtenerse a través de métodos genéticos de ADN
recombinante, que consisten en la expresién de la secuencia de ADN que codifica al dominio
en células bacterianas (Vita y Fontana, 1982; Vita et al., 1984; Musacchio et al., 1994). En
general los estudios de este tipo mediante DSC son bastante escasos (Rudolph et al., 1990).
Estos estudios, en conjuncién con nuevos modelos que permiten analizar las interacciones
interdominio a partir de datos de DSC (Brandts et al., 1989; Ramsay y Freire, 1990; Freire
y Murphy, 1991), podrian aportar luz sobre la "organizacién jerdrquica” de la estructura de
las protefnas, que procede gradualmente de estructuras secundarias locales, subdominios y
dominios, para generar finalmente la estructuracién completa (Jaenicke, 1991). Un mejor
conocimiento de esta organizacién estructural es necesario para racionalizar con éxito la

caracterizacion de la estabilidad de proteinas.

En esta Memoria, se ha afrontado el estudio por DSC, bajo una serie de condiciones
experimentales, de dos sistemas que constituyen dominios estructurales de protefnas mayores.
El primer sistema, el fragmento C-terminal de termolisina 205-316 (TLN 205-316), como
su propio nombre indica, es un fragmento aislado mediante autolisis del extremo carboxilico
terminal de la proteina termolisina correspondiente a los restos 205-316. El segundo sistema
lo constituyen los dominios Fyn-SH3 y Abl-SH3 que forman parte de las tirosina quinasas
con el mismo nombre y que han sido expresados en células de E. coli. Los dos sistemas
constituyen dominios o subdominios estructurales de especies mayores. Esto hace interesante
en principio su estudio por DSC, enmarcado en el andlisis del plegamiento y la estabilidad
de dominios estructurales. Otro de los sistemas estudiados es la proteina B-Lactoglobulina

B, como sistema de referencia de una proteina globular de pequefio tamafio. Mediante el
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estudio por DSC de estos sistemas podremos estudiar su desplegamiento térmico, caracterizar
su energética y comprobar la creencia actual de que protefnas o dominios pequefios

despliegan segiin un modelo de equilibrio de dos estados.

La funcién biolégica de la gran mayoria de las proteinas depende de su interaccién
con otras moléculas. Las proteinas pueden unirse firme y especificamente a otras protefnas,
generando grandes complejos; a 4cidos nucleicos, especialmente cuando controlan su
replicacidn y expresion; a polisacdridos, especialmente a aquellos que se encuentran en la
superficie de las membranas; y a lipidos, cuando son incorporadas dentro de las membranas.
Cada aspecto de la estructura, crecimiento, y replicacién de un organismo depende de tales
interacciones. Por lo tanto, el estudio de las interacciones de las proteinas con otras
macromoléculas es de gran interés. En este sentido y con objeto de intentar contribuir al
conocimiento todavia muy limitado de las interacciones proteina-proteina, se ha llevado a
cabo en esta Memoria el estudio mediante DSC de la interaccién de los dos dominios SH3
citados anteriormente, con péptidos que constituyen las secuencias diana en la interaccién de
éstos dominios con otras proteinas, como modelo de estudio de dicha interaccién y

reconcocimiento intermolecular.
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2.1. f-LACTOGLOBULINA
2.1.1 Introduccién

La B-Lactoglobulina (8-1g) es una proteina presente en la leche de muchos mamiferos
entre los que se incluyen las especies bovina y ovina, ciervos, caballos, perros, cerdos,
delfines, etc. (Pervaiz, 1985). Es la proteina presente en mayor proporcién en la leche de
vaca, donde se encuentra en cantidades de 2 a 3 g/1. Su posible presencia en la leche humana
ha sido muy discutida. Asi, Liberatori y colaboradores ( 1979) llevaron a cabo experimentos
de reaccidn antigeno-anticuerpo con sueros de conejo concluyendo que esta proteina se
encuentra presente en la leche humana. En la misma linea apuntan otros trabajos como el
realizado por Brignon y colaboradores (1985). Sin embargo existen otros autores que niegan
la existencia de la proteina en la leche humana, como es el caso de Bell and
McKenzie(1964).

Los estudios realizados sobre la proteina después de que ésta fuera aislada por Palmer
en 1934, fueron muy confusos debido a las grandes heterogeneidades existentes en las
muestras. Aschaffenburg y Drewry (1955) descubrieron la principal causa de esta
heterogeneidad, encontrando que esta proteina tiene dos variantes genéticas con diferentes
movilidades electroforéticas a pH 8.6. Estos autores nombran a estas dos variantes como (3,
y B,-Lg, siguiendo la nomenclatura propuesta por Polis y colaboradores (1950), y mds tarde
denominaron las variantes genéticas como 8-Lg A (en vez de 83,) y B-Lg B (en vez de 3,),

para hacerla mds acorde con su anotacién genética.

En 1962 Bell observé que ciertas vacas de la especie Jersey producen leche que tiene
una variante genética diferente de la A y la B. Bell (1962, 1963, 1964, 1966) designa este
tercer tipo como $-Lg C. Cada uno de los tipos de variantes genéticas se pueden presentar
tanto solas como juntas en las seis posibles combinaciones que se pheden dar. Cuando dos
de las variantes se encuentran presentes en la leche, normalmente lo hacen en igual

concentracién. En general las variantes genéticas mayoritarias son las variantes A y B.

B-Lactoglobulina B
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La funcién de esta proteina es todavia incierta, aunque la similitud de su estructura
con la de las proteinas del plasma que unen retinol (vitamina A) y la identificacién de un
posible sitio de unidn de éste a la proteina, indican una posible funcién como transportadora

de vitamina A desde la madre al neonato (Papiz et al., 1986).

A pH fisiolégico y a temperatura ambiente la §-Lg existe como dimero, con
subunidades idénticas de peso molecular 18500 daltons, cada una correspondiendose con una
cadena polipeptidica de 162 amino4cidos (Green et al., 1979). Es una protefna notablemente
resistente a valores dcidos de pH, siendo el tratamiento con HCI hasta pH 2 parte de un
procedimiento de obtencién y purificacién ampliamente usado (Aschaffenburg y Drewry,
1957); mientras que se desnaturaliza irreversiblemente a pH bdsico (Wausbluth y Grieger,
1974; Frushor y Koenig, 1975).

2.1.2. Estructura

Son muchos los autores que han dilucidado la composicién de aminodcidos de las
variantes genéticas. Piez y colaboradores (1961) y Gordon y colaboradores (1961), estudiaron
la composicidn de aminoédcidos de las variantes A y B de vaca. Otros autores (Bell et al.,
1966; Mckenzie, 1965; Bell y McKenzie, 1964) han estudiado también ia composicidn de las
variantes genéticas de diferentes especies. El 51.8% son aminodcidos apolares, 32.1%
aminodcidos polares no cargados y 28.4 % aminodcidos polares cargados. Las diferencias que
existen entre las tres variantes son las siguientes: la variante genética A se diferencia de la
B en dos restos de amino4cidos, teniendo la variante A un aspdrtico y una valina en las
posiciones 64 y 118 respectivamente, mientras que la B posee en estas posiciones una glicina
y una alanina; mientras que la variante C difiere de 1a B en una histidina en vez de un

glutdmico en la posicién 68 (Bell et al., 1981).

La estructura secundaria esta formada sélo por una hélice o (formada por los
aminodcidos del 130 al 140) y un corazén de estructuras § antiparalelas formadas por 9

hebras que dan lugar a una forma de cdliz como se observa en la Figura 2.1-1 (Papiz et al.,
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1986). Asimismo, en la Figura 2.1-2 se muestra la estructura tridimensional de la proteina
en forma de cinta realizada mediante un programa de modelacién molecuar Insight IT en un
ordenador Silicon Graphics utilizando para ello las coordenadas tridimensionales de la
proteina cedidas gentilmente por el Dr. Sawyer. La estructura beta cercana al carboxilo
terminal, constituida por los aminoidcidos 145 al 150, parece estar implicada en las

interacciones que dan lugar a la formacién de dimeros (Papiz et al., 1986).

El mondémero presenta dos puentes disulfuro entre las posiciones 119 con 106 y 66
con 160. Asimismo existe una cisteina con su grupo sulfhidrilo libre en la posicién 121,
cercana a uno de los puentes disulfuro, y dado que la distancia entre los 4tomos de azufre
es de 10.5 A, cualquier intercambio sélo serfa posible con una flexibilidad conformacional
importante. Uno de los puentes disulfuro estd en contacto con el medio externo, mientras que
el otro estd en el interior de la molécula junto a la cisteina libre, como se observa en la
Figura 2.1-1.

De los dos triptéfanos presentes en la molécula, el correspondiente a la posicién 61

se encuentra expuesto al medio y el de la posicién 19 estd en el interior de la molécula.

2.1.3. Estudios de asociacién

La B-Lg es una proteina que puede sufrir procesos de asociacién-disociacién
dependiendo del pH, fuerza iénica y temperatura. Para entender su comportamiento en este
sentido es necesario conocer algo de su curva de valoracién. La curva completa de valoracién
para esta proteina fue determinada por primera vez por Cannan (1942). Mds tarde Nozaki
y colaboradores (1959) redeterminaron la curva para la mezcla de variantes genéticas, y
Tanford y Nozaki (1959) determinaron la curva de valoracién para ambas variantes genéticas

procedentes de leche de vaca.

Tanford y colaboradores mostraron que el punto isoeléctrico de 3-Lg A y B en agua

pura era de 5.35 y 5.45 respectivamente y que decrecia cuando se le afiadia cloruro de
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Figura 2.1-1: Estructura de B-Lactoglobulina en donde se muestran las posiciones
de los puentes disulfuros y el grupo SH libre, asi como la disposicién de cada una de las
estructuras secundarias (tomado de Papiz et al., 1986)
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Figura 2.1-2: Estructura tridimensional de B-Lg en forma de cienta (ver texto).
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potasio o de calcio. La curva de valoracidn era reversible entre el punto 4cido final y pH 9.7,
incluyendo los cambios conformacionales que ocurrian a pH 7.5. El comportamiento mds
significativo obtenido del andlisis de la curva es que la proteina nativa parece contener seis
grupos imidazoles por dimero de proteina comparado con los cuatro que presenta la molécula
en estado monomérico. Por otra parte, sélo son valorados 2 grupos carboxilo de los cuatro
que presenta la proteina, por lo que es evidente que dos de los grupos carboxilo que presenta
la proteina nativa son valorados con un pK caracteristico de los grupos imidazol. Este efecto
es comun para ambas variantes genéticas A y B, por lo que los dos grupos carboxilicos

extras que presenta la variante A, no son los responsables de este comportamiento.

Las distintas variantes de 8-Lg presentan una gran variedad de estados de agregacién
como ya indicamos anteriormente. A continuacién se citan los estudios realizados a los

diferentes intervalos de pH:

a) pH 1.8 a 3.5: Townend y Timasheff (1957) fueron los primeros en apuntar la
disociacién de mezclas de 8-Lactoglobulinas bovinas. Posteriormente Townend (1960) midié
la constante de disociacién por difusién de luz, y Timasheff y Townend (1961a) estudiaron

la disociacién de las dos variantes genéticas A y B.

Timasheff y colaboradores observaron que los coeficientes de sedimentacién para la
mezcla B-Lg y para las dos variantes genéticas §-Lg A y B decrecian conforme disminuia el
pH desde 6 a 1.8. También encontraron que la viscosidad intrinseca permanecia constante
en este intervalo de pH. Por tanto esto indicaba que la disociacion era mayor conforme se
acidificaba el pH. Medidas de pesos moleculares promedio por el método de sedimentacién
de Archibald y difusién de la luz apoyan esta hipétesis. El pico simple que aparece en
medidas de velocidad de sedimentacidn y el efecto de la concentracién sobre el coeficiente

de sedimentacidén indican que el equilibrio monémero-dimero es répido.

En general, tanto para la 8-Lg A y la 8-Lg B, que son las variantes genéticas mds

estudiadas, se comprueba que a pH 4cido el dimero tiende a monomerizar tanto mds cuanto
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menor es el pH, menor es la fuerza iénica y mds elevada es la temperatura. Asi, Timasheff
y colaboradores (1964) concluyen , por estudios de Dispersion Optica Rotatoria sobre el
efecto de pH en las variantes A, B y C, que a baja fuerza iénica (I=0.01M), pH=2.7 y
25°C, la proteina estd esencialmente disociada en monémeros. Posteriormente Viser y
colaboradores (1972) estudiaron la variacién de K; con la temperatura en el intervalo 5-
35.5°C para la B-Lg B a pH 2.64, 1=0.16M, y encuentran también que la disociacién es
endotérmica, obteniendo a 25°C los siguientes valores : K;=5.2 10° M; AH°=10.4
kcal/mol.

b) pH 3.7 a 5.2: Ogston y Tilley (1955) observaron que la B-Lg se asocia
reversiblemente en la regién de pH 3.5 a 5.2, siendo mdxima la asociacién entre pH 4.40
y 4.65. Townend y colaboradores (1960) investigaron esta asociacién mediante
ultracentrifugacién y electroforesis, encontrando que la agregacién era mdxima a pH 4.40
y 4.65 para descender a pH 4.70 y dependia fuertemente de la temperatura. A pH 4.65 y

25°C no existe practicamente asociacién mientras que ésta es mdxima a 0°C.

Para determinar la estequiometrfa de la reaccién estos mismos autores (Townend y "
Timasheff, 1960) llevaron a cabo experimentos de difusién de la luz. Determinaron que el
proceso de asociacién es répido alcanzdndose el equilibrio en los dos primeros minutos y que
la estequiometria es un equilibrio monémero-tetrdimero, calculando las constantes de

asociacién a diferentes temperaturas (Kumosinski y Timasheff, 1966).

En estos estudios observaron diferente comportamiento entre las dos variantes
genéticas, pues la variante 8-Lg A se asocia formando tetrdmeros y la 8-Lg B no puede
formar agregados mayores del dimero, si bien en presencia de la variante A es capaz de
agregar dando lugar a tetrdmeros. Ademds, mientras que la 8-Lg A se asocia un 90%, sélo
un 30% de la B puede tetramerizar en presencia de la A formando tetrdmeros mixtos. Sin
embargo, Adams y Lewis (1968) proponen un modelo de asociacién indefinida para la 8-Lg

A a pH 4.3, 1=0.2, frente al modelo mondémero-dimero-tetrdmero de Timasheff y
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colaboradores.

La dependencia de la agregacién con el pH sugiere que los grupos carboxilo juegan
un papel importante en el mecanismo de unién, dado que el pH de mdxima agregacién se
corresponde con el pK de ionizacién de los mismos (Timasheff y Townend, 1961). Esta
hip6tesis estd apoyada por experimentos realizados con agentes que bloquean los grupos
carboxilo que interfieren fuertemente el proceso de agregacién (Armstrong y McKenzie,
1964). El mecanismo més probable, es la formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos
COOH protonados en los residuos de dcido aspdrtico y glutdmico de la superficie de la
cadena polipeptidica. Conforme el pH decrece por debajo de su pl, los grupos COO" son
- protonados y la formacién de puentes de hidrégeno es mayor (por ello la asociacién es
médxima ente pH 4.40 v pH 4.65). Sin embargo, llega un momento que al bajar el pH se
producen repulsiones electrostiticas que dan lugar a la disociacién, de tal manera que

conforme aumenta la fuerza idnica la disociacién es menor.

¢) pH 5.4 a 9.2: Linderstron-Lang y Jacobsen (1940) encontraron que la proteina
desnaturalizaba rdpidamente a pH 8.3 a 0°C. Groves y colaboradores (1951) también
estudiaron la reaccién por encima de pH 8 y encontraron cambios reversibles e irreversibles
los cuales dependian del pH. Macheboenf y Robert (1953) y Calvin (1954) concluyen que
los cambios irreversibles son debidos, al menos en parte, a la oxidacién del grupo SH
presente en cada monémero y ruptura de los puentes disulfuros. Got y colaboradores (1963)
obtuvieron evidencia de disociacién de la proteina a pH 7 por medidas de pesos moleculares
pdr el método de Archi:bald. McKenzie y colaboradores (1972) comprobaron que la
agregacién de la proteina en medio alcalino se debia en parte a la oxidacién de grupos -SH
y reacciones de intercambio tiol/disulfuro. La presencia de reactivos especificos de grupos -
SH entre pH 6 y 8 conduce a la disociacién a mondmeros. Estos reactivos reaccionan muy
lentamente con los -SH a pH 4cido. Estudios de infrarrojo en transformada de Fourier (FTIR)
(Casal et al., 1988) mostraron que la desnaturalizacién alcalina ocurre en dos etapas, de pH

8 a1l yde pH 11 a 13, existiendo atin estructura secundaria remanente a este dltimo pH.
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Por lo tanto, por encima de pH 5.4 existen una serie de asociaciones-disociaciones
hasta pH 8.3, por encima del cual existen cambios conformacionales y, finalmente,
desnaturalizacién alcalina de la proteina. En general, la presencia de alcoholes (metanol,
glicol, glicerina) facilita la disociacién (monomerizacién) de la proteina (Kientz y Bigetow,
1966; Casal et al., 1988).

2.1.4. Estabilidad

Son abundantes los estudios sobre la estabilidad térmica de la proteina a diferentes
pHs y mediante técnicas diferentes. Gouch y Jennes (1962) estudiaron la desnaturalizacién
térmica de esta proteina a pH 6.7 y I=0.1M, por medidas de solubilidad a pH 5, reactividad
de los grupos sulfhidrilos y rotacién Sptica especifica, encontrando por los tres métodos que
ésta era un proceso irreversible y que las variantes genéticas se comportaban de forma

diferente, siendo la desnaturalizacién de la variante genética B mds rdpida que la A.

Estudios llevados a cabo por Dupont (1965) a pH 6.85 por medidas de Dispersién
Optica Rotatoria, mostraron también la existencia de dos etapas en el proceso de
desnaturalizacién. Una primera etapa muy rdpida y una segunda etapa més lenta que da lugar
a agregacion de la protefna. También vieron que la primera etapa es reversible y rdpida, -

mientras que la segunda etapa es irreversible.

Sawyer (1968) llevé a cabo un estudio de la desntauralizacidn térmica de la proteina
a pH 7 mediante electroforesis, velocidad de sedimentacién, cromatografia en sephadex y
estudios de turbidez, encontrando al igual que los anteriores autores, que el proceso era de
dos etapas. La primera etapa estd favorecida a temperaturas de 97°C en la cual se forman
agregados debido a la oxidacién de los grupos SH o por intercambios de puentes disulfuros,
como demuestran los experimentos que llevé a cabo en presencia de 8-mercaptoetanol, que
impide la formacién de dichos agregados. La segunda etapa estd favorecida a temperaturas
mds bajas (75°C) y da lugar a agregados mayores que en la etapa anterior, formandose €stos

a expensas de los productos de la primera reaccién en la que no intervienen los puentes

B-Lactoglobulina B



20 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

disulfuro.

En 1971 Sawyer y colaboradores (1971) llevaron a cabo un estudio mediante medidas
de polarimetria, dispersién Optica rotatoria y dicroismo circular, estudiando el proceso de
desnaturalizacién y su cinética, concluyendo que la desnaturalizacién de ambas variantes
genéticas a pH 6.6, I1=0.1M, incluye al menos dos reacciones consecutivas de primer orden,
posiblemente asociadas con un aumento de estructura § y desaparicién de hélices o, y etapas
de agregacién posteriores que dependen del tiempo y de la temperatura. Estos autores

también concluyen que la forma B se desnaturaliza mds rdpidamente que la A.

Existen estudios mediante medidas de fluorescencia del efecto de la temperatura sobre
la proteina a pH 6.5 (Mills, 1975), en donde se observa que los dos triptéfanos presentes en
la molécula de proteina, en el estado nativo, se encuentran en un ambiente hidrofébico, de
tal manera que cuando la temperatura aumenta se produce una exposicién de los triptéfanos
a ambientes polares y, por tanto, accesibles al disolvente. Esta exposicién que acompaiia al
proceso de desnaturalizacién, también se da en dos etapas: en la primera, por debajo de
70°C, tiene lugar la exposicién de uno de los tript6fanos y es un proceso reversible; por
encima de los 70°C, se da la segunda etapa que esta constituida por un proceso irreversible
lento que lleva a la exposicién del otro triptéfano y en donde, por electroforesis, se ha

observado que tiene lugar la formacién de agregados por medio de puentes disulfuro. *

Existen también estudios realizados mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC). En esta linea, De Wit y Swinkels (1980) estudiaron la desnaturalizacién térmica de
la proteina a pH 6.5, proceso irreversible cuya temperatura de desnaturalizacién dependia de
la velocidad de calentamiento siendo su valor extrapolado a velocidad de barrido cero de
70.410.5 °C, con una entalpia de 239+ 15 kJ/mol. Andlisis cinéticos de las curvas de DSC
muestran que éstas siguen una cinética de primer orden entre las temperaturas de 65 a 72°C
con una energia de activacién de 343 kI/mol. Por encima de 70°C la cinética se modifica
dando lugar a agregados. Estos autores citan el trabajo de Pantaloni que observé un tiempo

muerto de varios minutos entre 70 y 76°C antes del comienzo de la agregacién. Estos
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resultados los interpretan como debidos a una transicién monomolecular previa desde un
estado desplegado reversible a uno irreversible. En general, la temperatura de 70°C parece
ser critica para la desnaturalizacién de la proteina,a pH neutro, por encima de esta
temperatura el comportamiento de desnaturalizacién cambia debido probablemente a procesos

de agregacion.

Kwan Hwa Park y Lund (1980) realizaron un estudio también por DSC en el intervalo
de pH 4 a 9. Por estudios cinéticos encontraron que entre pH 6 y 9 se puede describir la
desnaturalizacién mediante una cinética de segundo orden, mientras que por debajo de pH

5 lo es por una de tercer orden.

Los datos de la bibliografia sefialan globalmente un comportamiento complicado de
la proteina al desnaturalizarse por efecto de la temperatura en el intervalo de pH cercano a
la neutralidad. En principio, parece claro que la desnaturalizacién tiene lugar en dos estapas,
una de ellas reversible y la otra irreversible como consecuencia de la formacién de

agregados, en los que parecen jugar un cierto papel los puentes disulfuro.

Ananthanarayana y colaboradores (1977) llevaron a cabo un estudio medi_émte rbtacién
optica, dicrofsmo circular y viscosidad del efecto de la temperatura sobre la proteina a pH
2 , I=0.IM. Parece ser que la desnaturalizacién térmica no conduce a un estado
completamente desplegado de la molécula, conservando ésta entre un 15 a un 20% de
estructura ordenada que desaparece al afiadir cloruro de guanidina, lo q{le da lugar a una
transicién cooperativa. La desnaturalizaci6n es reversible, sin embargo cuando el tiempo de

calentamiento se prolonga, se convierte en irreversible.

La desnaturalizacién por calor en presencia de etilenglicol provoca una disminucién
notable de la temperatura de la transicién. Asf, la adicién de un 50% de etilenglicol no causa
cambios en el proceso de desnaturalizacién en si mismo, es decir, obtenemos el mismo
estado desnaturalizado que el observado a altas temperaturas en ausencia de etilenglicol. Sin

embargo, la adicién de cantidades superiores al 50% origina cambios en la conformacién de
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la proteina que resulta mds ordenada que la molécula nativa.

El andlisis de los resultados lo realizaron en base al modelo de equilibrio de dos
estados encontrando unos valores para el ACp de 7.4 kJ/K mol para la desnaturalizacién
térmica y de 9 kJ/K mol para la desnaturalizacién con cloruro de guanidina. El ACp en
presencia de cloruro de guanidina es superior ya que con cloruro de guanidina se alcanza un
estado completamente desplegado de la proteina, al que no se llega por efecto de la
temperatura en donde ain permanece una estructura residual ordenada del 15 al 20%. A
25°C la desnaturalizacién por cloruro de guanidina se produce con un punto medio (50% de

desnaturalizado) para 3.4 M de este agente.

Harwalkar (1980a) realiz6 un estudio con diversas técnicas, entre las que se incluyé
DSC, de la desnaturalizacién térmica a pH 2.5. Como consecuencia del tratamiento con la
temperatura este autor propone que se producen dos especies moleculares, una de ellas
indistingible de la nativa, y la otra resulta irreversiblemente alterada a juzgar por los datos
de cambios en solubilidad, disminucién del volumen de elucién por cromatografia en gel y
ausencia de endoterma en DSC. Los datos de electroforesis y de velocidad de sedimentacién
indican, sin embargo, que la protefna en este estado final no se encuentra agregada.

En un trabajo posterior Harwalkar (1980b) llevé a cabo un estudio de la cinética de
desnaturalizacién en un intervalo de temperaturas de 60 a 130 °C. Por encima de 75°C existe
un proceso irreversible con una temperatura de transicién de 83 a 84°C, por encima de la
cual se llega a un estado completamente desplegado, tanto mds cuanto mayor es el tiempo
de calentamiento y la temperatura. Los cambios irreversibles que se producen son de

naturaleza intramolecular sin asociacién intermolecular.

Estudios posteriores (Lapanje y Polkar, 1989) mediante dicroismo circular y
calorimetria , mostraron que la desnaturalizacién térmica de esta proteina tiene una etapa
reversible y una etapa irreversible por encima de los 85°C coincidiendo con lo expuesto
anteriormente. Estos autores sin embargo apuntan la existencia de agregacién en el estado

final. Asimismo indicaron que el estado final alcanzado por el tratamiento térmico no estd
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totalmente desplegado, manteniendo parte de la estructura plegada. Encontraron que la
transicion térmica es de dos estados para la 8-Lg a pH 2.0 con un ACp de 0.288 J/K-g (5.3
kJ/K-mol), que no depende del pH ni de la temperatura. A partir del valor de AH (414
kJ/mol) y Tm (83.2°C) estos autores obtuvieron la variacién de AG de desnaturalizacién con
la temperatura, utilizando un calorimetro Setaran con concentraciones de muestra en célula

de entre 10 a 20 mg/ml.

Una serie de autores han investigado el efecto de diversas sustancias presentes en la
leche, incluyendo aziicares como lactosa, o proteinas como k-caseina, en la estabilidad de la
B-Lg. Son trabajos mds bien cualitativos en los que los calorimetros utilizados no son de alta
sensibilidad (vease, por ejemplo, Riieg et al., 1977; Park y Lund, 1980; Schawrz, 1990;
Relkin et al., 1992). Por su parte, Kella y Kinsella (1988) encontraron, utilizando
espectroscopia diferencial a 293 nm, que la Tm de la §-Lg aumenta al ir de pH 7.5 a 6.5,
y de pH 3.0 a 1.5, sin efecto aparente de la fuerza iénica en la Tm. Por otra parte, Brown
y colaboradores (1983) indicaron que la secuencia de la 8-Lg es andloga a la de las protefnas
de membrana, es decir, altamente hidrofébica ( de hecho con un indice de hidro_fobicidad
intermidio entre el de las proteinas intrinsecas y las periféricas de membrana). Utilizando
CD, fluorescencia, RMN y microscopia electrénica, estos autores estudiaron la incorporacién
de moléculas de $-Lg a vesiculas de DPPC, observando a pH 3.7 un incremento en el

contenido de hélice « en estos complejos lipido-proteina.

Finalmente, los articulos que merecen un comentario aparte son el de Pace y Tanford
(1968) y el de Griko y colaboradores (1992), pues ambos estdn relacionados con el tema de
la desnaturalizacién por "frio" de la 8-Lg. Los primeros autores estudian la desnaturalizacién
a pH 3.0, I=0.15M, de la variante A por urea en el intervalo 5-55°C como un proceso de
dos estados. Encuentran asi que la constante de desnaturalizacién aumenta tanto al subir la
temperatura como también al bajarla, con un valor minimo a unos 35°C donde AH es cero
y con un AH menor que cero a bajas temperaturas y mayor que cero a temperaturas elevadas;
lo que no hace sino indicar la presencia de dos procesos de desnaturalizacién, uno a alta

temperatura y otro a baja temperatura, hecho que en 1968 no pasaba de ser una especulacién.
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Estos autores proponen incluso que el ACp cambia de signo por debajo de 10°C, con un
valor para ACp a 25°C de 2100 cal/K-mol. Por medidas de ultracentrifugacién encontraron,
ademds, que a pH 3.0 la protefna era una mezcla en equilibrio de monédmeros y dimeros y
que la presencia de urea lo desplazaba hacia los mondmeros. La desnaturalizacion por urea
( o guanidina) resulta ser reversible, aunque, segln indican, al aumentar el tiempo en que
se tiene la muestra en urea, el proceso se hace irreversible. Es también interesante el que,
en presencia de bajas concentraciones de guanidina, la desnaturalizacién no resulta del tipo

dos estados.

Por otra parte, el trabajo de Griko y colaboradores (1992) es similar a una parte de
la investigacién realizada en esta Memoria, solo que ellos utilizaron inicamente la variante
A apH 2.0, y el efecto de la urea en vez del cloruro de guanidina. Utilizando CDB de alta
sensibilidad demostraron la desnaturalizacién por frio de la proteina y realizaron diversas
consideraciones sobre la naturaleza y propiedades termodindmicas de la protefna
desnaturalizada. Este articulo, se publicé simultdneamente con un primer articulo nuestro

sobre la desnaturalizacién por frio de la 8-Lg B (Azuaga et al., 1992).
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2.2 FRAGMENTO 205-316 DE TERMOLISINA.
2.2.1 Introduccién

La Termolisina (TLN) es una endopeptidasa de origen bacteriano, concretamente del
Bacillus thermoproteolyticus -~ rokko, bacteria que forma parte del grupo de los
microorganismos termofilicos. Se conoce su secuencia de aminodcidos (Titani et al., 1972).
Tiene un peso molecular de 34600 con una sola cadena polipeptidica y ningiin puente
disulfuro. La estructura tridimensional de la TLN ha sido determinada por difraccién de
rayos X a una resolucién de 2.3 A (Figura 2.2-1) (Colman et al., 1972; Matthews et al.,
1974). Dicha estructura presenta dos dominios o 16bulos con el sitio activo en la hendidura
que queda entre ellos, en donde se encuentra un ién Zn**, indispensable pafa su actividad
proteolitica. Para una éptima estabilidad, la TLN necesita la presencia de iénes Ca’* en el
medio, aunque no estdn implicados directamente en la actividad catalitica de la enzima. Los
sitios Ca(l) y Ca(2) estdn s6lo a 3.8 A entre sf, formando un sitio doble que es
completamente cooperativo. Este doble sitio estd situado entre los dos dominios actuando a
modo de enlace entre ellos. Los sitios de Ca(3) y Ca(4) estdn, en cambio, situados en giros
de la superficie de la molécula y se encuentran unidos al Asp-57 y Asp-200 respectivamente.
El papel de estos iénes calcio, tanto en la desnaturalizacién de la enzima como en su
autolisis, ha sido ampliamente investigado (Matthews et al., 1972; Matthews et al., 1974;
Colman et al., 1972). Probablemente todos los sitios de unién de los iénes calcio contribuyen
ala alta estabilidad térmica de la enzima.Los estudios de desnaturalizacién térmica realizados
con TLN muestran,para todas las condiciones investigadas, que el proceso es irreversible,
tanto por métodos espectroscopicos (Voordouw et al., 1976; Khan et al., 1978; Fuyjita et al.,
1979; Khan el al., 1980), como por DSC (Sdnchez-Ruiz et al., 1988).

Dada la peculiar morfologia de bil6bulos que presenta la TLN se ha abordado
extensamente en afios recientes, por parte del grupo del Dr. Angelo Fontana de la
Universidad de Padua, la fragmentacién de la TLN, tanto mediante proteolisis limitada o

autolisis, como por reaccién con bromuro de cianégeno, con el fin de explorar la existencia

Fragmento termolisina



26
ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Figura 2.2.1-1: Modelo del esquelero de la estructura cristalogrdfica de la TLN. El
ion Zn’* (Q) y los cuatro iones Ca>* (®) que se unen a la TLN estdn representados en la
estructura. (tomado de Fontana, 1988)
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de dominios de plegamiento (Vita et al., 1979; Vita y Fontana, 1982; Dalzoppo et al., 1985;
Vita et al., 1985; Vita et al., 1989). Asimismo, en nuestro Departamento se han realizado
estudios de estabilidad térmica (Conejero, 1993; Conejero et al., 1994). Estos dominios se
han predicho mediante algoritmos de ordenador utilizando las coordenadas de la estructura
tridimensional, obtenidas mediante cristalografia de rayos X y, mds recientemente, por
medidas de las dreas de superficies de las moléculas (Rashin, 1981; Wodak y Janin, 1981;
Rashin, 1984).

Se han aislado una serie de fragmentos (casi todos del extremo C-terminal) que, de
acuerdo con su andlisis de estructura secundaria mediante CD de UV lejano y sus
propiedades inmunoquimicas, mantienen una estructura similar a la que presentan en la
proteina intacta as{ como una considerable termoestabilidad. Entre los fragmentos obtenidos
mediante bromuro de cianégeno estdn el fragmento TLN 121-205 y el TLN 206-316 (Vita
et al., 1979), siendo éste Wltimo el fragmento de TLN mds estudiado. Mediante proteolisis
limitada con varias proteasas del fragmento TLN 206-316 se han aislado otros fragmentos
que también conservan estructura globular similar a la nativa entre los cuales se encuentra
el TLN 255-316, identificado como el fragmento de TLN de menor tamaiio capaz de plegarse
en una estructura semejante a la nativa (Dalzoppo et al., 1985). Por otro lado la TLN en
presencia de EDTA y/o bajas concentraciones de iones calcio sufre autolisis dando lugar a
una serie de fragmentos entre los que se encuentra el fragmento TLN 205-316 cuyo

desplegamiento térmico a valores de pH 4cido ha sido estudiado en esta memoria.
2.2.2 Estudios de plegamiento-desplegamiento.

El fragmento TLN 205-316 tiene un peso molecular de 11978, sélo se diferencia en
un aminodcido del TLN 206-316 por lo que sus propiedades deben ser pricticamente
idénticas. Su estructura tridimensional en la TLN nativa se corresponde con un motivo
estructural llamado "manojo de 4 hélices " (four a-helix bundle) (Figura 2.2.2-1), muy
cominmente encontrado en otras protefnas (Weber y Salemme, 1980),} por lo cual, el estudio

de las propiedades del plegamiento-desplegamiento de este fragmento aislado es de gran
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Figura 2.2.2-1: Modelo esquemdtico del esqueleto de la estructura terciaria que
presenta el fragmento TLN 206-316 en TLN nativa. Los niimeros indican los segmentos que
Jorman las 4 hélices presentes, representadas por cilindros (tomado de Vita et al., 1974)
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interés. El desplegamiento del fragmento TLN 206-316 por temperatura y agentes
desnaturalizantes se ha estudiado mediante técnicas espectroscépicas (CD y espectrometria
UV-visible), encontrdndose que es reversible, con una temperatura media de desplegamiento
(Tm) de 66 °C (Vita y Fontana, 1982). Para el andlisis termodindmico de las transiciones
admitieron un proceso de equilibrio de dos estados, mostrando propiedades termodindmicas
propias de una protefna globular pequefia. Andlisis de sediméntacién ~mediante
ultracentrifugacién analitica muestran que el fragmento se comporta como una especie
monomeérica a todos los valores de pH estudiados (desde pH 2 a 12), si bien, a pH 4cido y
bésico el coeficiente de sedimentacién es menor que a pH neutro, lo cual implica una
expansién de la conformacién. Segiin los autores, este cambio es debido al incremento de la
carga neta a valores de pH extremos produciendo un cambio conformacional (Vita et al,
1989). Este cambio conformacional se ha observado también mediante CD (Dalzoppo et al.,
1985), estudiando el efecto del pH sobre la conformacién del fragmento, se observé cémo
a pH 1.0 el fragmento se encuentra en un estado H (denominado as{ por los autores) con gran
contenido en hélice « estabilizado por puentes salinos y a baja temperatura, el cual se
caracteriza por ser "un ensamblaje de hélices o fluctuantes”. Conforme aumenta el pH existe
una transicién con aumento de la elepticidad del fragmento centrada en 2.5, lo cual indica
que la transicién estd inducida por protonacién de los grupos carboxilatos de los 4cidos
aspdrticos y glutdmicos, los cuales presentan un pK anormalmente bajo como es de esperar
al estar implicados en la formacién de puentes salinos con residuos de cargas positivas de la
cadena. A pH 4.0 se alcanza una conformacidn similar a la nativa (estado N) correspondiente
a pH 8.3. De forma andloga, a pH alcalino existe otra transicién inducida por la
desprotonacién de los grupos bdsicos, aumenta la elepticidad debido a que los grupos e-amino
de las Lys estdn desprotonados reduciéndose las cargas positivas del fragmento y permitiendo
de esta forma a un segmento o giro adquirir una estructura secundaria especifica (de hélice).
Estos autores consideran que el estado H es un intermedio en el plegamiento del fragmento,
ya que este estado se caracteriza por tener un alto contenido en estructura secundaria y bajo

o ningiin contenido en terciaria, lo cual se traduce en una estructura flexible y dindmica.

Concretamente, con el fragmento 205-316 se han realizado estudios de DSC a pH
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neutro (Conejero, 1993). El desplegamiento a este pH es un tanto especial, ya que presenta
una disociacién de su estado dimérico, previa a su desplegamiento, cuyo equilibrio es lento
a baja temperatura (por debajo de = 50 °C), por lo que para su andlisis se utilizé un modelo
mixto (cinético y termodindmico) para la descripcién de las transiciones. El desplegamiento
es reversible y existe un pequefio efecto de la concentracién de muestra sobre las transiciones

calorimétricas.
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2.3 DOMINIOS SH3
2.3.1 Introduccién

La comparacién de las secuencias de varias tirosinas quinasas, tal como Src, con el
producto del oncogen Crk (fosfolipasas Cvy, a-spectrina, etc.) llevé a la identificacién de
unos dominios conservados a los cuales se les denominé "dominios de homologia Src" (SH)
2 y 3 (Lento et al., 1988; Mayer et al., 1988; Stahl et al., 1988).

SH2 y SH3 son pequeiios dominios de protefnas compuestos de aproximadamente de
100 y 60-85 aminodcidos respectivamente. Se encuentran en una gran variedad de proteinas
implicadas en el control de la sefializaci6n y arquitectura celular y frecuentemente juntos en
la misma proteina. Sin embargo, ciertas proteinas contienen solamente un tipo de dominio,
mientras que otras contienen varias copias de ambos. Aiin cuando los dominios no son
parejas obligadas, en las proteinas sefiales, los dominios SH3 estdn siempre acompaiiados por

dominios SH2. La localizacién de los dominios dentro de una protefna también varia.

Las proteinas que contienen SH2 y SH3 han sido divididas en dos grupos principales.
El primer grupo lo constituyen proteinas que contienen diferentes actividades enzimdticas o
funciones conocidas. Este grupo incluye enzimas tales como tirosinas quinasas citoplasmdticas
(Src, Abl, Syk , Csk), fosfolipasa Cy, Ras-GAP, tirosinas fosfatasas (PTPIC y Syp/PTPID)
y P91 componente del factor transcripcional ISGF-3 (Montminy M., 1993). El segundo grupo
son proteinas adaptadoras compuestas casi exclusivamente de dominios SH2 y SH3. Los
mejores ejemplos de este grupo son c-Crk (un dominio SH2 y dos dominios SH3), Grb2 (un

dominio SH2 franqueado por dos dominios SH3) y Nck (un dominio SH2 y tres SH3).
A diferencia del dominio SH2, el dominio SH3 se encuentra también presente en

organismos unicelulares como levaduras y amebas. Esto indica que el dominio tiene una larga

historia evolutiva y que estd implicado en procesos celulares vitales.
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2.3.2 Funcién biolégica

Aun cuando el papel fisioldgico de los dominios SH2 estd relativamente bien
establecido, como mediadores de la interaccién con receptores activados y con proteinas
fosforiladas citoplasmdticas por reconocimiento de tirosinas fosforiladas, menos se conoce
a cerca de la funcidn bioldgica de los dominios SH3. La visién actual es que los dominios
SH3 funcionan, en parte, como mddulos de unién a proteinas, y que estdn implicados en la
unién de las sefiales transmitidas desde la superficie celular hacia las proteinas efectoras en
el interior de las células. La deleccién de éstos dominios de tirosinas quinasas c-Src o c-Abl
conduce a la activacion de la capacidad oncogénica, presumiblemente por una pérdida de
regulacién de su actividad quinasa e interaccién con otras proteinas (Hirai et al, 1990;
Jackson et al, 1990, Seidel-Dugan et al,1992). Por tanto, se cree que los dominios SH3 de
estas tirosinas quinasas citoplasméticas tienen un papel regulador, mediando las interacciones
entre las quinasas y las protefnas con funcién reguladora. Esta idea es consistente con la
identificacion de una proteina denominada 3BP-1, que se une in vitro a el dominio SH3 de
la quinasa citoplasmdtica c-Abl y que también tiene una regién con una secuencia homéloga
a el Rho-GAP (Cicchetti et al., 1992). El sitio de unién de 3BP-1 al dominio SH3 es una
region de unos 9 a 10 amino4cidos ricos en prolinas (ver apartado 2.3.4). Un estudio reciente
muestra que el dominio SH3 de PLC-y1 y Grb2 son responsables de la unién intracelular de
estas proteinas a los microfilamentos y los rizos de membrana respectivamente (Bar-Sagi et
al., 1993). Ademds, el dominio SH3 de v-Src une a la quinasa PI3, una enzima implicada
en la regulacién del tréfico de proteinas (Liu et al, 1993). Es por tanto posible que, como
los dominios SH2; los dominios SH3 puedan estar implicados en dirigir las protefnas sefiales
a su sitio de accién en la membrana plasmética u otros compartimientos celulares, y al

mismo tiempo regulen el movimiento de proteinas dentro de la célula.
2.3.3 Estructura

Las estructuras de varios dominios SH3 han sido determinadas mediante cristalografia
de Rayos X y espectroscopfa de RMN (Musacchio et al., 1992; Yu et al., 1992; Booker et
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al., 1993; Nobel et al.,, 1993, etc.). El plegamiento de los diferentes dominios es
pricticamente el mismo, ain cuando la identidad entre las secuencias es baja. Asi, la
superposicién de los carbonos o de los dominios SH3 de espectrina y de Fyn tiene una
desviacién cuadritica media de 1.1 A (Noble et al., 1993).

En la Figura 2.3.3-1 se muestra la topologia de estos dominios indicindose la

nomenclatura de las hebras 8 y de los tres giros.

g RT-Src loop n-Src loop

distal loop

Figura 2.3.3-1: Diagrama en cinta de la estructura de los dominios SH3 (Mussachio
et al., 1994b).
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El plegamiento bdsico de estos dominos consiste en dos ldminas 8 constituidas por 5
6 6 hebras 8 antiparalelas, plegadas una sobre otras. Los dominios tienen una forma globular
con un didmetro de unos 30 A. Los extremos amino y carboxilo terminal se encuentran
préximos en el espacio, como es usual en médulos estructuralmente independientes. Esto
también es cierto para los dominios SH2 (Overduin et al., 1992; Waksman et al., 1992), y
explica la capacidad de estos dominios para insertarse en posiciones variables en un nimero

diferente de proteinas.

La hebra a en espectrina y en Fyn SH3 esta compuesta de 4 aminodcidos (posiciones
3-6), y estd conectada con la hebra b (25-26) por un giro largo denominado "RT-loop"”
(Figura 2.3.3-1). La hebra b en espectrina, Fyn, Src y PLC-y puede ser dividida en dos
mitades b1 y b2 que participan en diferentes ldminas 8 y que se encuentran cohectados por
el giro denominado "n-Src loop”. Las hebras ¢ y d (36-41 y 46-50) estdn conectadas por un
estrecho giro en espectrina, mientras que en los dominios de Fyn y Src existen dos
aminoécidos insertados. A esta regién se la denomina "distal-loop"”, denominada de esta
manera por ser €l més lejano al sitio de unién de los péptidos ricos en prolinas (ver seccién
2.3.4) a estos dominios. Finalmente una hélice 3,, que comienza con el aminoécido
conservado Pro 51 (51-54), conecta la hebra d con la hebra e (55-58). En resumen el
plegamiento bésico del los dominios SH3 es un sandwich 8 de dos ldminas 8. La primera

ldmina estd constituida por las hebras a, bl y e, y la segunda por b2, ¢ y d.

En cuanto a los dominios estudiados en esta tesis Abl-SH3 y Fyn-SH3 sus estructuras
han sido determinadas por cristalografia de Rayos X. Para el caso concreto de Fyn (Noble
et al., 1993), la unidad cristalogrédfica asimétrica consiste en dos monémeros que no estin
relacionados por un eje binario. Estos mondmeros corresponden en la secuencia de la

proteina Fyn humana a los residuos 84-142.

En la superficie del dominio Fyn-SH3, y al igual que ocurre para los demds, existe
una serie de aminodcidos conservados que en su centro contiene cuatro residuos aromdticos

con sus cadenas laterales expuestas que en el caso de Fyn son Tyr-91+Tyr-137 (par inferior)
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y Trp-119+Tyr-132 (par superior). La superficie exterior es un 53% hidrofilica y para
espectrina del 54 %, calculado a partir de la contribucién de los dtomos hidrofébicos (sélo
C) y dtomos polares (N y O) de la superficie. Dichos valores estdn en el rango normal para
proteinas globulares (Janin et al., 1988; Wierenga et al., 1992).

Los residuos cuyas cadenas laterales se encuentran en el interior, formando parte del
corazon hidrofébico de la molécula de Fyn-SH3, son Ala-89, Phe-103, Phe-109, Ala-122,
Ile-133 y Val-138. En espectrina estos residuos son Ala-11, Met-25, Leu-31, Val-44, Val-53
y Val-58. Aparentemente, el volumen del corazén hidrofébico no estd conservado; en Fyn
(23 cadenas laterales) es significativamente mayor que en espectrina (18 cadenas laterales).

En contraste, los aminodcidos de la superficie de unién son bastantes conservados.

2.3.4 Unidn a ligando.

En 1992 sc identificaron dos proteinas denominadas 3BP-1 y 3BP-2 que se unian
especificamente al dominio SH3 de 1la tirosina quinasa Abl, mediante la utilizacién de una
librerfa de expresién cDNA de Agtll y una proteina de fusién que contenia Glutationa-S-
Transferasa (GST) fusionada con el dominio SH3 de Abl (Cicchetti et al., 1992). La proteina
3BP-1 es similar en su secuencia a la regién carboxi-terminal del polipéptido humano Bcr,
a la proteina neuronal n-Chimerina y a la proteina de activacién guanosina trifosfato de rho
'(GAP-rho) indicando una posible actividlad GAP de 3BP-1. La proteina 3BP-2 no estd

relacionada con 3BP-1, contiene un dominio SH2 y un dominio pH (plekstrin homology).

Posteriormente, Ren et al. en 1993, identificaron la secuencia de amino4cidos de las
proteinas 3BP-1 y 3BP-2 que se unia al dominio SH3 (Ren et al., 1993). Aislaron varios
fragmentos de diferente longitud que interaccionaban con los dominios, bajando su afinidad
conforme disminuia la longitud del mismo. El fragmento mas pequefio que unia a los
dominios SH3 es de unos 10 residuos con una secuencia rica en prolinas (P). Mutaciones en

dicho fragmento llevaron a la determinacién de una secuencia general: XPXXPPP¥XP,
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donde X representa cualquier aminodcido, ¥ es un aminodcido hidrofébico. Asimismo,
establecieron que las prolinas en las posiciones 2, 7 y 10 parecen ser cruciales para la

afinidad de la unién, siendo las demds posiciones menos importantes.

Aunque los dominios SH3 en cuanto a su secuencia son muy diversqs, en todos ellos
el sitio de unién se encuentra en una zona de la superficie molecular rico en aminodcidos
aromédticos, dando lugar a una regién hidrofébica muy conservada (Booker et al., 1993; Yu
et al., 1994). El corazén de esta superficie hidrofébica estd constituida por los aminoécidos
en las posiciones 8, 36, 49, 54, asi como la Pro-51 y rodeados por los giros n-Src y RT
(Musacchio et al., 1994a). En espectrina el residuo 49 es Phe mientras que en Src y Fyn es
Tyr y en el caso de PI3K un Asp. La diversidad en esta posicién podria ser importante en
la modulacién de la afinidad de unién de los dominios SH3 a sus respectivos substratos. Los
amino4cidos carboxilicos en las posiciones 9, 17 y 24, y las Gly en las posiciones 23 y 48
forman también parte de la superficie de unién. La modulacién de la especificidad de la
unién podria venir determinada por las interacciones de los residuos de los péptidos ricos en
prolinas con las cadenas laterales de los aminodcidos de los giros n-Src y RT del dominio
SH3.

Se ha determinado la conformacién de varios de los péptidos ricos en prolinas que se
unen a los dominios, mediante Rayos X (Musacchio et al., 1994b) y por Dicroismo Circular
(Vigera et al.,. 1994). Los péptidos ricos en prolinas en disolucién acuosa se encuentran en
una conformacién de hélice poliprolina IT (PPII) caracterizada por los siguientes dngulos:
w=180°, ¢$=-78° y ¥=149° y por tener tres aminodcidos por vuelta. De tal forma que los
aminodcidos i € i+3 se encuentran en la misma cara de la hélice y separados por unos 6.5
A. Dos de los residuos criticos para la unién en el dominio SH3, el Trp-36 y la Tyr-54 son
aproximadamente coplanares con una distancia interplanar similar. Tanto la identidad como
la disposicién de estos residuos en los dominos es muy conservada. Por lo tanto, los
dominios SH3 presentan en su superficie unas crestas paralelas que se oponen a las crestas
de la cara de la hélice PPII. Un posible mecanismo de reconocimiento entre los dominios y

los péptidos ricos en prolinas consistirfa en las dos superficies moleculares empaquetadas
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juntas, como una maquina de engranaje con sus dientes intercalados (Lim y Richards, 1994).

Musacchio et al. (1994b) haﬁ determinado la estructura cristalogrdfica de los dominios
Abl-SH3 Y Fyn-SH3 con dos péptidos 3BP-1 (de secuencia APTMPPPLPP) y 3BP-2
(PPAYPPPPVP). Los péptidos unidos a estos dominios presentan los dos primeros
aminodcidos en conformacién extendida, en el tercero se produce un giro haciendo que los
siguientes (del cuarto al décimo) se encuentren en conformacién de hélice PPII con tres
residuos por vuelta. En la primera vuelta de la hélice, los anillos de Pro-6 y Pro-7 se
intercalan en un bolsillo formado por las cadenas laterales de Trp-41, Pro-56, Tyr-59 y Phe-
13. En la segunda vuelta las cadenas laterales de Pro-9 (Val-9 para el caso del ligando 3BP-
2) y Pro-10 se enfrentan a las cadenas laterales de Tyr-11 y Tyr-59. Las cadenas laterales
de Pro-5 y Leu-8 (Pro-8 en 3BP-2) estdn orientadas hacia el solvente. La flexién del péptido
en la posicién tercera, conduce a un completo enterramiento del Trp-41, y el ligero
empaquetamiento de la Pro-2 en el bolsillo formado por Trp-41 y Trp-54 (Tyr-54 2n Fyn-

'SH3). Dos puentes de hidrégeno se encuentran prcsente§ entrc el oxigeno carbonilo de las
- cadenas principales de Met-4 (Tyr-4 en 3BP'-2) y Pro-7 y el nitrégeno indélico de la cadena
lateral del Trp-41 y el nitrégeno amino de la cadena lateral de Asn-58, respectivamente. En
la Figura 2.3.4-1 se ha representado la superposicién de ambos péptidos y los residuos de
aminodcidos de ambos dominios con los que interaccionan, en la figura 2.3.4-2 se observa

la disposicién de los péptidos en su unién a cada uno de los dominios.

®
Y/W54

Figura 2.3.4- Superposicion de los péptidos 3BP-1 'y 3BP-2 y los residuos de
aminodcidos del los ¢. :inios Fyn-SH3 y Abi SH3 con los que interaccionan.
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Figura 2.3.4-2: A, interaccion del péptido 3BP-1 con el dominio Abl-SH3. B,
interaccién del péptido 3BP-2 con el dominio Fyn-SH3. El cédigo de-colores empleado es:
gris para los dtomos de carbono, rojo para los oxigenos, azul para los nitrégenos.

La complementariedad geométrica determina la uni6n del dominio SH3 a péptidos
ricos en prolinas. Abl y Fyn-SH3 tienen tres sitios mayoritarios de contacto con el ligando.
Dos de ellos enfrentados a la hélice PPII y unen con el mismo espaciado y orientados que
los residuos de los pépﬁdos en las posicionesiei+1,ei+3 e i+4, que en el caso de 3BP-1
corresponde a las posiciones 6-7 y 9-10. El tercer sitio es un bolsillo formado por las cadenas
laterales de Trp-41 y Tyr-54. Este sitio no esta alineado con los otros, dando lugar a un rizo
del ligando en la tercera posicién. El area de superficie que es enterrada por el péptido en
el caso de Abl-SH3 es de 466 A? y para Fyn-SH3 de 436 A%

Las constantes de disociacién de varios péptidos ricos en prolinas han sido

determinadas por fluorescencia, en su interaccién a diferentes dominios SH3 (Viguera et al.,
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Figura 4.3-1: Perfiles simulados de capacidad calorifica para una protefna que
desnaturaliza segiin el modelo de dos estados en presencia de diferentes
concentraciones de ligando: (1) 0 mM; (2) 1 mM; (3) 3 mM; (4) 5 mM ; (5) 10mM.
Los pardmetros de desplegamiento de la proteina son AH= 300 ki/mol, AC,= 4 kI/K
moly Tm= 72 °C. Para la interaccién se han considerado unos valores de 10° para
la constante de disociacién, 40 kJ/mol para la entalpia de la interaccién’y AC, ;= 0.5
kJ/K mol.
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4.4 Modelo de Lumry y Eyring.

La mayoria de las proteinas presentan una desnaturalizacién térmica
irreversible, lo que se demuestra por la no aparicién en el segundo barrido de DSC
de efecto térmico alguno. Normalmente este hecho se ha atribuido a la presencia de
procesos no deseados que alteran el estado desplegado de la proteina, tales como
agregacion, autolisis, deamidacion, rotura o formacién incorrecta de puentes disulfuro
etc. (Zale y Klibanov 1986; Klibanov y Ahern, 1987; Volkin y Klibanov, 1989).

La forma mds sencilla de desplegamiento irreversible de proteinas puede ser
representada mediante el modelo de Lumry y Eyring (Lumry y Eyring, 1954)

K ke
N U——F

donde F es un estado final alcanzado irreversiblemente desde el estado desplegado, U.

El equilibrio quimico entre N y U est4 establecido en todo momento, a través de una
constante de equilibrio K. Se supone ademds que la etapa irreversible es de primer
orden, con una constante de velocidad, k. Tanto la constante de equilibrio, como la
constante de velocidad de primer orden, dependen de la temperatura. La dependencia
de K viene dada por la ecuacién van’t Hoff, en la que consideramos que la entalpia

de desplegamiento, AH, es constante, es decir, AC, = 0:

SaH( L 1
R |\T T,

donde T, es la temperatura a la que K=1. La constante de velocidad, cambia con la

g1

4.33)
[N]

= exp

temperatura de acuerdo con la ecuacién de Arrhenius,

ST

k. (min') = ex —-
(min™) = exp ®|T T

donde E es la energia de activacién y T es la temperatura a la que kg=1 min-1 (el

factor de frecuencia es igual a exp (E/RT")).
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La ecuacién de velocidad de formacién del estado F es:

4a[F] _ @.3
dt ke LU] 3)

Si dividimos ambos términos de la ecuacién anterior por la concentracién de proteina
total ([N]+[U]+[F]) tenemos que

X,
dt

=k.X, 4.36)

donde Xy y X; son las fracciones molares de los estados plegado y final,
respectivamente. La constante de equilibrio en funcién de las fracciones molares viene
dada por K=X/Xy (donde X, es la fraccién molar del estado nativo), por lo que
Xy=Xn+Xy) K/(1+K)=(1-Xp) K/(1+K), ya que Xy+Xy+Xg=1. Laecuacién 4.4-4

puede escribirse como:

dX, kK

dt (1+K)

1-xp @37

Esta ecuacién muestra que, a temperatura constante, Xy varfa con el tiempo
siguiendo una cinética de primer orden con una constante de velocidad aparente igual
a ky K/ (1+K). En un experimento de calorimetria diferencial de barrido, tanto el
tiempo como la temperatura varfan simultdneamente segin una velocidad de barrido
constante (v=dT/dt). En este caso, la ecuacién diferencial anterior se convierte en:

dX, 1 kK
dT v (1+K)

1-Xp) 4.38)

Separando variables e integrando desde una temperatura suficientemente baja, T, (a
la que la velocidad de reaccién es pricticamente cero y Xz=0), hasta una temperatura

T, obtenemos:
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4.39)

X,=1-ex -lka dT
(1+K)

Teniendo en cuenta que K=Xy/Xy, y que Xy =(1-Xp) K/(1+K), las fracciones

molares de los estados desplegado y nativo vendrdn dadas por las siguiente ecuaciones:

T 1
.k |1 (4.40)
*o=mm | ! <1+K)
1 1 @.41)
= — 41
RATE e ! (1+K)

Las ecuaciones 4.4-7, 4.4-8 y 4.4-9 proporcionan la dependencia de Xy, Xy y
Xg con la temperatura, para un experimento realizado a una velocidad de barrido, v.
La entalpia de exceso, <AH >, que es un promedio sobre todos los estados presentes,

viene dada por:

<AH>=X,AH,+ X, AH, 4.42)

donde AHy y AHE son, respectivamente, las entalpias de los estados U y F (tomando
el estado N como referencia). Si consideramos que el efecto térmico de la etapa
irreversible es nulo, AHy; = AH; y ambas son iguales a la entalpia total de la

transicién calorimétrica, AH. La ecuacién 4.4-10 puede reescribirse como :

<AH> =- AH (X, +Xp) = AH(1-X,) 4.43)

y 1a capacidad calorifica de exceso, <AC,™>, teniendo en cuenta que hemos supuesto

AH constante, vendr4 dada por:
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X
<ACE> = - N g @.44)
dT

Finalmente podemos obtener dX,/dT de la ecuacién 4.4-9, y sustituyendo en la

ecuacién 4.4-12 tenemos que:

KAH[k  AH

(4.45)
(1+K? V RT?

<AC;x> = ] exp

L kK
Vi (1+K)

La ecuacién 4.4-13 puede utilizarse para simular trazas de DSC para unos
valores dados de los pardmetros AH, T,,, E, T" y v. Los resultados que se obtienen
dependen de los valores elegidos para los pardmetros; se proponen tres situaciones a
considerar dependiendo de la velocidad del proceso irreversible que genera el estado
F (Figura 4.4-1):

Situacién A: El proceso irreversible sélo dcurré de manera suficientemente rdpida a
temperatura por encima del intervalo de la transicién de desplegamiento de la protefna.
Si el barrido de DSC progresa hasta esas temperaturas, no se registrard ningiin efecto
térmico en un segundo barﬁdo con la muestra y la transicién se considera
calorimétricamente irreversible. Sin embargo, los datos correspondientes al equilibrio
de desplegamiento no ser4n significativamente alterados por lo que la aplicacién de la

‘Termodindmica de equilibrio no conlleva grandes errores.

Situg-cién B: El proceso irreversible es rdpido en el intervalo de temperaturas en que
ocurre el desplegamiento de la proteina. En este caso la transicién de DSC se desvia
claramente de la correspondiente a la Termodindmica de equilibrio, por lo que su
aplicacién puede ocasionar errores significativos. Sin embargo, un tratamiento
adecuado de los termogramas permite extraer informacién termodindmica sobre el
proceso de desplegamiento basdndose en el efecto de la velocidad de barrido sobre las
transiciones (Sdnchez-Ruiz, 1992; Freire et al., 1990; Galisteo et al., 1991).
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Figura 4.4-1: Curvas de <AC,”> predichas por el modelo de Lumry y Eyring
en las tres situaciones que se mencionan en el texto. Los pardmetros utilizados son:
AH=400kl/mol; T,,=55°C; la energia de activacion de la etapa irreversible, E= 100
kil/mol. La temperatura a la que la constante de velocidad de la etapa irreversible,
ke, esigual a 1: (A) T,_,=75°C; (B) T,.,=55°C; (C) T,—;=25°C. La velocidad de
barrido, v=2 K/min. En todos los casos la linea discontinua representa el
desplegamiento reversible de dos estados (tomado de Sdnchez-Ruiz, 1992).

Situacién C: El proceso irreversible es rdpido incluso a temperaturas en las que el
desplegamiento de la proteina ha avanzado poco. La poblacién de proteina desplegada
en todo momento serd muy baja estando significativamente poblados nicamente los
estados F y F a lo largo del barrido de DSC. D esta forma, y dado que los estados N

y F no estdn en equilibrio, el proceso podrd ser descrito mediante un modelo
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irreversible de dos estados (Sdnchez-Ruiz et al., 1988):
: k
N F

donde la constante de velocidad aparente del proceso de primer orden, k, es igual a
keK, siendo kg la constante de velocidad del proceso irreversible y K la constante de
equilibrio de desplegamiento (Sdnchez-Ruiz, 1992. En la figura 4.4-1 se muestran
simulaciones de <AC,™>, segtin este modelo, para las tres situaciones anteriores,
donde se ha representado para comparacién una transicién de equilibrio de dos estados

en linea de trazos.
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1994; Lim et al., 1994). La afinidad de los péptidos a los dominios es relativamente baja,
en el rango de micromolar, sobre todo, en comparacién a otras interacciones entre proteinas
y péptidos implicadas en las sefiales de transduccion. Si estos valores tienen un significado
fisioldgico se desconoce. Es posible que las interacciones entre los dominios SH3 y los
péptidos ricos en prolinas tengan lugar en una zona de la célula donde la concentracién local
sea alta, por ejemplo, cerca de la membrana o en el citoesqueleto. También, es posible que
los péptidos libres no representen exactamente la regién de unién de las proteinas dianas
porque otros residuos de la proteina o incluso otros compuestos, estén implicados en el

complejo.

En cuanto a la selectividad, se ha visto que Abl-SH3 tiene una buena afinidad sélo
con 3BP-1 y 3BP-2. Los experimentos que se han realizado (Viguera et al., 1994) sugieren
que el aminoécido en la cuarta posicion del péptido es critico para la unién del los péptidos
ricos en prolinas a este dominio. En el caso de espectrina no se ha encontrado hasta el
momento ningin ligando que se una a este dominio. La espectrina es una proteina del
citoesqueleto, y es concebible que su pareja fisiol6gica pueda ser diferente a la de los
dominios SH3 de tirosinas quinasas. Fyn-SH3 es el dominio mds promiscuo de todos lo
estudiados. Une a todos los péptidos con unas constantes de disociacién mds bajas de 100uM.
La constante m4s baja la presenta para el péptido p85a-2 (KPRPPRPLPVA) el cual presenta
una carga positiva de 3+. Esto concuerda con la observacién de que en la proximidad del
sitio de unién en el dominio hay una densidad de carga negativa de 5- (Brochert et al.,
1994). '

2.3.5 Estabilidad de los dominios SH3

Pocos son los estudios realizados hasta la fecha sobre la estabilidad térmica y, en
general, del plegamiento-desplegamiento de los dominios SH3. Para el dominio SH3 de
espectrina se ha realizado dicho estudio utilizando diferentes técnicas como CD, fluorescencia
y DSC en funcién de la temperatura, pH y diferentes concentraciones de un agente

desnaturalizante (como urea) (Viguera et al., 1994). Estos estudios han puesto de manifiesto

Dominios SH3
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que el desplegamiento de este dominio es consistente con un modelo de equilibrio de dos
estados mayoritarios (estado plegado y desplegado) sin que se hayan detectado otros
intermediarios de plegamiento mediante estudios cinéticos. Viguera et al. (1994a), llevaron
a cabo la caracterizaci6én termodindmica completa de este dominio a diferentes valores de pH;
a pH 3.5 y 298 K encuentran un valor de energfa libre de desplegamiento de 13 kJ/mol. La
estabilidad del dominio a este pH es baja comparada con la mayoria de las proteinas
globulares, con un valor de 50 kJ/mol (Privalov y Gill, 1988). Sin embargo, dicho pH es
bastante alejado del pH 6ptimo de médxima estabilidad del dominio, que se encuentra entre
pH 5.0 y 8.0; y, ademds, al ser un dominio de una proteina y no una proteina aislada, las

interacciones con otros dominios de la proteina podrian estabilizarlo.

Otro domino para el cual se han realizado estudios de estabilidad térmica y quimica,
es el dominio SH3 de la proteina Sem-5 de Caenorhabditis elegans (Lim et al., 1994).
Mediante dicroismo circular en funcién de la temperatura a diferentes valores de pH,
encuentran estos autores, que el desplegamiento del dominio al igual que en el caso de
espectrina, sigue un modelo de equilibrio de dos estados. A pH 7.3 la temperatura de
desplegamiento (Tm) es de 73.4 °C, lo que demuestra que este dominio, a pesar de su °
pequefio tamafio y la ausencia de puentes disulfuro, es extremadamente termoestable. Sin
embargo, la desnaturalizacién por cloruro de guanidina muestra que este dominio tiene un
valor de AG de sélo 17 kJ/mol (al igual que ocurre con espectrina), lo que demuestra que
a pesar de ser resistente a la temperatura, no es muy estable a temperatura ambiente. Este
extraordinario comportamiento es similar al observado para otras unidades pequeiias
independientemente plegadas como es el caso del dominio Bl de unién a IgG de la proteina
G (Alexander et al., 1992). Los dominios pequefios tienden a tener valores de AS y ACp de
desplegamiento relativamente pequeiios, lo que lleva a perfiles de estabilidad (AG vs. T)
anchos y planos, ya que -AS es la pendiente y ACp/T es la curvatura, de dichas curvas de
estabilidad. Por lo tanto, sf una proteina globular pequeiia tiene la misma estabilidad a 25 °C
que una grande, la protefna pequeiia tendrd usualmente una temperatura de desplegamiento

mayor.

Dominios SH3
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3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos.

Fosfato monosddico y disédico, glicina, acetato sédico, hidréxido sédico, cloruro
sédico, 4cido clorhidrico, 4dcido acético, 4cido férmico, usados para preparar disoluciones
tampén, fueron de la casa MERCK (para andlisis). El Tris y el EDTA disédico de la casa
SIGMA, el cloruro de guanidina de la casa PIERCE vy el sulfato sédico de MERCK.

La columna de HPLC de fase reversa que se usé en la purificacién del fragmento de
termolisina 205-316 era de la casa Vydac. Acetonitrilo para HPLC se obtuvo de CARLO
ERBA. El écido trifluoroacético fue de FLUKA.

El medio de cultivo LB, utilizado para el crecimiento de las células para la obtencién
de los dominios SH3 estaba compuesto de ( para 11):
10 g de Bactotriptona, de la casa DIFCO.
5 g de Extracto de levadura de la casa DIFCO.
1 g de cloruro sédico de la casa MERCK.
1 g de glucosa de la casa MERCK.

Como inductor de la produccién de los dominios SH3 se utilizé Isopropil B-D-
Thiogalactopiranosido (IPTG) de la casa SIGMA.

La columna de FPLC utilizada para la purificacién de los diferentes dominios SH3 era de
la casa PHARMACIA.

Las membranas de didlisis utilizadas eran de Spectrapore. El agua utilizada para la
preparacién de las disolucions fue destilada, desionizada mediante un desionizador Milli-Q

(Mlllipore). Todas las disoluciones se filtraron a través de filtros Millipore de 0.45 pum.

Otros reactivos utilizados a lo largo de este trabajo y que no se hayan mencionado,

han sido simpre de la mdxima calidad disponible.
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3.1.2 Muestras bioldgicas.
Las muestras de §-Lactoglobulina B fue adquirida de la casa SIGMA como muestra

tres veces cristalizada. La pureza de la misma fue comprobada mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida y HPLC.

La termolisina (protease Type X) utilizada para la purificacion del fragmento 205-316
fue adquirida de la casa SIGMA.

Los dominios SH3 fueron purificados en el laboratorio del Dr. Luis Serrano del
EMBL (Heidelberg, Alemania) por Ana Rosa Viguera y en una estancia breve en su

- laboratorio por nosotros mismos.

Los péptidos 3BP1 y 3BP1-M4Y fueron suministrados por el Departamento de
Sintesis del EMBL (Heidelberg, Alemania).

3.1.3 Instrumentacién.
Las medidas de concentracién de las muestras de protefnas estudiadas, se utilizé un

espectrofotémetro Beckman DU-70 de haz simple, obteniéndose los espectros de las mismas.

Para la obtencién del agua ultrapura, tanto para HPLC como para la preparacion de
las diferentes disoluciones empleadas, se utiliz6 un equipo de purificacion de Milli-Q
(Millipore). Las medidas de los valores de pH se realizaron con electrodos combinados
Ingold con sensibilidad de +0.01 unidades y pHmetros Crison los cuales fueron calibrados
con tampones estdndar de pH 7.02 y 4.00 de la marca Crison. Para la centrifugacién de

muestras pequeiias se utiliz6 una centrifuga para tubos eppendorf Heraeus Chryst.

La purificacién del fragmento de termolisina se realizé en un equipo de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) de la casa Pharnacia/LKB, biocompatible, equipado con
dos bombas modelo 2248 con capacidad de flujo de hasta 10 ml/min, un mezclador de alta
presioén y un detector dual UV-visible de longitud de onda variable modelo VWM 2141,

Todo el conjunto estd controlado mediante software de la casa Pharmacia/LKB por un
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computador Tandon AT.

Para el caso de los dominios SH3 se utilizé un equipo de FPLC de la casa
Pharmacia/LLKB equipado con dos bombas P-500 controladas por una unidad de programacién
GP-250 Plus, un colector de fracciones FRAC-200, un detector UV-visible U Vicord SII ,
inyector Valve V-7 de 5§ MPa y un registro grifico REC-102.

Las centrifugas empleadas para el fraccionamiento y obtencién de los dominios
fueron: una ultracentrifuga Beckman L-70 para las centrifugaciones a 40000 y 35000 rpm,
una centrifuga Sorvall RC-5b de la casa DUPONT para 4000 rpm.

Para los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se utiliz6 un
microcalorimetro DASM-4 de fabricacién soviética (Privalov, 1980; Privalov y Pothekin,
1986; Privalov y Plotnikov, 1989) cuyas caracteristicas se describen en el apartado 3.3.2.
La sefial procedente del calorimetro se digitaliz6 mediante una tarjeta conversora analégico-
digital de 8 bits DT2801 de Data Translation, instalada en un computador Inves tipo PC-XT.
Los programas de adquisicién y tratamiento de datos fueron desarrollados en este
Departamento, utilizdindose también programas cedidos por el Dr. E. Freire de la
Universidad Johns Hopkins de Baltimore (USA).

Los experimentos de Dicroismo Circular fueron realizados en un espectropolarimetro
Jasco-720 de la casa Japan Electronic Inc, controlado a través de el software suministrado

por la casa. Las caracteristicas de dicho aparato se describen en el apartado 3.4.2.

La centrifuga analitica empleada para los experimentos con el fragmento de
termolisina 205-316 y 8-Lactoglobulina, es de la casa Beckman Instruments Inc. modelo XL-

A cuya descripcién se realiza, asimismo, en el apartado 3.5.2.
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3.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
3.2.1 B-Lactoglobulina

La proteina, tal como es adquirida de la casa comercial, estd cristalizada. Para la

preparacién de cada una de las disoluciones se sigue el siguiente procedimiento:

Se pesa la cantidad apropiada, segin la concentracién que se desea y, a continuacion,
se disuelve en el volumen apropiado de tampén filtrado previamente y ajustado el pH.
Mediante una pipeta Pasteur se introduce la disolucién en la membrana de didlisis
- anteriormente preparada, la cual se cierra mediante unas pinzas especiales para tal fin (de
Spectrum Medical Industries), dejando un poco de aire. Se coloca la bolsa en un recipiente
con un volumen de tampé6n aproximadamente 400-500 veces mayor que el de la muestra y
se deja agitar con un agitador magnético durante 6 a 8 horas a 4 °C. Posteriormente se
cambia el bafio de didlisis y se deja continuar la didlisis unas 12 horas a la misma
temperatura. Transcurrido ese tiempo se extrae la disolucién de proteina de la bolsa de
didlisis con una pipeta Pasteur y se centrifuga en un tubo Eppendorf durante unos 10 minutos
a 10000 g, para eliminar cualquier residuo insoluble. Una vez preparada la disolucifn, se

determina la concentracién de la misma, para lo cual se mide su absorbancia a 278 nm con
un coeficiente de extincién molar de € ,,5(1%)=9.6 (Tanford et al, 1959). En la Figura

3.2.1-1 se muestra un expectro de la misma.

Una vez realizado esto la muestra estd preparada para llevar a cabo los experimentos

de calorimetria o de dicroismo circular.
B-Lactoglobulina con GuCIH.

La preparacién de la proteina para‘ los experimentos con GuClH se lleva a cabo de
la misma forma que anteriormente se ha expuesto.

En cuanto a la preparacién de GuClH se realiza de la siguiente manera:

La cantidad deseada de GuClH, junto con la cantidad adecuada de tampén. solido, se
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disuelve en agua desionizada y se ajusta el pH . Al‘ pesar inicialmente la guahidina y el
tampén y disolverse hasta el volumen final, se evita la dilucién causada al disolverse la
guanidina. Una vez preparada la disoluci6n se filtra a.través de filtros Millipore HAWPO
2500 (con tamaiio de poro de 0.45 um). Las disoluciones de GuCIH se preparan al doble de
la concentracién deseada, ya que al mezclarlas con la disolucién de proteina se lleva a cabo

una dilucién a la mitad.

Las medidas de concentracién de dichas disoluciones se realiza por medidas del
indice de refraccién, mediante un'refractémetro y trabajando a temperatura constante (con
un bafio de termostatizacion M3 Lauda) (Nozaki, 1972).

La adicién de la disoluciéon de GuCIH a la protefna y su mezcla se hace lo mds
répidamente posible, evitindose de esta manera que al afiadir concentraciones elevadas de

GuClH localmente se produzca desnaturalizacién de la proteina.
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Figura3.2.1-1: Espectro ultravioleta-visible de 3-Lg B en fosfato sédico 20 mM pH
1.5. -
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3.2.2. Fragmento de TLN 205-316.

Purificacién:

La purificacién del fragmento TLN 205-316 se realizd directamente a partir de la
proteina TLN tal como la suministra la casa Sigma para producir la autolisis. El
procedimiento seguido consisti6 en preparar 900 ml de tampén Tris 10 mM, NaCl 0.1 M,
EDTA 30 mM, pH 7.2, que se pone a agitar a temperatura ambiente. Sobre esta disolucién
se afiade, poco a poco, 1 g de TLN. Se deja agitando durante 1 hora, transcurrido este
tiempo la mezcla de reaccién se filtra a través de un filtro Millipore de 0.45 um teniendo

precaucioén con la formacién de espuma que se produce durante el proceso.

Se ponen 225 ml de HCOOH al 50 % en un bafio de hielo agitando vigorosamente
y, sobre ellos, se deja caer, gota a gota, la mezcla de reaccién, alcanzindose una
concentracion de HCOOH del 10 %. Este tratamiento desnaturaliza la TLN cortada, asi como
los restos de TLN sin reaccionar. La TLN y el fragmento insoluble 1-196 precipitan
separdndose del resto de los fragmentos que permanecen en disolucién. Una vez afiadida toda
la mezcla de reaccién, se deja a 4 °C toda la noche para que la precipitacién sea completa
y se sedimente el precipitado. Al dia siguiente se decanta el sobrenadante sobre un filtro
Millipore de 0.45 um. Se centrifuga el precipitado a 10000 g durante 30 minutos y el
sobrenadante se une al resto de la disolucién. Esta contiene mayoritariamente TLN 205-316
junto con TLN 197-204 y otros fragmentos de TLN procedentes de cortes inespecificos. La
disolucién se evapora en un rotavapor a 35 °C hasta alcanzar unos 150 ml. Luego se dializa
durante 2 6 3 dias frente a H,O desionizada para eliminar las sales y los péptidos pequefios.
La dltima noche se afiaden 10 ml de acido acético para acidificar la disolucién. Al final se

liofiliza toda la disolucidn.

Este liofilizado contiene pequefias impurezas de otros fragmentos, posiblemente de
TLN 198-316 y otros productos de degradacién. Estos pueden eliminéu'se mediante HPLC
de fase reversa preparativa (RP-HPLC). El liofilizado en porciones de 5 mg disuelto en 2
ml de cloruro de guanidina 6 M con 0.1 % de 4cido trifluoroacético (TFA) se filtré mediante
un cicrofiltro Millex de 0.22 um de Millipore.
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FIGURA 3.2.2-1: Cromatograma de RP-HPLC correspondiente a la purificacion final
del fragmento TLN-205-316, en loumna Vydac C,s, en las codiciones que se describen en el
texto. La linea discontinua representa el gradiente del solvente B (acetonitrilo + 0.05%
TFA). e =

Para la purificacién por RP-HPLC se empled una columna de fase reversa C,q de la :
marca Vydac, con las siguientes caracterfsticas:

- Tamafio de la columna: 1 cm x 25 cm.
- Tamafio medio de grano: 10 um.
- Tamaiio de poro: 300 A.
Las condiciones empleadas para la fase mévil fueron:
- Flujo: 3 ml/min.
- Solvente A: H,0 + 0.05 % 4cido trifluoroacético (TFA).
- Solvente B: Acetonitrilo (ACN) + 0.05 % TFA.
- Gradiente:
0 minutos ---5 % B
10 minutos -- 5 % B
45 minutos --70 % B
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Se utilizé un "loop" en el inyector de 2 ml, aplicindose una alicuota de 2 ml de
muestra en cada elucién. Se registré en cada cromatograma la absorbancia a 280 nm,
recogiéndose manualmente TLN 205-316 purificado. Estas disoluciones se congelaron,
liofilizaron y almacenaron bajo desecacién a -20 °C. En la figura 3.2.2-1 se muestra un

cromatograma correspondiente a la purificacién del fragmento.

Preparacién de las muestra:

El liofilizado de TLN 205-316 no se disuelve directamente en los tampones que se
han empleado en los experimentos posteriores. Por ello se disolvié previamente en agua y
se dializ6 posteriormente en membranas de didlisis de 3.5 kDa, frente al tampén deseado
durante 24 horas. La medida de la concentracién de muestra se realizé6 mediante un espectro
UV-visible, midiéndose la absorbancia a 280 nm. En la figura 3.2.2-2 se muestra el espectro
de TLN 205-316. Se utilizé un valor para ¢y, = 0.86 (Vita et al., 1979).

1.2 T T T 1 i 1

0.9 ¢} =

Absorbancia
o
[e)]
[

0.3 F -

0.0 1 1 1 — 1
250 275 300 325 350 375 400
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FIGURA 3.2.2-2: Espectro de absorcién ultravioleta-visible del fragmento TLN 205-
316 a pH 5.0.
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3.2.3 Dominios SH3.
Purificacién:

Los diferentes dominios SH3 son clonados en diferentes plasmidos pET3d donde se
han introducido tras cortes con enzimas de restriccién y expresados en células de 1a cepa
BL21 de E. coli (Musacchio et al, 1992).

A partir de una placa de Petri con células que contienen el pldsmido correspondiente,
se preparan indculos de 3 ml con medio de cultivo LB mds ampicilina, los cuales se dejan
crecer a una temperatura de 35 °C durante aproximadamente de 3 a 5 horas con agitacién.
Cuando se observa turbidez en los indculos, se afiaden sobre un litro de medio de cultivo.
Se incuban los diferentes matraces a 35 °C con agitacién hasta conseguir una absorbancia a
600 nm de aproximadamente 0.4. Se induce la produccién de los dominios con la adicién de

IPTG (1ml de concentracion 40 mg/ml para cada matraz) y se incuba durante toda 1a noche.

Las células se centrifugan a 4000 rpm durante 35 min, en una centrifuga SorQall RC-
3B PLUS con un rotor RA3. Del sobrenadante se toma una pequefia cantidad para realizar
una electroforesis . El precipitado en donde se encuentran las células, se resuspende en unos
20 ml de tampdn fosfato sédico 5 mM pH 7.0 y se toma una muestra para electroforesis.

Se rompen las células con tres ciclos de congelacién (N, liquido) y descongelacién
(40°C) y se centrifugan a 40000 rpm durante 1 hora en una ultracentrifuga BECKMAN L-70
y rotor 45 Ti. El sobrenadante (normalmente toda la proteina se encuentra en €l) se precipita
con concentraciones de sulfato aménico del 50 y 75%. El precipitado se resuspende en urea

6M y se toma una muestra para electroforesis.

Cuando se precipita con sulfato aménico al 50% la proteina queda en el sobrenadante,
precipitando préicticamente todo al 75%. En cada una de las precipitaciones, la muestra se
centrifuga a 35000 rpm durante 15 min en la uitracentrifuga. El precipitado del 50% se
disuelve en 1 ml de tampén fosfato sédico SmM pH 7.0 y se guarda para realizar una

electroforesis. El sobrenadante se precipita al 75% y se vuelve a centrifugar. Del
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sobrenadante de esta iltima precipitacién se toma una muestra para electroforesis y el
precipitado (toda la proteina se encuentra aquf) se resuspende en una cantidad variable de
tampdn en torno de 7 a 15 ml. Se centrifuga de nuevo a 35000 rpm durante 2 horas en
ultracentrifuga, de esta manera se obtiene lo que se denomina el "crudo" de la proteina a
partir del cual por FPLC se purificard el dominio deseado. Un esquema de los pasos de la

purificacién se recogen en la Figura 3.2.3-1.

Con todas las muestras recogidas a lo largo del proceso, se realiza una electroforesis
en presencia de SDS al 15 % de acrilamida para llevar a cabo un control de la expresién de

las células y de las diferentes fracciones en donde se encuentra el dominio.

El "crudo” filtrado a través de filtros de 0.2 u, se pasa a través de una columna de
Superdex 75 de Pharmacia, en fracciones de 3 a 5 ml y a una velocidad de 2 ml/min,
recogiéndose las fracciones cada 4 ml. Normalmente sales en las fracciones 58-62 (232-248
ml). Dichas fracciones se unen y se concentran posteriormente en concentradores de Amicon

de corte 3000 daltons hasta un volumen menor de 3 ml.

Los diferentes dominios una vez obtenidos puros de los diferentes pasos a través de
la columna, se guardan en alicuotas de 1 a 2 ml y se congelan a -80 °C para su posterior

utilizacién.

Preparacién de las muestras:

Se toma una alicuota y se dializa frente a tamp6n deseado durante 24 horas. El
procedimiento que se sigue es el mismo que para la preparacién de las muestras de §-
Lactoglobulina. La medida de la concentracién se realiz6 midiéndose la absorbancia a 280
nm. El coeficiente de extincién utilizado para cada unos de los dominios. fue: Abl-SH3 ¢!*
= 2.20, Fyn-SH3 €'* = 2.41 y Src-SH3 €!* = 2.41 (Viguera et al, 1994?). Un espectro uv-
visible para el domino Fyn-SH3 a pH 2.0 se recoge en la Figura 3.2.3-3.
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l [ncubacién (3 horas)
CULTIVO EN MATRAZ (2 litros)

l Incubacidn (§-4 horas)
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Figura 3.2.3-1: Esquema de la purificacién de los dominios SH3.
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Figura 3.2.3-2;: Espectro ultravioleta-visible del dominio Fyn-SH3 en tampén glicina
10mM a pH 2.0.
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3.3 TECNICAS DE ANALISIS DE MUESTRAS
3.3.1 HPLC de fase reversa analitica.

La cromatorgrafia liquida de alta resolucién de fase reversa (RP-HPLC) se ha
utilizado en esta Memoria para seguir las reacciones de fragmentacién. de la termolisina
durante la preparacién del fragmento TLN 205-316. Para ello se ha utilizado unﬁ columna
anallitica de la marca Vydac, de 0.45 cm x 5 cm, rellena con un material de silice
derivatizada con cadenas hidrocarbonadas de 18 dtomos (C,;). Las caracteristicas del relleno

son: tamafio medio de grano; 10 um, tamafio medio de poro: 300 A.

Las condiciones empleadas de la fase mévil fueron las siguientes:
Flyjo: 1.5 ml/min.
Solvente A: H,0 + TFA 0.05%.
Solvente B: ACN + TFA 0.05%
Gradiente:
0 minutos: 5% B.
2 minutos: 5% B.
15 minutos: 75% B.

El volumen de muestra inyectado en cada elucién fue de 50 ul, utilizando un "loop"

de 200 ﬁl. La detecci6n a la salida de la columna fue mediante absorcién a 280.

3.3.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

SDS-PAGE se realizé en un aparato vertical, de acuerdo con el método de Laemmli
(Laemmli, 1970). En todo momento se utilizé la técnica de electroforesis discontinua, que
permite una mayor resolucién en la separacién de las bandas de prpoteinas (Ornstein, 1964).
Consistié en utilizar un gel de 1 cm, de 4% de poliacrilamida y pH 6.8, llamado gel

apilador, donde se aplican las muestras. La misién de este gel es que las protefnas pasen al
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gel separador dispuestas en finfsimas bandas ordenadas una sobre otra segln sus movilidades.
A continuacion va el gel separador, del 15% de poliacrilamida y pH 8.8, de unos 8 cm de
longitud. Ambos geles contienen 0.1% de SDS. o

Las muestras de proteina se mezclan, a partes iguales, con el tampén de dilucién de
la meustras, de pH 6.8, que contiene 4% de SDS, un 20% de glicerol y azul de bromofenol
para ver la migracién del frente durante la electroforesis. Se calienta esta mezcla a 100 °C
durante 5 minutos para que el SDS despliegue las cadenas de las proteinas completamente,

Se aplican ente 5 y 20 ug de proteina en cada calle del gel apilador.

El tampén de desarrollo de la electroforesis se compone de Tris/Glicina, SDS al
0.5%, pH 8.3. La intensidad de corriente aplicada por ldmina es de 20 mA durante el

transcurso de la electroforesis.

Una vez finalizada la electroforesis, se tifien las 14dmicas con Coomassie Brilliant Blue
al 0.1% en una mezcla de metanol al 40%, écido acético al 7% y agua. Se destifien con la

misma mezcla si el colorante. Los geles se conservan secos, plastificados con papel de
celofan. -
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3.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO
3.4.1 Introduccién

Los microcalorimetros diferenciales de barrido proporcionan la capacidad calorifica
relativa de un sistema, C,, en funcién de la temperatura. Es por fanto una técnica
fundamental para estudiar cambios conformacionales inducidos por la temperatura de sistemas
biolégicos tales como proteinas (Privalov y Khechinashvili, 1974; Pfeil y Privalov 1976),
dcidos nucléicos (Privalov y Filimonov, 1978), biomembranas y modelos de las mismas
(Mabrey y Sturtevant, 1978; Bach y Chapman, 1980). Un cambio conformacional de
indudable importanica en proteinas es su desplegamiento térmico, transicién desde el estado
nativo altamente organizado al desplegado, el cual suele aproximarse al de cadena estadistica
o al azar. Este proceso, al menos en principio, es andlogo termodindmicamente (aunque
inverso) al plegamiento in vivo de la cadena polipeptidica una vez que se ha sintetizado en
los ribosomas, y de ah{ su gran interés. Por otra parte, el estudio termodindmico del

desplegamiento de una protefna es el camino mds directo para caracterizar su estabilidad.

Una transicién conformacional inducida por la temperatura, como seria el caso
anteriormente expuesto, se manifiesta por un pico en la gréfica de C, frente a la T
correspondiente a un proceso endotérmico de acuerdo con la ley de Le Chatelier (supesto el
proceso de équilibn'o). La entalpia del proceso vendra dada, por tanto, por la integral de Cp.
Puede también obtenerse la entalpfa de van’t Hoff, asf como los valores de AG y AS del

proceso si éste transcurre en equilibrio.

Esta técnica es la dnica que permite la caracterizacién termodindmica completa del
proceso de desplegamiento, de ahi su gran interés, ya que permite el estudio del
desplegamiento de macromoléculas sin necesidad de hacer suposiciones sobre el proceso que

tiene lugar.

DSC
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3.4.2 Instrumentacion.

Los experimentos de calorimetria se han realizado con un microcalorimetro diferenical
de barrido DASM-4 de fabricacién rusa disefiado por el Dr. P.L. Privalov (Privalov, 1980).

Sus caracteristicas esenciales son:

Volumendelascélulas . .. ........ ...t einerenennnns 0.477 ml
Intervalo de temperatura de operacion . . . . . ... ... .. e e 250-400 K
Velocidad de barrido . ........ e 0.125-2 K/min
Nivelderuido ............ ... Ce e R 0.2 uW
Reproducibilidad sin volver a llenar las células . .................... 0.5 uW
Reproducibilidad volviendo a llenar las células . .. ................ 0.05 mI/K
Erro relativo en la capacidad calorifica . ........................ 0.005 %

Es un calorimetro diferencial con dos células idénticas, una para la muestra y otra de
referencia, que son dos capilares de platino de 1 mm de didmetro interno que se encuentran
formando una hélice compacta. Estdn situadas dentro de un bloque adiabético, formado por
dos corazas metilicas en forma de "sombrero”, como se ilustra en la Figura 3.4.2-1. Entre ’
las dos células se encuentra una termopila de 200 uniones bimetal, que actdia como

termosensor.

Para producir el barrido de temperatura se suministra a dos resistencias eléctricas (de
idéntico valor), que estdn en fntimo contacto con la superficie de cada célula, la misma
intensidad de corriente, cuyo valor estd fijado por la velocidad de barrido seleccionada. A
través de los termosensores y efectores apropiados, el sistema de control analéglco del
calorimetro establece, en todo momento, la igualdad de las temperaturas correspondientes a
las dos células y a las corazas interna y externa, de manera que las células en su conjunto
forman un sistema adiabético. Cuando se produce algin efecto térmico (desplegaminto de una
proteina, fusién de una bicapa lipidica, etc.), el control en lazo cerrado del instrumento

responde realizando una compensacién simétrica de potencias en ambas células, manteniendo

DSC
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Figura 3.4.2-1: Bloque calorimétrico del microcalorimetro diferencial de barrido
DASM-4. (1) Entrada de los capilares, (2) calentador de las células capilares, (3) coraza

interna, (4) termopila, (5) coraza externa.

asi la igualdad de temperaturas en ellas. Una sefial eléctrica proporcional a la potencia de

compensacién suministrada serd registrada como medida del efecto térmico producido en las

células, en funcién de la temperatura de éstas. Se puede demostrar que esta sefial es
proporcional a la diferencia de capacidad calorifica entre la célula de muestra y la de
referencia (Lépez-Lacomba, 1987). La gran sensibilidad con que se detecta una diferenica

de temperatura entre ambas células es la que determina la sensibilidad de la medida

calorimétrica.

DSC
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3.4.3 Experimento calorimétrico.

El experimento calorimétrico se inicia con el llenado de ambas células con el tampén

en el cual va disuelta la muestra bioldgica. Este primer registro corresponde a la denominada

linea base instrumental. Dado que las células no pueden construirse exactamente iguales, hay
que restar la contribucion a la capacidad calorifica (C,) debida a la diferencia existente entre
las mismas, de ah{ la necesidad de este primer registro. A continuacién se vacia la célula de
muestra y se seca lo mds posible para que no se produzca ninguna dilucidn al introducir la
disolucién de macromolécula a estudiar. A las células se les proporciona una sobre presién
de 1.5-2 atmdsferas para evitar la desgasificacion de las disoluciones durante el calentamiento
y su ebullicién cuando se trabaja a temperaturas superiores a 100°C. Se fija la velociadad
de barrido y se registra la sefial de voltaje en funcién de la temperataura.Los datos de voltaje
y temperatura se adquieren mediante un ordenador y se almacenan en discos para su posterior
procesamiento. Estos datos contienen la informacion correspondiente a 1a funcién capacidad

calorifica del sistema en estudio.

Una vez realizado el primer barrido con la muestra, puede registrarse un ségundo
barrido sin extraer la muestra de la célula, con el fin de comprobar la reversibilidad de los
procesos de desplegamiento detectados, 1o cual es de gran interés para el andlisis posterior
de los datos segiin un modelo de equilibrio 0 un modelo cinético. En el caso de procesos
reversibles, es aconsejable realizar el experimento a dos velocidades de barrido diferentes,

con el objeto de asegurar que el proceso transcurre en el equilibrio.

Para transformar los datos de voltaje (mV) en valores de capacidad calorifica (J/K)
hay que calcular el valor de la constante de calibrado (k) del aparato. Para ello se realiza un
calibrado eléctrico que consiste en suministrar una potencia eléctrica extra a la resistencia de
una de las dos células. La altura de la sefial que se produzca para una potencia suministrada,
junto con la velocidad de barrido utilizada, nos daré la conversién entre voltaje y capacidad
calorifica. La constante de calibrado es una caracteristica propia del calorimetro. Esta

capacidad calorifica en J/K puede ser transformada en capacidad calorifica molar kJ/Kmol,

DSC
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normalizando para el mimero de moles de la macromolécula presentes, utilizando el volumen

de las células del calorimetro, la concentracién de macromolécula y su peso molecular.

g k( W/mV) +60(s/min) 10~ (1)
v(K/min) C(mg/mi) + V(mi) + 10(g/mg) «Pm(mol/g)

Las potencias que se disponen para calibracién en un DASM-4 son 25, 50 y 100 uW.

Una vez concluido el experimento, es necesario limpiar exhaustivamente la células
con objeto de evitar interferencia entre diferentes experimentos por acumulacién de muestra

en las mismas.
3.4.4 Anailisis de los datos.

Después de restar la linea base instrumental a los termogramas obtenidos y
transformar las unidades de mV a J/K, existen dos contribuciones a la C, de la proteina: a)
~ 1a capacidad calorifica de exceso, C,™, debida a la absorcién de calor por el proceso de
desplegamiento, dando alugar a un "pico” o transicién, y b) la capacidad calorifica intn’nseca,.

Cp9, de la mezcla de macroestados de la proteina, la cual viene dada por :

¢l =Y. C, X,

donde Cp; es la capacidad calorifica del estado i a una temperatura dada y X; es la fraccién
presente del estado i a esa misma temperatura. Esta capacidad calorifica intrinseca es
responsable de que normalmente en los termogramas de DSC exista una diferencia en altura
entre €l tramo inicial y final de la transicién. Esta diferencia es el incremento de capacidad
calorifica entre el estado nativo y el desplegado de la proteina (AC,), ya que a bajas
temperaturas toda la proteina estd en el estado nativo y a altas temperaturas toda se encuentra
desplegada. Se denomina linea base quimica a la variacién con la temperatura de la Cp, en
el intervalo de la transicién, la cual puede determinarse, bien suponiendo un modelo para el

proceso de desplegamiento en cuyo caso no es necesario su posterior substraccidn, bien

DSC
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empiricamente utilizando una funcién que conecte suavemente los valores de la transicién a
baja y alta temperatura se consideran una buena aproximacion a la variacién de C,, con la
temperatura. Otro método empirico muy utilizado es el de Takahashi y Sturtevant (1981).
Este método establece dos niveles de C, definidos por las prolongaciones de las curvas a
ambos lados de la transicion. La linea base quimica a lo largo de la transicién serd una curva
que evolucionard de un nivel a otro proporcionalmente al drea desarrollada por la transicién
(Figura 3.4.4-1). Calculada la linea base quimica, se resta su contribucién obteniéndose la
capaciada calorifica de exceso total, <AC,™>.

Dado que, como todo instrumento de medida, el calorimetro tiene un cierto tiempo
de respuesta, las curvas de <AC,™> (T) estardn afectadas por ese retraso en la medida, que
se traduce en una deformacion mds o menos significativa de la curva obtenida. Por ello es
necesario corregir los termogras para la respuesta dindmica del instrumento. El calorimetro
presenta una dindmica de primer orden, reduciéndose la correccién a realizar la siguiente
operacion:

.
C(D)=C,(D)+e v d(’:;#
donde C,(T) es la sefial real o sefial corregida, C,’(T) es la sefial obtenida experimentalmente,
v es la velocidad de barrido y 7 es el tiempo de respuesta del calorimetro. Este se determina
en el proceso de caracterizacion dindmica del instrumento (L6pez-Mayorga, 1983; Lechuga,
1986; Lépez-Mayorga y Freire, 1987). En el caso del calorimetro DASM-4, 7 es de 12

segundos, pricticamente independiente de la velocidad de barrido.
Una vez realizadas todas estas correciones disponemos de la funcién <AC,*> (T)

que nos proporciona los pardmetros caracterfsticos de la transicién del proceso de

desnaturalizacién, tales como Tm, AH, etc.

DSC
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FIGURA 3.4.4-1: Curva de capacidad calorffica (trazo continuo) en funcién de la
temperatura calculada para una protefna hipotética que despliega segin el modelo de
equilibrio de dos estados. C,(N) representa la capacidad calorifica del estado nativo y C,(D)
la del estado desplegado. AC, =C,(D) - C,(N) = 7 kJ/K mol; AH = 400 kl/mol; Tm= 80
°C. Linea base quimica (trazo discontinuo), C,*(T). El drea encerrada entre las dos curvas
equivale a la entalpla de desplegamiento, AH.

DSC
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3.5 DICROISMO CIRCULAR
3.5.1 Introduccion.

El dicroismo circular (CD) es una técnica espectroscépica con importantes
aplicaciones en el estudio de sistemas bioquimicos. Esta técnica tiene la cuﬂidad especifica
de ser sensible a la forma y simetria de las moléculas. Es bien sabido que una molécula que
contenga un simple dtomo de carbono asimétrico es 6pticamente activa y exhibe el fenémeno
de rotacién Optica. La propiedad de asimetria es universal en sistemas bioldgicos:
aminodcidos (generalmente de conformacién L), nucledtidos (conteniendo azucar, D-ribosa
y D-desoxirribosa) y carbohidratos (conformacién D y L) son las unidades de las cuales se
forman las protefnas, polinucleétidos y polisacdridos. Dado que las unidades bdsicas son
asimétricas las macromoléculas derivadas de ellas son también asimétricas y por tanto éstas
poseen actividad 6ptica. Una molécula 6pticamente activa interacciona de forma distinta con
la radiacién circularmente polarizada a derechas o a izquierdas. Esta interaccién diferente

origina el fenémeno del CD, que se observa usualmente para transiciones electrénicas.

El dicroismo circular es una técnica usada para obtener informacién acerca de
propiedades conformacionales de moléculas biolégicas de interés, propiedades que incluyen:

a) Estructura de macromoléculas, contenido en estructura secundaria y terciaria, y
grado de movilidad de ciertos compuestos.

b) Transiciones estructurales, como por ejemplo procesos de replegamiento y
desplegamiento de estructuras desnaturalizadas y nativas, respectivamente.

c) Cambios conformacionales inducidos por la unién de pequefias moléculas, como

son substratos, coenzimas, etc.

El andlisis de los espectros de CD raramente proporciona informacién absoluta sobre
la estructura de proteinas debido a que el croméforo estd asimétricamente perturbado por los
grupos vecinos, hecho que se agrava porque el principal componente del espectro de CD, el

enlace peptidico, se presenta en una gran cantidad de conformaciones, dependiendo de su

CD
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localizacién en la protefna. El espectro que se obtiene es pues un resultado promedio de
pardmetros de cada conformacién, y siempre es necesario realizar comparaciones con
compuestos estandar cuyas estructuras se conocen gracias a difraccién con rayos X. No
obstante, el CD es extraordinariamente sensible a los cambios de conformacién; si se produce
cualquier cambio en un espectro, es que hay un cambio de conformacién. Por ello, incluso
si no se conoce la estructura y la curva de CD es virtualmente ininterpretable, el andlisis de
CD puede seguir siendo una forma muy sensible de medir el efecto de cualquier interaccién
0 agente que ocasione cambios conformacionales. Es mds, puede hacerse
semicuantitativamente observando determinados caracteres de un espectro. Es decir, es un
observable muy adecuado y utilizado para seguir un cambio conformacional dado, originado

por la temperatura, pH, cosolvente, etc., cuya variacién es posible controlar.

En nuestro caso esta técnica se ha utilizado para seguir los cambios conformacionales
inducidos por la temperatura en la proteina 8-Lactoglobulina B en presencia de cloruro de
guanidina. De esta manera se confirmé la desnaturalizacién por frio de la proteina
inicialmente detectada por DSC. '

Asimismo, se realizaron espectros de CD de muestras de TLN 205-316 a diferentes
valores de pH comprendidos entre 2.5 y 5, para poder observar los cambios

conformacionales debidos a la variacién del pH en la muestra.
3.5.2 Instrumentacién

~ El aparato utilizado para realizar los experimentos de CD ha sido un
espectropolarimetro Jasco 720 de la casa Japan Spectroscopy CO, LTD. Las especificaciones
de dicho aparato son:

-Fuente de luz, ldmpara de xenon de 450W, refrigerada por agua.
-Intervalo de medida de longitud de onda del monocromador de 170 a 800 nm.
-Exactitud de la longitud de onda: + 0.2 nm de 170 a 180 nm

CD
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+ 0.1 nm de 180 a 250 nm
+ 0.3 nm de 250 a 500 nm
+ 0.8 nm de 500 a 800 nm
-Estabilidad de la longitud de onda con la temperatura: menos de 0.02 nm/°C a 300
nm y menos de 0.1 nm/°C a 600 nm. '
-Anchura de banda espectral. _
-Abertura controlada manualmente, que puede ser seleccionada entre 0.01 y 3 nm.
-Velocidad de barrido, 1, 2, 5, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 nm/min.
-La atmosfera en el monocromador y en el compartimento de muestra es de nitrégeno.
-Dimensiones del compartimento de muestra, 310 mm de ancho x 420 mm de
profundidad x 210 mm de alto.

Las cubetas utilizadas para llevar a cabo las medidas de las muestras de -
Lactoglobulina, fueron cilindricas y con longitud de paso de luz seleccionada, en cada caso,
seglin el intervalo de longitud de onda a medir; asi, para la regién entre 250-190 nm
(ultravioleta lejano) se utilizaron cubetas de 0.5 mm de paso de luz, mientras que para la
regién comprendida entre 320-250 nm (ultravioleta cercano) se utilizaron cubetas de 1 mm
de paso de luz. En el caso de las muestras de TLN 205-316 se utilizaron cubetas cuadradas
de 0.1 mm de paso de luz para el ultravioleta lejano y 10 mm para el ultravioleta cercano.

La terriperatura en el compartimento de cubetas se controla mediante un bafio

programable con etilenglicol para poder bajar la temperatura por debajo de 0°C.

3.5.3 Experimento de Dicroismo Circular

La preparacién de la muestra se realizé segiin se indica en el apartado 3.2. Tanto la
muestra como el tampdn en el cual va disuelta se filtraron, ya queb en las medidas de

dicroismo es muy importante que no existan particulas en suspension.
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Para cada experimento a las diferentes temperaturas, lo primero que se realiza es un
espectro del tampén en el cual va disuelta la muestra, lo que vamos a llamar el blanco.
Posteriormente se introduce la muestra en la cubeta y una vez en el dicrégrafo se la deja

alcanzar la temperatura seleccionada con anterioridad.
A. Adquisicién de datos

La adquisicién de datos se lleva a cabo mediante un ordenador IBM 386 conectado
directamente al dicrégrafo, mediante un programa de adquisicién de datos suministrado por
la misma casa comercial (Japan Spectroscopic). Dicho programa permite seleccionar una
serie de pardmetros que controlan el funcionamiento del dicrégrafo, como son:

-Anchura de la banda espectral

-Sensibilidad

-Tiempo de respuesta

-Intervalo de longitud de onda

-Resolucion del paso

-Velocidad de barrido

-Acumulaciones

Hemos de destacar el hecho de que es posible, como arriba se ha indicado, acumular
maés de un espectro de la muestra, con lo cual si se realizan N medidas, la medida es N*
mejor que la medida individual, gandndose de esta manera precisién y mayor sensibilidad al
disminuir el nivel de ruido. Sin embargo, hay que llegar a un situacién de compromiso entre
el nimero de espectros acumulados y el tiempo que es necesario para realizarlos. De tal
manera que cuando se trabaja a muy bajas temperaturas donde haya problemas de posible
congelacion de las muestras, es conveniente no acumular mas de dos o tres espectros;
asimismo a altas temperaturas, donde existen problemas de evaporacién de las muestras, es
conveniente utilizar una acumulacién no superior a dos espectros. Para el resto de las

temperaturas es aconsejable utilizar una acumulacién de cuatro.
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B.Procesamientos de los espectros

Una vez obtenidos los espectros, tanto de los tampones en los que van disueltas las

distintas muestras como los de éstas, se realiza el procesamiento de los mismos.

En primer lugar se substrae a cada espectro el espectro correspondiente al tampén.
La elipticidad observada(¢) viene dada en milésimas de grado, mientras que normalmente
se suelen expresar los datos en términos de elipticidad molar ([¢]) en grado dmol! cm?, para

lo cual se utiliza la siguiente ecuacién

[¢]=—9——— (3.5.3-1)

— x]x10%n
Pm

donde C es la concentracién de protefna expresada en g/l, 1 es la longitud del camino
recorrido en cm, Pm es el peso molecular de la proteina en g/mol y n es el nimero de

residuos.

Los espectros resultantes tienen el mismo formato que los de partida y son
compatibles con el mismo programa, el cual es capaz de obtener informacién a partir de
ellos, del tanto por ciento de cada uno de los tipos de estructura secundaria presentes en las
proteinas. En nuestro caso, sin embargo, esto no se puede llevar a cabo en el caso de §-
Lactoglobulina debido a la presencia en la protefna de abundante estructura 8, lo cual
dificulta el ajuste de los espectros para obtener el tanto por ciento de cada una de las
estructuras, debido a que esta técnica no es capaz de distinguirla suficientemente bien. No
obstante se pueden apreciar cambios conformacionales, como en nuestro caso han sido los
cambios conformacionales a baja y alta temperatura en presencia de guanidina para €sta

proteina.
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3.6 ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA.
3.6.1 Introduccion

La medida y el andlisis de equilibrio de sedimentacién es una de las técnicas mds
potentes para la caracterizacién de asociaciones macromolecuares reversibles e irreversibles
en disolucién. El estudio de las asociaciones reversibles es muy importante para la
caracterizacién de los ensamblajes supramacromoleculares de protefnas y/o dcidos nucleicos,
y para la caracterizacion de mecanismos de regulacién en bioquimica y biologia molecular.
La necesidad de caracterizar tales asociaciones tanto cuantitativa como cualitativamente ha
sido recientemente indicada (Maddox, 1992). En muchos casos no es suficiente conocer que
una sustancia se une consigo misma o con otra; a demds es necesario conocer la
estequiometria de la unidn, la fuerza de la unién (constante de equilibrio) y como varia ésta

con la composicion y variables del ambiente.

Numerosos métodos han sido desarrollados para el estudio cuantitativo de asociaciones
biomoleculares reversibles (Hirs et al, 1985). Las técnicas de ultracentrifugacién de velocidad
de sedimentacién y equilibrio de sedimentacién son los métodos mds informativos y flexibles

que pueden ser usados para estudiar los procesos de asociacién que tienen lugar en solucién.

En un experimento de equilibrio de sedimentacién cldsico, una solucién que contiene
una o mds especies macromoleculares es centrifugada a relativa baja velocidad hasta alcanzar
un equilibrio entre sedimentacién y difusién. En el equilibrio, la dependencia de la
concentracion de cada especie con la posicién radial es determinada por el empuje de las
especies y las interacciones entre moléculas de esas especies y otras moléculas en solucién.
La estequiometria de la asociacién y los valores de las constantes de equilibrio son
determinados por modelos mateméticos de la medida de los gfadientes de concentracién o

por modelado de la dependencia de la composicién del peso molecular promedio derivado
de la medidas del gradiente.

Ultracentrifugacion analitica
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Desde un punto de vista experimental la ultracentrifugacién analitica presenta una
serie de ventajas sobre otras técnicas para caracterizar asociaciones:

a) Cada experimento produce datos sobre un amplio rango de composiciéon de una
solucién bastante més grande que para una solucién simple, por tanto, son necesarios pocos
experimentos para caracterizar completamentamente un sistema de asociacion.

b) Las medidas no son destructivas, por lo que las muestras pueden ser recuperadas
para futuros estudios.

c¢) Las medidas estan libres de complicaciones debidas a interacciones no especificas
entre soluto y gel, columna o matrices de filtros.

d) Solamente se requiere una pequeifia cantidad de muestra (en algunos casos menos
de 1 ug de proteinas por célula de centrifuga).

e) Experimentos de equilibrio en columnas cortas, pueden ser completados en
practicamente una hora.

f) Y posiblemente la mds importante, la cocentracién local de cada soluto que puede
estar en equilibrio con otras especies presentes simultaneamente, satisface las condiciones
tanto quimicas como de equilibrio de sedimentacién-difusién en todos los puntos de la célula.
Por tanto, la cuantificacién de los gradientes de solutos en equilibrio de sedimentacién da
informacion rigurosa a cerca del equilibrio de asociacién, libre de tener que suponer nada

a cerca del efecto o pérdida de €, de perturbaciones del equilibrio.

Los experimentos de ultracentrifugacién analitica presentados en esta memoria fueron
realizados en el Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC, Madrid, por Dr. D. Germén
Rivas. Dichos experimentos nos permitieron determinar el estado de asociacién para 8-
Lactoglobulina B en el intervalo de pH 4cido estudiado. En el estado nativo la proteina es
monomérica y la protefna desplegada a altas temperaturas se encuentra en equilibrio con

peptidos procedentes de la ruptura de ella misma.

Se realizaron también, experimentos con el fragmento TLN 205-316 caracterizdndose
el estado de asociaci6n del mismo en el estado nativo a diferentes valores de pH 4cido. El

fragmento se encuentra en un equilibrio monémero-dimero, habiéndose determinado las
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constantes de asociacion para los diferentes valores de pH. Estos datos fueron de gran

utilidad para el andlisis de las transiciones calorimétricas obtenidas para el fragmento.

3.6.2 Instrumentacién.

Los experimentos de sedimentacion se llevaron a cabo en una ultracentrifuga analitica
XL-A de la casa Beckman Instruments Inc., que junto con un sistema 6ptico, un rotor
analitico y un sistema de coleccién de datos automdticos, es capaz de realizar dos tipos de

barridos: radial, en el cual se mide la absorbancia como una funcién de la distancia radial;

y de longitud de onda, determinando niveles de absorbancia como una funcién de la longitud
de onda a una distancia radial preseleccionada. Ambos tipos de barridos pueden lievarse a
cabo tanto de forma continua como en etapas; sin embargo, el modo de barrido en etapas es

recomendado para barridos de longitud de onda.

Las caracteristicas generales de esta ultracentrifuga son las siguientes: .
- Rango de longituddeonda . .................. ++... 1902800 nm
- Rango de visualizacion fotom&trica . . . ..o oo v v m e e nnn., 0a3A
- Etapas de barridos
Mododebarridoradial .. ............... hasta 100 datos/barrido
incremento radial tamaifio
de etapa minimo 0.001,
méximo 0.01 cm.
Modo de longituddeonda . . ............... hasta 1000 datos por
barrido; incremento
de longitud de onda
por etapa 1.0 nm.
-Velocidaddedatos . .................... una lectura de absorvancia
cada 20 ms dependiendo de
la velocidad del rotor.

Ultracentrifugacion analitica



72 MATERIALES Y METODOS

- Velocidad mdxima . ................. 60000 rpm (en modo analitico).
Sistema dptico

El sistema Optico (Figura 3.6.2-1) estd contenido completamente dentro del
compartimento del rotor. La limpara de destello de xendn de alta intensidad produce luz en
el espectro de 190 a 800 nm. La luz pasa a través del monocromador a la longitud de onda
establecida. Un detector de luz incidente en el monocromador mide la intensidad de la luz
antes de que pase a través de la célula, normalizando los datos para variaciones de centelleo
a centelleo de la intensidad de la ldmpara. Para barridos por encima de 400 nm, existe un

filtro en el monocromador que puede ser ajustado a través del haz de salida.

Conforme el rotor gira, la luz primero atraviesa el sector de referencia para en la
proxima rotacién pasar a través del sector de muestra. Las lecturas son obtenidas por un tubo
fotomultiplicador. El fotomultipicador detecta la intensidad de luz en el sector de muestra de
la célula relativa a la intensidad de luz en el sector de referencia. Esta sefial se transforma

en valores de absorbancia por el software del ordenador.
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Fuenfe de it

Figura 3.6.2-1: Esquema del sistema dptico de la ultracentrifuga Beckman XL-A.
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Rotor y células
Se empled un rotor An-60 Ti y columnas cortas (S0ul) y centerpieces de seis canales

de epon-charcoal de 12 mm (Figura 3.6.2-2).

JAY VAV
5757057

Figura 3.6.2-2: Esquema de un centerpieces de seis canales.

Sistema automdtico de datos

La ultracentrifuga XI-A estd controlada através de un ordenador PC. Mediante el
paquete del software de operaci6n se introducen los pardmetros de la centrifuga, se pueden
comenzar barridos y pararlos, asi como introducer los pardmetros para cada barrido, guardar
los datos e imprimirlos, etc. Después de que los datos son almacenados, es posible leerlos

con cualquier software apropiado que puede leer informaci6n en formato ASCII.
3.6.3 Experimento de sedimentacién

Un vez montadas las células de ultracentrifugacién, se introducen en el sector de
referencia el tamp6n conrrespondiente y en el sector de muestra la sustancia a analizar. Con
el objeto de alcanzar el equilibrio se dejan durante 6 horas a la velocidad seleccionada

despues de lo cual se mide a intervalos de 1 hora la absorbancia a 280 y 300 nm de las
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muestras en funcidn de la distancia radial hasta que no se observd diferencias significativas

entre medidas sucesivas (condicién de equilibrio).
Adquisicién y procesamiento de los datos

Los datos son acumulados por el mismo programa que lleva a cabo el control de la
ultracentrifuga. Una gréfica tipica en absorbancia de los datos recogidos es la representada
en la Figura 3.6.3-1, en donde se representa la absorbancia en funcién de la distancia radial.
No todos los datos obtenidos son iitiles, asi la zona correspondiente a la regién centripeta
aire-aire de la solucién y el solvente de la columna, la regién del menisco y los datos de la
- parate superior de la célula no son necesarios incluirlos en el andlisis. El programa nos

permite seleccionar la regién deseada para posteriormente llevar a cabo su andlisis.

Los datos obtenidos se pueden ajustar a diferentes modelos. El ajuste no lineal de las
diferentes curvas a la ecuacién siguiente, nos permite determinar un peso molecular promedio

y darnos un idea sobre la existencia de asociaciones de la macromolécula:

A =A(r) [d M(*-r D]+ (3.6.3-1)

donde A(r) es la absorbancia a radio r, A(ry) es la absorba{ncia al radio de referenica r,, ¢
= (l-vp) w® /2RT siendo v el volumen molar parcial de la macromolécula (ml/g), p la
densidad del solvente (ml/g) y w la velociada angural del rotor (radianes/sg), M es el peso

molecular promedio de la‘nzlacromolécula y finalmente 4 es la compensacién de la linea base.

En el caso del fragmento de TLN 205-316 con objeto de obtener la constante de
asociacion, los datos globales a los diferentes valores de pH se ajustaron conjuntamente,
empleando un método de minimos cuadrados no lineales (Johnson et al., 1981), al siguiente

modelo de asociacién monémero-dimero (Yoo y Lewis, 1992):
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Absorbancia
1]

f

—h 1 1 1

6.4 6.6 6.8 7.0 7.2

radio (cm)

Figura 3.6.3-1: Grdfica de absobancia frente a la distancia radial p‘a’fa el caso de
Hemoglobina en tampén fosfato sédico SmM'y 0.1 M de NaF. '

A= A(rexpld M,(r*-r )]+
(3.6.3-2)
A(r)’exp[Ln K,4+2 & M,(r*-r )] +8

donde K,* es la constante de asociaci6n para el equilibrio monémero dimero.
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4. FUNDAMENTOS TEORICOS

Bajo ciertas condiciones experimentales de pH, fuerza idnmica, etc., el
desplegamiento de muchas proteinas simples de bajo peso molecular y algunas
proteinas complejas es reversible (Privalov, 1979; 1982), es decir, la proteina recupera
su estructura nativa cuando se elimina el agente desnaturalizante. Sin embargo, para
la gran mayoria de las proteinas el proceso es irreversible no alcanzdndose de nuevo

el estado plegado al eleminar el agente desnaturalizante.

A continuacién, se describen los modelos teéricos de equilibrio utilizados en
esta memoria para el andlisis de las transiciones calorimétricas. Para realizar el
andlisis termodindmico de las mismas, es necesario que el proceso investigado
transcurra en equilibrio termodindmico a lo largo de todo el intervalo de temperatura.
Asimismo, se describle el modelo mds simple para el tratamiento de procesos

irreversibles.

4.1. Modelo de equilibrio de dos estados.

En muchos casos las pfotel’nas globulares pequefias que despliegan
reversiblemente, presentan tnicamente dos estados poblados significativamente: el
estado nativo (N) con una estructura plegada, y el estados desnaturalizado o
desplegado (U) (los estados N y U son en realidad "macroestados” formados
probablemente por multitud de "microestados” que difieren muy poco en entalpia). Por
tanto, el desplégamiento de los mismos, puede describirse adecuadamente segiin el

siguiente esquema:

N U

Los estados N y U se encuentran en equilibrio en todo momento durante el
proceso inducido térmicamente. La constante de equilibrio aparente, K, ser4:

Puesto que no se utilizan actividades en la definicién de K, ésta y las demds funciones
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k-4 @1
[
termodindmicas asociadas deben entenderse como aparentes. Las concentraciones
molares de proteinas son en cualquier caso muy pequeiias por lo que el valor de estos

pardmetros aparentes serdi muy préximo al valor de los verdaderos pardmetros

termodindmicos.

En general, las propiedades fisicas de un sistema dependen del mimero de
moléculas que pueblan cada uno de sus estados accesibles. En el caso de dos estados,
las poblaciones relativas o fracciones de las moléculas en el estado nativo y desplegado
son:

x. - IN1 _ 1 x. -1Ul __ K @2
VUINI+[UT (14K UUINI+[U] (1+K)

Cualquier propiedad fisica, <y >, proporcional a la fraccién de moléculas en
cada estado que cumpla el principio de superposicién, producird un observable
promedio dado por:

<y> = <yy> Xy +<yy> Xy
donde <yy> e <yy> son los valores de la propiedad fisica para el estado nativo y

el desplegado respectivamente.

En el caso de calorimetria diferencial de barrido (DSC), el observable fisico es
la capacidad calorifica a presién constante, <C,>; por integracién de la misma,

obtenemos la entalpfa como observable proporcional a las poblaciones:

<H>=<Hp> X, + <H, > X, =<H,> + (<H,> -<H,\>) X, 43)

teniendo en cuenta que X +Xy=1.

Si tomamos como estado de referencia el estado nativo, obtendremos la entalpia
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de exceso que vendrd dada por la siguiente ecuacién:

<AH>=AHX,=AH—X (4-4)
(1+K)
donde <AH> = <H> - <Hy> y AH=<Hy> - <Hy> la cual es la entalpia de
desnaturalizacién, definida como la diferencia entre las entalpias del estado
desnaturalizado y del estado nativo.

La magnitud que se mide directamente en DSC, la capacidad calorifica a
presién constante del sistema, C,, es la derivada respecto a la temperatura del

observable entalpia:

<c,> [ 45)

5<H>]
3T |,

La capacidad calorifica de exceso, al ligua que definimos la entalpia de exceso, ser4:

<ACp>=<Cp> - <CHN)> = AH[%] 4 Xv[a AH] 4-6)
I 4

, aT

o bien;

+ X,AC, - @D
P

ax,,
<ACp> = AH|—Y
T

donde AC, = <C,(U)> - <C,(N)>, siendo <C,(U)> y <C,(N)> las capacidades
calorificas de los estados U y N, es decir, el valor de las derivadas de las

correspondientes entalpias <Hy> y <Hy>.

Sustituyendo en la ecuacién anterior las fracciones en funcién de la constante

de equilibrio, a partir de las ecuaciones 4.2, tenemos:
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AH (oK K
= 2 e =——A 4-8
<ACp> (1+K)? [ar], (1+K) Cr @

y si consideramos que K varia con la temperatura segin la ecuacién de van’t Hoff

or |, RT?

tendriamos finalmente:

T2
<c,> - K AH?> K
(1+K)? RT? (1+K)

AC, 410)

donde K y AH varian con la temperatura segtin las formas integradas de la ecuacién
de van’t Hoff y la ecuacién de Kirchoff respectivamente, considerdndose AC,
constante con la temperatura (Privalov y Khechinashvili, 1974). En la deduccién de
esta ecuacién, hemos aceptado que la entalpia de desnaturalizacién, AH, y de van’t
Hoff, AH'®, son idénticas.

Estas capacidades calorificas y sus pardmetros caracteristicos estdn
representados en la Figura 4.1-1. Como vemos en dicha ecuacién, la funcién <AC,>
consta de dos términos. El primero tiene la forma de un pico mds o menos estrecho
dependiendo del valor de AH a T=Tm. El segundo es una curva sigmoide con una

altura dada por el valor del AC,.

Un ajuste no lineal de minimos cuadrados de los datos experimentales a la
ecuacién 4-10, nos permite determinar los pardmetros termodindmicos del proceso
Tm, AH, AS, AG y AC,. Sin embargo, hay casos en que la curva de <AC,>
experimentales, fuera de los limites de la transicién, se ve deformada por diversos
efectos tales como agregacién de moléculas desnaturalizadas, insuficiente estabilidad
en la linea base, etc., dificultdndose sobre todo la determinacién del AC,. Se puede

en estos casos eliminar de forma empirica el término sigmoidal de la ecuacién 4-10
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FIGURA 4.1-1: Capacidades calortficas en el sistema N —— D
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mediante el trazado de la linea base quimica (ver épartado 3.3.4). La funcién que
resulta de esta operacién es la capacidad calorifica de exceso total <AC,*>, debida
exclusivamente a la absorcién de calor por el proceso de desplegamiento de la
proteina, sin la contribucién debida al AC, (Figura 4.1-1 c). Hemos de hacer notar la
diferencia entre la capacidad calorifica de exceso, <AC,> (Figura4.1-1 d), calculada
tomando como referencia el estado nativo como se vio anteriormente, y esta ltima
obtenida mediante la substraccién de la linea base quimica que daria lugar a la

capacidad calorifica de exceso total.

2
<AC%>-__ K AH - @4-11)
P (1+Kk)? RT?

En la figura 4.1-1 se muestra la forma simétrica de esta funcién cuyo mdximo
corresponde a la temperatura de desplegamiento, Tm. La integracién e esta curva
extendida a toda la regién de la transicién se le llama comiinmente entalpia

g‘alorimétrica, AH®,

Si no aceptamos a priori la igualdad entre AH* y AH'®, la ecuacién anterior
y

se deberia escribir como

<A c;‘> =

K AHY ARH . 4-12)
(1+K)? RT? :

Teniendo en cuenta que cuando T=Tm, X, =0.5, es decir K=1, la capacidad

calorifica de exceso presenta su mdximo valor

cal VH
Ache _ AHT AHT @13)
4R Tm?

despejando AH":
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ACHH
AH™

4-14)

AH"=4 R Tm?

Es decir, es posible calcular la entalpia de van’t Hoff a partir de los pardmetros
que determinan la forma y posicién de la curva de capacidad calorifica de exceso total,
sin necesidad de conocer la cantidad de masa ni el peso molecular de la proieina que
experimenta el cambio conformacional. Unicamente mediante DSC es posible medir
de forma directa la entalpfa del proceso de desplegamiento térmico de una proteina.
Mediante técnicas no calorimétricas s6lo es posible determinar la entalpfa de van’t
Hoff, obtenida de la pendiente de la representacion del In K vs. 1/T segiin la siguiente

ecuacion:

mg--AH (1 1 @15)
R \T Tm

Es obvio que para que el sistema cumpla el modelo de dos estados, AH* y
AH™ deben coincidir ya que son el mismo pardmetro determinado de forma diferente.
De hecho, AH™ sélo tiene significado fisico dentro del modelo de equilibrio de dos
estados. Sin embargo, la relacién r=AH*/AH'®, que en el modelo de dos estados es
igual a 1, es un pardmetro muy utilizado para comprobar la validez del modelo y, en
caso contrario, proporciona una orientacién acerca del tipo de proceso que estd
ocurriendo, como veremos m4s adelante. Cuando hablemos por lo tanto de entalpia
de van’t Hoff, nos referircomos siempre a la calculada para un proceso

monomolecular.

Una vez que se conocen Tm, AH y AC,, dado que AS(Tm)= AH(Tm)/Tm, se
puede obtener la caracterizacién termodindmica completa del proceso de
desplegamiento de la protefna; asf, la DSC nos permite determinar <AC,> como una

funcién continua de la temperatura y calcular los valores de AH, As y AG de
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desplegamiento a cualquier temperatura:
T
AH(T) = AH(Tm) + [ AC,(T)dT
’ Im

4-16)

AS(T) = A’%

T
+ fAc, (T) dinT
Tm

AG(T)=AH(T) -TAS(T)

Si suponemos que AC, es constante con la temperatura (Privalov y

Kechinashvili, 1974), las integrales anteriores se resuelven facilmente para dar:

AH(T) = AH(Tm) + AC, (T-Tm)
AS(T) = AS(Tm) + AC, m[—T—] @17)
Tm
AG(T) = AH(T) - TAS(T)

Estas funciones estdn representadas en la Figura 4.1-2 para unos péfémeuos
tipicos de una proteina globular pequefia. El incremento de energias de Gibbs de
desplegamiento tiene valores pequefios (como méximo unos 50-60 kJ/mol),
consecuencia de la compensacién de los dos grandes términos entdlpico y entrépico.
Ademds, el desplegamiento de las protefnas muestra un AC, alto y positivo debido a
la interaccién de los restos apolares de la proteina con el agua en el estado desplegado.
Basado en esto, se ha propuesto que la principal fuerza impulsora del plegaiﬁiéhto de
las proteinas es el llamado "Efecto hidrofGbico" (Privalov, 1979; Dill, 1990), que
consiste en la "aversién" del agua por los grupos apolares de la proteina, plegdndose
ésta de forma que la superficie hidrof6bica expuesta al medio sea minima. Por otra
parte, AG muestra una curvatura, tanto méis cuanto mayor es el valor de AC,. El
médximo de AG se presenta a temperaturas bajas (Ts), cercanas a las fisiolégicas,

estando en estas condiciones favorecido el estado nativo. El valor de AG a esas
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Figura 4.1-2: AG, AH y AS en funcién de la temperatura calculados mediante
las ecuaciones 4. 13 para el desplegamiento térmico de una proteina hipotética con los
siguientes pardmetros: Tm = 60 °C, AH (Tm) = 500 kJ/mol, AC, 12 kI/ K mol. Tf
representa la temperatura de desnaturalizacién "por frio” y Ts la temperatura de
mdxima estabilidad. '

temperaturas constituye una medida de la estabilidad de las proteinas. La curva, corta
al eje de abcisas en un valor de T>Ts que corresponde a la temperatura Tm ya
definida (para K(Tm) = 1). Para valores de T mayores que esta temperatura de
transicién, la energia de Gibbs de desplegamiento es negativa, lo que implica una
desnaturalizacién espontdnea de la proteina. Este cambio de signo en AG se produce
también en la otra interseccién de la curva con el eje de abcisas para la temperatura
inferior, Tf, por lo que el enfriamiento del sistema a una temperatura suficientemente
baja, da lugar a la denominada desnaturalizacién "por frio" de la biomolécula

(Brandts, 1964). Evidencia experimental de esto se ha encontrado en afios recientes
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(Privalov et al., 1986; Griko et al., 1988; Azuaga et al., 1992) lo que apoya la validez

de los datos de magnitudes termodindmicas determinadas por DSC.
4.2 Transiciones de equilibrio con cambios en el estado de asociacién.

Como anteriormente dijimos, la relacién r = AH®/AH"™ para un modelo de
equilibrio de dos estados es siempre igual a la unidad. Sin embargo, existen casos de
transiciones de equilibrio reversibles en donde dicha relacién es diferente a la unidad.
Asi, un valor de r > 1, significa que hay mds de dos estados significativamente
poblados implicados en el equilibrio de desnaturalizacién. En cambio, sir < 1 existe
cooperatividad intermolecular, es decir, estdn implicados estados de asociacién de la
macromolécula superiores al monémero. Existen gran cantidad de proteinas formadas
por asociacién de varias subunidades (proteinas oligoméricas). Esta asociacién es en
muchos casos indispensable par su funcién biolégica. Otras proteinas monomeéricas

 tienden a formar oligémeros bajo ciertas condiciones experimentales.

Para la desnaturalizacién disociante de un n-dmero el modelo de equilibrio
podria ser (Takahashi y Sturtevant, 1981; Privalov y Pothekin, 1986; Freire, 1989):
N, nU
donde la constante de equilibrio del proceso es K=[U]" / [N,].

A cualquier temperatura, la fraccién de moléculas en el estado desplegado D,

viene dada por:

x . __ K"IN"
U [U1+nIN] KU [N J¥ s n[N ]

4.18)

De esta expresién puede deducirse la siguiente:
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X, KU [N, ]
1-X,  nIN,]

4.19)

y teniendo en cuenta que [N,] = C(1-Xy)/n, donde C; es la concentracién total de

proteina en moles de mon6émero:

1.
X, _K’'cg 4.20)

(1 _Xu)lln nlln

y derivando respecto a la temperatura:

dX, nX,(1-X;) AH

_ 4.21)
dT  n(1-X,)+X, RT*

donde AH estd normalizada a la concentracién de monémeros de proteina.

La capacidad calorifica de exceso, <AC,™>, tomando el estado N, como

 referencia y suponiendo AC, = 0 como aproximaci6n:

- 2
caces OAHXY  nX(-X) AH

4.22)
# oT n(1-x,)+X, RT?

Mediante la Ecuacién 4.22 tras resolucién numérica de la Ecuacién 4.20,
pueden simularse curvas de <AC,™> para distintos valores de n, lo que se muestra
en la Figura 4.2-1. Puede verse que al aumentar el valor de n las transiciones se hacen
mads agudas y asimétricas. Esto hace que la temperatura del méximo de la transicién,
Tm, deje de coincidir con T, siendo T, la temperatura a la que estd desnaturalizada

la mitad de la proteina.

Se puede demostrar que la relacién r = AH®/AH"™ = (n+1)/2n, evaluada para

T=T,,. En cambio, para T=Tm:
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AH 1 n-1 Y @.23)
AH? 4\ pn-/n
de donde puede verse que, para T=Tm, r = (.73 para n=2, 0.56 par n=4, etc,

todos valores menores que 1, como se indicé anteriormente.

Este tipo de transiciones acopladas a equilibrios de asociacién-disociacién
exhiben dependencia de la concentracién. En particular, para este modelo, tras hacer
varias aproximaciones, la dependencia de Tm es (Takahashi y Sturtevant, 1981;
Freire, 1989):

InC, = constante - e 4.24)

n-1 RT?

Por tanto estudiando el efecto de la concentracién de proteina en la Tm de las
transiciones se puede determinar AH, que debe coincidir con el calorimétrico para el

valor correcto de n.
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Figura 4.2-1: Curvas de AC,exc simuladas mediante las Ecuacions 4.20y 4.22
con los distintos valores del grado de asociacion, n, que se indican, para una proteina
cuyo mondmero tiene un peso molecular de 12000 dalton, a una concentracién de 1
mg/m., AH=500 ki/mol de monémero y la temperatura a la que la constante de
equilibrio, K, vale 1, Tx_;= 60 °C.
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4.3 Interaccion proteina-ligando en un equilibrio de dos estados.

La interaccién de ligandos a proteinas se puede estudiar desde un punto de vista
termodindmico con técnicas desarrolladas para tal fin como la calorimetrfa de reaccién
que permite determinar tanto los calores de interaccién y variaciones en la capacidad
calorifica, como constantes de asociacién. Mediante técnicas como fluorescencia,
didlisis en el equilibrio etc., se pueden determinar las constantes de la interaccion e,
incluso, hacer alguna estimacién sobre la energética de la interaccién, pero en

cualquier caso, no hacen una medida directa de la misma.

A partir de los trabajos publicados por Robert el al. (1988), Shrake y Ross
(1990; 1992), Brandts y Lin (1990), Straume y Freire (1992), es posible utilizar la
calorimetria diferencial de barrido para obtener informacién termodindmica a cerca
de las interacciones proteina-ligando. Estos métodos son indirectos, ya que las
constantes de unién, se calculan a partir del efecto de la concentracién de ligando
sobre la temperatura mdxima de la transicién, lo que implica el uso de modelos para

el proceso de desplegamiento de la proteina.

Existen una serie de ventajas de la técnica de DSC frente al resto de las técnicas
de equilibrio. Por un lado y como apuntan Brandts et al. (1989). Estudios sobre
proteina multidominios, donde el dominio de unién y un dominio regulador
contribuyen a los procesos de unién a ligando, es posible mediante DSC obtener la
contribucién individual a la energia libre de cada dominio a la constante de unién.
Esto permite disponer de informacién para proteinas de estas caracteristicas o para
otras Que tengan dos substratos diferentes como las quinasas. La segunda ventaja, es
la medida de constantes de unién muy grandes. En este sentido, los métodos
"directos” de equilibrio necesitan que, al menos un 10% del ligando afiadido
permanezca libre en disolucién, lo que requiere que se trabaje con concentraciones de

proteina y ligando muy pequefias y técnicas de deteccién ¢on una gran sensibilidad.
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El DSC a pesar de ser una técnica indirecta, se pueden medir constantes tan grandes
como 10® M ya que no necesita la existencia de tanta concentracién de ligando libre,

por lo que no es necesario trabajar a concentraciones anormalmente bajas (Brandts y
Lin, 1990).

El modelo que a continuacién desarrollamos, es para el caso de una proteina

con un Unico sitio de unién para un ligando y que dicho ligando no presenta transicién
en DSC.

El proceso que tiene lugar es:

K, Ky
PL———=P+L

— J+ L
donde PL representa la proteina unida al ligando, L el ﬁgando y Py U la protefna en

su estado nativo y desplegado respectivamente. K es la constante de disociacién + Ky

Ia constante del equilibrio de desplegamiento:

o L 172 R U | 4.25)
4 [PL) U

Las fracciones de proteina para cada uno de los =stados presentes ser4:

Py, A U
7 L Koo 4.26)

t t

XPL

donde P, es la concentraci6n de proteina total. Teniendo en cuenta que Xy + Xp +

Xy = 1y haciendo uso de las constantes tenemos que:

L 1 K ‘
X,, = IE,,]Q Xp=5 %o = 4.27)

Q es la ‘uncién de particién del sistema y es igual a =1 + Ky + [L)J/K,.

La concentra..dn de ligando libre se puede calcular teniendo en cuenta que:
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P =[P} +[PL] + [U] 4.28)
[PL] =L,-[L]

L, es la concentracién de ligando total de tal manera que:

=8+ yB*+4C | (4.29)

2

siendoB =P,-L, + K, + Ky K,y C = LK, (1+ Ky).

La entalpfa del proceso tomando como referencia el estado PL viene dado por

<AH>=AH, X, +(AH,+ AH)X, (4.30)
siendo

AH,= AH(T") + AC, (T-T") 4.31)
AH, = AH (Tm) + AC, ,(T-Tm)

donde T" es una temperatura de referencia, AC, 4 la capacidad calorifica de disociacién

y AC, y es la capacidad calorifica de desplegamiento de la proteina sin ligando.

Finalmente la variacién de la capacidad calorifica <AC,> con la temperatura

serd, tal como definimos anteriormente

<AC > = [9<SAH> 4.32)
’ aT |,
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5.1 DESPLEGAMIENTO TERMICO DE $-LACTOGLOBULINA B.

El desplegamiento térmico de B-Lactoglobulina ha sido bastante estudiado en afios
anteriores mediante técnicas dpticas (Ananthanarayanan et al., 1977, Harwaldar, 1980b) y
DSC (Lapanje y Poklar, 1989, Harwaldar, 1980a), en todo momento el desplegamiento a pH
dcido ha sido tratado como un proceso reversible de dos estados. S6lo en algin caso se
apunta que, dependiendo de la temperatura que se alcanza y el tiempo de permanencia en
ella, el proceso puede hacerse irreversible. Hay que indicar, no obstante, que la gran mayorfa
de estos estudios se realizaron con instrumentos no muy sensibles que requerfan elevadas

concentraciones de muestra (> 10 mg/ml) con una limitada fiabilidad en la medida.

En esta memoria realizaremos un estudio del desplegamiento de la variante genética
B-Lg B mediante DSC de alta sensibilidad, para evitar las limitaciones de la DSC

convencional, verificando en su caso, el cardcter dos estados para la desnaturalizacién a pH
4cido.

Por otro lado, y dado el cardcter hidrofébico que preserita esta protefna, llevaremos
a cabo experimentos en presencia de un agente desnaturalizantes, como el cloruro de
guanidina, para poder obtener la denominada desnaturalizacién "por frio". Una vez detectada
mediante DSC la presencia de una segunda endoterma a bajas temperaturas, confirmaremos

mediante CD la existencia de la misma.
5.1.1 Desplegamiento térmico de $-Lactoglobulina a pH 4cido.

Se realizaron experimentos de calorimetria a pH 4cido en el intervalo 15 a3.0en
tampon fosfato 20 mM, para la variante genética B-Lactoglobulina B (8-Lg B). La
desnaturalizacién térmica a todos los valores de pH estudiado, es reversible como se observa
al realizar un segundo barrido de la muestra sin sacarla de la célula calorimétrica (Figura
5.1.1-1) y no existe efecto de la velocidad de barrido sobre la posicién del pico de las

transiciones calorimétricas. Por lo tanto el desplegamiento en estas condiciones transcurre

B-Lactoglobulina B
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en el equilibrio.
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Figura 5.1.1-1: Registros experimentales de DSC. (1) Linea base instrumental con
Josfato 20 mM, pH 1.5. Incluye un calibrado eléctrico de 25 uW (2) Primer barrido de la
muestra (3-Lg B en fosfato 20 mM, pH 1.5 y concentracién de muestra 6.4 mg/ml. (3)

Segundo barrido con la misma muestra. Todos los registros se han obtenido a una velocidad
de 2.0 K/min.

Los pardmetros termodindmicos obtenidos del andlisis de las transiciones se recogen
en la Tabla 5.1.1-1. Como se observa claramente en la misma, conforme aumenta el pH,
aumenta AH y la Tm, y por tanto la estabilidad de la proteina. La relacién de la entalpia
calorimétrica a la de van’t Hoff (r) calculada para el modelo de dos estados monomolecular,
en todos los casos es pr6xima o igual a la unidad (Tabla 5.1.1-I). No existe efecto de
concentracién sobre las transiciones calorimétricas, lo cual indica que el proceso que tiene

lugar es monomolecular, hecho confirmado por ultracentrifugacién analftica y por el valor

B-Lactoglobulina B
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de r que es préximo a la unidad y no menor como ocurre en procesos de asociacién

molecular. En la Tabla siguiente se recogen los valores medios obtenidos para cada uno de

los pH:
pH Tm (°C) AH(kJ/mol) ACp(kJ/Kmol)
1.5 76.3 368 15.0
2.0 79.5 395 12.5
2.5 84.7 ' 402 14.5
3.0 87.8 411 9.7

En la Figura 5.1.1-2 se representa la capacidad calorifica molar parcial para la

proteina a diferentes valores de pH, calculada a partir de la ecuaci6n:

V, (D _A Cp® (D
VD m D

C,,M=C, (D

en la que C ,, y C,, son las capacidades calorificas de la proteina y del solvente
respectivamente, V, y V, los voliimenes molares parciales de protefna y solvente, AC,,"’ es -
la diferencia de capacidad calorifica entre la célula que contiene la muestra y la _éélula que
contiene la proteina, y finalmente m, es la cantidad de proteina en la célula calorimétrica
(Privalov y Potekhin, 1986). El volumen molar parcial utilizado es de 0.73 mL/mg (valor
medio para proteinas globulares compactas) (Privalov y Kechinashvili, 1974).

La capacidad calorifica especifica parcial de la proteina a 20 °C es (1.54+0.2) VK g,
calculada a partir del tramo inicial de las transiciones calorimétricas, que concuerda con los
valores dados en la bibliograffa para protefnas globulares (1.3+0.2) J/K g (Privalov y
Khechinashvili, 1974). La variacién de la capacidad calorifica del estado nativo, C,(N), es
una funcidn lineal de la temperatura con pendiente 6.7 103 J/K? g mientras que el valor

B-Lactoglobulina B
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TABLA 5.1.1-I
Pardmetros termodindmicos de la desnaturalizacion térmica de la variante
genética B a diferentes concentraciones y pH en tampén fosfato 20mM, velocidad
de barrido 2 K/min.

pH C Tm AH AH™ r AC,
mg/m) (°C)  (J/mo)  (kJ/mol) (kJ/K mol)
3.65 765 374 380 0.98 15
1.5 6.40 762 366 368 0.99 13
675  76.1 364 375 0.97 16
400  79.9 404 397 1.02 12
2.0 522 79.8 395 395 1.00 13
525 793 388 403 0.96 12
10.24 792 394 410 0.96 13*
2.5 7.00 849 400 397 1.01 14
7.50  84.6 405 406 1.00 15
4.18  88.2 394 380 1.04 9.5
4.85  871.4 389 419 0.93 6.3
3.0 435 880 425 378 1.13 10
522 88.0 417 416 0.99 8.5 .
574 818 433 408 1.06 12
8.10  87.6 410 414 1.01 12

* Experimentos realizados a una velocidad de barrido de 1 K/min.

B-Lactoglobulina B



RESULTADOS Y DISCUSION ' 109

100 T ) T
23
- 1
S 80}
g
N
s
5 60 |
A
Oﬂn
WV 40 |
20 1 L i
35 70 105

T(°C)

Figura 5.1.1-2: Capacidad calorifica molar parcial de la variante genética B en
Josfato 20 mM, velocidad de barrido 2 K/min, a diferentes valores de pH: (1) 1.5; (2) 2.0;
(3) 2.5; y (4) 3.0.

medio para protefnas globulares es de (7.5+2) J/K? g (Privalov et al, 1989). A la vista de
estos resultados, se puede concluir, en principio, que el comportamiento de 8-Lg B antes de

la transicién calorimétrica es similar al de otras protefnas globulares.

La variacidén de la entalpia calorimétrica con la temperatura (Figura 5.1.1-3), es una
funcién no es lineal de la misma. La pendiente a una temperatura dada corresponde al

incremento de la capacidad calorifica. Esto significa que el cambio de capacidad calorifica

B-Lactoglobulina B
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de desplegamiento de la proteina es también una funcién dependiente de la temperatura, la

420 T T
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Figura 5.1.1-3: Dependencia de la entalpfa de desnaturalizacién en funcién de la
temperatura. Los clrculos representan los datos experimentales para los diferentes valores
de pH indicados. La linea representa la regresion lineal a un polinomio de segundo grado.

cual decrece conforme aumenta ésta. Esta variacién de C, ha sido descrita para otras
protefnas (Privalov et al., 1990; Privalov et al., 1992). Sin embargo, la curvatura que
muestra la entalpia de desplegamiento con la temperatura es muy pronunciada, teniendo en
cuenta el intervalo tan estrecho de temperatura. En la Figura 5.1.1-3 se ha realizado un
ajuste a una funcién cuadrdtica a modo de ejemplo, pero, cualquier otra funcién podria
ajustar los datos satisfactoriamente. Por otro lado, hemos de hacer notar, que los valores de
entalpia encontrado para esta proteina son bajos comparados con otras proteinas de tamafio
parecido. Asi, Mioglobina (17.9 Kda) tiene una entalpia de desplegamiento a una temperatura
de 90 °C de 4.2 kI/K (mol de residuo) (Privalov y Kechinasvili, 1974), mientra que 8-Lg
B a esa misma temperatura es sélo de 2.5 kJ/K (mol de residuo). Claramente este valor de

entalia es muy bajo, por lo que debe existir algiin proceso concomitante con el proceso de

B-Lactoglobulina B
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desplegamiento que origine esta disminucién en el valor de AH.

El mimero de protones que se liberan en el desplegamiento de 1a proteina, puede ser
calculado a partir de la variacién de la temperatura de transicién (Tm) con el pH (Privalov

et al., 1969), segiin la ecuacién:

. A H* (Tm) dTm
! 2.303RTm?> dpH

Para el caso de B-Lg B a una temperatura media de 83 °C, el valor obtenido fue de 1.3+0.2,
que de acuerdo con March et al. (1982), el grupo titulado en este rango de pH es el grupo
carboxilo-terminal. El efecto de la ionizacién de ese grupo estd compensada por los efectos
de ionizacién del tampén utilizado (Privalov y Pothekin, 1986; Privalov et al., 1986).
Ademds, los tampones utilizados en los experimentos tienen entalpias de ionizacién cercanas
a cero. Esto significa que la medida experimental de la entalpia corresponde tinicamente a

la entalpia de la transicién conformacional y no incluye efectos de ionizacién.

En una primera aproximacién, las transiciones calorimétricas se ajustaron al modelo
mis sencillo posible, es decir, se ajustaron al modelo de equilibrio de dos estados, ya que
el proceso de desplegamiento es reversible, r es préximo a la unidad y no existe efecto de
concentracion sobre las transiciones calorimétricas, siendo un proceso monomolecular como
se ha propuesto y aceptado en la bibliografia (Anantharayanan et al, 1977; Harwalkar, 1980a;
Lapanje y Poklar, 1989; Griko y Privalov, 1992). Los ajustes al modelo se representan en
la Figura 5.1.1-4, donde se puede observar que son relativamente buenos, aunque existen
desviaciones a bajas y altas temperaturas. En la Tabla siguiente se recogen los pardmetros

obtenidos de tales ajustes, que concuerdan muy bien con los experimentales:

pH C(mg/ml) Tm(°C) AH(kJ/mol)
1.5 6.40 76.5 365
2.0 5.22 80.1 391
2.5 7.50 84.5 402
3.0 5.74 87.8 418
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Figura 5.1.1-4: Capacidad calorifica de exceso de B-Lg B en fosfato 20 mM a
diferentes valores de pH: A, 1.5; B, 2.0; C, 2.5; D, 3.0. Grdfica superior: representacién
tridimensional de las curvas ajustadas al modelo de dos estados. Grdfica inferior: datos
experimentales (curvas de puntos) y curvas tedricas ajustadas al modelo de dos estados
(curvas de trazo continuo).
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Un hecho significativo que se observa en la Tabla 5.1.1-1 es la variaci6én del ACp con
el pH, lo cual es contrario a lo descrito en bibliografia (Privalov y Kechinashvili, 1974).
Ademds, su valor es muy elevado comparado con otras proteinas globulares (0.16 cal/K g
para mioglobina y 0.19 cal/K g para 8-Lg B) y con la entalpia calorimétrica del proceso, que
como indicamos anteriormente es muy pequefia para una proteina del tamafio de 8-Lg y de
su compacidad. Por otro lado, de la representacion de AH frente a Tm, se obtiene de la
regresion lineal a la misma, una pendiente de 4 kJ/K mol, valor mucho més bajo que el que
se obtiene del andlisis de las transiciones calorimétricas. B-Lg es una protefna muy
hidrof6bica, semejante a mioglobina, pero el AC, determinado de las transiciones
calorimétricas es demasiado elevado para ser justificado sélo teniendo en cuenta su cardcter
hidrofébico. De tal manera que, si se realiza una simulacién con los pardmetros de la Tabla
anterior, segiin el modelo de equilibrio de dos estados (Figura 5.1.1-5) se observa la
aparicion de un segundo pico a menor temperatura correspondiente a la denominada

desnaturalizacién "fria".

Este segundo pico, apareceria a temperaturas superiores a los 20°C, temperatura
accesible calorimétricamente, sin embargo como se observa en la Figura 5.1.1-2 no estd
presente en los experimentos realizados a los diferentes valores de pH. Esto indica, que los
valores de entalpia y de AC, no son correctos, y que tanto la entalpfa del preceso de
desplegamiento como este iltimo valor estan afectado por otro proceso que tiene lugar a altas

temperaturas como ya apuntamos anteriormente.
Es posible a partir de la estructura tridimensional de la proteina, calcular los

pardmetros termodindmicos de su desplegamiento (Murphy et al, 1992), mediante el cdlculo

de las superficies accesibles polares (A,,) y apolares (A,,) segiin las siguientes ecuaciones:
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Figura 5.1.1-5: Curva de capacidad calorffica simulada con los pdr&metros de
desplegamiento de B-Lg B a pH 1.5, segiin el modelo de equilibrio de dos estados.

Ac,p=(0.45£0.002)calK (mol-A?)™ AA,+(-0.26:0.003)cal K-'(mol-A2)™ AA,,
AH=(34.3:1)cal(mol-A%™ AA,+AC(T-100°C)

AS=(4.3+0.1)cal K'(mol-A? IN +AC,Ln(1]112°C)

donde AA,, y AA,, son el incremento en superficies internas polares y apolares. Para el caso
de 8-Lg B el calculo de las mismas se realiz6 con los programas ACCES y JUMRSF en el
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laboratorio de E. Freire (Baltimoré, U.S.A.), obteniéndose los valores de 6329.8 (mol-A%)"
y 8695.6 (mol-A?)" respectivamente.

Los valores obtenidos para esta proteina segiin las ecuaciones anteriores fueron: ACp

de 9 kJ/K mol y los valores del AH a cada pH se recogen en la siguiente Tabla:

pH Tm (°C) AH (kJ/Kmol)
1.5 76.5 685
2.0 80.1 719
2.5 84.5 761
3.0 87.8 792

Si se compara esta Tabla con los datos experimentales, se aprecia claramente como el valor
de AC, es menor que el encontrado experimentalmente y como los valores de AH son sin
embargo superiores a los mismos. Confirmando lo anteriormente dicho, aunque hay que tener

encuenta que estos valores son meramente orientativos.

Todo lo expuesto anteriormente, nos lleva a 1a conclusién que el desplegamiento de
esta protefna es mucho mds complicado que el "todo o nada” del modelo de equilibrio de dos
estados. Dado que el comportamiento a bajas temperaturas es aparentemente coherente con
el de otras proteinas globulares, debe existir un proceso a altas temperaturas que estd
ocasionando la desviacién del desplegamiento de la proteina del modelo de equilibrio de dos
estados.

Se llevaron a cabo una serie de experimentos para intentar conocer la naturaleza del
proceso que ocurre a altas temperaturas. Cuando la protefna se calienta s6lo hasta 97 °C, se
enfria y se vuelva a calentar, el proceso es reversible; sin embargo, cuando el calentamiento
se realiza hasta 120 °C el proceso es irreversible (Figura 5.1.1-6).
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Figura 5.1.1-6: Registros experimentales de DSC. (1) Linea base instrumental
obtenida con tampon fosfato 20 mM, pH 1.5. Contiene un calibrado de 25 uW; (2) primer
barrido con la muestra de 8-Lg B en fosfato 20 mM, pH 1.5, hasta 87 °C; (3) segundo
barrido con la muestra hasta 120 °C; (4) tercer barrido con la misma muestra."

Este proceso irreversible debe de estar controlado cinéticamente. En la Figura 5.1.1-
7, se muestra el efecto de la velocidad de barrido sobre el desplegamiento de 8-Lg B a pH
3.0. Si bien, no existe efecto apreciable sobre el mdximo de la transicién (como se indicé
anteriormente), si se observa como la pendiente de la misma a altas temperaturas se va

haciendo cada vez mayor. Esto, en principio, indicaria que existe un proceso irreversible,

B-Lactoglobulina B



RESULTADOS Y DISCUSION 117

(kJ/K mol)

<C_>
P

1 1 ) —

20 40 60 80 100 120

T (°C)

Figura 5.1.1-7: Capacidad calorffica molar parcial de 3-Lg B en fosfato 20 mM, pH
3.0, concentracion 5.88 mg/ml y diferentes velocidades de barrido: A, 2 K/min.; B, 1 K/min
y C, 0.5 K/min.
y por tanto controlado cinéticamente, de cardcter exotérmico a altas temperaturas que

afectarfa al desplegamiento de la protefna.

Experimentos de electroforesis en SDS (Figura 5.1.1-8) y de ultracentrifugacién
analitica de la protefna calentada a diferentes temperaturas, muestran como al subir por
encima de los 100 °C, tiene lugar la aparicién de péptidos de menor peso molecular, tanto
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miés cuanto mayor es la temperatura a la cual se calienta la proteina. Posiblemente a estas
temperaturas se produce una hidrélisis dcida de la proteina. Sin embargo, esto no justifica

desde un punto de vista energético la pendiente negativa de las transiciones calorimétricas.

VATIVA 90°C loac ioc WOC 1§C RC 13§C

2

R

Figura 5.1.1-8: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS de $-Lg B
calentada a diferentes temperaturas.

Un modelo posible de andlisis de estas transiciones podria ser el modelo de Lumry-

Ewring:
N——U——F

segin el cual a parte del proceso de equilibrio tipo dos estados, tendriamos un proceso
irreversible desde el estado U al estado final F. Este modelo se habia aplicado hasta el
momento, suponiendo una entalpia para la etapa irreversible despreciable. Sin embargo,
hemos ampliado el desarrollo matemdtico, considerando la existencia de un efecto térmico
en de la etapa irreversible. De tal manera que la entalpfa de exceso, del proceso global
vendrd dada por:
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<AH> =X, AH, + X, (AHp + AH,) (5.1.1-1)

y teniendo en cuenta que Xy+Xy+Xp=1, nos queda

<AH>=AH,(1-X) +X AH, (5.1.1-2)

La capacidad calorifica de exceso serd por tanto:

<AC%> = - AH i{“_’ +AH i& (5.1.1-3)
? vT

y teniendo en cuenta la variacién de las fraciones molares con la temperatura segun las

ecuaciones 4.4-7 y 4.4-8, finalmente se obtine:

*

<AC;‘> =

KAH, k _ AH, +AH,1 k. K
(1+K?\V RTSUBP2 vV (1+K)

T B
X -lf keX a1
2R

(5.1.1-4)

Recientemente este mismo desarrollo ha sido aplicado al caso de la proteina Azorin
(Milardi et al., 1994).

Simulaciones realizadas segiin este modelo (ecuaciones desarrolladas en el apartado
4.4), suponiendo una entalpia negativa para el proceso irreversible distinta de cero, dado que
nuestras transiciones calorimétricas presentan pendientes de salida negativas que corresponden
a un proceso exotérmico, se muestran en la Figura 5.1.1-9. En esta Figura se puede apreciar,
como conforme disminuye la velocidad de barrido, es posible observar la exoterma a altas
temperaturas dentro del intervalo accesible calorimétricamente y por otro lado como la
velocidad de barrido no afectarfa a la posicién del maximo de la transicién, como ocurre en

nuestras condiciones experimentales.
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A raiz de las simulaciones anteriormente descritas, se realizaron experimentos en
aquellas condiciones donde se obtuviera la menor temperatura de transicién y a la velocidad
de barrido mds baja posible. En la Figura 5.1.1-10 se recoge un experimento de 8-Lg B a
pH 1.5 y velocidad de barrido 0.25 K/min. Es evidente en este experimento, la aparicion de
una exoterma a altas temperaturas, que sin embargo, no puede ser obtenida en su totalidad.
Dicha traza calorimétrica no es ajustable por el modelo anteriormente expuesto, 1o que nos
lleva a concluir que el proceso que ocurre a altas temperaturas, posiblemente sea mucho mis
complejo y conlleve procesos de agregacién o alteraciones intramoleculares como ya
proponian otros autores en la bibliografia (Harwalkar et al., 1980a; Lapanje y Poklar, 1989)
y como se comprobé mediante electroforesis, la presencia de péptidos conforme se

aumentaba la temperatura (Figura 5.1.1-8)

No obstante, y dado que no conseguimos observar la exoterma en su totalidad, nos
planteamos realizar experimentos a pH alcalino, en donde segin la bibliografia, la proteina
es menos estable (Casal et al., 1988), y de esta manera poder bajar la temperatura del

maximo de la transicién y también desplazar a su vez la exoterma a bajas temperaturas.
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: Figura 5.1.1-9: Perfiles de capacidad calorifica para B-Lg a pH 2.25, simuladas
suponiendo el modelo’ N U — F con los pardmetros siguientes: entalpfa de
desplegamiento (AH,) = 405 kI/K mol, Tm = 83 °C, C,¥ = 0.1 kJ/K* mol (T-300K), C,°
= 12 kJ/K mol - 0.5 kJ/ K* mol (T-350K), energia de activacién (E) = 90 kl/mol, constante
de velociada (k) a 445 K = 1y entalpla de la etapa irreversible (AH) = -300 kJ/mol.
Velocidades de barrido,; A, 0.1 K/min; B, 0.5 K/min; C, 1 K/miny D, 2 K/min. La linea de
puntos corresponde a la méxima temperatura alcanzada experimentalmente.
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Figura 5.1.1-10: Capacidad calorifica de B-Lg B en fosfato 20 mM, pH 1.5 y
velocidad de barrido 0.25 K/min.

En la Figura 5.1.1-11 A, se muestra un experimento de B-Lg B a diferentes
velocidades de barrido y en la misma Figura la grifica B a diferentes concentraciones de
proteinas. El proceso que ocurre a altas temperaturas, a rafz de los resultados, estd afectado
tanto por la velocidad de barrido como por la concentracién de muestra. El proceso

irreversible, no es monomolecular y por lo tanto abordar su andlisis es sumamente

complicado.
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Figura 5.1.1-12: Grdfica A: capacidad calor{fica de 8-Lg B en tampén CAPS 20 mM,
PH 11.0y a diferentes velocidades, (1) 2.0 K/min, (2) 1.0 K/min y (3) 0.5 K/min. Grdfica
B: capacidad calorifica de la proteina en tampén CAPS 20mM, pH 11.0 a diferentes

concentraciones de muestra; (1) 8.75 mg/ml, (2) 5.13 mg/ml, (3) 4.58 mg/ml, (4) 2.79
mg/mi. '
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Resumiendo lo anteriormente expuesto, el desplegamiento de la proteina 8-Lg B a pH
4cido y baja fuerza i6nica, est4 constituido por una etapa reversible a temperaturas inferiores
a los 90°C seguida por una etapa irreversible compleja a temperaturas superiores en donde
se pueden apreciar procesos de hidrélisis dcida, como se ha puesto de manifiesto por
electroforesis y experimentos de ultracentrifugacién analitica, asi como posibles agregaciones
de la proteina. El proceso irreversible afecta la transicién calorimétrica disminuyendo la
entalpia, siendo esta muy baja para proteinas del peso molecular de 8-Lg y su compacidad.

Asimismo, la distorsién causada impide la buena determiancién del AC, de desplegamiento.

En experimentos de FTIR, realizados por el Dr. Antonio Cardenete en nuestro
Departamento con la proteina 8-Lg B, se observa la disminucién de estructura secuandaria
con la temperatura y posterior aumento de estructura 3 conforme ésta sigue aumentando,
indicando la presencia de un estado parcialmente plegado a altas temperaturas. Si tenemos
en cuenta la estructura de la proteina, presenta un puente disulfuro en su interior entre los
aminodcidos 119 y 66 que parece mantener un corazén muy compacto constituido por
ldminas 8. Este corazén compacto podria ser el responsable de que la proteina no se

desplegara completamente dando lugar a las sefiales observadas tanto por FTIR.

5.1.2. Desplegamiento térmico de $-Lactoglobulina B en presencia de cloruro de
guanidina.

La‘protefna B-Lg presenta un marcado cardcter hidrofébico como anteriormente se
indicd, es por lo tanto una buena candidata para observar experimentalmente la denominada
desnaturalizacién "por frio" en presencia de un agente desnaturalizante. En nuestro caso se
ha utilizado el cloruro de guanidina (GuHCI) que presenta la ventaja frente la urea de una

mayor estabilidad térmica dado el elevado valor de Tm para 8-Lg.

Los experimentos en presencia de diferentes concentraciones de GuHCI se realizaron
todos a pH 3.0 en tamp6n fosfato 20 mM y a velocidad de barrido de 0.5 K/min. Dado que

los procesos a bajas temperaturas son 16gicamente més lentos, es necesario trabajar a menor
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velocidad de barrido para que el sistema se encuentre en todo momento en equilibrio. Las
concentraciones de GuHCI utilizadas fueron siempre mayores a 1.5 M, debido a que por

debajo de esta concentracion se observd agregacién de la proteina a altas temperaturas.

En la Figura 5.1.2-1 se recogen las curvas calorimétricas correspondientes a
diferentes concentraciones de GuHCl. Como se observa en la Figura, sélo a concentraciones
superiores a 2.5 M en el agente desnaturalizante, se observa la aparicién de una segunda
endoterma a bajas temperaturas correspondiente a la llamada desnaturalizacién "por frio".
Este término ampliamente utilizado en la Bibliografia, es en esta caso erréneo dado que, tal
como se realiza el experimento de DSC, se trata realmente de un proceso de renaturalizacién,
ya que a bajas temperaturas la proteina se encuentra desnaturalizada y al ir aumentando la
temperatura la proteina se renaturaliza. Serfa al enfriar la muestra suficientemente cuando

se observaria la exoterma correspondiente a la desnaturalizacién "por frio".

Los parametros termodindmicos obtenidos del andlisis de estas curvas se muestran el

la siguiente Tabla:

C C Tm Tf AH
™M (mg/ml) (°C) (°O) (kJ/mol)
1.60 5.19 71.3 —_— 295
2.50 4.05 67.7 — 248
3.00 7.90 62.0 13.0 193
3.25 8.40 55.5 18.9 146
3.50 4.95 53.0 20.5 134

C’ es la concentracién molar de cloruro de guanidina y Tf la temperatura de

desnaturalizacién "por frio", cuyo valor de entalpia no se ha podido determinar con

precision.
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Figura 5.1.2-1: Registros experimentales de DSC para 8-Lg B en fosfato 20 mM, pH
3.0y diferentes concentraciones (M) de GuHCI. La posicién de cada registro en la grdfica
se ha desplazado verticalmente a efectos de claridad en la presentacion.

Tanto en la tabla anterior como en la Figura 5.1.2-1, se observa como al aumentar
la concentracién de cloruro de guanidina, como es légico, tanto la Tm como la AH
disminuyen a la vez que Tf se desplaza a temperaturas mayores. Las transiciones con
concentraciones superiores a 3 M en GuHCI, muestran una segunda endoterma a bajas
temperaturas la cual debe corresponder al plegamiento de la proteina desnaturalizada a bajas

temperaturas como anteriormente dijimos. El proceso de plegamiento-desplegamiento a baja
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y alta temperatura es totalmente reversible.

Nuestros datos experimentales para la endoterma de alta temperatura no se ajustan al
modelo de equilibrio de dos estados, obteniéndose unos valores de r=0.5 aproximadamente,
lo cual indica la posibilidad de cooperatividad intermolecular. Este valor de r es algo
inesperado en principio, dado que la presencia de cloruro de guanidina tiende a disociar los
posibles agregados de proteina que se puedan encontrar presentes. Es interesante destacar que
Pace y Tanford (1968) indican que a bajas concentraciones de este agente desnaturalizante
la transicién tampoco es de dos estados. En nuestro caso, parece que la presencia de GuHCl
favorece algiin tipo de asociacién molecular. De hecho, hemos encontrado turbidez en las
muestras calentadas para concentraciones de aproximadamente 1 M en GuHCI. Por otra
parte, el AC, medio obtenido de las trazas des de 8+2 kJ/K mol, un valor que coincide
dentro del error experimental con el obtenido de la pendiente de la representacién de AH vs.
Tm (Figura 5.1.2-2), que es de 6.9+0.2 kJ/K mol. Estos valores coinciden a su vez con el
encontrado por Pace y Tanfor (1986), 8.8 kJ/K mol. Estos autores apuntaron de manera
implicita la posibilidad de desnaturalizacién "por frio" al proponer no sélo un cambio de
signo del AH sino del propio AC, con la temperatura. El valor de AC, es andlogo al que
realmente existiria para 8-Lg en ausencia de cloruro de guanidina, lo que estd de acuerdo con
lo expuesto por Privalov y colaboradores (Privalov et al., 1986; Privalov, 1990). Hay que
insistir aquf, que evidencia experimental de desnaturalizacién "por frio" se ha obtenido sélo
recientemente y para muy pocas proteinas (Privalov, 1990; Privalov et al., 1986; Griko et
al., 1988; Chen y Shelman, 1989; Franks y Hatley, 1992).

Griko y Privalov (1992) han realizado un estudio de la desnaturalizaci6én de la variante
genética A a pH 2.0 en presencia de diferentes concentraciones de urea. Estos autores
encuentran que la desnaturalizacién "por frio" no se ajusta al modelo de dos estados y sf lo
hace la desnaturalizacién a altas temperaturas, siendo por otro lado el AC, para la primera
superior que para la segunda. Esto significarfa que, de acuerdo con los resultados de estos
autores, se obtienen estados desnaturalizados diferentes a baja y alta temperatura, estando

aparentemente el estado a altas temperaturas parcialmente plegado.
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Figura 5.1.2-2: Entalpla de desnaturalizaciéon de B-Lg B en fosfato 20 mM, pH 3.0, en
Juncion de la temperatura. Los cfrculos representan los datos experimentales para diferentes

concentraciones de GuHCI. La linea corresponde a la regresion lineal de AH vs. T, con una
pendiente de 6.9+0.2 kl/K mol.

Aparte de los estudios de DSC, otras técnicas estructurales como CD 6 RMN han sido
también utilizados para confirma la desnaturalizacién de proteinas a bajas temperaturas en
condiciones apropiadas (Privalov et al., 1986; Griko et al., 1988; Chen y Shellman, 1989).
En esta memoria se han llevado a cabo experimentos de CD con 8-Lg B a pH 3.0 con 3.5

M de GuHCI, en la regi6n de temperatura donde la proteina parece estar en estado plegado,
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asi como desplegado tanto a bajas como a altas temperaturas, y también experimentos en
ausencia de agente desnaturalizante.

En la Figura 5.1.2-3 grdfica A se recoge el espectro de CD en la regién del
ultravioleta cercano para 8-Lg B a pH 3.0 en tampén fosfato 20 mM, tanto en presencia
(GuHCl 3.5 M) como en ausencia de GuHCI! a una temperatura de 33 °C. En la gréifica B
se muestra el espectro en la regién ultravioleta lejano. En la regién del ultravioleta cercano
se observan principalmente los cambios en estructura terciaria, mientras que en la regién del
ultravioleta lejano los cambios en estructura secundaria de la macromolécula. La presencia
del agente desnaturalizante tiene un efecto minimo sobre la estructura terciaria y secundaria

de la proteina como se observa en la Figura.

En la Figura 5.1.2-4 se recogen respectivamente en las grificas A y B, los espectros
de CD en la region del ultravioleta cercano y lejano para la proteina a pH 3.0 en fosfato 20
mM y en presencia de 3.5 M de GuHCI a diferentes temperaturas. Como se observa en
ambas gréficas el aumento o descenso de la temperatura conduce a cambios conformacionales
en la proteina que son detectados por esta técnica. A la temperatura de -5 °C la proteina se i
encuentra préicticamente desplegada; sin embargo, a 88 °C queda estructura secundaria l

residual, mientras que la terciaria en ambos casos parece haber desaparecido completamente.

De esta forma los espectros de CD no s6lo han confirmado la desnaturalizacién “por
frio" detectada por DSC, sino que también, muestran que los estados de desnaturalizacién
alcanzados a bajas y altas temperaturas tienen diferentes espectros de CD en el ultravioleta
lejano, y por lo tanto distintas estructuras secundarias, lo que concuerda con los resultados
obtenidos por Griko y Privalov (1992). El hecho de que los dos procesos de conduzcan a
diferentes estados desplegados de la proteina difiere de los encontrado en los pocos casos

estudiados hasta ahora para otras proteinas.
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Figura 5.1.2-3: Grdfica A: espectro de dicroismo circular en el ultravioleta cercano
para B-Lg B a 33 °C en fosfato 20 mM, pH 3.0. Grdfica B: expectro de dicroismo circular
en el ultravioleta lejano para la misma proteina. (1) en ausencia de GuHCI, (2) en presencia
de GuHCIl 3.5 M.
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Figura 5.1.2-4 Grdfica A: espectro de CD en el ultravioleta cercano de 3-Lg B en
Josfato 20 mM, pH 3.0y 3.5 M de GuHCI a diferentes temperaturas. Grdfica B: espectro de
Cd en el ultravioleta lejano para la misma muestra a diferentes temperaturas. (1) 33 °C, (2)
88 °Cy (3) -5 °C.
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5.2 DESPLEGAMIENTO TERMICO DEL FRAGMENTO DE TERMOLISINA 205-213
A pH ACIDO.

El estudio con compuestos modelos es una forma légica de racionalizar aspectos
estructurales, mecénicos y energéticos del plegamiento de proteinas. Estos péptidos modelos
son de particular interés cuando corresponden a regiones aisladas de proteinas capaces de
plegarse en solucidn. Proteinas por encima de cierto tamaiio (cerca de 100 animodcidos) estdn
compuestas de dominios plegados. El estudio termodindmico de estas unidades cooperativas
puede ser de gran utilidad para caracterizar la energética de estados primarios del
plegamiento de proteinas y la posible asociacién de estas unidades en solucién cuando son

aisladas del resto de la protefna.

En esta memoria hemos realizado un estudio del desplegamiento térmico del
fragmento carboxi-terminal de termolisina 205-316 (TLN 205-316) en el intervalo de pH 2.5
a 5.0 mediante calorimetria diferencial de barrido. Todos los experimentos se realizaron a
fuerza i6nica constante de 0.13 M mediante la adicién de las concentraciones apropiadas de
NaCl para compensar los efectos de ionizacién de los tampones empleados. En el intervalo
de pH 2.5 a 3.0 se utiliz6 tampén glicina 20 mM, a pH 3.5 formiato sédico 20 mM y para
pH 4.0 y 5.0 acetato sédico 20 mM. El desplegamiento térmico bajo estas condiciones es -
reversible como podemos observar en la Figura 5.2-1 donde se muestran barridos -originales
de DSC del fragmento a pH 3.5. La insensibilidad de los valores de Tm que se ha
encontrado a la variacién de la velocidad de barrido (2.9, 1.0 y 0.5 K/min), confirman que
la transicién transcurre en equilibrio. Por tanto, se puede concluir que el fragmento TLN
205-316 muestra un desplegamiento térmico reversible, como también se ha descrito en la
bibliograffa para TLN 206-316 (Vita y Fontana, 1982). -

En la Figura 5.2-2 se representa la capacidad calorifica molar parcial del fragmento
calculada segiin Privalov y Potekhin (1986), tomando como volumen especifico parcial 0.73
ml/g, obtenido de la secuencia de aminodcidos, para diferentes valores de pH (Makhatadze
et al.,1990). Una vez substraida la linea base instrumental y corregidos los termogramas para
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Figura 5.2-1: Registros experimentales de DSC del fragmento de TLN 205-316 en
Jormiato sédico 20 mM, pH 3.5 y concentracion de muestra 1.7 mg/ml. En trazo continuo
se muestra la linea base instrumental y el primer barrido con la muestra. En trazo
discontinuo se muestra el segundo barridos con la muestra. Todos los registros se han
obtenido a una velocidad de 2.0 K/min.

el tiempo de respuesta del calorimetro (Lopez-Mayorga y Freire, 1987). Existe una pequefia
dispersion experimental (+2kJ/K mol) en la posicién absoluta de las curvas, que se ha
corregido superponiendo las trazas a la capacidad calorifica del estado desplegado calculado
a partir de la secuencia de aminoécidos del fragmento (Makhatadze y Privalov, 1990). Se
puede apreciar en la Figura 5.2-2, como existe una fuerte desestabilizacién del fragmento al

bajar el pH.
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Figura 5.2-2: Capacidad calorifica molar parcial del fragmento TLN 205-316 a
velocidad de barrido de 1 K/min a diferentes valores de pH indicados en la Figura. En trazo

punteado se muestra la capacidad calorifica del estado desplegado calculado como se indica
en el texto.

Del andlisis de las transiciones calorimétricas se obtuvieron por un lado la entalpfa
calorimétrica, AH*, del 4rea bajo el pico de DSC usando una linea base sigmoidal
(Takahashi y Sturtevant, 1981) y por otro lado la entalpia de van’t Hoff, AH'® calculada a
partir de la ecuacién AH'™ = 4RTm? C,”/AH. En todos los casos AH"™ > AH‘h;.f.indicando
que la transicién no corresponde a un proceso monomérico de dos estados, y que existen
interacciones intermoleculares en el monémero plegado. Esta conclusién también esta de
acuerdo con la asimetria observada en la forma de las transiciones observada en la Figura
5.2-2. El valor medio para r=AH*/AH* es de 0.81+0.3 para todos los experimentos. Este

valor es mayor que el 0.73 correspondiente al caso de un dimero que despliega en monémero
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como es el caso del fragmento de termolisina 255-316 (Conejero-Lara et al., 1994).

Existe un efecto de concentracién de muestra sobre las transiciones como se puede
observar en la Figura 5.2-3 y en la Tabla 5.2-I, en donde se observa el efecto de la

concentracién sobre los valores de Tm de las transiciones calorimétricas.

Conforme aumenta la concentracién de muestra, aumenta la Tm de la transicién. Este
resultado sugiere la existencia de un equilibrio de disociacién del fragmento simultdneo o
acoplado al equilibrio de desplegamiento. Un proceso de disociacién del dimero y posterior
plegamiento N, == 2U como ocurre en el caso del fragmento 255-316 (Conejero et al.,
1994) daria lugar a un efecto de la concentracién de muestra mayor que el observado en la
Figura 5.2-3.

Por tanto, el modelo mds simple de andlisis, seria el caso de un dimero que se disocia
para dar monémero y que posteriormente despliega, representado en el esquema siguiente:
N2 + 2 2N + 4 2U

Sin embargo los datos existentes en la bibliografia para el fragmento TLN 206-316, indican
que éste a 20 °C se encuentra como una especie monomérica (Vita et al., 1989). Aiin cuando
se trata de un fragmento con un resto adicional y que los experimentos realizados por estos
autores estdn realizados principalmente a pH neutro y a diferente fuerza iénica, no creemos
que justifique el diferente comportamiento entre ambos. Por ello, aunque los datos obtenidos
por DSC indican la presencia de equilibrio monémero-dimero, para aclarar la existencia de
esta asociacién, llevamos a cabo experimentos de sedimentacién en equilibrio, en el Centro
de Investigaciones Biolégicas (CSIC, Madrid) bajo la direccién del Dr. Germén Rivas, con
una ultracentrifuga XI-A.

Los experimentos de sedimentacién en el equilibrio se realizaron a pH 2.5, 4.0y 5.0, a tres
concentraciones (0.1, 0.5 y 1 mg/ml) para cada uno de los valores de pH que fueron
equilibrados a varias velocidades del rotor (20, 25 y 35 krpm) y a una temperatura de 10 °C.
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TABLA 5.2-1

Efecto de la concentracion de muestra sobre Tm para el fragmento de TLN
205-316 a diferentes valores de pH.

pH C (mg/ml) Tm (°C)
2.5 1.07 40.85
3.14 42.35
0.85 45.75
1.61 47.75
3.0 2.02 48.95
3.30 49.35
3.63 49.45
0.63 54.85
3.5 1.70 56.55
1.92 56.85
1.48 61.25
4.0 3.97 62.85
0.95 67.35
5.0 2.13 67.85
2.79 67.95
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Figura 5.2-3: Dependencia con la concentracién de los valores de Tm para el
desplegamiento térmico del fragmento TLN 205-316 a cinco valores de pH: 5.0 (0); 4.0 (v);
3.5 (v); 3.0 (@), 2.5 (O). En trazo continuo se muestra la dependencia del valor de Tm a
cada pH de acuerdo con el andlisis multidimensional de los resultados de DSC.

Después de alcanzado el equilibrio de sedimentaci6n, se realizaron barridos radiales a dos
longitudes de onda 280 y 300 nm. La masa molecular relativa, Mr, se obtuvo analizando los
datos experimentales con los programas XLAEQ y EQASSOC suministrados por la casa
Beckman (Minton, 1994). El volumen molar parcial del fragmento se obtuvo como se ha
descrito anteriormente, corregido por el efecto de temperatura (Durchschag, 1986). Los datos
experimentales a cada uno de los valores de pH se ajustaron globalmente a un modelo de
equilibrio monémero-dimero segiin la ecuacién 3.5.3-2, usando la versién ORIGIN (Hedges
et al., 1994) del algoritmo NONLIN (Johnson et al., 1981) suministrado por Beckman.

En la Tabla 5.2-II se recogen las constantes de asociacién obtenidas a 10 °C para los
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diferentes valores de pH.

TABLA 5.2-11

Dependencia con el pH de la constante de equilibrio de dimerizacién del
Jragmento TLN 205-316.

pH K,* (OD) r.m.s. (OD)t KM MY
2.0 5.3 (5.0 >5.8) 0.0095 6.2 10°
4.0 3.5 (3.3 3.7 0.0180 4.110°
5.0 3.1 (2.9-+3.3) 0.0131 3.5 10°

b) corregida a 1 cm de paso de luz. Los valores en paréntesis corresponden a un
intervalo de confianza del 95 %. '

C) Desviacion cuadrdtica media del ajuste en unidades de absorbancia.

K, es la constante de asociacién en unidades de absorbancia y K,™ 1a constante de asociacién
en molar obtenida de la primera segiin la ecuacién: |

donde e es el coeficiente de extincién molar del fragmento y 1 el paso de luz de la célula de
la centrifuga (Lewis, 1991).

De los experimentos de equilibrio de sedimentacién a pH 2.5, 4.0 y 5.0, se
obtuvieron una masa molecular relativa para el fragmento TLN 205-316 a 0.1 mg/ml de
19000-19800 Da, mucho mayor que la correspondiente a un monémero simple, 11978 Da
y cercana a el fragmento en forma dimérica 22000-24400 Da obtenida a la mayor
concentracion empleada (1 mg/ml). Este comportamiento, donde Mr incrementa
concomitantemente con la concentracién de muestra, es caracteristico de un sistema con
asociacién consigo misma de la proteina (McRorie y Voelker, 1993). El andlisis global de

todos los datos experimentales a cada pH, como hemos indicado anteriormente, corresponde
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a un modelo de equilibrio monémero-dimero. El fragmento TLN 205-316 asocia con una
afinidad moderada en el rango 10°M™ y el proceso tiene poca dependencia con el pH, lo cual
podria significar que los grupos ionizables no estin implicados en la asociacién. De las
constantes mostradas en la tabla 5.2-I se observa como al aumentar el pH la constante
disminuye, lo que implica que a pH 5.0 tendriamos menor poblacién de especie dimérica lo
que concuerda con los datos de DSC, asi en la tabla 5.2-1 se observa como el efecto de

concentracién es menor a este pH.

En este punto, parece claro por tanto, la existencia de un equilibrio monémero-dimero

y posterior desplegamiento del monémero segin el siguiente esquema:
Kp Ky
N, /= 2N: *2U

donde K, es la constante de disociacién del dimero y Ky, la constante de desplegamiento del

mondmero.

Las fracciones molares, X, de las especies presentes y las constantes de equilibrio,
para una concentracion total del fragmento dada, C, expresada por mol dé monémero pueden

ser escritas como:

2[N,] [ [l
= ; X = — ; X = — (5-2'1)
N, Ct N C, U C'
2
NP 245G . Xy (5.2-2)

D_[Nzl_ Xy, Y Xy

Por transformacion simple de estas ecuaciones obtendriamos:
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5 - KoKy +[K5(1+K3) +8C K, 1*
N~ 4C, (5.2-3)

X, =Ky, X,

Tomando como referencia el estado dimérico , N,, la capacidad calorifica de exceso
<AC,>, es una funcién con dos términos como vimos en el apartado 4.1: '
<AC,> = <AC™> + <ACH*>
donde <AC,™> es la capacidad calorifica intrinseca y <AC,™> la capacidad calorifica de

exceso total, ambas vienen dadas por las siguientes ecuaciones:

m. Xy AC
<AC,"™> = _~2_xw +(AC,, +AC, [ D)X,

o) w5

AH, y AC,, = 2(C,(N) - Cp(N,) son la entalpia y el cambio en capacidad calorifica de
disociacién y AHy y AC,y = C,(N) - C,(U) corresponde a los valores del desplegamiento,
C(N), C,(N2) y C,(U) son las capacidades calorificas molares de los estados mondémero,

(5.2-9)

<ACS> - AH, ( dx,,

> dT)+(AHU+ AH,/[2)

dimero y desplegado respectivamente expresados por mol de monémero. Para obtener la
ecuacion 5.2-4 es necesario la derivada de la ecuacién 5.2-3 respecto a la temperatura, la
cual incluye a su vez las derivadas dKy, /dT y dK/dT que varian con la temperatura segiin
la ecuacién de Kirchof:

dky o AH, dK,  AH,

eweid 4P - —D (5.2-5)
dT RT? dT RT?

Las funciones AH, AS tanto para el proceso de disociacién como de desplegamiento

varian con la temperatura segiin las siguientes ecuaciones:
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T
<AH(T)> = AH(T) + f AC/(T)dT
A (5.2-6)
ACD ar

<AS(D)> = AS(T) + [—F

TD

donde T, es una temperatura de referencia.

Finalmente la variacion de la energfa libre y las constantes de equilibrio para cada

proceso vendrian dadas por:

<AG(T)> = AH,(T) - TAS(T)

(5.2-7)
<AG(D> = AH(T) - TAS/(D)

K(T) =exp(-2<AGy(D)>/RT) (5.2-8)
K (T) =exp(- <AG D>/ RT)

Mediante estas ecuaciones ha sido posible realizar un an4lisis global de las curvas de
capacidad calorifica molar parcial del fragmento TLN 205-316 a los diferentes valores de
pH, para lo cual se han hecho las siguientes aproximaciones con el objeto de reducir el

nimero de pardmetros a ajustar:

1.- La funcién C,(U) varia con la temperatura segiin una ecuacién cuadritica sobre
los datos de capacidad calorifica calculado con los datos para la transferencia de
compuestos modelos a disolucion acuosas, suponiendo que en el estado desplegado
todos los grupos de la cadena polipeptidica estdn expuestos al disolvente, -bixblicados
para varias temperaturas (Makhatadze y Privalov, 1990) :
C,(U) 0 -8.9649 + 0.1851 T - 0.000239 T?

2.- Las funciones C,(N;) y C,(N) varian con la temperatura de forma lineal :

CMNy) = C,(Np (Tp + a (T-T,)

C,(N) = C,(N) (T)) + b (T-T)
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donde T, es una temperatura de referencia , ambas funciones estin expresadas por
mol de monémero. Ademds, se han hecho coincidir por simplicidad con la funcién
C,(U) a 140 °C, temperatura a la que los incrementos de capacidad calorifica de
desplegamiento se hacen cero (Privalov y Gill, 1988).
3.- Las funciones anteriores, no dependen del pH, por lo que serdn comunes a todas
las curvas de DSC analizadas. ‘
4.- AHp(T) y AHy(T) no dependen del pH debido a la presencia del tampén que
cancela los efectos del calor de protonacién de los grupos ionizables del polipéptido
(Privalov y Khechinashvili, 1974). Por tanto, los pardmetros de entalpias optimizados
son comunes a todas las curvas utilizadas en el ajuste global.
S.- Para cada valor de pH, habrd valores de AS, y ASy que se ajustardn
independientemente y que tienen en cuenta el efecto del pH en la estabilidad de cada
estado.
Con estas suposiciones, los pardmetros a optimizar en el ajuste global son:

- C,(Ny), C,(N), AH,, y AH;; comunes a todas las curvas

- AS}, y ASy para cada una de las curvas utilizadas en el ajuste.

Como temperatura de referencia se ha utilizado 50 °C por ser una temperatura central
en el desplegamiento. Por tanto, todos los pardmetros obtenidos del ajuste son valores a
T,=30 °C. Para cada curva hay una variable experimental que es la concentracién total de
protefna C,,' perfectamente conocida.

Obviamente cuantas més curvas se utilicen, mds informacion existe para llegar a unos
pardmetros correctos. Ademds, con el fin de restringir el nimero de pardmetros.a ajustar,
se han utilizado los valores de las constantes de equilibrio de dimerizacién (Kp) a 10°C
obtenidas de los experimentos de sedimentaci6n en el equilibrio. De esta manera se pueden

fijar los valores de AS;,.

Para realizar el ajuste multidimensional de las transiciones calorimétricas a los

diferentes valores de pH, se ha desarrollado por el Dr. Francisco Conejero-Lara, software
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especifico para realizar el mismo, basado en el algoritmo de minimizacién SIMPLEX.

El ajuste multidimensional de las curvas de DSC para cinco valores de pH diferentes
a una concentracién de proteina dada, se puede ver en la Figura 5.2-4, donde se incluyen
también las funciones lineales de C,(N) y C,(N,) obtenidas de dichos ajustes, junto con la
funcién C,(U). Los pardmetros del ajuste se muestran en la Tabla 5.2-III.

TABLA §5.2-1I1
Pardmetros termodindmicos obtenidos del ajuste multidimensional de las
curvas de capacidad calorifica molar parcial del fragmento TLN 205-316 a diferentes
valores de pH, para el modelo de equilibrio desarrollado en el texto. Los pardmetros
mostrados corresponden a una temperatura de referencia de 50°C. Entre paréntesis
se muestran los intervalos de error obtenidos para los pardmetros, expresados todos
por mol de monémero.

AH, AHy C,(\N) C.(Ny)
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/K mol) (kJ/K mol)
3.8 186 21.75 22.88
(-2.4-8.6) (183-189) (21.62-21.87) (22.81-522.95)

pH ASy (kJ/K mol)

50 0.548 (0.539—0.560)
4.0 0.561 (0.552«—0.573)
35 0.572 (0.563«—0.584)
3.0 0.588 (0.579«—0.600)
2.5 0.601 (0.591«<—0.612)

Los errores de los parametros ajustados que se muestran en la Tabla 5.2-1II se han
realizado mediante un andlisis de varianza del ajuste de acuerdo con Bevington (1969), con

el fin de obtener una estimacién de los mismos.
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Las curvas predichas por el modelo reproducen muy bien los resultados
experimentales como se puede observan en la Figura 5.2-4, asi como el efecto de la
concentracién sobre la Tm como podemos observar en la Figura 5.2-3. A pesar de la ligera
dispersién de las curvas (42 kJ/K mol) a temperaturas donde no han comenzado las
transiciones, los valores de C,(N,) y C,(N) a 50 °C tienen poco error. Esto es debido a que
estos parametros también vienen determinados por la informacion que existe en las curvas
sobre la variacién de AH;, y AHy con la temperatura. A pesar de esto, los pardmetros con
mayor error son AHy, y C,(N), que caracterizan el estado N, debido a que este estado estd
menos poblado en todo el intervalo de temperatura, por lo que, las curvas contienen menos
informacién sobre él.

El cambio en capacidad calorifica de desplegamiento tanto del monémero plegado,

C,(U) - C,(N), como del dimero plegado C,(U) - C,(N,), es positivo como es de esperar de
la exposicién de los grupos hidrofébicos enterrados al desplegarse la protefna (Ver Figura
5.2-3, Tabla 5.2-IIT), aunque con valores especificos mds bajos que para protefnas globulares
compactas (Privalov, 1979). Esto sugiere que ambas conformaciones tienen un corazén
 hidrofébico menos compacto y/o extenso en relacién con el tamafio de cada especie. Sf
comparamos estos valores de capacidad calorifica de este fragmento con los del fragmento
TLN 255-316 que es un dimero a pH 7.5 (Conejero et al., 1994), podemos observar en
primer lugar, que los cambios en capacidad calorifica molar es similar para ambos dimeros
a pesar de su diferencia en tamafio (Figura 5.2-5). En segundo lugar, si se le suma a la
funcién capacidad calorifica del fragmento TLN 255-316 los valores de C, de la cadena 205-
254 que los diferencia, asumiendo que esta cadena se encuentra desplegada y usando los
valores de C, antes mencionados calculados segiin Makhatazde y Privalov (1990), se obtiene
una traza de capacidad calorifica que coincide muy bien con la traza experimental del
fragmento TLN 205-316, tanto antes (estado plegado) como después (estado desplegado) de
la transicién térmica (Figura 5.2-5 traza discontinua). Dado que el fragmento TLN 205-316
estd mayoritariamente en forma dimérica antes de la transicion, este resultado es consistente
con un estado desordenado para la cadena polipeptidica 205-254 en el fragmento. Estudios
recientes de RMN tanto del fragmento TLN 255-316 dimérico y del dimero del fragmento
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Figura 5.2-4: Capacidad calorifica molar parcial del fragmento TLN 205-316 a los
cinco valores de pH indicados en los termogramas: con circulos se representan los datos
experimentales de DSC, con lineas continuas lo mejores ajuste a los mismos y con trazo
discontinuo las capacidades calorificas de cada uno de los estados presentes.

TLN 205-316 en solucién, confirman la similitud conformacional entre ambos (Rico et al.,

1994; comunicacién personal del Dr. Conejero-Lara y Dra. Jiménez).

El resultado mds sorprendente en nuestro andlisis, es el valor positivo encontrado para
el AC, ,. Normalmente el AC, de unidn en la interaccién de protefnas-ligandos es negativo
(Sturtevant, 1977; Wiesinger y Hinz, 1987; Ross, 1987). Este valor negativo es mayor
cuando la unién va emparejada a un plegamiento parcial o total que cuando se refiere a
asociaciones a cuerpos rigidos (Spolar y Record, 1994). Por tanto, la tnica explicacién
razonable para nuestro valor de AC,; es que la asociacién se encuentre emparejada a un

desplegamiento parcial, dado que la superficie no-polar enterrada parece ser el término
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dominante en los valores de AC, de asociacién frente al cambio en el drea de la superficie
polar (Spolar y Record, 1994). De hecho, el fragmento TLN 255-316 formado por 3 hélices
o es un dimero en solucién (Conejero et al., 1994; Vita et al., 1989), donde la interfase de
las dos subunidades, de marcado carécter hidrofébico, coinciden topolégicamente con la que
existe entre el fragmento y el resto de la proteina en la enzima intacta (Rico et al., 1994). -
Estudios preliminares a pH 4.0 y 5.0 muestran que el dimero del fragmento TLN 205-316
estd también estabilizado por la misma interaccién favorable de las 3 hélices, dejando la
primera hélice 233-246 y la parte amino-terminal de la cadena préxima a una conformacién
random (Comunicacién personal de los doctores Conejero y Jiménez). El péptido 233-246
aislado ha sido estudiado por CD y RMN y tiene una propensidad del 13-17 % de formacién
de hélice (Jiménez et al., 1993). El hecho que la superficie hidrofébica de cerca de 50
residuos est¢ completamente expuesta en el dimero plegado, seria responsable del

anteriormente mencionado bajo AC, especifico de desplegamiento.

De acuerdo con esta conformacién propuesta para el dimero, el valor negativo de

AC,p sugiere que el proceso de disociacién a pH 4cido no conlleva tinicamente una
| exposici6én adicional de la superficie hidrofébica encerrada entre los dos monémeros, sino
que debe existir algiin tipo de cambio conformacional simultdneo a la disociacién, de forma
que el balance de superficie hidrofébica expuesta al medio por causa de la disociacién sea
negativo. Una posible explicacién que explicaria el valor negativo del AC,p, serfa que el
monémero formara una estructura similar a la que tiene en la proteina intacta (Matthews et
al., 1974), por plegamiento de la cuarta hélice, lo que encerrarfa no sélo la superficie
hidrofébica de las tres hélices involucradas en la dimerizacién, sino también los grupos

hidrofébicos expuestos en el dimero en la hélice 233-246.

En un intento por demostrar lo propuesto anteriormente, se realizaron experimentos
de CD a diferentes valores de pH a 20 °C. En la Figura 5.2-6 gréifica A y B, se representa
el espectro ultravioleta cercano y lejano para el fragmento TLN 205-316. Como se puede
observar en las grdficas no se observa grandes diferencias entre los espectros a los diferentes

valores de pH. A pH 5.0 el contenido en fragmento en estado monomérico es mayor que a
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Figura 5.2-5: En trazo continuo en la zona inferior de la figura se representa la
capacidad caloriffica molar parcial del fragmento TLN 255-316 a pH 7.5 (tomado de
Conejero et al., 1994), en trazos discontinuo se muestra la suma de esta curva con la C, de
la cadena desplegada 205-254 (ver texto). Se incluyen dos curvas experimentales del
Jragmento TLN 205-316 en trazo continuo, a pH 3.0y 4.0.

PH 2.5, sin embargo, no se aprecia apenas diferencia en la regi6n del ultravioleta lejano que
nos indicara un mayor contenido en hélice a, como serfa de esperar en el caso de formacién
de la cuarta hélice. No obstante, seria necesario realizar un estudio mds exhaustivo mediante
esta técnica realizando experimentos a diferentes concentraciones de muestra a un pH dado

y a menores temperaturas donde se encuentra favorecido el estado monomérico.

La dependencia de la entalpfa y energfas de Gibbs con la temperatura de los diferentes.
estados del fragmento se representan en la Figura 5.2-7, calculados del conjunto de
pardmetros de la Tabla 5.2-III. El valor de AH de desplegamiento tanto del monémero,AH
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(N-D), como del dimero,AH(N,»D), tienen una dependencia positiva con la temperatura
como era de esperar de acuerdo con los valores positivos del AC, de desplegamiento (Figura
5.2-7 A). No obstante, AH;, decrece con la temperatura, desde valores positivos a bajas
temperaturas a valores negativos pequefios por encima de 50 °C, debido a el signo negativo
obtenido para AC, ;,. La entalpfa de desplegamiento del monémero tiende a 400 kJ/mol (3.57
kJ/ mol de resto de amino4cido) a 140 °C, mientras que el dimero tiende a 350 kJ/mol (3.12
kJ/mol de resto de aminoacido), ambos valores son claramente inferiores a los descritos para
proteinas globulares compactas, 6.25 kJ/(mol de resto de aminoédcido) (Privalov y Gill,
1988). Esto difiere con lo que ocurre para el fragmento TLN 255-316, cuyo valor de AH
exti'apolado es de 5.80 KJ/(mol de residuo), mucho mayor que los anteriores (Conejero et
al., 1994). Este resultado es de nuevo compatible con una estructura parcialmente desplegada
o desordenada para el fragmento TLN 205-316. Aunque son valores aproximados dada la
larga extrapolacién, podemos hacer una correlacién de la entalpia de desplegamiento para la
longitud de la cadena plegada en el dimero, suponiendo que es la misma que en dimero del
fragmento 255-316 (55%). El valor de AHy, a 140 °C que se obtiene es 6.9 kJ/(mol de
residuo) que corresponderia a una estructura piegada altamente compacta. Para el monémero
no se conoce la cantidad de cadena con estructura plegada, pero se puede hacer una
estimacién aproximada del 57%, dividiendo el valor : de AHy a 140 °C por el valor
encontrado para las proteinas globulares compactas. - Este porcentaje no abarcarfa la
formacién de una cuarta hélice altamente compacta contra las otras 3 hélices formando un
corazén hidrofébico bien definido, pero si apoya la idea de una estructuracién adicional del

Testo de la cadena cuando ocurre la disociacidn.

. En la Figura 5.2-7 B se muestra la variacién de AG entre los diferentes estados
implicados. El AG de desplegamiento para el monémero y el dimero alcanzan su maximo
para valores de temperatura cercano a los 0 °C. El dimero mayor AG que el monémero a

todas las temperaturas, con un minimo diferente cerca de 45 °C donde la constantes de
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Figura 5.2-6: Espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano (A) y en el
ultravioleta cercano para el fragmento de TLN 205-316 a diferentes valores de pH: 2.5 (—);
3.0 (- -); 4.0(-++); 5.0 (-----).
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disociacién es mayor. La estabilidad del monémero es muy baja, especialmente a pH bajos,
lo cual podria permitir al monémero desnaturalizar "por frio" a temperaturas cercanas a 0
°C. Dado que estas transiciones serian bastante anchas dada su baja entalpfa, podrian ser
detectadas, al menos parcialmente, por DSC en el caso de altas concentraciones de
monémero. Es evidente que este no es el caso dado el efecto estabilizador de la asociacién
del fragmento. La dependencia con ' pH de los valores de A de disociacién es muy baja y

puede ser ajustada a una linea recta de acuerdo con la siguiente ecuaci6n:

(QA_Q) =2303RTv
OpH |,

donde » es el nimero de protones tomados en la disociacién (Hinz et al., 1971). e la
pendiente de esa representacién se obtiene un valor de v = -0.1, lo cual sugiere que el

proceso tiene poco cardcter electrostitico.

En conclusién, el fmgmento TLN 205-316 sufre un proceso de desplsgzamietno
.férmico cooperativo como el fragmento TLN 255-316. La diferencia entre ambos fragmentos
viene de que este ultimo parece comportarse s6lo como dimero en - ‘¢ifa .o una
estructura globular compacta, mientras que el fragmento TLN 205-316 tieiic un equilibrio
monémero-dfmero, con una conformacién algo menos compacta. No obstante, ambos
fragmentos son claramente estabilizados por su asociacién en dimeros en solucién. El hecho
que la disociaciéon del fragmento 205-316 de lugar a unz conformacién m4s ordenada con
menos superficie no-polar expuesta al solvente contrasta con lo observado generalmente para

‘las interacciones cntre': proteinas-ligandos, proteina-proteina y proteina-ADN (Spolar y
Record, 1994). Es necesario, por tanto, llevar « - 1bo estudios estructurales adicionales para
intentar racionalizar este cambio conformacional particular que parece estar conectado con

el equilibrio de disociacién.
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Figura 5.2-7: Dependencia con la temperatura de la entalpla (A) energia de Gibbs
(B) de la disociacién del dimero (1), desplegamiento del monémero (2) y desplegamiento del
dimero (3) para el fragmento TLN 205-316. Las cinco curvas de AG del proceso de
disociacién aparecen practicamente superpuestas.
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5.3 DESPLEGAMIENTO TERMICO DELOS i)OMINIOS SH3 EN PRESENCIA
Y AUSENCIA DE LIGANDOS.

Las sefiales de transduccién que regulan el crecimiento y diferenciacién celular
estdn caracterizadas por una cascada de reconocimientos especificos proteinas-proteinas
muy importantes para su funcién. Las proteinas que intervienen en los diferentes
caminos de las sefiales de transduccién contienen una serie de dominios modulares
pequeiios que son responsables: de la mediacién especifica en la interaccién de estas

proteinas entre si. Ejemplo de éstos son los dominios SH2 y SH3.

Como indicamos anteriormente (apartado 2.3), aunque la estructura de varios
dominios SH3 son conocidas perfectamente, poco es conocido de sus propiedades
quimico-fisicas. En este apartado vamos a llevar a cabo el estudio del desplegamiento
por temperatura mediante calorimetria diferencial de barrido de dos dominios SH3,
Fyn-SH3 y Abl-SH3, y compararemos los resultados obtenidos de los mismos con el
dominio de espectrina (Spc-SH3) previamente estudiado en nuestro Depar;aménto por
el Dr. Jose Cristobal Martinez Herrerias (J.C Martinez-Herrerias, 1995) Por otro .
lado y dado el papel fisiol6gico de los dominios SH3 como mediadores de la
interaccién entre proteinas, es interesante la caracterizacién termodindmica de la
interaccién de estos dominios con regiones determinadas de sus protefnas dianas, las
cuales contienen secuencias ricas en prolinas. En este sentido realizaremos un estudio
de la interaccién del dominio Fyn-SH3 con dos péptidos sintéticos denominados 3BP1
(APTMPPPLPP) y el 3BP1-M4Y (APTYPPPLPP). T

Dominios SH3
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5.3.1 Desplegamiento térmico del los don;]inios Fyn-SH3 y Abl-SH3 en
funcién del pH. |

El estudio mediante DSC del desplegamiento térmico del dominio Fyn-SH3 se
realizé a pH 2.0 y pH 10.0 en glicina 10 mM y pH 7.0 en fosfato sédico 10 mM.
Para el caso del domino Abl-SH3, los valores de pH estudiados fueron pH 2.0, 2.5,
3.0 y 10.0 en glicina 10 mM y pH 7.0 en fosfato sédico 10 mM. Bajo estas
condiciones experimentales el desplegamiento térmico de ambos dominios es reversible
como se observa en la Figura 5.3.1-1 para el caso del dominio Fyn-SH3 a pH 7.0,
reversibilidad que disminuye conforme aumenta el i)H, de tal mémera, que mientras
a pH dcido es cercano al 100% a pH 10.0 baja a un 75%. Se realizaron experimentos
a dos velocidades de barrido (2 y 1 K/min) sin que se apreciara efecto de la misma

sobre la Tm de las transiciones.

En la Tabla 5.3.1-1 se recogen los pardmetros termodindmicos de las
transiciones de ambos dominios a los diferentes valores de pH, y en la Figur‘a'5;3‘.‘1-2
las capacidades calorifica molares parciales de los mismos. Al variar el p'I‘-’I‘;ieysde 2.0
apH 10.0 el éfecto sobre la estabilidad teniendo en cuenta la Tm es mfnimo para el
Fyn-SH3 y de unos 8 °C para el caso de Abl-SH3. El dominio Fyn-SH3 es mds
estable que Abl-SH3. L

Este pequefio efecto sobre la Tm contrasta claramente con Spc-SH3 cuya Tm
varfa de pH 2.0 a pH 4.0 en unos 30 °C (a pH 2.0 es 34°C y a pH 4.0 de 60°C)
(Viguera et al., 1994a) y es semejante al dominios SH3 de Sem-5 (73°C apH 3.7 y
79.1°C a pH 4.9) (Lim et al., 1994). En todos los casos se aprecia la gran
termoestablidad de estos dominios. De todos ellos, el mds termoestable es el domino
SH3 de Sem-5 seguido por Fyn-SH3, Abl-SH3 y finalmente Spc-SH3.

Dominios SH3
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TABLA 5.3.1-1
Pardmetros termodindmicos del desplegamiento térmico de los
dominios Fyn-SH3 y Abl-SH3 a diferentes valores de pH.

Dominio pH C Tm AHcal ACp

mgml) (°C)  (J/mo)  (kJ/Kmol)
20  3.40 69.9 212 3.3
FynSH3 7.0  3.40 71.5 215 3.6
100  3.10 64.5 193 2.4
20 267 59.0 173 25
4.78 59.6 170 3.4
25 163 61.0 174 2.6
3.75 61.0 177 2.8
ABLSH3 30  3.10 63.5 174 2.0
3.32 63.3 172 3.0
70 12 6715 162 3.0
336  68.00 185 3.0
100 2.0 64.3 120 —

Esta insensibilidad de la termoestabilidad de los dominios Fyn-SH3 y Abl-SH3
con el pH contrasta no solamente con el comportamiehto de Spc-SH3, sino también,
con las propiedades de la gran mayorfa de las proteinas globulares pequeiias (Privalov,
1979). Este hecho, no puede ser explicado por un contenido en grupos cargados
anémalo; en los tres dominios la proporcién de grupos ionizables con respecto a las
demds cadenas laterales, es semejante al de otras proteinas globulares. En los dominios
Fyn-SH3 y Abl-SH3 los grupos cargados debes de estar distribuidos en la superficie
de la molécula de tal forma, que el pK de los aminodcidos como Asp, Glu asi como

los residuos de Lys, no dependen de la conformacién del dominio. Lo mismo es cierto
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Figura 5.3.1-1: Barridos originales de DSC del dominio Fyn-SH3 en fosfato 10
mM a pH 7.0, concentracién de muestra de 3.1 mg/ml y una velocidad de barrido de
2 K/min. En trazo continuo se muestra el primer barrido de la muestra, en trazo
discontinuo el segundo barrido de la muestras sin sacar del calorfmetro y en trazo
discontinuo con puntos, la linea base instrumental.

para algunas Tyr que juegan un papel importante en el reconocimiento de secuencias
ricas en prolinas de los dominios SH3. La independencia de los valores de pK de la
conformacion de la proteina, puede ser explicada teniendo en cuenta que: los grupos
ionizables mencionados anteriormente se encuentran completamente expuestos al
solvente tanto en el estado nativo como en el desplegado; no forman parte de puentes
salinos estables y no existe grupos con densidad de carga en la superficie de la_
proteina. El anilisis de la distribucién de los grupos cargados en Fyn-SH3 y Abl-SH3
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Figura 5.3.1-2: Capacidad calorifica molar parcial de los dominos Fyn-SH3
y Abl-SH3 a los diferentes valores de pH indicados en la grdficas. Todos los
experimentos se llevaron a cabo a velocidad de barrido de 2 K/min.
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muestra que se cumplen las condiciones anteriores, sin embargo, el domino Spc-SH3
presenta unos grupos cargados en su superficie formado por los residuos Glu-16 y
Glu-21 interaccionando con los aminodcidos Arg-20 y Lys-17 (la numeraci6n de los
residuos se ha tomado de Viguera et al., 1994a). Los grupos 4cidos de esta
agrupacién, podrian tener valores de pK menores y, por tanto, ser responsables de la

fuerte dependencia de la termoestabilidad de Spc-SH3 en la regién de pH 4cido.

Las transiciones calorimétricas han sido analizadas suponiendo un modelo de
equilibrio de dos estados ya que no existen evidencias para suponer un modelo de
desplegamiento mds complejo teniendo en cuenta que no existe efecto de la velocidad
de barrido ni de la concentracién como se puede observar en la Tabla 5.3.1-L. Enla
Figura 5.3.1-3 se recogen los ajustes al modelo anterior suponiendo una variacién
lineal con la temperatura de la capacidad calorifica tanto para el estado nativo a todos
los valores de pH, como para ¢l estado desplegado donde el término cuadrético
calculado a partir de la secuencia de aminodcidos (Makatazde y Privalov, 1990) es
précticamente despreciable. Para el caso del dominio Fyn-SH3 y Abl-SH3 la capacidad
calorifica especifica del estado nativo a 293K es de (1.51+0.15) J K' g' y
(1.45+0.16) J K! g! respectivamente y su dependencia con la temperatura es de
(7.43+1.8) 10° J K% g' y (8.841.9) J K2 g! datos obtenidos del ajuste de la parte
inicial de las transiciones. Estos valores son iguales dentro del error experimental a
los encontrados para Spc-SH3 de (1.47+0.13) J K! g para la capacidad calorifica
especifica a 293 K y su variacién con la temperatura es de (6.7+1.7) J K% g'y
concuerda muy bien con los datos existentes en la bibliografia para proteinas
globulares (Privalov y Khechinasvili, 1974).

Del ajuste de las transiciones se obtiene asimismo un valor de AC, a la Tm
igual a (3.35+0.3) kJ K! mol” mientras que su incremento es de (-0.06+0.01) kJ K?

mol'. Este valor negativo compensa el incremento de C,(N) de tal manera que la
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Figura 5.3.1-3: Capacidad calorifica molar parcial de los dominios SH3: con
puntos se muestran los datos experimentales y con linea continua el mejor ajuste al
modelo de equilibrio de dos estados.
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C,(U) a temperatura por encima de 75°C es précticamente 0 e incluso con pendiente
ligeramente negativa. El valor del AC, es muy cercano a la pendiente de la regresién
lineal de la grifica de AH vs. Tm para el caso de Spc-SH3 (Vigera et al., 1994a),
ademds los calores de desplegamiento para el dominio Fyn-SH3 coinciden dentro del
error experimental en esta linea como se observa en la Figura 5.3.1-4. Los datos de
Abl-SH3 tienen pricticamente la misma pendiente pero ligeramente por debajo unos
15 KJ/K mol. Este desplazamiento es desde un punto de vista estadistico apreciable,
aunque su valor absoluto es aproximadamente igual al error de la determinacién de la

entalpfa de desplegamiento.

Se puede observar de los pardmetros termodindmicos de la Tabla 5.3.1-I que
a pesar del pequefio tamaiio de los dominios y la ausencia de puentes disulfuros, son
extraordinariamente termoestables. No obstante, en términos de estabilidad a
temperatura ambiente determinado por su valor de AG, en tampén fosfato 10mM pH
7.0, de 15.3 kJ/mol para Fyn-SH3 y de 13.3 kJ/K mol para Abl-SH3, es similar al
encontrado para otros dominios como Spc-SH3 cuyo AG es de 13.3 kJ/mol (Viguera
et al., 1994) o de 17.1 kJ/mol para el dominios SH3 de Sem-5 (Lim et al., 1994),
valores que comparado con proteinas globulares de mayor tamafio indican que no son
mucho més estables. Estos valores, son similares al de otros dominios globulares
pequeiios como el dominio de unién Ig-G (Alexander et al., 1992). Este
comportamiento de elevada termoestabilidad (valores elevados de Tm), pero
estabilidad en términos de AG pequeiio, es tipico de dominos pequefios, dado que
dichos dominios tienden a tener valores pequefios de AC, y AS de desplegamiento, lo
cual lleva a perfiles de AG vs. T planos y anchos. Por tanto incluso cuando un
dominio tiene una elevada Tm, su estabilidad a temperatura ambiente no es superior
a la de proteinas mayores. El valor de AC, esta directamente asociado con el grado
de estabilizacién hidrofébica de una proteina. Alexander et al. (1992), sin embargo,

puntualiza que para pequefios dominios, un bajo AC,, no significa que las fuerzas
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Figura 5.3.1-4: Dependencia de la entalpta de desplegamiento, AH(Tm), con
la temperatura de desplegamiento (Tm), para los tres dominios SH3 estudiados hasta
ahora en este Departamento. (®) datos sobre espectrina tomados de Viguera et al.
(1994) en el intervalo de pH 2.0 a 4.0 en linea continua se muestra la regresion lineal
a los datos; (B ) datos obtenidos para Abl-SH3 a pH 7.0, 3.5, 2.5 y 2.0; (v) datos
correspondientes a la media de los valores obtenidos para Fyn-SH3 a pH 7.0y 2.0;
(a) valor de Fyn-SH3 a pH 10.5.
hidrofébicas juegan un papel insignificantes, dado que por residuo tienen valores
parecidos a la de protefnas mayores. Todos los dominos SH3 conocidos, tienen un
corazén hidrofébico compacto con un volumen substancial, y que los residuos
enterrados en este corazén probablemente tienen una contribucién importante a la

estabilidad.

Resumiendo, el desplegamieto térmico de ambos dominios SH3 en funcién del

PpH es un procesos reversible y se ajusta bastante bien a un modelo de equilibrio de
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dos estados. Es de suponer que al igual que para el dominio Spc-SH3 no existan
intermediario de plegamiento (Viguera et al., 1994). Los dominios SH3 presentan una
gran termoestabilidad y una estabilidad a temperatura ambiente en términos de AG,
semejante al de otras proteinas globulares mayores, siendo el dominio Fyn-SH3 més
estable que Abl-SH3. La coincidencia de los pardmetros termodindmicos de estos
dominios con estructuras primarias diferentes es algo bastante curioso y debe de estar
relacionado con mecanismos precisos de ajustes termodindmicos de la estructura de
los mismos, al menos respecto al mantenimiento de su estabilidad. Al mismo tiempo,
algunas diferencias estructurales, como la distribucién de grupos cargados en la
superficie de la proteinas puede reflejarse en efectos termodindmicos secundarios como
es la dependencia de la estabilidad de la proteina con el pH. Estos efectos aunque no
son muy importantes para el mantenimiento de la estructura estable del dominio,
podrian ser importantes para favorecer interacciones éptimas del domino con su

proteinas hospedadora o diana.

5.3.2. Interaccién de los dominios Fyn-SH3 y Abl-SH3 con los péptidos
3BP1 y 3BP1-M4Y.

Los dominios SH3 interaccionan con secuencias ricas en prolinas como se puso
de manifiesto en los experimentos llevados a cabo por Cicchetti et al. (1992). El hecho
de que estos dominos puedan jugar un papel importante como mediadores de la
interaccién protefna-proteina, esenciales para las funciones celulares y localizacién
subcelular, ha llevado a muchos investigadores a estudiar la interaccién de estos
dominios con péptidos sintéticos ricos en prolinas, como modelos para la comprensién

de la interaccién de los dominios SH3 con su proteinas dianas.

En esta memoria realizaremos un estudio de la interaccién de los dominios Fyn-

SH3 y Abl-SH3 con dos péptidos sintéticos suministrados por el centro de sintesis del
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EMBL (Heidelberg, Alemania), mediante DSC. Ambos péptidos son ricos en prolinas
y la unica diferencia entre los mismos es la sustitucién de una metionina en la posicién
cuarta en el péptido 3BP1 (APTMPPPLPP) por una tirosina en el 3BP1-M4Y
(APTYPPPLPP).

Los experimentos de calorimetria se han realizado a pH 7.0 en tamp6n fosfato
10 mM donde la estabilidad de ambos dominios es maxima y para el que existen datos
en la bibliografia de constantes de asociacion (Viguera et al., 1994b). Al igual que el
dominio sin ligando, en presencia de diferentes concentraciones del mismo el proceso
es reversible pricticamente en un 100% y por tanto el proceso trancurre en el

equilibrio.

Como mencionamos en el apartado 4.3, las medidas mediante calorimetria
diferencial de barrido de los procesos de unién son indirectas, ya que las constantes
~de unién se calculan a partir del efecto de la concentracién de ligando sobre la
temperatura médxima de la transicién, lo que implica el uso de modelos para el proceso‘
de desplegamiento de la proteina. En el caso del dominio Abl-SH3, el estudio de su
unién a los dos péptidos sintéticos no ha sido posible debido a que no se observé
desplazamiento de la Tm en presencia de concentraciones diferentes de los mismos,
por lo cual nuestro estudio se centrard solamente en la interaccién del dominio Fyn-

SH3 con ambos péptidos.

Como se indicé anteriormente hemos realizado los experimentos a pH 7.0 y
diferentes concentraciones de ligando. El andlisis de las transiciones calorimétricas se
llevé a cabo, suponiendo un tnico sitio de unién del ligando al dominio y que el
péptido no sufre ningiin proceso de desplegamiento. Ademds, la conformacién del
dominio no se modifica por su interaccién con los péptidos. Por lo tanto, el modelo

mds sencillo para el andlisis de las transiciones calorimétricas viene dado por el
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siguiente esquema:

K, Ky
NL——N+L————U-+1L

Donde NL representa el complejo macromolécula ligando, N y L la macromolécula
en estado nativo y el ligando libre respectivamente y U la macromolécula es estado
desplegado. K, y Ky son las constantes de equilibrio para el proceso de disociacién y
desplegamiento respectivamente. El desarrollo matem4tico del mismo se describe en

el apartado 4.3.

En la Figura 5.3.2-1 se recogen las capacidades calorificas del dominio Fyn-
SH3 a diferentes concentraciones del péptido 3BP1 (Gréfica A) y del péptido 3BP1-
M4Y (Gréfica B), junto con los ajustes globales al modelo anterior. En dichos ajustes
se han fijado los datos corréspondientes al desplegamiento de la proteina en ausencia
de ligandos, de esta manera se puede disminuir el nimero de pardmetros a ajustar.
Los pardmetros que se han ajustado para cada curva han sido, por tanto, la entalpfa,
capacidad calorifica y constante de disociaci6n, asi como los que controlan la variacién
del AC, con la temperatura. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 5.2.2-1 para
ambos péptidos.

Se ha realizado un ajuste multidimensional de las capacidades calorificas de
exceso de las transiciones después de substraer la linea base quimica segiin Takahashi
y Sturtevant (1981), para ambos péptidos, mediante un programa desarrollado para tal
fin en nuestro Departamento. En la Figura 5.3.2-2 se recogen tantos los datos

experimentales como los ajustes a los mismos. Los datos obtenidos del ajuste
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TABLA 5.3.2-1
Pardmetros obtenidos del ajuste de las transiciones calorimétricas de

la interaccién del dominio Fyn-SH3 con los péptidos 3BP1 y 3BP1-M4Y en
Josfato sédico 10 mM, pH 7.0, seguin el esquema propuesto.

—
—_—

Péptido  Lt*10° Pt*10°  AH, K#*10°  AC,.
M) M  (kJ/mol) ™M  (KJ/K mol)

0.42 3.40 13 18 1.6
3BP1 0.95 3.10 20 38 0.9

2.00 3.80 16 44 1.1

3.97 4.43 10 13 0.8
Media 1514 28+14 1.1+0.3

0.60 3.45 22 100 1.1
3BP1- 1.10 2.80 21 110 0.6
M4Y

1.80 3.40 19 103 0.8

3.97 4.43 11 | 132 0.7
Media 1845 111+15  0.84+0.2

* Valores determinados a 298K
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Figura 5.3.2-1: Capacidades calorificas molares de la interaccién del domino
Fyn-SH3 con ambos péptidos a pH 7.0 en tampén fosfato sédico 10 mM y una
velocidad de barridos de 2 K/min. Grdfica A: Péptido 3BPI (1) 0.4 mM; (2) 0.9 mMK
(3)2mMy (4) 4 mM. Grdfica B: Péptido 3BP1-M4Y (1) 0.6 mM; (2) 1.1 mM; (3) 1.8
mM'y (4) 4 mM. En puntos se muestras los datos experimentales y en linea continua
el mejor ajuste.
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Figura 5.3.2-2: Capacidades calorificas de exceso de la interaccion del dominio
Fyn-SH3 con ambos péptidos en las mismas condiciones que en la Figura 5.3.2-1.
Grdfica A: péptido 3BP1 (O) 0.4 mM; (®) 0.9 mM; (v) 2 mM; (v) 4 mM. Grdfica
B: péptido 3BP1-M4Y (©) 0.6 mM, (®) 1.1 mM; (v) 1.8 mMy (v) 4 mM.
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multidimensional fueron los siguientes:

Péptido KM AH,(Tm) (kJ/Kmol)
3BP1 24 38
3BP1-M4Y 185 28

Hemos de destacar el hecho de que las desviaciones que existen entre las transiciones

experimentales y los ajustes influyen principalmente en la altura y anchura del pico,
| mientras que la posicién en temperatura se ajusta bastantes bien, lo cual se traduce en
un gran error en la determinacién de la entalpia de disociacién y menos error en su
determinacién que K,. Comparando los datos obtenidos del ajuste multidimensional
con los del ajuste global de las transiciones, podemos observar como efectivamente

son en los datos de entalpfa donde existen m4s diferencias.

Los datos de K, pueden ser determinados con una precision razonable a partir
del efecto de la concentracién de ligando sobre la Tm-(pardmetro que en DSC puede
ser determinado con bastante exactitud), por lo que los valores obtenidos del ajuste
global de las curvas y del ajuste multidimensional concuerdan muy bien. El problema
de la determinacién dejﬁ AH; y AC,; mediante DSC en nuestro caso es bastante
importante, por que arhbas magnitudes son del orden del error que se comete en la
determinacién de las mismas mediante esta técnica. Asi, en el cdlculo de las entalpias
de desplegamiento en ausencia y en presencia de ligando, el error es de 15 kJ/mol,
que se debe de tomar como el limite m4s bajo de error de en la determinacién de la
entalpia de unién, ademds de tener en cuenta que AH, es la diferencia entre dos
grandes magnitudes como son las entalpias en presencia y ausencia de ligando. En el

caso de AC, , el problema es el mismo, su magnitud es del mismo orden que el error
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que se comete en la determinacién del AC, mediante DSC. Una forma de obviar este
problema es la determinacién de éste pardmetro a partir de la pendiente de la
representacién de AH; (entalpia total de desplegamiento en presencia de ligando) vs.
Tm,; (Temperatura de desplegamiento en presencia del ligando), sin embargo , y como
se puede observar en la Figura 5.3.2-2 no existe un gran desplazamiento en Tm,; a
diferentes concentraciones de ligando, llegdndose a un punto de saturacién en ligando
donde no existe efecto sobre la misma. Por tanto, no es posible de terminar el valor
de AC,, de esta manera en nuestras condiciones experimentales, ya que conllevaria

también mucho error.

Existe otra forma de calcular los pardmetros de unién a partir de las trazas
calorimétricas mediante el formulismo desarrollado por Martinez et al.(1994).

El esquema de partida es el mismo propuesto anteriormente para el anslisis de
las transiciones calorimétricas: o
NL=——N+L~—U+L
Las constantes se definen de la misma forma que vimos en el apartado 4.3. La
concentracién de macromolécula total y de ligando, vendrdn dada por la siguiente
expresion:

P, =[NL] +[N] +[U} (5.2.2-1)
L,=[NI] + L]

si Ly >> Pr, entonces [L]=L.= constante, K, puede ser reemplazada por una
constante molar efectiva, K. =K /L;=[N]/[NL]. La funcién de particién, Q,, para el
esquema anterior tomando como estado de referencia la proteina nativa unida al

ligando, vendr4 dada por,
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Q,=1+K,+K,K,=1+K,(1+K)=1+K,Q (5.2.2-2)

Por tanto,
K,=(Q,-1/Q (5.2.2-3)
donde Q es la funcién de particiéon de la proteina sin ligando en las mismas

condiciones de solvente. Tanto Q, como Q, son ficilmente calculadas de los datos de

DSC: segin la siguiente ecuacién (Freire y Biltonen, 1978):

(aln QL] <AH,>
L

orT 2
RT (5.2.24)

aQ <AHU>
T RT?

donde AH; es el calor total de desplegamiento en presencia de ligando.

Para obtener la funcién de partici6n es necesario realizar una doble integracién
de la funcién capacidad calorifica una vez substraida la capacidad calorifica del estado
inicial. Esta operacién pude dar lugar a algunas complicacién por la extrapolacién de
la capacidad calorffica  del estado inicial a todo el rango de temperatura. Su
eitrapolacién y substraccién puede dar lugar a errores amplificados durante la
evaluacién de Q por el procedimiento de la doble integracién. Por lo tanto, el factor
Q.-1 es calculado con buena aproximacién en el punto medio del desplegamiento de
la proteina. Los valores de K, calculados de esta forma, por lo tanto, son bien

conocidos sélo para :valores de T > Tm,.

El valor medio de las constantes de disociacién para la interaccién del dominio
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Fyn-SH3 con ambos péptidos, calculadas segiin este método, se recogen en la Tabla

siguiente:
Péptido K, *10°(V)° AH,(kJ/K mol)®
3BP1 3.62 92
3BP1-M4Y 7.40 55

* Los valores de K, y AH, estdn referidos a 1a Tm.

Como discutimos anteriormente, mientras que los valores de K, concuerdan con los

determinados anteriormente, sin embargo los valores de AH, se desvian mucho mds.

El comportamiento del dominio Fyn-SH3 en su uni6n a ambos péptidos es muy
similar, sin embargo a la vista de los resultados de las constantes de disociacién, el
péptido 3BP1 parece tener mayor afinidad (Ky= 28 uM) que el péptido 3BP1-M4Y
(Ky=111 uM). Este comportamiento podria ser debido a que la sustitucién de Met por
Tyr impida la formacién del puente de hidrégeno existente entre la Pro-5 del péptido
y el Trp-41 de Fyn-SH3 (Figura 2.3.4-2), por alteracién del giro que el péptido
presenta en su interaccién con el bolsillo formado por las cadenas laterales de los
residuos del dominio: Trp-41 y Tyr-54. Interaccién , que por otro lado, constituye uno
de los tres puntos principales de anclaje del péptido al dominio (Musacchio et al.,
1994b).

El valor de la constante de disociacién obtenida para el péptido 3BP1, 28uM,
es del mismo orden que el encontrado por Viguera et al. (1994b), 34 uM, aunque el
péptido estudiado por ellos tiene un resto de Arg mds, en uno de sus extremos.

También esta constante, es parecida a la encontrada por Lim et al. (1994) para la
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unién del dominio SH3 de Sem-5 con dos ligandos ricos en prolinas (43 y 28 uM),
y la interacci6n del dominio SH3 de la proteina fosfatidilinositol3-Kinasa (PI3K) con
varios péptidos (Yu et al., 1994). En todos los casos estudiados hasta el momento, la
afinidad de los dominios SH3 es muy baja comparada con otras interacciones
biolégicas proteinas-péptidos bien conocidas, como es el caso de interaccién
anticuerpos-péptidos etc. La razén de esta baja afinidad no esta muy clara. Para
Viguera et al. (1994b) podria ser debida a que la interaccién de estos dominios SH3
con sus secuencias dianas ricas en prolinas, tenga lugar en una zona de la célula donde
la concentracién de las mismas sea muy elevada, aunque también apuntan el hecho de
que el péptido libre no represente exactamente la regién de unién a la proteina diana
y que otros residuos de la proteina o incluso otros componentes celulares puedan estar
implicados en el complejo. Lin et al. (1994), proponen que esta baja afinidad es
necesaria dado el papel de molécula sefial, de tal manera que el complejo que se forma
al interaccionar el domino con su proteina diana, no tenga una vida media muy
elevada lo que darfa lugar a una obstruccién del camino de las sefiales de

transduccién.

Resumiendo pues, la interaccién del dominio Fyn-SH3 con los péptidos 3BP1
y 3BP1-M4Y es similar a la interaccién de otros dominios SH3 con otros péptidos
ricos en prolinas. La caracterizacién termodindmica de la interaccién mediante DSC,
debe de ser completada no obstante, con estudios de calorimetria de titulacién o
didlisis en equilibrio, para determinar con mayor exactitud AH, y AC, 4. Sin embargo
hay que tener en cuenta que dada la baja afinidad de la unién, los requerimientos de
muestra necesario para llevar a cabo estas técnias son muy elevadas, por lo que es
necesario estudiar el coste de trabajo y econémico que conlleva la realizacién de los

mismos.
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6. RESUMEN

En la presente Memoria hemos realizado el estudio mediante calorimetria diferencial
de barrido de una proteina y tres dominios submoleculares aislados, todos ellos de bajo peso
molecular que despliegan reversiblemente con un comportamiento, sin embarago, claramente

diferenciado.

El desplegamiento térmico de la proteina 8-Lactoglobulina B, se ha estudiado en la
regién de pH 4cido (Apartado 5.1). El proceso de desplegamiento a todos los valores de pH
estudiado (pH 1.5 a 3.0) y a baja fuerza iénica es reversible. La proteina presenta una gran
termoestabilidad aumentando ésta con el pH, de tal manera que a pH 3.0 la temperatura de
desplegamiento es de 90 °C. Desde un punto de vista termodindmico el comportamiento de
B-Lg B a bajas temperaturas es semejante al de otras proteinas globulares descritas en la
bibliografia, con un valor de capacidad calorifica especifica parcial a 20 °Cde 1.5J/K gy
una variacién de ésta con la temperatura de 6.7 10® J/K> g (1.3 J/K gy 7.5 103 J/K? g
respectivamente para el caso de Mioglobina; Privalov y Khechinasvili, 1974). A todos los

valores de pH estudiado en esta Memoria la protefna es monomérica, como se puso de

manifiesto en experimentos de equilibrio de sedimentacién.

Auin cuando el andlisis de las transiciones de DSC se puede realizar suponiendo un
modelo de equilibrio de dos estados, los valores de entalpfa y AC, de desplegamiento
encontrados son anémalos. Los valores de AH son anormalmente bajos teniendo en cuenta
el tamaiio de la proteina y el que ésta sea muy compacta. Asf, para 8-Lg B tenemos un valor
de entalpia de 2.5 kJ/(mol de residuo) a 90 °C, mientras que para Mioglobina (17.9 kDa)
a la misma temperatura este valor es de 4.2 kJ/(mol de residuo). Al mismo tiempo los
valores de AC, son muy elevados 1o que no puede ser justificado incluso teniendo en cuenta
el gran cardcter hidrofébico de esta proteina. Es, por tanto, el desplegamiento térmico de esta
proteina a pH 4cido algo mds complejo que el modelo simple de equilibrio de dos estados
como hasta ahora se venfa considerando en la bibliografia por todos los autores que han
llevado a cabo su estudio (Ananthanarayana et al., 1977; Harwalkar, 1980a y 1980b; Lapanje
y Polkar, 1989; Griko et al., 1992). De hecho, el valor tan bajo de entalpia, nos llevé a
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plantearnos la existencia de una etapa irreversible a altas temperaturas que pudiera hacer
disminuir la misma. Asi, el desplegamiento de la proteina es reversible si se calienta a
temperaturas inferiores a 110°C siendo irreversible al subir la temperatura. Por otro lado,
experimentos realizados a diferentes velocidades de barrido, comprobaron la existencia de
un efecto de la misma sobre 1a pendiente de salida de las transiciones, sin que el médximo del
pico de DSC se viera afectado. Simulaciones segiin el modelo de Lumry y Eyring indicaron
que, en aquellas condiciones de menor estabilidad (pH 1.5) y a una velocidad suficientemente
baja (0.25 K/min), serfa posible observar experimentalmente la exoterma del proceso que
tenfa lugar a altas temperaturas. Experimentos realizados en este sentido nos llevaron a
detectar efectivamente dicha exoterma, aunque no en su totalidad. En un intento por
desestabilizar la proteina, es decir, disminuir su temperatura de desnaturalizacién, se
realizaron experimentos a pH 11.0, pudiéndose detectar la exoterma en su totalidad y c6mo
ésta dependia a su vez de la concentracién de muestra, lo cual indica que el proceso
exotérmico no es monomolecular. Ademds, y como se puso de manifiesto por experimentos
de electroforesis SDS-PAGE, al aumentar la temperatura la proteina sufria ruptura de enlaces
peptidicos, dando lugar a la aparicién de péptidos de diferentes tamafios. Estos hechos, junto
con otros posibles procesos concomitantes de diferente naturaleza (desamidacién, alteracién
en la formacién de puentes disulfuros, etc.) y el efecto citado de la concentracién, originan
que la etapa sea irreversible y no monomolecular, y que su cinética no sea de primer orden
como se propone en el modelo simple de Lumry y Eyring. Por tanto, seria necesario el
andlisis de las transiciones calorimétricas con un modelo mucho mds complejo que incluyera

etapas de equilibrio e irreversibles.

Como indicamos anteriormente, la 8-Lg B presenta un marcado cardcter hidrofébico,
lo que nos llevé a realizar experimentos en presencia de un agente desnaturalizante, como
es el cloruro de guanidina, para intentar detectar la denominada desnaturalizacién "por frio".
La presencia de diferentes concentraciones de agente desnaturalizante da lugar a una
disminucién tanto de la entalpia como de la temperatura de desplegamiento y efectivamente
a la aparici6bn de una segunda endoterma a bajas temperaturas correspondiente a la
desnaturalizacién "por frio". Esta segunda endoterma sélo es visible a concentraciones de

GuHCI superiores a 3M. Tanto el desplegamiento a altas temperaturas como el replegamiento
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de la protefna desnaturalizada a bajas temperaturas, no siguen el modelo de dos estados
obteniendo un valor de r=0.5, indicando la posibilidad de cooperatividad intermolecular. De
hecho, por debajo de una concentracién de GuHCl 1.5M la proteina agrega. Este
comportamiento en presencia de GuHCI es extrafio, si tenemos en cuenta que este agente
incrementa la solubilidad tanto de compuestos polares como apolares (Nozaki y Tanford,
1963), por tanto, la proteina tanto en estado nativo como desplegado deberia ser mds soluble
en GuHCI, si nos basamos en las propiedades de solvatacién de los aminodcidos aislados.
La presencia de la desnaturalizacién "por frio" detectada por DSC, fue confirmada mediante
experimentos de CD, que ademds indicaron que se alcanzan diferentes estados desplegados
a alta y a baja temperatura. El hecho de que los dos procesos conduzcan a diferentes estados
desplegados de la proteina, difiere de lo encontrado en los pocos casos estudiados hasta ahora
para otras proteinas. Hay que destacar, que se han obtenido evidencias experimentales de la

desnaturalizacién "por frio" s6lo recientemente y para muy pocas proteinas.

% Xk %

El estudio del fragmento TLN 205-316 mediante calorimetrfa diferencial de barrido
se ha realizado a pH 4cido (Apartado 5.2). El desplegamiento es reversible, observéndose .~ '

un efecto de concentraci6n sobre las transiciones calorimétricas (aumento de Tm conforme T

aumenta la concentracién de muestra) y una cierta asimetrfa de las mismas. Ain cuando los
datos existentes en la bibliografia para el fragmento TLN 206-316 indican que se encuentra
en estado monomérico, nuestras datos calorimétricos apuntan la existencia de un equilibrio
de asociaci6n-disociacién, confirmado posteriormente por experimentos de ultracentrifugacién
analitica, con los cuales se determinaron las constantes de equilibrio de asociacién a los
diferentes valores de pH y utilizadas posteriormente para el andlisis de las transiciones
calorimétricas. Los datos calorimétricos para el desplegamiento térmico del fragmento TLN
205-316, siguen el siguiente esquema:
N, : * 2N : — 2U
El resultado mds sorprendente del andlisis termodindmico del fragmento es el valor negativo

encontrado para el AC,;, ya que normalmente el AC, de unién en la interaccién de
protefnas-protefnas o proteinas-ligandos es negativo. La tnica explicacién razonable para

nuestro valor de AC,p,, es que la asociacidn se encuentre emparejada a un desplegamiento
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parcial, dado que la superficie no-polar enterrada en la unién parece ser el término dominante
en los valores de AC, de asociacién frente al posible cambio en el 4rea de la superficie polar.
De hecho, experimentos preliminares de RMN, indican que el fragmento TLN 205-316 al
igual que el fragmento TLN 255-316, el cual es un dimero en solucién (cada subunidad
formada por 3 hélices o), estd también estabilizado por 1a misma interaccién favorable de las
3 hélices dejando la primera hélice y la parte amino-terminal de la cadena, préxima a una
conformacién al azar. De acuerdo con esta conformacién propuesta para el dimero, el valor
negativo de AC, ;, sugiere que el proceso de disociacién a pH 4cido, no conlleva uinicamente
una exposicion adicional de la superficie hidrofébica encerrada entre los dos monémeros,
sino la existencia de algin tipo de cambio conformacional simultineo a la disociacién,
ocasionando asi que el balance de superficie hidrofébica expuesta al medio por causa de la

disociacién sea negativo.

En este mismo sentido apuntan los valores de entalpia encontrados para el monémero
y el dimero plegados, siendo éstos mucho mds bajos que los correspondientes a proteinas
globulares, lo que indica de nuevo la posible presencia de una estructura parcialmente
plegada o desordenada para el fragmento TLN 205-316. No obstante, son necesarios
experimentos adicionales por técnicas estructurales para determinar la existencia de este
cambio de conformacién en el proceso de disociacién y poder, de esta forma, justificar un
valor de AC,, tan sorprendente determinado del andlisis de las transiciones calorimétricas
de DSC.

El estudio de DSC del desplegamiento térmico de los dominios SH3, tanto en ausencia
como en presencia de ligando, sigue el modelo de equilibrio de dos estados, siendo el estado
nativo y el desplegado los tinicos estados poblados significativamente. Tanto el dominio Fyn-
SH3 como Abl-SH3 en ausencia de ligandos, tienen una gran termoestabilidad, sin que ésta
se vea afectada por cambios en el pH. Esta insensibilidad al pH contrasta con el dominio
SH3 de espectrina. Este comportamiento diferente puede ser justificado teniendo en cuenta
que, tanto en Fyn-SH3 como en Abl-SH3, los grupos cargados se encuentran distribuidos en
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la superficie de la molécula expuestos al solvente,ﬁo solo en el estado desplegado sino
también en el estado nativo, y sin formar puentes salinos estables, de tal forma que los
valores de pK de estos grupos cargados no dependen de l1a conformacién de la protefna. En
términos de estabilidad a temperatura ambiente determinada por el valor de AG, estos
dominios no presentan mayor estabilidad que otras proteinas de mayor tamaifio. Este
comportamiento de gran termoestabilidad y estabilidad normal a temperatura ambiente, tipico

de dominios pequefios.

Los pardmetros termodindmicos obtenidos medianté DSC del desplegamiento de los
dominios Fyn-SH3 y Abl-SH3 son semejantes a los de otros dominios SH3 estudiados hasta
el momento, lo cual no deja de ser sorprendente dada la baja homologia en secuencia que
presentan entre si. Este hecho puede estar relacionado con mecanismos precisos de ajustes
termodindmicos de la estructura de los dominios, al menos respecto al mantenimiento de su
estabilidad. Al mismo tiempo, algunas diferencias estructurales, como la distribucién de
grupos cargados en la superficie de las protefnas, pueden reflejarse en efectos
termodindmicos secundarios como es la dependencia de la estabilidad de 1a protefna con el
pH.

El desplegamiento del dominio Fyn-SH3 y Abl-SH3, en presencia de los péptidbs
3BP1 y 3BP1-M4Y, es reversible y también sigue el modelo de equilibrio de dos estados.
Mediante DSC ha sido posible determinar las constantes de asociacién de dichos péptidos,
mediante el efecto de las diferentes concentraciones de los mismos sobre la Tm de las
transiciones calorimétricas. S6lo se ha podido realizar para el caso del dominio Fyn-SH3
debido a que en el caso del domino Abl-SH3 no se ha encontrado précticamente efecto sobre
el maximo de las transiciones calorimétricas, imposibilitando su estudio medlante DSC. La
interaccion del péptido 3BP1 con el dominio Fyn-SH3 (Kd=28 uM), es mds fuerte que la
del péptido 3BP1-M4Y (Kd=110 uM), posiblemente debido a que la sustitucién de la
metionina en posicién cuarta en el péptido 3BP1 por tirosina en el 3BP1-M4Y origina una
alteracién en la conformacién del péptido en su interaccién con el dominio, impidiendo de
esta manera la formacién de un puente de hidrégeno existente ente la Pro en posicién 5 del

péptido con el tript6fano-41 del dominio, con la consiguiente desestabilizacién de la
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interaccién. Las constantes de disociacién obtenidas;, son del mismo orden que las
encontradas por otros autores utilizando técnicas no calorimétricas en la interaccién de los
dominios SH3 con péptidos ricos en prolinas. La causa.de la afinidad que presentan estos
dominios con estos péptidos no estd ain muy clara, siendo varias las razones propuestas por

diferentes autores.

Aldn cuando las constantes de disociacibn han podido ser determinadas
adecuadamente, los valores de entalpfa y de AC, de disociacién no han podido ser
determinados de la misma forma, debido principalmente a qile su magnitud era del mismo
orden que el error cometido en las medidas de los valores de entalpias y cambios en
capacidad calorifica que se comete en el andlisis de las transiciones calorimétricas. Es
necesario realizar experimentos adicionales mediante otras técnicas, como podria ser el caso
de la calorimetria isotérmica de titulacién, para determinar con menor error estos valores y
caracterizar completamente la energética de la interaccién de estos péptidos con el dominio
Fyn-SH3.

Como se ha puesto de manifiesto a lo largo de esta Memoria, proteinas con bajo peso‘
molecular presentan un diferente comportamiento en su desplegamiento térmico, aunque para
todas ellas el desplegamiento es reversible, en mayor o menor extensién. Mientras que en
los dominios SH3 existen solamente dos estados significativamente pobladciis,, nativo (N) y
desplegado (U) en el caso de B-Lactoglobulina B, a parte de dos estados en equilibrio
quimico, existe una etapa irreversible a altas temperaturas dando lugar a un estado. final (F),
y en el caso del fragmento TLN 205-316 tenemos tres estados signiﬁcativamehfé 'i;bblados
constitufdos por un estado dimérico (N,), monomérico (N) y desplegado (U). Por lo tanto,
aun cuando muchas proteinas de bajo peso molecular sigan en su desplegamiento el modelo
de equilibrio de dos estados, los resultados de esta Memoria indican que no sélo el tamafio
determina este comportamiento, sino que otros aspectos tales como la composicién y la
secuencia de aminoécidos, y consiguientes niveles de estructura secundaria y conformacién

resultante juegan un papel muy importante en el mismo. No debe olvidarse, por ultimo que
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en nuestros sistemas se incluyen una tipica proteina giobular, un fragmento de protefna que
tiende a asociarse en su estado plegado, y dos dominios submoleculares de alta homologia.
Precisamente estos iltimos sonlos que presentan la desnaturalizacién térmica que sigue mds

ajustadamente el modelo monomolecular de equilibrio de dos estados.
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7. CONCLUSIONES

A partir del andlisis, interpretacién y discusién de los resultados obtenidos en esta

Memoria, se proponen las siguientes conclusiones.

1. La desnaturalizacién térmica de la proteina 8-Lactoglobulina B en el intervalo de
pH 1.5 a 3.0 y baja fuerza i6nica es reversible y su andlisis puede realizarse segiin el modelo
de dos estados. Sin embargo, un estudio mds detallado de los valores andmalos de baja
entalpfa, elevado AC, de desplegamiento, la irreversibilidad del proceso al calentar 1a muestra
por encima de 110 °C y la deteccién mediante electroforesis SDS-PAGE de ruptura de la
cadena polipeptidica a altas temperaturas, nos lleva a concluir que el desplegamiento de esta
proteina se ve afectada por un proceso exotérmico a altas temperaturas no mbnomolecular

y, por tanto, no analizable por el modelo sencillo de Lumry y Eyring.

2. Estudios calorimétricos de la (-Lactoglobulina B a pH 3.0, en presencia de
cantidades crecientes de cloruro de guanidina, muestran la aparicién de una endoterma a
bajas temperaturas correspondiente a la renaturalizacién de la proteina previamente
desnaturalizada a temperaturas inferiores. La deteccién de la denominada desnaturalizacién
por frio es un hecho reciente y solo comprobado experimentalmente hasta la fecha para un

mimero muy reducido de proteinas.

3. Estudios paralelos por dicroismo circular en las regiones del ultravioleta cercano
y lejano han confirmado la desnaturalizacién de la 8-Lactoglobulina B a pH 3.0 en 3.5 M
de cloruro de guanidina, tanto a baja como a alta temperatura, y la existencia del estado
plegado de las proteina a temperaturas intermedias. Los espectros de dicroismo circular en
el ultravioleta lejano parecen indicar, a su vez, una mayor ordenacién en estructura
secundaria para la proteina desnaturalizada a alta temperatura que para la desnaturalizada
"por frio".

4. El desplegamiento térmico del fragmento de termolisina 205-316 en el intervalo
de pH 4cido 2.5-5.0 es reversible y de equilibrio. El efecto de la concentracién de muestra
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sobre las transiciones de calorimetria diferencial de barrido y la asimetria presentada por las

mismas, se ajustan cuantitativamente al modelo N, : * 2N * 2U, propuesto para el

andlisis de dichas trazas de DSC. La existencia de un equilibrio monémero-dimero para la
conformacién plegada en disolucién se ha confirmado mediante experimentos de

ultracentrifugacién analitica.

5. El desplegamiento térmico de los dominios Fyn-SH3 y Abl-SH3 tanto a pH 4cido,
como neutro y alcalino, sigue el modelo de equilibrio de dos estados, con unos pardmetros
termodindmicos similares a los de otros dominios SH3 estudiados y de otras proteinas

globulares.

6. El dominio Fyn-SH3 en presencia de los ligandos 3BP1 y 3BP1-M4Y se despliega
térmicamente también segin un modelo de equilibrio de dos estados. Las constantes de
disociacién obtenidas por DSC, indican una disminucién de la afinidad al reemplazar el resto
de meetionina del péptido 3BP1 por tirosina (péptidos 3BP1-M4Y).
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