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INTRODUCCION 2

Una de las principales metas que se persiguen hoy dia en el dmbito de la
Biotecnologia es el control de la estabilidad de la proteinas, especialmente de su estabilidad
térmica. El incremento de la resistencia de las enzimas frente a la inactivacién a altas
temperaturas tiene muiltiples aplicaciones como, por ejemplo, “en el campo de los
biorreactores enzimdticos, dado que su eficiencia se ve fuertemente aumentada con la
temperatura de trabajo (Volkin y Klib&nov, 1989), por lo que siempre se persigue obtener
la enzima mds termoestable posible, que conserve intacta la actividad catalitica deseada.
Existen otros dmbitos en que la termoestabilidad de las proteinas es importante tales como
tecnologia de alimentos, esterilizacién de medios de fermentacién por calor, etc.

Es bien sabido que la estabilidad conformacional de las proteinas relativamente baja.
La definicién usualmente utilizada de la estabilidad conformacional de una proteina es la
diferencia de energia de Gibbs entre el estado nativo de una proteina y las conformaciones
desplegadas (Pace, 1990a), siendo esta diferencia generalmente para proteinas globulares de
5-20 kcal/mol (Pace, 1975; Privalov, 1979). Este valor equivale aproximadamente a la
formacion de uno o dos enlaces de hidrégeno, por lo que incluso la modificacién de la
interaccion mds pequefia puede contribuir significativamente a la estabilizacién o
desestabilizacién de la estructura globular (Dill, 1987).

Por otra parte, las fuerzas de plegamiento de las proteinas y los factores que las
gobiernan son hasta ahora pricticamente desconocidos. Sin embargo, se han hecho
recientemente algunos avances en su conocimiento, aunque subsisten todavia serias
discrepancias. Algunos autores han propuesto que la principal fuerza impulsora del
plegamiento de las proteinas es el llamado "efecto hidrofébico", que se debe a la tendencia
que presentan los grupos apolares de la cadena polipéptidica a evitar el contacto con el agua,
escondiéndose en el interior de la estructura plegada de la proteina. Esto se deberfa a la
disminucién de ehtropia que acompaiia a la hidratacién de los grupos apolares al exponerse
al medio con el desplegamiento. Este efecto se compensaria parcialmente por el incremento
de entropia configuracional de la cadena, resultando un balance ligeramente favorable al
plegamiento de la proteina a temperatura ambiente. Otras fuerzas tales como interacciones
de van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones electrostiticas, etc., pueden
desequilibrar este débil balance influenciando apreciablemente la estabilidad del la estructura



INTRODUCCION 3

plegada (Dill, 1990). De otro lado, otros autores, basdndose en el andlisis termodindmico de
datos calorimétricos, proponen que el efecto hidrofébico es poco estabilizante o incluso
desestabilizante y que las interacciones que favorecen el plegamiento son principalmente la
formaci6n de puentes de hidrégeno y las fuerzas de van der Waals, que mantienen la cadena
polipeptidica plegada a temperaturas a las que el efecto desestabilizador debido a la
hidratacién de los grupos apolares y las fuerzas disipativas es relativamente bajo, es decir a
temperatura ambiente (Privalov y Gill, 1988; Privalov, 1989).

La subsistencia de estas incégnitas hace que en general acometer con éxito
experimentalmente la estabilizacién de una proteina mediante modificacién quimica, de
condiciones ambientales, ingenieria genética, etc., contenga una buena parte de azar, aunque
hay ciertas pautas de actuacién conocidas como, por ejemplo: la substitucién de aminodcidos
poco conservados en secuencias de proteinas homdlogas, que favorezca la hidrofobicidad
interna de la proteina y el empaquetamiento de los grupos hidrofébicos; la creacién de
enlaces internos que rigidifiquen la estructura, tales como puentes disulfuro, puentes de
hidrégeno o puentes salinos; la creacién de sitios de unién de iones que sean estabilizantes
en otras proteinas; etc. (Pace 1990b).

En cuanto al mecanismo de plegamiento de las proteinas, la existencia de
intermediarios de plegamiento poblados, normalmente con una estructura cercana a la nativa
ha sido bastante documentada (Creighton, 1975; Weissman y Kim, 1991; Kuwajima, 1989;
Ptitsyn et al., 1990 ; Kim y Baldwin, 1990). Ademds, ha sido posible aislar fragmentos
correspondientes a dominios estructurales de proteinas que son capaces de plegarse
espontdneamente en disolucién en una conformacién similar a la nativa (Vita et al., 1979;
Wetlaufer, 1981; Vita y Fontana, 1982; Dalzoppo et al., 1985; Vita et al., 1989). Parece
estar bien establecido que el plegamiento de las proteinas procede a través de formacién de
nuicleos de estructura secundaria (hélices a, ldminas B,...) que inician la formacién de
dominios/subunidades que posteriormente se asocian para formar la estructura tridimensional
nativa (Jaenicke, 1991).

A pesar de todo esto, hoy dia se dista mucho se un conocimiento amplio de las reglas
de plegamiento de las proteinas, es decir, lo que se ha venido a llamar la "segunda parte del
cdgigo genético" que gobierna el paso espontineo de una estructura monodimensional (la

estructura primaria) al estado tridimensional funcional de la proteina (Jaenicke, 1991). Un
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conocimiento de estas reglas facilitaria la modificacién de proteinas mediante técnicas de
DNA recombinante, encaminada a la estabilizacién térmica o frente a otros agentes, o incluso
a cambios dirigidos en sus actividades biolégicas. Mds aun, ;erfa posible el disefio y
fabricacién de proteinas "de novo" con las actividades y propiedades deseadas. Sin embargo,
la actuacién en este sentido estd hoy dia muy limitada, dado qtfe s6lo se conocen las
caracteristicas generales de los factores controlantes del plegamiento y de la estabilidad de
las proteinas. Existen a pesar de todo bastantes trabajos sobre la estabilizacién de enzimas
mediante modificacién genética (Mitchinson y Wells, 1989; Pantoliano et al., 1988 y 1989;
Toma et al., 1991), e incluso algiin disefio de proteinas completamente nuevas (Regan y

DeGrado, 1988).

El estudio del desplegamiento térmico de proteinas es uno de los enfoques mds
utilizados para caracterizar su estructura y su estabilidad térmica. En particular, la técnica
mds informativa es la microcalorimetria diferencial de barrido (DSC), que provee de la
capacidad calorifica, C,, del sistema en funcién de la temperatura. El anilisis termodindmico
de los datos de DSC permite, en principio, la descripcién completa de todas las funciones
termodindmicas del desplegamiento reversible de proteinas. Este enfoque es vdlido y
tremendamente informativo siempre que el proceso de desnaturalizacién térmica transcurra
reversiblemente y en equilibrio (Privalov, 1979 y 1982; Mateo, 1894). La reversibilidad de
la desnaturalizacién térmica se comprueba facilmente en experimentos de DSC mediante la
realizacién de dos barridos consecutivos con la muestra en estudio, obteniéndose para
procesos reversibles termogramas iguales o parecidos. Ademds se supone que los procesos
de desplegamiento-plegamiento son suficientemente rdpidos para permitir que el equilibrio
se encuentre en todo momento establecido. El estudio de proteinas globulares sencillas y
algunas complejas mediante DSC condujo en su dia a la definicién estructural de los
dominios cooperativos, como unidades de plegamiento de las proteinas (Privalov, 1982). Para
proteinas globulares pequefias estd establecido que se despliegan térmicamente de acuerdo con
el modelo de equilibrio de dos estados (Privalov, 1979), constituyendo dominios estructurales
tinicos, altamente cooperativos. Proteinas mds complejas se encuentran formadas por més de
un dominio estructural que despliegan mds o menos independientemente (Privalov, 1982).
Este hallazgo se ha establecido principalmente del andlisis de la forma de las transiciones



INTRODUCCION 5

reversibles de DSC obtenidas con proteinas complejas en comparacién con algunos de sus
fragmentos (Privalov et al., 1981; Privalov y Medved, 1982; Potekhin y Privalov, 1982;
Brzeska et al., 1983; Novokhatni et al., 1984). Normalmente estos fragmentos corresponden
a dominios claramente diferenciados en la estructura proteica, tales como enzimas activadas
por proteolisis de un zimégeno, fragmentos de inmunoglobulinas o de protefnas fibrilares,
etc. (Privalov, 1982). Estd tomando auge el estudio por diversas técnicas del desplegamiento
térmico de fragmentos de proteinas mds compactas, que se supone que constituyen dominios
estructurales de acuerdo con predicciones basadas en el andlisis de su estructura por
computador, y que son aislados también normalmente mediante proteolisis limitada o
mediante semisintesis (Vita y Fontana, 1982; Vita et al., 1984 y 1985; Dalzoppo et
al.,1985). 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 bastante luz sobre la "organizacién
jerdrquica” de la estructura de las proteinas, que procede gradualmente de estructuras
secundarias locales, subdominios y dominios, para generar finalmente la estructura terciaria
completa (Jaenicke, 1991). Un mejor conocimiento de esta organizacién estructural es

necesario para garantizar el éxito al afrontar la estabilizacién de proteinas.

Por desgracia la mayoria de la 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
indeseados que alteran el estado desplegado de la proteina, impidiendo su posterior
plegamiento (Zale y Klibanov, 1986; Klibanov y Ahern, 1987; Volkin y Klibanov, 1989).
En este sentido, ha surgido un tema de gran controversia en la actualidad referente a si es
correcto o no el estudio de la estabilidad de proteinas mediante el an4lisis termodindmico de
los datos de DSC correspondientes a su desnaturalizacién térmica irreversible. Un esquema
sencillo que describe la situacién es el modelo de Lumry y Eyring: N®D-F (Lumry y
Eyring, 1954), donde N y D representan el estado nativo y desplegado de una proteina
respectivamente y F representa un estado alcanzado por alteracién irreversible de D. Dado

que la segunda etapa, D—F, es un proceso dependiente del tiempo, sea cual fuere su
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naturaleza (procesos conformacionales, agregacién, autolisis, deamidacién, rotura o
formacién incorrecta de puentes disulfuro,...; para una revisién reciente ver Volkin y
Klibanov, 1989), no estd claro a priori en qué medida es capaz de alterar la informaci6n de
equilibrio procedente de la primera etapa, N®D, que puede estar contenida en los datos de
DSC. )

En los ltimos afios han aparecido publicados una serie de trabajos en los que se
analizan termogramas irreversibles de DSC en base a la termodindmica de equilibrio (Manly
et al., 1985; Edge et al., 1985 y 1988; Hu y Sturtevant, 1987 y 1989; Sturtevant, 1987,
Brandts et al., 1989; Pantoliano et al., 1989; Sturtevant et al., 1989; Bertazzon et al., 1990).
La principal evidencia que ha apoyado a este tipo de andlisis viene del hecho de que el efecto
de la concentracién ligandos encontrado sobre las transiciones de DSC parece seguir los
dictados de la ecuacién de van't Hoff (Manly et al., 1985; Edge et al., 1985; Hu y
Sturtevant, 1987 y 1989). La importancia de esta controversia procede del hecho de que se
vienen realizando con asiduidad estudios de estabilizacién de proteinas mediante mutagénesis
dirigida en los que se caracteriza la termoestabilidad de las especies mutantes obtenidas
utilizando los resultados de energias de Gibbs de plegamiento que resultan de estos an4lisis
termodindmicos de los datos de DSC (Pantoliano et al., 1989; Brandts et al., 1989;
Sturtevant et al., 1989).

Por otro lado, trabajos publicados recientemente por miembros del Departamento de
Quimica Fisica de esta Universidad demuestran que las transiciones calorimétricas
correspondientes a la desnaturalizacién térmica irreversible de varias proteinas dependen
fuertemente de la velocidad de barrido empleada, lo que indica que el proceso responsable
de la absorci6n de calor estd controlado, al menos en parte, por un proceso de no equilibrio.
En la mayoria de estos casos el proceso de desnaturalizacién térmica irreversible se describe
cuantitativamente mediante el modelo cinético de dos estados (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a y
1988b; Guzmadn-Casado et al., 1990; Galisteo, 1990), aunque se han encontrado situaciones
mds complejas (Galisteo et al., 1991). Sin embargo, es comin a todos los casos la’no
existencia de equilibrio entre los estados de la proteina implicados en el proceso de
desnaturalizacién, por lo que el andlisis termodindmico directo de los datos de DSC
correspondientes no es correcto y podria conducir a grandes errores en las magnitudes

termodindmicas que se persigue obtener.
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La aparicién de modelos cinéticos que permiten el andlisis de datos calorimétricos
procedentes de procesos de no equilibrio es algo todavia naciente, aunque se estdn realizando
recientemente serios esfuerzos en este sentido en el Departamento de Quimica Fisica de la
Universidad de Granada (Sdnchez-Ruiz, et al., 1988a; Freire et al., 1990; Galisteo et al.,
1991; Conejero-Lara et al., 1991b; Sanchez-Ruiz, 1992). Estos modelos aportan una serie
de criterios muy iitiles que permiten distinguir cudndo los datos de DSC correspondientes a
un proceso de desnaturalizacién térmica irreversible contienen o no informacién
termodindmica sobre el desplegamiento térmico de la proteina y en qué medida es posible
extraer dicha informacién de los termogramas. Ademds, estos modelos permiten una
caracterizacién cinética de los procesos irreversibles implicados, lo cual, desde cierto punto
de vista, tiene tanta relevancia como la informacién termodindmica. Fijandonos de nuevo en
el esquema de Lumry y Eyring, tan importante y efectiva en la termoestabilizacién de una
proteina puede ser la actuacion sobre.el proceso de desplegamiento térmico, N®D,
estabilizando termodindmicamente el estado nativo, N, frente al desplegado, D, como la de
ralentizar o eliminar los procesos de termoinactivacién irreversible del estado desplegado que
llevan a un estado inactivo de la proteina, F (Volkin y Klibanov, 1989). Proteinas con
desplegamiento térmico reversible por excelencia como la ribonucleasa sufren
termoinactivacion a temperaturas elevadas debido a procesos colaterales que afectan al estado
desplegado (Zale y Klibanov, 1986). La elucidacién y caracterizacién de los mecanismos de
estos procesos de termoinactivacion irreversible es un campo de gran interés en el 4mbito de
la biotecnologia de proteinas. Los estudios de desnaturalizacién térmica irreversible mediante
DSC, apoyados por modelos cinéticos que permitan el andlisis apropiado de los datos
obtenidos, pueden ser una herramienta muy importante y valiosa para aumentar el
conocimiento de los factores y mecanismos que controlan la estabilidad (cinética y

termodindmica) de las proteinas.

En esta Memoria se ha afrontado el estudio por DSC, bajo una serie de condiciones
experimentales, de las especies constituyentes de dos sistemas claramente diferenciados pero
con ciertas caracteristicas comunes a priori: El primer sistema esta formado por la
procarboxipeptidasa B de pdncreas porcino, junto con las dos especies generadas en su
activacién por corte triptico: la carboxipeptidasa B (una metaloenzima proteolitica
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dependiente de Zn?*) y el dominio globular de activacién. El segundo sistema lo forman la
termolisina de Bacillus thermoproteolyticus kokko, junto con dos fragmentos aislados del
extremo carboxilo terminal, correspondientes a los restos 205-316 y 255-316, y una
"nicked"-termolisina (termolisina que ha sufrido cortes en su cadena pero que mantiene los
fragmentos unidos en una conformacién similar a la proteina intacta). La termolisina es
también una metaloproteasa, procedente de un organismo termofilico, que tiene un ion Zn**
esencial para su actividad enzimdtica.

Ambos sistemas estdn constituidos por una proteina globular de tamaiio medio y
subfragmentos aislados de los que se ha propuesto que constituyen dominios o subdominios
estructurales de las especies mayores. Esto hace interesante a priori su estudio por DSC
enmarcado en el andlisis del plegamiento y la estabilidad de dominios estructurales y de las
interacciones establecidas entre ellos asi como de sus contribuciones a la estabilidad global
de las proteinas implicadas, especialmente de la termolisina, que presenta una elevada
termoestabilidad. La alta resistencia que presentan las proteinas procedentes de organismos
termofilicos frente a su desnaturalizacién térmica, en comparacién con las de organismos
mesdfilos, estd siendo objeto de gran atencién recientemente, centrdndose el mayor interés
de los investigadores en la relacién estructura-funcién-estabilidad de las enzimas termofilicas
(Fontana, 1988).

Ambos sistemas presentan ciertos antecedentes en cuanto a estudios previos por DSC
en este Departamento. Anteriormente a este trabajo, se ha realizado uno similar con el
sistema de la procarboxipeptidasa A de pdncreas porcino (Sdnchez-Ruiz, et al., 1988b).
Asimismo la termolisina ya fue estudiada por DSC por Sdnchez-Ruiz et al. (1988a). Estas
investigaciones previas mostraron que tanto la termolisina como la pro- y carboxipeptidasa
A presentaban en todos los casos una desnaturalizacién térmica completamente irreversible
y cinéticamente controlada. Unicamente el dominio de activacién de la procarboxipeptidasa
A present6 un deSplegamiento térmico reversible.

En el presente caso, hemos obtenido semejantes resultados, tanto para la pro- y
carboxipeptidasa B, como para la termolisina y la "nicked"-termolisina, en todas la
condiciones investigadas en esta Memoria. Esto ha modificado en parte la finalidad inicial
del estudio. Sin embargo, el andlisis de los datos obtenidos en base a modelos cinéticos

previamente propuestos en la bibliografia o, en su caso, desarrollando aqui el modelo

Pa
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adecuado para su interpretacién, aporta valiosa informacién cinética sobre los procesos
implicados en las desnaturalizacién térmica irreversible de estas protefnas y su influencia en
la termoestabilidad. Ademds, basindonos en el estudio del efecto del Zn?* en la
desnaturalizacién irreversible de la carboxipeptidasa B, se establecen algunos criterios sobre
la imposibilidad de aplicacién de la termodindmica del equilibrio al andlisis de los datos de
DSC de algunas proteinas cuya desnaturalizacién térmica es irreversible y cinéticamente
controlada.

En el caso de las especies menores, dominio de activacién de la procarboxipeptidasa
B y fragmentos de la termolisina, se ha encontrado un desplegamiento térmico reversible y
de equilibrio. Esto ha permitido su caracterizacién termodindmica, obteniéndose unos
resultados que muestran aspectos interesantes y originales sobre la estabilidad y el
plegamiento de estas pequefias cadenas polipeptidicas, tanto en la deteccién de un estado
intermedio de desplegamiento del dominio de activacién de la procarboxipeptidasa B, como
en la caracterizacion de estados nativos diméricos de los dos fragmentos de la termolisina
estudiados. Ademds, para el caso del fragmento de termolisina 205-316, la interpretacién de
los resultados obtenidos se ha llevado a cabo utilizando un modelo en el que el equilibrio de
disociacién puede ser lento a temperatura ambiente, encontrandose que existe un estado
metastable del fragmento a baja temperatura, algo que ya se ha descrito en algiin otro caso
de la Bibliografia (Baker et al., 1992) y que puede ser de gran importancia en el plegamiento

de las proteinas.
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2.1. Procarboxipeptidasa B, carboxipeptidasa B y dominio globular de activacién.

2.1.1 Procarboxipeptidasa B.

La procarboxipeptidasa B (PCPB) porcina es un zimégeno que se sintetiza en las
células acinares del pancreas y se segrega al exterior celular y posteriormente al duodeno.
La PCPB no presenta ninguna actividad enzimdtica, es un precursor de la carboxipeptidasa
B (CPB) que se genera tras la pérdida de un largo segmento peptidico del extremo N-terminal
por la accién de la tripsina (Burgos, 1989; Burgos et al., 1991). La PCPB porcina es una
proteina globular monomérica de 45.5 kDa de peso molecular segin su andlisis de
aminodcidos. En contraste, la procarboxipeptidasa A, zimégeno de la carboxipeptidasa A,
puede formar en cambio complejos oligoméricos con otras proproteinasas (Martinez et al.,
1981). No se ha encontrado ninguna evidencia de isomorfismo ni heterogéneidad molecular
en la PCPB porcina al contrario que en especies como hombre o rata (Burgos, 1989). La
unica secuencia completa conocida hasta la fecha de una procarboxipeptidasa B es la de rata,
deducida mediante decodificacion génica (Clauser et al., 1988). Recientemente se ha
determinado la estructura tridimensional por cristalografia de Rayos X de la PCPB porcina,

que se muestra esquemdticamente en la Figura 2.1 (Coll et al., 1991). Tiene dos dominios

-claramente distinguibles. El primero corresponde a la enzima activa (CPB). El otro dominio

estd formado por una porcién globular (restos 7-80) y una regién que lo conecta con la
énzima activa (restos 81-95). La regi6én globular cubre la depresién del sitio activo de la
CPB, ya preformado en la proenzima, evitando asi el acceso de sustratos. La conformacién
del dominio correspondiente a la enzima activa es muy similar a la encontrada para CPA y
CPB bovinas, en especial en el centro activo que contiene ya el ion Zn?*. El mecanismo de
activacion de la PCPB ha sido recientemente descrito en detalle (Burgos et al., 1991). En la
primera etapa la tripsina (probablemente la tinica enzima capaz de activar la PCPB en el
intestino) produce un corte proteolitico en el enlace Arg95-Thr96 de la PCPB, generando
CPB activa y un fragmento de 95 aminoécidos que inmediatamente es degradado por la CPB
liberada y la tripsina dando lugar a una serie de intermedios caracteristicos y finalmente al
fragmento de 81 restos de aminodcido estudiado en esta Memoria, resistente a la proteolisis,

que serd descrito posteriormente con m4s detalle en este capitulo.

bt ™4



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 12

FIGURA 2.1: Representacién esquemdtica del esqueleto de la estructura de 1a PCPB porcina,
obtenido mediante difraccion de rayos X (tomado de Coll et al., 1991).
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2.1.2 Carboxipeptidasa B (E.C. 3.4.17.2).

La CPB en una metalopeptidasa que cataliza la hidrdlisis de restos de aminoédcidos
bdsicos (lisina o arginina) del extremo C-terminal de proteinas y péptidos. La elevada
actividad de este enzima sugiere que desempefia un papel fundamental en la digestién que
probablemente es la de iniciar la degradacién de los productos de hidrdlisis triptica, ya que
exhibe una fuerte especificidad hacia los mismos (Blackburn, 1976). Por su parte, la
carboxipeptidasa A (CPA), enzima con la que presenta grandes similitudes, muestra una
preferencia similar por los productos de hidrélisis quimotriptica. La carboxipeptidasa B mejor
conocida es la de pancreas bovino. Fue descrita por primera vez por Folk (1956) y aislada
posteriormente por Folk y Gladner (1958). La enzima bovina es una proteina de 306 restos
de aminoécidos con un peso molecular de 34606 (Titani et al., 1975). La CPB porcina tiene
un peso molecular de 34.5 kDa segiin su andlisis de aminodcidos (Burgos, 1989). Las
secuencias de la CPB y la CPA bovinas presentan una identidad del 49% (Titani et al.,
1975). La CPB contiene 3 puentes disulfuro entre los residuos 66-79, 138-161 y 152-166,
y un ion Zn>* en el centro activo. Este ion Zn?* es indispensable para su actividad
enzimdtica y al ser retirado con agentes quelantes la enzima pierde toda su actividad
proteolitica (Folk et al., 1960). Asimismo, puede ser reemplazado por otros cationes como
Co?* 0 Cd** cambiando con ello la actividad y la especificidad de la enzima (Folk y Gladner,
1961). La estructura tridimensional de la CPB bovina se conoce con una resolucién de 2.8
A (Schmid y Herriott, 1976). En la Figura 2.2 se muestra dicha estructura. Es una proteina
globular, de forma elipsoidal y unas dimensiones semejantes a las de la CPA: 50 A x 40 A
x 38 A. La estructura interna b4sica de la CPB bovina est4 formada, al igual que en la CPA,
por una hoja plegada B de 8 cadenas, completada por 8 hélices «. En el centro activo se
encuentra un bolsillo hidrofébico en el fondo del cual estd la cadena lateral de Asp255. En
la CPA hay una Isoleucina, lo que podria explicar la diferencia de especificidad entre ambas
enzimas: CPB muestra especificidad hacia sustratos bdsicos mientras que CPA hidroliza
preferentemente sustratos aromdticos y alifticos. El ion Zn?* del centro activo se encuentra
tetracoordinado a los residuos His69, Glu72 e His196, asi como a una molécula de H,0.
Como se menciona mds arriba, recientemente se ha determinado la estructura tridimensional

de la PCPB porcina observandose que la parte correspondiente a la enzima muestra una
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FIGURA 2.2: Modelo esquemdtico del esqueleto de la estructura tridimensional de la CPB
bovina. Los cilindros indican hélices mientras que las flechas representan cadenas de 14mina
B. Puede apreciarse la situacién del ion Zn?* en el centro activo asi como la existencia de

tres puentes disulfuro (tomado de Schmid y Herriott, 1976).
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estructura casi idéntica a la de CPB y CPA bovinas, sugiriendo que aquella debe conservar
idénticas caracteristicas estructurales que sus homdlogas y que el proceso de activacién de
la PCPB no implica cambios estructurales apreciables en la enzima (Coll et al., 1991).

2.1.3 Dominio globular de activacion.

En la activacién triptica de la PCPB se genera un fragmento de 81 restos de
aminoécidos del extremo N-terminal del zimégeno que posee caracteristicas propias de un
dominio estructural, por lo que le llamaremos dominio globular de activacién (DAB). Este
fragmento es bastante resistente a la proteolisis y puede ser aislado a homogeneidad a partir
de PCPB (Burgos, 1989). La secuencia de aminodcidos del DAB ha sido determinada
(Burgos et al., 1991) encontrdndose que contiene un alto porcentaje de restos dcidos y estd
exento de cisteinas, metioninas y de modificaciones posttraslacionales de cadenas laterales.
Tiene un peso molecular de 9318 dalton. Con su homdlogo de PCPA presenta una baja
homologia (31%). Ademds, DAB es incapaz de inhibir la CPB, al contrario de lo que ocurre
con el fragmento procedente de la PCPA, que inhibe fuertemente la CPA (San Segundo et
al., 1982; Vendrell et al. 1990a). Se ha encontrado recientemente por RMN bidimensional
que el plegamiento del DAB aislado consiste bdsicamente en una estructura 8 antiparalela con
dos largas hélices o que caen sobre una de sus caras (Vendrell et al., 1990; Vendrell et al.,
1991). Esto se ha confirmado con la determinacién de la estructura tridimensional por rayos
X de la PCPB porcina arriba mencionada (Coll et al., 1991). La regién de activacién de la
PCPB muestra una parte globular (residuos 7-80) con una estructura de dos capas formada
por una ldmina @ antiparalela de 4 cadenas y 2 hélices o y una hélice 3,, respectivamente
(ver Figura 2.3). Ademds hay 2 giros 8 y un giro cis-Pro. Entre las dos capas hay un
corazén hidrofébico con unas 20 cadenas laterales de residuos apolares que no dejan
cavidades ni moléculas de H,O internas. Estas caracteristicas indican a priori que la
estructura terciaria muestra una alta estabilidad de acuerdo con la resistencia a la proteolisis
mostrada por la parte globular. La parte que conecta con la enzima (residuos 81-95) consiste
en una corta hélice o de dos giros que muestra en su final un enlace Arg-Thr muy expuesto,
precisamente el enlace que es escindido por la tripsina en el primer paso de la activacién de
la PCPB. Al comparar la estrucfura del DAB con el fragmento de activacién de la PCPA

porcina, ambos presentan un plegamiento equivalente, con ligeras diferencias sobre todo en

e
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las dos hélices @ que se superponen a la ldimina 8 (Guasch et al., 1992).
* * *

Previamente a esta Memoria no se habia realizado ningin estudio de la
desnaturalizacién térmica de las especies que forman e} sistema de' la procarboxipeptidasa B,
si bien hay un estudio reciente de la desnaturalizacién térmica del sistema formado por la
PCPA y la CPA porcinas y su correspondiente fragmento de activacién, realizado por nuestro
Grupo mediante calorimetria diferencial de barrido de alta sensibilidad (DSC) (Sdnchez-Ruiz,
et al., 1988b). En este estudio se muestra que, bajo diversas condiciones de pH (7.5 y 9.0)
y fuerza idnica, la desnaturalizacién térmica de CPA y PCPA es completamente irreversible
y ademds estd controlada cinéticamente, siguiendo el modelo irreversible de dos estados
propuesto por Sdnchez-Ruiz et al. (1988a) para el estudio por DSC de la desnaturalizacién
térmica de proteinas. Por otra parte, el segmento de activacién de la PCPA muestra una gran
termoestabilidad (T,= 87-89°C) y un desplegamiento altamente reversible que sigue un
modelo de equilibrio de dos estados. Un comportamiento similar seria de esperar para el
sistema PCPB-CPB-DAB, estudiado en esta Memoria, dadas las grandes similitudes que tiene
con el de la PCPA.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 17

,,,,,,

FIGURA 2.3: Esquema del esqueleto de la estructura tridimensional del fragmento de
activacién de la PCPB porcina correspondiente a los restos 1-94. Los cilindros representan
hélices y las flechas representan cadenas que forman parte de la ldmina 8. El DAB estd
constituido por los restos 1-81 (excluida la hélice o:3) (tomado de Coll et al., 1991).
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2.2. Termolisina, fragmentos 205-316 y 255-316 y "Nicked" termolisina.

2.2.1 Termolisina (E.C. 3.4.24.4). ’

La termolisina (TLN) es una endopeptidasa de origen bacteriano, concretamente del
Bacillus thermoproteolyticus rokko, bacteria que forma parte del grupo de los
microorganismos termofilicos. Su caracteristica mds llamativa es su elevada termoestabilidad
que la ha hecho objeto de numerosos estudios estructurales y de su desnaturalizacién térmica.
Es una metalopeptidasa especifica de los enlaces peptidicos en los que Leu o Phe aportan el
grupo amino (Feder y Schuck, 1970). Se conoce su secuencia de amino4cidos (Titani et al.,
1972). Tiene un peso molecular de 34600 Dalton con una sola cadena polipeptidica y ningiin
puente disulfuro. Contiene, al igual que la CPB, un ion Zn?* en el sitio activo, indispensable
para su actividad proteolitica, siendo inhibida por agentes quelantes del Zn>* que lo retiran
reversiblemente del sitio activo (Latt et al., 1969). La adici6n de un exceso de Zn?* produce
asimismo una marcada inhibicién. Modificaciones covalentes de la enzima, asi como
sustitucién del ion Zn?* por diferentes cationes divalentes como Co?*, Fe**, Mn?*, pueden
producir superactivacién o inhibicién de la TLN (Blumberg et al., 1973; Blumberg y Vallee,
1975; Blumberg, 1979; Holmquist y Vallee, 1974). Se conoce la estructura tridimensional
de la TLN por difraccién de rayos X a una resolucién de 2.3 A (ver Figura 2.4) (Colman
et al., 1972; Matthews et al., 1974). La estructura presenta dos dominios o l6bulos
claramente distinguibles con el sitio activo en la hendidura que queda entre ellos. Para una
6ptima estabilidad, la TLN necesita de la presencia de iones Ca>* en el medio aunque no
estdn implicados directamente en la actividad catalitica de la enzima. La TLN tiene 4 sitios
de unién de iones Ca?* (Feder et al. 1971). Los sitios de Ca(l) y Ca(2) estdn a sélo 3.8 A
formando un sitio doble que es completamente cooperativo y muestra una constante de unién
de 2.8 x 10° M. Este doble sitio est4 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 dé la
superficie de la molécula. Parece ser que protegen esos giros de la autolisis (Matthews et al.,
1974; Woordouw y Roche, 1975; Fassina et al., 1986; Fontana et al., 1986). Probablemente
todos los sitios de unién de Ca®* contribuyen a la alta estabilidad térmica de la enzima. Sin

embargo, el ion Zn?* del sitio activo no parece contribuir a dicha estabilidad de la enzima
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FIGURA 2.4: Modelo del esqueleto de la estructura cristalogréfica de la TLN. El ion Zn?*
(O) y los cuatro iones Ca?* (@) que se unen a la TLN est4n representados en la estructura.
(tomado de Fontana, 1988).
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frente a su desnaturalizacién térmica (Holmquist y Vallee, 1974).

Los estudios de desnaturalizacién térmica realizados hasta la fecha con TLN muestran
una caracteristica comuin: la irreversibilidad de la desnaturalizacién en todas las condiciones
investigadas, tanto por métodos espectroscépicos (Voordouw et al., 1976; Khan et al., 1978;
Fujita et al., 1979; Khan et al., 1980) como por DSC (Sénchez-Ruiz et al., 1988a). La causa
de esta irreversibilidad parece ser la autolisis segin los resultados de electroforesis en
presencia de SDS de muestras calentadas (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a). La cinética de la
desnaturalizacién de la TLN a alta temperatura es de primer orden. En el estudio de su
desnaturalizacién térmica por DSC, realizado por miembros de este Departamento, se
propuso un modelo cinético de dos estados para el andlisis de las transiciones irreversibles
obtenidas. Este modelo explica satisfactoriamente el comportamiento por DSC de la TLN,
asi como el de otras proteinas también estudiadas por este Grupo como se mencioné
anteriormente para la PCPA y CPA (Sanchez-Ruiz et al., 1988b).

2.2.2 Fragmentos de termolisina TLN-205-316 y TLN-255-316.

Dado su elevado interés biotecnolégico debido a su alta termoestabilidad, ademds de
los estudios realizados con la proteina intacta 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 de dominios de plegamiento (Vita et al.,
1979; Vita y Fontana, 1982; Dalzoppo et al., 1985; Vita et al., 1985b; Vita et al., 1989).
Estos dominios de han predicho mediante algoritmos de ordenador utilizando las coordenadas
de la estructura tridimensional, obtenidas mediante cristalografia de rayos X (Rashin, 1981;
Wodak y Janin, 1981; Rashin, 1984). Asi, se han aislado un serie de fragmentos (casi todos
del extremo C-terminal) que, de acuerdo con su andlisis de estructura secundaria mediante
dicroismo circular (CD) de UV lejano y sus propiedades inmunoquimicas, mantienen una
estructura similar a la que presentan en la proteina intacta asi como una considerable
termoestabilidad. Entre los fragmentos obtenidos mediante bromuro de cianGgeno estén el
fragmento TLN-121-205 y el TLN-206-316 (Vita et al., 1979), siendo éste iltimo el
fragmento de TLN mds estudiado. Otro fragmento globular, obtenido a partir del TLN-206-
316 mediante corte con hidroxilamina en condiciones alcalinas, es el TLN-228-316 (Vita et
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al., 1984). 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 tamaifio capaz de plegarse en una estructura semejante a la nativa (Dalzoppo et al.,
1985). Este fragmento se estudia en esta Memoria. Otro fmgfnento cuyo estudio de
desplegamiento térmico se aborda en este trabajo es el TLN-205-316, con un amino4cido
menos que el TLN-206-316, obtenido mediante autolisis de la TLN en presencia de EDTA
(Fassina et al., 1986). El andlisis de estructura secundaria mediante espectrometria de
dicroismo circular ha mostrado que, en los fragmentos del extremo C-terminal aislados, el
contenido en a-hélice es muy similar al que poseen esas regiones de la cadena en la proteina
intacta. Anticuerpos anti-TLN obtenidos de conejo reconocen todos estos fragmentos
demostrando la presencia de determinantes especificos de TLN en la superficie de dichos
fragmentos lo cual apoya la similitud de sus estructuras con la nativa. Por otra parte, estudios
de desplegamiento, tanto mediante calor como por agentes desnaturalizantes tales como urea
o clorhidrato de guanidinio (GuHCI), muestran la presencia de transiciones reversibles
caracteristicas de pequefias proteinas globulares. Esto contrasta abiertamente con lo
mencionado arriba para la TLN intacta.

Particularizando en los fragmentos que son estudiados en esta Memoria, el TLN-205-
316, de peso molecular 11978, s6lo se diferencia en un aminodcido del TLN-206-316 por
lo que sus propiedades deben ser practicamente idénticas. Su estructura tridimensional se
corresponde con un motivo estructural llamado "manojo de 4 a-hélices" (four a-helix bundle)
(ver Figura 2.5), muy cominmente encontrado en otras proteinas (Weber y Salemme, 1980)
lo que hace de muy particular interés el estudio de las propiedades del plegamiento-
desplegamiento de este fragmento aislado. Su desplegamiento térmico y en presencia de
agentes desnaturalizantes se ha estudiado por técnicas espectroscépicas (CD y espectrometria
UV-visible) encontrdndose que es reversible, con una temperatura de media de
desplegamiento, T,,, de 66°C (Vita y Fontana, 1982). El andlisis termodindmico de las
transiciones se ha llevado a cabo asumiendo un proceso de equilibrio de dos estados,
mostrando propiedades termodindmicas propias de una pequefia proteina globular. An4lisis
de sedimentacién mediante ultracentrifugaciéon analitica muestra que, a pH neutro, el
fragmento se comporta como una especie monémerica (Vita et al., 1989).
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FIGURA 2.5: Modelo esquemitico del esqueleto de la estructura terciaria que presenta el
fragmento TLN-206-316 en TLN nativa. Los nimeros indican los segmentos que forman las
4 hélices presentes, representadas por cilindros (tomado de Vita et al, 1974).
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El fragmento TLN-255-316 se obtiene mediante proteolisis limitada con subtilisina
del TLN-205-316, que pierde la primera a-hélice, quedando con un peso molecular de 6630
dalton. Este fragmento es bastante resistente a proteolisis posterior y muestra una
significativa termoestabilidad a pH neutro (T,=65°C), con transiciones cooperativas y
reversibles producidas tanto por el calor como por agentes desnaturalizantes (Dalzoppo et al.,
1985). Un andlisis ulterior del desplegamiento térmico de este fragmento 255-316, seguido
por CD, muestra una clara dependencia de la T, de las transiciones con la concentracién de
muestra, por encima de 0.05 mg/ml, con un incremento de T,, de =6°C entre 0.03 mg/ml
y 1.0 mg/ml. Estudios de ultracentrifugacién analitica a diferentes concentraciones de
muestra han demostrado que, a esas concentraciones, el fragmento 255-316 se encuentra
formando un dimero en disolucién a pH neutro (Vita et al., 1989). Parece ser que en esa
dimerizacién no estdn implicados cambios conformacionales significativos, a juzgar por las
medidas de CD de UV lejano.

2.2.3 "Nicked" termolisina:

Por otra parte, ha sido descrito que, tras rotura de la cadena polipeptidica de la
cadena de TLN mediante proteolisis limitada o autolisis, pueden aislarse especies con uno
o mds cortes, cuyos fragmentos no se han separado, conservando una estructura terciaria
andloga a la de la TLN intacta. Estas especies denominadas "nicked" son: la termolisina S,
obtenida por proteolisis controlada con subtilisina, formada por los fragmentos 5-224(225)
y (225)226-316 (Vita et al., 1985a), y otra especie formada por los fragmentos 1-196, 197-
204 y 205-316, obtenida en presencia de EDTA por autolisis de la TLN (Fassina et al.,
1986). Ambas presentan un alto interés en cuanto al estudio de su estabilidad térmica en
comparacién con la TLN intacta.

En esta Memoria se aborda el estudio la especie de tres fragmentos. Los dos cortes
se producen por la accién del EDTA al retirar Ca*>* unido al sitio Ca(4) de la TLN, dejando
desprotegido y flexible el giro 190-205 frente a la autolisis. El fragmento 1-196 abarca el
16bulo N-terminal de la TLN y una pequefia parte del C-terminal, mientras que el fragmento
205-316 abarca practicamente todo el 16bulo C-terminal. Esta "nicked" termolisina (N-TLN)
no presenta ninguna actividad enzimatica para el ensayo caracteristico de TLN. Los datos de

CD indican que sélo hay cambios marginales en la estructura secundaria respecto a la TLN

a ki
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intacta, aunque si hay una significativa perturbacién de la estructura terciaria, con una mayor
exposicién de los residuos aromdticos Tyr y Trp al solvente. Ademds, estudios preliminares
indican una fuerte pérdida de termoestabilidad (T, =48°C).



3. MATERIALES
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3.1 Materiales.

3.1.1 Reactivos.

Fosfato monosddico, pirofosfato sédico, glicina, acetato §6dico, acetato cdlcico,
tetraborato sédico, cloruro sédico, cloruro cdlcico, cloruro de zinc, hidréxido sédico, 4cido
clorhidrico y 4cido acético, usados para preparar disoluciones tampén, fueron adquiridos a
MERCK (para andlisis). Tris, HEPES, EDTA disédico y cloruro de Guanidinio fueron de
la casa SIGMA.

Phosphoramidon (N-(a-Rhamnopiranosiloxihidroxi-fosfinil)-L-leucil-L-triptéfano),
utilizado como inhibidor de termolisina se obtuvo de SIGMA y 1,10-fenantrolina,
complejante del Zn?>*, se compr6 a MERCK. Hippuril-L-Arginina y FAGLA (3-(2-
furilacriloil)glicil-L-leucinamida), empleados en las medidas de actividad enzimdtica, fueron
comprados a SIGMA.

Sephadex G-25, utilizado en la preparacién de muestras, y Sephadex G-50M y G-
75SF y Sephacryl S-100HR, para los experimentos de Cromatografia de Exclusién
Molecular, fueron adquiridos a Pharmacia/LKB. Las columnas de HPLC de fase reversa que
se usaron en la purificacion de los fragmentos de termolisina fueron de la marca Vydac.
Acetonitrilo para HPLC se obtuvo de Scharlau. El 4cido trifluoroacético fue de Fluka. La
resina de afinidad Affi-prep 10, activada con grupos N-hidroxisuccinimida, fue adquirida a
Biorad.

De SIGMA fueron la acrilamida, la bis-acrilamida y TEMED (N, N, N’, N’-
tetrametil-etiléndiamina), utilizados para preparar los geles de electroforesis en presencia de
SDS. Este fue comprado a Fluka.

Se utilizaron membranas de didlisis de Medicell International 1td. y de Spectrapore.
El agua utilizada'para la preparacion de las disoluciones fue destilada y desionizada, y tras
su disponibilidad se utiliz6 agua Milli-Q (Millipore). Todas las disoluciones se filtraron a
través de filtros Millipore de 0.45 um. Otros reactivos utilizados en este trabajo, de los que

no se haya mencionado su origen, fueron siempre de la médxima calidad disponible.
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3.1.2 Material Biolégico.

Las muestras de carboxipeptidasa B, procarboxipeptidasa B y dominio globular de
activacién han sido suministradas por el Grupo del Dr. F. X. Avilés, de la Universidad
Auténoma de Barcelona, en el 4mbito de la colaboracién existente con nuestro laboratorio.

La termolisina (protease Type X) fue adquirida de SIGMA y posteriormente
purificada como se describe en el Apartado de Métodos. Termolisina purificada fue usada
para preparar la "nicked" termolisina (N-TLN). Los fragmentos de termolisina fueron
purificados, a partir de termolisina de SIGMA, como se describe posteriormente, bien en el
laboratorio del Dr. Angelo Fontana de la Universidad de Padua (Italia) con el cual se ha
colaborado en este trabajo, bien en nuestro laboratorio, tras el correspondiente aprendizaje

durante una breve estancia realizada en aquel laboratorio.

3.1.3 Instrumentacidén.

Las medidas de concentracién de las muestras de proteinas investigadas de realizd
indistintamente en un espectrofotémetro Cary 210 de la casa Variant o en un
espectrofotometro Beckman DU-70, obteniéndose los espectros de las mismas. En éste
iltimo, equipado con un bafo termostitico HETO, se realizaron las medidas de actividad
enzimdtica de TLN y CPB.

Las cromatografias convencionales se monitorizaron a 280 nm mediante un detector
de absorbancia ultravioleta de la casa Pharmacia/LKB, modelo UV-1. Se utilizaron bombas
peristélticas LKB 2132. Los colectores de fracciones fueron el modelo Buchler Fractomat de
Hucoa Erloss o el RediFrac de Pharmacia/LKB, conectados a un registro grafico de Lloyd
Instruments. La termostatizacion de la columna de Sephadex G-75 utilizada en los
experimentos de cromatografia de exclusién molecular se realiz6 mediante un baifio
termostético circulador LAUDA de Hucoa Erloss.

La purificacién de los fragmentos de termolisina se realiz6 en un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de la casa Pharmacia/LKB, biocompatible,
equipado con dos bombas modelo 2248 con capacidad de flujo de hasta 10 ml/min, un
mezclador de alta presién 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 computador Tandon AT. '
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Para la obtencién del agua ultrapura, tanto para HPLC como para la preparacién de
las disoluciones tamp6n empleadas, se utilizé un equipo de purificacién Milli-Q Plus de
Millipore, alimentado con agua destilada y desionizada mediante un desionizador SETA. Las
medidas de pH se realizaron en pHmetros Crison con electrodbs de vidrio combinados
Ingold, proporcionando una sensibilidad de +0.01 unidades de pH. Estos pHmetros fueron
calibrados con tampones estandar de pH 7.02 y 4.00 de la marca Crison. Para la
centrifugacién de muestras pequeiias se utilizé una centrifuga para tubos eppendorf Heareus
Chryst. Para voliimenes mayores se emple6 una Kokusan H-251.

El aparato de electroforesis utilizado fue el modelo Protean II de Biorad, alimentado
con una fuente de tensién constante de la casa Arrosu Radio.

Para realizar los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se ha
utilizado un microcalorimetro diferencial de barridlo DASM-4 de fabricacién soviética
(Privalov, 1980; Privalov y Pothekin, 1986; Privalov y Plotnikov, 1989) cuyas caracteristicas
se describen mds adelante en el Apartado 3.6.1.

La sefial procedente del calorimetro se digitaliz6 mediante una tarjeta conversora
andldgico-digital de 8 bits DT2801 de Data Translation, instalada en un computador Inves
tipo PC-XT que almacend los datos en discos magnéticos. Los programas de adquisicién y
tratamiento de datos fueron implementados en este Departamento, utilizindose también
programas cedidos por el Dr. E. Freire de la Universidad Johns Hopkins de Baltimore
(USA). Se utilizaron computadores PC-XT y PC-AT en el tratamiento de los datos.
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3.2 Purificacién y preparacién de muestras.

3.2.1 Procarboxipeptidasa B.

La PCPB se nos suministré purificada a homogeneidad, precipitada en presencia de
(NH,),SO, al 43%, en una suspensién conservada a 4 °C. Para realizar los experimentos de
DSC, sélo fue necesario centrifugar, durante unos 15 minutos a = 10000g, el volumen de
suspension necesario para tomar la cantidad de proteina deseada, resuspender en el volumen
requerido de tampén de trabajo y dializar durante 24 horas frente a un gran volumen del
mismo tampdn, cambiando dos veces el baifio de didlisis. A veces, en lugar de dializar las
muestras, se pasaron a través de una columna de Sephadex G-25, previamente equilibrada
en el tampdn deseado, procedimiento que cambia exhaustivamente el tampén de la muestra
y que es mucho mds rdpido, pero que diluye apreciablemente la proteina. Tras la didlisis, se
midi6 la concentracién de las muestras mediante la realizacién de un espectro de absorcién
en ultravioleta-visible entre 350 y 250 nm, y estimacién de la absorbancia a 280 nm,
utilizando un €*!'*=1.58 (Burgos, 1989). En la Figura 3.1 se muestra un espectro tipico de
la PCPB.

3.2.2 Carboxipeptidasa B.

La CPB también se nos proporcioné purificada a homogeneidad. La forma de
almacenamiento fue en disolucién en Tris 40 mM, NaCl =0.1 M, pH 8.0, congelada a -20
°C. En estas condiciones la CPB es capaz de mantener la actividad préxima al 100% de la
inicial durante periodos de tiempo cercanos a un afio. Para la preparacién de muestras para
la realizacién de experimentos se dializaron las disoluciones frente al tampén deseado tal y
como se describe mds arriba para la PCPB. Luego se midi6 espectrofotométricamente la
concentracién de las muestras tomando un valor de ¢*'*=2.00 (Burgos, 1989). Un espectro
tipico de la CPB se muestra también en la Figura 3.1.

En las muestras de CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia de 1,10-
fenantrolina 5 mM, este compuesto absorbe fuertemente en la zona de UV en que absorben
las proteinas, interfiriendo en la cuantificacién espectrofotométrica de la concentracién. Para

preparar las muestras en este caso, se midié la concentracién de la disolucién de CPB
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FIGURA 3.1: Espectros de absorcién ultravioleta-visible de la PCPB, la CPB y el DAB,
normalizados para una concentracién de muestra de 1 mg/ml.

dializada frente al tamp6n sin 1,10-fenantrolina, afiadiéndose luego el volumen adecuado de
una disolucién concentrada de 1,10-fenantrolina (50 mM) en el mismo tampén, a una alicuota
de la muestra de CPB de volumen conocido. Se corrigi6 la concéntracién de la muestra para
el nuevo volumen final. Se comprob6 luego que el pH de la muestra no variaba con esta
actuacion. :

El contenido de ZnCl, de la mayoria de los tampones utilizados se fijé a partir de una
disolucién madre de concentracién conocida, determinada por espectrometria de absorci6n

atomica.

3.2.3 Dominio globular de activacién.

El DAB se nos suministr6 como un liofilizado libre de sales. Las muestras se
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prepararon simplemente disolviéndolo en el tampén deseado y dializando frente al mismo,
como se describe mds arriba para CPB y PCPB. Para las medidas de concentracién se utilizé
un €*'*=0.93 (Burgos, 1989) (ver Figura 3.1).

3.2.4 Termolisina.

Purificacién:

Como se menciona en el Apartado 3.1.2, la termolisina se adquiri6 a la casa SIGMA,
catalogada como "Protease Type X". Esta termolisina se suministra como un liofilizado
cristalino que contiene aproximadamente un 20% de acetato célcico y acetato sédico. Ademds
estd contaminada con diversos productos de su degradacién autolitica. Para purificar la
termolisina intacta de estos fragmentos de degradaciéon se han empleado dos métodos
cromatograficos distintos: cromatografia de exclusiéon molecular y cromatografia de afinidad.
Meétodo 1°:

Esta purificacién se planed basdndonos en la diferencia de tamaiios moleculares entre
la termolisina y los fragmentos de su degradacién autolitica.

Se empaquet6 una columna de 1.5 x 90 cm con Sephacryl S-100HR y se equilibré
durante 36 horas a 12 ml/h con tampén HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH
7.5. Se disolvieron unos 20 mg de TLN de Sigma en el menor volumen posible del mismo
tampon, que ademds contenia NaBr 5 M, y se dializ6 frente al tampén de elucién durante
toda la noche. Tras la didlisis se filtr6 la muestra, a través de un filtro Millex de Millipore
de 0.45 pm, para eliminar cierto precipitado que aparecié y se aplicé a la columna,
recogiéndose durante la elucién fracciones de 3 ml. El perfil de la elucién se siguié mediante
un detector UV a 280 nm y se midi6 actividad de termolisina cada 2 fracciones. Ademds se
hizo electroforesis en presencia de SDS de cada 6 fracciones. El resultado se muestra en la
Figura 3.2. Es interesante que las impurezas correspondientes a los fragmentos de
degradaci6n salen en los primeros picos de la elucién y que el pico que concentra toda la
actividad de termolisina sale al final. Dado que los primeros picos deben corresponder a
especies de mayor tamafo molecular (mayor radio de Stokes), estas especies deben estar
formadas por agregados de los fragmentos o moléculas de TLN rotas. Como se puede ver
en la electroforesis de la Figura 3.2, las fracciones del pico que tiene actividad enzim4tica

corresponden a TLN pricticamente pura. Estas fracciones, de concentracién entre 0.5 y 1.0
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FIGURA 3.2: (A) Cromatografia de exclusién molecular de TLN de Sigma en una columna
de Sephacryl S-100HR (ver condiciones de experimentaci6n en el texto). La linea continua
corresponde a absorbancia a 280 nm. Los puntos (®) representan actividad de TLN
expresada como constante de velocidad aparente de primer orden de la hidrélisis de FAGLA,
k,,, en min™. (B) Electroforesis en presencia de SDS (SDS-PAGE) al 15% de acrilamida de
las fracciones indicadas. La calle marcada con P corresponde a patrones de peso molecular.
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mg/ml, fueron almacenadas congeladas a -20 °C en el mismo tampén de la elucién. Este
método no es el mis adecuado debido a la lentitud de la cromatografia y a la baja
concentracién de las fracciones que se recogen, siendo necesario la mayoria de las veces
concentrar las muestras.

Método 2°:

Este método consiste en una cromatografia de afinidad utilizando Gly-D-Phe,
covalentemente unida a una matriz polimérica (Walsh et al., 1974). Este dipéptido se une a
la TLN sin ser hidrolizado, debido a la configuraciéon D de la fenilalanina.

Preparacién de la resina de afinidad: Se partié de una resina activada (Affi-Prep 10
de Biorad) que contiene un grupo ester de N-hidroxisuccinimida unido, a través de un
espaciador de 10 dtomos de carbono, a una matriz rigida polimérica. Este grupo reacciona
facilmente con grupos NH, libres, como se esquematiza en la Figura 3.3. La resina se

proporciona en una suspensién en isopropanol.

o) o]

| >

-C-NH-Gly-D-Phe + HO-N

)

(o)

* NH2 -Qly-D-Phe e

NN

FIGURA 3.3: Esquema de la reaccién de acoplamiento del ligando Gly-D-Phe a la resina
activada Affi-Prep 10 de Biorad.

El procedimiento es el siguiente:

Se lavan 3 ml de resina depositada con 30 ml de dimetil-formamida anhidra (DMF)
en un embudo de placa filtrante. Se disuelven 133 mg de Gly-D-Phe (de Sigma) en 2.1 ml
de una mezcla DMF:H,O:trietilamina en una proporcién 15:5:1. Se afiade el reactivo a la
resina y se deja agitando por inversién 12 horas a 4 °C para conseguir el acoplamiento del
ligando a la resina. Se lava posteriormente con 30 ml de DMF.

Se afiaden 2 ml de DMF y 100 ul de etanolamina y se deja agitando 3 horas. Con ello

se consigue derivatizar los grupos reactivos no reaccionados. Se lava de nuevo con 30 ml de
DMF. -
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Luego se lava la resina sucesivamente con:

1. NaCl 1.5 M.

2. NHHCO; 0.1 M, pH 8.0.

3. Na,HPO, 0.1 M, pH 3.0. '

Se repite de nuevo la operacién y por ltimo se equilibra en 'tampén (Ac),Ca 5 mM,
pH 5.0 en la columna adecuada.

Obtencién de 1a TLN: Se disuelven unos 20 mg de liofilizado de TLN de Sigma en
=20 ml de tampén frio (Ac),Ca S mM, pH 5.0, dejando agitar a 4 °C durante 1 hora.
Luego se centrifuga a 10000g y 4 °C durante 15 minutos para eliminar el resto insoluble y
se filtra por un filtro Millipore de 0.45 um. Todo el proceso debe hacerse en frio (4 °C).
Se aplica todo el volumen a la columna equilibrada en el mismo tampén y se deja lavando
la columna con 2 6 3 volimenes de tampén. Registrando absorbancia a 280 nm (ver Figura
3.4), se puede ver la salida de un primer pico de material no unido a la columna que
corresponde a los productos de fragmentaciéon de la TLN. Luego se eluye con tampdn
Tris/AcH 0.1 mM, NaCl 0.1 M, pH 9.0, despegédndose la TLN de la columna que se recoge
en fracciones. Se lava con este tamp6n hasta que no se detecte salida de material. Luego se
equilibra de nuevo en el tampén (Ac),Ca 5 mM, pH 5.0. La TLN recogida se dializa
rdpidamente, ya que no es muy estable en el tampén de pH 9.0 por no contener CaCl,, frente
a Tris 20 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.2, en el que puede congelarse a -20 °C.
Este segundo método es mucho mds rdpido, purificindose cantidades mucho mayores en
menos tiempo y recogiéndose a la salida de la columna fracciones mds concentradas.

La TLN purificada por ambos métodos mostré una sola banda por SDS-PAGE y su
actividad enzimdtica fue comparable o superior a la descrita en la bibliografia (Latt et al.,
1969; Holmquist y Vallee, 1974; Khan y Darnall, 1978)

Preparacién de muestras:

Una vez purificada la TLN, para su uso en los experimentos, se cambia el tampén
en que estd disuelta por el tampén de experimentacién. En este caso la forma de hacerlo
dependi6 bastante del tampén al que se queria cambiar. En general la muestra de TLN se
dializ6 frente al tampdn, pero en los casos en que se sospech cierta inestabilidad de la TLN,
se utilizé el método cromatografico con una columna de Sephadex G-25. La concentracién

de la proteina se midié, siempre que se pudo, realizando un espectro UV-visible de la
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FIGURA 3.4: (A) Cromatografia de afinidad R-Gly-D-Phe de TLN procedente de la casa

Sigma en las condiciones que se describen en el texto. La linea continua (

) representa

la absorbancia a 280 nm. Los puntos (®) representan actividad de TLN expresada como la
constante de velocidad aparente de primer orden de la hidrélisis de FAGLA, k,,, en min™.
(B) SDS-PAGE al 15% de acrilamida de muestras correspondientes a los dos picos de la

cromatografia. Calles 1 y 2: 1< pico; 3 y 4: 2° pico.
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FIGURA 3.5: Espectros de absorcién ultravioleta-visible de la TLN y los fragmentos
TLN-205-316 y TLN-255-316, normalizados para una concentracién de muestra de 1 mg/ml.

muestra (ver Figura 3.5), tomando ¢*!*=1.52 (Voordouw y Roche, 1974).

Para los experimentos con TLN en presencia de 1,10-fenantrolina 5 mM, en los que
se dializ6 exhaustivamente la muestra para retirar completamente el Zn** de la TLN, se
determiné la concentracién de la muestra utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976),
ya que la 1,10-fenantrolina absorbe fuertemente en la misma zona del espectro UV que las
proteinas. El procedimiento utilizado es el siguiente: Se utiliz6 como patrén una disolucién
de TLN sin 1,10-fenantrolina, de concentracién conocida (determinada por absorbancia a 280
nm) similar a la de la muestra de concentracién a determinar (0.5-1.5 mg/ml). Se preparan

los siguientes tubos de ensayo:
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Tubo ul Patrén ul Muestra u1 H,O
blanco - ” 40
1 10 - 30
2 20 - 20
3 30 - 10
4 40 - -
5 - 15 25
6 - 30 10
0.5 T . -
E 0.4 -
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FIGURA 3.6: Recta patrén obtenida para la TLN correspondiente al método de Bradford de

determinacién de proteinas.

Luego se afiaden, agitando, a cada tubo, 2 ml de reactivo Bradford (Biorad), previamente

diluido con agua desionizada en una proporcién 1:4. Se espera 5 minutos y se mide
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absorbancia a 595 nm. Se construye la curva patrén representando los valores de absorbancia
de los tubos 1-4 (restado el valor del blanco) frente a los ug de TLN de cada tubo (Figura
3.6). Con esta curva patrén se determinan los ug de TLN de los tubos problema y con ello
la concentracién de la muestra.

En los experimentos con TLN en presencia de phosphox:amidon, dado que este
compuesto es extremadamente caro, las muestras se prepararon de la siguiente forma: Se
prepar6 por pesada una disolucién concentrada de phosphoramidon en el mismo tamp6n del
experimento. A una alicuota de volumen conocido de la disolucién de TLN, dializada
previamente en el mismo tampén, y a la que se habfa medido la concentracién, se anadi6 la
cantidad adecuada de la disolucién concentrada de phosphoramidon para que resultara la
concentracién deseada de éste. La concentracién de TLN fue corregida para el nuevo
volumen alcanzado.

La concentracién de ZnCl, de los tampones fue establecida, como para la CPB, a

partir de una disolucién madre de concentracién conocida.

3.2.5 "Nicked" termolisina.

La N-TLN fue preparada a partir de TLN purificada como describen Fassina et al.
(1986). Sin embargo, fue necesario optimizar el procedimiento debido a malos resultados
iniciales. El procedimiento consiste en afadir con agitacién, a una disolucién de TLN de =1
mg/ml de concentracién en Tris/HCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.2, un volumen de EDTA
0.4 M en el mismo tampdn, hasta alcanzar una concentracién de EDTA de 10 mM. La
mezcla se deja reaccionar a temperatura ambiente durante unos 30 minutos, tomando
alicuotas que se analizan mediante electroforesis en presencia de SDS (SDS-PAGE). Sin
embargo, este procedimiento produjo un bajo rendimiento en la reaccién de autolisis,
origindndose cortes indeseados, diferentes a los descritos.

Con el ﬁﬁ de buscar las condiciones éptimas de autolisis se realizaron los siguientes
experimentos:

Estd descrito que la autolisis es producida por la retirada por el EDTA del Ca?* del
4° sitio de unién de la TLN. Este Ca®* protege el giro 190-205 de la autolisis (Fassina et al.,
1986). Por tanto, la concentracién de EDTA que se ponga en el medio determinar4 el Ca**

libre y con ello el grado de proteccién de la termolisina frente a la autolisis, modificando la
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efectividad de la reaccién asi como su especificidad. Para optimizar la concentracién de
EDTA se prepararon 10 alicuotas de 250 ul de disolucion de TLN a 1 mg/ml de
concentracién, dializada frente a Tris 0.1 M, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.2. A cada
alicuota se afiadié un volumen de EDTA 0.4 M, en el mismo tampén, de forma que se
alcanzaran las siguientes concentraciones de EDTA en la mezcla de reaccién: 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 y 50 mM, dejando la iltima sin afiadir EDTA, como control. Se dejaron
transcurrir =30 minutos, agitando de vez en cuando, y se hizo SDS-PAGE al 15% de
acrilamida de cada alicuota. El resultado se muestra en la Figura 3.7A, donde se puede
apreciar que, por debajo de 20 mM de EDTA, la fragmentacién es incorrecta y que a 10 mM
de EDTA ademds queda gran parte de la TLN sin cortar. Por encima de 20 mM, la
fragmentacion es correcta y siempre la misma: Dos fragmentos visibles por SDS-PAGE (El
197-204 es demasiado pequefio y migra en los geles con el frente), uno de peso molecular
=21000 (el 1-196) y otro de = 12000 (el 205-316). Se utiliz6 35 mM de EDTA para los
experimentos subsiguientes.

Por otra parte, la autolisis es un proceso bimolecular lo que hace sospechar que su
cinética puede depender fuertemente de la concentracion. Para investigar esto, se prepararon
8 alicuotas de 250 ul de disoluciéon de TLN, en el mismo medio de mds arriba, de
concentraciones crecientes: 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00 mg/ml. A todas
se les afiadi6 EDTA 0.4 M hasta alcanzar una concentracién final de EDTA de 35 mM.
Ademds se prepar6 un control al que no se le aiadi6 EDTA. Se dejaron reaccionar 30
minutos con agitacion y se analizaron por SDS-PAGE al 15%. En la Figura 3.7B se muestra
el resultado, aprecidndose que la reaccion de autolisis es tanto mds efectiva cuanto mayor
concentracién de TLN hay, como por otra parte era de esperar.

Por tanto, se adopt6, como metodologia més adecuada para la produccién de N-TLN
a partir de TLN purificada, la siguiente: Anadir EDTA 0.4 M, Tris 0.1 M, NaCl 0.1 M, pH
7.2, gota a gota y agitando, a una disolucién de TLN, de concentracién = 2 mg/ml,
dializada frente a Tris 0.1 M, NaCl 0.1 M. CaCl, 10 mM, pH 7.2, hasta alcanzar una
concentracion de EDTA de 35 mM. Dejar a temperatura ambiente durante unos 30 min.

Mediante este método se obtiene una N-TLN pricticamente pura. Sin embargo,
todavia contiene restos de TLN.intacta, y por tanto, activa, con capacidad para séguir
degradando la N-TLN. En el tampén en que ha sido obtenida y a 4 °C, la N-TLN es
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FIGURA 3.7: (A) SDS-PAGE al 15% de acrilamida de alicuotas de TLN incubadas durante
30 min. en presencia de diferentes concentraciones de EDTA (indicadas en cada calle). La
concentracién de TLN se mantuvo fija a 1 mg/ml. (B) SDS-PAGE al 15% de acrilamida de
alicuotas de diferentes concentracién de TLN (indicadas en cada calle) incubadas durante 30
min. en presencia de EDTA 35 mM.
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relativamente estable y la TLN no sigue degradando de forma considerable. Sin embargo,
la presencia de TLN activa podria afectar de forma considerable los resultados de los
experimentos de DSC previstos con la N-TLN.

Se realizaron numerosos intentos para separar la TLN intacta de la N-TLN, utilizando
la columna de afinidad Affi-Prep-Gly-D-Phe, descrita para la “purificacién de TLN,
aprovechando que la N-TLN no se une a esta resina de afinidad (Fassina et al., 1986). Sin
embargo, cuando se dializaba la N-TLN frente al medio de baja fuerza iénica utilizado en
esta cromatografia ((Ac),Ca S mM, pH 5.0), la N-TLN sufria una posterior degradacién de
su fragmento mayor, no siendo estable en ese medio. Otros tampones utilizados no dieron
buenos resultados.

Se pens6 entonces en utilizar la N-TLN obtenida sin eliminar las trazas de TLN
presentes pero poniendo en el medio inhibidores de la actividad de TLN, lo que evita la
interferencia de la posible proteolisis que pueda producirse antes y durante los experimentos.
Los inhibidores utilizados fueron phosphoramidon y 1,10-fenantrolina. El cambio de tampén
para realizar los experimentos se hizo utilizando una columna de Sephadex G-25 equilibrada
en el tampdn deseado, con el fin de evitar el largo tiempo de didlisis.

La concentraciéon de las muestras se midi6 utilizando los mismos métodos descritos
para la TLN. Para medidas espectrofotométricas se utiliz6 el mismo valor para el coeficiente
de extincién de la N-TLN que para la TLN.

3.2.6 Fragmento de TLN 205-316.

Purificacién: '

TLN-205-316 es uno de los tres péptidos constituyentes de la "nicked" TLN, por lo
que se obtiene mediante la misma reaccién de autolisis controlada y posterior separacién de
los fragmentos resultantes.

Sin embargo, para preparar grandes cantidades de TLN-205-316 no se purificé
previamente la TLN, sino que se utiliz6 directamente la TLN tal como la suministra la casa
Sigma para producir la autolisis.

El procedimiento seguido consistié 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. La mezcla
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de reaccién se analizé a varios tiempos mediante HPLC de fase reversa (RP-HPLC) analitica
y SDS_PAGE, como se aprecia en las Figuras 3.8 y 3.9. Esto nos permiti6 identificar los
fragmentos con vistas a una posterior separacién preparativa. ‘Se puede apreciar que la
reaccién de autolisis no es completa, dado que la concentracién de TLN que se alcanza
disolviéndola de esta forma no es mayor de 1 mg/ml. )

Esta mezcla se congelé y se liofiliz6 para su posterior separacién por RP-HPLC
preparativa. Para ello se disolvi6 el liofilizado en porciones de unos 5 mg en 2 ml de H,0
con 0.1 % de 4cido trifluoroacético (TFA) y se filtr6 mediante un microfiltro Millex de 0.22
pm de Millipore.

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

-Tamaiio 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,O + 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.

Se utilizé un "loop" en el inyector de 2 ml, aplicindose una alicuota de 2 ml de
muestra en cada elucién. Se registr6 en cada cromatograma la absorbancia a 226 nm y a 280
nm, recogiéndose manualmente TLN-205-316 purificado en el primer pico, TLN en el
segundo y TLN-1-196 en el tercero (ver Figura 3.8). Estos se encuentran disueltos en una
mezcla H,O - ACN, con 0.05% de TFA. Estas disoluciones se congelaron, lioﬁlizaroh y
almacenaron bajo desecacién a -20 °C. En la Figura 3.9 se puede ver el anilisis de las
muestras purificadas por SDS-PAGE al 15%, observindose que sélo se obtiene
completamente homogéneo el TLN-205-316, solapdndose los picos de TLN y TLN-1-196.

Sin embargo, la recuperacién de la TLN y TLN-1-196 durante la cromatografia de
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FIGURA 3.8: RP-HPLC analitica de alicuotas de la mezcla de reaccién de autolisis de TLN
en presencia de EDTA 30 mM, tomadas a los tiempos de reaccién indicados en la figura.
Para el andlisis se sigui6 el procedimiento descrito en el Apartado 3.3.1.
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FIGURA 3.9: SDS-PAGE al 15% de acrilamida de las muestras correspondientes a los
tres picos mayoritarios separados por RP-HPLC (ver Figura 3.8). La calle marcada con P
corresponde a patrones de los pesos moleculares indicados.

RP-HPLC no es completa, queddndose algiin material pegado a la columna. Para evitar esto
se puede eliminar la mayoria de estas dos especies utilizando el siguiente procedimiento de
precipitacion selectiva:

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 reaccion, alcanzdndose una concentracion
de HCOOH del 10%. Este tratamiento desnaturaliza la "nicked" TLN producida, 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 el disolucién. Una vez afiadida toda
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la mezcla, se deja toda la noche a 4 °C para que la precipitacion sea completa y se sedimente
el precipitado. Al dia siguiente se decanta el sobrenadante sobre un filtro Millipore de 0.45
pum. 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 unido a 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,0 desionizada para eliminar las sales y los péptidos pequeifios. La iltima noche se afiaden
10 ml de 4cido acético para acidificar la disolucién. Al final se liofiliza toda la disolucién.

Este liofilizado contiene pequefias impurezas de otros fragmentos, posiblemente de
TLN-198-316 y otros productos de degradacién. Estos pueden eliminarse mediante HPLC
de fase reversa preparativo, como se ha descrito mds arriba. En la Figura 3.10 se muestra
el cromatograma correspondiente.

Preparacion de muestras:

El liofilizado de TLN-205-316 no se disuelve bien directamente en los tampeones que
se han empleado en los experimentos posteriores. Por ello se disolvié previamente en H,O
y se dializ6 posteriormente frente al tampdén deseado durante 24 horas. La medida de la
concentracién de muestra se realiz6 mediante la realizacién de un espectro UV-visible,
midiéndose absorbancia a 280 nm. En la Figura 3.5 se muestra el espectro de TLN-205-316.
Se utiliz6 un valor para ¢*'* = (.86 (Vita et al., 1979).

3.2.7 Fragmento de TLN 255-316.

Purificacién:

TLN-255-316 se obtuvo a partir de TLN-205-316 en el estado de pureza intermedio,
previo a RP-HPLC. El procedimiento es el siguiente:

Se disuelven 200 mg de TLN-205-316 en el minimo volumen de tamp6n Tris 20 mM,
NaCl 0.1 M, pH 9.0, afiadiéndolo poco a poco al tampén y agitando durante media hora.
Luego se filtra la disolucién por un filtro Millipore de 0.45 um. Se mide la concentracién
de TLN-205-316 y se afiade 1:200 en peso de subtilisina Carlsberg (Sigma) disuelta en el
mismo tampén. Se deja agitando (sin agitador magnético) a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccién se analiza cada cierto tiempo por RP-HPLC controldndose la desaparicién de

TLN-205-316 y la aparicion de TLN-255-316. La reaccién se para cuando deja de aumentar
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FIGURA 3.10: Cromatograma de RP-HPLC correspondiente a la purificacién final del
fragmento TLN-205-316 obtenido por precipitacién selectiva, en una columna Vydac C,; de
1 cm x 25 cm, en las condiciones que se describen en el texto. La linea discontinua (-----)
representa el gradiente del solvente B (acetonitrilo + 0.05% TFA).

el tamafio del pico correspondiente a TLN-255-316. Para parar la reaccién se afiade fluoruro
de p-metilfenil-sulfonilo (PMSF), disuelto en dimetil-formamida (DMF) (10 mg PMSF/1 ml
DMF), en una proporcién molar respecto a la subtilisina de 100:1. Ademds se afiaden 3 ml
de acético glacial para bajar el pH e inactivar mejor la subtilisina. Luego se divide la
disolucién en alicuotas de =10 ml, se congela y se liofiliza.

Cada fraccién liofilizada se disolvié en =1 ml de cloruro de guanidinio (GuHCI) 7

M + 0.05 % TFA para su purificacién por RP-HPLC preparativo. Para ello se emple6 una
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columna Vydac de las mismas caracteristicas que la utilizada en la purificacién del TLN-205-
316, descrita mds arriba, pero de 2.7 cm x 30 cm de tamafio. Las condiciones de fase mévil
fueron:
-Flujo: 6 ml/min.
-Solvente A: H,O + 0.05 % 4cido trifluoroacético (TFA).
-Solvente B: Acetonitrilo (ACN) + 0.05 % TFA.
-Gradiente:
0 minutos --- 35% B.
5 minutos -- 35% B.
25 minutos -- 45% B.

Se utilizé un "loop" en el inyector de 2 ml, inyectdndose 1 ml de muestra en cada
elucién. Se registré en cada cromatograma la absorbancia a 226 nm. En la Figura 3.11 se
muestra un cromatograma correspondiente a la separacion. Los picos del cromatograma
aparecen s6lo parcialmente resueltos por lo que se recogié sélo parcialmente el primer pico,
correspondiente a TLN-255-316, procurando no recoger contaminacién del segundo pico
(TLN-205-316 no cortado). Esto baja mucho el rendimiento obtenido. Las disoluciones

recogidas se congelaron y liofilizaron, almacendndose a -20 °C.

Preparacion de muestras:

Se disolvié el liofilizado en el tampdn de experimento (se mostr6 bastante soluble) y
se dializ6 posteriormente en membranas de didlisis con un tamaiio de poro de 3.5 kDa, frente
al mismo tampén durante 24 horas. La concentracién se midié espectrofotométricamente
utilizando un *'* = (.52 (Vita et al., 1989). Un espectro de TLN-255-316 se muestra en
la Figura 3.5.
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FIGURA 3.11: Cromatograma de RP-HPLC correspondiente a la purificacién del fragmento
TLN-255-316 tras la proteolisis controlada del fragmento TLN-205-316 con subtilisina. Se
utilizé una columna Vydac C,; de lcm x 25 cm. Las condiciones se describen en el texto.

La linea discontinua (
0.05% TFA).

) representa el gradiente utilizado del solvente B (acetonitrilo +
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3.3 Técnicas de andlisis de muestras.

3.3.1 HPLC de fase reversa analitica.

La cromatografia 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
preparacion de los fragmentos TLN-205-316 y TLN-255-316. Para ello se ha utilizado una
columna analitica 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,s). 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:

-Flujo: 1.5 ml/min.

Solvente A: H,0O + 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 ul. La deteccién a la salida de la columna fue mediante absorcién a 280 nm o a 226

nm, dependiendo del fragmento analizado.

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

SDS-PAGE se realiz6 en una 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 resolucion en la separacién de las bandas de proteinas (Ornstein, 1964).
Consistié en utilizar un gel de 2 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 proteinas pasen al
gel separador dispuestas en finisimas bandas ordenadas una sobre otra segiin sus movilidades.
A continuacion va el gel separador, del 15% de poliacrilamida y pH 8.8, de unos 15 cm de
longitud. Ambos geles contienen 0.1 % de SDS.
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Las muestras de proteina se mezclan, a partes iguales, con el tampén de dilucién de
la muestra, de pH 6.8, que contiene un 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 unos 5 minutos para que el SDS despliegue las cadenas de las proteinas
completamente. Se aplican entre 10 y 50 ug de proteina en cada calle del gel apilador.

Para el caso de la termolisina, si se opera de esta forma, no se obtiene ninguna banda
debido a la autolisis, por efecto del SDS. Para evitar este problema se afiadié a cada 50 ul
de muestra de TLN a analizar, 5 ul de 1,10-fenantrolina 0.1 M, que inactiva la TLN,
mezcldndose luego con el tampdn de dilucién de muestra.

El tampdn de desarrollo de la electroforesis se compone de Tris/Glicina, SDS al
0.5%, pH 8.3. Mientras la muestra atraviesa el gel apilador, se aplica una intensidad a la
electroforesis de 16 mA por ldmina. Luego, durante la separacién se aplican 24 mA por
ldmina.

Una vez finalizada la electroforesis, se tifien las ldminas con Coomassie Brilliant Blue
al 0.1% en una mezcla de metanol al 40%, 4cido acético al 7% y agua. Se destifien con la
misma mezcla sin el colorante. Los geles se conservan secos, plastificados con papel de

celofén.

3.3.3 Medidas de actividades enzimdticas.

Carboxipeptidasa B:

Se utiliz6 el método de Folk et al. (1960). En este método se mide
espectrofotométricamente la variacién de la absorcién en el UV-visible que se produce en una
disolucion del substrato artificial hippuril-L-arginina (HLA), cuando se hidroliza por la CPB.

El procedimiento responde al siguiente esquema:

Concentracién de substrato: 1 mM.

Tampon de la disolucién del substrato: Tris/HC1 20 mM, NaCl 0.1 M, pH 7.65.

Temperatura de ensayo: 25 °C.

Longitud de onda de medida: 254 nm.

Incremento de absorbancia para hidrdlisis total del substrato: 0.36 unidades de
absorbancia (U.A.), para 1 mM de concentracién de HLA en cubeta de 1 cm de paso de luz

(Folk y Schirmer, 1963). Este es un valor fundamental para el cdlculo de los valores de
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actividad.

Ensayo: Se afiaden entre 10 y 20 1 de una disolucién que contenga =1 ug de CPB
a una cubeta con 2 ml de disolucién de HLA, termostatizada a 25 °C. Se registra
absorbancia en funcién del tiempo durante =5 minutos. Se obtendrd un incremento lineal de
la absorbancia, dado que se mide a saturacién de la enzima, es decir, a velocidad mdxima
de hidrdlisis.

La actividad especifica de la CPB, en este ensayo, se expresa como micromoles de
substrato hidrolizado en un minuto (Unidades de actividad enzimdtica, U), por un miligramo

de enzima. Este valor se calcula segtn la siguiente férmula:

AAbs,,/min - ml(sustrato)
* " AAbs, - mg(CPB)

donde AAbs,s, se obtiene de la pendiente del registro de absorbancia. AAbs;, es el incremento
de absorbancia a hidrélisis total de substrato (=0.36 U.A.). La actividad especifica de la
CPB descrita en la bibliografia es de 170 U/mg (Folk et al., 1960).

Termolisina:

Se siguié el método descrito por Khan y Darnall (1978). Se basa en el seguimiento
de la hidrélisis del substrato artificial FAGLA (3-(2-furilacriloil)glicil-L-leucinamida)
monitorizando la disminucién de absorbancia que se produce a 322 nm. Las condiciones del
ensayo son las siguientes:

Concentracién de FAGLA: 5 x 10° M.

Tampén de ensayo: HEPES 10 mM, NaCl 1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.5.

Temperatura del ensayo: 25 °C.

Longitud de onda de medida: 322 nm.

Ensayo: Se afiaden 50 ul de una disolucién de TLN de 0.5-1 mg/ml de concentraci6n
a una cubeta de 1 cm de paso de luz con 3 ml de disolucién de FAGLA. Se registra
absorbancia a 322 nm en funcién del tiempo. Dado que la concentracién de FAGLA es
mucho menor que la K, de la interaccién enzima-substrato, la cinética de la hidrélisis es de

pseudo-primer orden, con una constante de velocidad, k,, igual a k.,[E)/K,,. Por lo tanto
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se registran curvas de absorbancia en funcién del tiempo con forma de decrecimiento
exponencial de primer orden.

A las curvas obtenidas se ajusté una ecuacién exponencial de primer orden, mediante
ajuste no lineal de minimos cuadrados. De estos ajustes se obtiene k,,. La actividad de
termolisina se expresa como k,/[E], en M'min?, con el fin de normalizarla a la
concentracién de la enzima. La actividad descrita para la TLN en la bibliografia es de 10°f

M min’.
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3.4 Cinéticas de inactivacién térmica de carboxipeptidasa B.

La desnaturalizacién térmica de una enzima puede estudiarse en funcién del tiempo,
a una temperatura determinada y constante, midiendo actividad enzimdtica, que es un
observable directamente proporcional a la cantidad de enzima en el estado nativo (en unas
condiciones en que manifiesta dicha actividad).

Para el caso de la CPB se sigui6 el procedimiento descrito por Galisteo (1990), con
ligeras modificaciones para adaptar el método a nuestro sistema. Consiste en introducir
alicuotas de 20 ul de disolucion de CPB, de concentracién conocida (en nuestro caso fue de
1.2 mg/ml y de 0.1 mg/ml) y debidamente dializada, en tubos capilares de =1 mm de
didmetro interno y unos 20 cm de longitud. Estos capilares se cierran al fuego, protegiendo
la disolucién de proteina del calor con un pafio frio, y se conservan en bafio de hielo hasta
el experimento. Se introducen los capilares en un baifio termostético a la temperatura a la que
se desea seguir la cinética de desnaturalizacién. Se van extrayendo a intervalos de tiempo
adecuados segiin la rapidez de la cinética, introduciéndolos inmediatamente en un bafio de
hielo para detener el proceso de desnaturalizacién. Se extrae la disolucién del capilar y se
mide la actividad enzimdtica de cada alicuota como se describe en el Apartado 3.3.3.

Hay que resefiar que la termostatizacion de los capilares en el bafio a la temperatura
del experimento y la parada de la reaccion en bafio de hielo son pricticamente inmediatas,
como indica la ausencia de periodo de retraso en las cinéticas. Esto era de esperar dada la
estrechez de los capilares y el pequefio tamaiio de las alicuotas.

El conjunto de datos de actividad enzimdtica frente al tiempo se puede analizar de
acuerdo con una ecuacién cinética adecuada. En el caso de la CPB los datos experimentales
siguieron una cinética de primer orden, como veremos mds adelante en el Capitulo de
Resultados. Por lo tanto, mediante el correspondiente ajuste no lineal de minimos cuadrados
de una ecuacién exponencial decreciente de primer orden se puede obtener la constante de
velocidad de desnaturalizacion de primer orden, a la temperatura del experimento de

inactivacion.
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3.5 Cromatografia de exclusién molecular.

Para el estudio de los equilibrios de asociacién de macromoléculas, en los que esté
involucrado un cambio apreciable del tamafio molecular, se pueden utilizar técnicas que
distingan entre las propiedades hidrodindmicas de las especies presentes en el equilibrio. Un

equilibrio de este tipo podria ser el siguiente:
nA=A_ M)

Una de estas técnicas es la cromatografia de exclusién molecular. Esta técnica se basa
en la diferente velocidad de migracion de las especies individuales, implicadas en el
equilibrio de asociacion, a través de una columna del medio cromatogréfico. Una descripcién
intuitiva del fendmeno podria ser la siguiente: En este tipo de cromatografia, la fase
estacionaria estd compuesta por pequefios granulos porosos de material polimérico. La fase
movil estd formada por una disolucién en la que se encuentran las especies de diferente
tamafio molecular (mds correctamente, diferente radio de Stokes). En los poros de la fase
estacionaria, de tamafio comparable a las macromoléculas presentes, penetran mds facilmente,
o incluso unicamente, las moléculas de menor tamaiio respecto de las moléculas mayores.
A lo largo de una columna del material cromatogréfico, el "camino" del que disponen para
recorrer las moléculas pequerias es mucho mayor que el de las grandes, retarddndose aquéllas
durante la cromatografia. Cuando el sistema estd compuesto por especies no interaccionantes,
de diferente tamafio, las moléculas migrardn a lo largo de la columna cromatogréfica en
diferentes tiempos. Este tipo de cromatografia puede utilizarse como técnica separativa. Lo
mismo ocurre cuando la especies presentes estdn en equilibrio, siempre que este equilibrio
sea suficientemente lento en comparacién con el tiempo de la separacién cromatogréfica. En
ambos casos se obtienen perfiles cromatogréficos con picos separados. Cada pico corresponde
en principio a un tamafo molecular diferente.

Sin embargo, cuando las especies presentes se encuentran en equilibrio rdpido, hay
una interconversion répida entre ellas. Supongamos el equilibrio (1). A medida que el sistema
migra a lo largo de la columna, las especies A y A, tienden a separarse, pero esta separacién

enriqueceria la zona anterior de la banda cromatogrifica con A, que migra mds rdpidamente,
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y la zona posterior con la especie A, que migra mds lentamente. Dado que en todo momento
debe estar establecido el equilibrio, en la parte inicial del perfil cromatogrdfico, A, se
transformard para alcanzar de nuevo el equilibrio, generando nA, que ralentiza su velocidad
de migracién retrasdndose en la columna. En la parte posterior del perfil cromatogréfico, A
tenderd a generar A,, acelerando su velocidad de migracién. De esta forma no se obtienen
picos separados en el perfil cromatogrdfico sino un sélo pico ancho en una posicién
intermedia. Por otra parte, el ensanchamiento de las bandas cromatograficas, aumentado por
efectos de difusién y otros factores complicantes, disminuye la concentracién total en la
banda de migracién y modifica continuamente, por tanto, la posicién del equilibrio,
enriqueciéndolo en la especie A, y con ello disminuyendo la velocidad de migracién global
de la banda cromatografica. Todos estos factores hacen que la descripcién matemdtica del
comportamiento de sistemas de macromoléculas interaccionantes en cromatografia de
exclusiéon molecular (y en otras técnicas de migracién molecular) sea extremadamente
compleja (para una revisién sobre el tema: Nichol y Winzor, 1972). El estudio de sistemas
interaccionantes mediante métodos cromatograficos se facilita extremadamente realizando
experimentos en los que se mantenga, a lo largo de toda la cromatografia y a la salida de la
columna, un perfil con una regién "plat6" de composicién igual a la del inicio de la
cromatografia. En estos experimentos se analizan las regiones "frontera" de estos perfiles
"platé" para obtener la informacién sobre la migracién del sistema interaccionante. La
desventaja es que deben emplearse volimenes de disolucion de muestra muy grandes, del
orden la mitad del volumen total de la columna.

Los experimentos de cromatografia de exclusién molecular han sido realizados en esta
Memoria para caracterizar el estado de asociacién del fragmento TLN-205-316 en disolucién
a pH 7.5, tamp6n fosfato 20 mM, NaCl 0.1 M. Como se describe posteriormente en el
Capitulo de Resultados, se ha encontrado que existe un equilibrio dimero-monémero que es
rdpido a temperaturas de =50 °C y superiores, pero que es muy lento por debajo de 30 °C,
pudiéndose separar las poblaciones de cada especie en un experimento cromatografico. Por
esta razén los experimentos se realizaron a 20 °C, utilizando volimenes de muestra pequeiios
(300-400 wul).

El procedimiento seguido es el siguiente: Se empaqueté una columna de la casa

Pharmacia, de 1 cm x 40 cm, equipada con una camisa de termostatizacién, con Sephadex
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G-75SF, de acuerdo con el método recomendado por la casa Pharmacia/LKB. Se termostatizé
la columna a 20 °C con un bafio termostdtico circulador y se equilibré para su calibracién
con tamp6n Tris 50 mM, KC1 0.1 M, pH 7.5, durante 24 horas, a una velocidad de flujo de
8 ml/hora. A la salida de la columna se instal6 un detector de absorbancia a 280 nm,
conectado a un registro grafico, para monitorizar el perfil cromatogrdfico. Una vez
empaquetada y equilibrada la columna se calibré con muestras de 400 ul de disoluciones de
varias proteinas patrones (de Sigma), de peso molecular conocido. Los patrones utilizados
se muestran en la Tabla 3.II, junto con los resultados obtenidos en el calibrado, donde se
exponen los pesos moleculares, P.M., y volimenes de retencién, Vg, obtenidos. V, es el
volumen de exclusioén total, correspondiente al volumen de retencién del azul dextrano. Los

cromatogramas del calibrado se muestran en la Figura 3.12A.

Tabla 3.1I
Patrén P. M. Vi (ml) Vr/Vo In(P.M.)
Azul dextrano 2x108 7.60 - -
Albumina 66000 8.73 1.15 11.10
Anhidrasa C. 29000 11.73 1.54 10.28
Citocromo C 12400 14.27 1.88 9.43
Apronitina 6500 16.80 2.21 8.78

Para obtener la recta de calibrado se representé In(P.M.) frente a Vi/V,. La recta
obtenida, que se representa en la Figura 3.12B, se utiliz6 para determinar el peso molecular
aproximado de las especies presentes en el equilibrio de asociacién de TLN-205-316.

Una vez calibrada la columna, se equilibré en tampdn fosfato 20 mM, NaCl 0.1 M,
pH 7.5, a la misma velocidad de flujo y siempre a 20 °C, durante 48 horas. Muestras de
TLN-205-316 de 300 ul, de diferentes concentraciones, dializadas frente al mismo tampdn,
se calentaron a 50 °C durante 10 minutos, para que se alcanzara el equilibrio de asociacién

a esa temperatura, y se enfriaron posteriormente en un bafio de hielo para congelar dicho
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FIGURA 3.12: (A) Perfiles cromatograficos obtenidos en el calibrado de una columna de
1 cm x 40 cm de Sephadex G-75SF con los patrones de peso molecular que se indican. Las
condiciones utilizadas se describen en el texto. (B) Recta de calibrado de pesos moleculares
resultante de los cromatogramas de (A) obtenida representando In(P.M.) frente a Vg/V,,
donde Vy es el volumen de retencién de cada patrén y V, es el volumen de exclusién total
de la columna (obtenido con azul dextrano).
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equilibrio. Se aplicaron a la columna obteniéndose los perfiles de elucién en un registro
grifico. Estos perfiles se digitalizaron con una tableta digitalizadora y se analizaron mediante

un computador, como se describird posteriormente en el Capitulo de Resultados.
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3.6 Calorimetria diferencial de barrido.

3.6.1 El instrumento.

Un calorimetro diferencial de barrido proporciona una medida de la capacidad
calorifica de una disolucién de una macromolécula bioldgica, o cualquier otro sistema que
se estudie, como una funcién de la temperatura.

Como se menciona en el Apartado de Instrumentacién, para los experimentos de
calorimetria diferencial de barrido, se ha utilizado un microcalorimetro DASM-4 (Privalov,

1980). Sus caracteristicas son las siguientes:

Volumen de las células: 0.48 ml
Intervalo de temperatura de operacion: 250-400 K
Velocidades de barrido: 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2 K/min
Nivel de ruido: +0.2 uW
Error relativo en la capacidad calorifica: 0.005%

Este calorimetro consta de dos células, 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 adiabdtico, formado por corazas
concéntricas con forma de sombrero, como se muestra en la Figura 3.13. Entre las dos
células se encuentra una termopila de 200 uniones bimetal, que actia como termosensor.

Al comenzar un barrido se suministra a las resistencias eléctricas (de idéntico valor)
asociadas a cada célula la misma intensidad de corriente, cuyo valor depende de la velocidad
de barrido seleccionada.

A lo largo del barrido, a través de los termosensores y elementos calefactores
apropiados, el sistema de control analégico del calorimetro establece la igualdad de
temperatura entre las dos células, y entre éstas y las corazas interna y externa, de forma que
el bloque de células se comporte en su conjunto como un sistema adiabdtico. Cuando se
produzca cualquier efecto térmico en una de las células, la termopila de las células generard
una sefial eléctrica. Esta sefial serd utilizada como sefial de error para que el sistema de
control del calorimetro produzca una compensacién de potencias simétrica en ambas células,

que tenderd a mantener la igualdad de temperaturas. Una sefial eléctrica proporcional a la
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FIGURA 3.13: Esquema del bloque calorimétrico del microcalorimetro de barrido DASM-4.
1) Entradas de los capilares. 2) Resistencia calefactora de las células. 3) Coraza interna. 4)
Coraza externa.

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 diferencia
de temperatura entre ambas c€lulas es la que determina la sensibilidad de la medida

calorimétrica.
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3.6.2 Experimentacion.

La realizacién de un experimento de DSC consiste en llenar la célula de muestra con
la disolucién debidamente preparada del material biolégico, en nuestro caso una proteina, y
la célula de referencia con el tampdn en que la muestra biolégica va disuelta. A las células
se les proporciona una sobrepresion de 2.5 atmdsferas para evitar la degasificacién de las
disoluciones durante el calentamiento y su ebullicién cuando se trabaja por encima de 100°C.
Se fija la velocidad de barrido y se registra la sefial de voltaje en funcién de la temperatura.
Los datos de voltaje y temperatura se adquieren mediante un ordenador y se almacenan en
discos flexibles para su posterior procesamiento. Estos datos contienen la informacién
correspondiente a la funcién capacidad calorifica, C,, del sistema en estudio.

Dado que las células no pueden construirse exactamente iguales, hay que restar la
contribucion a la C, debida a la diferencia existente entre las células. Para ello se registra un
barrido con las dos células llenas con el tampdn en que va disuelta la muestra. A este registro
se le llama linea base instrumental. Se resta del registro correspondiente al barrido con la
muestra, obteniéndose exclusivamente la contribucién debida a la presencia de la proteina.

Posteriormente al primer barrido con la muestra, puede registrarse un segundo barrido
sin extraer la muestra de la célula con el fin de comprobar la reversibilidad de los procesos
de desnaturalizacion detectados, algo que serd muy importante en la interpretacién de los
datos, como posteriormente se verd. Hay que resefiar que en los casos en que estos procesos
fueron completamente irreversibles fue préctica comiin utilizar como linea base instrumental
este segundo barrido, elimindndose de esta manera pequeiias diferencias instrumentales
debidas a diferentes llenados de las células.

Para transformar los datos de voltaje (mV) en valores de capacidad calorifica (J/K)
hay que calcular el valor de la constante de calibrado de aparato. Para ello puede realizarse
un calibrado suministrando una potencia eléctrica extra a la resistencia de una de las dos
c€lulas. La altura de la sefial que se produzca para una potencia suministrada, junto con la
velocidad de barrido utilizada, nos dard la conversién entre voltaje y capacidad calorifica.
El pardmetro de conversién, o constante de calibrado, es una caracteristica propia del
calorimetro. Posteriormente se pueden normalizar los valores para el nimero de moles de
proteina presentes utilizando el volumen de disoluci6n de la célula y la concentracién y peso

molecular de la proteina en estudio. Se obtendrd la capacidad calorifica molar en kJ/K.mol.
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En la Figura 3.14 se ilustra un experimento tipico de DSC para una de las proteinas

estudiadas en esta Memoria.

30 40 50 60 70
T (°C)

FIGURA 3.14: Registro experimental correspondiente a un experimento de DSC con
carboxipeptidasa B en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, a una velocidad de barrido de 2 K/min
y una concentracion de muestra de 1.8 mg/ml. 1) Linea base instrumental. 2) 1¢ barrido con
la muestra. 3) 22 barrido con la muestra. C corresponde a un calibrado eléctrico de 25 uW.

3.6.3 Andlisis de datos.

Los datos de capacidad calorifica, C,, una vez restada la linea base instrumental,
contienen dos contribuciones distintas: a) La capacidad calorifica de exceso, C,, debida a
la absorcién de calor por el proceso de desnaturalizacién, dando lugar al "pico" o transicién
correspondiente, y b) la capacidad calorifica intrinseca de la mezcla de los diferentes

macroestados del sistema, C,% que viene dada por:

Cp%; o
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donde C,; es la capacidad calorifica intrinseca del macroestado i a esa temperatura y Xx; es
la fraccién presente del estado i esa la misma temperatura. Esta capacidad calorifica
intrinseca es responsable de que normalmente en los termogramas de DSC de proteinas la
curva de C, empiece y acabe a diferente altura. Esta diferencia es el incremento de capacidad
calorifica entre el estado nativo de la proteina y el desnaturalizado (AC,), ya que a bajas
temperaturas toda la proteina se encuentra en el estado nativo, y a altas temperaturas toda
estd en el desnaturalizado (ver Figura 3.15). La capacidad calorifica intrinseca en el intervalo

de la transicion, llamada también linea base guimica, puede determinarse, bien suponiendo
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FIGURA 3.15: ( ) Curva de capacidad calorifica, C,(T), en funcién de la temperatura

calculada para una proteina hipotética que despliega segiin 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) = 1000 cal/K.mol; AH=100 kcal/mol; T,, = 60°C. (------ )
Curva de capacidad calorifica intrinseca o linea base quimica, C,%(T). El 4rea encerrada entre
las dos curvas equivale a la entalpfa desplegamiento, AH.
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un modelo para el proceso de desnaturalizacién, bien empiricamente mediante diversas
interpolaciones de las curvas a ambos lados de la transicién. Un método totalmente empirico
es el trazado de una linea recta entre los limites de la transicién. 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 transicién. 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 3.15). Calculada la linea
base quimica, se resta su contribucién obteniéndose la capacidad calorifica de exceso, C,™.

Dado que, como todo instrumento de medida, el calorimetro tiene un cierto tiempo
de respuesta, las curvas de C,™(T) estardn afectadas por ese retraso en la medida, que se
traduce en una deformacién mds o menos significativa de la curva obtenida. Por ello es

necesario corregir los termogramas para la respuesta dindmica del instrumento. En nuestro

caso, el calorimetro presenta una dindmica de primer orden, reduciéndose la correccién a
realizar la siguiente operacion:
dc, (D
ar
donde C,(t) es la sefial real o sefial corregida, C,’(t) es la sefial obtenida experimentalmente,

C,(D=C, (D+t.v.

v es la velocidad de barrido y 7 es el tiempo de respuesta del calorimetro. Este se determina
en el proceso de caracterizacién dindmica del instrumento (L6pez-Mayorga, 1983; Lechuga,
1986; Lopez-Mayorga y Freire, 1987). En el caso del calorimetro DASM-4, 7 es de 12
segundos, prdcticamente independiente de la velocidad de barrido.

Una vez realizadas todas estas correcciones disponemos de la funcién C,*(T) que nos
proporciona los pardmetros caracteristicos de la transicion del proceso de desnaturalizacién,
tales como T,,, AH, etc. Esta curva de C,”(T) serd analizada posteriormente de acuerdo con

los modelos adecuados.



4 FUNDAMENTOS
TEORICOS.
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A lo largo de todo el trabajo que se describe en esta Memoria, la calorimetria
diferencial de barrido (DSC) ha sido la técnica fundamental y mds utilizada en el estudio de
los procesos de desnaturalizacién de las proteinas investigadas. Dado que el andlisis de los
datos de DSC debe realizarse bajo la suposicidn de determinados modelos tedricos, se hace
necesario, para un mejor entendimiento de esta Memoria, exponer una serie de modelos que

han sido desarrollados y frecuentemente utilizados en la Bibliografia.
4.1 Modelos de equilibrio.

La Termodindmica de Equilibrio ha sido utilizada para caracterizar la
desnaturalizacién térmica de un cierto nimero de proteinas globulares simples y algunas
proteinas complejas, que transcurre de forma reversible bajo ciertas condiciones,
obteniéndose una valiosa informacién sobre la estabilidad de sus estructuras nativas (Privalov,
1979; Privalov, 1982; Schellman, 1987; Privalov, 1989). El andlisis termodindmico de los
datos de DSC, mediante la aplicacion de modelos de equilibrio, requiere que el proceso
investigado transcurra en equilibrio termodindmico a lo largo de todo el intervalo de

temperatura en que ocurren las transicidnes.

4.1.1 Modelo de equilibrio de dos estados.

En la desnaturalizacién reversible de muchas proteinas globulares pequefias se ha
encontrado que la molécula se encuentra tinicamente en dos estados significativamente
poblados: el estado nativo (N), con una estructura plegada, y el desnaturalizado (D), o
desplegado (los estados N y D son en realidad "macroestados" formados probablemente por
multitud de "microestados" que difieren muy poco en entalpia). Esta conclusién se ha
deducido principalmente del hecho de que la desnaturalizacién de estas protefnas puede
describirse cuantitativamente mediante el llamado modelo de equilibrio de dos estados, que

puede esquematizarse de la siguiente forma:

K

N D

Los estados N y D se encuentran en equilibrio en todo momento. La constante de
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equilibrio, K, seré:
K=% @.1)

Y la fraccién de proteina, xp, que se encuentra en el estado D vendrd dada por:

x, =2 . X 4.2)
[N]1+[D] 1+K

La transicién entre los dos estados estd determinada por la diferencia de entalpia entre
ellos: AH = H;, - Hy. Tomando como estado de referencia el estado nativo, N, la entalpia
del sistema, funcién de la temperatura, serd:

Hex\Hy+xp Hy=x) AH=—5_ AH @.3)

1+

La capacidad calorifica molar, C,, viene definida por:

c (ﬂ) =S.a.’.‘£a_’.’_e.AH+(aA”). K 4.4
F oT), (1+K)? oT ), (1+K)

Teniendo en cuenta que la constante de equilibrio, K, varia con la temperatura segiin

la ecuacidén de van't Hoff:

(aan) _AH 4.5)
oT ), RI?

y que, segin la ecuacién de Kirchoff, AC,=(dAH/dT),, siendo AC, la diferencia de

capacidad calorifica entre el estado D y el N, tenemos que

2
K AH+AC K

= P ; 4.6)
P (1+K)? RT* P a+K)

donde K y AH variardn con la temperatura segiin las formas integradas de la ecuacién de
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van't Hoff y la ecuacién de Kirchoff respectivamente, considerdndose AC, constante con T
(Privalov y Khechinashvili, 1974).

Una simulacién de C, segiin la Ecuacién 4.6 nos da una curva como la que se muestra
en la Figura 3.15, Apartado 3.6.3, donde se muestra el significado de varios pardmetros que
intervienen en la ecuacién. Vemos en la Ecuacién 4.6 que la funcién C,(T) consta de dos
términos. El primero tiene la forma de un pico mds o menos estrecho, dependiendo del valor
de AH a T=T,, (la temperatura del mdximo de la transicién). El segundo tiene una forma
sigmoidal. La diferencia de altura entre los extremos de la curva coincide con el valor de
AC,. En la Figura 4.1 se muestra un termograma de DSC correpondiente a la
desnaturalizacién térmica de la lisozima a pH 2.5 (Privalov, 1979). Vemos la similitud entre
las curvas de las dos Figuras, teniendo en cuenta que en ésta iltima la referencia es la linea

base correspondiente al tampdn.

0.72mcal- K"

FIGURA 4.1: Registro de DSC de la dependencia de la capacidad calorifica con la
temperatura de una disolucién de lisocima al 0.152%, pH 2.5, velocidad de barrido 1 K/min
(tomado de Privalov, 1980).

Es obvio que mediante un ajuste no lineal de minimos cuadrados de la ecuacién 4.6
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a la curva experimental se pueden obtener todos los pardmetros termodindmicos del proceso:
AH, AS, AG y AC,. Sin embargo, hay casos en que la curva de C, fuera de los limites de
la transicion se ve deformada por diversos efectos tales como agregacion de moléculas
desnaturalizadas, insuficiente estabilidad de linea base, etc., dificultindose sobre todo la
determinacion de AC,. Se puede en estos casos discernir entre las dos contribuciones a C,
mediante el trazado de linea base quimica (ver Apartado 3.6.3). Este procedimiento equivale
a eliminar empiricamente el segundo término de la Ecuacién 4.6, de forma que queda la
capacidad calorifica de exceso, C,(T), que es debida exclusivamente a la absorcién de calor
por el proceso de desplegamiento, sin la contribucién debida a AC,. En la Figura 4.2 se
muestran varias curvas simuladas de esta forma. El drea bajo estas curvas corresponde a AH
a la temperatura media de desnaturalizaciéon (T,), temperatura que coincide con la del
méaximo de la transicidn.
T2

AH = [C(DdT @.7

T,

donde T, y T, son temperaturas correspondientes a antes y después de la transicién
respectivamente.

Al AH obtenido mediante determinaci6n del 4rea bajo las curvas de C,*(T) se le llama
comunmente entalpfa calorimétrica AH*. Unicamente mediante DSC es posible medir de
forma directa la entalpia del proceso de desplegamiento térmico de una proteina. Una forma
indirecta de determinar la entalpfa del proceso es utilizar la forma integrada de la ecuacién

(4.5) que, suponiendo AC,=0 es:
Ik --AH (i_L) 4.8)

Mediante la llamada "representacién de van't Hoff" de InK frente a 1/T se puede obtener
AH. La entalpia asf calculada se llama entalpia de van't Hoff, AH'™. Este método es el que
normalmente se utiliza cuando se estudia el desplegamiento térmico reversible de protefnas
por técnicas no calorimétricas. También se puede calcular AH'M para T=T,, a partir de las

curvas de C,”(T) mediante la conocida férmula:
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FIGURA 4.2: Curvas de C,”(T) simuladas mediante la Ecuacién 4.6, suponiendo AC,=0,
para T, = 60°C y los valores de AH en kcal/mol indicados.

m
CP
AH cal

4.9)

AHY = 4RT?

donde C,™ es C,* en el mdximo. Esta ecuacién se obtiene aplicando la condicién de K=1

a T=T, en la ecuacién 4.6, sin el segundo término correspondiente a la contribucién del
AC

-

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 distinta. De hecho
AH™ definido en la Ecuacién 4.9 sélo tiene significado 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
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contrario, orientarnos hacia el tipo de proceso que estd ocurriendo, como veremos mds
adelante.

Una vez que se conocen T,,, AH para T=T,, y AC,, dado que AS(T,))=AH(T,)/T,,
suponiendo AC, constante con T (Privalov y Khechinashvili, 1974), se puede obtener la
caracterizacion termodindmica completa del proceso de desnaturalizacién de la proteina y

calcular los valores de AH, AS y AG en funcién de la temperatura.

AH = AH(T,) + AC (T-T,)
T
AS = AS(T,)+AC,: T] 4.10)

m

AG = AH-T-AS
Una representacion de AH(T), TAS(T) y AG(T) se muestra en la Figura 4.3 para unos
pardmetros tipicos de una proteina globular pequeiia. Puede verse que el incremento de
energia libre de Gibbs de desplegamiento tiene valores pequefios (como maximo unas 10-15
kcal/mol), consecuencia de la compensacién de los dos grandes términos entdlpico y
entrépico. Ademds, el desplegamiento de las proteinas 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 plegamiento de la
proteinas es el llamado "efecto hidrofébico" (Privalov, 1979; Privalov y Gill, 1988; Dill,
1990), que consiste en la "aversién" del agua por los grupos apolares de la protefna,
plegdndose ésta de forma que la superficie hidrofébica expuesta al medio sea minima. Por
otra parte, AG muestra una curvatura mds pronunciada cuanto mayor sea el valos de AC,.
Presenta un médximo a temperaturas bajas, cercanas a la fisiolégica, estando en esas
condiciones favorecido el estado nativo. El valor de AG a esas temperaturas constituye una
medida de la estabilidad de las proteinas. La funcién AG disminuye al incrementarse T hasta
pasar por cero a T=T, donde K=1, pasando a T superior a estar favorecido el estado
desnaturalizado. A temperaturas bajas AG tiende a disminuir de nuevo por lo que podria
esperarse que hubiera una desnaturalizacién de la proteina por "frio" (Brandts, 1964).
Evidencia experimental de esto se ha encontrado en afios recientes (Privalov et al., 1986;
Griko et al., 1988), lo que apoya la validez de los datos de magnitudes termodindmicas

determinadas por DSC.
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FIGURA 4.3: AG, AH y -TAS en funcién de la temperatura calculados mediante las
Ecuaciones 4.10 para el desplegamiento térmico de una proteina hipotética con los siguientes
pardmetros: T,= 60°C, AH(T,)=500 kJ mol’, AC,= 12 KJK'mol’. T; representa la
temperatura de desnaturalizacion por "frio" y T, la temperatura de médxima estabilidad.

4.1.2 Modelos de equilibrio multiestado.

Hay veces en que los datos de DSC para la desnaturalizacién térmica reversible de
una proteina no puede explicarse mediante el modelo de equilibrio de dos estados. Estos son
los casos de proteinas complejas en que aparecen varias transiciones separadas, o bien los
casos en que, aunque se obtiene un sélo pico, las dos entalpias anteriormente definidas, AH*
y AH"™, no no iguales. Esto no quiere decir que haya dos entalpfas distintas sino que la
Ecuacién 4.7 no es aplicable dado que no es vélido el modelo de equilibrio de dos estados.
En estos casos, el pardmentro r= AH®*/AH"M anteriormente descrito es de gran utilidad: Si

r>1, hay méds de dos estados significativamente poblados implicados en el equilibrio de
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desnaturalizacién. En cambio, si r<1, existe cooperatividad intermolecular, es decir, estdn
implicados estados de asociacién de la macromolécula superiores al monémero. Inicialmente

nos centraremos en el primer caso, dejando el segundo para mds adelante.

Esquema secuencial.
Una forma de generalizar el método de andlisis de equilibrio de los datos de DSC fue
el método propuesto por Freire y Biltonen (1978), en el que se suponen varios estados

implicados en el proceso de desnaturalizacion:
IO ﬁ Il ﬁ Iz ﬁ [ E XXX R R NN z I“_l ﬁ In

donde se pueden definir n constantes de equilibrio:
Ki=[LV[L], Ko =[LV/[],....K=[LV[L,]
I, es el estado nativo, I, es el estado completamente desplegado y existen n-1 estados
intermedios.
La funcién de particion del sistema es:

i=n

Z(T) =1 + Y exp(-AG/RT) 4.11)
i=1

donde el estado de referencia es el I, y AG,=G;-G,.

La fraccion de moléculas en el estado i

.11 _ ex(-AG/RD)

i~ T Z @.12)
Y i (¢))

i=0

La entalpia de exceso, <H>, relativa al estado inicial, promedio de las

contribuciones de todos los estados presentes, viene dada por:

<H> = ¥ AH.x, = E[AH,..
i=1

i=1

cxp(—AG/RI)] @.13)
Z(D

La funcién C,(T) puede obtenerse mediante derivacién de la Ecuacién 4.13 respecto
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a T

1 (i AHexp(-AG/RD) ( AH,-exp(—AG.-/RDJz]
4.14)

C =
?  RT%\ 21: F76)) 21: Z(n
b <H?>-<H>2
+ 'Z"; ACN X; = <ACP> + T

De esta forma se pueden hallar los pardmetros termodindmicos de cada estado
mediante ajuste no lineal de minimos cuadrados a la funcién C,(T), suponiendo a priori el
nimero de estados presentes en el equilibrio.

Sin embargo, el nimero de pardmentros ajustables puede ser grande y los algoritmos
de minimizacién suelen requerir valores de los pardmetros iniciales relativamente cercanos
a los reales. A priori, en la mayoria de los casos es dificil hacer buenas estimaciones de los
pardmetros termodindmicos. Por ello Freire y Biltonen (1978) propusieron un método de
deconvolucién de las transiciones que, sin hacer ninguna suposicién previa acerca del nimero
de estados significativamente poblados en el equilibrio, permite obtener tanto éstos como los
pardmentros termodindmicos de cada estado. Para ello, derivando la Ecuacién 4.11 y

haciendo uso de la Ecuacién 4.13, se obtiene:

d(inz(n) = <H>
(InZ(T)) e

dr 4.15)

y por integracion directa de esta ecuacién se llega a:

T
D) = exp[ B2 4.16)
1, RT®

donde T, es una temperatura a la que todas las moléculas se encuentran en el estado inicial.
Dado que la dependencia de <H> con T se conoce por integracion de las curvas de C.* (D),
podremos determinar la funcién de particién del sistema, Z(T), de la cual puede obtenerse
toda la informacién termodindmica y el nimero de estados presentes (ver Freire y Biltonen,
1978, para mds detalles). Dado que este método de deconvoluci6n es un proceso recursivo,
los pardmetros termodindmicos no son determinados con gran precisién pero constituyen,
junto con el nimero de estados, un buen punto de partida para el ajuste no lineal por

minimos cuadrados.



FUNDAMENTOS TEORICOS 75

Es importante destacar que este modelo llamado secuencial no hace ninguna
suposicién acerca de la naturaleza fisica de los estados intermedios de la macromolécula
presentes en el equilibrio.

Un ejemplo de un sistema analizado mediante este método se muestra en la Figura 4.4
para la curva de DSC correspondiente a la desnaturalizacion térmica del t-RNAP* (tomado
de Gill et al., 1985), donde también se muestran las poblaciones de cada uno de los 6 estados

predichos por el método, en funcién de la temperatura.

66

S8 =

40 -
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S L
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FIGURA 4.4: Desplegamiento térmico del t-RNA™ en NaCl 20 mM. Figura superior: En
linea continua se muestra la curva de C,*(T) experimental. En linea discontinua se muestra
la curva predicha por el esquema secuencial suponiendo 5 estados significativamente poblados
durante el proceso de desplegamiento. La suposicién de 6 estados origina una curva tedrica
indistinguible de la experimental. Figura inferior: Fracciones de estados frente a la
temperatura calculadas mediante el modelo secuencial para la curva de C,*(T) de la Figura
superior (tomado de Gill et al., 1985).
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Esquema de transiciones independientes:

La mayoria de las proteinas presentes en la naturaleza son de naturaleza compleja, su
estructura estd formada por dominios estructurales cooperativos (Wetlaufer, 1981). Estas
estructuras cooperativas son mds o menos independientes. Es légico pensar que durante el
desplegamiento de una proteina compleja, que presenta estados intermedios significativamente
poblados, estos estados se correspondan con situaciones en que unos dominios estdn plegados
y otros desplegados. De esta forma surge un modelo en el cual se supone que las etapas del
proceso de desnaturalizacién de una proteina compleja formada por n dominios consisten en
el desplegamiento independiente de cada uno de ellos, de forma que el desplegamiento de uno
de ellos no influye en el de los demds. El modelo también supone que cada dominio
despliega segiin el modelo de dos estados. Por ello, el proceso global puede describirse como
una suma de etapas de equilibrio de dos estados, y la capacidad calorifica de exceso vendrd
dada por:
i=n

Y AH! K, @.17)
i=1 (1 +K,.)2

& 1
% = —
P R

donde AH,; es la entalpia de desplegamiento del dominio i respecto a su estado nativo, y K;
es la constante de equilibrio de dicho desplegamiento. Se cumple que
AH=AH,+AH,+...+AH,.

Si se tiene informacidn estructural de la macromolécula, puede corroborarse el modelo
obteniendo fragmentos de la misma. En algunos casos es posible aislar el perfil de G
calorimétrico de los fragmentos por separado, siendo posible correlacionar las transiciones
obtenidas con el desplegamiento de regiones o dominios concretos de la macromolécula
(Privalov et al., 1981; Privalov, 1982; Potekhin y Privalov, 1982; Privalov y Medved, 1982;
Rigell et al., 1985; Tsalkova y Privalov, 1985).

Como ejemplo de este modelo se puede tomar de nuevo el caso del t-RNAP™ (Privalov
y Filimonov, 1978) (ver Figura 4.5) donde se obtienen mediante este modelo 5 transiciones
calorimétricas cuya suma reproduce exactamente la curva experimental.

En este modelo de transiciones independientes se puede apreciar muy bien el hecho
de que el valor del pardmetro r arriba definido sea > 1 cuando hay estados intermedios en
el equilibrio de desnaturalizacién. Supongamos una proteina hipotética con dos dominios

idénticos que sufren desplegamiento independiente. La curva de C,* que se obtenga tendrd
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FIGURA 4.5: Curvas de C,*(T) correspondientes al desplegamiento térmico del t-RNA™®
en NaCl 20 mM (a) y NaCl 150 mM (b). Para ambas curvas, el modelo de transiciones
independientes encuentra 5 transiciones de equilibrio de dos estados. La suma de estas cinco
transiciones individuales reproduce exactamente las curvas de C,*(T) experimentales (tomado
de Privalov y Filimonov, 1978).

un s6lo "pico" o transicién, ya que ambos dominios despliegan de forma idéntica, con la
misma K de equilibrio. Por tanto, el valor de AH'M calculado para la transicién
corresponderd al de cada dominio, mientras que el AH® serd la suma del AH de cada uno,
es decir, el doble. Por tanto r tendrd un valor de 2.

Los dos modelos de transiciones miiltiples son capaces de explicar las transiciones de
DSC obtenidas con macromoléculas complejas. Sin embargo, en el ejemplo expuesto,
mientras que el modelo secuencial describe sélo 6 estados significativamente poblados, el de
transiciones independientes predice 2° estados posibles, pues son 5 los dominios cooperativos.

La coincidencia entre ambos modelos se encontré al calcular las fracciones de los estados
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significativamente poblados del modelo de transiciones independientes, viéndose que
correspondia muy aproximadamente con los 6 estados encontrados en el modelo secuencial
(Gill et al., 1985).

En la prictica es de esperar que entre los distintos dominios de las proteinas
complejas existan interacciones mds o menos fuertes, que no son consideradas por el modelo
de transiciones independientes. Recientemente se han desarrollado modelos que cubren esta
posibilidad siendo capaces de interpretar los datos de DSC de proteinas con dominios
interaccionantes (Brandts et al., 1989; Freire y Murphy, 1991; Freire et al., 1991). La forma
de cuantificar las interacciones interdominio consiste en introducir una energia de Gibbs de
interaccién entre pares de dominios, AG,5. Para que la interaccién exista se requiere la
integridad estructural de ambos dominios, es decir, el desplegamiento de cualquiera de ellos
causa que AG,p se haga nulo. Este tratamiento coincide con el de transiciones independientes

cuando AG,5=0, y con el de transiciones secuenciales cuando AG,j tiene un valor grande.

4.1.3 Efectos de la concentracion de proteina en transiciones con cambios en el
estado de asociacién.

Existen gran cantidad de proteinas formadas por asociacién de varias subunidades
(proteinas oligoméricas). Esta asociacién es en muchos casos indispensable para su funcién
biolégica. Otras proteinas monoméricas tienden a formar oligémeros bajo ciertas condiciones
experimentales. En el estudio de la desnaturalizacién de esas proteinas oligoméricas es 16gico
pensar que las subunidades se disocien al desplegarse. La primera proteina que mostré
mediante DSC un desplegamiento disociante fue el inhibidor de subtilisina de Streptomyces
(SSI) (Takahashi y Sturtevant, 1981) que es dimérico a temperaturas fisiolégicas. Se han
estudiado otras proteinas oligoméricas aplicando la termodindmica del equilibrio a la
interpretacion de los datos de DSC obtenidos (Manly et al., 1985; Edge et al., 1985;
Calderon et al., 1985; Sturtevant, 1987). En algunos casos esta manera de proceder fue
incorrecta, dada la irreversibilidad de las transiciones de DSC. Sobre este tema se discutird
mds adelante en el Capitula de Resultados y Discusi6n.

Para la desnaturalizacién disociante de un n-dmero el modelo de equilibrio podria ser
(Takahashi y Sturtevant, 1981; Freire, 1989):

N

nD

n
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donde la constante de equilibrio del proceso es K=[D]"/[N,].

A cualquier temperatura, la fraccién de moléculas en el estado D, viene dada por:

Klln. N 1/n
B 5 e oy o [N,] 4.18)
[D]+n[N,]  KY"[N]Y* + nI[N,]
De esta expresion puede obtenerse:
1/n 1/n
* _ KN 4.19)

1-%, n[N,]
y teniendo en cuenta que [N,;]=C(1-xp)/n, donde C; es la concentracion total de proteina:

1
-
% KRGy (4.20)

(l_xb)lln nlln

y derivando respecto a la temperatura:

dx,, B nx,(1-x;)) AH
dT  n(1-xp)+x, RT?

4.21)

donde AH estd normalizado a la concentracién de monémeros de proteina.
La capacidad calorifica de exceso, C,™, tomando el estado N, como referencia y

suponiendo AC,=0 como aproximacion:

o - o(AH.xp) ) nx,(1-x,) AH? @.22)

P orT n(l-xp)+x, RT?

Mediante la Ecuacién 4.22 tras resolucién numérica de la Ecuacién 4.20, pueden
simularse curvas de C,”(T) para distintos valores de n, lo que se muestra en la Figura 4.6.
Puede verse que al aumentar el valor de n las transiciones se hacen mds agudas y asimétricas.
Esto hace que la temperatura del méximo, T,,, deje de coincidir con T,,.

Se puede demostrar que la relacién r=AH®*/AH™=(n+1)/2n, donde AH"" se calcula

mediante la Ecuacién 4.9, evaluada para T=T,,. En cambio, para T=T,:

cal 2
AHR®™ _ 1f n-1 A @4.23)
AHH 4| n-/n

de donde puede verse que, para T=T,,, r=0.73 para n=2, 0.56 para n=4, etc, todos valores
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FIGURA 4.6: Curvas de C,;”(T) simuladas mediante las Ecuaciones 4.20 y 4.22 con los
distintos valores del grado de asociacién, n, que se indican, para una proteina cuyo
mondémero tiene un peso molécular de 12000 dalton, a una concentracién de 1 mg/ml.
AH =500 kJ/mol de monémero y la temperatura a la que la constante de equilibrio, K, vale
1, Tg=1,=60 °C.

menores que 1, como se indic6 mds arriba.

Al contrario de lo que ocurre en transiciones isoméricas, las transiciones acopladas
a equilibrios de asociacién-disociacién exiben dependencia de la concentracién. En particular,
para este modelo, tras hacer varias aproximaciones, la dependencia de T, es (Takahashi y
Sturtevant, 1981; Freire, 1989):

InC, = constante—iﬂ 4.29)

n-1 RT,

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

correcto de n.

4.1.4 Efecto de ligandos en transiciones de equilibrio.

Muchas proteinas, sobre todo las enzimas, requieren para su funcién bioldgica la
presencia de determinados efectores o ligandos que modulan su actividad. Estos ligandos
actian uniéndose a las proteinas en determinados sitios de unién. Dada la importancia de
estos procesos de unién proteina-ligando, su termodindmica ha sido frecuentemente estudiada
por multitud de técnicas entre las que estd la calorimetria diferencial de barrido. La
informacién sobre el proceso se obtiene del efecto de la concentracién de los ligandos en
estudio sobre las transiciones de DSC de la proteina. Para que se produzca unién de los
ligandos a la proteina, normalmente deben estar conformados los sitios de unién, lo cual
ocurre cuando la proteina estd en el estado nativo. Por ello, un esquema de desnaturalizacién
térmica de una proteina en presencia de ligandos podria ser (Fukada et al., 1983):

K
NL, —=D + mL
donde m es el nimero de ligandos unidos a la proteina. Esta pierde los ligandos al
desplegarse. Se supone que la concentracién de ligando libre, L, es mucho mayor que la de
proteina y, por tanto, practicamente constante. La concentracién de proteina en estado nativo
sin ligando unido es despreciable. La elaboracién matemética del modelo conduce a la
siguiente ecuacion para el efecto de la concentracién del ligando sobre la T, de las

transiciones de DSC:

+ minL, = constante (4.25)
m

donde L, es la concentracién total de ligando, L, presente en el medio. De esta forma,
conocido AH en ausencia de ligando, podremos determinar la estequiometrfa de unién
representando InL, frente a 1/T,,, para experimentos de DSC a varias concentraciones de
ligando. 7

Un modelo que generaliza los efectos de la concentracién de proteina y de ligandos
sobre las transiciones de equilibrio de dos estados podria ser el siguiente (Fukada et al.,

1983), combinacién de los dos modelos anteriormente descritos:
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K
N,L, —=nD + mL

Este modelo describe el efecto de la concentracién de ligandos y proteina simultdneamente

segiin la siguiente ecuacién:

(—"IA)’;T + minL, + InC,=constante 4.26)
n- m

i ‘

| 533 | ;:

COMISION DE DOCTORADO E
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4.2 Modelos cinéticos.

La desnaturalizacién térmica de la mayoria de las proteinas es, desgraciadamente,
irreversible. Esto impide en algunos casos la aplicacién de la termodindmica de equilibrio
y de los modelos descritos mds arriba a los datos de DSC, dado que para ello se requiere que
en todo momento esté establecido el equilibrio quimico. El criterio de reversibilidad mds
comunmente empleado en DSC es la reproducibildad del termograma en un segundo
calentamiento de la muestra, tras enfriar rdpida e inmediatamente que haya terminado la
transicién, con el fin de evitar que la alta temperatura inicie cualesquiera procesos
irreversibles. Cuando no se obtiene reversibilidad, lo cual ocurre casi siempre, es necesario
cambiar el enfoque del estudio del sistema. El proceso en este caso podria no ser de
equilibrio y dependiente del tiempo, y estos procesos cinéticos se rigen por ecuaciones de
velocidad. Por esto, y como veremos mds adelante, la velocidad de barrido empleada en los
experimentos de DSC juega un papel importante en el andlisis de los datos calorimétricos de
desnaturalizacién irreversible de proteinas.

Sélo muy recientemente se han propuesto modelos teéricos en el Departamento de
Quimica Fisica de la Facultad de Ciencias de Granada, que permiten el an4lisis de los datos
de DSC obtenidos para este tipo de procesos de desnaturalizacién irreversible de proteinas
(Sdnchez-Ruiz, et al., 1988a y 1988b; Guzmdn-Casado et al., 1990; Galisteo et al., 1991;
Congjero-Lara et al., 1991a y 1991b; Sanchez-Ruiz, 1992).

4.2.1 Modelo cinético de dos estados.
La desnaturalizacién irreversible de proteinas puede ser representada de la forma mds
simple mediante €l modelo de Lumry y Eyring (Lumry y Eyring, 195;1):

K kg
D > F

N ;

donde F es un estado final alcanzado irreversiblemente desde el estado desplegado, D. El
equilibrio quimico entre N y D estd 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.
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Este modelo ha sido ampliamente descrito en cuanto a su aplicacién al andlisis de los
datos de DSC correpondientes a la desnaturalizacién térmica irreversible de proteinas
(Sdnchez-Ruiz, 1992; Galisteo, 1990). Se proponen tres situaciones a considerar dependiendo
de la velocidad del proceso irreversible que genera el estado F (Figura 4.7):

Situacién A: El proceso irreversible sélo ocurre de manera suficientemente rdpida a
temperaturas por encima del intervalo de la transicién de desplegamiento de la proteina. Si
el barrido de DSC progresa hasta esas temperaturas, no se registrard ningin efecto térmico
en un segundo barrido con la muestra y la transicién se considerard calorimétricamente
irreversible. Sin embargo, los datos correspondiente al equilibrio de desplegamiento no serdn
significativamente alterados por lo que la aplicacién de la Termodindmica de equilibrio no
conlleva grandes errores.

Situacién B: El proceso irreversible es rdpido en el intervalo de temperaturas en que
ocurre el desplegamiento de la proteina. En este caso la transicion 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
basédndose en el efecto de la velocidad de barrido sobre las transiciones (Sdnchez-Ruiz, 1992;
Freire et al., 1990; Galisteo et al, 1991).

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 tinicamente los estados N
y F a lo largo del barrido de DSC. De esta forma, y dado que los estados N y F no est4dn
en equilibrio, el proceso podrd ser descrito mediante un modelo irreversible de dos estados
(Sanchez-Ruiz et al., 1988a):

N D

donde la constante de velocidad aparente del proceso de primer orden, k, es igual a kK,
siendo kg la constante de velocidad del proceso irreversible y K la constante de equilibrio de
desplegamiento (Sanchez-Ruiz, 1992). En la Figura 4.7 se muestran simulaciones de C,*(T),
segin este modelo, para las tres situaciones anteriores, donde se ha representado para

comparacién una transicion de equilibrio de dos estados en linea de trazos.
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FIGURA 4.7: Curvas de C,*(T) predichas por el modelo de Lumry y Eyring en las tres
situaciones que se mencionan en el texto. Los pardmetros utilizados son: AH=400 kJ/mol;
T,,=55°C; La energia de activacién de la etapa irreversible, E=100 kJ/mol. La temperatura
a la que la constante de velocidad de la etapa irreversible, kg, es igual a 1: (A) T,.,=75°C;
(B) Tyr=1=55°C; (C) Tyr=;=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
Sénchez-Ruiz, 1992).

La situacion C es la que nos interesa sobre todo en esta Memoria, por lo que
profundizaremos algo mds en el modelo cinético de dos estados que serd ampliamente
aplicado a lo largo de todo este trabajo.

Un desarrollo matemdtico del modelo cinético de dos estados fue realizado por

Sdnchez-Ruiz et al. (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a) para el andlisis de los datos de DSC de la
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desnaturalizacién irreversible de la termolisina de Bacillus thermoproteolyticus rokko, a pH

7.5. En la Figura 4.8A se muestran las curvas de C,* a varias velocidades de barrido. El

modelo conduce a una serie de ecuaciones de las que puede calcularse la energia de

activacion, E. Esta energia de activacién controla la variacidon con la temperatura de la

constante de velocidad de primer orden, k, segin la ecuacién de Arrhenius:
k=A.exp(-E/RT)

100
- B0 r
&,
= 4 \3 1
< of
= 1 1 1 1
o~
Q.
@)
100
50 +
0..

70 80 90 100
T/°C
FIGURA 4.8: (A) Curvas de C,*(T) correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la
termolisina de Bacillus thermoproteolyticus rokko a pH 7.5 obtenidas a 4 velocidades de
barrido diferentes: (1) 1.9 K/min; (2) 1.0 K/min; (3) 0.5 K/min; (4) 0.2 K/min. (B) Curva
tedrica de C,”(T) predicha por el modelo cinético de dos estados. El drea rayada corresponde

al calor, Q, desarrollado a una temperatura, T. C,™ indica la capacidad calorifica en el
mdximo de la tansicién (tomado de Sdnchez-Ruiz et al., 1988a).

donde A es el factor de frecuencia.
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A) La constante de velocidad de la reaccidn, a una temperatura dada, puede calcularse

utilizando la siguiente ecuacion:

- v.C;’
Q,-Q

donde Q, es el calor total de la transicién, Q es el calor desarrollado a la temperatura T (ver

4.27)

Figura 4.8B), C,™* es la capacidad calorifica de exceso a esa T y v es la velocidad de barrido.
Utilizando la ecuacién de Arrhenius, se puede representar Ink frente a 1/T para los valores
de k a cada temperatura, representacion que debe generar una recta de cuya pendiente, (-
E/R), se obtiene la energia de activacién. En la Figura 4.9A se muestra la representacién de
Arrhenius para la termolisina (tomada de Sdnchez-Ruiz et al, 1988a). Lo mds interesante es
que los datos de diferentes velocidades de barrido coinciden en la misma recta, condicién
indispensable para el cumplimiento del modelo, ya que la constante de velocidad no depende
de la velocidad de barrido.

B) El modelo predice que la temperatura del maximo, T,, cambia con la velocidad
de barrido segun:

A R -ERrt,
—.e
E

v
) (4.28)
T,

de forma que representando In(v/T,?) frente a 1/T, debe dar una recta de pendiente -E/R.

Esta representacién se muestra para la termolisina en la Figura 4.9B.

C) La dependencia del calor desarrolado a cada temperatura viene dada por:

%)) - E(L_1 4.29)

Q,-Q R\T T
por lo que puede obtenerse E de una representacién del primer término de la ecuacién frente
a 1/T, que debe ser una linea recta, de pendiente -E/R. En la Figura 4.9C se muestra dicha

representacioén para la termolisina.

D) E puede también calcularse directamente mediante la ecuacién siguiente:

eRC T,
Q

Cuando estos cuatro métodos fueron empleados con la termolisina, se obtuvieron

(4.30)
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FIGURA 4.9: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a los datos de DSC
correspondientes a la desnaturalizaién términa de la termolisina a pH 7.5. (A) Representacién
de Arrhenius para las constantes cinéticas obtenidas mediante la Ecuacién 4.27 a varias
velocidades de barrido. (B) Representacién de In(v/T,?) frente a 1/T,, (Ecuacién 4.28); cada
punto corresponde a una velocidad de barrido. (C) Representaciones correpondientes a la
Ecuacion 4.29 para varias velocidades de barrido. (Tomado de Sdnchez-Ruiz et al., 1988a).
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valores coincidentes para la energia de activacidn, lo cual corrobora el cumplimiento del
modelo.

E) Un quinto método se deduce posteriormente derivando la Ecuacién 4.23 y teniendo
en cuenta la Ecuacién 4.24 (Conejero-Lara et al, 1991a): |

(4.31)
P

ex m E
C = e Cp .CXP"R?(T-TM)

E
.exp{-exp| —(T-T
p{RTz »

La energia de activacién puede obtenerse mediante ajuste no lineal de minimos cuadrados a
los datos experimentales de C,*(T).

Hemos visto que las transiciones dependen fuertemente de la velocidad de barrido en
este modelo, como se habia mencionado antes para procesos de no equilibrio. Esto es una
regla completamente general independientemente del modelo que se emplee para explicar los
datos de DSC de desnaturalizaciones cinéticamente controladas, por tanto puede emplearse
como criterio para la aplicacion o no de la Termodindmica de equilibrio cuando se
encuentren transiciones calorimétricamente irreversibles.

Este modelo puede parecer poco realista y excesivamente sencillo. Sin embargo, hasta
la fecha, describe muy bien los datos de DSC de la termolisina (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a),
carboxipeptidasa A y procarboxipeptidasa A de pancreas de cerdo (Sdnchez-Ruiz et al.,
1988b), hemocianina de langosta (Guzman-Casado et al, 1990) y, como veremos en esta
Memoria, carboxipeptidasa B y procarboxipeptidasa B de pancreas porcino (Conejero-Lara
et al., 1991a y 1991b).

Es obvio que unicamente puede extraerse informacién cinética de la aplicacién de este
modelo ya que la informacién termodindmica queda totalmente enmascarada por la presencia

del proceso irreversible.

4.2.2 Otros modelos cinéticos mds complejos. _

Evidentemente, uno puede complicar tanto como quiera el modelo que elija para
explicar unos datos de DSC, dentro de las limitaciones matemiticas. Recientemente, Sdnchez-
Ruiz ha desarrollado modelos matemdticos para el andlisis de datos de DSC de
desnaturalizacién irreversible de protefnas en una amplia serie de supuestos, teniendo en

cuenta efectos de concentracién de proteina y de ligandos, y estableciendo una serie de
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criterios de equilibrio muy iitiles en DSC de proteinas (Sdnchez-Ruiz, 1992).

Equilibrios secuenciales seguidos de desnaturalizacién irreversible:
El esquema de desplegamiento de equilibrio secuencial propuesto por Freire y
Biltonen (Freire y Biltonen, 1978) podria ser ampliado para introducir la irreversibilidad

seguin el siguiente esquema (Freire et al., 1990):

Se ha supuesto, como es légico, que el estado desplegado es el que sufre el proceso
irreversible.

Otro esquema mds general atin puede ser el siguente:

I, —1, L—..—1,—=1

en donde ahora cualquiera de los estados de la proteina que estdn en equilibrio puede sufrir
desnaturalizacidn irreversible.

No vamos a mostrar aqui la elaboracién matemdtica de estos modelos. Simplemente
decir que mediante su aplicacién, en ciertos casos favorables, es posible discernir, a partir
de las transiones calorimétricas de DSC obtenidas a varias velocidades de barrido, entre la
informacién termodindmica de los estados intermedios significativamente poblados y la
informacién cinética de los procesos irreversibles (Freire et al, 1990; Sdnchez-Ruiz, 1992).
Puede apreciarse que un caso particular de estos dos modelos es el modelo de Lumry y

Eyring y, por tanto, también el modelo cinético de dos estados.

4.2.3 Efectos de concentracién de proteina en transiciones irreversibles:
En el Apartado 4.1.3 hemos descrito un modelo que tiene en cuenta efectos de
concentracion en transiciones de equilibrio. Un esquema similar al de Lumry y Eyring para

tener en cuenta irreversibilidad podria ser:
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K kg
nD ——F

N

donde se supone una cinética de primer orden para el proceso irreversible.
Suponiendo que estamos en la situacién C descrita en el anterior Apartado, la elaboracién
matemdtica del modelo conduce a que pueden describirse transiciones fuertemente
dependientes de la velocidad de barrido que, ademds, muestran efecto de la concentracién
de muestra. La ecuacién que rige la dependencia de la temperatura del mdximo con la

concentracién de proteina es:

n-1
n

E
—‘}”—’- - 2InT, + InC, = constante 4.32)

m
donde E,,, es la energia de activacion aparente del proceso. Para valores razonables de E,,,
el término 2InT,, cambia mucho mds lentamente que E,,/RT,, pudiendo ser tomado como
constante, con lo que esta ecuacion pasa a ser similar a la Ecuacién 4.20, equivalente para
el modelo de equilibrio. Por tanto, el efecto de la concentracién de proteina en la T,, de las
transiciones irreversibles, segin este modelo, es similar al predicho por el modelo de

equilibrio.

4.2.4 Efectos de concentracion de ligandos en transiciones irreversibles:
En el Apartado 4.1.4 vimos un modelo que explicaba el efecto de la concentracién
de ligandos para transiciones de DSC reversibles. Un esquema similar que ademds tiene en

cuenta la irreversibilidad es (Sdnchez-Ruiz, 1992):

K
N,L, —— mL + nD

k
D——F

modelo que predice un efecto de la concentracién de ligando y de proteina en la T, de las
transiciones de DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de proteinas. La

ecuacién correspondiente es:



FUNDAMENTOS TEORICOS 92
E -
—;’i’—’ - 2inT, + 2 llnC, + ZinL, = constante (4.33)
n n

Asi, el efecto de concentracién de proteina, C,, a concentracién de ligando, L,, constante es
el mismo que el predicho por la Ecuacién 4.27. Ademds, concentraciones crecientes de
ligando incrementan el valor de T,, igual que ocurre en los modelos de equilibrio. La
representacion de InL, frente a 1/T,, debe de dar una recta de pendiente nE,,,/mR, ya que el

término 2InT,, puede tomarse como constante.



5. RESULTADOS
Y DISCUSION.
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5.1 Estudio de la desnaturalizacién térmica de la procarboxipeptidasa B, la
carboxipeptidasa B y el dominio globular de activacién por calorimetria diferencial de

barrido.

5.1.1 Procarboxipeptidasa B y carboxipeptidasa B.

Inicialmente se han realizado experimentos de DSC de ambas proteinas, PCPB y
CPB, en las siguientes condiciones:

-Fosfato 1 mM, pH 7.5.

-Fosfato 20 mM, pH 7.5.

-Pirofosfato 1 mM, pH 9.0.

-Pirofosfato 20 mM, pH 9.0.

Se han utilizado 4 velocidades de barrido diferentes: 2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 K/min.

Estas condiciones experimentales son similares a las utilizadas en un estudio anterior
de la PCPA y la CPA (Sanchez-Ruiz et al., 1988b). Todas las disoluciones contenfan 1 uM
de ZnCl, para mantener el ion Zn?* unido al centro activo de ambas protefnas. La
concentracion de proteina empleada varié entre 0.65 mg/ml y 4.0 mg/ml. Registros
originales experimentales de DSC para la CPB y para la PCPB, ambas en pirofosfato 20
mM, pH 9.0, y a dos velocidades de barrido, se muestran en la Figura 5.1.1, donde se puede
apreciar la completa irreversibilidad de las transiciones obtenidas para las dos proteinas, dada
la falta de cualquier efecto térmico en el segundo barrido con la muestra, al igual que ocurre
para CPA y PCPA. Esta irreversibilidad se encontr6 en todas las condiciones experimentales
investigadas en esta Memoria.

Los valores de T, y las entalpias de desnaturalizacién, para CPB y PCPB en los
tampones y a los valores de pH y velocidades de barrido indicados, se muestran en la Tabla
5.1.1. Estos valores concuerdan muy bien con los encontrados para CPA y PCPA bajo
similares condiciones experimentales. Es evidente que, a pH 7.5, para cualquier velocidad
de barrido empleada, el incremento en la fuerza iénica del medio no afecta los valores de T,,
para cualquiera de las dos proteinas. A pH 9.0 hay un claro descenso de T,, al aumentar la
fuerza iénica, especialmente para la enzima activa. A concentracién de tampdn constante, los

valores de T,, de CPB y PCPB son menores a pH 9.0 que a pH 7.5. A su vez, estos valores
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FIGURA 5.1.1: Registros experimentales de DSC obtenidos con: (A) PCPB a una
concentracion de muestra de 1.1 mg/ml; (B) CPB a una concentracién de muestra de 3.5
mg/ml. Las velocidades de barrido utilizadas fueron 1.0 y 0.5 K/min respectivamente. El
tampdn utilizado en ambas muestras fue pirofosfato 20 mM, pH 9.0. Ambos registros
constan de (1) linea base, (2) 1 barrido con la muestra y (3) 2° barrido. En ambas lineas
base se aprecia la sefial correspondiente a un calibrado eléctrico de 25 uW de potencia.



RESULTADOS Y DISCUSION 96

de T, son similares para ambas proteinas a pH 7.5, pero a pH 9.0 la T,, de CPB disminuye
mucho mds (en Pirofosfato 20 mM, pH 9.0 la diferencia de T,, entre ambas proteinas es de
mds de 10 °C). Los valores de AH de desnaturalizacién para cada proteina bajan tanto al
aumentar el pH como la fuerza iénica.

Los valores de entalpia especifica, Ah, son comparativamente mayores para la CPB
que para la PCPB, en tendencia opuesta a los valores de T,. En cuanto a los valores
obtenidos para AC,, hay una cierta dispersién en los valores. Es bien sabido que, en algunos
casos, pequefias deformaciones de la curva de C,(T) a ambos lados de la transicion,
producidas por efectos indeseados, producen pérdidas apreciables en la precisién con que
normalmente se mide esta magnitud a partir de las extrapolaciones de la linea base. En
general se obtienen valores similares con las dos proteinas, algo mayores para la PCPB
(1146 kJ/K.mol) que para la CPB (713 kJ/k.mol), aunque son bastante mds cercanas entre
si 1as correspondientes magnitudes especificas (0.24+0.13 J/K.g y 0.204+0.09 J/K.g). Estos
valores son aproximadamente la mitad de los obtenidos de representar AH frente a T, (29
kJ/K.mol y 12 kJ/K.mol respectivamente).

La irreversibilidad de las transiciones encontradas hizo pensar en un control cinético
del proceso de desnaturalizacién térmica. Este punto se confirmé con los experimentos a
diferentes velocidades de barrido (Tabla 5.1.I). En la Figuras 5.1.2-5.1.5 se muestran las
curvas de C,(T) para las diferentes condiciones experimentales investigadas, a cuatro
velocidades de barrido distintas, para las dos proteinas. Estas curvas han sido corregidas para
la linea base instrumental, la linea base quimica y el tiempo de respuesta del calorimetro (ver
Apartado 3.6.3). Puede comprobarse en todos los casos una fuerte dependencia de las
transiciones con dicha velocidad de barrido (ver Tabla 5.1.I). Por tanto, la desnaturalizacién
térmica de ambas proteinas estd controlada cinéticamente, al menos en alguna extensién.

El modelo teérico mds simple que tiene en cuenta esta posibilidad es el modelo
cinético de dos estados (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a) (ver Apartado 4.2.1). Se ha utilizado
este modelo para el andlisis de las transiciones irreversibles obtenidas para ambas proteinas.
La aplicacién a la CPB y la PCPB de los métodos A y B del Apartado 4.2.1 para el cdlculo
de la energia de activacion del proceso irreversible se muestra en las Figuras 5.1.6 y 5.1.7,
para pH 7.5, en las condiciones experimentales indicadas. Es de destacar la éptima

coincidencia entre los valores de k calculados de transiciones de DSC a diferentes velocidades
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FIGURA 5.1.2: Curvas de C,(T) obtenidas con (A) PCPB y (B) CPB en fosfato 1 mM, pH
7.5, a las velocidades de barrido indicadas junto a cada curva.
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FIGURA 5.1.3: Curvas de C,(T) obtenidas con (A) PCPB y (B) CPB en fosfato 20 mM,
pH 7.5, a las velocidades de barrido indicadas junto a cada curva.
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FIGURA 5.1.4: Curvas de C,(T) obtenidas con (A) PCPB y (B) CPB en pirofosfato 1 mM,
pH 9.0, a las velocidades de barrido indicadas junto a cada curva.



RESULTADOS Y DISCUSION 100

120 | | -
| A

T / °C

FIGURA 5.1.5: Curvas de C,”(T) obtenidas con (A) PCPB y (B) CPB en pirofosfato 20
mM, pH 9.0, a las velocidades de barrido indicadas junto a cada curva.
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Tabla 5.1.1
Entalpfas molares ,AH, y especfficas ,Ah, incremento de capacidad calorffica ,AC,, y temperatura de
desnaturalizacién ,T,, para PCPB y CPB en varias condiciones.

Condicién velocidad de barrido AH Ah  AC, Ta
K/min kl/mol . Jig kJ/K.mol °”
Procarboxipeptidasa B
Fosfato 1 mM 2 911 20 6.9 71.2
pH 7.5 1 840 19 17.0 68.9
0.5 912 20 13.2 67.1
0.25 827 18 18.4 65.3
Fosfato 20 mM 2 855 19 4.8 71.2
pH 7.5 1 815 18 9.8 69.3
0.5 826 18 19.6 67.3
0.25 786 17 11.2 65.4
Pirofosfato 1 mM 2 884 19 10.1 70.3
pH 9.0 1 858 19 17.0 69.0
0.5 802 18 12.2 66.6
0.25 785 17 15.6 64.6
Pirofosfato 20 mM 2 740 16 7.3 65.9
pH 9.0 1 679 15 9.6 63.6
0.5 617 14 3.2 61.5
0.25 524 12 0.2 - 59.6
Carboxipeptidasa B
Fosfato 1 mM 2 758 22 4.1 71.0
pH 7.5 1 716 21 122 68.1
0.5 746 21 6.8 65.7
0.25 625 18 3.4 63.3
Fosfato 20 mM 2 719 21 7.2 70.5
pH 7.5 1 709 21 14.3 68.1
0.5 696 20 10.7 65.7
0.25 626 18 4.5 63.2
Pirofosfato 1 mM 2 717 21 3.6 67.8
pH 9.0 1 710 21 45 65.6
0.5 672 19 3.5 64.0
0.25 665 19 6.6 61.1
Pirofosfato 20 mM 2 526 15 4.3 54.2
pH 9.0 1 557 16 6.8 53.0
0.5 510 15 53 50.8
0.25 468 14 8.0 48.4
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FIGURA 5.1.6: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,*(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la PCPB en fosfato 1 mM, pH 7.5 (Figura
5.1.2A). (A) Representacién de Arrhenius (método A del modelo; ver Apartado 4.2.1). (B)
Representacién de In(v/T,?) frente a 1/T, (método B del modelo). Los simbolos indican las
diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; () 0.5 K/min; (<) 0.25
K/min.
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FIGURA 5.1.7: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de G(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en fosfato 20 mM, PH 7.5 (Figura
5.1.3B). (A) Representaci6n de Arrhenius (método A del modelo; ver Apartado 4.2.1). (B)
Representacién de In(v/T,?) frente a 1/T,, (método B del modelo). Los simbolos indican las

diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; (O) 0.5 K/min; (¢) 0.25
K/min.
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de barrido. Los ajustes no lineales de minimos cuadrados de las curvas tedricas de C,*(T)
predichas por el modelo a las curvas experimentales (método E, Apartado 4.2.1) se muestran
en la Figura 5.1.8, donde se puede apreciar la excelente prediccién de los datos
experimentales que hace el modelo. No se muestra la aplicacién del método C por ser
bastante equivalente al método E. Para las otras condiciones experimentales, cuyas
representaciones no se muestran dado el elevado mimero de las mismas, los resultados
obtenidos son similares, excepto en el caso de la CPB a pH 9.0, tanto en pirofosfato 1 mM
como 20 mM. En la Figura 5.1.9 se muestra la aplicacién de los métodos A y B del modelo
para 20 mM pirofosfato, pH 9.0. Puede verse que en la representacién de Arrhenius los
valores de k no coinciden tan perfectamente como en las Figuras 5.1.6 y 5.1.7, para las
diferentes velocidades de barrido. Aparentemente, el modelo predice correctamente la
dependencia de T, con v, aunque mds adelante veremos que no existe concordancia entre los
resultados obtenidos con los distintos métodos del modelo para CPB en pirofosfato 1 y 20
mM, pH 9.0. El ajuste no lineal de minimos cuadrados de la ecuacién teérica a las curvas
de C,(T) (Método E) es peor también en estas condiciones experimentales.

Las energias de activacién del proceso cinético calculadas mediante los diferentes
métodos deben coincidir si se cumple el modelo, cosa que ocurre, dentro de los errores
experimentales, para la PCPB en todas las condiciones investigadas, y para la CPB a pH 7.5
en fosfato 1 mM y 20 mM. No ocurre asf, sin embargo, para CPB en pirofosfato 1 y 20
mM, pH 9.0, lo cual corrobora el no cumplimiento del modelo cinético de dos estados como
se coment anteriormente. En la Tabla 5.1.II se muestran los valores de la energia de
activacion obtenidos para todas las condiciones experimentales investigadas. Puede apreciarse
que, para CPB a pH 9.0, tanto en pirofosfato 1 mM como 20 mM del método B, del efecto
de la velocidad de barrido en la T,, de las transiciones (método B), se obtiene un valor de
energia de activacién, E, diferente al obtenido de los demds métodos. Esta diferencia es
mucho m4s evidente para pirofosfato 20 mM, pH 9.0.

En todas las condiciones experimentales investigadas, tanto la CPB como la PCPB
desnaturalizan térmicamente de forma irreversible y cinéticamente controlada, pudiéndose
describir el proceso en casi todos los casos mediante el modelo cinético de dos estados. Este
comportamiento es similar al encontrado previamente para CPA y PCPA (L6pez-Lacomba,
1987; Sdnchez-Ruiz et al., 1988b). La presencia en el zimégeno del segmento de activacién
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FIGURA 5.1.8: Ajustes no lineales de minimos cuadrados de las curvas de C,*(T) predichas
por el modelo cinético de dos estados a las curvas experimentales correspondientes a la
desnaturalizacién térmica de la PCPB y la CPB (método E del modelo). (A) PCPB en (1)
fosfato 20 mM, pH 7.5; (2) fosfato 20 mM, pH 7.5; (3) pirofosfato 20 mM, pH 9.0.

(B) CPB en: (1) y (3) fosfato 20 mM, pH 7.5; (2) fosfato 1 mM, pH 7.5. Los simbolos

indican las velocidades de barrido utilizadas: (O) 2.0 K/min; (A) 0.5 K/min; (O) 0.25
K/min.
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FIGURA 5.1.9: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,*(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0
(Figura 5.1.5B). (A) Representacion de Arrhenius (método A del modelo; ver Apartado
4.2.1). (B) Representacién de In(v/T,>2) frente a 1/T,, (método B del modelo). Los simbolos
indican las diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; (OJ) 0.5
K/min; (<) 0.25 K/min.
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no parece contribuir apreciablemente a su estabilidad térmica, a pesar de que, como veremos
mds adelante, el dominio de activacién aislado (DAB) tiene una T, mayor que ambas
proteinas. Las entalpfas especificas, Ah, de CPB y PCPB son también similares bajo las
mismas condiciones experimentales indicando que el segmento de activacién no introduce un
efecto entdlpico significativo en 1a PCPB. Los estudios de difraccién de Rayos X indican que,
en la PCPB porcina, la parte correspondiente a la enzima activa no difiere pricticamente de
la CPB bovina aislada (Coll et al., 1991). La similitud de los pardmetros de estabilidad
térmica aqui encontrados para ambas proteinas podria estar en cierta consonancia con esta
identidad estructural.

En el Apartado 4.2.1 se mencion6 que el modelo cinético de dos estados, N—»F,
es un caso particular del esquema mds general propuesto por Lumry y Eyring,
N——=U——>F, (Lumry y Eyring, 1954), donde se propuso que las proteinas despliegan en
equilibrio siendo el estado desplegado el que se altera por el proceso irreversible (ver
Apartado 4.2.1).

Klibanov y colaboradores (Klibanov y Ahern, 1987, Volkin y Klibanov, 1989) han
revisado recientemente los procesos conformacionales y covalentes responsables de la
irreversibilidad de la desnaturalizacién térmica de las proteinas. Han encontrado que los
procesos irreversibles de desnaturalizacién térmica de proteinas mds frecuentes son:

a) Covalentes: Autolisis que suele ocurrir en desnaturalizacién térmica de proteasas.
Hidrdlisis de enlaces peptidicos adyacentes a restos de aspartico, que ocurre a valores de pH
ligeramente dcidos. Formacion incorrecta de puentes disulfuro asi como su destruccién por
B-eliminacion de cistina catalizada por OH', que ocurre en condiciones ligeramente alcalinas.
Deamidacién de restos de asparagina y glutamina, que puede tener lugar a cualquier pH.
Oxidacién de aminodcidos, especialmente aromdticos, asi como metionina, cistina y cisteina.

b) Conformacionales: Agregacién por interaccién inespecifica intermolecular de
superficies hidrofébicas de la proteina desplegada. Formacidn de estructuras incorrectamente
plegadas cinética o termodindmicamente favorecidas frente al estado nativo. Estos procesos
conformacionales pueden estar favorecidos por la formacién de puentes disulfuro incorrectos
o incluso intermoleculares en el caso de la agregacién.

CPA y PCPA mostraron una fuerte turbidez después de los barridos de DSC a pH
7.5, por lo que se propuso que la agregacién del estado desplegado fue la responsable de la
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Tabla 5.1.1

Energias de activacién ,E, en kJ/mol, calculadas segin los 5 métodos del modelo cinético
de dos estados para la desnaturalizacién térmica de PCPB y CPB en diferentes condiciones

experimentales.
Condici6n A B c D E
Procarboxipeptidasa B

Fosfato 1 mM 322426 334116 345124 330+26 323+27
pH 7.5

E media= 33119
Fosfato 20 mM 328417 34143 36115 344 +15 338+17
pH 7.5

E media= 342412
Pirofosfato 312420 337427 335+18 320+20 314421
1mM, pH 9.0

E media= 324 +12
Pirofosfato 295+12 308+8 299425 302+13 300+10
20 mM, pH 9.0

E media= 30115

Carboxipeptidasa B

Fosfato 1 mM 26748 25548 286+14 27616 27145
pH 7.5

E media= 271+11
Fosfato 20 mM 26618 26743 275413 27247 27116
pH 7.5

.E media= 27014
Pirofosfato 240+6 295425 251+1 25146 250+6
1 mM, pH 9.0 |
Pirofosfato 181+14 299+32 194423 186116 185+14
20 mM, pH 9.0
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irreversibilidad encontrada (Lépez-Lacomba, 1987). Sin embargo, en el caso de CPB y PCPB
las disoluciones de proteinas estaban perfectamente claras, mostrando espectros UV-visible
normales, sin el efecto de dispersién de luz observado en muestras con microagregados, por
lo que se descarté la agregacién como causa de la irreversibilidad. Tampoco la autolisis,
frecuente en proteasas, o la rotura de enlaces peptidicos fueron detectadas en forma
apreciable, a la vista de la electroforesis en presencia de SDS de las muestras, antes y
después del calentamiento.

Los valores de energia de activacién del proceso cinético mostrados previamente son
mayores para el zimégeno que para la enzima activa. Ambos son comparables a los valores
encontrados para otras proteinas como PCPA (300+20 kJ/mol), CPA (250114 kJ/mol)
(Sénchez-Ruiz et al, 1988b), termolisina (28248 kJ/mol) (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a), e
incluso con una proteina estructuralmente muy diferente, la hemocianina (383430 kJ/mol)
(Guzmadn-Casado et al., 1990).

La razén de que CPB no siga el modelo cinético de dos estados a pH 9.0 parece estar
relacionada con un interesante efecto del ion Zn?* encontrado como consecuencia de estos
primeros experimentos, que ha sido ampliamente estudiado en este trabajo y que serd descrito
mds adelante en esta Memoria (ver Apartado 5.2). Este efecto consiste en la dependencia de
las transiciones de DSC de CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, con la concentracién de
ZnCl, en el medio. En el Apartado 5.2 se volverd sobre este tema.

Por otra parte, dado que al incrementarse la concentracién de pirofosfato de 1 mM
a 20 mM la separacién de la desnaturalizacion térmica de la CPB del modelo cinético de dos
estados se hace mds notoria, se hicieron experimentos de DSC con CPB en pirofosfato S0
mM, pH 9.0, para ver si aumentaba ain mds este efecto al incrementarse la fuerza idnica.
En la Figura 5.1.10 se muestran las curvas de C,*(T) a varias velocidades de barrido en
estas condiciones, pudiéndose apreciar que disminuye ain mds la estabilidad de la enzima.
En la Figura 5.1.11 se muestra la aplicacién de alguna de las predicciones del modelo
cinético de dos estados en estas condiciones. En la Tabla 5.1.III se exponen los pardimetros
de las transiciones obtenidas asi como los valores de energia de activacién calculados.

En este caso, el proceso, que es de nuevo irreversible y cinéticamente controlado, se
ajusta muy bien al modelo, coincidiendo los valores de k calculados para distintas velocidades

de barrido (ver Figura 5.3.11A). Asimismo, el efecto de la velocidad de barrido en las
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FIGURA 5.1.10: Curvas de C,*(T) obtenidas con CPB en pirofosfato 50 mM, pH 9.0, a las
velocidades de barrido indicadas junto a cada curva.

transiciones da un valor de energia de activacién igual al obtenido por los otros métodos. En
relacién con el hecho de que el proceso pase a describirse por el modelo cinético de dos
estados al aumentar la fuerza iénica podria estar el hecho de que apareciera fuerte agregacién
en las muestras tras los barridos de DSC, cosa que no ocurria a fuerza i6nica mds baja. El
cambio de naturaleza del proceso irreversible darfa asi lugar a cambios en el mecanismo del

proceso de desnaturalizacién cuya nueva cinética seguiria el modelo que estamos utilizando.
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Tabla 5.1.II
Parémetros de las transiciones de DSC obtenidas para CPB en pirofosfato 50 mM, pH 9.0
a varias velocidades de barrido y energias de activacién en kJ/mol calculadas mediante
aplicaci6én del modelo cinético de dos estados.

Velocidad y AH Ah ’ AC,
de barrido
K/min °C kJ/mol Jig kJ/K.mol
282 51.6 403 11.6 8.1
1.01 48.3 376 10.9 5.8
0.5 46.2 390 11.3 6.2
0.25 43.0 321 9.3 3.7

Energias de activacién
A B C D E Media
191+11 206 195+10 196+11 195+12 197+6
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FIGURA 5.1.11: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,*(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 50 mM, pH 9.0
(Figura 5.1.10). (A) Representacién de Arrhenius (método A del modelo; ver Apartado
4.2.1). (B) Representacién de In(v/T,>2) frente a 1/T, (método B del modelo). Los simbolos
indican las diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; (OJ) 0.5
K/min; (<) 0.25 K/min.
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5.1.2 Dominio globular de activacién. ,

Se ha estudiado el desplegamiento térmico del dominio globular de activacién de la
PCPB (DAB) por DSC en las condiciones experimentales que se exponen en la Tabla 5.1.1IV,
varidndose tanto el pH como la fuerza i6énica. La velocidad de barrido empleada fue de 2
K/min, utilizdndose concentraciones de muestra entre 1 y 1.6 mg/ml. En la misma Tabla se

muestran los valores de los pardmetros caracteristicos de las transiciones obtenidas.

Tabla 5.1.IV
Temperatura de desplegamiento, T, entalpfa calorimétrica molar, AH, relacién entalpfa
calorimétrica/entalpia de van't Hoff, r, e incremento de capacidad calorifica, AC,, para el
desplegamiento térmico del dominio globular de activacién de procarboxipeptidasa B (DAB)
bajo diferentes condiciones experimentales.

Condicién g o AH r AC,
o kJ/mol kJ/K.mol

Fosfato 1 mM, pH 7.5 73.6 313 1.4 2.9
Fosfato 20 mM, pH 7.5 74.2 299 1.1 3.0
Fosfato 20 mM, _

NaCl 50 mM, pH 7.5 71.5 332 1.2 2.4
Pirofosfato 1 mM, pH 9.0 67.8 297 1.4 34
Pirofosfato 20 mM, pH 9.0 70.6 295 1.1 4.1
Pirofosfato 20 mM,

NaCl 50 mM, pH 9.0 74.2 300 1.0 3.8
Glicina 20 mM, pH 3.0 83.8 313 1.0 2.8

En la Figura 5.1.12 se muestran los registros originales de los experimentos de DSC
realizados con el DAB, en dos de las condiciones investigadas. En las Figuras 5.1.13 y
5.1.14 se muestran los termogramas de C,(T), una vez restada la linea base instrumental,
para todas las condiciones experimentales. Como se puede apreciar en las Figuras, el
desplegamiento térmico del DAB es en casi todos los casos bastante reversible en un segundo
barrido consecutivo, lo que se toma como indicacién de que dicho proceso transcurre en

equilibrio, incluso a pH 3.0, cercano al punto isoeléctrico del DAB, 4.3, aunque en este caso
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FIGURA 5.1.12: Registros experimentales de DSC obtenidos con DAB en: (A) fosfato 20
mM, pH 7.5,a una concentracién de muestra de 1.5 mg/ml; (B) pirofosfato 1 mM, pH 9.0,
a una concentracién de muestra de 1.2 mg/ml. La velocidad de barrido utilizada fue de 2.0
K/min. Ambos registros constan de (1) linea base, (2) 1< barrido con la muestra, (3) 2°
barrido y (4) 3= barrido. En ambas lineas base se aprecia la sefial correspondiente a un
calibrado eléctrico de 25 uW de potencia.
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FIGURA 5.1.13: Curvas de C,(T), una vez restada la linea base instrumental,
correspondientes al desplegamiento térmico del DAB en las siguientes condiciones
experimentales: (A): (1) fosfato 1 mM, pH 7.5; (2) segundo barrido de (1); (3) pirofosfato
1 mM, pH 9.0; (4) segundo barrido de (3). (B): (1) fosfato 20 mM, pH 7.5; (2) segundo
barrido de (1); (3) pirofosfato 20 mM, pH 9.0; (4) segundo barrido de (3).



RESULTADOS Y DISCUSION 116

1 -1
mol

C, / ki K

1

1

c, / ki K mol

1 ] |

40 60 80 100
T / °C

FIGURA 5.1.14: Curvas de C,(T), una vez restada la linea base instrumental,
correspondientes al desplegamiento térmico del DAB en las siguientes condiciones
experimentales: (A): (1) fosfato 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7.5; (2) segundo barrido de (1);
(3) pirofosfato 20 mM, NaCl 50 mM, pH 9.0; (4) segundo barrido de (3). (B): (1) Glicina
20 mM, pH 3.0; (2) segundo barrido de (1).
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junto con pH 9.0 y alta fuerza i6nica, la reversibilidad es mds baja. No hay diferencia alguna
en la T, de la transicién al realizar un segundo barrido con la misma muestra a una velocidad
de barrido distinta, lo cual corrobora que el proceso es de equilibrio. No se ha encontrado
en ningtin caso evidencia de precipitacién aparente de las muestras tras los barridos.

De los valores de la Tabla 5.1.IV se deduce que la estabilidad térmica del DAB,
utilizando como pardmetro operativo el valor de T, correspondiente, disminuye al
incrementarse el pH, para la misma concentracién de tamp6n, siendo esta estabilidad térmica
en todo caso superior a la encontrada para CPB y PCPB (ver Apartado 5.1.1), tal y como
ocurria en el caso del segmento de activacién de la PCPA (Sanchez-Ruiz et al., 1988b). Sin
embargo, al aumentar la fuerza iénica del medio, para un mismo pH ocurre lo contrario,
aumentan los valores de T,,.

Estos resultados confirman la existencia de una conformacién plegada para el DAB
en disolucién acuosa en el amplio rango de pH investigado (3.0-9.0), como habfa sido
previamente propuesto (Burgos, 1989) y ha sido posteriormente confirmado mediante estudios
estructurales (Vendrell et al., 1991).

Los valores de r (relacién entre la entalpia calorimétrica, AH* y la entalpia de van't
Hoff, AH'Y, calculada con la ecuacién 4.9) (Tabla 5.4.IV) indican que el proceso de
desplegamiento se aproxima mucho al modelo de equilibrio de dos estados, comportdndose
el DAB como un tinico dominio cooperativo excepto a baja fuerza iénica (pH 7.5 y pH 9.0
a 1 mM de concentracién de tampdn) donde el valor de r es 1.4, claramente distinto a la
unidad. Esto apunta la posibilidad de que a baja fuerza iénica existan estados intermedios
estables y significativamente poblados durante el desplegamiento, como veremos mds
adelante.

Los valores de T, encontrados para el DAB son en general menores que para el
dominio de activacién de la PCPA (Sdnchez-Ruiz et al., 1988b). Este iltimo tiene 94 restos
de aminoécido frente a los 81 del DAB. Aunque la homologia de las secuencias es de s6lo
un 31 % (Burgos et al., 1991), la estructura tridimensional de ambos fragmentos de
activacién, cuando estdn formando parte del zimégeno correspondiente es bastante similar,
poseyendo el mismo motivo estructural aunque con pequeiias diferencias en los extremos N
y C terminales y en algunos giros entre estructuras secundarias (Guash et al., 1992). Por

ejemplo, el DAB pierde durante la activacién de la PCPB la hélice a; que une ambos
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fragmentos a la enzima activa, hélice que se conserva en dominio de activacién A. Esta
menor cantidad de estructura secundaria no se correlaciona aparentemente con un menor AH
de desplegamiento sino con una T, mds baja (Sinchez-Ruiz et al., 1988b).

Los valores de entalpia especifica encontrados para DAB (32-36 J/g) son comparables
a los descritos por Privalov para proteinas globulares compactas de similar T,, (Privalov,
1979). El incremento de capacidad calorifica de desplegamiento tiene un valor medio de 0.34
+ 0.06 J/K.g, que de nuevo es similar a los de pequeiias proteinas compactas.

Excepto a 1 mM de concentracién de ambos tampones, el desplegamiento térmico del
DAB se comporta como un proceso de equilibrio de dos estados. En base a este modelo,
como se describe en el Apartado 4.1.1, se ha obtenido la descripcién termodindmica
completa del proceso. En la Figura 5.1.15 se muestran las curvas experimentales de C,*(T)
para algunas de las condiciones investigadas, junto con los ajustes de las curvas tedricas
predichas por el modelo de equilibrio de dos estados. Estos datos corresponden a las curvas
de C,*(T) una vez restada la linea base quimica (ver Apartado 3.6.3 y 4.1.1). Los ajustes
han sido excelentes para todas las condiciones en que se aplicé el modelo. Conocido el
incremento de capacidad calorifica del proceso, AC,, puede obtenerse, para cualquier
condicién experimental, una representacién de la variacién de las funciones termodindmicas
del proceso de desplegamiento, AG, AH y AS, con la temperatura (ver Ecuaciones 4.10,
Apartado 4.1.1). A modo de ilustracién, esto se representa en la Figura 5.1.16 para el DAB
en fosfato 20 mM, pH 7.5. A 37 °C, temperatura fisiolégica, el valor de la energia de Gibbs
de desplegamiento, para todas las condiciones investigadas, varfa entre 23 y 29 kJ/mol,
valores similares a los descritos para varias proteinas globulares compactas (Privalov, 1979).

En condiciones de baja fuerza iénica, 1 mM de concentracién de tampén, a pH 7.5
y 9.0, se ha encontrado un valor de r=1.4. Como se menciona en el Capitulo 4, esto indica
la presencia de estados intermedios suficientemente poblados duraﬁte el desplegamiento
térmico. Esto podria resultar llamativo dado lo que hoy se conoce para cadenas polipeptidicas
del pequefio tamaifio del DAB. Las endotermas de DSC no pueden ajustarse en este caso a
un modelo de dos estados lo cual hace necesario emplear un modelo méds complejo para
explicar los datos. De hecho, utilizando un modelo de equilibrio con un estado intermedio,
N—=]——=D, se logra un excelente ajuste de la curva tedrica a los datos experimentales.

Esto se muestra en la Figura 5.1.17 para las dos condiciones experimentales citadas. En la
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FIGURA 5.1.15: Ajustes no lineales de minimos cuadrados de la curvas de C,*(T) predichas
por el modelo de equilibrio de dos estados ( ) a las curvas experimentales (O)
correspondientes al desplegamiénto térmico del DAB en las siguientes condiciones: (A)
fosfato 20 mM, pH 7.5. (B) pirofosfato 20 mM, NaCl 50 mM, pH 9.0; (C) glicina 20 mM,
pH 3.0.
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FIGURA 5.1.16: AG, AH y TAS en funcién de la temperatura para el desplegamiento
térmico del DAB en fosfato 20 mM, pH 7.5, calculados mediante las ecuaciones 4.10
(Apartado 4.1.1), a partir de los valores de la Tabla 5.1.IV. Las lineas de puntos representan
la incertidumbre en el cdlculo de AG debida al error en la determinacién del AC, de
desplegamiento (AC,=3.2+0.6 KJK'mol™).

Figura 5.1.18 se representan las poblaciones de los estados implicados en el proceso de
desplegamiento en funcién de la temperatura, calculadas a partir de los pardmetros obtenidos
en los ajustes. Como se observa, la estabilidad del estado plegado y del intermedio es algo
mayor a pH 7.5 que a 9.0. En la Tabla 5.1.V se muestran los pardmetros termodindmicos

de los estados citados para el desplegamiento térmico del DAB.
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FIGURA 5.1.17: Ajuste no lineal de minimos cuadrados de la curva de C,(T) predicha por
el modelo de equilibrio de tres estados, N——1—=—=D, ( ) a las curvas experimentales
(O) correspondientes al desplegamiento térmico del DAB en las siguientes condiciones: (A)
fosfato 1 mM, pH 7.5; (B) pirofosfato 1 mM, pH 9.0.
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FIGURA 5.1.18: Poblaciones de los estados implicados en el desplegamiento térmico del
DAB, en (A) fosfato 1 mM, pH 7.5 y (B) pirofosfato 1 mM, pH 9.0, en funcién de la
temperatura, calculadas a partir de los pardimetros termodindmicos obtenidos del ajuste de
la Figura 5.1.17, que se muestran en la Tabla 5.1.V. N representa el estado nativo, I un
estado intermedio y D el estado desplegado.
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Tabla 5.1.V
AH, y AS; a T=T, de los estados implicados en el desplegamiento térmico del DAB,
tomando el estado nativo, N, como referencia.

Condicién Estado 1 ) Estado D
AH, AS, AH, AS,
kJ/mol J/K.mol kJ/mol J/K.mol
fosfato 1 mM, pH 7.5 152 438 322 931
pirofosfato 1 mM, pH 9.0 138 405 306 901

El DAB es una cadena polipeptidica dcida, que contiene 19 restos 4cidos, Glu o Asp,
(24 % del total) frente a 7 restos bdsicos, Lys o Arg (Burgos, 1989). La estructura
tridimensional del DAB consiste en 2 hélices a y una hélice 3,, dispuestas sobre una
estructura B antiparalela. Existe un cuerpo hidrofébico en el interior (Vendrell et al., 1990;
Vendrell et al. 1991; Coll et al. 1991) (ver Capitulo 2, Figura 2.3). La distribucién de los
restos de aminodcidos cargados no es regular sino que hay mayor densidad de restos dcidos
en las hélices, mientras que los bésicos se encuentran en o cerca de la estructura 8 (Vendrell
et al., 1991). A pH 7.5, y aiin mds a pH 9.0, puede producirse repulsién entre las hélices
o debido a los restos dcidos cargados negativamente, lo que explicaria la disminucién de
estabilidad del DAB al aumentar el pH. Esta repulsién disminuiria al incrementarse la fuerza
i6nica del medio aumentando la estabilidad. A bajo pH la repulsién de cargas es menor
aumentando con ello la T,,. El hecho de que el estado intermedio sélo se manifieste a baja
fuerza iénica podria estar relacionado también con este mismo efecto. El aumento de la
temperatura podria comenzar afectando al plegamiento de las hélices «, que se repelen méds
a baja fuerza idnica por estar menos apantalladas las cargas, mientras que la estructura S,
mds rigida, serfa mds resistente al desplegamento térmico. Como apoyo a esta idea es de
destacar, de los valores reflejados en la Tabla 5.1.V, que AH,-AH,;=170 kJ/mol y
AS,-AS,; =495 J/K.mol son independientes del pH, mientras que AH, y AS, si que dependen
del pH. Esto podria indicar que la primera etapa del desplegamiento estd afectada
principalmente por efectos electrostdticos, posiblemente la anteriormente mencionada
repulsién entre las cargas negativas que se incrementa al aumentar el pH. Este efecto

probablemente sea desestabilizante del estado nativo, ya que las diferencias de entalpia y
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entropia entre el estado desnaturalizado, D, y el intermedio, I, son constantes con el pH.

5.1.3 Mezclas equimolares de carboxipeptidasas A y B y sus dominios globulares
de activacién. .

En el Capitulo 2 se describi6 que el dominio de activacién de la carboxipeptidasa A
interaccionaba con la enzima activa inhibiéndola fuertemente (San Segundo et al., 1982). Esta
inhibicién no ha sido encontrada sin embargo en el caso de la carboxipeptidasa B (Vendrell
et al., 1990a). Con el fin de confirmar mediante DSC estos datos y dado que el estudio
mediante DSC de interacciones proteina-proteina es practicamente inédito hasta la fecha, se
abordaron unos experimentos preliminares utilizando mezclas equimolares CPB-DAB y de
sus homélogos correspondientes del sistema A.

La preparacién de las mezclas equimolares fue como sigue:

-Se prepara una disolucién de PCPA o PCPB de la concentracién deseada en Tris 50
mM, ZnCl, 10° M, pH 7.5, como se describe en el Capitulo de Materiales y Métodos. Se
prepara también una disolucién de tripsina (3 mg/ml) en HCI 1 mM, CaCl, ImM. Se aiiade
a la disolucion de proteina a cortar una proporcién en peso de tripsina de 1:40 en el caso de
la PCPA, y de 1:100 para la PCPB. Se incuba la mezcla en un bafio a 25 °C durante 15
minutos, agitando un poco de vez en cuando. Pasado ese tiempo se para la reaccién
afiadiendo un poco de resina de benzamidina-agarosa que retira la tripsina. Se centrifuga y
se elimina la resina. Para mds seguridad se anade BPTI (inhibidor de tripsina de pédncreas
bovino) 1:1 en peso de tripsina que inhibird las trazas de tripsina que queden en la
disolucién. La mezcla se dializa frente al tampdn deseado en bolsas de didlisis de tamaiio de
poro adecuado (3 kDa) para la realizacién del experimento de DSC correspondiente. Se
realiz6 SDS-PAGE de las muestras para comprobar que el corte fue completo.

La medida de concentracion de las muestras se realiz6 espectrofc;tométricamente antes
del corte triptico utilizando el coeficiente de extincién de la proenzima correspondiente, por
lo que la concentracion estd referida a PCPA o PCPB segiin el caso. En el caso de la PCPA
se utiliz6 un ¢*'*= 1.55 a 280 nm (Lopez-Lacomba, 1987). Los experimentos de DSC se
realizaron en fosfato 20 mM, pH 7.5 y en pirofosfato 20 mM, pH 9.0.

En la Figura 5.1.19 se muestran los termogramas obtenidos para la mezcla CPB-DAB

en las dos condiciones experimentales estudiadas. En la Figura 5.1.20 se exponen los
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FIGURA 5.1.19: Curvas de C,(T), una vez restada la linea base instrumental, obtenidas para
una mezcla equimolar de CPB y DAB, a una velocidad de barrido de 2 K/min, en las
siguientes condiciones y concentraciones de muestra: (A) fosfato 20 mM, pH 7.5, C= 2.0
mg/ml; (B) pirofosfato 20 mM, pH 9.0, C= 2.1 mg/ml. (———) 1< barrido; (.....) 2°
barrido.
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FIGURA 5.1.20: Curvas de C,(T), una vez restada la linea base instrumental, obtenidas para
una mezcla equimolar de carboxipeptidasa A y su correspondiente dominio de activacién, a
una velocidad de barrido de 2 K/min, en las siguientes condiciones y concentraciones de
muestra: (A) fosfato 20 mM, pH 7.5, C= 2.4 mg/ml; (B) pirofosfato 20 mM, pH 9.0, C=
2.4 mg/ml; (C) pirofosfato 20 mM, pH 9.0, C= 4.8 mg/ml. (——) 1< barrido; (.....) 2°
barrido.
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experimentos realizados con el sistema A. Los valores de T, para las transiciones
encontradas se muestran en la Tabla 5.1.VI.

Puede apreciarse, sobre todo a pH 9.0 en el que se separan las transiciones, la
existencia de la transicién irreversible correspondiente a la enzima activa y la reversible del
DAB, con sus valores de T, précticamente inalterados respecto a los obtenidos en los
experimentos aislados. No hay pues evidencia de interaccién entre ambas especies,
confirmando los resultados de la Bibliografia (Vilanova, et al., 1985; Vendrell et al., 1990a).

Los resultados obtenidos con la mezcla de CPA y su dominio de activacién no son
tan simples ni admiten una explicacién sencilla. A pH 9.0 se presentan peculiaridades dignas
de comentar: De las dos transiciones obtenidas en el primer barrido, la primera,
correspondiente a la CPA, presenta un hombro, mientras que la segunda, reversible, aparece
a una T,, superior en el segundo barrido, precisamente la del dominio de activacion aislado
(Sdnchez-Ruiz et al., 1988b). Existe una fuerte caida del termograma a altas temperaturas,
probablemente debido al efecto exotérmico de la agregacion de las muestras. Esto puede
deformar la transicién correspondiente al dominio de activacién, bajando su T,,. No estd clara
la interpretacién de estos resultados, pero si resulta evidente el hecho de que esta mezcla no
se comporta en un barrido de DSC como una mezcla de dos especies no interaccionantes,
debido muy probablemente a la afinidad existente entre CPA y su dominio de activacién (San
Segundo et al., 1982; Vilanova et al.,1985). Por otra parte, también resulta claro que el
comportamiento térmico en DSC de la PCPA es distinto del de la mezcla de CPA y su
segmento de activacién, aunque ambas especies interaccionen fuertemente origindndose un

efecto inhibitorio de la enzima activa (San Segundo et al., 1982).
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Tabla 5.1.VI
Valores de T, encontrados en experimentos de DSC con mezclas equimolares de CPB y CPA
con sus correspondientes dominios de activacién.

Condicién Barrido Concentracién - T.(1) T.(2)
mg/ml *C °C

CPB-DAB

fosfato 20 mM > 21 71.2 -

pH 7.5 20 75

pirofosfato 20 mM 1= 2.0 54.8 73

pH 9.0 20 74
CPA-DAA

fosfato 20 mM 1° 2.4 69.6 87

pH 7.5 2° 90

pirofosfato 20 mM 1° 2.4 44.1 =78

pH 9.0 29 88

pirofosfato 20 mM 1° 4.8 44.8 =79

pH 9.0 29 87
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5.2 Estudio del efecto del Zn** en la desnaturalizacién térmica de la carboxipeptidasa
B.

5.2.1 Efecto del Zn** en las transiciones de DSC en pirofosfato 20 mM, pH 9.0.

Como se describe en el Apartado 5.1.1, la desnaturalizacién térmica de la CPB en
tamp6n pirofosfato 1 y 20 mM, pH 9.0, no sigue los dictados del modelo cinético de dos
estados. En un intento de aclarar este comportamiento se investigé la implicacién del Zn?*,
ya que se encuentra en el sitio activo como cofactor de la enzima.

Se realizaron experimentos de DSC a 2 K/min, en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, con
varias concentraciones de ZnCl, en el medio. Las concentraciones de ZnCl, se eligieron lo
suficientemente altas de forma que el aporte de Zn?* al medio por parte de la CPB al
desnaturalizarse no alterase apreciablemente la concentraci6n total de Zn** libre. Esto ocurre
a concentraciones aiiadidas de Zn?* mucho mayores que la concentracién total de proteina.
Aqui se lleg6 asi hasta el limite de solubilidad del ZnCl, en el tampén de trabajo. La
concentracion de proteina se mantuvo constante a 1.2 mg/ml.

En la Figura 5.2.1 se pueden ver dos registros originales correspondientes a sendos
experimentos de DSC con CPB a dos concentraciones de ZnCl, diferentes. Todas las
transiciones obtenidas fueron irreversibles, al igual que en los experimentos con CPB y
PCPB descritos en el Apartado 5.1. En la Figura 5.2.2 se muestran los termogramas de
DSC, una vez restada la linea base instrumental y corregido el tiempo de respuesta del
calorimetro, para varias concentraciones de Zn?*, donde se puede apreciar un fuerte efecto
de la concentracién del ion libre en el medio sobre la T, de las transiciones. En la Tabla
5.2.1 se exponen los pardmetros caracteristicos de las transiciones. El efecto de la
concentracién de Zn** sobre los valores de T,, se muestra en la Figura 5.2.3A. Los valores
de AC, obtenidos directamente de las transiciones son bastante reproducibles (10 + 2
kJ/K.mol) y concuerdan bastante bien con los valores encontrados en las otras condiciones
experimentales descritas en el Apartado 5.1.

En el Apartado 4.1.4 del Capitulo de Fundamentos Teéricos se expuso que la
Termodindmica del Equilibrio predice que, para una proteina monomérica que sufre una

desnaturalizacién térmica reversible con pérdida simultdnea de ligandos, los valores de T,
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FIGURA 5.2.1: Registros experimentales de DSC correspondientes a la desnaturalizacién
térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia de ZnCl, en exceso. La
velocidad de barrido es de 2 K/min. (1) Linea base instrumental; (2) ZnCl, 0.37 mM, 1=
barrido; (3) ZnCl, 3.70 mM, 1% barrido; (4) 22 barrido de (2); (5) 22 barrido de (3). En la
linea base se aprecia un calibrado eléctrico de S0xW.

de las transiciones de DSC cambian con la concentracién de ligando libre de acuerdo con la
ecuacién (ver Apartado 4.1.4) (Fukada et al., 1983):

AH vH
RT

+ vinL, = constante (5.2.1)

donde AH'M es la entalpia de van't Hoff o entalpia aparente, L, es la concentraci6n de
ligando y » es el nimero de moléculas de ligando unidas a la molécula de proteina nativa.
En esta ecuacién se supone que la concentracién de ligando es mucho mayor que la de
proteina, como ocurre en los experimentos de DSC anteriores, asi como que el ligando no
se une al estado desnaturalizado.
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Tabla 5.2.1
Temperatura del méximo de la transicién, T,, incremento de entalpia, AH, incremento de
capacidad calorifica, AC,, para la desnaturalizacién térmica de la carboxipeptidasa B en
pirofosfato 20 mM, pH 9.0, a varias concentraciones de ZnCl, y a una velocidad de barrido
de 2 K/min.

[ZnCL,] T, AH AC,
(mM) (°C) (kJ/mol) (KJ/K.mol)
0.19 60.0 648 12.0
0.26 60.0 672 11.6
0.37 61.5 633 8.4
0.74 63.5 681 8.6
1,48 63.9 719 12.2
2,23 64.9 702 9.5
2.78 65.8 647 4.8
2.96 65.0 725 11.1
3.70 66.6 710 8.2
5.55 69.1 701 8.9
7.40 72.4 685 12.0

El hecho de que la Ecuaci6n 5.2.1 describa correctamente un efecto de ligandos en
la T, de las transiciones de DSC, proporcionando un valor de AH* andlogo al AH que se
obtiene de las trazas de DSC, se ha propuesto como justificacién para el andlisis
termodindmico de datos de DSC correspondientes a desnaturalizacién térmica irreversible de
proteinas (Manly et al., 1985; Edge et al., 1985; Hu y Sturtevant, 1987 y 1989). En el caso
de 1a CPB el valor de v es 1 ya que la proteina tiene un solo ion Zn?* unido en el sitio
activo. Por tanto, una representaciéon de In[Zn?*] frente a 1/T,, daria una recta de pendiente
-AH"™/R. Esta representacion se muestra en la Figura 5.2.3B, para los experimentos de la
Tabla 5.2.1. La gréfica es una recta, dentro de la dispersién experimental, hasta [Zn?*]=3
mM. De la pendiente de la recta se obtiene una valor para AH"=445+-38 kJ/mol. Este valor
concuerda aceptablemente con el valor obtenido directamente de las transiciones utilizando
la Ecuacién 4.7 del Apartado 4.1.1 (414415 kJ/mol). Para [Zn?*] > 3 mM los puntos se
desvian de la recta. En principio podria explicarse suponiendo que hay un segundo sitio de
unién del Zn?>* de menor afinidad. Sobre esto se volverd mds adelante en este Apartado.

Por lo tanto, el efecto del Zn?* en las transiciones de DSC sigue aparentemente las
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FIGURA 5.2.2: Curvas de capacidad calorifica, C,, tras restar la linea base instrumental,
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0,
en presencia de ZnCl, en exceso. La velocidad de barrido es de 2 K/min. Las
concentraciones de ZnCl, del medio son: (1) 0.19 mM; (2) 0.37 mM; (3) 0.74 mM; (4) 2.22
mM; (5) 3.70 mM; (6) 7.40 mM.

predicciones de la Termodindmica del Equilibrio. Sin embargo, sabemos que las transiciones
encontradas son completamente irreversibles. Recientemente se ha motivado alguna
controversia en "la Bibliografia respecto al andlisis de transiciones de DSC irreversibles
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de proteinas. Algunos autores consideran
usualmente que el proceso que motiva la irreversibilidad de las transiciones no tiene lugar
apreciablemente dentro del corto intervalo de tiempo en que ocurre la transicién, sino a
temperaturas mds altas y con un pequeiio efecto térmico (ver Apartado 4.2.1, Situacién A).
Desde este punto de vista, las transiciones de DSC se deberian tinicamente al desplegamiento
térmico reversible de la proteina y, por tanto, serian analizables mediante la Termodindmica
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FIGURA 5.2.3: (A) Efecto de la concentracién de Zn?>* sobre la T,, de las transiciones de
DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH
9.0, obtenidas a una velocidad de barrido de 2 K/min. (B) Representacién de van’t Hoff
correspondiente a los valores representados en (A). La linea continua corresponde al ajuste
por minimos cuadrados de una recta a los datos correspondientes a [Zn?*]<3mM. La
pendiente de la recta es (53.5+4.6)x10° K.
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del Equilibrio (Privalov, 1982; Privalov y Medved, 1982; Manly et al., 1985; Edge et al.,
1985; Hu y Sturtevant, 1987 y 1989; Brandts et al., 1989; Bertazzon et al., 1990). Aunque
esto pudiera ocurrir en algunos casos, es frecuente que la etapa irreversible se produzca
suficientemente dentro de la transicién lo que motiv_a que las transiciones de DSC sean
fuertemente dependientes del tiempo, y, por lo tanto, de la velocidad de barrido (Apartado
4.2.1, Situaciones B y C) (Sénchez-Ruiz et al., 1988a y 1988b; Guzmén-Casado et al., 1990;
Morin et al., 1990; Freire et al., 1990; Galisteo et al., 1991 y 1992; Conejero et al., 1991a
y 1991b).

‘ Vamos a ver ahora que las transiciones de DSC para la desnaturalizacién térmica
irreversible de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia de cantidades milimolares
de ZnCl, dependen fuertemente de la velocidad de barrido y ademds proceden conforme al
modelo cinético de dos estados (Apartado 4.2.1, Situacién C; Sdnchez-Ruiz et al., 1988a),
tal como se ha descrito anteriormente para pH 7.5, con 1 uM de ZnCl, (Apartado 5.1). Se
han realizado experimentos de DSC a 2, 1 y 0.5 K/min, para varias concentraciones de
ZnCl,. La Figura 5.2.4 muestra el efecto de la velocidad de barrido sobre los termogramas.
Las transiciones se han corregido para el ligero tiempo de respuesta del calorimetro. Por el
fuerte efecto encontrado puede deducirse que la desnaturalizacién térmica de la CPB estd,
al menos en parte, bajo control cinético. En la Tabla 5.2.II se muestran los pardmetros
caracteristicos de las transiciones encontradas a varias velocidades de barrido.

Se ha aplicado el modelo cinético de dos estados (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a) al
andlisis de las transiciones. La Figura 5.2.5 muestra este andlisis para varias concentraciones
de ZnCl,, donde se aplican los Métodos A y B del modelo para el cdlculo de la Energia de
activacién del proceso (Apartado 4.2.1). Puede apreciarse en la Figura 5.2.5A la perfecta
coincidencia entre los valores de la constante de velocidad del proceso de primer orden
obtenidos a diferentes velocidades de barrido. En las Figura 5.2.6 se muestran los ajustes no
lineales correspondientes al Método E del modelo. De las Figuras 5.2.5 y 5.2.6 se deduce
que el modelo cinético de dos estados describe cuantitativamente las transiciones de DSC.
Las energias de activacién obtenidas de la aplicacién del modelo se exponen en la Tabla
5.2.1I1, donde se puede apreciar el excelente acuerdo entre los valores obtenidos por los
diferentes métodos.

De estos resultados se deduce que las transiciones de- DSC correspondientes a la
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Tabla 5.2.1
Temperatura del madximo de la transicién, T, incremento de entalpia, AH, incremento de
capacidad calorifica, AC,, para la desnaturalizacién térmica de la carboxipeptidasa B en
pirofosfato 20 mM, pH 9.0 a varias concentraciones de ZnCl, y a varias velocidades de
barrido.

[ZnCL,] v T, AH AC,
(mM) (K/min) (°C) (kJ/mol) (KJ/K.mol)
0.26 2 60.0 672 11.6
1 57.9 650 11.7
0.5 55.6 594 10.6
1.48 % 63.9 719 12.2
1 61.5 686 12.0
0.5 59.5 630 12.4
2.78 2 65.8 647 4.8
1 63.5 619 55
0.5 61.0 645 11.8
2.96 2 65.0 725 11.1
1 62.8 637 9.8
0.5 60.5 671 12.0
5.55 2 69.1 701 8.9
1 66.8 692 8.8
0.5 64.0 650 9.8

desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia diversas
concentraciones de ZnCl, en gran exceso respecto de la concentracién de proteina,
transcurren irreversiblemente y bajo control cinético, siguiendo el modelo cinético de dos
estados. Este comportamiento ya se ha descrito para CPB y PCPB en otras condiciones
experimentales en el Apartado 5.1.
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FIGURA 5.2.4: Curvas de C,*(T) correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB
en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, obtenidas a las velocidades de barrido indicadas. Las
concentraciones de Zn?* de medio fue: (A) 0.26 mM; (B) 1.48 mM; (C) 2.78 mM; (D) 5.55
mM. '



RESULTADOS Y DISCUSION 137

| |

2.90 2.956 3.00 3.05 3.10 3.15

10° / (T / K)

—-11.0 L
P o
(4]

H —-11.5 }

=

N

& 120 F

=

=i

_12.5 | | 1 1
2.92 2.96 3.00 3.04

10° / (T / K)

FIGURA 5.2.5: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0,
a varias concentraciones de Zn?*. (A) Representacién de Arrhenius (método A del modelo;
ver Apartado 4.2.1). (B) Representacién de In(v/T,>) frente a 1/T,, (método B del modelo).
Los simbolos huecos indican las diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0 K/min; (A) 1.0
K/min; () 0.5 K/min. El simbolo ( ¢ ) indica los valores obtenidos de los experimentos de
inactivacién térmica. Las concentraciones de Zn** son: (1) 0.26 mM; (2) 1.48 mM; (3) 2.78
mM; (4) 5.55 mM.
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Tabla 5.2.1IT
Energfas de activacién, E, en kJ/mol, y temperaturas, T", a las que la constante de velocidad,
k,=1 min’, en °C, obtenidas por aplicacién del modelo cinético de dos estados a las
transiciones de DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de CPB en pirofosfato
20 mM, pH 9.0, a varias concentraciones de ZnCl,.

[ZnCl,] (mM)
Método de
cédlculo 0.26 1.48 2.78 2.96 3.55
A 262+8 27845 282+13 27847 260+2
B 286+4 289+13 269+8 284+8 256+
C 265+5 27342 290+19 27749 259+6
D 270+5 284+5 289+13 28445 26643
E 267+5 284+4 286+11 284+6 265+2
E media: 27049 282+6 283+9 281+4 261+4
T 62.2+0.3 65.6+0.2 67.5+0.2 66.8+0.2 71.540.2

5.2.2 Cinéticas de inactivacion térmica de CPB a temperatura constante.

Segiin el modelo empleado para el andlisis de las transiciones de DSC, la cinética
aparente del proceso de desnaturalizacién térmica de la CPB es de primer orden. Con el fin
de corroborar este resultado, se han llevado a cabo experimentos de inactivacién térmica de
la CPB a temperatura constante en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, a varias concentraciones de
ZnCl,, siguiendo la pérdida de actividad enzimdtica a determinadas temperaturas, dentro del
intervalo de las transiciones obtenidas por DSC (ver Apartado 3.4). Estas cinéticas de
inactivacién se muestran en las Figuras 5.2.7-5.2.9 para varias temperaturas y varias
concentraciones de_ ZnCl,. Como era de esperar del seguimiento del modelo cinético de dos
estados por las transiciones de DSC, las curvas de actividad enzimdtica frente al tiempo no
dependen de la concentracién total de proteina (entre 0.1 y 1.5 mg/ml). Ademds se obtienen
ajustes excelentes a la ecuacién de velocidad de primer orden en su forma integrada (en linea
continua en las Figuras 5.2.7-5.2.9):
donde A y A, son las actividades enzimdticas a tiempo t y tiempo cero, respectivamente. f
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f=AlA, = exp(-k,0) )

es la fraccién de proteina que queda sin desnaturalizar irreversiblemente. k., es la constante
de velocidad aparente de primer orden del proceso. Los valore§ obtenidos para k,, estdn
representados en la Figura 5.2.5A, donde se puede apreciar que estdn en buena concordancia
con los calculados de las transiciones de DSC utilizando la Ecuacién 4.22, lo que corrobora
la cinética aparente de primer orden del proceso de desnaturalizacién térmica de la CPB en
pirofosfato 20 mM, pH 9.0, a concentraciones de ZnCl, mucho mayores que la de proteina.

De estos resultados de inactivacion térmica, junto con el andlisis de los termogramas
de DSC mediante el modelo cinético de dos estados, se puede concluir que, aunque existe
un fuerte efecto del Zn?* sobre el proceso de desnaturalizacién que aparentemente se
comporta como predice por la Termodindmica del Equilibrio:

A) S6lo el estado nativo y el estado final (irreversiblemente desnaturalizado) estdn
significativamente poblados durante la desnaturalizacién.

B) El equilibrio quimico entre esos dos estados no estd establecido en ningin
momento, y, por tanto, las transiciones de DSC no pueden analizarse, bajo ninguna
suposicién, de acuerdo con modelos de la Termodindmica del Equilibrio.

C) La conversién del estado nativo al estado desnaturalizado estd determinada
mediante una constante cinética de primer orden, k,,, que puede determinarse a cualquier
temperatura tanto de las transiciones de DSC como a partir de las cinéticas de inactivacién

térmica.

Hasta ahora se han mostrado unos resultados experimentales que permiten extraer
valiosas conclusiones sobre la aplicabilidad de la termodindmica de equilibrio a las
transiciones de DSC irreversibles. En adelante nos centraremos en la eiplicacidn del efecto
de la concentracién Zn?*, en gran exceso respecto a la concentracién de proteina, sobre las
transiciones de DSC obtenidas para la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20
mM, pH 9.0. Hay que decir que el modelo cinético que se describe en el Apartado siguiente
s6lo es capaz de explicar el efecto encontrado para una concentracién de ZnCl, < 3mM, por
lo que en adelaﬁte, los cédlculos y representaciones que se realizan corresponden solamente

a los resultados obtenidos para [ZnCl,] <3mM, salvo que se indique lo contrario.
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FIGURA 5.2.7: Cinéticas de inactivacion térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0.
(A) ZnCl, 1.48 mM. Las temperaturas de trabajo son: (O) 51.5°C, (A) 55.0°C, (0O))
58.5°C, (V) 62.0°C, (©) 65.5°C. (B) ZnCl, 0.26 mM. Las temperaturas de trabajo son:
(O) 48.0°C, (4) 51.0°C, (OJ) 54.0°C, (V) 57.0°C, (©) 60.0°C. Las lineas continuas
representan los mejores ajustes a una curva exponencial de primer orden (Ecuacién 5.2.2).
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FIGURA 5.2.8: Cinéticas de inactivaci6n térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0.
(A) ZnCl, 2.98 mM. Las temperaturas de trabajo son: (O) 53.0°C, (4) 56.0°C, (0J)
59.0°C, (V) 62.0°C, (©) 65.0°C. (B) ZnCl, 2.78 mM. Las temperaturas de trabajo son:
(0) 54.0°C, (0O) 60.0°C, (©) 66.0°C. Las lineas continuas representan los mejores ajustes
a una curva exponencial de primer orden (Ecuacién 5.2.2).
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FIGURA 5.2.9: Cinéticas de inactivacion térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0,
ZnCl, 5.55 mM. Las temperaturas de trabajo son: (O) 58.0°C, (4) 61.0°C, (O) 64.0°C,
V) 67.0°C, (©) 70.0°C. Las lineas continuas representan los mejores ajustes a una curva
exponencial de primer orden (Ecuacién 5.2.2).
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5.2.3 Un modelo cinético sencillo que explica el efe'ct'o del Zn’*,_, en
desnaturalizacién térmica de la CPB. | o }{f

Esté claro, de las anteriores conclusiones, que el efecto del Zn?* en las transugygn
de DSC (ver Figuras 5.2.2 y 5.2.3) s6lo puede atribuirse a que la constante de Ve
primer orden, k,,, depende de la concentracién de Zn>* presente (ver Figura 5.2.5A).

Vimos en el Apartado 4.2.4 que el modelo cinético més sencillo que es capaz de
explicar un efecto de ligandos sobre transiciones de DSC irreversibles consiste en una

extension del modelo de Lumry y Eyring (1954) (Sanchez-Ruiz, 1992). En el caso que nos
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ocupa el esquema podria escribirse de la siguiente forma:

K
E-Zn — E + Zn**

ke
E——F
[E] < <[E-Zn]

donde E es un estado de la proteina que ha perdido el Zn?*, en equilibrio con la enzima con
Zn** unido, E-Zn. K es la constante de equilibrio de disociacién del Zn?*, y kg es la
constante cinética de primer orden de desnaturalizacién irreversible de E, que genera es
estado F. Dado que hemos visto que la desnaturalizaciéon térmica de la CPB en estas
condiciones sigue el modelo cinético de dos estados, estaremos en la Situacién C del modelo
de Lumry y Eyring (ver Apartado 4.2.1), es decir, la constante k; tiene valores altos a las
temperaturas en que ocurre la transicion y, por tanto, la concentracién de E es muy baja,
estando s6lo E-Zn y F significativamente poblados. Para este caso, la ecuacién 4.33, que

describe el efecto de ligandos sobre la T,, de las transiciones se puede escribir:

E
}ii - 2InT, + In[Zn?+] = constante (5.2.3)

donde el término -2InT,, se puede considerar pricticamente constante con la temperatura
dentro del estrecho intervalo en que ocurren las transiciones (Sadnchez-Ruiz, 1992). La
energia de activacién aparente del proceso de primer orden, E,,, se puede obtener de la
pendiente de una representacién de In[Zn?*] frente a 1/T,. Esta representacién se ha
mostrado ya en la Figura 5.2.3B. Se obtuvo una recta, dentro de la dispersi6n experimental,
hasta una concentracién de Zn?*<3mM. A partir de éste valor, los puntos se desvian
apreciablemente del comportamiento rectilineo. El valor para E,, obtenido de la pendiente
es de 445138 kJ/mol, mucho mayor que los valores obtenidos por el modelo cinético de dos
estados (entre 260 y 283 kJ/mol). Esto indica que el efecto de la concentracién de Zn?>* sobre
la T,, de las transiciones no puede explicarse simplemente mediante el modelo de Lumry y
Eyring, por lo que esta representacién del proceso de desnaturalizacién de la CPB en estas
condiciones experimentales no es vélida. Es necesaria pues una ampliacién del modelo que

permita explicar los resultados encontrados.
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Se ha encontrado que la dependencia de las transiciones de DSC con la concentracién

de Zn** puede explicarse correctamente utilizando el siguiente modelo cinético:

K 2+
kE—Zn kE
F + Zn° F

[E]J<<[E-Zn]

En este modelo el estado nativo de la CPB es la proteina plegada con Zn?* unido en
su centro activo, E-Zn?*, aunque, igual que en el esquema anterior, una pequefia cantidad
de CPB sin Zn?>* unido, E, esti presente en equilibrio con E-Zn**. En este modelo, a
diferencia del anterior, ambas formas pueden desnaturalizarse irreversiblemente produciendo
el estado final, F, de acuerdo con constantes de velocidad de primer orden, kg, Y Kg,

respectivamente. La constante de equilibrio de disociaci6én del Zn**, K es:

x - B 120’1 (5.2.4)
[E-Zn]

Noétese que se supone que [E] < <[E-Zn] y, por tanto, sélo dos estados, E-Zn y F,
estdn significativamente poblados durante la desnaturalizacion.

La velocidad de formacién del estado F viene dada por:

-dzt—” = ky_y [E-Zn] + klE] (5.2.5)

Teniendo en cuenta la Ecuacién 5.2.4 y que d[F}/dt=-d[E-Zn]/dt (dado que la

concentracién de E es siempre muy baja), la Ecuacién 5.2.5 se puede escribir:

dE-zn) _ (., kK ) g 5.2.
dt (k”" [Zn”]] = Zé] ¥

La concentracién de Zn** en cada uno de los experimentos de DSC e inactivacién

térmica es mucho mayor que la concentracién total de proteina; por tanto, la [Zn?*] puede
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tomarse como constante e igual a la concentracién total de Zn**. La Ecuacién 5.2.6 indica
que la cinética de desnaturalizacién es de primer orden, con una constante de velocidad

aparente dada por:

kp = kg2, * k‘f * (5.2.7)
[Zn~°]

La Ecuacién 5.2.7 predice que una representacién de k,, frente a 1/[Zn?*] para una
temperatura determinada debe ser lineal (dentro de la dispersién experimental de los datos)
como puede verse en la Figura 5.2.10 donde se han representado los datos para varias
temperaturas.

De la interseccién con el eje de ordenadas y de la pendiente de las rectas pueden
calcularse kg, ¥ kegK respectivamente. Estos dos valores siguen una dependencia con la

temperatura segiin las ecuaciones siguientes, del tipo de la de Arrhenius:

. E, 1 1
ln -l = ﬂ  —— 5.2.8
ik R (TE-z..' T) ( :
In(k K/mM min™) = Ew( 1 1 | (5.2.9)
R - iy Y

donde Eg,, y E,x son las energias de activacién del las etapas cinéticas individuales, y T,
y T son las temperaturas a las que kg, =1 min! y k;K = 1 min’!, respectivamente. En
la Figura 5.2.11 se muestran estas representaciones. Los pardmetros obtenidos son los
siguientes:

Eg 2,= 300 kJ/mol. Tez. = 67.3°C.

Ex = 259 kJ/mol. Tw = 68.3°C.

Noétese que kgK es el producto de una constante de velocidad 'y una constante de
equilibrio. El hecho de que kgK siga una dependencia de Arrhenius con la temperatura puede
explicarse bajo la hipétesis de que, dentro del intervalo de temperatura estudiado, k; sigue
la Ecuacién de Arrhenius y K 1a Ecuacién de van't Hoff con un cambio de entalpia constante.

De esta forma:



RESULTADOS Y DISCUSION

147
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FIGURA 5.2.10: Variaci6én de la constante de velocidad aparente de primer orden, k,,,
correspondiente a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, con
la concentracién de Zn?* a las diferentes temperaturas que se indican junto a los puntos. Los
valores de k,, se han calculado a partir de las curvas de C,*(T) mediante el modelo cinético
de dos estados (Ecuacion 4.27; Apartado 4.2.1). Las lineas continuas representan las rectas
de ajuste por minimos cuadrados a los puntos experimentales (Ecuacién 5.2.7).

kK = exp —zi’-[ Tl

=

AH
» Zn
RTy.,

EE
RT;

+

(5.2.10)

(-(AH,,+ E))
RT

-

Claramente la energia de activacién aparente del proceso para kK es AH,, + Eg, donde

AH,, es la entalpfa de disociacién del Zn** y Eg es la energfa de activacién correspondiente

a la etapa irreversible E—— F.
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FIGURA 5.2.11: Representacién de Arrhenius para los valores de kgK y kg 7,. Los valores
representados por simbolos se han calculado a partir de la pendiente y la ordenada en el
origen de las rectas de ajuste representadas en la Figura 5.2.10 (ver Ecuacién 5.2.7). Las
lineas continuas representan las rectas de ajuste de minimos cuadrados.

Dado que kg ,, ¥y kgK cambian con la temperatura en una forma exponencial, podrfa
esperarse alguna curvatura en las gréficas de Ink,, frente a 1/T , para una concentracién dada
de Zn?>* (ver Ecuacién 5.2.7). Sin embargo, al hacer simulaciones numéricas de la
dependencia de k.,, con la temperatura, utilizando las ecuaciones 5.7-5.9, se demuestra que
la curvatura es demasiado pequeiia para detectarse en el estrecho intervalo de temperatura
de las transiciones de DSC, lo cual explica que los valores experimentales de k,, sigan la
Ecuacién de Arrhenius (Figura 5.2.5A). Los valores de E, y T  obtenidos de la
representacion de Arrhenius de los valores de k,, calculados a partir de las ecuaciones 5.75.9

se muestran en la Tabla 5.2.IV. Puede verse la buena coincidencia de estos valores
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calculados con los obtenidos de las transiciones calorimétricas (ver Tabla 5.2.1II).

Tabla 5.2.1IV
Energias de activacién, E_, en kJ/mol, y temperaturas, T", a las que la constante de
velocidad, k,,=1 min™, en °C, obtenidas a partir de los valores de k,, calculadas segtin las
ecuaciones 5.7-5.9. .

[ZnCL,] (mM)

0.26 1.48 2.78 2.96
Ey 266 282 289 289
T (k,=1) 62.5 65.9 66.5 66.6

La Ecuacién 5.2.6 nos da la dependencia con el tiempo de la concentracién de enzima
nativa (E-Zn) para un experimento cinético llevado a cabo a temperatura constante. Para un
experimento de DSC, en el cual la temperatura y el tiempo cambian simultdneamente de

acuerdo con una velocidad de barrido, v, la ecuacién diferencial relevante es:

dE-Zn] _ _f«z[E_z,,] (5.2.11)
dTr %

En la temperatura del méximo de la transicién (T=T,), d’[E-Zn)/dT?>=0 y, por tanto:

kap,,,, (d[E—Zn]) _1 (ﬁﬂ] [E-Zn] =0 (5.2.12)
v dar ar ).

Y teniendo en cuenta de nuevo la Ecuacién 5.2.11, la condicién de mdximo de las

transiciones de DSC puede escribirse:

dink
kop = v( dTap)m (5.2.13)

donde k,,, , y (dlnk,,/dT), son los valores respectivos a T=T,,. Las Ecuaciones 5.7-5.9 para
los valores de Eg,, Tgz,, Eix ¥ Tk dan la dependencia de k,, con la temperatura. Por
tanto, la Ecuacién 5.2.13 puede resolverse numéricamente para obtener el valor de T,

correspondiente, para valores dados de velocidad de barrido y de concentracién de Zn?*.
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Esos valores de T, se comparan con los experimentales de las Tablas 5.2.1 y 5.2.11I,
obtenidos de las transiciones de DSC, en la Figura 5.2.12. Estd bien claro que el modelo
cinético propuesto explica perfectamente tanto el efecto de la concentracién de Zn?* como
el efecto de la velocidad de barrido en los valores de T,, de las transiciones de DSC. Hay que
resaltar que ningin modelo de equilibrio puede explicar un efecto de la velocidad de barrido
sobre transiciones de DSC.

66 - e
© 63 F
Q
~
g 60 0.5 K/min
E

57

1 1
0 1 2 3

[(Zn°7] / mM

54

FIGURA 5.2.12: Efecto del Zn’* en la T, de las transiciones de DSC correspondientes a
la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, a las velocidades de
barrido indicadas en la grifica. Comparaci6n entre los datos experimentales (sfmbolos) yla
variacion predicha por el modelo (linea continua) obtenida a partir de la resolucién numérica
de la Ecuacién 5.2.13 (ver texto).

Con respecto a los experimentos de DSC con CPB en pirofosfato 1 y 20 mM, pH 9.0
en presencia de 1uM ZnCl,, descritos en el Apartado 5.1, la razén de que no siguieran el

modelo cinético de dos estados puede ahora explicarse ficilmente. El ligero exceso de ZnCl,
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fue afiadido con el fin de preservar el ion Zn?* en el centro activo. Es de suponer que al
desnaturalizarse las proteinas liberen el Zn?* al medio. Dado que la concentracién de
proteina normalmente utilizada en los experimentos de DSC oscil6 entre 10 y 100 uM, el
Zn?* que aportaban al medio era considerablemente superior al puesto previamente en el
tampdn, por lo que durante el barrido se produce un aumento continuo de la concentracién
de Zn?* libre. De acuerdo con la Ecuacién 5.2.7, esto que hace que la variacién de la
constante de velocidad aparente de primer orden, k,,, del proceso de desnaturalizacién, a lo
largo de la transicién dependa de la concentracién de proteina desnaturalizada (que ha
liberado Zn?*) y no sélo de la temperatura. Esto motiva la desviacién encontrada en estas
condiciones respecto del modelo cinético de dos estados. La racionalizacién cuantitativa del
efecto a 1uM de ZnCl, no ha sido abordada dada la dificultad que plantea la variabilidad de

la concentracién del Zn2*.

5.2.4 Desnaturalizacién térmica de CPB en presencia de 1,10-fenantrolina.

La 1,10-fenantrolina es un complejante del Zn?>* que actia como inhibidor de la CPB,
extrayéndolo del centro activo (Folk et al., 1960). Parece pues coherente que las transiciones
de DSC obtenidas en presencia de este inhibidor correspondan a la desnaturalizacién térmica
de la proteina sin Zn?** unido (E).

Se han hecho experimentos de DSC con CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en
presencia de 1,10-fenantrolina 5 mM (concentracién muy superior a la necesaria para que
la actividad de la CPB sea cero), a 2, 1 y 0.5 K/min. La pérdida de la actividad enzim4tica
de la CPB se comprobé previamente a estos experimentos de DSC. Las transiciones -
obtenidas también se han encontrado completamente irreversibles y fuertemente dependientes
de la velocidad de barrido, como puede verse en la Figura 5.2.13 y en la Tabla 5.2.V.

La aplicacién del modelo cinético de dos estados se muestra en la Figura 5.2.14. Los
pardmetros cinéticos obtenidos se recogen en la Tabla 5.2.V. Se puede apreciar que las
transiciones se describen adecuadamente mediante el citado modelo, coincidiendo los valores
de la constante de velocidad, k,,, obtenidos a diferentes velocidades de barrido.

De los valores de la Tabla 5.2.V se aprecia que la CPB en pirofosfato 20 mM, pH
9.0, en presencia de 1,10-fenantrolina 5SmM, es decir, sin Zn?>* unido, se desestabiliza

mucho, bajando la T, de las transiciones hasta valores cercanos a las temperaturas
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FIGURA 5.2.13: Curvas de C,*(T) correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la
CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia de S mM 1,10-fenantrolina, obtenidas a
las velocidades de barrido indicadas.

fisiolégicas. Como dato signiﬁcativov basta decir que en estas condiciones, a 37 °C, la
constante de velocidad de desnaturalizacién tiene un valor de 0.045 min!, o dicho de otra
forma, a esta temperatura la proteina se desnaturaliza con una vida media de 20 minutos.
Para corroborar estos resultados se realizaron experimentos de inactivacién térmica
a temperatura constante. Previamente a estos experimentos se comprobd que diluyendo la
proteina, inactivada por la presencia de la 1,10-fenantrolina, en un tampén con un exceso de
Zn*, se recuperaba la actividad enzimdtica tal y como se describe en la Bibliografia (Folk
et al., 1960). Los resultados de los experimentos de inactivacién térmica se muestran en la
Figura 5.2.15, donde se puede apreciar que no hay efecto de la concentracién de proteina

en las cinéticas de desnaturalizacién térmica, y que los ajustes a la ecuacién de velocidad
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FIGURA 5.2.14: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0,
en presencia de 1,10-fenantrolina. (A) Representacién de Arrhenius (método A del modelo;
ver Apartado 4.2.1). (B) Ajustes no lineales de minimos cuadrados de las curvas de C,*(T)
predichas por el modelo (Ecuacién 4.31, Apartado 4.2.1) a las obtenidas experimentalmente
(método E del modelo). Los simbolos huecos indican las diferentes velocidades de barrido:

(O) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; ((J) 0.5 K/min. El simbolo ( ¢ ) indica los valores obtenidos
de los experimentos de inactivacién térmica.
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Tabla 5.2.V
Temperatura del médximo de la transicién, T,,, incremento de entalpia, AH, e incremento de
capacidad calorifica, AC,, para la desnaturalizacién térmica de la carboxipeptidasa B en
pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia de 1,10-fenantrolina 5 mM, y a varias velocidades
de barrido.

v 1, AH AC,
(K/min) °0) (kJ/mol) (kJ/K.mol)
2 48.1 292 4.6

1 44.5 242 1.6

0.5 41.0 232 2.4

Energias de activacién, E, y temperaturas, T, a las que la constante de velocidad, k=1
min™, en °C, obtenidas por aplicacién del modelo cinético de dos estados a las transiciones
de DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de CPB en pirofosfato 20 mM, pH
9.0, en presencia de 1,10-fenantrolina 5 mM, y a varias velocidades de barrido.

Método
de cdlculo: A B C D E
E (ki/mol): 177410 159+1 190+15 184+13 182411

Eoas 178%12 T:52.1403 °C

integrada (Ecuacién 5.2.2) son excelentes. Los valores de la constante de velocidad de primer
orden obtenidos se han representado en la Figura 5.2.14A. Aunque hay una ligera desviacién
sistemdtica de estos valores, estin en buen acuerdo con los obtenidos a partir de las
transiciones calorimétricas.

Hemos supuesto que las transiciones de DSC obtenidas en presencia de
1,10-fenantrolina son debidas a la desnaturalizacién térmica de CPB sin Zn?* unido, y hemos
encontrado que esa desnaturalizacién térmica es un proceso irreversible con una cinética de
primer orden. Parece razonable pensar que las constantes de velocidad calculadas de las

transiciones de DSC corresponden a la constante kg:
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FIGURA 5.2.15: Cinéticas de inactivacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH
9.0, en presencia de 1,10-fenantrolina. Las temperaturas de trabajo son: (O) 30.0°C, (4)
35.0°C, ((J) 40.0°C, (V) 45.0°C, (©) 50.0°C. Las lineas continuas representan los mejores
ajustes a una curva exponencial de primer orden (Ecuacién 5.2.2).

kg

E~———+F

que aparecia en el esquema del Apartado 5.2.3.

Los valores obtenidos aqui para kg, junto con los de kgK previamente determinados,
nos permiten determinar la constante de equilibrio de disociacién del Zn?*, K. Sin embargo,
este cdlculo sélo puede ser aproximado, ya que implica la extrapolacién de las dependencias
de Arrhenius de ki y kzK fuera de los intervalos de temperatura en que fueron determinadas,
ya que esos intervalos no solapan entre si. No obstante, es interesante que los valores

aproximados de K calculados de esta forma indican que en presencia de las concentraciones
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de Zn®>* empleadas en los experimentos calorimétricos (0.19-3.0 mM) la concentracién de
E (sin Zn** unido) es muy baja, tal y como se habia supuesto en un principio (K=0.0009
mM a 27 °C, K=0.01 mM a 53 °C, y K=0.06 mM a 72 °C).

Una estimacién aproximada del incremento de entalpia de disociacién del Zn?*, AHg,,
se puede obtener de la dependencia con la temperatura de la constante de equilibrio, K,
utilizando la Ecuacién de van't Hoff. El valor obtenido de esta forma para AH,, es de 82
kJ/mol. Puede entonces plantearse el siguiente ciclo termodindmico:

AHE:—Zn 2+
E-Zn >F + Zn
AHZn
AHE
2+
E + Zn

La relacién entre los incrementos de entalpia que aparecen en el esquema es la siguiente:

AH, , = AH, + AH,, (5.2.14)

Cada uno de los valores de incremento de entalpia del ciclo termodindmico anterior
ha sido determinado como sigue:

-Los valores de AHg,, se determinan de las transiciones de DSC obtenidas en
presencia de concentraciones de Zn’>* mucho mayores que la concentracién de proteina
(valores de AH de las Tablas 5.2.1 y 5.2.1I).

-Los valores de AHg se obtienen de las transiciones de DSC obtenidas en presencia
de 1,10-fenantrolina 5 mM.

-Los valores de AH,, se han calculado de la dependencia de K con la temperatura
como anteriormente se ha descrito.

Noétese que los valores de AHg,, y AHg corresponden a diferentes temperaturas
(temperatura del mdximo de la transicién de DSC, T,). Podemos calcular los valores para
AHg,, para las temperaturas correspondientes a la T, de las transiciones obtenidas en

presenéia de 1,10-fenantrolina mediante la Ecuacién 5.2.14 y los correspondientes valores
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FIGURA 5.2.16: Representaciéon de AHg ,, frente a la temperatura para la desnaturalizacién
térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0. Los simbolos huecos (O) representan los
valores experimentales de la Tabla 5.2.11. Los simbolos rellenos (@) representan los valores
obtenidos a partir de la Ecuacién 5.2.14, utilizando los valores de la Tabla 5.2.V, asignados
a AHg, y el valor de AH,, estimado de 82 kJ/mol (ver texto). La linea continua representa
la recta de ajuste de minimos cuadrados a todo el conjunto de puntos. El AC, obtenido de
la pendiente de este ajuste es 17+2 kJK'mol.

de AHg y el valor de AH,, anteriormente determinado (82 kJ/mol) .(AHZ,, se ha supuesto
independiente de la temperatura). En la Figura 5.2.16 se muestra la representacién de los
valores de AHg , calculados de esta forma junto a los experimentales. El ajuste lineal a una
recta proporciona un AC, de desnaturalizacién de 1742 kJ/K.mol, valor que est4 en acuerdo
razonable con la media de los valores de AC, determinados de las transiciones individuales
de DSC (1042 kJ/K.mol). Naturalmente, este anilisis es sélo aproximado, basado en un
valor estimado para AH, que se ha supuesto independiente de la temperatura. Adem4s hemos
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supuesto que el estado desnaturalizado irreversiblemente, F, es un \inico estado
macroscépico. Este andlisis debe entenderse tnicamente como indicativo de que el valor
estimado de AH,, resulta consistente con los valores de entalpia calorimétrica de

desnaturalizacién determinados de las transiciones de DSC.

El modelo cinético aqui propuesto s6lo es capaz de explicar el efecto del Zn?*
encontrado hasta una concentracién de Zn?>* <3mM. A partir de esta concentracién el efecto
se desvia del comportamiento predicho por el modelo propuesto (ver Figura 5.2.17). En
cualquier caso, a [Zn?>*]=5.55 mM, las transiciones de DSC siguen el modelo cinético de
dos estados y las cinéticas de inactivacién térmica son de primer orden con constantes de
velocidad que concuerdan muy bien con las obtenidas de las transiciones calorimétricas (ver
Figura 5.2.5). Los datos de Tm para [Zn?*] > 3 mM sugieren que a esas concentraciones
el ion Zn?* interaccionaria en otros sitios de unién de la CPB con menor afinidad, tal y como
estd descrito para la enzima homdloga CPA (Larsen y Auld, 1989). Simulaciones de la
dependencia de T, con [Zn?*] para un modelo cinético que tiene en cuenta una interaccién
adicional con Zn?* predicen un incremento de T,, similar al encontrado. Este modelo predice
asimismo una cinética aparente de primer orden, con una constante de velocidad aparente,
k,, con una dependencia compleja con el Zn**. Sin embargo, dado que el limite de
solubilidad del Zn?>* en el tampén utilizado estd en =8-10 mM, este efecto no ha podido

investigarse en profundidad.

En resumen, se puede decir que las transiciones de DSC correspondientes a la
desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato 20 mM, pH 9.0, en presencia de
concentraciones de Zn?* mucho mayores que la concentracién de proteina son
calorimétricamente irreversibles. Pueden describirse cuantitativamente mediante el modelo
cinético de dos estados, con una cinética de primer orden (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a). Por
tanto, la absorcién de calor que genera las transiciones de DSC estd determinada
completamente por la velocidad de formacién del estado final (irreversiblemente
desnaturalizado) y ninguna informacién termodindmica (excepto el incremento de entalpia
total de desnaturalizacién) puede derivarse de las transiciones.

El efecto de la concentracién de Zn?* (hasta 3 mM) en las transiciones de DSC se ha
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FIGURA 5.2.17: Efecto de la concentracién de Zn?*, para valores mayores de 3mM, en la
T,, de las transiciones de DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en
pirofosfato 20 mM, pH 9.0. Los simbolos indican las velocidades de barrido: (O) 2.0
K/min; (OJ) 1.0 K/min; (A) 0.5 K/min. Comparacién entre los datos experimentales
(simbolos) y la variacién predicha por el modelo cinético desarrollado en el Apartado 5.2.3
(linea continua) obtenida a partir de la resolucién numérica de la Ecuacién 5.2.13 (ver texto).

explicado mediante un modelo cinético muy sencillo. Por supuesto, este modelo puede
modificarse o incluso rechazarse a la luz de nueva informacién experimental. Sin embargo,
independientemente de las hipétesis especificas de este modelo cinético, algunos puntos
importantes se derivan de los resultados aqui expuestos:

A) Contrariamente al punto de vista expresado por varios autores en la Bibliografia
reciente (Manly ét al., 1985; Edge et al., 1985; Hu y Sturtevant, 1987; Sturtevant, 1987) el
hecho de que el efecto de ligandos en los valores de T, parezca seguir la Ecuacién de van't
Hoff no constituye evidencia alguna en apoyo a la aplicacién de la Termodindmica del
Equilibrio al andlisis de transiciones irreversibles de DSC.

B) El efecto de ligandos en transiciones irreversibles de DSC puede explicarse

utilizando modelos cinéticos que incluyen la disociacién del ligando como etapa de equilibrio
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previa.

C) Independientemente del modelo cinético propuesto, la razén inmediata del efecto
del Zn?* sobre la desnaturalizacién térmica de la CPB es el hecho de que al incrementarse
la concentracién del Zn?* se produce una disminucién de la velocidad de desnaturalizacién

irreversible de la proteina.
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5.3 Estudio de la desnaturalizacién térmica de la termolisina por calorimetria diferencial

de barrido.

Como se describe en el Capitulo 2, los estudios de la desnaturalizacién térmica de la
termolisina (TLN) previos a este Trabajo, tanto mediante DSC como por otras técnicas, se
caracterizan por una completa irreversibilidad del proceso. En un estudio anterior realizado
mediante DSC en este Departamento, se obtuvo que la desnaturalizacién irreversible de la
TLN, a pH neutro, sigue el modelo cinético de dos estados (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a). Se
ha propuesto que la razén de dicha irreversibilidad es el proceso de autolisis a temperaturas
elevadas de un estado de la proteina total o parcialmente desplegado. En esta Memoria se ha
extendido el estudio por DSC de la desnaturalizacién térmica de la TLN, incidiendo
principalmente en la investigacién de condiciones experimentales que puedan afectar al
proceso de autolisis inducida térmicamente e intentando racionalizar la forma en que se
modifica la estabilidad de la proteina en las diversas condiciones de trabajo.

En principio se pensé que si se consiguiera eliminar la autolisis del proceso de
desnaturalizacién, podrian incluso encontrarse condiciones experimentales para un
desplegamiento reversible de la TLN, con las miltiples ventajas que esto conlleva en el
estudio de la estabilidad y el desplegamiento de las proteinas. Al inicio de este estudio el fin
que se perseguia era la realizacién de un estudio termodindmico completo de la estabilidad
térmica de la TLN en conjuncién con el estudio de algunos de sus fragmentos aislados (que
se describird posteriormente en el Apartado 5.4). Sin embargo, adelantamos ahora que la
desnaturalizacién térmica de la termolisina, en todas y cada una de las condiciones
investigadas en esta Memoria, ha sido completamente irreversible y cinéticamente controlada,
lo que imposibilita el abordaje termodindmico previsto, de forma que, en el mejor de los
casos, sélo es posible extraer informacién cinética del proceso.

Dada la limitacién termodindmica, debe hacerse notar que la finalidad de este estudio
con la TLN no ha sido tanto explicar exhaustiva y cuantitativamente los diversos procesos
y mecanismos irreversibles que pueda experimentar la proteina bajo las diversas condiciones
experimentales probadas, sino mds bien conocer y racionalizar en qué sentido y medida estas

condiciones (pH, concentracién de proteina, presencia de inhibidores, concentracién de
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cationes esenciales) modifican su estabilidad, asi como el posible efecto que tienen en los

procesos responsables de la irreversibilidad global del proceso térmico.

5.3.1 Efecto del pH en la desnaturalizacién térmica de la termolisina.

Como primera variable a modificar en el estudio por DSC de la termolisina se eligi6
el pH del medio. Estudios previos del efecto del pH en la actividad peptiddsica de la TLN
frente a los sustratos normalmente utilizados, indican que a temperatura ambiente dicha
actividad baja practicamente a cero a pH 5.0 y a pH 9.0, exhibiendo maxima actividad a pH
neutro (Feder y Schuck, 1970). Por otra parte, estd descrito que, en valores pH
comprendidos entre 6 y 10, la proteina es completamente estable al dializarse durante 96
horas a temperatura ambiente y a una concentracién de muestra de = 1 mg/ml, produciéndose
sin embargo degradacién autolitica apreciable de la proteina por debajo de pH 6 (Holmquist
y Vallee, 1974). Los autores de este estudio atribuyen esta inestabilidad de la TLN a la
pérdida a pH 4cido del efecto protector de los iones Ca®* frente a la autolisis. Es bien sabido
que los iones Ca®* protegen diversos giros de la cadena expuestos al medio frente a la
proteolisis uniéndose a restos de aspértico y glutdmico situados en esos giros (Colman et al.,
1972). Estos restos tienden a protonarse a pH 4cido debilitando la unién del ion Ca?* y por
tanto su efecto protector. Por tanto, la disminucién de actividad enzimdtica de la TLN a baja
temperatura y a pH 4cido parece deberse a su autodegradacién proteolitica.

La autolisis a alta temperatura debe depender de la actividad enzimdtica de la TLN.
Si el control de la velocidad del proceso cinético de desnaturalizacién térmica es debido total
o parcialmente a la autolisis, es légico pensar que modificando el pH, al modificarse la
actividad enzimdtica, debe afectarse la estabilidad térmica de la proteina.

Se han realizado experimentos de DSC a 2 K/min con muestras dializadas
previamente frente a tampones de pH 3.0, 4.0, 4.5 y 5.0, con el fin de comprobar la
existencia o no de transiciones de DSC a estos valores 4cidos de pH. Ademds se han
realizado experimentos de DSC a varias velocidades de barrido a pH 7.5, utilizado como
referencia, y a pH 9.0, donde la enzima es pricticamente inactiva a baja temperatura frente
a los sustratos usuales de ensayo.

A pH 3.0y 4.0 no se encontr6 ninguna transicién calorimétrica en un barrido de DSC
entre 10 y 110°C. A pH 4.5 se obtuvo una transicién irreversible de entalpia muy pequefia.
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SDS-PAGE realizada con las muestras que habian sido dializadas a 4°C en esos medios,
previamente al experimento de DSC, mostré que a pH 3.0 y 4.0 no aparece ninguna banda
en el gel de electroforesis, lo que indica que en estos medios la proteina no es estable a baja
temperatura, produciéndose una autodigestion completa y explicdndose asi la no aparicién de
transicién en los experimentos de DSC. A pH 4.5 en SDS-PAGE aparece la banda
correspondiente a TLN, junto con bandas correspondientes a fragmentos de degradacién, de
peso molecular menor. Parece que a este pH también existe degradacién autolitica a baja
temperatura, aunque mds lenta e incompleta por lo que aparece una transicién pequeiia. Estos
mismos experimentos de SDS-PAGE a pH 5.0 mostraron sélo la banda correspondiente a
TLN indicando que a este pH la degradacién de la TLN durante las 24 horas de di4lisis a
4°C es muy lenta y no ha procedido en forma significativa.

Los experimentos de DSC a pH 5.0, 7.5 y 9.0 se realizaron en los siguientes medios
y concentraciones de TLN:

-Acetato sédico 10 mM, acetato cdlcico 10 mM, NaCl 0.1 M, pH 5.0. C;;,y=0.56
mg/ml.

-HEPES 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 0.1 M, pH 7.5. C;;5=0.72 mg/ml.

-Tetraborato sédico 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 0.1 M, pH 9.0. Cp;y=1.5 mg/ml.

Se afiadié ZnCl, 100 uM a todas las disoluciones con el fin de mantener un exceso
de Zn?* en el medio, ya que el Zn?* es cofactor de la TLN como ocurria con la CPB. En
experimentos en los que no se afadi6 ZnCl, en exceso, los resultados fueron extrafios e
irreproducibles con la aparicién de transiciones deformadas o bien con m4s de un méximo.

En la Figura 5.3.1 se muestran registros experimentales de DSC a 2 K/min, tras
restar la linea base instrumental y realizar la correccién dindmica, obtenidos en las
condiciones arriba mencionadas. Todas las transiciones obtenidas fueron completamente
irreversibles. Este resultado ya se habifa obtenido en un trabajo anterior en este Departamento
con TLN a pH 7.5 en las mismas condiciones aqui utilizadas (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a).
Nosotros hemos repétido estos mismos experimentos a pH 7.5 a modo de control, obteniendo
resultados similares a los publicados.

Lo primero que se aprecia a simple vista de la Figura 5.3.1 es que al subir el pH la
entalpia de las transiciones, AH, aumenta, mientras que disminuye la temperatura del

mdximo, T,. En la Tabla 5.3.1 se muestran los pardmetros calorimétricos de estas
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FIGURA 5.3.1: Efecto del pH en la desnaturalizacién térmica de la TLN. Curvas de C,(T)
tras restar la linea base instrumental para los valores de pH indicados junto a las curvas. Los
experimentos se realizaron a una velocidad de barrido de 2 K/min, en las condiciones
descritas en el texto.

transiciones. Los valores de AC, obtenidos de las transiciones son en general grandes y
positivos. Esto podria indicar que la entalpia del proceso de desnaturalizacién en este caso
no sélo depende de la temperatura sino que también depende fuertemente del pH del medio.
La entalpia especifica obtenida a pH 7.5 concuerda muy bien con la descrita para protefnas
globulares compactas (Privalov, 1979). A pH 9.0 este valor es incluso algo superior,
quedando a pH 5.0, sin embargo, bastante por debajo de lo esperado para la temperatura a
la que ocurre la transicién, y cercano a los valores descritos para proteinas menos compactas.
Como hemos mencionado antes, estd descrito que por debajo dpr6O existe-degradacion __
autoh’tica a baja temperatura, que l6gicamente debe acelerarse c;’n el aumento de temﬁéi;am;/_\
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durante un barrido. Esto sugiere claramente que cuando ocurre la transicién, la concentracién
real de proteina presente ha disminuido ostensiblemente, obteniéndose una transicién de
entalpia sensiblemente inferior a la real para la concentracién inicial de muestra, aunque a

pH 5.0 se hayan obtenido los valores de T,, mds elevados.

Tabla 5.3.1
Entalpia molar, AH, y especifica, Ah, temperatura del méximo, T,, e incremento de
capacidad calorifica, AC,, para la desnaturalizacién de la termolisina a varios valores de pH
y varias velocidades de barrido.

pH v AH Ah Ta AC,
K/min KJ/mol Jig °C kJ/K.mol
5.0 2 814 23.5 92.5 23
1 567 16.4 90.0 13
0.5 390 11.2 87.9 17
7.5 2 1865 53.9 91.1 23
1 1608 46.4 88.7 23
0.5 1794 51.8 86.1 33
9.0 2 2009 58.1 82.2 15
1 2135 61.7 80.1 19
0.5 2052 59.3 77.9 -

Dado que la irreversibilidad de las transiciones de DSC encontrada sugiere un posible
control cinético del proceso de desnaturalizacién, se han realizado experimentos de DSC a
3 velocidades de barrido. Las curvas de C,”(T) obtenidas, eliminada la contribucién de la
linea base quimica, se muestran en la Figura 5.3.2 y en la Tabla 5.3.1 se incluyen los
pardmetros caracteristicos de dichas transiciones para diferentes velocidades de barrido.
Puede apreciarse el fuerte efecto de la velocidad de barrido en la T, de las transiciones en
los tres valores de pH investigados, tal y como se esperaba, de forma que la
desnaturalizacién térmica de la TLN es un proceso irreversible cinéticamente controlado, por
lo que las transiciones de DSC en ningin caso son analizablés desde el punto de vista

termodindmico. A pH 7.5 ya se sabia que la cinética aparente del proceso es de primer
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orden, dado que las transiciones de DSC siguen el modelo cinético de dos estados, con una
energia de activacién de 282+ 10 kJ/mol (Sénchez Ruiz et al., 1988a), lo cual se confirma
con nuestros resultados a la concentracién de TLN utilizada (0.7 mg/ml) (ver Figura 5.3.3).
A pH 9.0 hemos encontrado igual comportamiento, es decir, el proceso térmico sigue
cuantitativamente ese modelo, con una energia de activacién pa.ra' el proceso cinético de
primer orden de 303+ 14 kJ/mol (Figura 5.3.3).

A pH 5.0 hay una gran disminucién de la entalpia de las transiciones al bajar la
velocidad de barrido. Este efecto en la entalpia no se puede justificar unicamente por el
efecto del AC, al disminuir la temperatura a la que ocurren las transiciones, por lo que
parece que el calor absorbido por el proceso de desnaturalizacién depende del tiempo que
transcurre durante el barrido de DSC. Esto es de nuevo coherente con que a pH 5.0 exista
una degradacién autolitica del estado nativo de la proteina a lo largo del barrido de
temperatura y previamente a la transicién calorimétrica, degradacién que es mds extensa
légicamente cuanto menor es la velocidad de barrido. La existencia de diferentes "caminos”
para la desnaturalizacién térmica de proteinas, junto con su dependencia con factores como
el pH, ha sido descrita recientemente (Klibanov y Ahern, 1987; Volkin y Klibanov, 1989)
y comentada anteriormente en el Apartado 5.1.1.

No se detecta efecto térmico alguno previamente a la transicidon que sea reflejo del
proceso de degradacién a baja temperatura. Esto podria entenderse si suponemos que la
rapidez con que se incrementa la velocidad de degradacién del estado nativo de la TLN con
el aumento de la temperatura a lo largo del barrido es pequefia, es decir, la energia de
activacién del proceso, es muy baja. Esto produciria que el calor puesto en juego en la
desnaturalizacién por autolisis del estado nativo se distribuya a lo largo del gran intervalo de
temperatura existente entre el comienzo del barrido y la transicién calorimétrica. Esta
situacion seria similar a la que se produce para procesos de equilibrio no cooperativos, cuyas
anchas transiciones no son detectables mediante DSC.

Las transiciones obtenidas a pH 5.0 siguen el modelo cinético de dos estados,
obteniéndose una energia de activacién del proceso E=302+23 kJ/mol (ver Figura 5.3.3).
Esto indica que la cinética aparente del proceso de desnaturalizacién a alta temperatura,
responsable de la aparicion de la transicién, es de primer orden. Es conveniente hacer notar

que la concentracién de proteina "real" que produce la transicién de DSC no interviene en



RESULTADOS Y DISCUSION

167

200 | pH 5.0
150 |
100 |

° 200
z 150

100

N

L]

=4 50
N

b

O

© 200
150

100

50

1 | 1

50 60

70

80 90 100
pf o

FIGURA 5.3.2: Efecto de la velocidad de barrido en la desnaturalizacién térmica de la TLN.
Curvas de capacidad calorifica de exceso, C,*(T), obtenidas a las velocidades de barrido, en
K/min, que se indican junto a las curvas, para los valores de pH siguientes: (A) pH 5.0; (B)
pH 7.5; (C) pH 9.0. Las condiciones en que se realizaron los experimentos se describen en

el texto. :
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FIGURA 5.3.3: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,*(T)
mostradas en la figura 5.3.2. (A) Representacién de Arrhenius para las constantes de
velocidad de primer orden calculadas por el modelo (método A; ver Apartado 4.2.1). (B)
Representaci6n de In(v/T,2) frente a 1/T,, (método B del modelo). Los simbolos indican las
diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; ((J) 0.5 K/min. En las
gréficas se indican los valores de pH a los que corresponden los datos.
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ningiin momento al aplicar el modelo cinético de dos estados, dadas las premisas del modelo
(cinética de desnaturalizacién de primer orden).

Por tanto, se proponen dos procesos paralelos para la desnaturalizacién térmica
irreversible de la TLN a pH 5.0: _

-(Proceso 1): Autolisis del estado nativo, previa al desplegamiento, que puede ocurrir
desde bajas temperaturas y que probablemente sea un proceso con una baja energia de
activacion, no detectable por DSC.

-(Proceso 2): Desplegamiento térmico seguido de la autolisis del estado desplegado,
que ocurre a altas temperaturas y es responsable de la transicién obtenida por DSC. Tiene
una cinética aparente de primer orden y una energfa de activacién aparente elevada (del orden
de 300 kJ/mol).

Al aumentar el pH se observa que la entalpia de las transiciones obtenidas se
incrementa mucho, llegando a los 60 J/g a pH 9.0. Ademds, conforme sube el pH estos
valores de entalpia dependen menos de la velocidad de barrido. En cambio, los valores de
T, disminuyen con el aumento del pH. A pH 7.5 y pH 9.0 la cinética aparente de la
desnaturalizacién térmica es también de primer orden como se ha mencionado anteriormente.
El hecho de que la entalpia de desnaturalizacién obtenida a pH 7.5 sea menor que a pH 9.0
podria atribuirse a que a pH 7.5 subsiste cierta autolisis del estado nativo (proceso 1) previa
a la transicién (andlogamente aunque en mucha menor medida que la que ocurre a pH 5.0).
La coexistencia de los dos procesos paralelos antes mencionados podria constituir, como

veremos mds adelante, un mecanismo general en la desnaturalizacién térmica de la TLN.

5.3.2 Efecto de la concentracién de proteina.

La autolisis es un proceso bimolecular puesto que requiere la interaccién entre dos
moléculas de proteina. Anteriormente se ha establecido que la desnatﬁralizacién térmica de
la TLN a alta temperatura sigue una cinética aparente de primer orden a las concentraciones
de muestra utilizadas en esos experimentos. Sin embargo, seria 16gico pensar que si la
cinética del proceso de desnaturalizacién térmica estuviera total o parcialmente controlada
por la cinética del proceso de autolisis, la concentracién de muestra deberia afectar a dicha
cinética y, por tanto, a la estabilidad de la proteina. Al aumentar la concentracién de proteina

se favoreceria en general la autolisis, conduciendo a una desestabilizacién de la TLN.
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Por esta razén se han realizado experimentos de DSC a 2 K/min en HEPES 10 mM,
NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, ZnCl, 100 uM, pH 7.5, modificando la concentracién de TLN
entre 0.3 y 3.7 mg/ml, este ltimo valor muy cercano al limite de solubilidad de la TLN.
Asimismo se ha estudiado el efecto de la velocidad de barrido a una concentracién de
muestra relativamente elevada (2.1 mg/ml). En la Figura 5.3.4 se muestran las curvas de
C,*(T) obtenidas. Los pardmetros caracteristicos de las transiciones de exponen en la Tabla
5.3.10.

Tabla 5.3.11
Entalpia molar, AH, y especifica, Ah, temperatura del mdximo, T,, e incremento de
capacidad calorifica, AC,, para la desnaturalizacién de la termolisina a varias concentraciones
de muestra y varias velocidades de barrido.

C v AH Ah T, AC,
mg/ml K/min KJ/mol Jig °C kJ/K.mol
0.32 2 1953 56.4 90.5 34
0.56 2 1824 52.7 90.5 24
0.72 2 1865 53.9 91.1 23
0.88 2 1701 49.2 91.2 23
1.76 2 1627 47.0 91.3 19
2.10 2 1624 46.9 91.3 28
3.71 2 1373 39.7 91.6 20
0.72 1 1608 46.8 88.7 23
2.10 1 1549 44.8 89.2 24
0.72 0.5 1794 51.8 86.1 33
2.10 0.5 1367 39.5 86.8 24

Claramente se aprecia, tanto a la vista de la Figura 5.3.4A como de los valores de
la Tabla, una dependencia de T, y sobre todo de AH con la concentracién de protefna en
cada una de las velocidades de barrido. Mientras que el efecto en T, es pequefio y quiz4
poco significativo, el efecto en AH es bastante apreciable. La disminucién de entalpia al
aumentar la concentracién de muestra sugiere que la competencia entre los dos procesos de

desnaturalizacién irreversible descritos en el Apartado anterior estd presente también a pH
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FIGURA 5.3.4: (A) Efecto de la concentracién en las curvas de C,*(T) correspondientes a
la desnaturalizacion térmica de la TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH
7.5. Los valores de concentracién de muestra se indican junto a las curvas en mg/ml. (B)
Efecto de la velocidad de barrido en las curvas de C,*(T) en la mismas condiciones de (A),
obtenidas a una concentracién de TLN de 2.1 mg/ml. Las velocidades de barrido estin
indicadas en la gréifica en K/min.
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FIGURA 5.3.5: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,(T)
mostradas en la figura 5.3.4B, obtenidas a una concentracién de TLN=2.1 mg/ml. (A)
Representacion de Arrhenius para las constantes de velocidad de primer orden calculadas por
el modelo (método A; ver Apartado 4.2.1). (B) Representacién de In(v/T,>) frente a 1/T,,
(método B del modelo). Los simbolos indican las diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0
K/min; (A) 1.0 K/min; (OJ) 0.5 K/min.
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7.5, siendo esa competencia dependiente de la concentracién de proteina.

En el Apartado anterior y en la Bibliografia s¢ ha encontrado que el proceso de
desnaturalizacién térmica de TLN a pH 7.5 sigue el modelo cinético de dos estados, con una
cinética aparente de primer orden (Fujita et al., 1979; Sdnchez-Ruiz et al., 1988a). El efecto
de la concentraci6n de proteina aquf encontrado es, en principio, contrario a aquel resultado
si bien los estudios de la Bibliografia y el del Apartado 5.3.1 se han realizado a
concentraciones de muestra inferiores a 1 mg/ml. El estudio del efecto de la velocidad de
barrido en las transiciones de DSC a 2.1 mg/ml se muestra en la Figura 5.3.4B. Al aplicar
el modelo cinético de dos estados a estas transiciones (ver Figura 5.3.5) se obtiene una
desviacién apreciable de lo predicho por el modelo. Por ejemplo, la energia de activacién
calculada de la pendiente de la representacién de Arrhenius (Método A, Apartado 4.2.1) es
de 22848 kJ/mol, mientras que la obtenida del efecto de la velocidad de barrido sobre la T,
de las transiciones (Método B) es de 326 kJ/mol. Ademds, puede apreciarse en la Figura
5.3.5A que los valores de la constante de velocidad aparente calculados segin el modelo no
coinciden muy bien para diferentes velocidades de barrido. Por lo tanto, existe una
modificacién de la cinética del proceso de desnaturalizacién de TLN al aumentar la
concentracién de la misma hasta valores préximos a su limite de solubilidad, siendo
aparentemente de primer orden a baja concentracién de muestra.

Es evidente que la propuesta de un mecanismo cinético alternativo que justifique
cuantitativamente estos resultados exigiria un estudio mds amplio del efecto de la
concentracion de la enzima y, posiblemente, experimentos complementarios por técnicas no
calorimétricas. Sin embargo, a partir de estos resultados preliminares, junto con el efecto del
pH anteriormente descrito, pueden hacerse diversas consideraciones, siempre desde un punto
de vista cinético, respecto del posible mecanismo de desnaturalizacién térmica de la TLN.

Voordouw y Roche (1975) encontraron que la degradacién autolitica de la TLN a
temperatura ambiente (proceso 1), a pH 9.0 y baja concentracién de ion Ca’*, sigue una
cinética de segundo orden. Esta degradacién a baja temperatura parece acelerarse conforme
baja el pH (disminuye la afinidad de los iones Ca?* por sus sitios de unién) (Holmquist y
Vallee, 1974). Fassina et al. (1986) han descrito que la autolisis a temperatura ambiente de
la TLN en presencia de EDTA a pH 7.5 se produce especificamente sobre ciertas posiciones
de la cadena polipeptidica del estado nativo de 'la proteina, generando un complejo de
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fragmentos ("Nicked"-TLN). Por otra parte, el proceso de desnaturalizacin térmica a alta
temperatura (proceso 2), al menos a concentraciones de proteina bajas, tiene una cinética
aparente de primer orden (Voordouw y Roche, 1975; Fujita et al., 1979; Sinchez-Ruiz et al.,
1988a) estando implicada al parecer la autolisis que afecta al estado desplegado de la
proteina. ’

La competencia entre los dos procesos descritos podria estar establecida en todo
momento durante un barrido de DSC, constituyendo un mecanismo general en la
desnaturalizacién térmica de la TLN, en condiciones en que es posible la autolisis. De
acuerdo con nuestros resultados estaria mds favorecido el proceso 1 (de segundo orden) al
bajar el pH y subir la concentracién de proteina, mientras que el proceso 2 (de primer orden)
predominaria a valores de alcalinos pH y bajas concentraciones de proteina.

La autolisis del estado nativo parece ser especifica sobre determinados puntos de la
cadena sensibles a la proteolisis, que se encuentran protegidos por iones Ca?*. Al bajar el
pH, como antes se ha mencionado, el efecto protector del Ca** disminuye, acelerdndose la
degradacién del estado nativo. En cambio, el efecto de la concentracién es puramente
cinético; al ser el proceso 1 de segundo orden, un incremento de concentracién acelera la
velocidad de autolisis del estado nativo. _

El proceso 2, que hemos visto que tiene una cinética aparente de primer orden,
corresponde al desplegamiento térmico de la TLN, seguido de la autolisis inespecifica del
estado desplegado (Voordouw y Roche, 1975; Sdnchez-Ruiz et al., 1988a; Sianchez-Ruiz,
1992). La transicién calorimétrica, debida principalmente a este proceso, ocurre a
temperaturas superiores conforme baja el pH, lo que indica que la constante de velocidad
aparente, k,,, de este proceso disminuye al bajar el pH. En el Apartado 4.2.1, se describié
que el modelo cinético de dos estados puede ser un caso particular del modelo de Lumry y
Eyring (1954) (Situacién C), y que la constante de velocidad aparénte del proceso es
k,=kgK, siendo k; la constante cinética del proceso irreversible y K la constante de
equilibrio de desplegamiento (Sdnchez-Ruiz, 1992). El efecto del pH sobre el proceso 2
podria deberse a una modificacién de la estabilidad intrinseca de la estructura de la proteina
frente al desplegamiento térmico (modificando el valor de K), o bien a una ralentizacién del
proceso de autolisis inespecifica del estado desplegado (modificando el valor de ky).

Experimentos de intercambio hidrégeno-tritio en apotermolisina (sin Zn?* unido) (Voordouw
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y Roche, 1975) indican una superior rigidez estructural a pH 7.0 frente a pH 9.0, lo que estd
de acuerdo con la estabilizacién de la estructura al bajar el pH.

El pequeiio efecto de la concentracién de la proteina sobre la Tm de las transiciones,
asi como la desviacién del cumplimiento del modelo cinético de dos estados a alta
concentracién sugieren que la presencia creciente del proceso 1, de segundo orden, modifica
apreciablemente la cinética global y afecta a la forma de las transiciones, sobre todo en su
parte inicial (ver Figura 5.3.4). Sin embargo, la energia de activacién del proceso 2 es
mucho mayor y su constante de velocidad aumenta mucho mds rdpidamente que la del
proceso 1 (del que hemos supuesto una energfa de activacion baja). Ademds la concentracién
de proteina nativa va disminuyendo conforme progresa la transicién, por lo que en la parte
final de las transiciones el proceso 1 és completamente predominante, minimizdndose el

efecto de la concentracién sobre las curvas de DSC, las cuales tienden a superponerse.

5.3.3 Efecto de la presencia de inhibidores de la actividad de TLN.

Una manera muy directa de afectar el proceso de autolisis, primer responsable de la
irreversibilidad en la desnaturalizacién térmica de la TLN, es afadir al medio inhibidores de
su actividad proteolitica. Los dos inhibidores de TLN mds conocidos y aqui utilizados son
la 1,10-fenantrolina y el phosphoramidon (N-(a-L-rhamno-piranosil-oxihidroxifosfinil)-L-
leucil-L-tript6fano). El primero es un agente quelante del ion Zn?>*, que es capaz de retirarlo
del sitio activo de la TLN, inactivdndola. Se ha descrito una inactivacién completa a una
concentracién de 1,10-fenantrolina 1 mM (Holmquist y Vallee, 1974). El phosphoramidon
es un potente inhibidor de la TLN (K;= 2.8x10°M) cuyo complejo con la misma se parece
al estado de transicién catalitico propuesto para la hidrélisis de dipéptidos por la TLN
(Weaver et al., 1977).

Los experimentos de DSC se han realizado en el mismo tampén.previamente descrito
para pH 7.5: HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM.

Se utilizé por una parte una concentracién de 5 mM de 1,10-fenantrolina. En los
experimentos en presencia de phosphoramidon se puso una concentracién de 4.3x10*M de
este agente y se afiadié también 100uM de ZnCl,. Estas concentraciones de inhibidores son
muy superiores a las necesarias para asegurar una inhibicién de la TLN del 100%, al menos

a temperatura ambiente. Suponemos en principio que lo son también a las temperaturas en

e
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que ocurre la desnaturalizacién térmica de la TLN.

Se ha utilizado una concentracién de proteina de 1.0 mg/ml para los experimentos en
presencia de 1,10-fenantrolina, y de 0.7 mg/ml para los experimentos en presencia de
phosphoramidon. Ademds se ha realizado el estudio del efecto de la velocidad de barrido en
ambos casos.

Los resultados se muestran en la Figura 5.3.6, donde se observa que las transiciones
obtenidas son completamente irreversibles y dependen fuertemente de la velocidad de barrido.
Para comparacién, se ha incluido en la Figura la transicién obtenida a 2 K/min en ausencia

de inhibidores. En la Tabla 5.3.11I se incluyen los pardmetros obtenidos para las transiciones.

Tabla 5.3.111
Entalpia molar, AH, y especifica, Ah, y temperatura del méaximo, T, para la
desnaturalizacién de la termolisina en presencia de inhibidores, a varias velocidades de
barrido.

v AH Ah Ta
K/min KJ/mol Jig °C

1,10-fenantrolina 5 mM

2 1305 37.7 92.0
1 1293 37.4 89.9
0.5 1324 38.3 87.9

phosphoramidon 4.3x10“M

2 1530 44.2 93.7
1 1564 45.2 92.2
0.5 1394 40.2 90.5

De los valores de T,, se deduce que ambos inhibidores estabilizan ligeramente la TLN.
Sin embargo algo mucho mdés evidente es el hecho de que las transiciones se hacen mucho
mds estrechas, comenzando por tanto a temperaturas bastante més elevadas, lo que supone
en cierta medida una estabilizacién adicional dado el cardcter cinético de los procesos de
desnaturalizacién. Todo esto estd mds acentuado en el caso del phosphoramidon.

En cuanto al proceso responsable de la irreversibilidad en presencia de estos
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FIGURA 5.3.6: Efecto de la presencia de inhibidores en las curvas de C,*(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de 1a TLN a pH 7.5 en HEPES 10 mM, NaCl
0.1 M, CaCl, 10 mM, a varias velocidades de barrido. (A) 1,10-fenantrolina 5 mM; (B)
phosphoramidon 4.3x10* M. Las velocidades de barrido se indican junto a cada curva en
K/min. Para comparacién, en linea discontinua se muestra la curva correspondiente a las
mismas condiciones, a 2 K/min, en ausencia de inhibidores.
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inhibidores, en primer lugar se observé que las muestras con phosphoramidon, sacadas del
calorimetro tras el calentamiento, presentaban una fuerte turbidez lo que indica agregacién
de la proteina. Este proceso de agregacion inespecifica parece en este caso el responsable de
la irreversibilidad encontrada. En los experimentos en presencia de 1,10-fenantrolina no hay
evidencia de agregacion fuerte de las muestras, que permanedeh transparentes tras el
calentamiento. La autolisis en cambio ha desaparecido o se ha minimizado en los dos casos,
como se comprueba mediante SDS-PAGE de las muestras calentadas.

La representacién de Arrhenius correspondiente a la aplicacién del modelo cinético
de dos estados a las transiciones obtenidas a diferentes velocidades de barrido se muestra en
la Figura 5.3.7 para ambos inhibidores. En ambos casos se puede apreciar que las constantes
de velocidad aparentes de primer ordén calculadas mediante el citado modelo coinciden
bastante bien, por lo que la cinética aparente parece ser de primer orden. Esto no es
contradictorio con el hecho de que, en presencia de phosphoramidon, el proceso de
agregacion pueda tener una cinética de orden superior ya que si la agregacién es muy rdpida,
la etapa limitante de la cinética podria ser una etapa previa de primer orden dentro del
proceso de desplegamiento (Galisteo et al, 1991). Esta cinética aparente de primer orden se
ha encontrado anteriormente para la CPB en pirofosfato 50 mM, pH 9.0 descrito en el
Apartado 5.1.1, que también sufre agregacion fuerte en esas condiciones.

Las energias de activacién del proceso (E,,=360+9 kJ/mol en presencia de 5 mM
de 1,10-fenantrolina y E,,=414+33 kJ/mol en presencia de phosphoramidon) son bastante
superiores a la obtenida en ausencia de inhibidores a baja concentracién de TLN lo que es
coherente con la diferente naturaleza de los procesos irreversibles implicados.

De acuerdo con estos resultados, es razonable pensar que la estabilizacién de la TLN
por la presencia de los inhibidores se deba principalmente a la atenuacién o eliminacién de
un proceso irreversible mds que a una estabilizacién de la estructura tridimensional de la

proteina.

5.3.4 Efecto de los iones Zn?* y Ca?*.
La TLN tiene 4 sitios para la unién de Ca?* en diversas partes de su estructura y un
Zn** en el sitio activo (ver Figura 2.4, Apartado 2.2.1). Se ha descrito que el Zn** unido

al centro activo no contribuye a la alta estabilidad térmica de la TLN, sino que sélo tiene una
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FIGURA 5.3.7: Aplicacién del modelo cinético de dos estados a las curvas de C,*(T)
mostradas en la figura 5.3.6: (1) 1,10-fenantrolina 5 mM; (2) phosphoramidon 4.3x10* M.
(A) Representacién de Arrhenius para las constantes de velocidad de primer orden calculadas
por el modelo (método A; ver Apartado 4.2.1). (B) Representacién de In(v/T,2) frentea 1/T,,
(método B del modelo). Los simbolos indican las diferentes velocidades de barrido: (O) 2.0
K/min; (A) 1.0 K/min; (O) 0.5 K/min.
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funcién catalftica, mientras que un exceso de Zn’* en el medio inhibe acusadamente la
actividad enzimdtica (Holmquist y Vallee, 1974). Hemos visto anteriormente que la
extraccién del Zn?* estabiliza algo la enzima térmicamente, aunque esta estabilizacién parece
deberse a causas cinéticas y no a una estabilizacién de la estructura de la TLN. Los iones
Ca’*, en cambio, parece que tienen la funcién de estﬁbilizar la estructura tridimensional de
la proteina y/o de prevenir su degradacién autolitica (Voordouw y Roche, 1975; Fassina et
al., 1986). De hecho estd descrito que existe un fuerte efecto de la concentracién de Ca?*
en la estabilidad de la TLN frente a su desnaturalizacién térmica (Voordouw y Roche, 1975;
Fujita et al., 1979).

En los experimentos presentados en los apartados anteriores, la concentracién en
exceso de Zn?* y de Ca’* se mantuvo constante. En este Apartado se presentan experimentos
en HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, pH 7.5, modificando ambas concentraciones en exceso de
ZnCl, y CaCl,, con el fin de comprobar su influencia en la estabilidad de 1a TLN. Todos los
experimentos se realizaron a 2 K/min y a una concentracién de muestra de 0.7 mg/ml. Los
efectos encontrados se pueden ver en la Figura 5.3.8, donde se representan algunas de las
curvas de C,*(T) obtenidas cuando se varia la concentracién de un ion, manteniendo
constante la del otro. Todas las transiciones fueron irreversibles como ocurre en todos los
experimentos con TLN descritos en esta Memoria. En la Figura 5.3.9 se han representado
los valores de T,, obtenidos, frente a la concentracién del ion correspondiente. Dado que se
han realizado gran cantidad de experimentos, omitiremos los pardmetros de las transiciones;
unicamente decir que los valores de AH y AC, obtenidos no presentan ninguna tendencia
apreciable frente al error experimental, siendo valores similares a los obtenidos en presencia
de ZnCl, 100 uM, CaCl, 10 mM.

En la Figura 5.3.8A y 5.3.9A puede verse el efecto estabilizante del Ca?* para
[Zn?*]=100 uM, que concuerda con el encontrado por otras técnicas, 'habiéndose atribuido
al Ca’** un papel de simple estabilizador del estado nativo por accién de masas en el
equilibrio de desplegamiento térmico (ver Apartado 4.2.2 en Fundamentos Tedricos), ya que
inicamente moléculas altamente desplegadas actuarian como sustratos de autolisis (Fujita et
al., 1979, Voordouw y Roche, 1975). Ademds, en la Figura 5.3.9A se muestra también el
efecto del Ca?* cuando estdn presentes los inhibidores utilizados en el Apartado anterior,
encontrdndose un efecto estabilizante similar al obtenido sin inhibidores. Esto demuestra que

L7
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FIGURA 5.3.8: Efecto de la concentracién de iones Ca’>* y Zn>* en las curvas de C,*(T)
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M,
pH 7.5. (A) Efecto de la concentracién de Ca?* indicada en mM junto a las curvas para
[Zn?*]=100uM. (B) y (C) Efecto de la concentracién de Zn?* indicada en uM junto a las
curvas para [Ca’*]=1mM (B) y [Ca’*]=10mM (C). La velocidad de barrido utilizada en
todos los experimentos fue de 2 K/min.

mrak



RESULTADOS Y DISCUSION

182

1 1 1 ]
o
93 | A
A ®
£ ]
O 90 =
o @
D =
. 87 |-
B 4
84 r.
| | 1 |
0 5) 10 15 20
2+
[Ca” ] / mM
| 1 | | I
93 |+
A A 2+ B
| A 10 mM Ca
&) 90 A
(-] A A &
N 87 o
2
B1 | 1 mM Ca”" ¢ ® >
1 | | 1 |
0 100 200 300 400 500
2+
[Zn" ] / uM

FIGURA 5.3.9: Efecto de la concentracién de Ca** y Zn?* en la T,, de las transiciones de
DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la TLN en HEPES 10 mM, NaCl
0.1 M, pH 7.5. (A) Efecto de [Ca’*] en presencia de: (@) [Zn?>*]=100uM; (4) 1,10-
fenantrolina 5 mM; (M) phosphoramidon 4.3x10* M. (B) Efecto de [Zn?*] en presencia de:
(a) Ca** 10 mM; (@) Ca** 1 mM. La velocidad de barrido utilizada fue en todos los casos

de 2 K/min.
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el ion Ca’* actia como estabilizante de la estructura nativa de la TLN frente al
desplegamiento térmico, como han propuesto otros autores (Voordouw y Roche, 1975).

Por otra parte, se ha descrito que la TLN es protegida frente a la autolisis especffica
en ciertas posiciones de su secuencia por el Ca?* (Fassina et al., 1986). Nosotros hemos
propuesto en el Apartado 5.3.2 que ambos procesos de autolisis podrian estar implicados en
la desnaturalizaci6n térmica de la TLN, con cinéticas diferentes. Sin embargo, dado que estos
experimentos se han realizado a 0.7 mg/ml de concentracién de TLN y pH 7.5, estariamos
en las condiciones en que estd favorecido el proceso de autolisis del estado desplegado
(proceso 2 del Apartado 5.3.2), con una cinética aparente de primer orden. Por lo tanto, el
efecto del Ca’* encontrado en las transiciones de DSC en estas condiciones indica que el
papel del Ca’* en la TLN es el de incrementar la estabilidad conformacional de la
termolisina. Sin embargo, no es descartable que a concentraciones bajas de Ca’* y elevadas
de proteina sea también importante el papel de protector especifico de la cadena frente a la
proteolisis del estado nativo, lo cual no es obviamente contradictorio con nuestra conclusién
anterior.

Si suponemos que la desnaturalizacién térmica de la TLN en estas condiciones puede
describirse mediante el modelo de Lumry y Eyring en la Situacién C del Apartado 4.2.1, el
efecto del Ca’>* en la T, de las transiciones podria describirse en una forma aproximada
mediante la Ecuacién 4.33 del Apartado 4.2.2 (Sdnchez-Ruiz, 1992), siendo m el miimero de
iones Ca’* que se liberan al desplegarse la proteina. Se puede hacer el siguiente c4lculo
estimativo representando In[Ca?*] frente a 1/T,,. En esta gréfica se obtiene, aproximadamente
una recta de pendiente, -E,/mR, igual a 53x10° K. Tomando un valor para la E,, de 282
kJ/mol (Sénchez-Ruiz et al., 1988a), se obtiene m=0.64. Voordouw y Roche (1975)
obtuvieron por otras técnicas m=1 para [Ca?*]< 10® M, desvidndose a valores inferiores
a 1 para [Ca’*]> 10° M. Estos autores interpretan que s6lo un ion Ca’* es responsable de
la estabilizacién térmica de la enzima y han atribuido la desviacién de m de la unidad a la
unién del Ca’* al estado desplegado de la TLN con baja afinidad. Puede verse que el efecto
del Ca?* sobre las transiciones de DSC encontrado es pues consistente con lo descrito en la
Bibliografia utilizando otras técnicas no calorimétricas.

En las Figuras 5.3.8B y 5.3.9B se puede apreciar que un exceso de ion Zn?* tiene,
al contrario que el Cg’*, un efecto desestabilizante sobre la TLN frente a su desnaturalizacién

s
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térmica. Este efecto no parece estar acoplado al del Ca?>* dado el paralelismo de las curvas
de T, frente a [Zn?*] a diferente [Ca?*], por lo que ambos efectos, en principio, parecen
deberse a fenémenos independientes entre si. Esto estd de acuerdo a su vez con el hecho de
que en presencia de 1,10-fenantrolina, sin ion Zn?* libre presente, exista un efecto del ion
Ca?* similar al descrito anteriormente en presencia de Zn?* (ver Figura 5.3.9A).

Suponiendo que la cinética aparente de desnaturalizacién térmica de la TLN en todas
las concentraciones de Zn?* y a la concentracién de muestra utilizada es de primer orden,
al igual que ocurre para 100uM de Zn?*, el incremento de la concentracién de Zn?* en
exceso produce, para cualquier temperatura, un incremento en el valor de la constante de
velocidad aparente que controla el proceso.

Para un modelo de desnaturalizacién como el que se describe en el Apartado 4.2.2,
la unién del Zn?* al estado nativo s6lo podria justificar un efecto estabilizante del Zn?*. El
efecto desestabilizante encontrado se podria explicar suponiendo la existencia de una unién
preferente del Zn?* al estado desplegado, lo que incrementaria la velocidad global del
proceso de desnaturalizacién. Sin embargo, parece poco probable una unién de tan alta
afinidad de un ion por el estado desplegado de la enzima.

Por otra parte estd descrito que, a temperatura ambiente, un exceso de Zn?* por
encima de 4 veces la concentracién molar de TLN produce una dréstica inhibicién reversible
de la actividad enzimdtica (Holmquist y Vallee, 1974). Esta inhibicién, cuando
[Zn?*]> >[TLN] es independiente de esta Wltima concentracién, siendo coherente con la
unién de un ion Zn?>* adicional a la TLN. La constante de inhibicién encontrada a
temperatura ambiente es de 1.8x10°M. De nuevo la unién del Zn?>* al estado nativo no
justificaria el efecto desestabilizante encontrado. Incluso la inhibicién que producirfa el Zn?*
en exceso deberia ralentizar el proceso de autolisis responsable de la irreversibilidad con la
consiguiente estabilizacién. Para comprobar que la autolisis procedé, sin embargo, mds
répidamente al aumentar la concentracién de Zn?*, se hicieron experimentos de calentamiento
de muestras que contenian 300uM y 500uM de Zn*>*, a velocidad de barrido constante de
0.94 K/min, en un bafio termostitico, extrayendo alicuotas a lo largo del barrido de
temperatura que tras enfriarse rdpidamente fueron analizadas por SDS-PAGE. El resultado
se muestra en la Figura 5.3.10, donde se han representado las intensidades de las bandas de
SDS-PAGE correspondientes a la TLN en funcién de la temperatura. Se muestran también
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FIGURA 5.3.10: Representaciones de la pérdida de intensidad de la banda de SDS-PAGE
correspondiente a TLN en funcién de la temperatura para experimentos de calentamiento en
un bafio termostitico, a una velocidad de barrido constante de 0.94 K/min, de muestras de
TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.1M, CaCl, 1 mM, pH 7.5, para las concentraciones de

Zn** indicadas en cada gréfica. (@) Puntos experimentales. (

) Curvas de ajuste

predichas por el modelo cinético de dos estados utilizando los valores de energia de

activacion obtenidos de las transiciones de DSC (ver texto).
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las curvas de desaparicién de la TLN en funcién de la temperatura predichas por el modelo
cinético de dos estados. Para estos ajustes se asignaron como pardmetros fijos los valores de
la energia de activacién obtenidos de las transiciones de DSC correspondientes a las mismas
condiciones experimentales, ajustando los valores de T,,. Aunque él método de tincién de los
geles es semicuantitativo, los valores de T, obtenidos (80.3°C para Zn** 300uM y 78.4°C
para Zn?* 500uM) concuerdan muy bien con las T,, de las transiciones de DSC (ver Figura
5.3.9), teniendo en cuenta que la velocidad de calentamiento de las muestras en el bafio fue
de 0.94 K/min, frente a los 2 K/min de los experimentos de DSC, lo que supone una
disminucién en los valores de T,, debida al efecto de la velocidad de barrido, de unos
2.5°C. Estos resultados demuestran que el proceso de autolisis ocurre simultineamente a la
desnaturalizacién y que la inhibicién por exceso de Zn?* a temperatura ambiente no tiene
influencia sobre la autolisis de la TLN a alta temperatura, indicando que la constante de
inhibicién del Zn?>* debe disminuir drdsticamente al aumentar la temperatura.

Se ha propuesto que el ion Zn** muestra una gran afinidad por el sitio activo de la
proteina incluso a las temperaturas en que comienza la desnaturalizacién térmica (Khan et
al., 1978). Sin embargo, el efecto desestabilizante del Zn?* encontrado parece indicar que
en cualquier caso esta afinidad del ion Zn?* por el sitio activo disminuye con la temperatura.
A las temperaturas en las que ocurre la transicién, quedarian asi menos moléculas de
termolisina con Zn>* unido (activas), capaces de provocar el proceso de autolisis responsable
de la irreversibilidad. Un incremento de la concentracién de Zn** en el medio aumentarfa
por tanto la proporcién de moléculas de TLN con capacidad catalitica, incrementando la
velocidad del proceso de autolisis global y, consecuentemente, disminuyendo el valor de T,,.

* x %

Como puede apreciarse a la vista de todos estos resultados, la alta estabilidad térmica
de la TLN estd condicionada por multitud de factores. Parece obvio que, en general, la
autodegradacion proteolitica inducida térmicamente es el proceso responsable principal de la
completa irreversibilidad de la desnaturalizacién térmica de la TLN encontrada en
condiciones de actividad enzimética. '

Del efecto del pH y la concentracién de la proteina se ha deducido que dos
mecanismos paralelos de desnaturalizacion de la TLN podrian estar presentes en condiciones

en que la autolisis de la TLN es posible. Ambas variables experimentales modifican la

s
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incidencia de cada uno de los mecanismos, variando asf la estabilidad térmica de la enzima
y habiéndose racionalizado estos efectos desde un punto de vista completamente cinético. La
presencia de inhibidores de la actividad proteolitica de la TLN elimina o atenia el proceso
de autolisis, aunque aparecen otros procesos irreversibles diferentes. No obstante se produce
una estabilizacién adicional de la proteina debida m4s bien a la ralentizacién de la alteracién
irreversible del estado desplegado de la TLN que a una estabilizacién del estado nativo.
Totalmente opuesto al de los inhibidores podria ser el efecto de la concentracién de Zn?*,
que aceleraria la velocidad de autolisis del estado desplegado debido a la mayor proporcién
de moléculas de TLN activas. En cambio, y en buen acuerdo con lo propuesto en la
Bibliografia, el papel del Ca’* parece ser el de producir un aumento de la estabilidad
conformacional del estado nativo. Algo comiin a todos los resultados aquf presentados es que
se han racionalizado en términos de estabilidad cinética, dado que casi todos los efectores
investigados actian modificando las velocidades de los procesos irreversibles implicados en
el proceso global de desnaturalizacion térmica de la TLN.

En definitiva, el estudio de la estabilidad térmica de la TLN aqui presentado, s6lo
puede abordarse usando modelos cinéticos del proceso de desnaturalizacién, dado el cardcter
de no equilibrio encontrado para el proceso de desnaturalizacién térmica de la TLN. Por lo
tanto los datos de DSC no aportan informacién termodindmica acerca del proceso de
desplegamiento de la proteina, al igual que ocurre con la CPB y la PCPB. Este hecho ha
limitado en enorme medida la posibilidad de correlacionar el estudio mediante DSC de la
TLN con el de los fragmentos globulares obtenidos de ella mediante proteolisis controlada,

estudio que serd descrito seguidamente.
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5.4 Estudio del desplegamiento térmico de los fragmentos TLN-255-316 y TLN-205-316.

Como se describi6 en el Apartado 2.2 del Capitulo de Antecedentes Bibliogréficos,
los fragmentos de termolisina TLN-205-316 y TLN-255-316 que aqui se estudian presentan,
de acuerdo con estudios previos por técnicas no calorimétricas, estructura globular (ver
Figura 2.5) y un desplegamiento térmico reversible, por lo que se ha propuesto que
constituyen dominios aislados de la termolisina (Vita et al., 1979; Vita y Fontana, 1982;
Dalzoppo et al., 1985; Vita et al., 1985b; Vita et al., 1989). En esta Memoria se ha
abordado el estudio por DSC del desplegamiento térmico de ambos fragmentos, que resulté
ser reversible y, por tanto, analizable termodindmicamente. Este estudio se habria potenciado
enormemente de haberse encontrado condicior.es para la desnaturalizacién térmica reversible
de la TLN, lo que habria permitido un anélisis comparativo del plegamiento y la estabilidad
de una proteina y sus dominios estructurales, al igual que se ha hecho para un nimero muy
limitado de proteinas (Privalov et al., 1981; Privalov y Medved, 1982; Potekhin y Privalov,
1982; Brzeska et al., 1983; Novokhatni et al., 1984), aunque ya se coment6 en el Apartado
anterior que no se encontraron dichas condiciones. No obstante el estudio desarrollado
supone una aportacién importante al estudio del plegamiento/desplegamiento de protefnas,
al ser estos fragmentos dominios estructurales de la TLN y existir contados ejemplos de este
tipo de investigacién en la Bibliografia. Ademds, como veremos m4s adelante, el an4lisis del
efecto de la concentracién de muestra sobre las transiciones de DSC que hemos encontrado
nos permite mostrar aspectos practicamente inéditos en el estudio del desplegamiento térmico

de proteinas interaccionantes.

5.4.1 Efecto de la concentracién de muestra en las transiciones de DSC del
fragmento TLN-255-316.

El fragmento TLN-255-316, de peso molecular 6630 dalton, ha sido identificado en
trabajos anteriores como el fragmento de TLN de menor tamaiio que es capaz de plegarse
en una estructura estable similar a la nativa (Dalzoppo et al., 1985). Estudios de sus
propiedades hidrodindmicas demuestran que el fragmento dimeriza a concentraciones

superiores a 0.1 mg/ml, y muestra un desplegamiento térmico reversible con transiciones

b
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dependientes de la concentracién de proteina segin un estudio muy reciente mediante
dicroismo circular (Vita et al., 1989).

parente
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FIGURA 5.4.1: Registro experimental de DSC obtenido con TLN-255-316 en fosfato 20
mM, pH 7.5, a una velocidad de barrido de 2.0 K/min y una concentracién de muestra de
4.55 mg/ml. (1) linea base instrumental; (2) 1 barrido con la muestra; (3) 22 barrido.

En este Trabajo se ha estudiado el desplegamiento de TLN-255-316 mediante DSC,
en tampdn fosfato 20 mM, NaCl 0.1 M, pH 7.5, a diferentes concentraciones de muestra,
C, (entre 0.19 y 4.55 mg/ml), utilizando normalmente una velocidad de barrido de 2 K/min.
La Figura 5.4.1 muestra un registro experimental de DSC en el que se aprecia que el
desplegamiento térmico de TLN-255-316 es altamente reversible. Esta prueba es considerada
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normalmente suficiente para suponer que el proceso transcurre en equilibrio. Mds
concluyente es, sin embargo, la ausencia de efecto de la velocidad de barrido encontrada en
las transiciones. En la Figura 5.4.2 se muestran las curvas de C,™(T), obtenidas a diferentes
concentraciones de muestra, observandose un fuerte efecto de la concentracién en la T, de
las transiciones, que se ha representado en la Figura 5.4.3, donde se observa la
independencia de 1a T, con la velocidad de barrido (uno de los experimentos fue realizado
a 0.5 K/min mientras que los demds fueron a 2 K/min). En la Tabla 5.4.1 se encuentran los

pardmetros caracteristicos de las transiciones obtenidas.

Tabla 5.4.1
Entalpia calorimétrica molar, AH, y especifica, Ah, entalpia de van't Hoff, AH,
temperatura del mdximo, T,, e incremento de capacidad calorifica, AC,, para el
desplegamiento térmico de TLN-255-316 a varias concentraciones de muestra, C,.

C, AH Ah AH™M® T AC,
(mg/ml) kJ/mol Jig kJ/mol *C kJ/K.mol
0.19 177 26.6 307 67.1 -

0.29 200 30.2 306 68.0 -

0.72 176 26.5 352 70.2 -

0.94 204 30.8 320 70.7 1.8

1.08 178 26.8 318 70.9 3.2

1.37 170 25.6 349 71.4 2.0

2.2} 199 30.0 346 72.4 2.4

4.55 199 30.0 363 73.7 2.4

Media®: 192+13 2942 347422 2.410.5

*Calculada con la ecuacién 4.9.
®Medias ponderadas por la concentracién de muestra.

El fragmento TLN-255-316 muestra una elevada termoestabilidad, aunque bastante
menor que la de la TLN nativa. La entalpfa especifica obtenida a la T, correspondiente
concuerda muy bien con los valores descritos para proteinas globulares compactas. Lo mismo
ocurre con el valor del incremento de capacidad calorifica especifica de desplegamiento,
Ac,=0.087+0.018 cal/K.g (Privalov, 1979). Estos resultados demuestran la capacidad que
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FIGURA 5.4.2: Efecto de ld concentracién de muestra en las curvas de C,~(T)
correspondientes al desplegamiento térmico del fragmento TLN-255-316 en fosfato 20 mM,
pH 7.5. Las concentraciones de muestra se indican junto a cada curva en mg/ml.
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FIGURA 5.4.3: Efecto de la concentracién de muestra en la T, de las transiciones de DSC
correspondientes al desplegamiento térmico del fragmento TLN-255-316 en fosfato 20 mM,

pH 7.5. Los simbolos indican las diferentes velocidades de barrido: (®) 2 K/min y (4) 0.5
K/min.

muestra esta pequefia cadena polipeptidica de 62 amino4cidos para plegarse formando una
estructura globular altamente compacta.

El valor de la relacién, r, entre la entalpia calorimétrica AH y' la entalpfa de van't
Hoff, calculada segin la ecuacién 4.9 es de 0.55+0.04, lo que sugiere que existe un cambio
en el estado de asociacién (disociacién) de la proteina en el desplegamiento. Para el paso de
100% de dimero nativo a 100% de monémero desnaturalizado el valor tedrico de r es de
0.73, mientras que el valor que hemos obtenido corresponderia en principio mds bien a la
disociacion de un tetrdimero (ver Apartado 4.1.3).

No obstante, vamos a ver que el efecto de la concentracién de muestra en la
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temperatura de desplegamiento, ya descrito anteriormente para este fragmento (Vita et al.,
1989), puede explicarse cuantitativamente de acuerdo con el siguiente modelo (ver Apartado
4.1.3):

K

N, 2D

El modelo predice una dependencia de la T, de las transiciones con la concentracién de
muestra que viene dada por la ecuacién (corresponde a la Ecuacion 4.24 para n=2):

2AH
RT

InC, = constante - (5.1

donde AH es la entalpia de desplegamiento por monémero de proteina, C, es la concentracién
de muestra y T, es la temperatura del méximo de las transiciones. M4s correcto seria utilizar
T, (temperatura a la que la muestra ha absorbido la mitad del calor de la transicién) pero
la diferencia en el resultado con esta actuacién es minima, siendo mds fiables los valores de
T,. Representando InC, frente a 1/T,, se debe obtener una recta de pendiente -2AH/R. Esta
representacion se muestra en la Figura 5.4.4. De la pendiente se obtiene un valor para AH
de 231 kI/mol, que es cercano al obtenido del 4drea de las transiciones (192+13 kJ/mol),
aunque este iiltimo queda un poco por debajo. Si aplicamos la ecuacién 4.24 para n>2 (n
es el grado de asociacién) a la representacién de la Figura 5.4.4, la desviacién de la entalpfa
obtenida de la pendiente respecto a la calorimétrica es ain mayor.

Por otra parte, las ecuaciones 4.20 y 4.22 del Apartado 4.1.3, para n=2,
correspondiente a un dimero, nos permiten describir cuantitativamente las curvas de C,*(T)
experimentales. En la Figura 5.4.5 se muestran los excelentes ajustes obtenidos, y en la
Tabla 5.4.1I se exponen los pardmetros obtenidos para cada una de las transiciones. En los
ajustes se ha distinguido entre la entalpia calorimétrica, AH*, que viene dada por el 4rea de
las transiciones y entalpia efectiva, AH, que controla la forma de las mismas. Puede verse
que no hay una coincidencia entre ambos pardmetros que son en definitiva el mismo y sin
embargo la forma de las transiciones es perfectamente descrita por el modelo. Intentos de
ajustar los datos para valores de n > 2 no dieron buen resultado ya que las ecuaciones teéricas
predicen mayor asimetria de las transiciones que la encontrada en las curvas experimentales
de C,™(T) (ver Figura 5.4.5).

Por tanto puede verse que el modelo de desplegamiento dimero nativo-monémero



RESULTADOS Y DISCUSION 194

-2 | | 1
2.88 2.91 2.94
3
10 /(T _/K)

FIGURA 5.4.4: Representaciéon de InC, frente a 1/T, (ver Ecuaciones 5.1 y 4.24)
correspondiente a los valores representados en la Figura 5.4.3. Los simbolos corresponden
a diferentes velocidades de barrido: (@) 2 K/min y () 0.5 K/min.

desplegado es el que mejor explica los datos de DSC encontrados y solamente los valores de
entalpia calorimétrica son algo mds bajos de los esperado. Esto podria ser debido muy
probablemente a que no todo el fragmento presente en las muestras se encuentre al comienzo
del experimento en estado "nativo", quizds porque el método de su obtencién y purificacién

pudiera ser excesivamente agresivo (ver Apartado 3.2.7 del Capitulo de Materiales y

Métodos).

Estos resultados son perfectamente coherentes con lo publicado hasta la fecha para
el fragmento TLN-255-316, del que estd descrito que dimeriza por encima de 0.1 mg/ml,
segin estudios de ultracentrifugacion analitica (Vita et al., 1989); estudios muy recientes de
la estructura tridimensional del fragmento mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
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Tabla 5.4.11
Pardmetros correspondientes al ajuste de las ecuaciones teéricas del modelo N,22D a las
transiciones de DSC correspondientes al desplegamiento térmico de TLN-255-316 a
diferentes concentraciones de muestra.

C AH™ AHY Tin T(K=1) AS
mg/ml kJ/mol kJ/mol °C g & J/K.mol
0.19 176 216 65.8 90.5 594
0.29 198 219 66.5 89.7 604
0.72 175 256 69.3 87.5 710
0.94 205 230 69.6 89.2 635
1.08 174 234 69.6 88.7 647
1.37 170 256 70.5 87.5 710
2.21 198 252 71.4 87.7 707
4.55 199 264 72.9 87.2 733

Media: 191+14®  253418@ 87.8+1.2  701+54®

®Medias ponderadas por la concentracién de muestra.

demuestran éste que se encuentra en disolucién en forma de dimero, con una estructura de
los monémeros muy similar a la que tiene el fragmento en la TLN nativa (Jiménez et al.,
1991).

El fragmento TLN-255-316 se estabiliza en disolucién como dimero, probablemente
para cubrir la superficie hidrofébica que tiene el monémero expuesta al medio (Vita et al.,
1989), como consecuencia de la pérdida de la parte de la cadena que en la TLN nativa
interaccionan con el interior hidrofébico del fragmento TLN-255-316 (véase en la Figura 2.5
cémo la hélice 235-246 interacciona con las 3 hélices del fragmento TLN-255-316). Vita et
al. (1989) han obtenido un valor para la constante de asociacién del fragmento de (2+1)x10*
M?' a 20°C, con lo que se puede calcular un incremento de energia de Gibbs de
estabilizacién por dimerizacién, AGp=-24+2 kJ/mol de dimero a 20°C. Este es un valor
grande comparado con el incremento de energia de Gibbs que hemos obtenido para el
desplegamiento del dimero (AG=30+3 kJ/mol de monémero a 20 °C), de forma que,
teniendo en cuenta el pequefio tamafio del fragmento, las interacciones que se producen entre
las superficies de los dos monémeros deben ser muy importantes.

En definitiva, el fragmento C-terminal TLN-255-316 muestra una estructura globular

s altamente compacta en disolucién. Tiene una fuerte tendencia a formar un dimero a
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FIGURA 5.4.5: Ajustes no lineales de minimos cuadrados de la curvas de C,*(T) te6ricas
predichas por el modelo N,2nD a los datos experimentales correspondientes al fragmento
TLN-255-316 en fosfato 20 mM, pH 7.5, a dos concentraciones de muestra diferentes: (A)
0.94 mg/ml; (B) 2.21 mg/ml. Los puntos (O) representan los datos experimentales; las lineas

continuas (

lineas discontinuas representan los mejores ajustes para n=3 (modelo N;23D).

) representan los mejores ajustes obtenidos para n=2 (modelo N,22D); Las
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concentraciones por encima de 0.1 mg/ml, estabilizindose apreciablemente. El dimero se
despliega térmicamente siguiendo el esquema de equilibrio N,d2D, con una temperatura de
transicién en torno a los 70 °C. Estos resultados apuntan la posibilidad de que este fragmento
podria constituir uno de los miicleos de plegamiento de la TLN, dada su capacidad de
plegarse espontdneamente. Como se sabe, el empaquetamiento y asociacién de dominios con
el fin de minimizar la superficie accesible al medio parecen estar implicados en el mecanismo
comin del plegamiento de las proteinas (Jaenicke, 1991). El fragmento TLN-255-316
muestra una tendencia a cubrir la superficie hidrofébica que expone al medio, con lo que,
en la TLN nativa, seguiria generando estructura a lo largo de la cadena. Como veremos mds
adelante, el fragmento TLN-205-316, que contiene una hélice a adicional sigue manteniendo
estructura globular en disolucién similar a que posee en la TLN nativa, constituyendo un

motivo estructural muy frecuente: el "manojo de 4 hélices a".

5.4.2 Efecto de la concentracion de muestra en las transiciones de DSC del
fragmento TLN-205-316.

Andlogamente al estudio realizado con el fragmento TLN-255-316, se ha llevado a
cabo una investigacién similar con el fragmento TLN-205-316, de peso molecular 11978,
obtenido mediante autolisis controlada de la TLN, como se describe en el Capitulo 3 de
Materiales y Métodos. Como veremos, se ha encontrado que este fragmento presenta a su
vez interacciones intermoleculares (procesos de asociacién/disociacién) dependientes de la
temperatura, experimentando también un desplegamiento térmico reversible. Este fragmento
es andlogo al TLN-206-316, que posee un aminodcido m4s (metionina), y que se obtiene por
reaccion de la TLN con bromuro de cianégeno. Este segundo fragmento ha sido ya estudiado
por técnicas no calorimétricas (Vita et al., 1979; Vita y Fontana, 1982; Vita et al., 1985;
Vita et al., 1989), mostrando una estructura globular similar a la que presenta en la TLN
nativa. Los autores de estos trabajos concluyen que este fragmento, a 20 °C, consiste en un
mondmero libre en disolucién. Este comportamiento aparentemente contradictorio en cuanto
a su estado de asociacion, para dos fragmentos pricticamente idénticos, se justificard, entre
otros resultados, a lo largo del presente Apartado del andlisis de nuestros resultados.

Los experimentos de DSC con el fragmento se realizaron en fosfato 20 mM, pH 7.5,

variando la concentracién de proteina, C,, entre 0.1 y 3.7 mg/ml. La velocidad de barrido

dgi
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FIGURA 5.4.6: Registro experimental de DSC obtenido con TLN-205-316 en fosfato 20
mM, pH 7.5, a una velocidad de barrido de 2.0 K/min y una concentracién de muestra de
2.84 mg/ml. (1) linea base instrumental; (2) 1% barrido con la muestra; (3) 2¢ barrido.

empleada normalmente fue de 2 K/min, aunque se hicieron algunos experimentos a 1.0 y 0.5
K/min. Un registro experimental correspondiente a uno de los experimentos de DSC
(C,=2.84 mg/ml) se muestra en la Figura 5.4.6. Se puede apreciar a primera vista que el
desplegamiento térmico del fragmento TLN-205-316 es altamente reversible indicando que
el proceso transcurre en equilibrio. La insensibilidad de los valores de T, que se ha
encontrado a la modificacién de la velocidad de barrido (2.0, 1.0 y 0.5 K/min) confirma que
la transiciéon transcurre en equilibrio. Por tanto, se puede concluir que el fragmento
TLN-205-316 muestra un desplegamiento térmico reversible, tal como ocurre con el
TLN-255-316 que tiene una hélice o menos, y como también se ha descrito en la Bibliografia
para el TLN-206-316 (también llamado FII) (Vita y Fontana, 1982).
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Una inspeccién mds minuciosa de la Figura 5.4.6 nos permite apreciar un detalle
importante: La existencia en el primer barrido con la muestra de una pequeiia exoterma
claramente distinguible, entre 30°C y 50°C aproximadamente, previa a la transicién
principal. Esta exoterma es irreversible dado que no aparece en el segundo barrido, incluso
si se calienta Unicamente hasta 50 °C (ver Figura 5.4.7A), mientras que la transicién
principal si es reversible. Esta irreversibilidad era de esperar dado que un proceso exotérmico
de equilibrio no puede inducirse incrementando la temperatura. Por tanto esta exoterma debe
corresponder a un proceso de no equilibrio. Precisamente cuando se realizan experimentos
modificando la velocidad de barrido, la exoterma muestra una dependencia con este
pardmetro lo que confirma el control cinético del proceso que estd ocurriendo (ver Figura
5.4.7B). Si suponemos que este proceso es debido exclusivamente al fragmento TLN-205-316
y no a alguna impureza dado que es una muestra homogénea, el fragmento debe encontrarse
antes del barrido en un estado metastable (de no equilibrio) que evoluciona al equilibrio al
calentarse por encima de 50 °C. En el segundo barrido, después de calentar la muestra hasta
50 °C (Figuras 5.4.7A y 5.4.8), no sélo desaparece la exoterma sino que incluso se aprecia
una pequefa endoterma sobre los 40 °C. El significado fisico de ambas transiciones serd
comentado a lo largo de este Apartado.

Con el fin de comprobar que la presencia de este proceso exotérmico no es debida a
algun efecto imprevisto del tamp6n fosfato utilizado (es bien sabido que el tampén fosfato
tiene cierta tendencia a interaccionar con algunas proteinas), se realizé un experimento de
DSC en PIPES 20 mM, NaCl 0.1M, pH 7.5 a 1K/min y C,=3.12 mg/ml. El resultado se
muestra en la Figura 5.4.8, observdndose idéntico comportamiento que en tampén fosfato,
lo que descarta la influencia del tampén en el proceso.

La existencia de esta exoterma dificulta mucho el andlisis de la transicién principal,
que corresponde al desplegamiento térmico del fragmento, sobre todo a la hora del trazado
de la linea base quimica con el fin de obtener los valores de la entalpia de desnaturalizacién,
AH. Ademds imposibilita la obtencién del incremento de capacidad calorifica de
desnaturalizacién, AC,. El trazado de linea base quimica que se ha realizado se muestra en
la Figura 5.4.9 para una de las curvas de C,(T). Se han utilizado las extrapolaciones de la
curva de C,(T) correspondientes a la traza anterior al comienzo de la exoterma y posterior

a la transicién principal como bases para la obtencién de la linea base quimica por el método
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FIGURA 5.4.8: Curvas de capacidad calorifica en funcién de la temperatura, C,(T),
obtenidas tras restar la linea base instrumental, correspondientes al fragmento TLN-205-316
en PIPES 20 mM, pH 7.5. (1) Primer barrido calentando hasta =50°C; (2) segundo barrido
calentando hasta 100°C, tras el enfriamiento después de (1).

de Takahashi y Sturtevant (1981). Las curvas de C,*(T) resultantes se muestran en las Figura
5.4.10 para varias concentraciones de muestra. Dado que solapan la exoterma y la transicién
principal, s6lo es posible dar valores estimativos de AH, que se muestran en la Tabla 5.4.111.
Este procedimienio de trazado de la linea base quimica se siguié también para las curvas de
C,(T) de muestras precalentadas a 50°C (sin la exoterma), cuyos pardmetros resultantes se
incluyen también en la Tabla 5.4.11I.

Observando los valores de la Tabla 5.4.III marcados con un asterisco, se aprecia que
la entalpia medida del 4drea de las transiciones es en general algo mds baja. En estos barridos

ha desaparecido la exoterma previa a la transicién principal, modificindose la forma de la
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FIGURA 5.4.9: Ilustracién del método de trazado de linea base quimica sobre las curvas de
C,(T), en linea continua(——), obtenidas tras restar la linea base instrumental. Las lineas de
puntos (.....) representan las extrapolaciones de la curva desde ambos lados de las
transiciones utilizadas para la aplicacién del método de Takahashi y Sturtevant (1981),
correspondientes a la C,(T) de los estados nativo y desplegado. La linea discontinua (-—--)
representa la linea base quimica calculada por el método.

curva de Cy(T) a la izquierda de la transicién. Esto parece ser que influye mucho en el
trazado de la linea base quimica por lo que, como antes hemos mencionado, los valores de
AH sélo pueden tomarse como estimativos. Sin embargo, hay que decir que los valores de
la entalpia de desnaturalizacién especifica (21.9+1.6 J/g) para una T,, de =70°C estdn sélo
ligeramente por debajo de los valores descritos para proteinas globulares compactas, con alta
densidad de contactos hidrofébicos y puentes de hidrégeno en su estructura (Privalov, 1979).

Puede apreciarse de los valores de AH obtenidos (el valor medio ponderado por la

concentracion de muestra utilizando sélo valores se muestra sin calentamiento previo a 50°C
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FIGURA 5.4.10: Efecto de la concentracién de la muestra en las curvas de capacidad
calorifica de exceso, C,”(T), correspondientes al desplegamiento térmico del fragmento
TLN-205-316 en fosfato 20 mM, pH 7.5. Las concentraciones de muestra se indican junto
a cada curva en mg/ml.
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Tabla 5.4.1II
Entalpfa calorimétrica molar, AH, y especifica, Ah, entalpia de van’t Hoff, AH", y
temperatura del médximo, T,, para el desplegamiento térmico de TLN-205-316 a varias
concentraciones de muestra, C,.

G v AH Ah. AH'™M® Ta
mg/ml K/min kJ/mol J/g kJ/mol °C
0.15 2.0 - - - 68.0
0.38 2.0 257 21.4 322 68.47
0.47 2.0 269 22.4 307 68.99
0.63 2.0 306 25.5 280 69.10
0.85 2.0 280 23.3 287 69.39
1.01 2.0 261 21.8 311 69.40
1.33 2.0 248 20.7 314 70.00
158 0.5 243 20.3 280 69.50
1.69 2.0 278 23.2 292 70.10
1.69 2.0 213 17.8 327 70.09
1.78 2.0 270 22.5 296 70.59
2.84 2.0 254 21.2 302 70.61
3.610 2.0 230 19.2 306 70.82
3.610 1.0 211 17.6 347 7137
3.617 0.5 212 17.7 323 70.38

®Calculada mediante la ecuacién 4.9.
®Barridos obtenidos tras el calentamiento de las muestras a 50°C durante = 10 minutos.

es de 262419 kI/mol) y los valores de la entalpia de van't Hoff calculados mediante la
Ecuacién 4.9 (300415 kJ/mol) que la relacién entre ambos valores es menor que la unidad
(r=0.87) lo que indica la probabilidad de que exista un proceso de cambio en el estado de
asociacién acompafiando al desplegamiento térmico del fragmento TLN-205-316 (ver
Capitulo 4). '

Por otra parte, se ha encontrado un ligero efecto de la concentracién de la muestra
sobre las transiciones de DSC como se puede ver en la Tabla 5.4.1II y en la Figura 5.4.10.
El incremento de la concentracién hace que suba ligeramente la T,, de las transiciones. Este
efecto de la concentracién, junto con el valor medio de la relacién entre la entalpfa
calorimétrica y la entalpia de van't Hoff, hacen pensar que este fragmento tenga tendencia

a asociarse en estado nativo, disocidndose al desplegarse. Hemos visto anteriormente que esto
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mismo ocurria con el fragmento TLN-255-316, que es un dimero en disolucién.
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FIGURA 5.4.11: Representacién de InC, frente a 1/T,, (ver Ecuacién 4.24) para los valores
de T, y las concentraciones de muestra, C,, que se exponen en la Tabla 5.4.III. La linea
continua representa la recta de ajuste por minimos cuadrados, cuya pendiente es -113400 K.

En cuanto al efecto de la concentracién de muestra encontrado, una representacién
de In(C) frente a 1/T,, se muestra en la Figura 5.4.11. Como ya hemos visto en el Apartado
anterior y el Capitulo 4 de Fundamentos Tedricos, si se supone un modelo de desplegamiento
del tipo N, 2 nD, de esta representacion se debe obtener una recta de pendiente
-nAH/(n-1)R, donde AH es la entalpia del proceso por mol de monémero (Ecuaciones 4.24
y 5.1). De la representacién de la Figura 5.4.11 se obtiene una pendiente de -113400 K, que
corresponde a una entalpia, para n=2, de 471.5 kJ/mol de monémero. Este valor es
excesivamente alto comparado con el experimental y se desvia atin mds para n>2. Ademds,

el valor encontrado para la relacién r= AH/AH*® = .88, aunque aproximado, es claramente
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mayor que lo previsto para un modelo de desplegamiento N,22D (0.73) y menor que el
valor de 1 correspondiente al modelo N®D. Parece pues que la situacién es intermedia entre
los dos casos por lo que podria proponerse en primera instancia el siguiente modelo de

desplegamiento para TLN-205-316:
N, 22N 22D

Centrdndonos de nuevo en la pequeiia exoterma previa a la transicién principal, se ha
observado que muestra una ligera dependencia con la concentracién de la muestra, C, (ver
Figura 5.4.10), desplazdndose ligeramente el valor del minimo hacia menor temperatura al
incrementarse C,. Esto sugiere que el proceso irreversible responsable de la exoterma no es

monomolecular, como posteriormente se justificard.

5.4.3 Experimentos de Cromatografia de Exclusién Molecular con el fragmento
TLN-205-316.

Anteriormente se ha mencionado la probable existencia de un estado metastable a baja
temperatura que evolucionaria al equilibrio a partir de =50°C. Ademds existe la posibilidad
de que coexistan dimeros y monémeros durante el calentamiento de la muestra. Con el fin
de investigar estas posibilidades se han realizado experimentos de Cromatografia de
Exclusién Molecular en una columna de Sephadex G-75SF de 1 cm x 40 cm., en las mismas
condiciones de los experimentos de DSC (fosfato 20 mM, NaCl 0.1M, pH 7.5), y a
diferentes concentraciones de muestra. Las condiciones de los experimentos se describen en
el Apartado 3.5. La temperatura de trabajo elegida fue de 20 °C, dado que a esa temperatura
la exoterma atin no ha comenzado. En la Figura 5.4.12A se muestran los cromatogramas
correspondientes a muestras de TLN-205-361 disueltas en agua y dializadas frente al tampén
de trabajo, a 3 concentraciones diferentes. También se incluye el cromatograma obtenido
utilizando tampén PIPES 20 mM, NaCl 0.1M, pH 7.5. Se observa la presencia en todos los
casos de 2 picos correspondientes a diferente peso molecular (o radio de Stokes). Las dos
especies presentes no se encuentran en equilibrio rdpido entre si, dado que si lo estuvieran
sélo apareceria un pico a un volumen de retencién intermedio (ver Apartado 3.5).

La determinacién del peso molecular aparente de ambos picos se realizé utilizando
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FIGURA 5.4.12: (A) Cromatografias de exclusién molecular obtenidas a 20°C con
fragmento TLN-205-316 en fosfato 20 mM, pH 7.5, a las concentraciones de muestra que
se indican junto a las curvas, en mg/ml. Los experimentos sin marcar con asterisco
corresponden a muestras que fueron preparadas disolviendo el fragmento liofilizado en agua
y dializando posteriormente frente al tampén. (*) corresponde a una muestra que se preparé
disolviendo el liofizado en GuHCI 6M Yy dializando posteriormente. (**) corresponde a un
experimento realizado en PIPES 20 mM, pH 7.5. (B) Ilustracién del método utilizado para
la determinacién de las dreas correspondientes a cada pico cromatografico. Los puntos (O)
representan un cromatograma experimental. Las lineas continuas representan el mejor ajuste
a las suma de dos curvas Lorentzianas (las dos componentes y la envolvente).
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una recta de calibrado obtenida con proteinas patrones de peso molecular como se describe
en el Apartado 3.5. La determinaci6n de la fraccién molar de cada pico, referida a moles de
monémero se calculé mediante el ajuste no lineal de minimos cuadrados a una curva formada
por la suma de 2 Lorentzianas, utilizando un programa cedido por el Dr. Emesto Freire, de
la Universidad de Johns Hopkins (Baltimore). Un ajuste de este tipo se muestra en la Figura
5.4.12B. La fraccién del 4rea total que aporta cada Lorentziana fue asignada a la fraccién
molar de cada especie. Los resultados se muestran en la Tabla 5.4.IV. No se muestran los
resultados correspondientes a tampén PIPES puesto que el calibrado no es en este caso vdlido

al haberse reequilibrado la columna en el nuevo tampdn, aunque los valores son similares.

Tabla 5.4.IV
Volimenes de retencién, Vr, de los picos obtenidos de los experimentos de Cromatografia
de Exclusion Molecular con muestras dializadas de TLN-205-316 de diferentes
concentraciones, C,, sin calentar. Determinacién del peso molecular aparente, P.M., de las
especies presentes y de las poblaciones relativas, x1 y x2, referidas a moles de monémero.

G Vr(1) Vr(2) P.M.(1) P.M.(2) x1 x2
mg/ml ml ml g/mol g/mol

0.85 12.60 14.90 21375 10938 0.20 0.8
0.85 12.58 15.20 21712 10105 0.22 0.8
1.61 12.67 14.67 20950 12088 0.20 0.8
3.61 12.60 14.90 21586 11030 0.14 086
1,926 12.45 14.85 22553 11192 0.39 0.61

Medias: 21600+700 111004800

®Muestra preparada disolviendo en GuHCl 6M y posterior didlisis frente al tamp6n de
trabajo.

Dado que el peso molecular del fragmento TLN-205-316, obtenido de su secuencia
de aminodcidos es 11978 g/mol, puede deducirse de los resultados mostrados en la Figura
5.4.12 y en la Tabla 5.4.1IV, que, a 20 °C, el fragmento TLN-205-316 se encuentra en
disolucién en una mezcla de monémeros y dimeros que no estdn en equilibrio. Posiblemente,
la barrera energética que debe salvarse en la dimerizacién es excesivamente alta a 20 °C. Las
poblaciones de cada especie parecen variar mds o menos linealmente con la concentracién

de muestra, pero claramente dependen del método de preparacién de la misma, a juzgar por
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las poblaciones obtenidas con una muestra que fue disuelta en GuHCI1 6 M y posteriormente
dializada frente al tampén de trabajo (ver Figura 5.4.12A y Tabla 5.4.1V).

Si asociamos el proceso de asociacién-disociacién con la exoterma que aparece en las
curvas de C,(T), al sobrepasarse los 50°C el sistema debe evolucionar a otro estado,
posiblemente al equilibrio, ya que a partir de esa temperatura las curvas de C,(T) se muestran
independientes de la velocidad de barrido. Se han realizado experimentos de Cromatografia
de Exclusién Molecular en las mismas condiciones anteriores, a 20 °C, pero con muestras
calentadas durante 10 minutos a 50 °C y rdpidamente enfriadas en un bafio de hielo. En la
Figura 5.4.13 se muestran los cromatogramas correspondientes a una serie de
concentraciones de muestra. Puede observarse que aparecen de nuevo 2 picos resueltos en
todos los cromatogramas, lo que indica que el sistema de nuevo no estd en equilibrio tras el
calentamiento y el posterior enfriamiento rdpido. Sin embargo, se aprecia un cambio en el
drea relativa de cada pico respecto de los cromatogramas mostrados en la Figura 5.4.12A.
En la Tabla 5.4.V se exponen los resultados de la determinacién del peso molecular aparente
y de las poblaciones relativas de las especies correspondientes a cada pico para los
cromatogramas de la Figura 5.4.13.

Los valores de la Tabla 5.4.V demuestran que al calentar a 50 °C ha habido una
modificacién de las poblaciones relativas de monémero y dimero de TLN-205-316,
evolucionando éstas probablemente a las poblaciones de equilibrio. Al enfriar rdpidamente
a bajas temperaturas, ambas especies vuelven a no estar en equilibrio, con lo que quedan
"congeladas” las poblaciones correspondientes al equilibrio de disociacién a 50 °C, que
pueden determinarse a 20°C cromatogrdficamente. Si esta descripcién es correcta, puede
calcularse para cada concentracién, C, en moles de monémero/litro, la constante del proceso

de disociacién, K;, a 50°C:

A XN,

_INE_2Cz (5.2)

donde xy y Xy, son las fracciones de monémero y dimero respectivamente, referidas ambas
a moles de mondémero. C, es la concentracién molar de monémeros total. Los valores de K,
a 50°C obtenidos de esta forma se incluyen en la Tabla 5.4.V. Se puede ver que la
coincidencia de estos valores a diferentcs concentraciones es buena. De esta forma se obtiene
un valbr para la constante de disociacién de TLN-205-316, a 50 °C, de (1.2+0.5)x10“M.
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Tabla 5.4.V
Volimenes de retencién, Vr, de los picos obtenidos de los experimentos de Cromatografia
de Exclusién Molecular con muestras dializadas de TLN-205-316 de diferentes
concentraciones, C,, calentadas a 50°C durante 10 minutos y enfriadas rdpidamente en hielo.
Determinacién del peso molecular aparente, P.M., de las especies presentes y de las
poblaciones relativas, x1 y x2, referidas a moles de monémero, asi como de 1a constante de
equilibrio de disociacién a 50 °C, Ky,

C vr(l) Vr(2) P.M.(1) P.M.(2) x1 x2 K,.10*
mg/ml ml ml g/mol g/mol M
0.10 12.66 15.32 21212 9758 0.15 0.85 0.797
0.30 12.65 15.09 21273 10435 0.29 0.71 0.855
0.50 12.62 15.05 21460 10557 0.34 0.66 1.076
0,85 12.53 14.93 21590 10938 0.42 0.58 1.130
1.61 12.46 14.83 22026 11160 0.55 0.45 0.959
1.92 12.42 14.75 22751 11524 0.56 0.44 1.132
2.70 12.71 14.81 20904 11323 0.61 0.39 1.132
3.61 12.70 14.95 21586 10870 0.55 0.45 2.247
Medias: 21600+600 10800+600 1.24+0.5

La influencia del fosfato utilizado como tampén en las disoluciones no parece tener
influencia en estos resultados puesto que éstos fueron idénticos al realizar los mismos
experimentos utilizando tamp6n PIPES 20 mM, NaCl 0.1M, pH 7.5, como se puede ver en
las Figuras 5.4.12A y 5.4.13.

5.4.4 Un modelo sencillo que explica las curvas de C,(T) correspondientes al
desplegamiento térmico del fragmento TLN-205-316.

Hasta ahora disponemos de la siguiente informacidn sobre el desplegamiento térmico
del fragmento TLN-205-316:

1.- Informacién calorimétrica:

-Una transicién reversible centrada alrededor de 70°C, independiente de la

velocidad de barrido, que muestra en cambio una dependencia con la concentracién de
muestra compatible con la coexistencia en el estado nativo de dimeros y monémeros en

equilibrio.
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FIGURA 5.4.13: Cromatografias de exclusién molecular obtenidas a 20°C con muestras de
fragmento TLN-205-316 en fosfato 20 mM, pH 7.5, calentadas previamente a 50°C durante
=10 min y enfriadas rdpidamente en un bafio de hielo. Las concentraciones de muestra se
indican junto a las curvas, en mg/ml. (*) corresponde a un experimento realizado en PIPES
20 mM, pH 7.5.
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-Una pequefia exoterma irreversible entre 30 y 50 °C, dependiente de la
velocidad de barrido y de la concentracién de muestra, que indica la existencia de un estado
metastable por debajo de 30 °C, el cual evoluciona al equilibrio mediante un proceso
exotérmico.

2.- Informacién cromatogréfica:

-El estado metastable a baja temperatura consiste en una mezcla de monémeros
y dimeros de TLN-205-316 que no se encuentran en equilibrio (o mds bien que éste es
demasiado lento a 20°C frente al tiempo de separacién cromatogréfica). La poblacién inicial
relativa de cada especie parece ser que depende del método de preparacién de la muestra y
de la concentracién de la misma.

-Esta mezcla metastable evoluciona al equilibrio con el calentamiento por
encima de =50°C. Las poblaciones de equilibrio a esa temperatura pueden congelarse
mediante enfriamiento rdpido y determinarse cromatogrdficamente, obteniéndose una
estimacion de la constante de equilibrio de disociacién, Ky, a 50 °C.

Toda esta informacién es compatible con el siguiente modelo:

k, K
N, —— 2N » 2D
k;

donde k; y k, son las constantes de velocidad individuales de los procesos de asociacién-
disociacién, y K es la constante de equilibrio de desplegamiento del monémero. Las

constantes de equilibrio de disociacién, K, y de desplegamiento, K, son:
e :
[N] K (5.3)

Tendremos dos situaciones en las que puede encontrarse nuestro sistema, dependiendo
de la temperatura:

Situacién A: El equilibrio de disociacién es lento. El proceso estard gobernado por
las constantes de velocidad individuales, k; y k,, que tienen valores bajos, interpretdndose
en términos cinéticos. Esto parece ocurrir a temperaturas inferiores a =50°C.

Situacién B: Las constantes k, y k, toman valores suficientemente altos como para que
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el equilibrio se considere rdpido. El proceso global es de equilibrio.
_ El criterio, totalmente arbitrario pero razonable, que se ha adoptado para distinguir
las dos situaciones es que el valor de las constantes de velocidad sea mayor o menor, segiin

el caso, de 10° min! para k; y 10° min'M! para k,.

Situacién A:

Para desarrollar este modelo vamos a utilizar por conveniencia la formulacién de la
teoria del estado de transicién. Entre el estado dimérico y el monomérico de TLN-205-316
existe una barrera energética, en cuyo miximo se encuentra el complejo activado. El
siguiente esquema ilustra las diferencias de entalpia entre N,, 2N y el complejo activado o

estado de transicion.

AH

2N

Coordenada de la reaccién

donde AH,* es la entalpia de activacién del proceso de disociacién, AH,* es la entalpfa de
activacion del proceso de asociacién y AHj, es el incremento de entalpia de disociacién, todas
expresadas por mol de dimero. Obviamente, estos tres pardmetros, junto con el incremento
de entalpia de desplegamiento del monémero, AH, controlan las variaciones con la

temperatura de k,, k;, K, y K, respectivamente de acuerdo con las siguientes ecuaciones:
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dink, AH;+RT
ar RT?

dink, AH;+RT
af  RT? ’ (5.4)
dink, AH,
dT  RT®
dinKk AH

dT RT®

y ademds, se cumple que AH,= AH,”-AH,”. La equivalencia con la formulacién de
Arrhenius es que AH;” =E;+RT, siendo E, la energia de activacién del proceso i.

La velocidad de formacién de N, expresada como fracciéon de monémeros, es:
dx 2
7"=klxnz-2le,xN (5.5

donde xy y Xy, son las fracciones de monémeros y dimeros respectivamente, referidas a
moles de monémeros, y C, es la concentracién total de muestra en moles monémero/litro.
Puesto que xy+xy;+Xp=1 y K=xp/xy, y teniendo en cuenta la velocidad de barrido,

v=dT/dt, la variacién de xy con la temperatura queda:

%%(kl [1-x,(1+K)]-2k,C,x}) (5.6)
donde k,, k, y K son funciones de la temperatura. Esta ecuacién diferencial no tiene solucién
analitica (0 es excesivamente costosa su resolucién) por lo que es necesario resolverla
numéricamente. Para ello es necesario conocer Xy a una temperatura inicial y las
dependencias con la temperatura de k;, k; y K.

El valor de xy a una temperatura inicial lo hemos determinado con los experimentos
de Cromatograffa de Exclusién Molecular de muestras sin calentar. Vimos que segufa una
variacién aproximadamente lineal con C,, por lo que podemos construir una tabla de valores
de xy, para diferentes concentraciones de muestra, C,, sin cometer demasiado error, dado que
Xno Varia en un intervalo muy pequeiio (ver Tabla 5.4.1V).

En cuanto a la variacién de las constantes con la temperatura, nos es mas conveniente
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expresar k, como kK, ya que conocemos el valor de K, a 50°C.

En este punto es necesario hacer una aclaracién: Como se ha mencionado
anteriormente, no es posible la determinacién del incremento de capacidad calorifica de
desplegamiento, AC,, debido al solapamiento de las dos transiciones. Por ello hemos
supuesto AC,=0, utilizando para el andlisis las curvas de Cy(T), una vez restada la linea
base quimica como se describi6 antes. Esto elimina la contribucién del AC, de
desplegamiento a las curvas de C,™(T) y no es posible por tanto, a partir de éstas, la
determinacién de esta magnitud del desplegamiento térmico, ya que, dado que todas las
transiciones ocurren con valores de T,, muy cercanos, no disponemos en nuestros resultados
de informacién que nos permita determinarla de una representacién de AH frente a T,,.

Sin embargo, como se verd mds adelante, unicamente es posible explicar todos los
efectos observados (forma de la exoterma, valor de K, a 50°C, forma de la transicién
principal, efecto de la concentracién en la T, de la transicién principal y efecto de la
velocidad de barrido en la exoterma) si se supone un valor negativo para el incremento de
capacidad calorifica de disociacién, AC,,. Las implicaciones de este valor negativo para AC,,
se discutirdn mds adelante.

Mediante integracién de las Ecuaciones 5.4 se obtienen las variaciones de k,, Ky y

e SBA2) EE)

K:

AH(T)(1 AC T
anD=anp(Td) ; d)(_i' T) RPD{II{ T4)+7d-} (5.7)
nk=-2H1_1
R\T T,

donde T, es la temperatura a la que k, vale 1 min"M", T, es una temperatura a la que se
conoce el valor de Kp(Ty) (en nuestro caso 50°C) y T,, es la temperatura a la que la
constante de equilibrio de desplegamiento vale 1. AC,” es el incremento de capacidad
calorifica de activacién para el proceso de dimerizacién. Este incremento de capacidad
calorifica de activaci6n es una necesidad matemitica del modelo debido a la inclusién de

AC,p, (ver esquema previo), puesto que si AH;, vé.n’a con la temperatura a través de AC,p,
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AH,” y AH,” deben hacerlo también a través de sendos valores de incrementos de capacidad
calorifica de activacién, cumpliéndose que AC,p,= AC,,” -AC,,".

Para la resolucién numérica de la Ecuacién 5.6 se ha utilizado el método de
resolucién numérica de Runge-Kutta, que consiste enllo siguienté:

Para una ecuacién diferencial del tipo:

y'=Ax) G8)

conocido el valor y(xo)= y,, podemos calcular cada valor de la curva de y(x) utilizando el

valor del punto anterior mediante la férmula:

y,.,1=Y.+%(k,,+2k,.z+2k,.3+k,..) (5.9)

donde y,=y(X,) € Yo+1=Y(X,+h), y h=X,,-X,. Ademds:

kul =ﬂxn 34 n)

k,,= j(xn+%h,y,,+%hkﬂ)
(5.10)

/! 1
k.= —h,y +—hk
n3 {xn+2 yl+2 nz)

k,,=fix,+h,y,+hk )
Para obtener buenos resultados es necesario utilizar un valor lo suficientemente
pequeiio de h.
Conocido xy(T), podemos calcular la funcién entalpfa de exceso, <H>(T), para el

proceso:

1 1
<H>=—AH, (T)x +(—AH (7)+AH)Kx
5 SN 55D N (5.11)

AH,(D=AHy(T)+AC,,(T-T)

Se ha tomado el estado N, como estado de referencia.
La capacidad calorifica de exceso, C,*(T):



RESULTADOS Y DISCUSION 217

= d<H> 1 1 dx
c, (M =7@ =[3AHD(7) +K(E AHD(T)+AH)]——‘! +
(5.12)

1 1 AH
[EAC,,,(I +K) +(5 AHD(7)+AH)K— x, ?

Con la Ecuaci6n 5.12 podremos obtener la curva de C,*(T) conociendo los siguientes
pardmetros:
1.-AHy:Incremento de entalpfa de disociacién, por mol de dimero.
2.-AC,p:Incremento de capacidad calorifica de disociacién, por mol de dimero.
3.-Kp(T,y):Constante de equilibrio de disociacién a T=T, (50°C).
4.-AH,”:Entalpia de activacién para el proceso de dimerizacién, por mol de
dimero.
5.-AC,,”:Incremento de capacidad calorifica de activacién para el proceso de
dimerizacién, por mol de dimero.
6.-T,:Temperatura a la que k,= 1 M'min™.
7.-AH:Incremento de entalpia de desplegamiento.
8.-T,,:Temperatura a la que K = 1.
Ademds se utilizan las siguientes variables experimentales:
v:Velocidad de barrido (K/min).
C,:Concentracién de muestra en moles de monémero/ litro.
Xno-Fraccién de monémero inicial a una temperatura en que no hayan ocurrido
las transiciones (<30°C).

En teoria se podria calcular con estas ecuaciones la curva completa de C,*(T). Sin
embargo, conforme va aumentando el valor de temperatura, llega un momento en que los
valores de k; y k, toman valores muy grandes, produciéndose errores debido a la falta de
precisién numérica con que el computador maneja las variables. Ademds, la exactitud con
que se calcula xy va disminuyendo conforme aumenta T ya que se van acumulando los
pequeiios errores cometidos. Para resolver este problema, cuando k; y k, superan un cierto
valor (10° M'min? y 10° min respectivamente) se supone que el sistema se encuentra en
equilibrio rdpido (situacién B) y se adoptan las ecuaciones correspondientes a dicho

equilibrio.
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Situacién B:
En este caso el modelo pasa a ser:

Kp K
N, 2N + 2D

Dado que el sistema se encuentra ahora en equilibrio, para cualquier temperatura se

cumple que:

Xy, +Xy+Xp=1

(5.13)
#+(1+K)x,-1=0
D
Resolviendo esta ecuacién de segundo grado:
p oL Ko KoK | Ko KoK KoK KiCr 514
el 4 4 16 16 8 2
y derivando respecto a la temperatura:
dx dK dK,
N 1{1 p_1 K—lKD£+
dT C\ 4 dT 4 dT 4 Pdr
lleKDIDKz f,K"_Kl plzd_KgdK
C\8 dT8 dT 4 dT 8 °dT 2 DT
-+
2 2
16 16 8 2
(5.15)

En las ecuaciones 5.14 y 5.15, K, Kp, dK/dT y dK/dT vienen definidas en las ecuaciones
5.7y5.4.

Una vez conocidos xy y dxy/dT, podemos calcular la curva de C,*(T) mediante la
Ecuacién 5.12.

La coincidencia entre las dos situaciones descritas, cuando los valores de las
constantes k; y k, comienzan a ser lo suficientemente grandes, se confirma por la perfecta

continuidad encontrada en la curvas de C,*(T) calculadas en la frontera entre las dos
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situaciones.

Una vez realizado el desarrollo matemético del modelo, se procedid al andlisis de las
curvas experimentales de C,”(T) obtenidas para el fragmento TLN-205-316, mediante las
ecuaciones obtenidas. Para ello se implementé un programa de ordenador para realizar un
ajuste multidimensional de las ecuaciones obtenidas a las curvas de C,(T) obtenidas para
diferentes concentraciones de muestra, con el fin de determinar los pardmetros comunes
anteriormente relacionados.

Previamente se realizaron ajustes a curvas de C,*(T) individuales con el fin de
obtener unas estimaciones iniciales de los pardmetros. Para estos ajustes s6lo se emplearon
curvas obtenidas a una concentracién superior a 1.0 mg/ml, debido a que la pequeiia
exoterma solo estd bien definida respecto al error experimental de la linea base en esos
experimentos. Se fij6 un valor para K= 1.2x10* M, correspondiente al valor obtenido de
los experimentos de Cromatografia de Exclusién Molecular. Ademds, se dejaron variar
independientemente en el ajuste la entalpia calorimétrica, AH*, correspondiente al 4rea bajo
la transicién principal, y la entalpia efectiva del proceso de desplegamiento, AH*, con el fin
de que los errores experimentales tuvieran menor influencia en el ajuste. De todas formas,
como se verd, ambos pardmetros resultan practicamente iguales en los ajustes obtenidos. En
la Tabla 5.4.VI se exponen los pardmetros obtenidos para los experimentos de DSC a
diferentes concentraciones de muestra. S6lo se han utilizado en los ajustes las curvas de DSC
obtenidas con muestra sin calentar ya que unicamente en esos casos conocemos el valor de
Xno (a baja temperatura) de los experimentos de cromatografia (Tabla 5.4.1V). En la Figura
5.4.14 se muestran dos de los ajustes obtenidos de esta forma. Puede apreciarse que el
modelo explica perfectamente la forma completa de la curva calorimétrica, dada la excelencia
de los ajustes obtenidos. En la Figura 5.4.14 también se muestra el mejor ajuste obtenido con
el modelo si suponemos AC,;, y AC,,™ iguales a cero, demostrdndose que los termogramas
obtenidos se explican peor si no se supone un valor negativo para el incremento de capacidad
calorifica de disociacién.

Los pardmetros medios obtenidos de estos ajustes individuales se han utilizado como
estimaciones iniciales para un ajuste miiltiple simultineo a todas las curvas de C,™(T)
obtenidas a diferentes concentraciones de muestra, C,, (entre 0.38 mg/ml y 3.61 mg/ml). Los

pardmetros resultantes se incluyen también en la Tabla 5.4.VI. El ajuste miiltiple simultdneo
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FIGURA 5.4.14: Ajustes individuales de la curva de C,*(T) (—), predicha por el modelo
desarrollado en el texto, a los datos experimentales (O) correspondientes al desplegamiento
térmico del fragmento TLN-205-316 en fosfato 20 mM, pH 7.5, a las concentraciones de
muestra: (A) 2.84 mg/ml; (B) 1.33 mg/ml. En linea discontinua se muestra también el mejor
ajuste obtenido si suponemos AC,,=0y AC,,™=0.
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FIGURA 5.4.15: Ajuste miltiple de las curvas de C,*(T), predichas por el modelo ( ,
a varias curvas experimentales (O) Las curvas de C,”(T) experimentales fueron obtenidas a
las diferentes concentraciones de muestra que se indican junto a cada curva, en mg/ml, y a
diferentes velocidades de barrido (todas corresponden a 2.0 K/min, excepto la marcada (*)
que corresponde a 0.5 K/min).
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Tabla 5.4.VI
Pardmetros resultantes de los ajustes no lineales de minimos cuadrados, individuales y
conjunto, a las curvas de C,*(T) correspondientes al fragmento TLN-205-316, a varias
concentraciones de muestra. Se fijé un valor para la constante de disociacién a S0°C, K(50),
de 1.2x10* M.

C, v xvo AH, AC,, AH,” AC,* T, AHY T,, AH®
mg/ml  K/min @ ® @ ® °C @© °C (o

1.01 2.0 0.80 38.2 -55 289 1.16 34.6 286 67.8 284
1.33 2.0 0.81 552 -39 38 137 31.4 277 68.8 265
1.53 0.5 081 228 -57 262 0.83 25.6 266 66.8 261
1.69 2.0 081 494 -6.3 319 0.70 28.2 272 67.8 295
1.78 2.0 082 63.6 -45 297 133 27.6 260 68.8 284
284 2.0 0.84 414 -47 346 139 299 271 67.7 268

 Media: 45 -5.1 317 1.1 30 272 68.0 276

+14 +09 +44 +03 +3 +9 +0.8 +13

Ajuste miltiple: 38 -44 292 1.0 277 273 67.8 282

(a) kJ/mol de dimero; (b) kJ/K.mol de dimero; (¢) kJ/mol de mondémero.

a todas las curvas se muestra en la Figura 5.4.15, donde puede apreciarse que el modelo
interpreta perfectamente los termogramas obtenidos en todo el intervalo de concentraciones
investigado. Esto no es posible en cambio si suponemos AC,, y AC,,” iguales a cero, asi
como tampoco es posible explicar correctamente bajo esta suposicién el efecto de la
concentracion de muestra sobre la T, de las transiciones.

El efecto de la velocidad de barrido encontrado en la exoterma irreversible se explica
de forma excelente, como se puede apreciar en la Figura 5.4.16, donde se representan dos
curvas de C,(T) obtenidas con muestras idénticas de C,=3.61 mg/ml a 2.0 y 0.5 K/min
respectivamente, calentando sélo hasta unos 50°C, junto con las curvas predichas por el
modelo para los pardmetros obtenidos del ajuste miiltiple que se exponen en la Tabla 5.4.VI
y para las variables experimentales correspondientes a estos dos experimentos (v = 2.0y 0.5
K/min; C, = 3.61 mg/ml; xy,= 0.86).

En la Figura 5.4.17 se representan los valores experimentales obtenidos para la T,
de las transicién principal en funcién de la concentracién de muestra C,. En trazo continuo

se muestra la dependencia que predice el modelo para los pardmetros resultantes del anglisis.
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FIGURA 5.4.16: Explicacién del efecto de la velocidad de barrido sobre las exotermas
encontradas en las curvas de C,”(T). La concentracién de muestra en estos experimentos fue
de 3.61 mg/ml. Los simbolos representan los datos experimentales: (O) 2.0 K/min; ((J) 0.5
K/min. Las lineas ( ) representan las curvas predichas por el modelo utilizando los
pardmetros obtenidos en el ajuste miiltiple que se muestran en la Tabla 5.4.VI.

La concordancia entre los valores experimentales y los calculados es muy buena, teniendo
en cuenta el estrecho intervalo de temperaturas en que varian dichos valores.

La irreversibilidad de la exoterma es facilmente explicable si tenemos en cuenta que
en el primer barrido de DSC la muestra alcanza el equilibrio de disociacién a temperaturas
cercanas a 50°C, partiendo de unas poblaciones de monémeros respecto a los dimeros
superiores en general a las de equilibrio. Se produce, por tanto, en el primer calentamiento
la dimerizacién de los monémeros que hay en exceso y, puesto que el incremento de entalpfa
de dimerizacién es negativo, aparece la exoterma observada. Durante el posterior

enfriamiento, al bajar la temperatura por debajo de 50 °C, el sistema tiende a evolucionar
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FIGURA 5.4.17: Explicacién del efecto de la concentracién de muestra sobre la T, de las
transiciones principales correspondientes al desplegamiento térmico del fragmento
TLN-205-316 en fosfato 20 mM, pH 7.5. Los simbolos indican las diferentes velocidades de
barrido en los datos experimentales: (®) 2.0 K/min; (A) 1.0 K/min; () 0.5 K/min. ( ¢)
indica un experimento realizado en PIPES 20 mM, pH 7.5. La linea continua representa el
efecto que predice el modelo para los pardmetros obtenidos del ajuste muiltiple, que se
muestran en la Tabla 5.4.VI.

de acuerdo con la variacion de la constante de equilibrio de disociacién, Kp, pero este
equilibrio comienza a-ser lento, congeldndose por debajo de unos 30 °C, por lo que el
cambio en las poblaciones que se produce es pequefio y, en todo caso, en el sentido de la
dimerizacién. En el segundo barrido el sistema evoluciona de nuevo al equilibrio a 50 °C,
pero desde unas poblaciones iniciales cercanas a las de equilibrio por lo que no aparece
exoterma. Incluso es posible observar una ligera endoterma en los segundos barridos

obtenidos a altas concentraciones, de acuerdo con la tendencia l6gica del sistema a dimerizar
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durante el enfriamiento, por lo que al volver a calentarse la muestra se producird en este caso
la disociacién endotérmica del pequefio exceso de dimeros que se haya formado. Por otra
parte, el modelo predice un efecto pequefio de la concentracién de muestra en la posicién y
el tamafio de la exoterma, de acuerdo con lo encontrado experimentalmente (ver Figura
5.4.10).

* k%

Como hemos visto hasta ahora, el modelo propuesto es capaz de explicar todos y cada
uno de los efectos encontrados en el estudio por DSC del desplegamiento térmico del
fragmento TLN-205-316. Por tanto puede afirmarse que este modelo describe de manera
completa el proceso y que los pardmetros obtenidos son, al menos, estimaciones bastante
acertadas de las diferentes funciones termodindmicas que representan. De esta forma hemos
obtenido la descripcion termodindmica detallada del proceso de disociacién-desplegamiento
del fragmento TLN-205-316, asi como una informacién muy valiosa sobre la cinética del
proceso de asociacion-disociacion.

Si comparamos el estudio aqui realizado con el fragmento TLN-205-316 con los
estudios publicados del fragmento TLN-206-316, también llamado FII, (con una metionina
menos) (ver Capitulo 2 de esta Memoria) existe una primera e importante diferencia: No se
ha descrito ninguna evidencia de dimerizacién en el caso del FII, al menos hasta una
concentraciéon de muestra de 1.8 mg/ml (Vita et al., 1989). Dado que la tinica diferencia
entre ambos fragmentos es la presencia de una metionina es el extremo C-terminal, no es
razonable que se produzca un cambio tan dréstico en sus comportamientos. Nosotros hemos
encontrado que, por debajo de 30 °C, en muestras sin calentar, el fragmento se encuentra
en un estado metastable con la poblacién de monémero bastante favorecida respecto a la de
equilibrio (80% aproximadamente), y que ademds esta poblacién parece depender del método
de preparacion de las muestras (al disolver en GuHC] 6M y dializar posteriormente se
obtienen poblaciones iniciales bastante diferentes, ver Tabla 5.4.1V). Por lo tanto, parece
muy probable que la diferencia de comportamiento entre TLN-205-316 y FII se deban mds
bien a diferencias en la preparacién de las muestras que a diferencias intrinsecas entre las dos
especies. Por otra parte, los valores de T,, y de AH encontrados para la transicién principal
correspondiente al desplegamiento térmico de TLN-205-316 (68-71°C y 278 kJ/mol

respectivamente) concuerdan bastante bien con los valores descritos para FII, determinados



RESULTADOS Y DISCUSION 226

por técnicas no calorimétricas (T4, =66°C y AH=272 kJ/mol) (Vita y Fontana, 1982).

Del modelo propuesto y de los pardmetros termodindmicos y cinéticos encontrados
se pueden extraer conclusiones importantes:

La primera es la confirmacién de que el fragmento TLN-205-316 aislado se pliega,
en disoluciéon a pH neutro, formando una estructura globular altamente estable con las
propiedades termodindmicas tipicas de una proteina globular pequefia. El monémero sufre
un desplegamiento térmico de dos estados, de acuerdo con la concepcién general que se tiene
de un dominio de una proteina como una estructura altamente cooperativa.

Una segunda conclusion es que el fragmento TLN-205-316 tiene tendencia a formar
dimeros en disolucién a las concentraciones de muestra utilizadas en este Trabajo. Esto
mismo ocurre con el fragmento TLN-255-316 como se ha expuesto anteriormente. Sin
embargo, para TLN-255-316 no disponemos de informacién termodindmica separada del
desplegamiento y la disociacién, ya que, a las concentraciones que pueden emplearse en
DSC, el estado monomérico de TLN-255-316 no estd significativamente poblado a lo largo
de un barrido.

En el caso del fragmento 205-316, se ha encontrado un valor para el incremento de
capacidad calorifica de disociacién, AC,,=-4.4 kJ/K.mol de dimero. Recientemente Privalov
y Makhatazde (1992) han reanalizado las contribuciones al incremento de capacidad calorifica
de desplegamiento de proteinas utilizando los datos de capacidad calorifica para la
transferencia de compuestos modelo en agua. Proponen que una gran parte del AC, de
desplegamiento (aproximadamente un 70%) se debe a la hidratacién de los grupos de la
proteina (polares y apolares) expuestos al agua. La contribucién de los grupos apolares al
AC, global es positiva, como ya se suponfa, mientras que la de los grupos polares tiene signo
negativo, siendo su valor menor, con lo que el balance entre ambas contribuciones es de
signo positivo, como se observa en general experimentalmente. De acuerdo con esto y
suponiendo que con la disociacién se incrementa l6gicamente la superficie total expuesta al
medio, el alto valor negativo del AC,, obtenido para la disociacién del fragmento
TLN-205-316 sugiere que la superficie que se expone al medio al disociarse serfa
principalmente de naturaleza polar. El incremento de capacidad calorifica especifica, Ac,y
= -0.18 J/K.g, es alrededor del 60% menor que la contribucién de los grupos polares al AC,
de desplegamiento calculado para varias proteinas globulares (Privalov y Makhatazde, 1992).
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Esto es de esperar puesto que el cambio de superficie expuesta al medio es mucho menor en
una disociacién que en un desplegamiento y ademds es 16gico pensar que la contribucién de
la exposicién de grupos hidrofébicos al medio disminuya el valor total de Ac,p, en términos
absolutos. El valor de AHy, a 50 °C es de 38 kJ/mol de dimero. El elevado AC,;, negativo
hace que, a una temperatura sélo 8.6 °C superior, AHj, pase a tomar valores negativos. Sin
embargo, a 25°C, AHD =148 kJ/mol, valor similar al encontrado para la interaccién entre
los dos fragmentos de la Ribonucleasa S: residuos 1-15 y 21-124 (AH,=168 kJ/mol)
(Varadarajan et al., 1992). La energia de Gibbs de estabilizacién debida a la formacién del

dimero se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:
AGL(T) = AHK(T) + AC,,(T-T) -

A[AHAT) + RTIKT) D‘n( 1)] (5.16)
Td g Td

donde T,=50°C. A 25°C, el incremento de energia de Gibbs de disociacién, AG,=29.7
kJ/mol de dimero, lo que supone que la dimerizacién conlleva una estabilizaciéon bastante
alta, similar a la anteriormente descrita para el fragmento 255-316 y cercana a la energia de
estabilizacién de plegamiento de las proteinas globulares a 25°C (20-80 kJ/mol). Puesto que
no hemos podido determinar el AC, de desplegamiento, por las razones anteriormente
expuestas, no nos es posible estimar la energia de Gibbs de estabilizacién por plegamiento
del fragmento TLN-205-316 a 25 °C.

Otra conclusién importante a deducir de estos resultados es que el equilibrio de
monomerizacién-dimerizacién es lento por debajo de S0°C. Se ha interpretado la cinética de
los procesos individuales de acuerdo con la Teoria de Estado de Transicién. Los pardmetros
de activacién para el proceso de dimerizacién que se han obtenido (AH,™ =292 kJ/(mol de
dimero); AC,,” = 1.0 kJ/K.(mol de dimero)) pueden dar alguna idea sobre la naturaleza del
estado transitorio. El alto valor de la entalpia de activacién (50% aproximadamente del AH
de desplegamiento) sugiere que el estado de transiciéon ha sufrido grandes cambios
conformacionales con respecto al monémero o al dimero y existe una barrera energética alta
para el proceso de asociacién-disociacion del fragmento, haciendo necesario al menos un
desplegamiento suficientemente extenso de la estructura del monémero. Esta conclusién nos

lleva a otra muy importante: las conformaciones del fragmento en el monémero y en el
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dimero deben ser muy probablemente claramente diferentes, ya que no tiene mucho sentido
que sea necesario un desplegamiento extenso de la estructura terciaria para producir una
asociacién/disociacién simple, sin cambios en la conformacién del monémero. Este cambio
conformacional, que podria ser simplemente un cambio en la organizacién de los elementos
de estructura secundaria (4 hélices o por monémero), seria inducido probablemente por el
establecimiento con la dimerizaciébn de interacciones intermonémero de naturaleza
preferentemente polar, como se ha discutido previamente.

El comportamiento de este dominio estructural de la termolisina en cuanto a su
asociacién/disociaciébn y su desplegamiento térmico podria representar una imagen
aproximada de cémo se produce el ensamblaje de las estructuras secundarias, subdominios
o dominios preformados en los intermediarios del plegamiento de las proteinas. Las
interacciones que se producen entre dominios adyacentes de una proteina podrian ser en
algunos casos preferentemente de naturaleza polar, frente a las interacciones
mayoritariamente hidrofébicas, generalmente admitidas como la principal fuerza impulsora
del plegamiento de cada dominio estructural. El establecimiento de estas interacciones
favorables interdominio podria ser uno de los principales conductores de los cambios
conformacionales necesarios en las estructuras de los intermedios durante el plegamiento, con
el fin de alcanzar la estructura nativa. En un trabajo muy reciente (Baker et al., 1992) se ha
descrito un ejemplo en el que la reaccion de plegamiento de una proteina (la proteasa a-litica)
estd bajo control cinético. El plegamiento in vitro de esta proteasa en su estructura nativa
desde condiciones desnaturalizantes s6lo es posible cinéticamente en presencia de un dominio
adicional aislado de 166 aminodcidos que estd presente en el precursor de su sintesis. En
ausencia de este fragmento, la proteina queda atrapada en un estado intermedio no nativo,
que presenta caracteristicas de "molten globule", estando separados este estado y el nativo
por una alta barrera energética (27 kcal/mol). La similitud de este sistema y el nuestro radica
en que el establecimiento de interacciones interdominio parece ser en ambos casos
responsable de la conduccidn del plegamiento hacia una conformacién nativa o no nativa de
la cadena polipeptidica. En ambos casos existe una barrera energética que separa diferentes
regiones del espacio conformacional de ambas proteinas. La existencia de altas barreras
energéticas como éstas pueden hacer lenta o incluso cinéticamente inviable la formacién de

estas interacciones y el plegamiento correcto. El proceso de plegamiento acabaria desvidndose
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hacia estados cinéticamente favorecidos, siendo el plegamiento incorrecto de su cadena una
de las causas de irreversibilidad en el desplegamiento térmico de proteinas (Klibanov y
Ahern, 1987; Volkin y Klibanov, 1989).

Por iltimo, hay que mencionar que existen hasta la fecha muy pocos estudios
mediante DSC de desplegamiento de proteinas con cambios del estado de asociacion, y ain
menos en que se pueda hacer una descripcion termodindmica completa y separada de ambos
procesos. También son contados los estudios por DSC de dominios individuales de proteinas
como fragmentos aislados de las mismas. Si tenemos en cuenta que ademds se ha encontrado
que las cinéticas de dimerizacién y monomerizacion del fragmento son lentas, y que también
se han podido describir adecuadamente, puede decirse que éste es un caso completamente
inédito en la Bibliografia y que supone una aportacién original al campo del estudio del

plegamiento-desplegamiento de proteinas y de los efectos e interacciones que los gobiernan.
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5.5 Estudio de la desnaturalizacién térmica de la "nicked"-termolisina.

En el Apartado anterior se ha mostrado un estudio mediante DSC del desplegamiento
térmico de dos fragmentos del extremo carboxilo terminal de la termolisina. Es posible aislar
otros fragmentos en disolucién correspondientes al extremo C-terminal cuyo estudio no ha
sido abordado en esta Memoria (ver Apartado 2.2.2 de Antecedentes Bibliogrificos). Sin
embargo, de los fragmentos que contienen parte del 16bulo N-terminal de la TLN (ver Figura
2.4) sélo el fragmento TLN-121-205, que exhibe una estructura de hélices « inducida por
Ca’*, ha podido aislarse en disolucién presentando una estructura similar a la que tiene en
la TLN nativa (Vita et al., 1979) (Este fragmento contiene todos los restos implicados en la
unién del Zn?* y de 3 de los 4 Ca?*). En cambio, el fragmento TLN-1-120, que se obtiene
de la reacciéon de TLN con bromuro de cianégeno, no presenta orden conformacional en
disolucién. El fragmento TLN-1-196 contiene todo el 16bulo N-terminal de la TLN y forma
parte, junto con TLN-197-204 y TLN-205-316 estudiado en esta Memoria, de la
"nicked"-TLN (N-TLN) que se obtiene mediante autolisis controlada en presencia de EDTA.
Pero el fragmento TLN-1-196, aislado por los métodos descritos, tiene una fuerte tendencia
a precipitar haciéndose insoluble, lo que, hasta ahora, ha impedido su estudio por separado.

Como se describié en el Capitulo 2, la N-TLN es un complejo de estos tres
fragmentos que mantiene una conformacién muy parecida a la de la TLN, habiendo perdido
su actividad enzimdtica frente a los sustratos usuales de ensayo (Fassina et al., 1986). En esta
Memoria se presentan una serie de experimentos preliminares de la N-TLN mediante DSC.
Se persigue con este primer estudio el asentamiento de ciertas bases experimentales para un
estudio posterior mds amplio y ambicioso de este sistema con el fin de intentar extraer
informacion sobre el desplegamiento térmico del dominio N-terminal de la TLN y sobre las
interacciones que hay establecidas entre los fragmentos que forman esta N-TLN. Asimismo,
como veremos mds adelante, se podrian aclarar algunas incégnitas sobre los factores que
motivan la elevada estabilidad de la TLN.

Como se describe en el Apartado 3.2.5, en la preparacién de la N-TLN no nos ha
sido posible reproducir el método descrito en la Bibliografia para la separacién mediante

cromatografia de afinidad de las trazas de TLN no reaccionada. Estas trazas de TLN pueden
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interferir en el estudio calorimétrico debido a su actividad enzimdtica, puesto que podrian
degradar proteoliticamente los fragmentos constituyentes de la N-TLN que se despliegan
térmicamente durante el barrido de temperatura, impidiendo su posible replegamiento
posterior. Ademds, afiadirfa un proceso irreversible tras el desplegamiento que podria alterar
los datos calorimétricos y enmascarar informacién sobre los procesos que se pretenden
estudiar. Por este motivo, en muchos de los experimentos que se presentan se han anadido
los inhibidores habituales de la TLN (1,10-fenantrolina y phosphoramidon). Todos los
experimentos se realizaron a una velocidad de barrido de 2 K/min.

Los primeros experimentos de DSC se realizaron en tampén HEPES 10 mM, NaCl
0.1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.5, en ausencia de inhibidores, afiadiendo un exceso de Zn?>* de
5 uM y 100 uM en experimentos distintos. La preparacién de las muestras de N-TLN se
describi6 en el Apartado 3.2.5 de Materiales y Métodos. Un andlisis mediante SDS-PAGE
de las muestras previamente a su introduccion en el calorimetro (ver Figura 5.5.1(A)) mostr6
que la reaccién de autolisis controlada en presencia de 35 mM de EDTA transcurre casi
completamente en las condiciones normalmente utilizadas (Tris/HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M,
CaCl, 10 mM, pH 7.2 y concentracién de TLN > 2 mg/ml), no quedando mds que trazas
de TLN nativa. Sin embargo, al cambiar el tampén de la muestra por el utilizado en los
experimentos de DSC (mediante una columna de Sephadex G25) la banda correspondiente
al fragmento 1-196 disminuye mucho de intensidad, apareciendo una banda de = 15 kDa de
peso molecular. Esto indica que el cambio de medio induce posterior degradacién de la
N-TLN a nivel del fragmento TLN-1-196. Fontana et al. (1986) describen que a
concentraciones de EDTA mds bajas (1 mM) se favorece la autolisis en otros puntos de la
cadena generando un complejo que comprende los fragmentos TLN-1-129, TLN-130-187 y
TLN-205-316. Esto sugiere que con el cambio de tampén se genera el fragmento TLN-1-129
que corresponde a la banda de =15 kDa y el TLN-130-187, no detectable por SDS-PAGE
en las condiciones utilizadas, junto con el 205-316 cuya banda electroforética no varia de
intensidad.

Dado que estd descrito que esta especie "nicked" con cortes adicionales generada
subsiste también en disolucién como un complejo no disociado (Fontana et al., 1986), se han
realizado los experimentos de DSC, que se muestran en la Figura 5.1.1(B). Pueden

apreciarse dos transiciones claramente separadas, la primera mucho mayor que la segunda,
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FIGURA 5.5.1(A): Andlisis por SDS-PAGE de las siguientes muestras: (1) TLN antes de
la autolisis. (2) N-TLN después de la reaccion de autolisis en Tris/HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M,
CaCl, 10 mM, EDTA 35 mM, pH 7.2. (3) N-TLN tras el cambio de tampén por HEPES 10

mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, ZnCl, 100 uM, pH 7.5. Junto a las bandas de indican los
pesos moleculares aproximados.

que son completamente irreversibles en un segundo calentamiento. Los valores de T, y
entalpias aproximadas por mol de TLN se muestran en la Tabla 5.5.1.

En un principio se puede decir que la primera transicién muestra un incremento de
su T, con el aumento de la concentracién de Zn?>* puesta en exceso en el medio, efecto
contrario al encontrado para la TLN nativa (ver Apartado 5.3). Esta estabilizacién por el
Zn**, junto con el valor de entalpia encontrado para esta transicién, sugiere que ésta
corresponde a la disociacién del complejo de fragmentos junto al desplegamiento y
desnaturalizacién irreversible de la mayor parte de ellos. El efecto del Zn?>* encontrado indica
que la esta "nicked"-TLN es capaz de unir Zn?*, muy probablemente en el sitio activo,
contribuyendo a la estabilidad del complejo de fragmentos.

En cuanto a la transicién que se aprecia a alta temperatura, tiene un drea en torno al
15-20% del érea de la transicién mayor. Presenta también una estabilizacién por el Zn?*, y

en un principio podria corresponder a la N-TLN menos degradada (la formada por
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FIGURA 5.5.1(B): Perfiles de capacidad calorifica, C,(T), para la desnaturalizacién térmica
de muestras de N-TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.5, obtenidos
a una velocidad de barrido de 2 K/min. (1) y (2) ZnCl, 100 uM; (3) ZnCl, 5 uM. El
segmento indica la magnitud del eje de ordenadas en kJK'mol™.
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Tabla 5.5.1
Pardmetros de las transiciones obtenidas en los experimentos de DSC con muestras de "nicked"-TLN
en HEPES 10 mM, CaCl, 10 mM, pH 7.5 bajo las diversas condiciones experimentales indicadas y
a una velocidad de barrido de 2 K/min.

Condiciones [Zn?*] G Ta(1) Ta(2) AH(1) AH(2)

Experimentales PM mg/ml °C *C kJ/mol kJ/mol
100 0.8 60.6 83.0 747 179

NaCl 0.1 M 100 0.9 61.2 823 664 114
5 0.6 52.8 79.8 661 258

NaCl 0.1 M 100(*) 0.8 63.5 93.0 879 243

phosphoramidon 100(**) 0.5 66.0 93.3 988 199

5x10* M 100(**) 1.0 66.1 93.4 1000 267

NaCl 0.1 M

1,10-fenantrolina 0.8 545 723 878(total)

5SmM

NaCl 0.5 M 100 1.1 60.6 80.7 631 148

NaCl 0.5 M 1.4 56.1 68.5 586(total)

EDTA 35 mM 2.6 56.2 68.7 686(total)

NaCl 0.5 M

EDTA 35 mM 1.0 524 69.2 -

1,10-fenantrolina

5 mM

(*) phosphoramidon afiadido después del cambio del tampdn de autolisis.
(**) phosphoramidon afiadido antes del cambio del tampdn de autolisis.

TLN-1-196, TLN-197-204 y TLN-205-316), presentando una elevada termoestabilidad
(T,=83°C con 100uM Zn?*).

Cuando a una muestra de N-TLN de las mismas caracteristicas (con el corte adicional
en 129-130) se le afiade phosphoramidon 5x10°M, se obtienen de nuevo dos transiciones pero

con las T, incrementadas (ver Figura 5.5.2(B)-1 y Tabla 5.5.1), indicando que las especies
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responsables de ambas transiciones son capaces de unir el inhibidor. Dado que este inhibidor
se une en el sitio activo de una forma similar a los dipéptidos (sustratos de la TLN), el sitio
activo en las especies "nicked" debe permanecer conformado al menos parcialmente, aunque

estd descrito que la N-TLN es inactiva (Fassina et al., 1986).
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FIGURA 5.5.2(A): Andlisis por SDS-PAGE de las siguientes muestras: (1) TLN antes de
la autolisis. (2) N-TLN después de la reaccion de autolisis en Tris/HC1 0.1 M, NaCl 0.1 M,
CaCl, 10 mM, EDTA 35 mM, pH 7.2. (3) N-TLN tras el cambio de tampén por HEPES 10
mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, ZnCl, 100 xM, pH 7.5, sin phosphoramidon (4) N-TLN
tras el cambio al mismo tamp6n en presencia de phosphoramidon 5x10* M. Junto a las
bandas de indican los pesos moleculares aproximados.

Cuando el cambio del tampdn de obtencién de la N-TLN por el de experimentacién
se realiza en presencia de phosphoramidon 5x10°M, la degradacién adicional de la N-TLN
se minimiza (ver Figura 5.5.2(A)). Los termogramas de DSC obtenidos con estas muestras
(en presencia de phosphoramidon) (Figura 5.5.2(B)-2 y -3)) contienen de nuevo dos
transiciones irreversibles. La primera tiene una T,, y un AH ligeramente superiores a los que
se habian obtenido anteriormente (ver Tabla 5.5.I). La segunda tiene pardmetros muy
parecidos a los del termograma mostrado en la Figura 5.5.2(B)-1. Dado que la proporcién

entre la N-TLN y la especie "nicked" con cortes adicionales ha variado en los andlisis
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FIGURA 5.5.2(B): Perfiles de capacidad calorifica, C,(T), para la desnaturalizacién térmica
de muestras de N-TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, pH 7.5, obtenidos
a una velocidad de barrido de 2 K/min. (1) afiadiendo phosphoramidon 5x10* M a una
muestra a la que se ha cambiado el tampén en ausencia del inhibidor; (2) muestra a la que
se ha cambiado el tampén en presencia de phosphoramidon 5x10% M; (3) igual que (2) pero
parando el calentamiento tras la primera transicién; (4) segundo calentamiento después de
(3). El segmento indica la magnitud del eje de ordenadas en kJK'mol™.
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FIGURA 5.5.3(B): Perfiles de capacidad calorifica, C,(T), para la desnaturalizacién térmica
de muestras de N-TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.1 M, CaCl, 10 mM, 1,10-fenantrolina
5 mM, pH 7.5, obtenidos a una velocidad de barrido de 2 K/min. (1) a una concentracién
de muestra de 0.25 mg/ml; (2) a una concentracién de muestra de 0.8 mg/ml. El segmento
indica la magnitud del eje de ordenadas en kJK'mol™.

éste no se produce una degradaciéon posterior de la N-TLN, que presenta el patrén de
fragmentacién descrito en la Bibliografia (ver Figura 5.5.3(A)). El termograma de DSC
obtenido con esta muestra se expone en la Figura 5.5.3(B). Contiene principalmente las dos
transiciones descritas anteriormente (aunque hay un pequefio hombro a =65°C) pero con
valores de T,, bastante inferiores, indicando que la ausencia de Zn?* desestabiliza bastante

los complejos, como es de esperar del efecto de la unién de un ligando al estado nativo de
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la proteina.

Cuando la muestra de N-TLN se pasé a un tampén de mayor fuerza iénica (HEPES
10 mM, CaCl, 10 mM, 0.5 M NaCl, ZnCl, 100uM, pH 7.5), mostré muy poca degradacién
del fragmento 1-196 a pesar de la ausencia de inhibidores, como se aprecia en la Figura
5.5.3(A). El termograma de DSC correspondiente (Figura 5.5.4) contiene de nuevo las dos
transiciones, que tienen pardmetros muy parecidos a los obtenidos con las primeras muestras
estudiadas sin inhibidores (con 0.1M NaCl). Sélo la transicién superior sufre una pequeiia

disminucién en su T,, al aumentar la fuerza iénica.
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FIGURA 5.5.4: Perfiles de capacidad calorifica, C,(T), para la desnaturalizacién térmica de
muestras de N-TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.5 M, CaCl, 10 mM, ZnCl, 100 uM, pH
7.5, obtenidos a una velocidad de barrido de 2 K/min. El segmento indica la magnitud del
eje de ordenadas en kJK'mol™.

En ultima instancia se realiz6 la autolisis de 1a TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.5 M,
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FIGURA 5.5.5: Perfiles de capacidad calorifica, C,(T), para la desnaturalizacién térmica de
muestras de N-TLN en HEPES 10 mM, NaCl 0.5 M, CaCl, 10 mM, EDTA 35 mM, pH
7.5, obtenidos a una velocidad de barrido de 2 K/min. (1) a una concentracién de muestra
de 1.4 mg/ml; (2) segundo barrido de (1); (3) a una concentracién de muestra de 2.6 mg/ml;
(4) segundo barrido de (3). El segmento indica la magnitud del eje de ordenadas en
KK 'mol.

CaCl, 10 mM, EDTA 35 mM, pH 7.5, utilizando directamente las muestras sin cambiar el
tampén, para los experimentos de DSC. El patrén de fragmentacién obtenido en este nuevo
medio de autolisis es también el tipico de la N-TLN. La Figura 5.5.5 muestra los
termogramas de DSC obtenidos a dos concentraciones de proteina diferentes. En la Tabla

5.5.1 se exponen los pardmetros de las transiciones. La transicién mayor en estas condiciones
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baja su T, (por la presencia del EDTA), mientras que aparece la transicion menor a
=~68.5°C y parcialmente reversible (sobre todo a menor concentracién). Este es el unico
caso en que se ha observado reversibilidad de alguna de las transiciones encontradas. Esta
reversibilidad sugiere que esta transiciéon no se debe a un complejo de fragmentos sino al
desplegamiento térmico de equilibrio de uno de los fragmentos constituyentes, previamente
disociado en la primera transicion. Puesto que se observé agregacién fuerte de las muestras
tras el barrido, éste parece ser el proceso responsable de la parcial irreversibilidad de esta
segunda transicién, mds acentuada a mayor concentracion de muestra, como es légico. La
T, de la transicién reversible sugiere que el fragmento responsable es el TLN-205-316 (ver
Apartado 5.4.2), que por otra parte tiene mucha mayor tendencia a replegarse que el
TLN-1-196.

La no presencia de otra trahsicién a alta temperatura debida a una especie menos
fragmentada podria deberse al diferente medio de obtencién de la N-TLN (en HEPES 10 mM
y 0.5 M NaCl), aunque una posibilidad diferente y que constituiria una linea interesante a
investigar seria el hecho de que la presencia del EDTA disminuya mucho la concentracién
de Ca’* libre del medio. Dado que el Ca’* estabilizaria en mucha mayor medida a una
N-TLN con un sélo corte (probablemente en el enlace 204-205) que a la N-TLN con dos
cortes ya que se mantendrfa el sitio 4 del Ca’* menos alterado (en la uni6n del Ca(4) estdn
implicados Tyr193, Thr194, 1le197 y Asp200; Matthews et al., 1974). La disminucién
dréstica del Ca®* libre en el medio por efecto del EDTA harfa que la estabilizacién adicional
que aporta la uni6én del Ca’>* al sitio 4 desapareciera, haciéndose muy similares en estas
condiciones las estabilidades de las dos especies (con 1 6 2 cortes). Este razonamiento
implica que una gran parte de la elevada estabilidad térmica de 1a TLN residiria precisamente
en el sitio 4 de unién del Ca?*. Recientemente Toma et al. (1991) han modificado mediante
mutagénesis dirigida la cadena polipeptidica de la proteasa neutra de Bacillus subtilis,
cambiando el giro 188-194 de la forma nativa por el giro con forma de ! de 10 restos
(regién 192-201) de la TLN, que forma el sitio 4 de unién del Ca’*. La proteasa neutra
mutante une un Ca?* en el nuevo giro y muestra una estabilidad térmica muy incrementada
y fuertemente dependiente de la concentracién de Ca?* del medio.

En la Tabla 5.5.1 se muestran también los valores de T, de las dos transiciones

correspondientes al experimento de DSC realizado con una muestra en presencia de EDTA
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35 mM y 1,10-fenantrolina 5 mM (en ausencia de Zn** y a [Ca’**] muy baja). Se puede
apreciar de estos valores que la disminucién drdstica de la concentracién de Ca?* no supone
apenas una desestabilizacién para la transicién mayor respecto a lo encontrado en las mismas
condiciones, pero en presencia de 10 mM Ca?*, lo que estd en buen acuerdo con la hipétesis
de que esta transicién corresponde a la desnaturalizacién de especies "nicked" con 2 6 mas
cortes (sitio 4 alterado). La segunda transicién debe corresponder al fragmento TLN-205-316,
ya que no presenta efecto de la concentracién de Ca** libre, como se corresponde con la
ausencia de sitios de uni6n del Ca’* de este fragmento.

Aunque se ha propuesto para el sitio 4 de uni6n de Ca’* un papel principal de
protector frente a la autolisis a baja temperatura a través de la rigidificacién de la cadena
polipeptidica (Weaver et al., 1976; Fassina et al., 1986; Fontana et al., 1986), parece ser que
también juega un papel de estabilizador frente a la desnaturalizacién térmica a alta
temperatura. En el Apartado 5.3 referente al estudio de la TLN nativa se propuso la
existencia de dos mecanismos paralelos de desnaturalizacion: autolisis del estado nativo y
desplegamiento seguido de autolisis de la cadena desplegada. El Ca(4) podria intervenir como
estabilizante frente a ambos mecanismos: protegiendo el giro 185-210 frente a la autolisis y
estabilizando el estado plegado de la proteina por efecto de accién de masas en el equilibrio
de desplegamiento previo a la autolisis a alta temperatura.

En definitiva, a pesar de que los patrones de fragmentacién que hemos obtenido en
la preparacion de la N-TLN son idénticos a los descritos en la Bibliografia (Fassina et al.,
1986; Fontana et al., 1986), parece ser que las muestras obtenidas mediante el método
utilizado pueden estar constituidas por mezcla de especies "nicked" con 1 6 2 cortes (0 mds
de dos en ausencia de inhibidores). Todas estas especies se mantienen en disolucién como
un complejo de los fragmentos constituyentes a juzgar por el tinico pico obtenido en la misma
posicién que la TLN nativa, mediante cromatografia de exclusiéon molecular en una columna
de Sephacryl S-100HR.

Se propone aqui que la transicién mayor que se obtiene entre 52 y 66 °C es debida
a la disociacion y desnaturalizacion irreversible de las especies "nicked" con 2 6 mds cortes
en la cadena, que han perdido total o parcialmente el efecto estabilizador del Ca(4). En
cambio, la transicion obtenida a alta temperatura, corresponderia a una especie "nicked" con

un solo corte (probablemente en el enlace 204-205) cuya estabilidad térmica se asemeja
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mucho a la de 1a TLN nativa. Todas las especies "nicked" muestran, al contrario que la TLN
nativa, un efecto estabilizante del Zn?>* y son capaces de unir phosphoramidon, por lo que
deben mantener el sitio activo, al menos, parcialmente conformado. Sorprendente es el papel
estabilizante del Zn?* sobre las especies "nicked", después de conocer lo descrito en la
Bibliografia y lo encontrado en esta Memoria para la TLN nativa. Esto corrobora lo
mencionado en el Apartado 5.3.4 acerca de que la unién del Zn?* al estado nativo de la TLN
s6lo puede dar como resultado una estabilizacién de la proteina. Otro resultado distinto
solamente es explicable en términos de velocidades de los procesos de desnaturalizacién
térmica que puedan estar implicados, como ya se discutié en el Apartado 5.3.

Hay que decir que este es un estudio preliminar del sistema que aporta una valiosa
informacién de partida para estudios posteriores mds completos. Como aspectos realmente
interesantes sobre los que incidir proponemos la identificacién y separacién de las especies
"nicked" con 1y 2 cortes y la investigacién del efecto estabilizante del Ca>* sobre cada una
de ellas con el fin de aclarar atin mds el papel del sitio 4 de unién de Ca®* en la estabilidad
de la TLN. También podria ser interesante incidir en la investigacion, una vez puesta a punto
la obtenciéon de especies "nicked" homogéneas, de los perfiles de DSC bajo diversas
condiciones experimentales, investigando cémo se afectan las interacciones entre los
fragmentos constituyentes con variables como el pH, fuerza iénica, agentes desnaturalizantes,

iones esenciales y otros ligandos, etc.
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5.6 Resumen.

En los resultados expuestos en los Apartados anteriores de este Capitulo se distinguen
dos tipos de comportamiento de las especies investigadas en cuanto a su desnaturalizacién
térmica:

1. Desplegamiento reversible que se ha encontrado para los tres fragmentos de
proteinas investigados en esta Memoria: El dominio globular de activacién de la
procarboxipeptidasa B (DAB) y los fragmentos de termolisina TLN-205-316 y TLN-255-316.

2. Desnaturalizacién irreversible que sufren la procarboxipeptidasa B (PCPB), la
carboxipeptidasa B (CPB), la termolisina (TLN) y la termolisina "nicked" (N-TLN).

La primera situacion es de todo punto la mds favorable dado que es posible, mediante
el andlisis de los datos de DSC, la descripcién termodindmica completa de los procesos
involucrados en el desplegamiento térmico de estas especies. Para ello es condicién
indispensable, como ya se discutié en Apartados anteriores, que los sistemas se encuentren
en equilibrio durante la transicion, algo que se ha cumplido en nuestros resultados, dada la
inexistencia de efecto de la velocidad de barrido en las transiciones de DSC obtenidas.

De esta forma, se ha caracterizado la influencia de las condiciones experimentales (pH
y fuerza idnica) en la estabilidad y el desplegamiento térmico del DAB (Apartado 5.1),
encontrdandose que esta pequena cadena polipeptidica de 81 aminodcidos se comporta como
un unico dominio estructural altamente cooperativo a fuerza iénica media y alta, tal y como
era de esperar dado su pequefio tamafio. No ocurre asi a baja fuerza i6nica (1 mM de
concentracion de tampén), tanto a pH 7.5 como a pH 9.0, en que ha sido detectada la
presencia de un estado intermedio significativamente poblado en el equilibrio de
desplegamiento. Dado que el DAB tiene gran cantidad de restos dcidos (su punto isoeléctrico
es 4,3; Burgos, 1989), esto podria deberse probablemente a la repulsién electrostitica entre
la gran cantidad de cargas negativas existentes principalmente en las hélices a del DAB a
esos valores de pH (Vendrell et al., 1991). Esta alta densidad de restos 4cidos en el DAB
parece tener una clara influencia en su estabilidad térmica, puesto que a pH alto y baja fuerza
iénica su estabilidad es menor, como se corresponde con las mayores fuerzas repulsivas que

se darian en estas condiciones. En cambio, la mayor estabilidad se da a pH 3.0, por debajo



RESULTADOS Y DISCUSION 245

y cerca del punto isoeléctrico, donde la repulsion entre cargas debe ser menor.

El desplegamiento térmico de los fragmentos de TLN, TLN-205-316 y TLN-255-316,
ha mostrado unas caracteristicas bastante peculiares, que se han descrito en el Apartado 5.4.
A pH 7.5, ambos fragmentos presentan una dependencia de las transiciones de DSC con la
concentracion de proteina, lo que se ha interpretado con éxito en términos de la existencia
de una disociacién de estados diméricos de los fragmentos previa o simultineamente al
desplegamiento. Es decir, ambos fragmentos no sélo muestran una completa cooperatividad
en sus estructuras sino que ademds muestran cooperatividad intermolecular, mds acusada en
el fragmento TLN-255-316 que es mucho mds pequeiio. Esta tendencia a asociarse formando
dimeros en el estado nativo estabilizdndose podria tener importancia en el establecimiento de
interacciones interdominio o entre subdominios en la estructura nativa de la TLN.

Por otra parte, ambos fragmentos han exhibido, al igual que el DAB, una importante
termoestabilidad, aunque mucho menor que la TLN, proteina de la que proceden. Los
pardmetros termodindmicos del desplegamiento térmico de ambos fragmentos de TLN, en
términos especificos, son similares entre si y a los del DAB, enmarcédndose muy bien los de
todos ellos en los valores descritos para pequefias proteinas globulares compactas (Privalov,
1979). Hay que hacer notar que estos tres fragmentos tienen una elevada cantidad de
estructura secundaria organizada en motivos estructurales comunes (ver Capitulo 2), que
permiten un buen empaquetamiento interno y una elevada cantidad de puentes de hidrégeno

y contactos hidrofébicos.

Anteriormente se ha mencionado que es necesario que en todo momento se encuentre
establecido el equilibrio entre los estados de la proteina presentes durante el barrido de DSC,
para poder realizar el andlisis termodindmico de los datos obtenidos. Como ya se ha expuesto
en el Apartado 5.4, el fragmento TLN-205-316 tiene un comportamiento un tanto especial
en este sentido, dado que presenta una disociacién de su estado dimérico, previa a su
desplegamiento, cuyo equilibrio es lento a baja temperatura (por debajo de =50°C). Para
el andlisis de los datos de DSC obtenidos con este fragmento, apoyados por experimentos de
Cromatografia de Exclusién Molecular, ha sido necesaria la utilizacién de un modelo mixto
(cinético y termodindmico; ver Apartado 5.4). Este modelo nos ha permitido, adem4s de la

descripcién termodindmica del proceso de disociacién y desplegamiento, la obtencién de los
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pardametros de activacién que controlan las cinéticas de dimerizacién/monomerizacién a
temperaturas por debajo de 50°C. La obtencién de estos pardmetros de activacién es de gran
relevancia ya que, dada su magnitud (el AH™ para la dimerizacién es de 292 kJ/(mol de
dimero)), indican la existencia de una alta barrera energética entre el estado monomérico y
el dimérico del fragmento TLN-205-316. Esto sugiere que ambos estados muy probablemente
podrian poseer conformaciones claramente diferentes, puesto que el estado transitorio debe
corresponder a una conformacién extensamente desplegada. La existencia de estas barreras
energéticas entre diferentes plegamientos estables de una cadena polipeptidica ha sido descrita
recientemente en la literatura (Baker et al., 1992) y supone una evidencia adicional de que
el plegamiento correcto de las proteinas en su estado nativo puede requerir del
establecimiento de interacciones estabilizantes que lo conduzcan adecuadamente hacia el
estado nativo. Es bien sabido que ﬁna de las principales causas de irreversibilidad en la
desnaturalizacién térmica de las proteinas es el replegamiento incorrecto de la cadena, debido

probablemente a que estados mal plegados estdn favorecidos cinéticamente frente al nativo.

Por otra parte, los resultados obtenidos con las proteinas propiamente dichas de este
Trabajo, es decir, pro- y carboxipeptidasa B (PCPB y CPB), termolisina (TLN) y
"nicked"-termolisina (N-TLN), han sido completamente diferentes: La irreversibilidad de la
desnaturalizacién térmica en todas las condiciones experimentales investigadas ha sido un
patrén de comportamiento comun a todas ellas.

En el Apartado 5.1 se ha descrito que la desnaturalizacién térmica seguida por DSC
de la PCPB y la CPB a pH 7.5 y pH 9.0, a diferentes valores de fuerza i6nica, es
calorimétricamente irreversible y las transiciones de DSC han resultado fuertemente
dependientes de la velocidad de barrido. El modelo cinético de dos estados (Sdnchez-Ruiz
et al., 1988a) explica cuantitativamente estas transiciones de DSC, excepto para el caso de
la CPB a pH 9.0 cuya desviacién del modelo puede racionalizarse, como se discute en el
Apartado 5.2, en términos del efecto de la concentracién de Zn?* sobre las transiciones.
Mediante la aplicacién del modelo se obtienen los pardmetros de activacién que controlan la
cinética aparente de primer orden del proceso, siendo estos pardmetros comparables a los
descritos para otras proteinas. En general esta situacién es similar a la encontrada para el

sistema homélogo de la procarboxipeptidasa A y la carboxipeptidasa A (Sdnchez-Ruiz et al.,
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1988b). Estos resultados muestran que la absorcion de calor debida a la desnaturalizacién
térmica de ambas proteinas estd completamente determinada por la velocidad de formacién
del estado final (desnaturalizado irreversiblemente). Esto impide cualquier tipo de andlisis
termodindmico del proceso térmico de forma que no puede obtenerse ningiin pardmetro
termodindmico (excepto el incremento de entalpia de desnaturalizacién) sobre el proceso de
desnaturalizacién térmica de estas proteinas.

Se ha descrito en el Apartado 5.2 que el efecto de la concentracién de Zn?* sobre las
transiciones de DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica de la CPB en pirofosfato
20 mM, pH 9.0, se comporta aparentemente conforme a lo predicho por la ecuacién de van't
Hoff, lo que podria suponer una evidencia en apoyo de la aplicacién de la termodindmica de
equilibrio al andlisis de los datos de DSC (Manly et al., 1985; Edge et al., 1985; Hu y
Sturtevant, 1987; Sturtevant, 1987). Sin embargo, se ha estudiado el efecto de la velocidad
de barrido en las transiciones de DSC, junto con experimentos de cinéticas de inactivacién
térmica. Las transiciones de DSC siguen cuantitativamente el modelo cinético de dos estados
(Sanchez-Ruiz et al., 1988a), siendo las cinéticas de inactivacién térmica a temperatura
constante de primer orden. Por lo tanto, el proceso de desnaturalizacién térmica de la CPB
a pH 9.0, en pirofosfato 20 mM, estd completamente controlado por la cinética aparente de
primer orden de formacién del estado irreversiblemente desnaturalizado de la proteina. El
efecto del Zn** ha sido interpretado cuantitativamente mediante un modelo cinético que
incluye una etapa previa de equilibrio de disociacién del Zn?*, pero en el que los estados
implicados en el proceso de desnaturalizacién que estdn significativamente poblados no se
encuentran en ninglin momento en equilibrio. Este es el modelo mds sencillo que permite
explicar el efecto del Zn?* sobre la desnaturalizacién térmica irreversible de la CPB.

El estudio por DSC de la desnaturalizacién térmica irreversible de la TLN, que se
describe en el Apartado 5.3, muestra el efecto de una variedad de condiciones experimentales
y efectores (pH, concentracién de muestra, inhibidores, iones esenciales) en su estabilidad
térmica. En todas las condiciones experimentales investigadas la desnaturalizacién térmica
de la TLN result6 ser irreversible y cinéticamente controlada, ajustdndose los datos de DSC
al modelo cinético de dos estados, como ya se habia descrito anteriormente (Fujita et al.,
1979; Sanchez-Ruiz et al., 1988a). Como se describe en el Apartado 5.3, los efectos de las

condiciones investigadas sobre la estabilidad térmica de la TLN inicamente pueden
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racionalizarse en base a que tienen una influencia puramente cinética en la estabilidad de la

TLN, ya que actian modificando la velocidad de termoinactivacién irreversible.

Independientemente de los modelos cinéticos que se utilicen para explicarlos, los
resultados del Apartado 5.1 obtenidos con la CPB y la PCPB a pH 7.5 y pH 9.0, en ausencia
de un exceso de Zn**, el efecto del Zn®* en las transiciones de DSC de la CPB a pH 9.0,
descrito en el Apartado 5.2, y la influencia de algunas condiciones experimentales y efectores
en la estabilidad térmica de la TLN (Apartado 5.3), implican una serie de conclusiones muy
importantes en el dmbito del andlisis de datos de DSC encaminado a la caracterizacién de la
estabilidad térmica de la proteinas:

-Contrariamente a la opinién de algunos autores (Manly et al., 1985; Edge et al.,
1985; Hu y Sturtevant, 1987; Sturtevant, 1987), el hecho de que un efecto de ligandos en
los valores de T, de transiciones de DSC correspondientes a la desnaturalizacién térmica
irreversible de una proteina, tal como el obtenido con el Zn’* en la CPB a pH 9.0, siga
aparentemente los dictados de la Ecuacién de van't Hoff no constituye evidencia alguna en
apoyo de la aplicacién de la Termodindmica de equilibrio al andlisis de los datos de DSC.
En cambio, el efecto de ligandos puede explicarse correctamente mediante la utilizacién de
modelos cinéticos que incluyan la disociacién del ligando como una etapa de equilibrio
previa.

-Independientemente del modelo cinético utilizado para el anélisis de los resultados,
los efectos de ligandos, condiciones experimentales u otros efectores en la desnaturalizacién
térmica de no equilibrio de las protefnas estd motivado por el hecho de que motivan cambios
en la velocidad de la desnaturalizacién irreversible de la proteina.

-Los procesos de desnaturalizacién térmica de no equilibrio, que ocurren muy a
menudo para una gran cantidad de proteinas, no permiten, como ya hemos visto, un andlisis
termodindmico directo. Es posible, sin embargo, un abordaje desde un punto de vista cinético
que permita la caracterizacion de la estabilidad de proteinas que desnaturalizan
irreversiblemente, en términos de velocidades de los procesos cinéticos de termoinactivacién.
Esta estabilidad "cinética" puede tener en muchos casos una importancia fundamental en los
intentos cada vez mds frecuentes de incrementar la estabilidad térmica de proteinas mediante

mutagénesis dirigida o modificacién quimica.
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La mayoria de los pardmetros cinéticos obtenidos a lo largo de este Trabajo vienen
dados en términos de la Ecuacién de Arrhenius, es decir, como energias de activacion y
factores de frecuencia, excepto en el caso de las cinéticas de dimerizacién/monomerizacién
del fragmento TLN-205-316. Sin embargo, a la hora de realizar un andlisis comparativo de
los datos cinéticos es conveniente basarse en la formulacién termodindmica de la teoria de
velocidades absolutas o del estado de transicién. A partir de los pardmetros de Arrhenius es
posible calcular los valores de los pardmetros de activacién, AG*, AH” y AS™, mediante las

ecuaciones:
-AG”
f o bl
h
AH® = E - RT
AS® = AH"-AG"
T

donde k es la constante de velocidad de la reaccién y kg y h son las constantes de Boltzmann
y Planck respectivamente. La primera de las ecuaciones predice una dependencia de la
constante de velocidad con la temperatura, pricticamente idéntica a la de la Ecuacién de
Arrhenius, al menos dentro de un intervalo de temperatura no demasiado amplio. En la Tabla
5.6.1 se sumarizan los pardmetros cinéticos obtenidos para los sistemas estudiados en esta
Memoria, junto con los descritos en la Bibliografia para otras proteinas a partir de estudios
similares de DSC (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a y 1988b; Guzmdn-Casado et al., 1990;
Galisteo, 1990). En la Tabla también Se incluyen los pardmetros de activacién de la cinética
del proceso de dimerizacién del fragmento TLN-205-316.

De los valores de los pardmetros de activacién de la Tabla se puede apreciar algo
importante: Existe una clara compensacién entre los términos entélpicos y entrépicos en la
energia de Gibbs de activacion. AH* y TAS™ son relativamente grandes en comparaci6n con
AG~, existiendo ademds compensacién entre las variaciones de AH* y TAS™, que lo hacen
en un intervalo de cientos de kJ/mol, mientras que los valores de AG™ varian muy poco
(entre 80 y 91.5 kJ/mol) entre sistemas tan diferentes como son los mostrados en la Tabla
(dnicamente la dimerizacién de TLN-205-316 presenta un AG™ algo menor de 73.7 kJ/mol).

La existencia de esta compensacion entdlpico-entrdpica se puede apreciar mejor en la Figura
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Tabla 5.6.1
Pardmetros cinéticos obtenidos para los procesos de desnaturalizacién térmica irreversible de varias
protefnas. Los valores se han asignado a la temperatura, T", a la que la constante cinética es igual a
1 min”. Se incluyen también los valores obtenidos para la cinética de dimerizacién del fragmento
TLN-205-316.

Protefna y T E AG™ - AS” AH
condiciones (K) kJ/mol kJ/mol J/K.mol kJ/mol
PCPB

fosfato 1 mM, pH 7.5 346.0 331 85.2 702 328
fosfato 20 mM, pH 7.5 346.1 342 85.2 734 339
pirofosfato 1 mM, pH 9.0 345.7 324 85.1 683 321
pirofosfato 20 mM, pH 9.0  340.8 300 83.8 626 297
CPB

fosfato 1 mM, pH 7.5 346.1 271 85.2 529 268
fosfato 20 mM, pH 7.5 346.0 270 85.2 526 267
pirofosfato 50 mM, pH 9.0  328.6 197 80.7 346 194
CPB + Zn**, pirofosfato 20 mM, pH 9.0

E-Zn—F 340.5 300 83.8 627 297
E-Zn2E-~F 341.5 259 84.0 504 256
E-F (+1,10 fenantrolina) 325.2 178 79.9 293 175
TLN

HEPES, pH 7.5 370.7 282 91.5 506 279
Acetato, pH 5.0 368.1 300 90.8 560 297
tetraborato, pH 9.0 357.8 303 88.2 592 300
pH 7.5 +phosphoramidon 368.5 414 90.9 869 411
pH 7.5 +1,10-fenantrolina  366.9 360 90.5 726 357
TLN-205-316

dimerizacién 300.9 - 73.7 240 146
CPA, pH 7.5® 345.8 250 85.1 469 247
PCPA, pH 7.5® 346.8 300 85.4 611 297
HCN, pH 7.2® 338.8 383 83.3 876 380
BR, pH 9.5¢ 356.9 410 87.9 894 407

® Sdnchez-Ruiz et al., 1988b.
® Guzmén-Casado et al., 1990.
© Galisteo, 1990.

5.6.1, donde se representan los valores de AH” frente a AS™. Se han incluido también en
esta representacion los pardmetros de activacién obtenidos por Pohl (Pohl, 1968 y 1969) para

las cinéticas de desnaturalizacién térmica de varias proteinas (quimotripsina,
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quimotripsinégeno, tripsina, elastasa y ribonucleasa) en agua a pH 2.0 y en soluciones de
urea 8M, a pH 7.2. En la Figura se aprecian tres correlaciones casi paralelas y claramente
diferenciables: La obtenida por Pohl en condiciones de baja estabilidad de las proteinas; la
correlacién que se puede observar para los pardmetros de activacién de la carboxipeptidasa
A (CPA), la procarboxipeptidasa A (PCPA), la hemocianina, y nuestros datos para CPB y
PCPB en varias condiciones experimentales, todos ellos procedentes de proteinas de
organismos mesofilicos; y una tercera correlacién entre los pardmetros de activacién de la
TLN en varias condiciones y la bacteriorrodopsina, ambas proteinas especialmente
termoestables y procedentes de microorganismos que viven en condiciones extremas.

Fenémenos de compensacién entalpia-entropia tal como los que se muestran en la
Figura 5.6.1 aparecen frecuentemente, tanto en el estudio de reacciones entre moléculas
pequeiias en disolucién como en procesos en que estdn implicadas macromoléculas biolégicas
(para una revisién general, ver Lumry y Gregory, 1986). Generalmente este tipo de
compensaciones lineales se encuentran para una serie de procesos relacionados entre si en
los que se modifica alguna variable (composicién del solvente, pH, efectores, diferentes
sistemas homdélogos de una familia,...). La explicacién que se da a estos fenémenos de
compensacion es la existencia de un subproceso comiin a todos los miembros de la serie de
procesos que intervienen en la correlacién, aunque este subproceso comin puede ocurrir en
mayor o menor extension, dando lugar a diferentes valores de entalpfa y entropia, aunque
correlacionados. La pendiente de la correlacién, T,, o temperatura de compensacién, es
caracteristica del subproceso comiin y puede servir para identificarlo en procesos diferentes
pero relacionados.

La correlacién entre AH* y AS™ encontrada por Pohl ha sido interpretada por Lumry
y Gregory (1986) en términos de su teoria de los nudos ("knots") y las matrices. A partir del
andlisis de diagramas de probabilidad de las velocidades de intercambio isotépico de prot6n
en algunas proteinas, proponen que en la estructura de la proteina existen tres tipos de
regiones que sufren intercambio a velocidades claramente distinguibles: 1) La superficie de
la proteina, que sufren el intercambio muy rdpidamente; 2) zonas de la protefna no
demasiado rigidas, denominadas matrices, que intercambian a velocidad intermedia: 3) zonas
muy rigidas de la estructura, llamadas nudos, que sufren el intercambio muy lentamente. Las

cinéticas de intercambio de las zonas 2) y 3) presentan correlaciones entre la entalpia y la
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FIGURA 5.6.1: Correlacion entre la entalpia de activaciéon, AH”, y la entropia de
activacioén, AS™, para la desnaturalizacién térmica de varias proteinas en diversas condiciones
experimentales (datos de la Tabla 5.6.I). (O) procarboxipeptidasa A, carboxipeptidasa A y
hemocianina; () bacteriorrodopsina; (<) carboxipeptidasa B; (A) procarboxipeptidasa B;
(0O) termolisina; (®) datos de Pohl (1968 y 1969) de desnaturalizacién térmica de varias
proteinas globulares en urea 8 M y en disolucion acuosa a pH 2.0; (A) pardmetros de
activacion obtenidos para la dimerizacién del fragmento TLN-205-316 (ver Apartado 5.4).
Las lineas rectas corresponden a las tres correlaciones diferentes en que se han agrupado los
datos (ver texto).

entropia de activacién, pero con temperaturas de correlacion T, diferentes. Para las matrices
se obtiene una T,=470 K, mientras que para los nudos T,= 340-360 K.

Del andlisis de medidas de intercambio de protén mediante difraccién de neutrén,
proponen que los nudos poseen una estructura ordenada de enlaces de hidrégeno y un mimero
relativamente grande de contactos entre grupos no polares, estando normalmente situados en

el interior de zonas en que existe empaquetamiento y interiores hidrofébicos entre estructuras
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secundarias (hélices sobre ldminas (3, hélice sobre hélices o ldminas sobre ldminas). En
cambio, las matrices corresponden a zonas desordenadas de la proteina, giros 8 y partes
polares de las hélices. Volviendo a la Figura 5.6.1, la correlacién obtenida por Pohl presenta
una temperatura de compensacién, T., de 324 K, muy cercana a la T, encontrada para la
expansion y apertura de los nudos. Basdndose en esto, Lumry y Gregory (1986) concluyen
que ése es el subproceso comin en la desnaturalizacién térmica y que los nudos tienen un
papel fundamental en la dindmica de la estructura de las proteinas asi como en su estabilidad
cinética, entendida como la energia de Gibbs de activacién de la expansién cooperativa de
los nudos, y pueden contribuir a la estabilidad termodindmica de las proteinas
apreciablemente. El tamafo de los nudos perece ser bastante variable y parece, a juzgar por
los datos de diferentes proteinas, que la energia de Gibbs de activacién para la expansién
cooperativa de los nudos aumenta con su tamafio, siendo éste determinante de la cinética de
desplegamiento.

Para nuestros datos se han obtenido correlaciones con temperaturas de compensacién
(356 K y 353 K) similares a los obtenidos por Pohl, mostrando que la desnaturalizacién
térmica irreversible de las proteinas y las cinéticas de desplegamiento reversible tienen un
mismo subproceso comiin, que es la expansién de la estructura de la proteina. Algo
significativo en los datos presentados en la Figura 5.6.1 son las diferencias en AG*
(ordenada en el origen de cada recta) entre las tres compensaciones mostradas, que podrian
proceder de diferencias en la extension y fortaleza de los nudos de cada grupo de proteinas.
El menor valor de AG” que, como hemos discutido anteriormente, corresponde a un estado
extensamente desplegado, se obtiene para la dimerizacién del fragmento TLN-205-316 (ver
Tabla 5.6.I) que debe tener, como es l6gico, la estructuracién menos extensa. Un valor
intermedio de AG™ se obtiene para los datos de Pohl y los pardmetros de activacién
correspondientes a CPA, PCPA, CPB, PCPB, y hemocianina todas ellas protefnas de
organismos mesofilicos, con estabilidades térmicas intermedias. El mayor valor de AG* se
obtiene para la correlacién de la TLN y la bacteriorrodopsina, ambas proteinas altamente
termoestables y procedentes de microorganismos que viven en condiciones fuertemente
adversas. La pregunta es si este comportamiento es realmente significativo y en qué medida
estd relacionado con la extensién de estas zonas rigidas de la estructura proteica llamadas

nudos en los diferentes tipos de proteinas. Si esto fuera cierto la extensién de los nudos
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podria ser una de las causas de la conocida estabilidad de las proteinas procedentes de

organismos termofilicos.



6. CONCLUSIONES.
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A partir de la interpretacion y discusion de los resultados experimentales obtenidos
y los modelos y desarrollos tedricos propuestos en esta Memoria se proponen las siguientes

conclusiones:

1.- EI dominio de activacién de la procarboxipeptidasa B presenta estructura globular
en disolucién. Su desplegamiento térmico a pH 3.0, 7.5 y 9.0 transcurre reversiblemente y
en equilibrio, con una elevada estabilidad térmica. A media y alta fuerza iénica sigue el
modelo de equilibrio de dos estados, con unos pardmetros termodindmicos similares a los
descritos para proteinas globulares compactas. A baja fuerza iénica y pH 7.5 y 9.0, el
desplegamiento térmico se aparta del modelo de equilibrio de dos estados, siendo coherente
con la presencia de un estado intermedio significativamente poblado en el equilibrio de

desplegamiento.

2.- La desnaturalizacién térmica de la procarboxipeptidasa B y la carboxipeptidasa B,
apH 7.5y 9.0 transcurre irreversiblemente, bajo control cinético y de acuerdo con el modelo
cinético de dos estados. La estabilidad térmica de ambas es menor que la del dominio de
activacion. Dado su cardcter de no equilibrio s6lo es posible un andlisis cinético de los
resultados, obteniéndose unos pardmetros de activacion similares a los descritos para la

desnaturalizacién térmica de otras proteinas.

3.- Se ha encontrado un efecto estabilizante del ion Zn?* sobre la desnaturalizacién
térmica de la carboxipeptidasa B en pirofosfato 20 mM, pH 9.0. A pesar de que este efecto
sigue aparentemente los dictados de la ecuacién de van't Hoff, no es analizable en términos
de la Termodindmica del Equilibrio. Muy al contrario, la desnaturalizacién térmica es
irreversible y presenta una cinética aparente de primer orden. El efecto del Zn?** ha sido
interpretado cuantitativamente (hasta [Zn?>*] < 3mM) mediante un modelo cinético en el que
los estados significativamente poblados presentes no estdn en ningiin momento en equilibrio
quimico. Se concluye que, en contra de la opinién de algunos autores, un efecto de ligandos
sobre transiciones irreversibles de DSC que siga aparentemente la ecuacion de van't Hoff no

es una justificacion vélida para el andlisis termodindmico de los datos, siendo posibles sin
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embargo interpretaciones puramente cinéticas de los efectos de ligandos.

4.- La desnaturalizacién térmica de la termolisina, bajo una gran variedad de
condiciones experimentales, es irreversible y transcurre en general de acuerdo con el modelo
cinético de dos estados. Los efectos de las condiciones experimentales (pH, concentracién
de muestra, presencia de inhibidores e iones esenciales) sobre su estabilidad térmica han sido
racionalizados en términos de su influencia en la velocidad de los procesos de

termoinactivacion de la termolisina.

5.- Se ha estudiado mediante DSC el desplegamiento térmico del fragmento de
termolisina TLN-255-316 a pH 7.5, encontrdndose que el proceso es reversible y de
equilibrio. Estos resultados estdn de acuerdo con la capacidad descrita para este fragmento
de adquirir una estructura globular plegada. El efecto de la concentracién de muestra sobre
las transiciones de DSC es coherente con el modelo N,22D, indicando que el fragmento

TLN-255-316 se encuentra en disolucién a temperatura ambiente en forma de dimero.

6.- El fragmento de termolisina TLN-205-316 muestra también, a pH 7.5, un
desplegamiento térmico reversible, lo que indica igualmente para este fragmento una
conformacién plegada en disolucién. El proceso, estudiado por DSC y cromatografia de
exclusion molecular, ha podido describirse adecuadamente mediante el desarrollo de un
modelo inédito, del tipo N,22N=22D, donde los procesos de dimerizacién-monomerizacién
son lentos a temperaturas por debajo de 50°C. Es posible aislar a baja temperatura
poblaciones de no equilibrio de monémeros y dimeros del fragmento. El andlisis de los datos
mediante el modelo propuesto ha demostrado la existencia de una alta barrera energética
entre los estados monémero y dimero del fragmento, que muy probablemente tengan

conformaciones distintas.
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