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Introduccion 3

1.- Introduccion.

El funcionamiento de las células vivas a nivel molecular esta basado en gran
medida en las interacciones y transiciones conformacionales de los biopolimeros, entre
los cuales las proteinas globulares desempefian un papel crucial. Dichas interacciones y
transiciones ocurren en un ambiente acuoso con la intervencion importantisima del
disolvente y estan dirigidas por multiples factores fisicos bastante débiles en
comparacion con los enlaces covalentes. Entre estos factores normalmente se incluyen
las interacciones de van der Waals y electrostaticas, los enlaces de hidrégeno y los
efectos hidrofébicos e hidrofilicos, los cuales determinan la energética tanto de las
uniones de las proteinas nativas a sus ligandos, sustratos u otros biopolimeros, asi como

el plegamiento mismo de las cadenas polipeptidicas.

La hipoétesis central de la biologia molecular moderna, formulada hace muchos
afios por Anfinsen (Anfinsen, C.B., 1973), supone que la cadena polipeptidica
generalmente no necesita ningun factor externo o consumo de energia para plegarse,
dando lugar a la estructura nativa. En otras palabras, la informacion sobre la estructura
nativa tridimensional (o sobre unas estructuras relacionadas denominadas conformeros)
esta escrita en la secuencia de aminoacidos de la misma proteina. Esto significa que el
estado nativo se corresponde con un minimo de la energia de Gibbs bastante profundo
y que la cadena polipeptidica puede encontrarlo espontineamente, aunque varios
factores externos celulares pueden mejorar la cinética del plegamiento y ayudar a la
proteina a encontrar antes este minimo energético. Por eso el plegamiento de las
proteinas puede ser analizado en términos de la termodinamica clasica de equilibrio
aplicando los métodos tradicionales, tanto experimentales como teéricos, de la quimica
fisica de las disoluciones. El fin seria encontrar los modelos adecuados para poder
predecir la estructura tridimensional nativa a partir de la estructura primaria o, al menos,
poder calcular los cambios de los parametros termodinamicos en el proceso de

plegamiento, incluyendo los cambios de energia de Gibbs como medida de la

estabilidad de la estructura nativa.



e Introduccion

Estas dos tareas quedan todavia sin resolver, pese a que los estudios
termodinamicos del plegamiento de las proteinas se han desarrollado con gran
intensidad durante los ultimos cincuenta afios. Gracias a estos estudios se conocen ya
los principios generales de la energé€tica y del mecanismo de plegamiento; ademas se
han desarrollado algoritmos empiricos que permiten hacer estimaciones cuantitativas,
aunque aun bastante rudas, sobre la estabilidad de la estructura nativa y otros
parametros termodinamicos de plegamiento. El mayor obstaculo en el camino hacia la
mejora en la precision de dichas estimaciones tiene su origen en dos factores: 1) la
enorme complejidad y diversidad de las interacciones elementales que estabilizan la
estructura nativa y el gran conjunto de estructuras desplegadas de las proteinas y 2) el
hecho de que ciertos parametros energéticos de estas interacciones s€ suman con Signos
opuestos, compensandose mutuamente, de tal manera que los parametros integrales
termodinamicos del plegamiento (relativamente pequefios) resultan ser la suma de
términos mucho mas grandes en valor absoluto. Como resultado, los errores
relativamente pequefios en la estimacion del valor de estos grandes términos se
transforman directamente en los elevados errores absolutos con que vienen afectados los
valores de los parametros integrales, por ejemplo, los cambios de la energia de Gibbs.
Esta situacion ha conducido a la necesidad de acumular gran una cantidad de datos
termodinamicos, con una mejora progresiva en su precision, y a la bisqueda de los
modelos y sistemas mas adecuados para estos estudios. De entre todos estos modelos,
las pequeiias proteinas globulares con estructuras menos complejas y cuyo proceso del
plegamiento es relativamente mas simple, constituyen objetos particularmente

adecuados para los estudios termodinamicos.

Otro obstaculo importante para el desarrollo de métodos para el calculo
termodinamico del plegamiento radica de facto, en el conocimiento ain muy limitado
de las estructuras desplegadas y de su energética, aunque las estructuras plegadas de
muchas proteinas si sean bien conocidas. Desde este punto de vista, parece mucho mas
facil estimar cambios pequefios en los parametros termodinamicos de la estructura
nativa que acompafian a las mutaciones puntuales en la estructura primaria. Aunque
menos general, este problema tiene hoy dia, sin embargo, una gran importancia en el
desarrollo de la biotecnologia y en los métodos de disefio de nuevas proteinas, o para la

modificacion de las ya existentes haciéndolas mas estables, etc.
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Finalmente, hay un tercer aspecto en la termodinamica estructural que
corresponde a la interaccién de las proteinas con sus ligandos y efectores especificos.
Este problema parece mas facil de resolver que el de plegamiento, ya que en muchas
ocasiones las estructuras precisas, tanto de la apoproteina, del ligando libre y del
complejo, son bien conocidas, no estando la uniébn acompafiada por cambios
conformacionales notables. No obstante, no existen todavia métodos adecuados para
calcular los parametros de union ni siquiera para los casos mas sencillos, debido sobre
todo a que aun no sabemos calcular con precision la energética de la interaccion de las

moléculas biologicas con el agua.

A pesar de estas enormes dificultades, nuestros conocimientos empiricos y los
modelos tedricos siguen desarrollandose poco a poco en tres direcciones concretas: la
termodinamica del plegamiento de las proteinas, el efecto termodinamico de las
mutaciones puntuales o maultiples, y la termodindmica de Ila interaccion o
reconocimiento molecular. Nuéstro grupo en el Departamento de Quimica Fisica
participa en estas investigaciones biotermodinamicas desde hace mucho tiempo, usando
como método experimental de referencia la microcalorimetria. En el estudio presentado
en esta Tesis se ha utilizado tanto la calorimetria diferencial de barrido (DSC), como la
calorimetria isotérmica de titulacién (ITC), junto con otros métodos y técnicas, sobre
todo espectroscopicos, para llevar a cabo los estudios termodinamicos de varias

proteinas globulares en las tres direcciones mencionadas.

Ambos métodos calorimétricos se han utilizado, junto con el despegamiento
producido por urea y seguido por técnicas Opticas, para investigar la termodinamica del
desplegamiento de una pequefia proteina globular, el represor 434 Cro. Esta proteina ha
sido elegida como un objeto adecuado por su plegamiento tipico, que no posee ligandos
unidos, puentes disulfuro, ni otros factores que puedan complicar los estudios
termodinamicos y cinéticos. Ademas, la estructura de esa proteina se conoce a alta
resolucidn, lo que permite buscar las correlaciones entre los parametros termodinamicos
y estructurales. Este trabajo es importante sobre todo para obtener datos termodinamicos
completos y de alta calidad para una proteina globular tipica y asi comprobar la validez
y precision de los métodos de célculo tedricos y de los métodos del tratamiento de las

curvas de desplegamiento por urea.
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Tanto la calorimetria como los métodos espectroscopicos (sobre todo RMN) se
han utilizado también para investigar las consecuencias termodinamicas de las
mutaciones multiples introducidas en las superficies expuestas al disolvente en las
hélices de otra pequefia proteina globular, el dominio de activacion de la
procarboxipeptidasa humana. El efecto estabilizador de dichas mutaciones fue calculado
previamente de acuerdo con el algoritmo desarrollado por el Dr. Luis Serrano (EMBL)
y sus colaboradores. Nuestra tarea ha sido investigar la magnitud del efecto
estabilizador y comprobar la aditividad de los efectos individuales. Al llevar a cabo esta
tarea hemos encontrado que en algunas condiciones dichas mutaciones son
efectivamente aditivas y estabilizan el estado nativo, mientras que en otras condiciones
lo que se estabiliza en un estado intermedio, mas aun que el estado nativo, lo que

conlleva implicaciones importantes en el disefio de dichos mutantes.

Finalmente, la calorimetria ITC se ha utilizado para medir los parametros
termodinamicos de unién de un inhibidor (acido fosfoglicdlico, PGA) con varias
modificaciones de la triosafosfato isomerasa (TIM). Este estudio se ha realizado dentro
de un proyecto de la Unién Europea y en colaboraciéon con otros cuatro laboratorios
europeos. En estos laboratorios se han disefiado varios mutantes de TIM natural con el
fin de obtener sus formas monoméricas, que aun presentan actividad enzimatica. En
estos mismos laboratorios se han purificado las variantes de TIM y se han determinado
las estructuras tridimensionales de estas proteinas y sus complejos con el inhibidor
(PGA). Esto ha abierto la posibilidad no solo de medir los parametros termodinamicos

de unién, sino de proponer ademas una interpretacion tedrica adecuada para los mismos.

Por todo lo anterior, es evidente la importancia del conocimiento de los
parametros termodinamicos en el desarrollo de métodos de prediccion de estructuras o
para la estimacion de los parametros de union de las proteinas con sus ligandos. Dicha
importancia se potencia hoy dia gracias a la cantidad de informacion sobre estructuras
primarias muy abundante desde la resolucién de estructuras de varios genomas,
incluyendo el genoma humano, lo que ha abierto el camino desde la “genémica” a la
“proteémica”. Por ejemplo, actualmente solo conocemos la estructura de mil proteinas
de las decenas de miles codificadas en nuestro genoma. Es posible que en el futuro
préximo no se puedan resolver las estructuras de muchas proteinas naturales, bien sea
por su cantidad como por la falta de métodos adecuados, como es el caso, por ejemplo,

de las proteinas de membrana. Desde este punto de vista, los métodos de prediccion de
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estructuras tridimensionales a partir de la secuencia de la cadena polipeptidica
adquieren una importancia enorme, asi como los métodos que permiten seleccionar los
sustratos o inhibidores potenciales para las enzimas naturales o disefiadas
artificialmente. El desarrollo de estos métodos depende directamente de la cantidad y
calidad de la informacién termodinamica acumulada e interpretada. La necesidad de
disponer de dicha informacion justifica los estudios termodinamicos llevados a cabo en

este trabajo mas alla de la propia importancia de los sistemas investigados.
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2.1.- MATERIALES

2.1.1.- Sistemas Biologicos

En esta tesis se ha abordado el estudio, bajo un enfoque termodinamico, de los

cuatro sistemas biologicos siguientes:

- Dominio de Activacion de la procarboxipeptidasa Humana 2h denominada
ADA-2h y sus mutantes M1, M2 y doble mutante (DM). Estas proteinas
liofilizadas han sido cedidas por el grupo de investigacion del
Dr. Francesc X. Avilés (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,

Unidad de Ciencias e Instituto de Biologia fundamental de la Universidad

Auténoma de Barcelona).

- Proteina represora Cro del fago 434 denominada 434 Cro. Al igual que la
anterior se encontraba liofilizada y fue cedida por el grupo de investigacion

del Dr. Manuel Rico (Instituto de Estructura de la Materia, CSIC, Madrid).

- Triosa Fosfato Isomerasa cuyo acronimo utilizado sera TIM. Fue purificada
en nuestro laboratorio tal y como se describe mas adelante. Su mutante
conocido como MSS-TIM fue cedido en disoluciéon por el grupo de
investigaciéon del Dr. Anne Marie Lambeir (Laboratorio de Bioquimica

Médica de Amberes, Bélgica).

- Quitinasa A, que se denominard Chi- A, fue cedida por el Dr. Constantin E.
Vorgias (Departamento de Biologia, Laboratorio de Bioquimica. Universidad
de Atenas). Quitinasa B, cuyo acrénimo serd Chi- B, se purifico en el
laboratorio del Dr. Vincent G. H. Eijsink (Departamento de Ciencias

Biotecnoldgicas. Universidad de Agricultura. Noruega).

2.1.2.- Productos

e Boehringer Mannheim
I[PTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosido) CoH;30sS (Ref. 724815). Peso
molecular 238.3 g/mol.




Materiales y Metodos

e C(Carlo Erba

D-[+] Glucosa anhidra (Ref. 454336,). Peso molecular 180.16 g/mol.
Acido fosférico 85 %, H;PO, (Ref. 406002). Peso molecular 97.995 g/mol.

e Difco

Extracto de Levadura (Bacto) (Ref. 0127-17-9) para preparacion de medio de
cultivo microbiologico.

Triptona Peptona (Ref. 0123-17), digerido pancreatico de caseina. Peptona
microbioldgica para uso de medios de cultivo.

Casamino acidos (Ref. 0230-15-5) amino acidos procedentes de la hidrolisis de
la caseina conteniendo bajas concentraciones de cloruro sodico e hierro.

Bacto Agar (Ref. 0140-01). Agar purificado para medios de cultivo

microbioldgicos.

o Fluka

Cacodilato soédico trihidratado C;HgAsNaO,.3H,O (Ref. 20840). Peso molecular

214.03 g/mol.

o Merk

Cloruro Soédico, NaCl, grado de analisis (Ref. 1.06404.1000) Peso molecular
58.44 g/mol.

Hidréxido Soédico, NaOH, grado de analisis. (Ref. 1.06498).Peso molecular
40.00 g/mol.

Azida sddica, NaN; Peso molecular 65.01 g/mol.

Dihidrogenofosfato potasico, KH,PO4 , grado de analisis (Ref. 4873). Peso
molecular 136.09 g/mol.

Sulfato de magnesio heptahidratado, MgO4S.7H,0O, grado de analisis
(Ref. 1.05886). Peso molecular 246.48 g/mol.

Hidrégeno fosfato disoédico dihidratado, Na,HPO4.2H,0O, grado de analisis
(Ref. 6580.0500). Peso molecular 177.99 g/mol.
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Cloruro amonico, NH4Cl, (Ref.1145) grado de analisis. Peso molecular

53.50 g/mol.

e Panreac

Acido clorhidrico 35 % , HCl, quimicamente puro (Ref. 211019). Peso
molecular 36.46 g/mol. 1 L= 1.185 Kg.

e Probus

Cloruro calcico, Cl,Ca, quimicamente puro (Ref. 51167). Peso molecular

110.99 g/mol.

e Serva

EDTA (Sal disodica del acido etiléndiamino tetracético) CioH14N20g.Na.2H,0
(Ref. 11280). Peso Molecular 372.3 g/mol. Grado de analisis.

e Sigma

Pipes (Sal dipotasica del acido Piperazina-N,N’-bis[2-etanosulfénico])
CsHsN206S,K, (Ref. P-7643). Peso Molecular 378.5 g/mol. pKa 6.8 a 25 °C, rango
recomendado, pH de trabajo 6.1-7.5.

Trizma Base (Trihidroximetil aminometano) C4H;;NO3; (Ref. T-1503). Peso
molecular 121.1 g/mol.

TEA (Trietanol amina) C¢H;sNOs3;. pKa 7.8 a 25 °C, rango aconsejable de
pH 7.8-8.3. Peso molecular 149.2. 133 mL de TEA por 1 L de disolucion
corresponden a una concentracion de 1 M. Higroscopico.

Ditio treitol (p.-Ditio treitol) C4H1002S, (Ref. D-0632). Peso molecular 154.2
g/mol. Higroscopico.

PGA, Sal del 4acido fosfoglicolico  (Trimonociclohexil-amonio)
C>HsO¢P.3CcH 3N  (Ref. P-4261). Peso molecular 453.6 g/mol.

Ampicilina (p-[-]-a-aminobenzil penicilina) sal soddica Ci6HsN3O4SNa

(Ref. A-9518). Peso molecular 371.4 g/mol.
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MES, Sal disddica del acido 2-N-morfolinil etil sulfonico CgHzNO4S
(Ref. M-8250). Peso molecular 195.2 g/mol. pKa 6.1 a 25 °C, pH de trabajo

recomendado 5.5-6.7.

e Spectrum

Para la realizacion de la dialisis se utilizaron membranas SPECTRA/POR con
punto de corte de 3500 Da (ref. 132720) y de entre 12000 y 14000 Da (ref. 132678).
Antes de su utilizacién es necesario calentar las membranas hasta 70°C en agua
milli-Q, repitiendo el proceso al menos tres veces. Se almacenan a 4°C en una
disolucion conteniendo aproximadamente un 1% de azida sodica. Previamente a su

uso es necesario eliminar con agua milli-Q los posibles restos de azida.

2.1.3.- Instrumentacion

Las medidas de concentracion de las diferentes proteinas recogidas en esta tesis,
se realizaron por medio de un espectrofotometro de la casa comercial Jasco, modelo
V- 530 de doble haz. Eventualmente se trabajé con un espectrofotometro Beckman
DU-70 de haz _simple.

El agua utilizada en la preparacion de cualquier disolucion procede del sistema
de purificacion de agua Millipore modelo, MilliQ-Plus.

El pH de los diferentes tampones se ha medido con un electrodo combinado de
vidrio Crison, modelo 52-03, para grandes volumenes, (diametro del bulbo de 10 mm)
conectado a un pHmetro Crison modelo Basic 20 que incluye célula de temperatura
para obtener una mayor exactitud en la medida. La calibracion del pHmetro se ha
realizado sistematicamente con disoluciones tampén estandar de pH 7.02 y 4.00,
también de la casa comercial Crison.

Las centrifugaciones necesarias durante la purificacion se realizaron con las
centrifugas, Kokusan modelo H-251 con un rotor tipo M1 (7000 rpm), ultracentrifuga
Beckman modelo L5-40 con rotor R-35 (20000 rpm) y microfuga de mesa para tubos
tipo eppendorf, Hettich modelo EBA 12 (14000 rpm).

La esterilizacion del material se llevo a cabo mediante un autoclave Selecta que

permite alcanzar una temperatura maxima de 134 °C.
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La termostatizacion durante el crecimiento de las colonias en placa se utilizé una
estufa de cultivos Selecta, que permite trabajar dentro de un rango de temperaturas de
0 a 80 °C.

La lisis del cultivo se realizd6 por medio de una prensa French de la casa
comercial Sim Aminco, la cual posee una célula de presién capaz de soportar una
presion maxima de 20000 psi.

[La termostatizacion de los cultivos se llevdo a cabo mediante un bafio
termostatizado con agitacion modelo Sbd50 de la casa comercial Heto, con rango de
agitaciéon entre 20 y 100 rpm y de temperatura entre 0-105 °C, con capacidad para
matraces de entre S0 mL y 2 L.

El sistema de cromatografia liquida de alta resolucion pertenece a la casa
comercial Pharmacia LKB y esta equipado con: dos bombas modelo 2248 cuya
capacidad de flujo es de hasta 10 mL/min, un mezclador de alta presion y detector
UV-visible modelo VWM- 2141.

Los experimentos de calorimetria diferencial de barrido se realizaron mediante
los calorimetros: DASM-4 (de fabricacion rusa) y VP-DSC (MicroCal Incorporated).

Para los estudios por calorimetria isotérmica de titulacion se utilizé un
calorimetro ITC-Q de la casa comercial MicroCal Incorporated, automatizado con un

sistema de control MCS (MicroCal System).

Los experimentos de dicroismo circular se realizaron con un espectropolarimetro

J-715 de la casa comercial Jasco Corporation.

Las muestras para los experimentos por ITC fueron termostatizadas en un baiio

termostatico de agua M3 Lauda.

2.2.- METODOS

2.2.1.- Preparacion de las muestras

2.2.1.1.- Transformacion, expresion y purificacion de la triosafosfato

isomerasa en su estado natural.

La obtencion de la triosa fosfato isomerasa natural (no mutada) se basa en el
proceso de purificacion desarrollado en el laboratorio del Dr. Wierenga (T. V. Borchert,

1993) al que se le han introducido ciertas modificaciones, de ahi que se describa

brevemente a continuacion.
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A. Transformacion

La transformacion, se realizo sobre la cepa de células competentes BL21(DE3)
de Escherichia coli (Studier & Moffatt, 1986) preparadas en alicuotas de 200 uL y
guardadas a —80 °C. El plasmido utilizado pET3a (Rosenberg et al., 1987) el cual
contiene el inserto con el gen de la proteina que se desea expresar fue cedido por
Dr. Anne Marie Lambeir (Laboratorio de Bioquimica Médica de Amberes, Bélgica).

En un tubo coénico estéril se colocan 200 uLL de células competentes BL21(DE3)

y se afiaden 3 pL de plasmido pET3a. Se dejan en hielo durante 20 min y se introducen
en un bafio termostatico a 42 °C durante 2 min. Se vuelve a introducir la mezcla en hielo
durante 3 min y se adicionan 800 uLL de medio LB ( Medio Luria Bertani) (Maniatis et
al., 1982). Dicha mezcla se termostatiza a 37°C durante 1 h en un bafo termostatico con
una velocidad de agitacion de 160 U (orbitales / min). Estas cé€lulas transformadas se
plaquean sobre dos placas con agar conteniendo cada una 100 mg/mL de ampicilina.
Una placa contiene 200 ul de células transformadas y otra 800 ul previamente
centrifugadas en microfuga durante 3 min a 14000 rpm y vuelta a resuspender en
100 uLL de LB. Se colocan ambas placas en la estufa termostatizada a 37 °C durante

12 h. Se eligen las mejores colonias y se realiza un nuevo plaqueo sobre dos nuevas
placas con agar conteniendo al igual que las anteriores 100 mg/mL de ampicilina. Por

ultimo se vuelven a termostatizar a 37 °C en la estufa al menos durante 14 horas.

B. Preinoculacion

En un tubo coénico estéril se adicionan 40 mL de medio 2xYT (Maniatis et al.,
1982), 40 uLL de ampicilina 100 mg/mL. A esta soluciéon se afiade un poco (lo que se
puede coger tocando con la varilla de platino) de las colonias crecidas aisladas,
pertenecientes al segundo plaqueo. Se agita hasta homogenizacién y se divide la mezcla
en cuatro tubos conicos poniendo en cada uno 10 mL de la misma. Se introducen en un

bafno termostatizado a 37 °C con una agitacion de 160 U durante tres horas.
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C. Inoculacion

Se preparan cuatro matraces de 2 L conteniendo cada uno los siguientes
reactivos estériles:
e 750 mL agua ultrapura (Milli-Q plus).
e 2mL MgSO4 IM.
e |1 mL CaCl, 100 mM.
e 20 mL Glucosa 20% (filtrada con filtros estériles desechables de 0.22 um
de la casa comercial Millipore).
¢ 10 mL casamino acidos 20%.
e 1 mL ampicilina 100 mg/mL. (no autoclavada, filtrada con filtros

estériles desechables de 0.22 um de la casa comercial Millipore).

e 200 mL de medio minimo 5xM9 (Maniatis et al., 1982).

A cada matraz se adiciona el contenido de un tubo cénico (10 mL de preindculo)
dejandolos crecer dentro de un bafio termostatizado a 37°C, con una agitacion de 160 U

el tiempo necesario (al menos 4 o 5 horas) hasta que la absorbancia sea la adecuada para

inducir el cultivo tal y como se especifica en el siguiente punto.

D. Induccion

Se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de 600 nm Ia

absorbancia del cultivo que debe estar situada en el intervalo 0.4-0.6, se afiade por
matraz 1 mL de IPTG ( Isopropil-B-tiogalactopirandsido ) 96 mg/mL. Se introducen los
matraces en un bafio termostatizado a 37 °C y con una agitacién de 160 U durante al

menos 14 h

E. Purificacion

Los tampones no estériles necesarios durante la purificacion se prepararon con

agua ultrapura y posteriormente se filtraron por medio de filtros desechables con un
tamafio de poro de 0.45 um de la casa comercial Millipore, tras ajustar el pH a

temperatura ambiente y aforar.
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Tampén A: 25 mM MES (Acido 2-(N-Morfolinil) etilo sulfénico) , ImM DTT
(Ditio treitol), 1 mM EDTA (Sal disédica del acido etiléndiamino tetracético),
NaOH / pH 6.5.

Tampon B: 25 mM MES, ImM DTT, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl,
NaOH / pH 6.5.

Tampon C: 25 mM TEA (Trietanol amina), ImM DTT, 1 mM EDTA,
1 mM N5Na, 50 mM NaCl, HCI / pH 8.0.

Tampon C Gradiente: 25 mM TEA, 1mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM N3Na,
150 mM NaCl, HCI1/ pH 8.0.

Se vierte el cultivo en botes de centrifuga de 250 mL y se centrifuga a 7000 rpm
durante 15 min. El precipitado obtenido se resuspende én 10 mL de tampén A por
1 L de cultivo. Tal y como se describe detalladamente la figura 2.1. Este
resuspendido se lisa en prensa French y se vuelve a centrifugar obteniéndose un
precipitado que se denominara fase insoluble (FI) y un sobrenadante o fase soluble
(FS). La FI sufre un paso adicional con respecto a la FS ya que es resuspendida en
tampon B (de alta fuerza i6nica) con el fin de extraer parte de la proteina que a
quedado atrapada en los cuerpos de inclusion. Posteriormente ambas fases son
centrifugadas obteniéndose de cada una un precipitado y un sobrenadante. Los
sobrenadantes de dichas fases son tratados con SO4(NHj4), al 45% que se
denominaran FS 45% o FI 45% con lo cual se precipitan parte de las proteinas que
no interesan y que acompaifian a la triosafosfato isomerasa durante la purificacion.
Se vuelven a centrifugar y los sobrenadantes obtenidos se tratan de nuevo con
SO4(NH;), es decir la concentracion de SO4(NH4); incrementa desde un 45% hasta
un 65% permitiendo de este modo que precipite la proteina deseada junto con
alguna mas que posteriormente sera separada. Después de una nueva centrifugacion
se cogen los precipitados al 65% en SO4(NHy), de ambas fases y se resuspenden en
10 mL de tampén C. Ambas muestras procedentes de la FS y FI son dializadas por
separado es decir en bolsas de dialisis diferentes, frente al tampdén C siguiendo el

método descrito en el punto 2.2.1.3 de esta tesis.
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|isado del cultivo en prensa francesa (1260 bar, |1 paso)

Centrifugacion
20000 rpm, 30 mun.

Precipitado (pp) de lisis o fase insoluble (FI) Sobrenadante (SN) de lisis o fase soluble (FS)

/) Resuspender en
10 mi. Tampon B/ 11. de cultivo
Agitar en hielo (30 min).
2) Centrifugar
20000 rpm, 20 min.

pp de la FI SN de la FI

1) Precipitar en
SOANH,); al 45%
e —— (25.8 g/100ml. de cultivo) = o
Agitar en hielo (30 min).
2) Centrifugar
20000 rpm, 20 min.

SN de FI (45%) ppde FI1(45%) ppdekFS (45%) SN de FS (45%)
1) Precipitar en
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Agitar en hielo (30 min).
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20000 rpm, 20 min.
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1) Resuspender en
G o wn an o]0k detompdn (., T T =
2) Dializar frente a tampon C
Dializado FI Dializado FS

Fig. 2.1.- Diagrama de flujo en el que se describen los sucesivos pasos a
seguir en la purificacion de la enzima Triosafosfato isomerasa posteriormente a la

lisis del cultivo.
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F. Cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion es la ultima etapa en la purificacidon
de TIM. El tipo de columna cromatografica utilizada es SP Sefarosa de flujo rapido de
la casa comercial Pharmacia. Es una columna de intercambio i6nico que permite
trabajar con proteinas de cualquier punto isoeléctrico. El rango de pH de trabajo se
sitia entre 4 y 13. La presion maxima de trabajo es 42 psi. Con el fin de obtener la
proteina lo mas pura posible se programa un gradiente de concentracion desde una
fuerza i6nica baja, que corresponderia al tampén C descrito en el apartado de
purificacion, hasta un valor mas alto (150 mM NaCl) correspondiente al tampén C

gradiente. El perfil temporal utilizado en la cromatografia es:

De 0 a 40 min, 0 % tampodn C gradiente a un flujo de 3 mL/min.

De 40 a 160 min, 0-100 % tampon C gradiente a un flujo de 1 mL/min.
De 160 a 200 min, 100 % tampén C gradiente a un flujo de 1.5 mL/min.
De 200 a 210 min, 100-0 % tampoén C gradiente a un flujo de 1.5 mL/min.

Cualquier muestra antes de ser introducida en la columna se dializa y se pasa a

través de filtros de 0.22 um de la casa Millipore.

[La concentracion de la proteina en cada momento de la cromatografia se midio
mediante un detector continuo de absorbancia UV-visible a 280 nm.

Un perfil de elucidn tipico para la fase insoluble en esta purificacion es descrito
en la figura 2.2 junto al que se muestra la electroforesis de diferentes fracciones

cromatograficas de la purificacion (Fig. 2.3).

2.2.1.2.- Purificacion de Quitinasas A y B.

Durante mi estancia en el laboratorio del Dr. Eijsink se purificaron las
cantidades necesarias de Chi-A y Chi-B con el objetivo de realizar experimentos de
proteolisis limitada con ambas proteinas y posteriormente de calorimetria diferencial de
barrido con Chi-B.

El método de purificacion utilizado y publicado (Brurberg, M. B. et al., (1994))

es el mismo para ambas proteinas aunque como es logico sus plasmidos son diferentes.
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Fig. 2.2.- Perfil de elucion obtenido durante la purificacion de la triosafosfato
isomerasa en su estado natural. El pico mds a la derecha se corresponde con dicha
proteina pura lo cual fue corroborado por medio de electroforesis y el de la izquierda
a las impurezas que acomparian a la muestra. El gradiente utilizado se destaca por

medio de una linea recta.

Fig. 2.3.- Negativo de la electroforesis de algunas de las fracciones cromatogrdficas

de TIM natural correspondientes al pico y su hombro que aparecen a la derecha de la

figura 2.2. De derecha a izquierda: marcador (TIM procedente de una anterior

purificacion), FI (1 pico), FI (2° pico).
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En relacion a Chi-A partimos de cé€lulas hospedadoras E. coli conteniendo el
plasmido pMAY20-1 (Brurberg, M. B. et al. (1994) FEMS Microbilogy Letters, 124,
399-404). En el caso de Chi-B dichas células contienen el plasmido pMAY2-10
(Brurberg, M. B., Eysink, V. G.H., Haandrikman, A. J., Venema, G. & Nes, I. F.,
(1995). Microbiology, 141, 123-131). Después de la preparacion del precultivo, éste se
somete a choque osmotico (Manoil, C. & Beckwith, J. (1986). Science, 233, 1403-1408)

con lo cual se obtiene el extracto periplasmatico cuya purificacion permite la obtencion
de Chi-A o Chi-B.

2.2.1.3- Tratamiento previo de las muestras.

[a preparacion de la muestra es una fase del experimento calorimétrico critica
dado el caracter esencialmente cuantitativo de las medidas calorimétricas que requiere
un alto grado de pureza de la proteina y cuya medida de concentracion se debe hacer lo
mas exacta posible.

Antes de realizar un experimento utilizando cualquiera de las técnicas descritas
en esta memoria es necesario que las muestras de proteinas estén perfectamente
equilibradas en el tampdén en el cual se va ha realizar la experiencia, segun las
condiciones experimentales (pH y concentracidon) diseiiadas. Para ello se dializa la
muestra frente al tampon deseado. El procedimiento general seguido para preparar dicho
tampon consiste en la disolucion del sélido correspondiente al tampon que se quiere
preparar, en un volumen de agua ultrapura (milli-Q, Millipore) inferior al volumen final
deseado. Posteriormente se ajusta el pH afadiendo acido o base para disminuir o
aumentar el mismo respectivamente. Por medio de un matraz atforado se enrasa hasta el

volumen final deseado. Por ultimo y con ayuda de una bomba de vacio se filtra el
tampon mediante filtros con 0.45 um diametro de poro de la casa comercial Millipore.
Los detalles acerca de los diferentes tampones utilizados, valores de pH y
condiciones de trabajo en general, se encuentran recogidos en la parte del procedimiento
experimental del capitulo correspondiente a cada uno de los sistemas estudiados.
Preparado el tampén se disuelve la proteina, liofilizada como es el caso de
ADA-2h y sus mutantes, 434 Cro y Quitinasas, en un volumen adecuado para alcanzar
la concentracion deseada, se centrifuga a 14000 rpm durante 2 min o se filtra por medio
de filtros de 0.22 um de diametro de poro de la casa Millipore y se mide la
concentracion frente al tampon como blanco de la medida. En el caso de que la proteina

no esté liofilizada sino en disolucion como es el caso de la triosafosfato isomerasa y sus
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mutantes, solamente se coge el volumen necesario para alcanzar la concentracion de
muestra deseada el tampoén preparado para posteriormente filtrarla o centrifugarla de
igual modo que para la proteina liofilizada. Por medio de una micropipeta automatica se
introduce la disolucién de proteina en la membrana de dialisis preparada anteriormente
tal y como se describe en el apartado 2.1.1. Se cierra la bolsa mediante pinzas especiales
de la casa comercial Spectrum Medical Industries dejando una pequefia camara de aire.
Finalmente se introduce en un recipiente que contiene un volumen de tampén 500 o 600
veces mayor al de muestra y se pone a agitar suavemente durante al menos 6 horas a
4 °C en camara frigorifica. Transcurrido este tiempo se repone el tampon que bafia la
bolsa de dialisis por otro volumen fresco y de nuevo dejamos en agitacion durante
6 horas o mas. Se extrae la disolucion dializada de‘ proteina de la bolsa, se centrifuga a
14000 rpm durante al menos 3 min y se mide de nuevo la concentracion puesto que es
posible que se haya diluido si contenia algiin residuo de tamafio inferior al de la proteina

previamente a su dialisis.

2.2.2.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

2.2.2.1.- Introduccion

[La Calorimetria Diferencial de Barrido, comuinmente conocida como DSC,
acronimo del nombre inglés “Differential Scanning Calorimetry”, es la técnica
experimental mas directa y precisa para sistemas moleculares bien definidos, cuyas
estructuras estan estabilizadas por numerosas fuerzas débiles y, por consiguiente,
susceptibles de experimentar transiciones conformacionales y/o cambios de fase al
calentar o enfriar en un intervalo de temperatura experimentalmente accesible de —20 a
130 °C. Es consecuentemente la técnica mas adecuada para caracterizar
termodinamicamente  sistemas macromoléculares y, especialmente en sus
implementaciones de alta sensibilidad , para biopolimeros y sus complejos.

La DSC mide la capacidad calorifica aparente de una disolucién macromolecular
como una funcion continua de la temperatura. A partir de esta funcién es posible, si el
sistema macromolecular estd bien definido, la determinaciéon de los parametros
termodinamicos asociados a la transicion inducida por temperatura: cambios de
entalpia, AH, de entropia, AS, de energia de Gibbs AG y de la capacidad calorifica AC,.

Asi la DSC es la unica técnica que mide directamente la funcién de particion a traves

del observable AH(T); esta peculiaridad le diferencia del resto de las técnicas
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experimentales adecuadas para el estudio del equilibrio conformacional de
biopolimeros. El conocimiento de los valores de los parametros termodinamicos y su
dependencia de las condiciones de entorno, tales como pH, fuerza ionica, naturaleza del
disolvente, presencia de ligandos, etc., unidos al conocimiento detallado de la estructura
tridimensional de las macromoleculas, la posibilidad de observar los cambio
introducidos por mutaciones especificas y la modelizacion computacional, nos permite
interpretar y relacionar la energética de los procesos de plegamiento/desplegamiento de
los biopolimeros en términos de los cambios estructurales asociados.

Los estudios realizados con DSC de sistemas macromoleculares de interés
bioloégico abarcan lipidos, proteinas, acidos nucleicos e hidratos de carbono. Una
excelente revision de las aplicaciones biotecnologicas de la DSC ha sido publicada por
Babur Z.Chowdhry y Steven C. Cole, en 1989.

Revisiones recientes que sobre esta técnica recopilan aspectos formales,
metodoldgicos, de analisis y sus aplicaciones las encontramos en las siguient.es
referencias: Privalov, 1989; Chowdry & Cole, 1989; Freire et al., 1990, Cooper et al.,
1994 a y b; Sanchez-Ruiz, 1995.

2.2.2.2.- Instrumentacion

El desarrollo instrumental de esta técnica ha estado determinado por el
incremento en el interés sobre macromoléculas bioldégicas y en concreto su
caracterizacion termodinamica, por ello fue necesario adecuar la técnica calorimétrica a
las caracteristicas que presentan estos sistemas. El principal objetivo ha sido realizar el
estudio de estas macromoléculas en condiciones lo mas parecidas posibles a las
fisiolégicas, esto implica tener dicha macromolécula en disolucion es decir, como un
sistema macroscopico rodeado de un disolvente. El disefio del instrumento esta
directamente determinado por este hecho por lo que es necesario tener en cuenta las
siguientes consideraciones; 1) la concentracién utilizada debe ser baja (unos pocos
mg/mL) con el objetivo de despreciar la interaccion entre macromoléculas 2) el
aislamiento y purificacion de estas macromoléculas conlleva un gran esfuerzo siendo las
cantidades obtenidas en la mayoria de los casos muy pequeilas 3) si la viscosidad de la
muestra es considerable impide alcanzar un equilibrio térmico rapido durante el
calentamiento lo cual implicaria el uso de agitacion lo que es posible evitar utilizando
volimenes de muestra muy pequeiios. Si se aplica todo lo anterior, los calores puestos

en juego durante el proceso seran muy pequefios, a esto se une la necesidad de barrer a
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velocidades muy pequenias para asi evitar posibles gradientes de temperatura. El
conjunto de todas las consideraciones anteriores genera la necesidad de un aparato
preciso y sensible lo cual actualmente se tiene gracias a los estudios realizados desde
hace mas de 30 afios (Privalov, P. L., (1964); Wadso, 1., (1970); Sturtevant, J. M.,
(1974); Mabrey, S. & Sturtevant, J. M., (1978); Privalov, P. L.,(1980)).

Los actuales microcalorimetros (Fig.2.4) de barrido poseen las siguientes

caracteristicas comunes:

1. Carecen de agitacion mecanica, evitdndose de este modo pérdidas de calor por
efecto Joule que podrian ser mayores, incluso al calor que queremos medir en el

caso de un liquido con elevada viscosidad.

2. A estos microcalorimetros se les denomina diferenciales ya que lo que realmente
se mide es la diferencia en la capacidad calorifica entre dos células i1dénticas, la
de referencia donde se encuentra el liquido patron (en el caso de proteinas, el
disolvente en el que se encuentran disueltas) y la célula de muestra que contiene

la disolucién objeto de estudio.

3. La medida de capacidad calorifica es realizada de una manera continua
calentando o enfriando la muestra a una velocidad constante dentro del intervalo
de temperatura determinado, permitiendo registrar de manera continua
pequefios cambios en dicha capacidad calorifica lo que genera una informacion
mas completa y la automatizacion del proceso de medida. La principal
desventaja es la dificultad de que la muestra se encuentre totalmente en

equilibrio térmico ( relacionado fundamentalmente con el disefio de las células).
4. Funcionan de modo adiabatico, como comprobaremos mas adelante.

5. El bloque calorimétrico es fijo, lo que permite una mayor reproducibilidad en los

datos.
6. Con el fin de trabajar a temperaturas iguales o superiores a la de ebullicion

poseen un sistema de presurizacion que evita la formacion de burbujas que

influirian de manera drastica sobre la medida.
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La medida de capacidad calorifica por medio de un microcalorimetro diferencial
de barrido se realiza utilizando el método de compensacion. Al comenzar un barrido se
suministra a las resistencias eléctricas asociadas intimamente a la superficie de cada
célula, la misma intensidad de corriente cuyo valor esta fijado por la velocidad de
barrido seleccionada. El método de compensacion consiste en el suministro de una
potencia eléctrica a la célula de menor temperatura, proporcional a la sefial eléctrica
recogida por las termopilas situadas en intimo contacto con la superficie de dichas
c€lulas. La sefal eléctrica se derivada de un efecto térmico que tiene lugar en la célula
de muestra como puede ser la desnaturalizacion de una proteina, la fusion de una bicapa
lipidica etc., que se traduce en una diferencia de temperatura entre ambas cé€lulas. Con
el objetivo de mantener la temperatura entre ambas cé€lulas constante se suministra dicha
seflal que Incrementara la temperatura de una de las células mediante un sistema
regulador. La diferencia de potencia que necesita ser aplicada a la célula de muestra por
un mecanismo de retroalimentacion para mantener el incremento de temperatura (AT)
igual a cero es seguida continuamente como funcion de la temperatura y a velocidad de

barrido constante. Esta potencia eléctrica diferencial (generalmente dada en uW = puJ/s
o ucal/s) es directamente proporcional a la diferencia de capacidad calorifica entre

ambas células (uJ/grado o pcal / grado) constituyendo la magnitud fundamental medida

en este instrumento. La adiabaticidad del sistema se consigue recubriendo ambas células
por dos corazas concéntricas (coraza interna y externa) que las separan del medio
exterior y cuya temperatura, siempre muy proxima a la de las células, esta controlada
por un sistema de retroalimentacion similar al ya descrito anteriormente. Se han
utilizado dos modelos comerciales de microcalorimetros para la realizaciéon de los
experimentos recogidos en la memoria de esta tesis, DASM-4 y VP-DSC de reciente
adquisicion. Cada uno presenta caracteristicas propias que los hacen mas adecuados
segun el sistema que se esté estudiando. A continuacién voy ha hacer una breve

descripcion de las caracteristicas mas significativas de ambos calorimetros.
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Fig. 2.4.- Esquema de los elementos que constituyen un calorimetro
diferencial de barrido tipo DASM, Biopribor, Scal o VP-DSC. Célula de muestra (m),
célula de referencia (r), muestra (M), tampon (B),resistencia de la coraza externa
(RCE), resistencia de la coraza interna (RCI), coraza interna (Cl), coraza externa

(CE), resistencia de la célula de muestra (Rm), resistencia de la célula de referencia

(Rr), amplificador (A).
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Fig.2.5.- Bloque calorimétrico correspondiente al microcalorimetro diferencial
de barrido DASM-4. (1) Capilares de platino para llenado y limpiado de las células,
(2) calentador de las células capilares, (3) coraza interna, (4) termopila, (5) coraza

externa.
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DASM-4 (Differential Adiabatic Scanning Microcalorimeter) de fabricacion
rusa, disefiado por el Dr. P.L. Privalov (Privalov, 1980). La caracteristica principal de
éste microcalorimetro es la geometria de sus cé€lulas, las cuales son capilares de platino
de 1.2 mm de didmetro interno que se encuentran formando una hélice compacta. Estan
situadas dentro del bloque adiabatico constituido por dos  corazas metalicas
concéntricas como se ilustra en la Fig.2.5.

De la geometria de estas células se desprenden ciertas ventajas como son la
facilidad de llenado sin formacién de burbujas, no existe conveccion térmica en el
calentamiento que es una de las principales fuentes de artefactos en este tipo de
calorimetria y proveen un campo térmico mas homogéneo sin apenas gradientes de
temperatura en los liquidos en estudio, lo cual permite la utilizacién de velocidades de
barrido mayores que repercute directamente en la sensibilidad del aparato. Como se
observa en al figura, el llenado de las células se realiza a través de dos capilares de
platino. El bloque calorimétrico es totalmente hermético lo que permite trabajar con.una
sobrepresion , de 1 atm de aire, que permite evitar la ebullicién del liquido en las c€lulas
y la posible formacion de microburbujas.

El volumen de las células es de 0.5 mL, el intervalo de temperatura operacional

va desde -23 a 127 °C, las velocidades de barrido se encuentran dentro del intervalo de

0.1-2.0 (°C/min), el nivel de ruido se encuentra situado en 0.2 pW y por ultimo el error
relativo en la determinacién de la capacidad calorifica se encuentra situado alrededor
del 0.0005 % (datos tomados de Privalov, P. L. & Potekhin, S. A., (1986)). Este
calorimetro no trabaja de forma ciclica, es decir, es necesario para cada barrido parar e
iniciar de nuevo, manualmente. La adquisicién de los datos se realiza mediante un
ordenador conectado directamente al calorimetro a través de un conversor analogico-
digital.

El segundo tipo de calorimetro de barrido utilizado en es el VP-DSC ( Valery
Plotnikov Differential Scanning Calorimeter) de reciente adquisicion por parte de
nuestro grupo (Fig.2.6). Posee importantes diferencias y ventajas sobre el anteriormente
descrito. En primer lugar la geometria de las células es radicalmente diferente, en forma
de moneda, conectada a los tubos de llenado de 1.5 mm de diametro interno, como si de
un chupachis se tratara, dicha geometria no presenta las ventajas ya descritas
anteriormente para las células del DASM-4. Las células estan hechas de una aleacion de
tintalo denominada comercialmente Tantaloy 61, cuyas propiedades quimicas se

asemejan en gran medida a las del cristal, siendo inerte a una gran cantidad de

sustancias, en especial a casi todos los acidos.
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El volumen efectivo de las células es de 0.532 mL, el intervalo de temperatura
en el que puede trabajar va desde —10 °C hasta 130 °C, la velocidad de barrido puede
variar desde 0 a 2 grad/min tanto en modo de incremento de temperatura o
calentamiento asi como de descenso de temperatura o enfriamiento, en éste ultimo caso
en forma no adiabatica. Utiliza un mecanismo interno peltier, de manera que no requiere
dispositivos externos de calentamiento o enfriamiento. Este calorimetro permite trabajar
en modo isotermo (isoscan, temperatura constante) muy conveniente si lo que se
pretende es el seguimiento de cinéticas o determinacion de la estabilidad de cualquier
droga o compuesto quimico, solo limitado por el espacio o memoria de la que disponga
el disco duro. Para trabajar a temperatura igual o superior a la de ebullicién el VP-DSC
ha sido disefiado con un sistema de presurizacion que permite el uso de presiones que
oscilan desde O a 35 psi, evitando la ebullicion de la muestra. Las principales ventajas
de este calorimetro se basan en el gran avance en sensibilidad, reproducibilidad,
estabilidad y mejora de la adiabaticidad (asegurada por medio de dos corazas, interna y
externa de geometria cilindrica). EI ruido como la repetitividad del sistema han sido

mejorados un orden de magnitud, permitiendo obtener resultados de mayor calidad

incluso con 50 ug de proteina en la célula de muestra, algo impensable con las
anteriores generaciones de calorimetros. Por otro lado, posee el software adecuado para
ser programado, de manera que es posible recoger sucesivas lineas base sin necesidad
de rellenar cada vez el calorimetro. Por ultimo el VP-DSC es el primer calorimetro que
permite la seleccion por parte del operador del tiempo de respuesta, entre 5 y
30 segundos. Este punto es de gran importancia ya que en transiciones anchas, bastante
comunes en proteinas, y en las que se requiere una alta sensibilidad para resolver el
pico, es aconsejable el uso de tiempos de respuesta mayores. Por el contrario en
transiciones agudas es conveniente el uso de un tiempo de respuesta corto para no

distorsionar el termograma.
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Fig.2.6.- Esquema del calorimero diferencial de barrido VP-DSC (Plotnikov & Brandts,

1997). (1,2) Células de muestra y referencia. (3,4) Calentadores principales situados sobre las células,

controlados por el voltaje V; de la fuente de alimentacion (5), conectada a su vez al computador (6) a

través de una tarjeta conversora A/D (30). Elementos auxiliares de calentamiento (18,19), activados

por medio de la tarjeta A/D (30), utilizados en la calibracion y en el modo de retroalimentacion.
Dispositivo de medida del efecto térmico (7), sensor de cristal (8), ambos utilizados para la medida de
la diferencia de temperatura entre células AT, Coraza adiabdtica (9) provista de dispositivos de
calentamiento y enfriamiento (10) dirigidos por un controlador (11), que responde a la sefial
procedente de un sistema amplificador (15), el cual recibe a su vez otra sefial entrante (20) procedente
del sensor (12) que mide la diferencia de temperatura entre las células y la coraza AT, El terminal
(16) recibe un voltaje V; de la fuente de alimentacion (17), a su vez controlada por el computador a
través de una tarjeta A/D (30). A su vez la coraza posee un dispositivo para la medida de temperaturas
absolutas (13) mediante un sensor (14) situado sobre la coraza de modo que la sefial saliente de él pasa
por el computador a través de la tarjeta A/D (30). El computador mediante el programa que posee,
permite almacenar en su memoria (40) de modo continuo y en los intervalos dispuestos por el operador
las seiiales calibradas de la diferencia de temperatura entre las células y la diferencia de temperatura

entre éstas y la coraza (AT,;,AT,) asi como la temperatura absoluta.
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2.2.2.3.- Realizacion del experimento en DSC.

A. Preparacion del experimento.

Las muestras utilizadas en todos lo experimentos realizados por medio de DSC
independientemente del tipo de calorimetro, se prepararon de igual modo tal y como se
describe en el apartado 2.2.1 teniendo especial cuidado en el filtrado de las mismas asi
como en la comprobacion del pH.

Un factor determinante a la hora de realizar un experimento calorimétrico es la
concentracion de las muestras la cual debe ser determinada de manera precisa ya que un
error minimo repercutiria en la determinacion del cambio de entalpia introduciendo una
gran variacion.

En general, las muestras de proteina deben prepararse de manera que se
garantice la pureza e integridad de la proteina asi como las condiciones experimentales

con el fin de hacer lo mas reproducible posible los experimentos.

B. Determinacion de la linea base instrumental

Idealmente, si las dos células del calorimetro fuesen idénticas, bastaria un solo
barrido para determinar la diferencia en la capacidad calorifica entre las soluciones de
muestra y referencia. No obstante, en la practica las dos células, aunque gemelas, no son
exactamente iguales y por lo tanto es necesario registrar dos barridos con el objetivo de
eliminar la contribucion a la sefial debida a aspectos instrumentales. A esto hay que
afiadir otro aspecto muy importante como es el diferente comportamiento de cada
tampon al interaccionar con las paredes de las células.

Asi pues, en primer lugar registramos la linea base instrumental para lo cual
llenamos ambas células con el tampoén puro (en ausencia de proteina) en el cual hemos
disuelto la muestra (Fig.2.7-A). Mas tarde esta linea base tampdn-tampdn sera restada al

barrido de muestra (tampon-proteina) como especificaré un poco mas adelante.
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Fig. 2.7.- (A) Perfiles experimentales de capacidad calorifica frente a la
temperatura, obtenidos a velocidad de barrido de 1 K / min para Barnasay 0.5 mM
de 3’CMP. En la linea base se muestra un calibrado de 25 uW. EI primer y segundo
barrido son casi indistinguibles lo que indica una alta reversibilidad. (B) Resultado de
la resta de la linea base instrumental del primer barrido con muestra. (C) Curva

convertida a unidades de capacidad calorifica absoluta (kJ . K L. mol).
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C. Calibracion eléctrica

La senal de salida de los calorimetros viene expresada en mV la cual es posible

calibrar administrando una potencia conocida (LW) a una de las células mientras se
realiza un barrido de linea base es decir, con las dos células llenas con el tampon de
muestra y en las mismas condiciones en las que se realicen el resto de los barridos

(Fig.2.7-A). De este modo conocida la potencia suministrada y el efecto sobre la sefial

determinamos la constante de calibracion (mV/uWW) y asi podemos expresar la sefial en
unidades de potencia (kJ / s). Mas adelante teniendo en cuenta el peso molecular y
concentracion de nuestra proteina asi como el volumen de las cé€lulas y la velocidad de
barrido se deduce un factor de conversion que nos permite pasar directamente desde
mV hasta kJ . K. mol'l, unidades caracteristicas de la capacidad calorifica molar,

segun la siguiente expresion:

N M(g/mol).60(s/ min).10° (W /puW)
~ k(mV/pW).V_, (mL).c(mg/mL).v(K /min)

f [2.1]

el

La asiduidad en la realizacion del calibrado varia de un calorimetro a otro asi en
los calorimetros mas antiguos como el DASM-4 es necesario realizarlo para cada tanda
de experimentos siendo recomendable hacerlo a diferentes potencias suministradas y a
diferentes velocidades de barrido por si existiera alguna dependencia con este
parametro. En este caso obtendriamos una constante de calibracion, k (mV/pWw)
diferente para cada velocidad de barrido. Por el contrario en los microcalorimetros
actuales como VP-DSC, la calibracién se realiza automaticamente pudiéndonos olvidar
de ella durante 6 meses tal y como aparece en el manual del citado calorimetro.
Igualmente en dicho manual se aconseja realizar una calibracion de temperatura para lo
cual se dispone de dos estandares (parafinas) fijados a unos capilares de acero y cuyos

puntos de fusién son 28.2 y 75.9 °C.
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D. Termograma de muestra

Antes de realizar cualquier barrido y con el fin de obtener el maximo
rendimiento del aparato es necesario seguir un cierto protocolo. Es muy importante
antes de empezar un experimento, que se haya establecido la historia térmica del aparato
lo que se comprueba realizando sucesivos barridos, con o sin rellenar las células
(primero se rellenan ambas células con agua y luego con el tampdn puro) hasta obtener
el maximo grado de solapamiento entre sucesivos barridos manteniendo siempre el
mismo ciclo térmico (igual velocidad de barrido, igual intervalo de temperatura de
barrido y el mismo tiempo de equilibracion entre el final de un barrido y el comienzo de
otro) entre experimentos que se quieran comparar. Asi antes de comenzar el barrido de
muestra es necesario registrar al menos dos lineas base sucesivas (sin rellenar) cuya
separacion se encuentre dentro de las especificaciones del aparato, en el caso del
VP-DSC la diferencia se sitiia en = 2 pcal / grad. El que esto se cumpla sera indicativo
de que el aparato esta estable y su historia térmica no se ha interrumpido.

La obtencién del termograma correspondiente a la proteina o barrido de muestra,
se realiza llenando la célula de muestra con la solucién de proteina y la de referencia
con el tampoOn puro (en ausencia de proteina), calentando en las mismas condiciones que
las utilizadas en la obtencion de linea base es decir, manteniendo el ciclo térmico.

Para comprobar la concentraciéon de muestra, ésta es medida antes y después de
realizar el barrido para asi evitar posibles diluciones debidas a que la cé€lula no esta
totalmente seca lo que introduciria un error en la medida de concentracion y en
consecuencia sobre la medida de entalpia tal y como he dicho anteriormente.

El perfil tipico de DSC para una proteina que sufre una sola transicion se
corresponde con un solo pico atribuido a la absorciéon de calor asociada a la
desnaturalizacion de la misma el cual lo podemos observar en Fig.2.7-A. En el caso de
proteinas complejas las cuales pueden sufrir mas de una transicion el termograma
obtenido no es tan simple pudiendo ser observados mas de un pico (transiciones) que a
menudo solapan en mayor o menor medida. El termograma estd compuesto por las
capacidades calorificas de estado nativo, C,n y desnaturalizado, Cp, p correspondientes a
la zona pre y postransicional respectivamente tal y como se indica en Fig.2.8 asi como

los parametros mas significativos que se desprenden de una transicion calorimétrica.
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Fig.2.8.- Curva de capacidad calorifica (trazo continuo) en funcion de la
temperatura calculada para una proteina hipotética que despliega segun un modelo
de dos estados. C,  representa la capacidad calorifica del estado nativo y C,p la del
estado desplegado. Se representa ademas, la linea base quimica (trazo discontinuo).
El area encerrada entre las dos curvas equivale a la entalpia de desnaturalizacion,

AH. Los pardmetros utilizados en la simulacion son: ACp = 7 kJ . K'. mol’;

AH =400 kJ. mol" y T,,= 80°C.



Materiales y Métodos 3

E. Segundo Termograma de la muestra

Este segundo termograma se realiza en las mismas condiciones que los barridos
anteriores, justo al finalizar el barrido de muestra, sin volver a rellenar las células,
enfriando y volviendo a calentar con el objetivo de determinar la reversibilidad de la
muestra (ver Fig. 2.7-A). La determinacién de la reversibilidad del desplegamiento de la
proteina tiene una gran importancia ya que es indicativo de que se esta trabajando en
equilibrio y por consiguiente es posible aplicar un analisis basado en la termodinamica
de equilibrio lo cual no es factible si se trata de una transicion irreversible y por tanto
cinéticamente controlada como podria ser la agregacion de la proteina. La reversibilidad
de una muestra se expresa en términos de porcentaje del drea recuperada bajo la curva

durante el segundo barrido.

2.2.2.4.- Analisis de los datos de DSC segun la termodinamica de equilibrio.

2.2.2.4.1.- Preprocesamiento de los termogramas.

El calorimetro esta conectado a un computador el cual posee un
programa de adquisicion de datos los cuales son almacenados en ficheros
permitiéndonos su posterior analisis. El programa de adquisicion de datos que
acompaiia al calorimetro VP-DSC (denominado Origin para DSC v. 4.1) es mas
avanzado que el del DASM-4 (denominado SCAL v. 2.0) facilitando el
procesado de los datos. Los ficheros generados por el programa de adquisicion
de datos contienen el valor de una sefial proporcional a la variacion de la
capacidad calorifica de la disolucién de proteina expresada en mV en funcion de
la temperatura. Antes de obtener los parametros termodindmicos caracteristicos
de cada traza es necesario realizar una serie de correcciones previas para
eliminar aquellas contribuciones que no se corresponden con la capacidad

calorifica debida exclusivamente al desplegamiento de la proteina tal y como

paso a describir seguidamente.
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A. Resta de la linea base instrumental.

Tal y como he descrito anteriormente es necesario restar del termograma de
muestra (proteina-tampon) la linea base instrumental (tampdén-tampon) con lo que
estaremos eliminando las contribuciones inherentes al instrumento. La traza resultante
se corresponde con la capacidad calorifica aparente expresada en mV puesto que hasta
el momento no hemos realizado ninguna conversion de unidades (Fig.2.7-B). Esta
sustraccion va ha dar lugar a la obtencion de valores negativos de capacidad calorifica
lo cual indica que la capacidad calorifica de la referencia (tampén) es mayor que la de
muestra (proteina). Esto puede ser explicado sobre el caso de proteina disuelta en un
tampon, normalmente se corresponde con una solucidn acuosa, ésta desplaza un
volumen de agua 1gual al suyo con lo que el volumen ‘de agua en la célula de ref<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>