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Resumen

Los lipidos cumplen roles importantes en diversas funciones biolégicas a pesar de presentar una muy
baja solubilidad en agua, el solvente principal de la vida. Los mecanismos celulares desarrollados para el
manejo de los lipidos permiten la utilizaciéon de los mismos y mantienen la correcta homeostasis celular.
En mamiferos, cualquier alteracién en alguno de estos mecanismos puede producir patologias como
diabetes, aterosclerosis y mal de Alzheimer, entre otras. Estudiar como las células manejan los lipidos es
un paso importante en la comprensién de toda la fisiologia y bioquimica celular.

El transporte intracelular mediado por las SLBP parece ser un mecanismo importante para la disolucién y
movilizaciéon intracelular de lipidos. Sin embargo, actualmente no estd claro si las SLBP son
indispensables para el correcto funcionamiento celular. Las distintas SLBP difieren en su estructura,
filogenia, localizacién tisular e intracelular y espectro de unién de ligandos, presentando un panorama
complejo para la interpretacion de las funciones de estas proteinas. Sin embargo, entre las SLBP
podemos encontrar una familia con propiedades que abarcan las de todos los integrantes: las proteinas
transportadoras de esteroles (SCP2).

Las SCP2 unen un amplio grupo de lipidos incluyendo los ligandos de todas las SLBP y son las Unicas
presentes en todos los reinos bioldgicos. Esta familia de proteinas ha sido estudiada mayormente en
mamiferos, organismos donde se expresan otras SLBP y otras enzimas multidominios que poseen uno o
mas dominios SCP2.

Un sistema alternativo para el estudio del metabolismo de lipidos es la levadura Yarrowia lipolytica, la cual
posee una alta capacidad de consumo de compuestos hidrofébicos. Nuestro laboratorio identificé y aislo
la proteina transportadora de esteroles de Yarrowia lipolytica (YLSCP2), la cual es la unica SLBP
presente en el microorganismo. Estas caracteristicas hacen de YLSCP2 un excelente modelo para el
estudio de la familia de proteinas transportadoras de esteroles.

El objetivo general de este trabajo de tesis es completar una caracterizacion estructural, termodinamica y
funcional de YLSCP2, buscando esclarecer el mecanismo funcional de las SCP2. Los objetivos
especificos son la caracterizacién biofisica, la determinacién de la unién de diversos ligandos hidrofébicos
y el estudio del efecto de la unién de dichos ligandos sobre la estructura y la estabilidad de la proteina.

Para alcanzar estos objetivos fueron disefiados un sistema de expresién recombinante de YLSCP2 en E.
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coli y un protocolo para obtener YLSCP2 en grandes cantidades y alta pureza. A partir de los resultados
de los espectros de absorcién UV, de dicroismo circular, fluorescencia, FPLC y SAXS pudo determinarse
que la proteina se encuentra correctamente plegada.

La estabilidad de YLSCP2 en funcién del pH demuestra que esta proteina es mas estable a pH basico
que a pH acido. En el desplegado de YLSCP2 inducido por el agregado de urea se observaron al menos
tres transiciones.

YLSCP2 puede unir con alta afinidad &cido cis-parinarico (AP), acido palmitico (PAL), palmitoil-Coenzima
A (pCoA), 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol (DPG), fosfatidil colina de huevo (EPC), dehidroergosterol (DHE),
acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico (ANS) y merocianina-540 (MC). La union de los ligandos fue
determinada mediante diferentes técnicas, dependiendo de las propiedades de cada ligando. Ademas fue

demostrado que YLSCP?2 interacciona con vesiculas lipidicas.



El presente trabajo de tesis fue realizado principalmente en el Laboratorio de Expresion y
Plegado de Proteinas (LEPP), Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad
Nacional de Quilmes y en el laboratorio de Biofisicoquimica del Instituto de
Investigaciones Fisico-Quimicas Tedricas y Aplicadas de la Universidad Nacional de La
Plata.
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Abreviaturas

acil-CoA acidos grasos modificados con Coenzima A
ADN acido desoxirribonucleico

ANS acido1-anilinonaftalen-8-sulfénico

AP acido cis-parinarico

ASA superficie accesible al solvente

CD dicroismo circular

Cl cuerpos de inclusion (fraccion insoluble)

CMC concentracion micelar critica

CpP capacidad calorifica a presién constante

DE desvio estandar

DHE dehidroergosterol

DMSO dimetilsulféxido

dNTP desoxinucleoétidos trifosfato

DO600 densidad éptica a una longitud de onda de 600 nm
DPG 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol

EDTA acido etilendiaminotetracético

EPC fosfatidil colina de huevo

€ coeficiente de extincion molar

FPLC cromatografia rapida liquida de proteinas y péptidos
FRET transferencia de energia de resonancia Foster
GuHCI cloruro de guanidinio

IC50 concentracion media de desplazamiento

IPTG B—D-isopropil-tiogalactosido

ITC calorimetria de titulacion isotérmica

KD constante de disociacion

LB medio de cultivo Luria-Bertani

MC merocianina-540

MW marcador de peso molecular

NATA N-acetiltriptofanoamida

NAYA N-acetiltirosinamida

NBD 4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

PAL acido palmitico

pCoA palmitoil-Coenzima A

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PDB Banco de datos de proteinas plpunto isoeléctrico
PR funcion de densidad de pares de distancias
PST1 senal de direccionamiento a peroxisomas tipo 1

RG radio de giro



RMN
RMSD
RS
SAXS
SEC
SCP2
SDS
SDS-PAGE
SLBP
Suv

Tm

uv
YLSCP2

resonancia magnética nuclear

desplazamiento cuadratico medio rpm revoluciones por minuto
radio de Stokes

dispersion de rayos-X a bajo angulo

cromatografia de exclusion molecular

proteina transportadora de esteroles tipo-2

dodecil sulfato de sodio

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
proteinas solubles que unen lipidos

vesiculas unilamelares pequefas

temperatura media de desnaturalizacion

ultravioleta

proteina transportadora de esteroles tipo-2 de Yarrowia lipolytica
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Aminoacidos

Ala A alanina

Arg R arginina

Asn N asparagina
Asp D acido aspartico
Cys C cisteina

GIn Q glutamina

Glu E acido glutamico
Gly G glicina

His H histidina

lle I isoleucina

Leu L leucina

Lys K lisina

Met M metionina

Phe F fenilalanina
Pro P prolina

Ser S serina

Thr T treonina

Trp w triptofano

Tyr Y tirosina

Val V valina
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1. El manejo celular de lipidos

Los lipidos participan en funciones biolégicas esenciales, como el almacenamiento
de energia (trigliceridos), composicién estructural de membranas (fosfolipidos y esteroles),
hormonas (testosterona, estradiol, cortisol, prostaglandinas, etc.), vitaminas (vitamina A, D,
E y K), pigmentos (clorofilas, xantonas y carotenos), transduccién de sefiales (derivados
de acidos grasos poli-insaturados y fosfolipidos) y transporte de electrones (ubiquinona y
plastoquinona). La caracteristica en comun de todos ellos, su baja solubilidad en agua,
presenta una gran dificultad para la utilizacion de los mismos por los organismos vivos.

Los seres vivos obtienen lipidos mediante sintesis endégena o los incorporan a partir
de la dieta. Existen varios mecanismos que promueven la obtencion, retencion, transporte
intracelular y utilizacion de estas biomoléculas. El ingreso de lipidos en las células implica
una sucesion de varios pasos, los cuales pueden ser mediados por difusion o por
mecanismos facilitados por proteinas (Figura 1). Una vez dentro de la célula, los lipidos
deben mantenerse solubles y, en las células eucariotas, deben ser transportados hacia
organelas. Finalmente, estos compuestos hidrofébicos pueden ser metabolizados

mediante diversos procesos como por ejemplo la 3-oxidacion de acidos grasos.

1.1. Ingreso de lipidos a la célula

El ingreso de los lipidos a las células puede dividirse en 3 pasos: (I) absorcion a la
membrana celular, (Il) desplazamiento a través de la membrana y (lll) disociacion en el

citoplasma (Figura 1) [1].

1. l. a. Absorcion

En el caso de la transferencia espontanea de compuestos hidrofébicos a
membranas, la alta particion de los lipidos a favor de las membranas fosfolipidicas
enriquece su concentracién en las bicapas en comparacion con el medio acuoso. La
constante de velocidad para la absorcién de monémeros de acidos grasos en vesiculas de
bicapas fosfolipidicas es muy grande. La velocidad de unién esta limitada por la difusion,
dependiendo de la concentracion de lipidos monoméricos y de la concentracién de lipido
en la membrana [2]. Existen diversos mecanismos bioldgicos para aumentar la
concentracion extracelular de lipidos. Por ejemplo, los mamiferos poseen proteinas
plasmaticas (albuminas) que unen lipidos y los transportan por el organismo. Por otro lado,
algunos microorganismos liberan sustancias emulsificantes que disuelven los lipidos
extracelulares. De esta forma, los organismos producen un aumento en la concentracion

extracelular de lipidos monoméricos, los cuales pueden ser captados mas facilmente por
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las células.
OO O Lipidos

Espacio

Absorcion extracelular

1/ Desplazamiento 2\
O transmembrana O
4

3 \‘ Disociacion 4 '/ 5\

{ g

Espacio
intracelular

Membrana plasmatica

Figura 1. Esquema general del ingreso de los lipidos, indicando la absorcién de los
lipidos a la membrana celular, el desplazamiento a través de la membrana por difusion (1) y
mediado por proteinas (2), y finalmente, la disociacion en el citoplasma espontanea (3), por
union a proteinas transportadoras (4) o por modificaciones quimicas como esterificacion (5).

1.1.b. Desplazamiento a través de la membrana

Una vez que el lipido se encuentra en la cara extracelular de la membrana, el
desplazamiento hacia la cara interna puede ocurrir por difusion pasiva o por mecanismos
mediados por proteinas. Muchos acidos grasos de cadena larga se desplazan
rapidamente a través de una membrana de forma espontanea, con tiempos medios entre
20 ms y 2 s cuando su grupo carboxilo esta protonado [3]. El pKa de los acidos grasos en
la membrana es cercano al pH fisiolégico, de manera que aproximadamente un 50 % de
las moléculas se encuentran en su forma no ionizada. Estas propiedades de ionizacién
son la base del modelo para la difusion pasiva transmembrana de los &cidos grasos [3].
Segun este modelo los acidos grasos se unen rapidamente a la bicapa lipidica, donde se
establece un equilibrio de ionizacion aumentando la poblacion de acidos grasos no
ionizados hasta ~ 50 %. Luego, los acidos grasos no ionizados se mueven rapidamente a
través de la bicapa lipidica en respuesta a un gradiente de concentracion. Finalmente, en
la cara interna de la membrana la mitad de los acidos grasos vuelven a ionizarse hasta

alcanzar el equilibrio. Este mecanismo puede estudiarse siguiendo el cambio de pH en el
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interior de una vesicula lipidica utilizando compuestos fluorescentes sensibles al cambio
de pH [3].

En contraste con los acidos grasos, algunos derivados metabolicos de acidos grasos
(acil-Coenzima A y acil-Carnitina) no pueden moverse espontaneamente a través de una
bicapa fosfolipidica. La carga negativa de estos compuestos a pH fisiolégico no es
neutralizada en el ambiente lipidico, por lo que los mismos uUnicamente pueden ser
desplazados a través de la membrana por proteinas especializadas.

El hecho de que los acidos grasos pueden desplazarse espontdneamente en
membranas no descarta la existencia de mecanismos mediados por proteinas que podrian
coexistir con el mecanismo pasivo. El mecanismo espontaneo se vuelve menos eficiente
cuando disminuye la concentracion extracelular de lipido, condiciéon en la que es
indispensable el funcionamiento de proteinas transportadoras. En E. coli existe una
proteina presente en la cara externa de la membrana que une y transporta lipidos,
asociada a una proteina de la cara interna de la membrana que los esterifica. En
mamiferos se conocen varias proteinas que pueden estar implicadas en el transporte de
acidos grasos de cadena larga. Entre ellas podemos mencionar a la proteina de
membrana que une acidos grasos (FABPpm), la transportadora de acidos grasos (FAT o
CD36), la proteina de transporte de acidos grasos-1 (FATP1) y la sintetasa de acil-CoAs
de cadena larga (ACS1).

1.l.c. Disociacion

Una vez que el lipido se desplazé a la cara interna de la membrana celular, ocurre la
disociacién del mismo hacia el citoplasma, donde puede difundir espontdneamente, ser
esterificado o ser trasportado por proteinas citosdlicas. Debido a la gran afinidad de los
lipidos por membranas resulta evidente que la constante de velocidad de disociacion es
menor que la de asociacion. Esta constante de velocidad de disociacion depende del
tamarno del lipido y es menor a la constante de desplazamiento a través de la membrana
[1]. La esterificacion de acidos grasos esta mediada por las sintetasas de cadena larga
asociadas a membranas, facilitando la disociacién del acido graso y su retencion

intracelular.

1.1l. Transporte intracelular

Al igual que la captacion, desplazamiento y disociacion de los lipidos en la membrana
celular, el transporte intracelular de lipidos puede realizarse mediante mecanismos
espontaneos y/o mediados por proteinas.

En el caso del trafico intracelular espontaneo de acidos grasos se han propuesto
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cuatro mecanismos [4][5]: (/) transferencia mediante vesiculas convencionales de
transporte de proteinas a través de la via secretoria, (//) transferencia por vesiculas que no
participan del transporte de proteinas por via secretoria, (/ll) transferencia mediada por
colision entre organelas, y (/V) transferencia como mondmeros a través del citosol.

Por otro lado, el movimiento de lipidos a través del citosol también puede estar
facilitado por pequefias proteinas citoplasmaticas, denominadas Proteinas Solubles de
Unién de Lipidos (SLBP, Soluble Lipid Binding Proteins). Existen al menos cinco tipos de
SLBP:

e proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP, Fatty Acid Binding Proteins) [5],
e proteinas transportadoras de acil-CoA (ACBP, Acyl-CoA Binding Proteins) [6],
e proteinas transportadoras de fosfolipidos (PLTP, Phospholipid Transfer Proteins) [7],

e proteinas transportadoras de lipidos no especificas (nsLTP, nonspecific lipid transfer

protein) [8],

e proteinas transportadoras de esteroles (SCP2, Sterol Carrier Proteins-2) [9].

El espectro de lipidos que unen estas proteinas esta especificado en su nombre,
excepto en el caso de las SCP2, las cuales unen los ligandos de las PLTPs, FABPs y
ACBPs ademas de esteroles y glicolipidos.

El perfil de expresion de las SLBP demuestra diferencias filogenéticas en la forma
mediante la cual las células manejan los lipidos: las FABP solo se encuentran en
animales [10], las ACBP se encuentran en animales, plantas y levaduras [11], las PLTP
se pueden encontrar en animales, plantas, levaduras y bacterias [12], las nsLTP sdlo se
encuentran en plantas [8] y las SCP2 son las unicas que pueden encontrarse en los
tres reinos biologicos [13]. La importancia de estas SLBP para el metabolismo de lipidos

todavia no ha sido esclarecida.

1.1ll. Catabolismo de lipidos

En los organismos eucariotas, la mayoria de los lipidos que ingresan en las células
son transferidos a mitocondrias o peroxisomas para la produccion de energia. En el caso de
los acidos grasos, el principal proceso de catabolismo es la p-oxidacion. En animales la 3-
oxidacién se produce en las mitocondrias [14], mientras que en levaduras, la via de la -
oxidacion tiene lugar solo en los peroxisomas. La (B-oxidacion peroxisomal se encuentra

ampliamente distribuida en la naturaleza, mucho mas que la B-oxidacion mitocondrial, que
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esta restringida solo al reino animal.

Los genes de un gran numero de proteinas peroxisomales, incluyendo enzimas
involucradas en la [B-oxidacion, han sido clonados y caracterizados. Ademas se han
detectado en los peroxisomas enzimas auxiliares requeridas para la degradacién de acidos
grasos insaturados e hidroxiacidos grasos. Todas las proteinas peroxisomales conocidas
hasta ahora son sintetizadas en ribosomas libres y luego son importadas a los
peroxisomas. Existen dos tipos de sefales de direccionamiento a peroxisomas, PTS1 y
PTS2 (Protein Targeting Signal 1 o 2). La secuencia de la sefal PTS1 es el tripéptido Ser-
Lys-Leu (SKL) y se encuentra en el extremo C-terminal de las proteinas. La sefial PST2
puede encontrarse en el extremo N-terminal o ser interna y presenta la secuencia consenso
bipartita (R/K) (L/V/HX5(H/Q)(L/A) [15]. Las proteinas Pex5p y Pex7p interaccionan con las
secuencias PST1 y PST2 respectivamente. Luego, estas proteinas interactian con un
complejo ubicado en la membrana de los peroxisomas que se encarga de la importacion
[16]. Este sistema permite la maduracion de los peroxisomas y la incorporacion de enzimas
implicadas en el metabolismo de lipidos.

La conversion a ésteres de CoA es el primer paso obligatorio para la B-oxidacion
porque los verdaderos sustratos de la oxidacion son los acil-CoAs y no los acidos grasos
libres. Tanto los acidos grasos endégenos como los exdégenos son activados por union de
Coenzima A (CoA). Esto es llevado a cabo por una variedad de acil-CoA sintetasas que
difieren por su especificidad hacia diferentes sustratos y localizacion subcelular.

Después de ser transportados a través de la membrana peroxisomal los acil-CoAs son
sustratos de la B-oxidacion, la cual esta catalizada por tres enzimas, la acil-CoA oxidasa, la
proteina multifuncional hidratasa-deshidrogenasa vy la tiolasa.

El sistema de [-oxidacion peroxisomal no es soélo un duplicado del sistema
mitocondrial, sino que los peroxisomas estan involucrados en la degradacion de un grupo
de compuestos distinto [14]. Por ejemplo, los acidos grasos saturados de cadena larga son
oxidados predominantemente en mitocondrias. En cambio las etapas iniciales de oxidacion
de los acidos grasos de cadena muy larga (a partir de 24 carbonos) se producen en
peroxisomas. Otros metabolitos de la $-oxidacion en los peroxisomas son los acidos grasos
con poli- insaturaciones, acidos grasos ramificados, acidos dicarboxilicos y prostaglandinas.
Ademas, en los peroxisomas también se encuentra la maquinaria del metabolismo de

glioxilato, colesterol, dolicol y la sintesis de éteres lipidicos.

2. Yarrowia lipolytica: alta eficiencia en utilizacion de lipidos

Las células de levaduras son similares a las células de eucariotas superiores con
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respecto a la compartimentacion intracelular y a la organizacion subcelular de membranas.
Este hecho, sumado a la relativa facilidad de su manipulacion genética, convierte a las
levaduras en modelos atractivos para estudios del metabolismo y transporte de lipidos.

Yarrowia lipolytica es una de las levaduras no convencionales mas utilizada como
modelo de estudio de secrecidn de proteinas, biogénesis de peroxisomas, dimorfismo,
degradacion de sustratos hidrofébicos, etc [17]. La manipulacidn genética de esta levadura
es relativamente sencilla, favoreciendo el estudio de las proteinas involucradas en estos
procesos. Esto se demuestra en diversos trabajos donde fueron generadas cepas
mutantes mediante eliminacion de genes por recombinacién genética [18]. Ademas,
recientemente fue determinada la secuencia completa de los seis cromosomas de Y.
lipolytica [19].

Esta levadura es conocida por su capacidad de crecer en medios de cultivo
conteniendo acidos grasos de cadena larga como uUnica fuente de carbono y contiene un
sistema de [B-oxidacién inducible por acidos grasos y n-alcanos [17]. La activaciéon del
sistema oxidativo de acidos grasos comienza muy rapidamente (de 2 a 5 minutos luego de
la incubacién). La presencia de acidos grasos y otras sefales intraperoxisomales inducen
la proliferacion de peroxisomas en Y. lipolytica. Esto es consistente con el hecho de que la
oxidacion de acidos grasos en levaduras se produce exclusivamente en los peroxisomas y
no en mitocondrias, como ocurre en las células de organismos eucariotas superiores. Por
ejemplo, se han reportado estudios donde se utilizan células de S. cerevisiae en fase
exponencial crecidas en medios conteniendo glucosa como inéculos en experimentos de
transferencia a distintos medios de cultivo [20]. La transferencia de estas células a medios
complementados con acido oleico provoca la proliferacion de peroxisomas, asociada con
la induccién de actividades de B-oxidacion. La proliferacion es reprimida por glucosa,
reactivada por fuentes de carbono no fermentables y completamente inducida por acidos
grasos [20].

El modelo del crecimiento y division de los peroxisomas en Y. lipolytica propone la
existencia de seis sub-formas de los peroxisomas, llamadas P1-P6 [21]. La conversion de
estas sub-formas en una manera ordenada de P1 a P6 resulta en la formacién de
peroxisomas maduros. Los intermediarios mas tempranos P1 y P2 poseen la mayoria de
las proteinas de matriz peroxisomal y algunas proteinas de matriz asociadas con los
peroxisomas maduros. Estos intermediarios P1 y P2 se fusionan para formar P3, luego P3
se convierte en P6 mediante la incorporacién de proteinas de matriz. La division de los
peroxisomas esta controlada por dos mecanismos involucrados en la separacion de la
membrana peroxisomal. Estos mecanismos responden a sefales especificas transmitidas

desde el interior del peroxisoma, a través de cascadas de sefalizacion intra-peroxisomal
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dependientes de Aox y Pex16p [21].

El nimero reducido de peroxisomas maduros resultado de este mecanismo de
control no afecta el flujo metabdlico de la B-oxidacion. Este mecanismo de control coexiste
con otro mecanismo denominado control metabdlico de la abundancia de peroxisomas, el
cual depende del flujo metabdlico de la B-oxidacion de acidos grasos. En este control
metabdlico esta involucrada la enzima multifuncional de tipo 2 (MFE2, por multifunctional
enzyme type 2). El gen MFE2 de Y lipolytica posee un elemento de respuesta a acido
oleico en su promotor por lo cual la expresiéon de esta enzima es inducida en presencia de
este acido graso. Se encontré que las células mutantes de esta levadura con una
eliminacion en el gen MFE2 (mfe2-KO) poseen peroxisomas mas grandes y en mayor
cantidad que las células normales. Estos resultados sugieren que la enzima MFE2
contribuye a la regulacion del numero y tamafio de los peroxisomas en Y. lipolytica [22].
Otros estudios realizados en Y. lipolytica demostraron que ademas del mecanismo de
induccion de peroxisomas existe un mecanismo de degradacion de los mismos, el cual es
inducido por un cambio en las condiciones de crecimiento [23].

Es de gran importancia determinar cuales son los mecanismos que hacen a Y.
lipolytica una levadura tan eficiente para el consumo de lipidos. Para ello es vital
discriminar que proteinas estan involucradas en el transporte y metabolismo de estos
ligandos. Las enzimas necesarias para la utilizacion de estos sustratos son importadas a
los peroxisomas mediante el sistema Pex, el cual reconoce las sefales PTS1 y PTS2.
Para estudiar proteinas esenciales en este proceso se realizaron estudios de
complementacion en células mutantes deficientes en la importacion de proteinas a
peroxisomas. De esta manera se encontré una proteina de membrana de Y. lipolytica
llamada Pay2p que es esencial para la importacion de proteinas a peroxisomas. La cepa
mutante con una eliminacién en el gen Pay2 no puede completar la importacion a
peroxisomas de proteinas con alguna de las sefiales PTS1 o PTS2, lo que sugiere que
Pay2p estaria asociada con el sistema de importacidén de proteinas Pex [24].

El catabolismo de sustratos hidrofébicos de Y. lipolytica, como n-alcanos, acidos
grasos y triacilglicéridos, es un metabolismo complejo que involucra varias rutas y
diferentes compartimientos subcelulares (Figura 2). Una caracteristica importante de la
asimilaciéon de n-alcanos por levaduras es el flujo metabdlico de carbono desde el sustrato
hacia la sintesis de todos los componentes celulares por medio de los acidos grasos, que
es diferente en el caso de sustratos como carbohidratos. La asimilacion de n-alcanos en
levaduras ocurre via caminos de oxidacion mono y di-terminal. Los principales pasos para
la degradacion de estos sustratos hidrofébicos son: (a) obtencion y transporte de los

sustratos hidrofébicos hacia el sitio donde ocurre la oxidacion primaria; (b) oxidacion
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primaria o0 monoterminal de los alcanos, también puede ocurrir oxidacién w o diterminal,
principalmente en acidos dicarboxilicos; (c) activaciéon de los acidos grasos libres a su
correspondiente éster CoA, los cuales son degradados a acetil-CoA y propionil-CoA via
oxidacién B peroxisomal, dependiendo de las condiciones ambientales las células pueden
acumular acidos grasos libres en cuerpos lipidicos; y (d) sintesis de intermediarios del ciclo

del acido tricarboxilico [17].

2.1. Contacto entre las células y el sustrato

Los sustratos hidrofobicos deben interaccionar con la superficie celular para poder
ingresar a la célula. Se han formulado dos hipotesis para explicar el transporte de
sustratos poco miscibles con agua hacia el interior de los microorganismos. La primera es
el mecanismo mediado por surfactantes, el cual postula que estos compuestos pueden ser
disueltos (o0 pseudo-disueltos) mediante compuestos activos surfactantes. El segundo es
un mecanismo de transporte directo basado en la adhesion directa de estos compuestos a
la pared celular. En Y. lipolytica se han encontrado evidencias de ambos mecanismos,
esta levadura produce surfactantes [25][26], induce la adhesién celular y aumenta las
propiedades apolares de su superficie celular durante el crecimiento en sustratos
hidrofébicos [27]. Esta modificacion de la hidrofobicidad de la superficie celular parece
estar relacionada con la presencia de prolongaciones de la superficie de las células

similares a canales que conectan la pared celular con el interior de la célula [27].

-

grasos triacilglicéridos
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Figura 2. Esquema del catabolismo de n-alcanos, acidos grasos y triacilglicéridos en Y.
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lipolytica.

2.ll. Obtenciodn y transporte de los sustratos hidrofébicos

Y. lipolytica comienza la asimilacion de lipidos complejos (como trigliceridos) con una
hidrdlisis extracelular catalizada por enzimas lipoliticas, produciendo acidos grasos libres y
glicerol. Esta levadura produce lipasas extracelulares, unidas a membranas e
intracelulares [28][29]. Entre estas lipasas se encuentran LIP1-LIP8 [30], cuatro genes que
codifican para caboxilesterasas/lipasas del tipo B y dieciséis genes que codifican para
triacilglicerol lipasas.

Los acidos grasos y los n-alcanos pueden ingresar en las células de Y. lipolytica
mediante difusion espontadnea. Los acidos grasos adsorbidos en la membrana de esta
levadura difunden libremente si se encuentran a una concentracion mayor a 10 uM, de lo
contrario requieren un transportador transmembrana [31]. Las células de Y. lipolytica
creciendo en presencia de compuestos hidrofébicos presentan prolongaciones de la
superficie celular, disminucién del ancho de la pared celular y del espacio periplasmico,
invaginaciones de la membrana y canales con estructuras asociadas al reticulo
endoplasmatico que conectan el exterior de las prolongaciones de la pared celular con el
interior de la célula [27].

Una vez dentro del citoplasma los lipidos deben mantenerse solubles y ser dirigidos a
peroxisomas. Las levaduras contienen proteinas transportadoras de lipidos que participan
en la biogénesis y mantenimiento de membranas, analogamente a lo que ocurre en
eucariotas superiores. En Y. lipolytica fue detectada una proteina inducible por palmitato
que une lipidos identificada como una proteina transportadora de esteroles (YLSCP2)
[10][32][33]. Ademas Y. lipolytica tiene proteinas de transporte de fosfolipidos (PLTPs)
como las descriptas previamente en otras levaduras y en eucariotas superiores. La
proteina transportadora de fosfatidil inosiltol y fosfatidil colina no es requerida para
mantener la viabilidad de Y. lipolytica y tampoco participa en la via secretoria de este

organismo segun una determinacion de funcion realizada en otras levaduras [34].

2.1ll. Oxidacioén primaria de n-alcanos

La B-oxidacién se produce en levaduras en forma similar a mamiferos [35]. Sin
embargo se presentan algunas diferencias a nivel funcional entre las distintas especies de
levaduras. El primer paso de la oxidacion primaria o monoterminal de n-alcanos y de la
oxidacién w o diterminal de acidos grasos involucra una hidroxilacion terminal mediante el
sistema mono- oxigenasa P450 o w-hidroxilasa, respectivamente. Esto resulta en la

produccién de alcoholes grasos a partir de n-alcanos o acidos grasos w-hidroxilados. El
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segundo paso es realizado por deshidrogenasas dependientes de NAD+-NADP+ (unidas a
membrana o solubles) o por oxidasas productoras de perdxido de hidrégeno, las cuales
convierten los grupos hidroxilos terminales en su correspondiente aldehido graso. El tercer
paso involucra la oxidacion del aldehido graso a un acido graso libre, catalizada por una
deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+ del reticulo endoplasmatico o peroxisomal.
Estos pasos de oxidacion resultan finalmente en una produccion de acidos grasos a partir
de n-alcanos o en una produccion de acido dicarboxilico a partir de acidos grasos.

Durante el crecimiento de Y. lipolytica en n-alcanos y acidos grasos se inducen w-
hidrolasas de acidos grasos y sistemas monooxigenasa P450 [36]. Se identificaron ocho
isoformas de P450 inducibles por alcanos o acidos grasos, las cuales pertenecen a la
familia de genes CYP 52 (ALK1-ALK8), y un gen CPR en la cepa CX161-1B.
Recientemente se han expresado ocho genes ALK en hojas de la planta Nicotiana
benthamiana de la cepa ATTC-8661, determinando que los genes ALK3, ALK5 y ALK7
codifican para w hidrolasas de acido laurico, mientras que no se detecté actividad w-
hidrolasa con los genes ALK1, ALK2, ALK4 y ALK®6 [37].

Esta establecido en levaduras que utilizan n-alcanos que la oxidacion de los n-
alcanos de cadena larga hasta aldehidos grasos es catalizada mayormente por una
oxidasa unida a la membrana peroxisomal. Aunque se detecté actividad acido graso
oxigenasa en Y. lipolytica no se han encontrado sus genes utilizando secuencias de
diferentes especies de Candida sp.

En varias levaduras que asimilan n-alcanos, incluyendo a Y. lipolytica se detectd
actividad deshidrogenasa de acidos grasos dependientes de NAD(P)+. Cuando se utilizo la
secuencia aminoacidica de la FALDH humana se encontraron cuatro genes FALDH

putativos llamados FALDH1-4, siendo FALDH 4 inducible por alcanos.

2.lV. Degradacion de acidos grasos por f-oxidacion

Los acidos grasos son convertidos a esteres de acil-CoA cuando ingresan a la célula.
En Y. lipolytica se han detectado dos sintetasas especificas de largas cadenas de acil-CoA
(ACS | y ACS 1l) [38][39]. La enzima ACS | esta distribuida entre varias fracciones
celulares y parece estar involucrada en la sintesis de lipidos, mientras que ACS Il esta
presente en peroxisomas donde ocurre la 3-oxidacion, el principal camino para la ruptura
de los acil-CoA. Este sistema de degradacion consiste en una secuencia de cuatro
reacciones que resulta en un acortamiento del acil-CoA. Este ciclo se repite varias veces,
teéricamente hasta la ruptura completa del acil-CoA. Y. lipolytica posee varios genes que
codifican para acil-CoA oxidasas, lo que indica una adaptacién de esta levadura a los

sustratos hidrofébicos. En total esta levadura posee seis genes POX que codifican Aox1-
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Aox6. Recientemente se clond una acetoacetil-CoA tiolasa inducible por decano mediante
complementacion de una mutante. Esta enzima tiene una alta homologia con las enzimas
correspondientes en C. Tropicalis y S. Cerevisiae [40]. Una segunda acetoacetil tiolasa se
encontré en la secuencia del genoma de Y. lipolytica. Se cree que estas tiolasas estan
involucradas en el ultimo paso de la -oxidacion.

El acetil-CoA formado en la (B-oxidacién entra en el ciclo del glioxilato y es unido al
acido tricarboxilico y ciclos metilcitrato. El gen ICL2 que codifica para la enzima clave

metilisocitrato liasa se encuentra en la secuencia genémica de Y. lipolytica.

2. V. Acumulacion de lipidos

Dependiendo de las condiciones ambientales las levaduras son capaces de movilizar
acidos grasos libres o de almacenarlos como triacilgliceroles y esteril esters dentro de
cuerpos lipidicos. Estos cuerpos lipidicos consisten en un nucleo hidrofébico formado por
lipidos neutros y rodeado por una monocapa fosfolipidica con algunas proteinas
incorporadas [41].

Durante el crecimiento de Y. lipolytica con acidos grasos o triglicéridos se observa
una acumulacion de cuerpos lipidicos [42]. El contenido y la composicion de estos cuerpos

lipidicos depende de las condiciones de crecimiento y de la composicion del sustrato.

3. Objetivos de la tesis

Los lipidos cumplen roles importantes en diversas funciones bioldgicas a pesar de
presentar una muy baja solubilidad en agua, el solvente principal de la vida. Los
mecanismos celulares desarrollados para el manejo de los lipidos permiten la utilizacion
de los mismos y mantienen la correcta homeostasis celular. En mamiferos, cualquier
alteracion en alguno de estos mecanismos puede producir patologias como diabetes
[43], aterosclerosis [43], lipotoxicidad [44], enfermedad de Niemann-Pick [45] y mal de
Alzheimer [46], entre otras. Estudiar como las células manejan los lipidos es un paso
importante en la comprensién de toda la fisiologia y bioquimica celular.

El transporte intracelular mediado por las SLBP parece ser un mecanismo importante
para la disolucion y movilizacion intracelular de lipidos. Sin embargo, actualmente no
esta claro si las SLBP son indispensables para el correcto funcionamiento celular. Las
distintas SLBP difieren en su estructura, filogenia, localizacion tisular e intracelular y
espectro de unién de ligandos, presentando un panorama complejo para la interpretacion
de las funciones de estas proteinas. Sin embargo, entre las SLBP podemos encontrar
una familia con propiedades que abarcan las de todos los integrantes: las proteinas

transportadoras de esteroles (SCP2).
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Las SCP2 unen un amplio grupo de lipidos incluyendo los ligandos de todas las
SLBP y son las unicas presentes en todos los reinos bioldgicos. Esta familia de proteinas
ha sido estudiada mayormente en mamiferos, organismos donde se expresan otras
SLBP y otras enzimas multidominios que poseen uno o mas dominios SCP2 [47]. Estos
sistemas de estudio evidentemente no son los mejores para determinar la relevancia
biolégica de las SCP2.

Un sistema alternativo para el estudio del metabolismo de lipidos es la levadura
Yarrowia lipolytica, la cual posee una alta capacidad de consumo de compuestos
hidrofobicos [17]. Nuestro laboratorio identifico y aislé la proteina transportadora de
esteroles de Yarrowia lipolytica (YLSCP2), la cual es la Unica SLBP presente en el
microorganismo. Estas caracteristicas hacen de Yarrowia lipolytica y YLSCP2 un
excelente modelo para el estudio de la familia de proteinas transportadoras de esteroles.
La caracterizacion de YLSCP2 puede develar la funcion de esta familia de proteinas en
el metabolismo de lipidos.

El objetivo general de este trabajo de tesis es completar una caracterizacion
estructural, termodinamica y funcional de YLSCP2, buscando esclarecer el mecanismo
funcional de las SCP2. Los objetivos especificos son la caracterizacién biofisica, la
determinacién de la unién de diversos ligandos hidrofobicos y el estudio del efecto de la

union de dichos ligandos sobre la estructura y la estabilidad de la proteina.
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Capitulo I

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE YLSCP2
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1. Introduccién
1.1. La familia de genes SCP2

La familia de genes de las proteinas transportadoras de esteroles-2 (SCP2) esta
formada por dominios SCP2 unicos y/o fusionados a otros dominios enzimaticos (tiolasas,
hidratasas y/o deshidrogenasas). Estas enzimas multidominio estan implicadas en el
metabolismo de lipidos y en algunas de ellas el dominio SCP2 se libera por degradacién
proteolitica. La distribucién filogenética de los genes SCP2 es muy diversa y se pueden
encontrar representantes en todos los reinos bioldgicos (Tabla ).

En el genoma humano hay cinco genes que contienen el dominio SCP2 (Tabla I),
cuatro de ellos estan formando parte de enzimas multidominio y uno consta del dominio
SCP2 sin fusionar [13]:

¢ El gen HSD17B4 expresa una proteina bifuncional-D (DBP, D- bifunctional protein) de

80 kDa, la 17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo IV, conocida también como MFE2
(multifunctional enzyme type 2) [48]. Esta proteina esta compuesta por los dominios D-3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa y SCP2 [49].

¢ El gen SCPX esta compuesto por 16 exones y 15 intrones y codifica para una tiolasa

fusionada a SCP2 [50]. Existen dos promotores de transcripcion para el gen SCPX, a partir
de los que se originan los ARN mensajeros (NARN) de la tiolasa SCPX (58-kDa) y de pre
SCP2 (15-kDa) [51]. Las proteinas producidas por ambos mARN dan como resultado el
dominio SCP2 de 13-kDa sin fusionar (Figura 1).

¢ El gen HSDL2 codifica la enzima hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo-2 (HSDL2,

hydroxysteroid dehydrogenase- like 2), una proteina de 45 kDa que posee un dominio N-

terminal con actividad deshidrogenasa de cadena corta seguido por un dominio SCP2 [52].

¢ El gen STOML1 codifica la proteina de 43 kDa estomatina tipo 1 (STOML1, stomatin-

like 1), compuesta por un dominio estomatina tipo-1 (proteina integral de membrana [53])

seguido por un dominio SCP2 [54].

# El gen C200rf79 posee la secuencia para codificar una SCP2 de dominio Unico, de 156

aminoacidos [55]. Sin embargo, todavia no se han publicado datos sobre la caracterizacion

de esta proteina putativa.
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Figura 1. Esquema de los productos proteicos obtenidos a partir del gen SCPX de humanos.
Los ARN mensajeros codifican para SCPX-SCP2 y pre-SCP2, a partir de ambas proteinas
se obtiene SCP2 madura luego de una protedlisis.

Se han identificado proteinas SCP2 similares a las reportadas en humanos en otros
metazoos (Tabla I). Por ejemplo, el gen SCPX ha sido reportado en ratones [56], ratas
[57], gallos [58] e insectos [59]. Sin embargo, los homodlogos del gen C200rf79 sdlo se
encuentran en mamiferos [13].

En el nematodo Caenorhabditis elegans el dominio SCP2 se encuentra en cuatro loci
de los cuales so6lo uno de ellos codifica una proteina con dominio SCP2 sin fusionar (Tabla
1) [60][61].

En insectos, especialmente en Diptera, se encuentran multiples copias del gen
SCP2. En Drosophila melanogaster se conocen tres genes que codifican para dominios
SCP2 [62][59] y en el mosquito de la malaria Anopheles gambiae hay al menos seis genes
que codifican para SCP2 (Tabla I). En el mosquito de la fiebre amarilla Aedes aegypti se
han detectado varios genes con dominios SCP2 a partir de los cuales se expresan
AeSCPX [59], AeSCP2 [63], AeSCP2-L1 y AeSCP2-L2 [64] y recientemente fue
identificado AeSCP2-L3 [65].
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Tabla I. Miembros de la familia SCP2.
Ejemplos de genes y proteinas que contienen el dominio SCP2 en humanos (H. sapiens),
nematodos (C. elegans), artrépodos (A. gambiae), hongos (C tropicalis y G. mosseae),
protistas (7. gondii, D. discoideum), plantas (A. thaliana) y arqueobacterias (T. thermophilus).
Esquema de dominios: D-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (pentagono blanco), enoil-CoA
hidratasa (rombo gris), SCP2 (circulo negro), tiolasa (cuadrado gris), deshidrogenasa de
cadena corta (triangulo blanco), estomatina (circulo doble) [13].

Organismo Gen Proteina
H5DI7B4 MFE-1 {DEF) e e |
SCRY SCPHE-5CP2 e
H. sapiens H5DL2 HEDL2 fin ]
STOMI I STOML1 & ]
C20orf79 5CP2 9
dhs-28 DEP e
C. clegans dis-6 HEDL2 -
= wic-24 UNC-24 iy
nli-1 SCP2 ]
ENEANGGOO000041510 | ENSANGPOO000) 14200 e
ENSANGGO00000074 79 | ENSANGPO0000009063 o
V- ENEANGGOO000012525 | ENSANGPOO000M) 16314 fin ]
i ENEANGGO00000 8004 | ENSANGPO0000020403 [ ]
ENSANGGOO000022438 | ENSANGPO0000026307 ®
ENSANGGOO00001785] | ENSANGPO0000)204 70 [ ]
C. tropicalis POXIE PXP18 [
G. mosseae BEGIZ GmFOX2 e . |
I gowndif IgHAD 25CP-2 TeHAD-25CP-2 a |
7. choo il mfed MFE1 (DEF) e |
Gen ID: 3300038 DDEDEAFT 0136139 5 ]
A thaliana ASCP-2 AtSCP-2 L
I thermophilus Gen ID: 3168635 TTHAD401 8

En varios hongos ascomicetes y basidiomicetes las SCP2 se expresan como
proteinas de dominio Unico. En Candida tropicalis el gen POX18 [66] codifica para la
proteina PXP18 [67], una SCP2 que se localiza en peroxisomas [68]. En Candida maltosa
se identificd el gen POX18cm que codifica para POXP18cm, proteina homdéloga a PXP18
[69]. En el genoma de Yarrowia lipolytica CLIB122 [19] se encuentra el gen YALIOE01298g
que codifica para SCP2. Las SCP2 de hongos no son sélo de dominio unico, en el hongo
Glomus mosseae (Glomeromicota) fue detectada una proteina que presenta el dominio
SCP2 DBP [70].

Schizosaccharomyces pombe, organismos ampliamente utilizados en investigacion, no

fusionado a Las levaduras Saccharomyces cerevisae 'y
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poseen genes con similitud a SCP2.

Los protistas Paramecium auralia, Tetrahymena thermophila, Perkinsus marinus,
Eimeria tenella y Sterkiela histrimuscorum poseen dominios SCP2 sin fusionar y/o
fusionados a DBP [13]. Recientemente fue caracterizada la enzima DBP TgHAD-2SCP-2
de Toxoplasma gondii, la cual posee un dominio SCP2 [71]. El moho D. discoideum y el
oomicete Phytophtora sojae poseen el dominio SCP2 en una enzima DBP [72] y en una
proteina de fusidn con dos dominios SCP2 consecutivos [13]. En otros protistas
(Cryptosporidium, Plasmodium, Trypanosoma y Leishmania) no se han identificado
dominios SCP2.

En plantas el dominio SCP2 se expresa solamente como una proteina de copia Unica
sin fusionar (A. thaliana, Oryza sativa, Cryptomeria japonica, Ceratopteris richardii,
Physcomitrella patens y Chlamydomonas reinhardtii) [13]. Esto es sorprendente, ya que en
animales y muchos otros eucariotas el dominio SCP2 se encuentra formando parte de
enzimas multidominio. Por otro lado, en plantas también se expresan proteinas
transportadoras de lipidos no especificas (zanahoria [73] y trigo [74]), las cuales presentan
diferencias estructurales con las proteinas SCP2 [75].

En eucariotas, el analisis evolutivo de los miembros SCP2 lleva a la hipotesis que el
dominio SCP2 ancestral se encontraba formando parte de una enzima DBP, ya que esta
fusidon puede encontrarse en protistas, metazoos y micetozoos [13]. Ademas, los dominios
SCP2 de enzimas DBP forman un grupo en un arbol filogenético, indicando que
evolucionaron a partir de un ancestro comun [13]. Es probable que los genes SCP2 de
dominio unico hayan surgido a partir de la fisién de los dominios tiolasa, dehidratasa y/o
deshidrogenasa en los organismos eucariotas que complementan esas funciones en
organelas.

En procariotas soélo se conocen dominios SCP2 sin fusionar de bacterias [76][77] y de
arqueobacterias [78][79][80][81].

1.1l. Caracteristicas estructurales de SCP2

1.1l.a. El motivo estructural SCP2

Las proteinas SCP2 poseen un motivo estructural a + B, formado por una hoja- de 5
hebras y 5 hélices-a (Figura 2) [82]. La estructura de las SCP2 de diversas especies esta
altamente conservada, demostrando que las caracteristicas basicas del plegado SCP2
estan preservadas entre los tres reinos bioldgicos (Figura 3). Hasta el momento se han
reportado 8 estructuras cristalinas y 2 estructuras en solucion para distinto miembros de
las SCP2.
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1.lL.b. Estructuras reportadas de SCP2

La primera estructura de SCP2 resuelta fue el dominio SCP2 de la proteina de fusion
SCPX de humanos (hSCP2, 1QND) [83]. La estructura en solucion de hSCP2, obtenida
por resonancia magnética nuclear (RMN), presenta 5 hebras-3 y 4 hélices-a (Figura 3). La
estructura del complejo entre hSCP2 y el receptor peroxisomal peroxina-5 de humanos
(Pex5p) fue determinada mediante cristalografia de rayos-X con una resolucion de 2.3 A
(2CO0L) [84]. La estructura hSCP2 presenta en este caso 5 hélices-a en lugar de las 4
determinadas por RMN vy la secuencia PTS1 ubicada en el extremo C-terminal se
encuentra interaccionando con Pex5p (Figura 3). Esta estructura sugiere que la interaccion
entre hSCP2 y Pex5p no requiere que este unido un ligando a SCP2, pero si que el
extremo C-terminal de SCP2 se encuentre expuesto. Esto es asi en hSCP2 y pre-hSCP2
(que contiene una pre-secuencia en el extremo N-terminal), donde los extremos N y C-

terminal se encuentran desorganizados y altamente flexibles [85].

Figura 2. Esquema general del motivo estructural de las proteinas transportadoras de
esteroles (SCP2). Se representa el orden de las hélices-a (cilindros rojos) con nimeros
romanos y de las hebras-§ (flechas azules) con nimeros cardinales y se indican los extremos
N terminal (N) y C-terminal (C).

La estructura de SCP2 de conejo (cSCP2) fue determinada mediante cristalografia
de rayos-X con una resolucion de 1.8 A (1C44) [86]. El plegado de cSCP2 presenta motivo
a + 3 formado por 5 hebras-§ y 5 hélices-a, los cuales forman una cavidad hidrofébica que
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podria ser el sitio de unién de ligandos (Figura 3). La estructura determinada en solucion
para pre-cSCP2 (cSCP2 con la pre-secuencia en el extremo N-terminal) presenta los

mismoselementos de estructura secundaria que hSCP2 en solucion [87][88].

mfe2hSCP2

AeSCP2-L2 g AeSCP2-L3

Figura 3. Estructuras tridimensionales resueltas para las SCP2 de humano (hSCP2: 1QND,
2C0L, y mfe2hSCP2: 1IKT), conejo (cSCP2: 1C44), mosquito (AeSCP2: 1PZ4, AeSCP2-
L2: 3BDQ, y AeSCP2-L3:3BKR) y arqueobacterias (TtSCP2: 1WFR, 2CX7, y AfSCP2:
3BN8). Las hélices-a se representan en rojo y las hebras-f3 en celeste, los ligandos unidos
se muestran como esferas (gris:carbono, rojo:oxigeno).
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La primera estructura de un complejo de SCP2 con un ligando fue obtenida mediante
cristalografia de rayos-X (1.75 A de resolucién) del dominio SCP2 de la enzima
multifuncional MFE2 de humanos (mfe2hSCP2) con Triton X-100 (1IKT) [89]. La estructura
de mfe2SCP2 esta compuesta por 5 hebras-f y 5 hélices-a, formando una cavidad
hidrofébica que corta transversalmente a la proteina (Figura 3). Esta cavidad conforma el
sitio de union de ligandos y se encuentra ocupada por una molécula del detergente Triton
X-100. Ademas, se puede observar una entrada adicional a la cavidad que sugiere un sitio
de union con forma de “L”.

La siguiente estructura de SCP2 en complejo con un ligando fue determinada
mediante cristalografia de rayos-X (resolucion de 1.35 A) del complejo entre SCP2 del
mosquito de la fiebre amarilla Aedes aegypti (AeSCP2) y una molécula de acido palmitico
(1PZ4) [90]. El plegado de AeSCP2 es muy similar al de hSCP2 y ¢cSCP2, consistiendo
en una hoja-B de 5 hebras cubierta por cuatro hélices-a (Figura 3). Sin embargo, los
residuos que forman la hélice-a Il en otras SCP2 (hSCP2, cSCP2 y mfe2SCP2) estan
formando un Jloop en AeSCP2. El grupo carboxilato del acido graso se encuentra
coordinado por el segmento de aminoacidos donde deberia estar la hélice-a Il, mientras
que la cadena hidrocarbonada se encuentra enterrada en el interior de la proteina. La
orientacion del acido graso es diferente a la reportada para el Triton X-100 unido a
mfe2SCP2 [89]. Este resultado fue el primero en mostrar la flexibilidad conformacional del
sitio de unién de la familia de proteinas SCP2.

Las SCP2 de las arqueobacterias Thermus thermophilus HB8 (TtSCP2) y
Archaeoglobus fulgidus (AfSCP2), presentan las mismas caracteristicas estructurales
reportadas para otras SCP2 (Figura 3). La estructura de TtSCP2 fue determinada
mediante RMN (1WFR) [91] vy cristalografia de rayos-X con 1.75 A de resolucion
(2CX7) [92], mientras que la de AfSCP2 fue determinada mediante cristalografia de
rayos-X con 2.11 A de resolucion (3BN8) [93]. Las estructuras cristalograficas TtSCP2
y AfSCP2 presentan dos moléculas de proteina en la misma celda cristalografica.
Esto sugiere que la estructura de estas SCP2 podria ser un dimero, pero no se
han reportado evidencias biolégicas que confirmen la existencia de la especie dimérica.

Recientemente fue determinada mediante cristalografia de rayos-X (resolucién de
1.7 A) la estructura de la proteina tipo SCP2 de A. aegypti (AeSCP2-L2) en
complejo con tres moléculas de palmitato (2QZT y 3BDQ) [94]. AeSCP-2L2 exhibe un
plegado a + 3 con una hoja-3 de 5 hebras anti-paralelas y cuatro hélices-a (Figura 3).
En la celda cristalografica de AeSCP2 L2 se observa una estructura dimérica formada

por la interaccion del extremo C- terminal. En este homodimero de AeSCP-2L2 las
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tres moléculas de palmitato se ubican de forma diferente, sugiriendo que el sitio de
unién cercano al extremo C-terminal se forma por la dimerizacién de la proteina. Este
es el primer reporte de la estructura de un miembro SCP2 dimérico en complejo con
ligandos, indicando que la familia SCP2 tiene un modo de interaccion con ligandos muy
diverso. Esta estructura dimérica no es un fendémeno artificial inducido por el proceso de

cristalizacién ya que la misma fue detectada in-vivo en el mosquito [65]. EI homodimero

formado tiene una superficie de contacto de 663 A2, equivalente al 10% de la superficie
total de SCP-2L2.

Poco después fue identificado un nuevo miembro SCP2-L de A. aegypti (AeSCP2-
L3). La estructura de AeSCP2-L3 con palmitato unido fue determinada mediante
cristalografia de rayos-X, con 1.4 A (3BKR) y 2.1 A (3BKS) de resoluciéon [65]. Esta
proteina presenta la conformacion estructura caracteristica de las SCP2 y la posicion
del &cido graso es similar a la reportada la AeSCP2 (Figura 3).

Estos resultados obtenidos por cristalografia de rayos-X o RMN pueden de suma
importancia para comprender el mecanismo de funcién de las SCP2. Sin embargo, estas
técnicas pueden presentar algunas complicaciones. Por ejemplo, para realizar este tipo
de ensayos se necesita una concentracion de proteina muy alta (>10 mg/mL), mucho
mayor que las concentraciones in-vivo. Por otro lado, la similitud entre la estructura de
una proteina en los cristales y en solucion podria diferir, llevando a conclusiones
erréneas. Es por esto que el uso de otras técnicas para estudiar la estructura de
proteinas en solucion y a menores concentraciones puede ser indispensable para un

correcto analisis estructural.

1.ll.c. Dicroismo circular de las SCP2

El espectro de CD en el UV-lejano de las SCP2 es el tipico para una
proteina con estructura secundaria a + B [95]. El espectro de apo-hSCP2 a pH 7.4
presenta dos minimos a 208 y 225 nm y un maximo a 193 nm. La composicion de
estructura secundaria estimada a partir del espectro indica que hSCP2 esta
compuesta por un 32 % de hélices-a, 21 % de hojas-B, 25 % de giros-B y 22 % de
estructuras desordenadas [96][97]. Estos resultados concuerdan con el contenido de
estructura secundaria observado en las estructuras cristalinas y en solucion de las
SCP2, sugiriendo que los espectros de CD pueden ser de gran utilidad para la

caracterizacion de esta familia de proteinas.

1.ll.d. Fluorescencia de triptofano de las SCP2
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Existen varios trabajos donde se realizan ensayos de fluorescencia en miembros de
la familia SCP2, los cuales presentan diferencias segun la composicién de aminoacidos
aromaticos de cada proteina.

La SCP2 de higado de rata (rSCP2) tiene 3 residuos de tirosina y presenta un
espectro tipico para la fluorescencia de tirosina con un maximo de excitacién a una
longitud de onda de 280 nm y un maximo de emision a una longitud de onda de ~ 315 nm
[98][99].

En la secuencia de hSCP2 hay un unico residuo de triptofano que presenta una
intensidad maxima de emision de fluorescencia a una longitud de onda de ~ 330 nm luego
de una excitacion a una longitud de onda de 295 nm [100]. El triptofano se encuentra
oculto al solvente segun el valor de la longitud de onda del maximo de emision de
fluorescencia y la constante de atenuacién por acrilamida (KSV = 4.19 M-1). La forma de
hSCP2 es elipsoidal a juzgar por la presencia de dos tiempos de correlacion rotacional
(32.2 y 2.8 ns) obtenidos por polarizacion de fluorescencia del triptofano [100]. Esto es
confirmado por el valor del radio hidrodinamico obtenido por anisotropia de fluorescencia
de triptofano (20.5 A), el cual es un poco mayor que el esperado para una proteina de 13.2
kDa con forma esférica es (18.8 A) [96].

Las propiedades espectroscopicas de hSCP2 fueron comparadas con las de su
version inmadura, pre-hSCP2, mediante absorbancia y fluorescencia [101]. La intensidad
de absorbancia de pre-hSCP2 es mayor que la de hSCP2 y los espectros de emision de
fluorescencia muestran que hSCP2 tiene menor intensidad de emision (y por ende de
rendimiento cuantico). La longitud de onda del maximo de emision es 330 nm para hSCP2
y 339 nm para pre-hSCP2. Los resultados anteriores junto con ensayos de atenuacion de
la emisién de fluorescencia con acrilamida indica que el triptofano de pre-hSCP2 se
encuentra mas accesible al solvente que el triptofano de hSCP2 [101]. Esto demuestra que
el ambiente que rodea al triptofano en hSCP2 y pre-hSCP2 es diferente, presentando un
mayor rendimiento cuantico y una mayor exposicion al solvente en pre-hSCP2. Es
probable que en hSCP2 el triptofano se encuentre formando una interaccion nativa que
produce una atenuacion de su rendimiento cuantico y lo oculta del solvente.

La secuencia de SCP2 de higado bovino (bSCP2) tiene un unico triptofano y ninguna
tirosina [102]. Luego de una excitacion con una longitud de onda entre 280-300 nm se
observa un espectro de emisién con un maximo entre 330-340 nm [103]. Las constantes
de atenuacion de la fluorescencia del triptofano con el agregado de iodo o acrilamida (2.03
1+ 0.03 M-1y 5.24 + 0.05 M-1) indican que el residuo de triptofano en bSCP2 se encuentra

oculto al solvente. Ademas, el residuo de triptofano se encuentra inmaévil dentro de la

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



escala de tiempos de fluorescencia segun el valor del tiempo de correlacion rotacional (15
ns) obtenido por decaimiento de anisotropia de fluorescencia. Aunque este tiempo de
correlacion rotacional es grande para una proteina de 14 kDa, los ensayos de
fluorescencia resuelta en el tiempo variando la temperatura (4-40 °C) y la concentracion de
proteina (0.17-10 pyM) indican que el volumen molecular se mantiene constante. El
volumen de bSCP2 fue calculado asumiendo una forma elipsoidal, y el valor obtenido (17
000 cm3/mol) concuerda con una la presencia de 0.38 gramos de agua por gramo de una
proteina (volumen tedérico de 11700 cm3/mol), un grado de hidrataciéon observado
normalmente en proteinas de bajo peso molecular [104][103].

En general, el andlisis de los resultados obtenidos por fluorescencia de las SCP2
aporta informacion estructural que concuerda con las estructuras tridimensionales

resueltas para estas proteinas.

1.1ll. Objetivos para la caracterizacion estructural de YLSCP2

La familia de las SCP2 presenta una gran complejidad en la estructura y distribucién
filogenética de sus genes. A pesar de esto, la estructura proteica tridimensional de las
SCP2 esta altamente conservada en todos los reinos bioldgicos. Los ensayos de RMN,
cristalografia de rayos-X, dicroismo circular y fluorescencia de distintos miembros de SCP2
arrojan resultados similares sobre la conformacion estructural de estas proteinas. Sin
embargo, la mayoria de los trabajos reportados estudian las SCP2 de mamiferos, donde la
interpretacion de los ensayos bioquimicos y de los estudios in- vivo se complican por la
presencia de otras proteinas pequefias de uniéon de lipidos (FABP, ACBP, etc.) y de
enzimas con multiples dominios fusionadas a SCP2.

Estos hechos son la base de la postulacion de YLSCP2 como un modelo general
para el estudio de la familia de las SCP2. Para lograr esto es necesario caracterizar
exhaustivamente las propiedades biofisicas y bioquimicas de YLSCP2. Este capitulo de la
tesis esta enfocado en la descripcion e interpretacion de los aspectos relevantes de la
produccién, purificacion y caracterizacion estructural de YLSCP2, comparando los

resultados con los reportados para otras SCP2.

2. Resultados

2.1. Produccién de YLSCP2

2.l.a. Clonado

El gen que codifica para YLSCP2 fue amplificado mediante reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR), utilizando como molde el ADN cromosomal de Y. lipolytica CX-121-
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1B. Los fragmentos de ADN iniciadores de la PCR fueron disefiados a partir de la

secuencia reportada para el genoma de Yarrowia lipolytica CLIB122 [19]. La secuencia

Optima para cada fragmento de ADN fue obtenida luego de realizar un analisis

informatico de las secuencias (formacién de estructuras de doble cadena y la temperatura

de fusidon) y una simulacion del producto de la amplificacion (Figura 4). La reaccion de

PCR con los oligonucleoétidos que se unen fuera del marco de lectura (57ylscp2 y 3 ylscp2-

BamHI) fue realizada para secuenciar el gen completo (Figura 5). El resultado demuestra

que la secuencia del gen de YLSCP2 de Y. lipolytica CX-121-1B es idéntica a la

secuencia reportada para Y. lipolytica CLIB122 [19].
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TTCATGACCG

ACGCTCAGAA
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ACTCTCTCTG
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CAACCTCTARA

ATATC

RN T CTTA
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AACGACGGTG

ACGACCACTT
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TTCATTACAC ARAAACAACA
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T
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GGGCAACAAG

GTTGAGGGTA
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GTTGCGGA

3 ylscp2-BamHI
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CAAGGCTGGC
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CATTGAGGGT
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TCCAATATAG

n
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CAAGCAGAAG

AAGACCGAGT

GTGATGCTGA

CCAGCGACTC

ATCCTCRAAGA

TARATCATC

Figura 4. Secuencia del gen YLSCP2 de Y. lipolytica CLIB122 (390 pares de bases) y de los
oligonucledtidos iniciadores de PCR (57ylscp2, 3’ylscp2-BamHI y 5°ylscp2-Ndel). El inicio y
final del marco de lectura se muestran en negrita, las zonas donde se unen los
oligonucledtidos iniciadores en gris y los sitios de corte para enzimas de restriccion estan

subrayados.
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Figura 5. Esquema del clonado del gen YLSCP2. Los oligonucledtidos iniciadores de
PCR utilizados para secuenciacién fueron 5ylscp2 (1) y 3’ylscp2-BamHI (3) y para
clonado fueron 5’ylscp2-Ndel (2) y 3"ylscp2-BamHI (3).

Con el fin de clonar el gen en un vector de expresion, fue realizada una amplificacion
por PCR a partir del ADN gendémico, esta vez con los dos oligonucleétidos
iniciadores que agregan sitios de corte para enzimas de restriccion (57ylscp2-Ndel y
3’ylscp2-BamH]I). El producto de PCR fue clonado en el vector pET-9b con las enzimas
Nde | y Bam HI, generando el plasmido pET9bYLSCP2 (Figura 5). Finalmente, el
pET9bYLSCP2 fue transformado en células competentes de E. coli BL21DES3.
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2.1.b. Expresién recombinante

El nivel de expresion de varios stocks de E. coli BL21 (DE3) conteniendo el vector
pET9bYLSCP2 fue analizado con el fin de obtener un clon adecuado para la expresion de
YLSCP2. El clon 41 fue seleccionado luego del analisis del nivel de expresién de proteinas
de cultivos a pequefa escala (Figura 6). La mayor cantidad de proteina producida es
obtenida después de 3 horas de induccién con IPTG 1 mM o lactosa 1 % y la localizacion
intracelular de YLSCP2 es en la fraccion insoluble (Figura 6) como cuerpos de inclusién
(Cl). Este resultado es frecuente en la expresion de proteinas heterélogas en E. coli

debido en parte a la alta velocidad de expresion [105].

Clon 41 Clon 411
MW SI FT FS FI SI FT FS FI MW

Figura 6. Ensayo de induccién y localizacion de YLSCP2 (13.9 kDa). Fueron analizadas
las fracciones sin inducir (Sl), fraccion total (FT), fraccion soluble (FS) y fraccién insoluble
(F1). El marcador de peso molecular (MW) corresponde a las masas de 66, 44, 30 y 14 kDa
(de arriba hacia abajo).

Los cultivos a gran escala fueron preparados partiendo siempre del mismo stock
conservado a - 80 °C. Luego de una induccién de 3 horas con lactosa 1 %, las bacterias
expresan YLSCP2 con alto rendimiento (6 mg YLSCP2 / L de cultivo).

2.1.c. Purificacion

La purificacion de YLSCP2 fue realizada por cromatografia de intercambio catiénico
a partir de cuerpos de inclusion (Cl). El valor del punto isoeléctrico (pl) de YLSCP2
determinado por electroisoenfoque es mayor que 8.9, mientras que el valor tedrico es
~ 10 (obtenido a partir de la secuencia, Figura 7). Durante la purificacion fue utilizado el
Buffer A (acetato de sodio 25 mM, pH 5.5, urea 8 M, glicina 10 mM), el cual tiene urea
para disolver las proteinas de los Cl y un pH adecuado para que la proteina tenga una
carga positiva significativa que la retenga en la matriz SP-Sepharose durante la
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cromatografia. Las proteinas cargadas en la matriz fueron liberadas mediante lavados con
soluciones de concentracion creciente de cloruro de sodio (Figura 8A). Las fracciones
que contienen YLSCP2 fueron dializadas contra Buffer B (fosfato de sodio 50 mM, pH
7.0) para renaturalizar la proteina y la muestra obtenida finalmente presenta > 95 % de
pureza (Figura 8B). Este procedimiento de purificacion de la proteina en su forma
desnaturalizada es favorable para evitar la unién de lipidos endégenos de E. coli en la
produccion de proteina. La concentracion de YLSCP2 fue determinada rutinariamente a

partir de la absorbancia a 280 nm, utilizando un coeficiente de extincion molar de 6986 +

41! cm"I (determinado a partir de 3 medidas independientes) [106].

1 MSLEVDGFTS SITFDVIRDG LNDPSQAKQK AESTEKANAT IVENLENEKAG
51 KTESWYLDLE NDGDVGEGNEK SPEGDADIQL TLSDDHFQQL VEGEKANAQRL
101 FMTGELEVEG NVMEAAATEG ILENAQNNL

Figura 7. Secuencia aminoacidica de YLSCP2 (129 aminoacidos), indicando los
aminoacidos aromaticos (negrita) y la secuencia PST1 de direccionamiento (subrayado).

A
MW S NR L1 L2 L3 BMW _Cl C2 C3 C4 G5
s =

- bty = b
— e e e D

Figura 8. SDS-PAGE de los ensayos de purificacién (A) y pureza (B) de YLSCP2. Las
muestras corresponden a las fracciones de siembra (S), no retenido (NR), lavado con
NaCl 0 M (L1), lavado con NaCl 0.15 M (L2), lavado con NaCl 0.5 M (L3) y a muestras
con 2, 4, 8, 10 y 15 pg totales de YLSCP2 (C1-C5). Los marcadores de peso molecular
(MW) tienen proteinas de 66, 44, 32 y 14 kDa, de arriba hacia abajo.

El peso molecular de YLSCP2 fue determinado mediante espectrometria de masa
(13903 = 1.5 Da) y el péptido SLKVDG fue detectado mediante secuenciacién N-terminal.
Tanto la secuencia N-terminal obtenida como la diferencia de 131 Da observada entre el
peso molecular experimental y el esperado para YLSCP2 (14034 Da, Figura 7) concuerda
con la eliminacion del residuo inicial de metionina (131.2 Da) durante la expresion en E.

coli. Estos resultados confirman el peso molecular y la identidad de YLSCP2.

2.ll. Espectroscopia UV-VIS
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2.ll.a. Espectroscopia de cuarta derivada

Los aminoacidos aromaticos de las proteinas (fenilalanina, tirosina y triptofano)
absorben luz en la regién ultra-violeta (UV) y las posiciones de sus bandas espectrales son
sensibles a la conformacion proteica. Sin embargo, la informacién estructural que
contienen estos espectros no se obtiene directamente debido a la baja resolucion de las
bandas de absorcion. La espectroscopia de cuarta derivada es un procesamiento para
extraer esta informacion calculando las derivadas de los espectros. Este procesamiento
aumenta significativamente la resolucion efectiva del espectro original porque las bandas
anchas tienden a desaparecer y los componentes agudos aumentan. En la derivacion de
orden cuatro, los maximos y minimos coinciden con los maximos y minimos del espectro
original y su amplitud es inversamente proporcional a la cuarta potencia del ancho de la
banda original [107]. Es por esto que la espectroscopia de cuarta derivada es una
herramienta valiosa para la caracterizacion estructural de las proteinas.

El entorno de los residuos aromaticos de YLSCP2 fue analizado mediante
espectroscopia de cuarta derivada (Figura 9). El espectro correspondiente al estado
desplegado fue simulado como la suma de los espectros UV de los aminoacidos en
soluciéon en la proporcion en la que se encuentran en YLSCP2. Los residuos de
fenilalanina presentan bandas entre las longitudes de onda de 245 - 270 nm, mientras que
el residuo de tirosina lo hace entre 270 - 285 nm y el de triptofano a longitudes de onda
mayores que 290 nm [107]. En el espectro de cuarta derivada de YLSCP2 los maximos y
minimos presentan un corrimiento de 2 - 3 nm hacia longitudes de onda mayores con
respecto al estado desplegado simulado (Figura 9). Este tipo de corrimiento indica que los
residuos aromaticos de YLSCP2 se encuentran en un ambiente no polar, sugiriendo que la

proteina se esta bien plegada.

2.1ll. Contenido de estructura secundaria

2.lll.a. Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano

Los cromoforos mas abundantes en péptidos y proteinas son los grupos amida de los
enlaces peptidicos. Estos grupos poseen tres orbitales 1 involucrados en diferentes
transiciones (O™ y n1m*). La absorcién de luz circularmente polarizada por estos
cromoéforos presenta maximos de longitud de onda de absorcion sensibles al ambiente y
varia segun el tipo de estructura secundaria. Por esto, el espectro de dicroismo circular
(CD) de YLSCP2 en el UV-lejano fue utilizado para determinar el tipo y contenido de

estructura secundaria de la proteina (Figura 10). El espectro presenta dos minimos
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centrados a 220 y 208 nm (transiciones nm* y mOT*, respectivamente) y un maximo
centrado a 194 nm (transicion OT*). Estos valores son caracteristicos de una estructura
principalmente a-helicoidal y coinciden con los reportados para otros miembros de las
SCP2 [96][97].
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Figura 9. Espectroscopia de cuarta derivada de YLSCP2 (~ 70 yM). Comparaciéon de los
espectros de absorbancia (linea llena) y cuarta derivada (linea punteada) de YLSCP2 (panel

superior) y de los espectros de cuarta derivada del estado nativo (negro) y el estado
desplegado simulado (gris) de la proteina (panel inferior).
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Figura 10. Espectros de dicroismo circular de YLSCP2 (~ 5 uM) en el UV-lejano.

Existen dos métodos generales para evaluar el contenido de estructura secundaria
de una proteina a partir de su espectro de CD en el UV-lejano. La diferencia entre ellos es
la base de datos de espectros que se utilizan como estandar, la cual puede ser de
péptidos o de proteinas con estructura conocida. Estos espectros estandar se comparan
con el de la proteina deseada mediante analisis de diferencia de cuadrados, analisis de
componentes principales, métodos de consistencia, analisis de red neural, etc. El
contenido de estructura secundaria de YLSCP2 fue determinado a partir del espectro de
CD con el paquete de programas incluidos en DICROPROT [108]. El resultado indica que
la proteina posee un 28-39% de a-hélice y un 11-22% de hoja-3, valores similares a los
observados en los modelos cristalograficos de las SCP2 (36-41% de a-hélice y 25-28% de
hoja-B [86][89][90][84][94][65]) y a los determinados por CD de otros miembros de las
SCP2 [96][97]. Estos resultados indican que YLSCP2 presenta la estructura secundaria
tipica de la familia de las SCP2 y que el espectro de CD en el UV-lejano es una

herramienta adecuada para analizar la estructura secundaria de esta proteina.
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2.lV. Contenido de estructura terciaria

2.lV.a. Espectros de dicroismo circular en el UV-cercano

Como consecuencia de la asimetria del entorno proteico las cadenas laterales
aromaticas contribuyen al espectro de CD en el UV-cercano [109]. El espectro de CD en
el UV-cercano de YLSCP2 demuestra que la estructura terciaria es ordenada y presenta
una asimetria rigida en los alrededores de los residuos aromaticos (Figura 11). En el
rango de 264-270 nm se puede observar una estructura vibracional producida por los
residuos de fenilalanina, mientras que la tirosina y el triptofano originan bandas a ~ 285,
290 y 296 nm. Este espectro de CD en el UV-cercano es el primero y el unico reportado

hasta el momento para una proteina de la familia de las SCP2.

100 [
80
60
40 [

20

[6] (grado cm? dmol'w)

20 [

-40

250 260 270 280 290 300 310 320
Longitud de onda (nm)

Figura 11. Espectro de dicroismo circular de YLSCP2 (~ 30 uM) en el UV-cercano.

2.IV.b. Espectros de fluorescencia de triptofano

La fluorescencia de los residuos aromaticos de las proteinas funciona como sonda
de la conformacioén estructural. El espectro de fluorescencia de YLSCP2 presenta un
maximo de emision centrado en una longitud de onda de 326 nm, luego de una
excitacion a una longitud de onda de 290 nm. En comparacion con el espectro de
fluorescencia del triptofano libre, el espectro de YLSCP2 tiene una mayor intensidad de

emision y la longitud de onda del maximo
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presenta ~ 30 nm de corrimiento (Figura 12, panel superior). En YLSCP2 los
residuos de triptofano y de tirosina se encuentran contiguos en la secuencia (Trp55 y
Tyr56, Figura 7). El comportamiento de la intensidad de emision de fluorescencia en
funcidon de la longitud de onda de excitacion presenta un maximo entre 280 - 295
nm, sugiriendo que el ftriptofano contribuye en mayor proporcion a la sefial de
fluorescencia (Figura 12, panel inferior). Mas aun, estos resultados indican que el
triptofano se encuentra oculto al solvente en un ambiente no-polar, sugiriendo que

YLSCP2 se encuentra correctamente plegada.

2.1V.c. Atenuacion de la fluorescencia del triptofano

El ensayo de atenuacién de fluorescencia de YLSCP2 con acrilamida fue realizado
para confirmar los resultados de fluorescencia obtenidos que indican que el triptofano se
encuentra oculto al solvente (Figura 13, panel superior). La intensidad del espectro de
fluorescencia de triptofano de YLSCP2 disminuye lentamente con el agregado de
acrilamida, sin cambios en la longitud de onda del maximo de emision. En cambio, la
misma cantidad de acrilamida reduce rapidamente y por completo la intensidad de
fluorescencia de una solucion de triptofano. La relacién entre la fluorescencia inicial y la
fluorescencia atenuada (FQ/F) en funcion de la concentraciéon de acrilamida presenta una
forma lineal, sugiriendo la presencia de un Unico mecanismo de atenuacion (Figura 13,

panel inferior). La constante de decaimiento obtenida es mucho menor para YLSCP2

(3.1 M'1) que para el triptofano libre (31.2 M'1), indicando que el residuo de triptofano
de YLSCP2 se encuentra oculto al solvente. Estos resultados estan de acuerdo con los
obtenidos del analisis de la fluorescencia del triptofano y con los reportados para otros
miembros de las SCP2 [103][100][101].
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Figura 12. Espectros de fluorescencia de YLSCP2 ~ 5 yM (negro) en comparaciéon con
triptofano libre ~ 5 uM (gris), luego excitar a una longitud de onda de 290 nm (panel superior)
y comportamiento de la intensidad de fluorescencia de YLSCP2 a 326 nm en funcion de la
longitud de onda de excitacion (panel inferior).
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Figura 13. Espectros de fluorescencia de YLSCP2 ~ 5 uyM sola (linea negra) y con
acrilamida (linea punteadas negra) y de triptofano libre ~5 uM soélo (linea gris) y con
acrilamida (linea punteadas gris), luego de una excitaciéon a una longitud de onda de
290 nm (panel superior). Atenuacion de la fluorescencia de YLSCP2 ~5 uyM a 326 nm
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(circulos blancos) en funcién de la concentracion de acrilamida y el ajuste (linea) de la
ecuacion de Stern-Volmer (panel inferior).

2.V. Estado de agregacion

2.V.a. Propiedades hidrodinamicas

El estado de agregacion de YLSCP2 (30 uM, Buffer B, 20 °C) fue determinado
mediante cromatografia de exclusidén molecular analitica seguida por absorbancia-UV
(Figura 14) [110]. El perfil de fracciones obtenido indica que la muestra es una poblacién
mono-dispersa de moléculas con un radio de Stokes (RS) de 21.1 A. Este valor es similar
a los valores de RS reportados para otros miembros de las SCP2 [103][100][96]. El valor
de RS para una proteina esférica del tamafo de YLSCP2 en estado monomérico es
18.8 A y en estado dimérico es 24.2 A [110]. El RS de YLSCP2 sugiere que la
proteina se encuentra como un mondémero expandido en solucidon o que su estructura no
tiene forma esférica. Esta ultima posibilidad es bastante probable, ya que las estructuras
reportadas para las SCP2 presentan forma elipsoidal [86][89][90].
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Figura 14. Cromatografia de exclusion molecular de YLSCP2 30 uM (linea llena), La
corrida de calibracion (linea punteada) fue realizada con tiroglobulina (670 kDa), globulina
bovina (150 kDa), ovoalbumina de gallina (44 kDa), mioglobina equina (17 kDa) y vitamina
B12 (1.35 kDa). La relacion entre el log(RS) y el volumen es de tipo lineal (circulos blancos,
inserto) y el ajuste (linea, inserto) fue utilizado para calcular el peso molecular de YLSCP2.

También fue realizado un ensayo de cromatografia de exclusion molecular de
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YLSCP2 (250 uM, Buffer B, 20 °C) utilizando simultdneamente detectores de absorbancia-
UV y de dispersion de luz (Figura 15) [111]. El resultado muestra un pico correspondiente
a un radio hidrodindmico de 16.0 + 0.5 A, un peso molecular de 14100 + 700 Da, un
coeficiente de difusién traslacional de 1.52 + 0.11 x 10-8 cm2 s-1 y un coeficiente de poli-
dispersidad de 1.011 £ 0.071. Aunque la proteina fue sembrada en la matriz a una
concentracion alta, durante la cromatografia la muestra se diluye aproximadamente 10
veces, por lo que el detector en realidad analiza una muestra de YLSCP2 ~ 25 uM. Por lo
tanto, este resultado confirma que YLSCP2 se encuentra en forma de mondémero a bajas

concentraciones.
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Figura 15. Cromatografia de exclusion molecular de YLSCP2 ~ 25 uM seguida por
absorbancia a 280 nm (linea) y dispersién de luz a 90° (puntos).

2.V.b. Dispersion de rayos-X a bajo angulo

La dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS) permite determinar
inhomogeneidades en la densidad electronica de particulas en solucion que con
dimensiones entre 10 - 1000 A. Las aplicaciones de esta técnica cubren un amplio rango
de campos, entre los que se encuentra el estudio de macromoléculas bioldgicas. Los
perfiles de intensidad de dispersion SAXS (/Q) en funcion del angulo de dispersion (Q)
contienen informacion del tamafo y forma de las particulas en estudio, asi como también
de la interaccion entre ellas. La forma del espectro de SAXS de una particula aislada a

valores de Q pequefios puede ser aproximada a una curva del tipo "Gaussiana" (la
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intensidad de dispersion varia segun Q4). Este analisis, denominado "aproximacién de
Guinier", permite determinar el radio de giro (RG) de la particula en estudio a partir de la
pendiente en un grafico del logaritmo natural de la intensidad de dispersion (In /Q) en
funcion de Q2 [112]. Esta aproximacion es valida hasta valores de Q x RG de 0.1 y sélo se
puede aplicar a espectros de SAXS de soluciones mono-dispersas. Otra forma de obtener
el valor del RG es calculando la funcion de densidad de pares, con la cual es posible
utilizar espectros de muestras poli-dispersas. Por otro lado, el comportamiento de la
intensidad de dispersion a valores grandes de Q varia segun Q2. Como consecuencia, el
grafico de IQ x Q2 en funcién de Q, conocido como el "grafico de Kratky", adquiere una
forma de campana para una particula con forma esférica cuyo maximo depende del RG. Si
la particula en estudio tiene una forma de cadena "Gaussiana", el "grafico de Kratky" no
presenta forma de campana sino de meseta a valores grandes de Q. En conjunto, este tipo
de analisis y aproximaciones de los perfiles de SAXS permite obtener el radio de giro y el
grado de globularidad de proteinas en solucion.

Para una proteina compacta del tamafio de YLSCP2 (128 aminoacidos) el valor de
RG esperado es de 14.7 A para un monémero y 18.5 A para un dimero [113]. El radio de
giro (RG) obtenido a partir del analisis de la "aproximacion de Guinier" del espectro de
SAXS de YLSCP2 (~ 200 uM) es 18.5 + 0.7 A, indicando que YLSCP2 se encuentra como
dimero. Los espectros de SAXS fueron realizados en funcidén de la concentracion de
proteina (30 - 200 pM) para estudiar la asociacién de YLSCP2 (Figura 16). La forma del
espectro SAXS de YLSCP2 cambia notablemente en funcién de la concentracion,
sugiriendo una conversion entre distintas especies proteicas (Figura 16, panel superior). El
RG vy el grado de globularidad fueron obtenidos para cada espectro a partir de la funcién
de densidad de pares y "el grafico de Kratky", respectivamente (Tabla Il y Figura 16 y 17).
A medida que aumenta la concentracion de proteina, el RG aumenta desde un valor un
poco mayor al esperado para el mondmero hasta un valor un poco menor al esperado para
el dimero. La forma acampanada de la curva de Kratky indica que las especies de
YLSCP2 presentes poseen forma globular, excepto la muestra de baja concentracion
donde la intensidad de la sefal es demasiado baja. Estos resultados muestran un

equilibrio de oligomerizacién de YLSCP2 de al menos mondmero a dimero.
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Figura 16. Espectros de dispersién de luz a bajo angulo de YLSCP2 en funcién de la
concentracién de proteina (panel superior) y el "grafico de Kratky" obtenido para cada uno de
los espectros (panel inferior). La concentracién de proteina de los espectros es 195 (linea
negra), 162 (linea de puntos gris), 112 (linea de rayas chicas), 65 (linea de rayas grandes) y
32 uM (linea de puntos negros).
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Tabla Il. Radio de giro de YLSCP2 promedio.

YLSCP2 (uM) R; (A)
32 154
65 16.2
112 16.7
162 16.8
195 17.1

Los espectros de SAXS en funcidon de la concentracion de YLSCP2 fueron
[114].
reconstruccion de los diagramas SAXS se obtuvo utilizando 3 componentes, lo que sugiere

procesados mediante un analisis de componentes principales La mejor
la existencia de varias especies en equilibrio. El valor del radio de giro del componente
mayoritario se corresponde con el dimero de YLSCP2. A medida que aumenta la
concentracion de proteina el radio de giro promedio de las especies presentes aumenta
desde un valor cercano al esperado para el monémero hasta un valor un poco menor que
el esperado para el dimero (Figura 17). Estos resultados indican que la dimerizacion de

YLSCP2 ocurre entre el rango concentraciones de proteina de 80 a 140 pM.
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Figura 17. Radio de giro promedio de YLSCP2 (circulos negros) en funciéon de la
concentracion de proteina.

2.V.c. Reaccioén de YLSCP2 con agentes "entrecruzadores”
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El entrecruzado quimico de proteinas es un método que puede identificar
interacciones estables o proximidad entre proteinas. Esta técnica esta basada en la
formacion de enlaces covalentes entre dos proteinas por medio de un agente de
entrecruzado. Estos agentes tienen al menos dos grupos reactivos en los extremos de un
brazo espaciador que reaccionan con los grupos funcionales de los residuos de las
proteinas. La naturaleza quimica de estos agentes de entrecruzado varia segun el tipo de
grupo funcional de la proteina que se desea unir (aminas primarias, sulfidrilos, etc.) y el
largo del brazo espaciador.

La dimerizacion de YLSCP2 fue estudiada mediante ensayos de entrecruzado
quimico con glutaraldehido, un agente de entrecruzado homo-bifuncional de grupos
aminos que tiene grupos aldehido en los extremos de un brazo espaciador de 3 carbonos
(distancia 4.1 A). Los productos de la reaccién de entrecruzamiento varian con la
concentracion de proteina y el tiempo de reaccion (Figura 18). Al menos tres tipos de
oligébmeros de YLSCP2 se detectan a partir de 40 uM de proteina y también se observan
productos de reaccion no-especificos (agregados de mas de 44 kDa). Las tres especies
detectadas concuerdan con el peso molecular para el monémero (14 kDa), dimero (~ 30
kDa) y trimero (~ 40 kDa) de YLSCP2. En la muestra mas concentrada (~ 230 pM), el
mondémero desaparece luego de un minuto de reaccién, mientras que en la muestra de
menor concentracion (~ 40 yM) el mondémero se sigue detectando después de 10 minutos
de reaccion. Estos resultados confirman que YLSCP2 forma agregados de mayor peso
molecular, pero la baja especificidad de la reacciéon no permite determinar de forma

adecuada cual es la especie principal.

M1 M2
TO T1 T5 TI0O TI T5 TI0 MW

Figura 18. SDS-PAGE del entrecruzamiento de YLSCP2 con glutaraldehido. Utilizamos dos
muestras de proteina con diferentes concentraciones (M1: YLSCP2 ~ 230 uM, M2:
YLSCP2 ~ 40 yM). TO: control de reaccion; T1: 1 minuto de reaccién, T5: 5 minutos de
reaccion, T10: 10 minutos de reaccion, MW: marcadores de peso molecular (de arriba hacia
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abajo: 66, 44.3, 32, 14.3 kDa).

Para obtener mayor especificidad en la reaccion de entrecruzamiento fue
seleccionado como de entrecruzado el disuccinimidil suberato (DSS). EI DSS es un agente
homo-bifuncional que contiene un grupo N-hidroxisuccimidil ester que reacciona con
grupos aminos en ambos extremos de un brazo espaciador de 8 carbonos (distancia 11.4
A). El resultado de la reaccion indica que el dimero de YLSCP2 se forma a
concentraciones mayores que 70 uM (Figura 19). Con este método se obtienen menos
productos, la eficiencia de entrecruzado es baja y no se observa la desaparicion completa

del monémero.

1 2 3 4 5 B T
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443 kDa
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-
14,3 kDa
‘:_'_

Figura 19. Reaccion de entrecruzamiento con DSS de YLSCP2 20, 35, 70, 110 y 160 uM
(lineas 2-6) analizado por SDS-PAGE 10%. La linea 7 es el control de reaccion vy la linea 1
es el marcador de peso molecular. Las flechas indican la posicion del monémero (abajo) y el
dimero (arriba) de YLSCP2.

2.V.d. Anisotropia de fluorescencia

Los fluoroforos absorben de forma preferencial los fotones que poseen vectores
eléctricos alineados paralelamente con su momento de transicion, el cual tiene una
orientacion definida con respecto a los ejes moleculares. Luego de una excitacion con luz
polarizada, s6lo son excitados los fluoréforos que tienen su momento de transicion
paralelo al vector eléctrico. La rotacion del fluoroforo durante el tiempo de vida del estado
excitado produce una emision de fluorescencia parcialmente polarizada, la cual se mide en
términos de anisotropia o polarizacion de fluorescencia. El angulo relativo entre los
momentos de polarizacion de la excitacion y la emisién (8) permite calcular la anisotropia

maxima (A0), la cual depende de la longitud de onda de excitacion. De esta forma, el
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fendmeno de anisotropia de fluorescencia otorga informacion sobre el tamafio de los
fluoréforos, a partir de la relacion entre la rotacién y el volumen. Como consecuencia, la
anisotropia de fluorescencia es utilizada normalmente en bioquimica de proteinas ya que
la misma provee informacién sobre el tamafio y la forma de las proteinas y sobre la rigidez
del entorno molecular de los residuos aromaticos.

Los ensayos de anisotropia de fluorescencia fueron realizados para profundizar la
caracterizacion del estado de agregacion de YLSCP2. Para estos ensayos fue utilizado un
filtro wg 320 (corte en 320 nm) para eliminar la sefial correspondiente a la dispersion de luz
de la muestra. Los valores de anisotropia de fluorescencia de YLSCP2 en funcion de la
longitud de onda de excitacion (Aexc) fueron comparados con los obtenidos para la
emision de fluorescencia (Figura 20). Los resultados muestran que cuando la Aexc esta
entre 260 - 290 nm el valor de anisotropia de fluorescencia es constante, mientras que se
observa un minimo a una Aexc de 280 nm y un aumento de la anisotropia de fluorescencia
a una Aexc de 295 nm. Este espectro de anisotropia de fluorescencia es similar al
reportado para otras proteinas [115]. Los valores constantes de anisotropia de
fluorescencia son esperables cuando la senal deriva de una Unica transicion electronica,
como en el caso de la tirosina. En cambio el triptofano posee dos transiciones electronicas
involucradas en la fluorescencia (1La y 1Lb). La contribucion desigual de estas
transiciones origina el minimo de anisotropia de fluorescencia de YLSCP2 observado a

280 nm y el aumento observado a 295 nm [116].
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Figura 20. Intensidad de fluorescencia a 326 nm (rombos blancos) y anisotropia de
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fluorescencia (circulos negros) de YLSCP2~ 15 pM en funcién de la longitud de onda de
excitacion. Las lineas punteadas se representan para facilitar la interpretacion del grafico.

La dependencia de la anisotropia de fluorescencia de YLSCP2 con la viscosidad fue
analizada para calcular el volumen de la proteina (Figura 21). Para esto fue medida la
anisotropia de fluorescencia YLSCP2 en funcion de la concentracion de sacarosa a una
Aexc de 295 nm. Los resultados muestran un aumento de los valores de la anisotropia de
fluorescencia de YLSCP2 (~ 4 uM) con el aumento de la viscosidad. El ajuste de la
ecuacion de Perrin a los resultados fue realizado para calcular el volumen de YLSCP2,
suponiendo un tiempo de vida media de fluorescencia de 3 ns (ver Capitulo VI) [117]. El
valor de anisotropia fundamental de fluorescencia obtenido se corresponde con un angulo
B de 40° y un volumen aparente de YLSCP2 de 39,21 nm3. El radio hidrodinamico
calculado a partir de este volumen es de 21.08 A, el cual es casi idéntico al obtenido por
cromatografia de exclusién molecular (21.1 A). Este resultado confirma que YLSCP2 se
encuentra como monoémero a baja concentracion de proteina, pero también demuestra que
el residuo de triptofano se encuentra en una posicion fija en la estructura proteica y rota de

la misma forma que la proteina completa.
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Figura 21. Anisotropia de fluorescencia de YLSCP2 ~ 4 uM (circulos blancos) en funcién de
la viscosidad junto con el ajuste de la ecuacién de Perrin (linea).

El comportamiento de la anisotropia de fluorescencia de YLSCP2 en funcién de la
concentracion de proteina fue analizado utilizando una Aexc de 260 nm (Figura 22). Los

valores obtenidos muestran un leve incremento de la anisotropia con el aumento de la
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concentracion de proteina entre 80 - 150 uM, el cual podria deberse a la dimerizacion. Sin

embargo, es necesario realizar mas experimentos para obtener informacion concluyente.
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Figura 22. Anisotropia de fluorescencia de YLSCP2 (circulos blancos) en funcion de la
concentracion de proteina, luego de excitar con una longitud de onda de 260 nm.

2.VI. Analisis bioinformatico

2.Vl.a. Analisis de la secuencia aminoacidica de YLSCP2

Las proteinas SCP2 evolucionaron a través de eventos de fusion vy fisién, los cuales
permitieron la formacion de una gran variedad de proteinas multidominio y de dominio
unico [13]. La secuencia de YLSCP2 es de dominio unico, al igual que otras SCP2 de
levaduras [13] y su secuencia de aminoacidos consta de 129 residuos, entre los cuales
hay un triptofano (Trp55), una tirosina (Tyr56), cinco residuos de fenilalanina (Phe8, 14,
42, 87 y 101) y ninguna cisteina (Figura 7). En la secuencia de YLSCP2 se pueden
encontrar sitios de N- acetilacion y un sitio formado por tres residuos del extremo C-
terminal (‘NNL’) compatible con la sefal de direccionamiento a peroxisomas tipo-1 (PST1).
Los sitios de N-acetilacién son comunes en la mayoria de las SCP2 de hongos [118] y la
sefial PST1 se encuentra en todos las secuencias aminoacidicas de las SCP2 [119].

La similitud entre YLSCP2 y otros miembros de la familia SCP2 fue analizada

mediante un alineamiento de secuencias. La busqueda bioinformatica de secuencias
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SCP2 (BLAST 2.0, Basic Local Alignment Search Tool, NCBI, EE.UU.) arroja mas de 100
proteinas con dominios SCP2, que pertenecen a especies de los reinos eucariota, bacteria
y arquea. El alineamiento de 34 secuencias representativas de las SCP2 (datos no
presentados) muestra la mayor similitud entre la secuencia de YLSCP2 y las de
Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus, Botryotinia fuckeliana, y Aspergillus nidulans
(Tabla IlI). Ademas, YLSCP2 presenta una alta identidad de secuencia con las SCP2 de

otros hongos, de eucariotas multicelulares y de arqueas y bacterias (Tabla Ill).

Tabla Ill. Identidad de secuencia de aminodcidos entre YLSCP2 y las SCP2 de otros
organismos.

Organismos Identidad de secuencia (%)
Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus, Botryotinia fuckeliana, v Aspergillus nidulans 33-57
Otros hongos 38-52
Eucariotas multicelulares 2028
Bacterias v Arqueas 17-29

El alineamiento de secuencias aminoacidicas representativas de las SCP2 de los tres
reinos bioldgicos, incluyendo a YLSCP2, muestra la presencia de residuos altamente
conservados (Figura 23). La mayoria de estos residuos se ubican cerca del extremo C-
terminal de las proteinas y algunos de ellos estan implicados en la uniéon de ligandos
(Figura 23, sombreado gris y puntos). Estos resultados demuestran que la secuencia
aminoacidica de los miembros de la familia de las SCP2 se encuentra altamente
conservada, sugiriendo que la evolucion de estas proteinas esta restringida por

requerimientos estructurales y/o funcionales.
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Figura 23. Alineamiento de secuencias aminoacidicas representativas de las SCP2 de los
tres reinos biolégicos. Las secuencias SCP2 pertenecen a T. volcanium (Arquea), T.
thermophilus HB27 (Bacteria), A. thaliana (Planta), Y. lipolytica (Hongo), H. sapiens
(Mamifero) y A. aegypti (Artropodo). La secuencia de YLSCP2 esta resaltada con lineas
horizontales. Las estructuras a-hélice (lineas ondeadas) y hoja-f (rectangulos) corresponden
a las observadas en las estructuras SCP2 reportadas. Las posiciones sombreadas
corresponden a los residuos altamente conservados. Los puntos indican los residuos
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involucrados en la unién de acido palmitico y Tritdn X-100 en las estructuras reportadas
para SCP2 de A. aegypti (1PZ4) y H. sapiens (1IKT).

2.VLb. Analisis de las estructuras SCP2 reportadas

Las caracteristicas estructurales de las SCP2 fueron estudiadas mediante un
alineamiento estructural de miembros pertenecientes a los tres dominios bioldgicos
(bacteria [86], insecto [90] y mamifero [89]). La superposicion de las estructuras muestra la
alta similitud estructural de los miembros de esta familia de proteinas (Figura 24). El
desplazamiento cuadratico medio (RMSD) de los residuos equivalentes en la estructura
refleja la diferencia entre la posicion de residuos de dos estructuras proteicas. El valor
obtenido de RMSD entre SCP2 humana y de insecto (1.15 A) y entre SCP2 de insecto y
de bacteria (1.4 A) es mucho menor que el obtenido con lisozima (> 2 A), una proteina de
tamano similar que no presenta homologia con las SCP2. Los residuos implicados en la
union de ligandos se ubican en posiciones similares en el alineamiento estructural y
presentan propiedades de cadena lateral preservadas en cada posicion. Este alineamiento
estructural presentado provee una vision unificada de la estructura tridimensional de la
familia SCP2 y podria ser clave para el modelado de la relacion entre secuencia-

estructura-funcion (Figura 24).

Figura 24. Alineamiento estructural de SCP2. Los dominios SCP2 de bacteria (2CXT),
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artropodo (1PZ4) y mamifero (1IKT) fueron superpuestos minimizando el RSMD de
elementos comunes de la estructura secundaria. Se indican los extremos N y C-terminal (N
y C) y los residuos involucrados en la union de lipidos (esferas azules: 1IKT, [89] y
naranjas: 1PZ4, [90]).

Un detalle interesante de este alineamiento es que la hélice C-terminal en SCP2 de
bacteria es mas larga que en SCP2 de mamiferos y artropodos y parece obstruir
parcialmente la cavidad de union (Figura 24). Por otro lado, la hélice C-terminal esta
pobremente definida en la estructura obtenida por RMN de SCP2 de Thermus
thermophilus HB8 y en el modelo de NMR de SCP2 de conejo, sugiriendo una alta
movilidad [87][83]. Estas observaciones sugieren que la flexibilidad de la hélice C-terminal

podria modular el acceso de los ligandos a la cavidad de unién [86].

2.Vl.c. Estructura modelo de YLSCP2

La estructura modelo para YLSCP2 fue obtenida por homologia (JIGSAW 2.0),
utilizando la estructura de SCP2 de conejo (11C44) como molde [120]. El modelo generado
automaticamente fue mejorado por analisis visual, minimizaciéon de la energia local en
regiones con conflictos estéricos y seleccién de rotameros alternativos de las cadenas
laterales dénde se observaron problemas de empaquetado.

La estructura modelo obtenida para YLSCP2 presenta un alto grado de conservacion
del patrén hidrofébico de los elementos de estructura secundaria. El alineamiento de los
atomos equivalentes de la cadena principal de YLSCP2, cSCP2 (1C44, [86]), AeSCP2
(1PZ4, [90]]), y mfe2hSCP2 (1IKT, [89]) arroja un RMSD de 0.53 A (Figura 25). Este valor
de RMSD aumenta (1.03 A) al incluir la estructura de la SCP2 de Thermus thermophilus
(2CX7; [92]) en la superposicion, pero sigue siendo menor que el RMSD entre la estructura
de YLSCP2 y lisozima, una proteina no homologa de tamafio similar (> 2 A). Estos
resultados indican que el modelo estructural de YLSCP2 esta de acuerdo con la estructura
molde y con otras estructuras reportadas de SCP2.

La estructura de YLSCP2 presenta el plegado tipico de las SCP2, caracterizado por
una hoja-f compuesta de cinco hebras la cual esta cubierta por una capa de cuatro a-
hélices (Figura 25). La regién central de la estructura contiene una amplia cavidad
delimitada por residuos hidrofébicos que forman el sitio de unién de lipidos. Esta cavidad
de unién esta formada por 12-15 cadenas laterales altamente conservadas entre las
diferentes especies, desde bacterias hasta humanos (Figura 23). La superficie expuesta al
solvente (ASA) de YLSCP2 esta compuesta en un 60 % (6,052 A2) por residuos
hidrofébicos, entre los cuales aproximadamente un 26 % corresponde a residuos de la

cavidad de unién putativa.
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Figura 25. Alineamiento entre YSLCP2 (rosa), mfe2SCP2 humana (gris claro, 1IKT) y
AeSCP2 (gris oscuro,1PZ4), mostrando la molécula de acido palmitico unida a AeSCP2
(esferas rojas y amairillo claro).

Hasta dos moléculas de acido palmitico han sido observadas en el sitio de union de
las variantes de SCP2 de insecto [94]. El Triton X-100 unido a mfe2hSCP2 se ubica en la
misma orientacion que se une una de las moléculas de acido palmitico en SCP2-L2 de
insecto [89]. Dada su importancia fisiologica, fue analizado el posicionamiento de ligandos
en el sitio de union de YLSCP2 de acuerdo al alineamiento estructural (Figura 26). Los
ligandos encajan satisfactoriamente en el modelo de YLSCP2, asumiendo que se unen en
la misma orientacion que en SCP2 de insecto y humana. En una de las posiciones el
grupo carboxilato del acido graso choca con una de las hélices de YLSCP2, lo cual fue
observado también en la comparacion de apo y holo-SCP2 [89]. Resumiendo, la estructura
obtenida para YLSCP2 presenta una cavidad con una gran superficie hidrofébica
disponible, consistente con el rol propuesto para YLSCP2 como una proteina de
almacenamiento y transporte de lipidos no- especifica [33]. Ademas, la superficie de
YLSCP2 presenta una zona altamente cargada formada por una serie de residuos basicos

agrupados en un corto segmento de secuencia (Arg98, Lys104, Lys106, Lys108 y Lys113).
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Este potencial positivo podria estar implicado en la unién de ligandos y/o en la interaccion

con membranas (Figura 27).

Figura 26. Sitio de union de ligandos de la estructura modelo de YLSCP2. Las moléculas de
acido palmitico se representan en las orientaciones descriptas en AeSCP2 (amarillo, 1PZ4)
y AeSCP2-L2 (blanco, 2QZT). Las cadenas laterales que estan en contacto con el ligando
se muestran segun el alineamiento de la Figura 24, para YLSCP2 (lineas gruesas amarillas),
AeSCP2 (lineas negras) y mfe2SCP2 (lineas marrones).

La evidencia biofisica experimental demuestra que YLSCP2 forma un dimero a altas
concentraciones de proteina, por lo que fue realizado un modelo para la estructura
dimérica de YLSCP2 segun la estructura de rayos-X reportada recientemente para
AeSCP2-L2 (3BDQ, [94]). EI modelo del dimero para YLSCP2 presenta una superficie de
contacto de aproximadamente 652 A2, que representa un ~ 10 % del total de la superficie
expuesta del monoémero (Figura 27). Los residuos que forman la interface de dimerizacion
son Asn95, Ala96, GIn97, Phe100, Met101, Leu105, Lys106, Val107, Lys108, Gly109,
Asn110, Val111, Met112, Ala114, Ala115, Glu118, Gly119 y Leu121. La superficie de esta

interface esta compuesta por un 59 % de residuos hidrofobicos y un 23 % de residuos

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



polares. La naturaleza y composicion de la superficie de dimerizacién es similar a la
determinada para AeSCP2-L2 [94].

Figura 27. Estructura del dimero de YLSCP2, mostrando el potencial electrostatico
superficial. La estructura de YLSCP2 y los ligandos reportados en AeSCP2 (1PZ4) y
AeSCP2-L2 (2QZT) son visibles a través de la superficie semitransparente. Las cadenas
laterales de los residuos cargados positivamente que se suponen importantes para la unién
de ligandos y la interaccion con membranas estan representados como lineas azules.
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3. Discusion

El objetivo principal de esta tesis es la caracterizacion biofisica y bioquimica de
YLSCP2. Para lograr esto fue desarrollado un sistema de expresion recombinante de
YLSCP2 en E. coli, que permite producir grandes cantidades de proteina. La expresion
recombinante de otros miembros de las SCP2 ha sido reportada previamente
[121][122][58][71] y fue demostrado que la expresion de SCP2 en forma soluble altera el
perfil de lipidos de la bacteria hospedadora [123]. En el caso de YLSCP2 la proteina se
localiza en cuerpos de inclusion, donde se encuentra practicamente pura, desnaturalizada
y sin lipidos unidos. De esta forma se evitan modificaciones en el metabolismo de lipidos
de E. coli y la proteina obtenida no posee ligandos unidos que puedan interferir en la
caracterizacion biofisica.

La estructura secundaria de YLSCP2 es del tipo a + B y el espectro de CD en el UV-
lejano es muy parecido al espectro reportado para hSCP2 [124]. La estructura terciaria de
YLSCP2 es altamente organizada y el triptofano se encuentra oculto al solvente de
acuerdo a los espectros de CD en el UV-cercano y de fluorescencia y al ensayo de
atenuacion de fluorescencia. Cuando la concentracién de proteina es baja YLSCP2 se
encuentra como mondmero y a concentraciones mayores de ~ 100 yM forma dimero
segun los ensayos de FPLC, entrecruzamiento, SAXS y anisotropia de fluorescencia. Esto
sugiere que la forma dimérica de YLSCP2 podria tener relevancia bioldgica in- vivo, ya que
la concentracion de YLSCP2 en los peroxisomas de Y. lipolytica se puede estimar en ~ 30
puM [125].

El analisis bioinformatico de las secuencias aminoacidicas y de las estructuras
resueltas de SCP2 indica que tanto la estructura tridimensional como los residuos
implicados en la unién de sustratos hidrofébicos estan altamente conservados. En base a
esto, fue realizado un modelo tedrico de la estructura de YLSCP2, a partir del cual fue
simulada una estructura putativa del dimero de YLSCP2 en base a la estructura dimérica
presentada para AeSCP2-L2 [94].

Al menos dos regiones de la estructura tedrica de YLSCP2 son de considerable
interés. En trabajos previos se sugiere que la region N-terminal (Thr8-Ala38), puede estar
involucrada en la interaccidn con membranas, la captura y liberacion de ligandos y/o la
estabilizacion de los ligandos unidos [126][124]. Esta region incluye los residuos que
interaccionan y estabilizan el grupo carboxilato del acido graso en la estructura de rayos-X
de AeSCP2 [90]. A partir de las estructuras reportadas se supone que esta region puede
constituir un portal de ingreso para los acidos grasos permitiendo la union. Ademas, es
probable que la unién del ligando desarme la conformacion helicoidal observada en cSCP2

y hSCP2, generando el loop observado en la estructura de SCP2 de mosquito con ligando
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unido [90]. Este cambio conformacional deberia ocurrir también en YLSCP2 ya que la
estructura tedrica obtenida presenta la zona mencionada en conformacién helicoidal.

La segunda regioén de interés esta caracterizada por una superficie con un potencial
positivo alto que se encuentra adyacente a la zona de homo-dimerizacion (Figura 27). Se
pueden encontrar parches positivamente cargados similares (aunque de naturaleza
deslocalizada) en las estructuras de mfe2SCP2 humana y en las dos SCP2 de insecto.
Esto sugiere un posible mecanismo por el cual las interacciones electrostaticas podrian
estabilizar la cabeza polar del acido graso unido a YLSCP2 y/o acercar la regién portal y la
membrana promoviendo el intercambio de ligandos.

En resumen, fue disefiado un protocolo para producir YLSCP2 en grandes
cantidades y fue determinado que la misma se encuentra plegada en la estructura
esperada. Ademas se obtuvo un modelo estructural de YLSCP2 adecuado para la
interpretacion de los resultados experimentales. Estos resultados nos permiten continuar

con la caracterizacion termodinamica y funcional de YLSCP2.
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Capitulo lll

CARACTERIZACION TERMODINAMICA DE YLSCP2
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1. Introduccioén

1.1. La estabilidad de las proteinas

1.l.a. EI compromiso termodinamico del estado plegado

La estructura nativa de las proteinas esta formada por una suma de interacciones
(Tabla ). Estas interacciones pueden ser covalentes o no covalentes, internas (entre
atomos de la proteina) o externas (entre la proteina y el medio), etc. Cada una de estas
interacciones pueden estabilizar o desestabilizar la estructura final, pero generalmente la
suma de todas las interacciones favorece a la estructura plegada en condiciones

fisiolégicas, con una estabilidad marginal en relacion al estado desplegado [127].

Tabla I. Interacciones quimicas que estabilizan a las proteinas.
Resumen de los tipos de enlaces quimicos tipicos de proteinas, indicando la dependencia
con la distancia y el aporte de energia libre promedio (entalpia de enlace) [128].

. Dependencia con la : s
Interaccion Ejemplo Distancias tipicas (A) | Energia libre (kJ/mol)
distancia (r)
Enlace covalente —C—C— = 1:5 356
Puente disulfuro —LCys—5—5—Cys— - 22 167
Punte salino —COO = Hi;N— <35 2.8 12.5-17
2-6 en agua
Puente de hidrogeno —NH ;- OC— <35 30 12.5-21 si alguno de los
grupos esta cargado
Interaccion electrostatica de ~ Depende de la distancia y el
—COo0O- “HiN— 1/t variable
amplio rango medio.
Van der Waals —CH; HC— 145 G o 4-17

La contribucién de estas interacciones a la estabilidad de las proteinas se cuantifica
en términos de la energia asociada con cada una de ellas, la que se puede relacionar con
la entalpia de enlace (calor liberado cuando se forma o se rompe un enlace). Sin embargo,
la entalpia de enlace no ofrece un panorama completo de la energética de las
interacciones en sistemas biolégicos porque no considera la contribucion del agua.

El agua juega dos roles importantes en la modulacién de la fuerza de las
interacciones débiles. El primero esta relacionado con la capacidad de interaccion del
agua con los grupos polares de las proteinas. Por ejemplo, la interaccién del agua con
grupos dadores y receptores de hidrogeno tiene una entalpia equivalente a la entalpia de
la interaccion de esos grupos entre si. De esta forma la entalpia neta de la formacion de
un enlace nativo toma valores pequefios.

El segundo rol se debe a la contribucion del agua en la entropia de las interacciones

débiles. Un ejemplo de la importancia de la contribucién entrépica del agua se observa en
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el efecto hidrofébico. Los grupos no polares son rodeados por un grupo de moléculas de
agua que presentan mayor orden que las moléculas en el seno del liquido. Cuando varios
de estos grupos se fusionan liberan estas moléculas de agua organizadas aumentando la
entropia. Este aumento de entropia que resulta de la asociacion de grupos hidrofébicos es
la fuerza que dirige el efecto hidrofdbico.

La estabilidad de las proteinas es consecuencia de una combinacion de efectos
entalpicos y entropicos. La mayoria de las interacciones débiles liberan 4 - 13 kd/mol de
energia libre y se pueden encontrar en gran numero en una proteina. Aunque cientos de
puentes de hidrogeno e interacciones de van der Waals se forman en una proteina
plegada, la energia libre de estabilizacion neta (diferencia de energia entre los estados
plegado y desplegado) es pequena (20 - 42 kd/mol) [128]. Esto se debe a que la energia
liberada cuando se forman las interacciones nativas es muy similar a la enorme pérdida de
flexibilidad conformacional (disminucién de entropia) que ocurre cuando la proteina se

pliega en una estructura nativa ordenada y compacta (Figura 1).

1.L.b. La flexibilidad del estado plegado

Los enlaces quimicos presentan flexibilidad a temperaturas mayores al cero absoluto,
los atomos vibran, los grupos quimicos rotan, etc. A temperaturas fisiolégicas hay
suficiente energia térmica para que las interacciones no covalentes se rompan y formen
frecuentemente. El estado nativo de las proteinas se estabiliza por fuerzas no covalentes.
Las fluctuaciones conformacionales de las proteinas son suficientemente grandes como
para permitir el ingreso de moléculas de agua al interior de la proteina. Estas fluctuaciones
son esenciales para que las proteinas cumplan funciones como la union de ligandos o la
catalisis enzimatica.

Cuando una interaccion se rompe, los grupos liberados pueden formar un nuevo
enlace de energia comparable. Esto puede ocurrir en una escala de tiempo mas rapida
que el tiempo necesario para determinar la estructura por técnicas como cristalografia de
rayos-X. Por esto, las estructuras tridimensionales de proteinas determinadas mediante
técnicas fisicas son una imagen estatica de la estructura prevalente. Los movimientos de
las proteinas pueden ser clasificados segun su relacion con la estructura promedio. Los
movimientos mas rapidos son las fluctuaciones atdmicas como las vibraciones
interatomicas y las rotaciones de los grupos metilo. En una escala de tiempo mayor se
encuentran los movimientos colectivos de grupos de atomos unidos de forma covalente y
atomos vecinos no unidos de forma covalente. Los movimientos mas lentos son de larga
escala temporal (y espacial) tal como los cambios conformacionales inducidos por

ligandos.
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Figura 1. Esquema del proceso de plegado de las proteinas representado por un 'embudo
conformacional'. A medida que la conformacién proteica se acerca al estado nativo (el fondo
del embudo), la energia libre y la entropia disminuyen, y el porcentaje de residuos en la

conformacion nativa aumenta. Los valles cercanos al estado nativo representan
intermediarios del plegado [129].

1.l.c. Desplegado de proteinas

Las proteinas han evolucionado para funcionar en condiciones especificas.
Pequeiios cambios en las condiciones del medio pueden generar cambios estructurales
que afecten su funcion. Las interacciones débiles que estabilizan la forma nativa de una
proteina se rompen a altas temperaturas generando una estructura desplegada o
desnaturalizada en la que las interacciones nativas son reemplazadas por interacciones
con moléculas de agua. Si la temperatura aumenta lentamente, la conformacion de las
proteinas se mantiene casi intacta hasta que se produce una pérdida de estructura abrupta
en un rango de temperatura pequefio.

Esto sugiere que el desplegado es un proceso cooperativo donde la pérdida de
estructura en una parte de la proteina desestabiliza la estructura global.

Las proteinas también pueden desplegarse mediante el agregado de
desnaturalizantes quimicos (urea, cloruro de guanidinio), solventes (etanol, acetona),

detergentes (SDS) o cambios de pH. La principal forma de acciéon de algunos de estos
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desnaturalizantes es la ruptura de las interacciones hidrofébicas que mantienen la
estabilidad del nucleo proteico. Por ejemplo, los cambios de pH alteran la carga neta de
las proteinas generando repulsiones electrostaticas y la ruptura de algunos puentes de
hidrogeno. Cabe destacar que los estados desplegados obtenidos con diferentes

tratamientos no son necesariamente estructuralmente equivalentes.

1.1l. La estabilidad de las SCP2

1.ll.a. Desnaturalizacion inducida por temperatura

La estabilidad térmica de SCP2 fue determinada por primera vez siguiendo la pérdida
de actividad inducida por temperatura [130]. La actividad de SCP2 de higado de rata
(rSCP2) como activador de la conversion microsomal de 7-dehidrocolesterol a colesterol
se pierde a partir de 65 °C [130].

Mas adelante, fue determinada la estabilidad térmica de SCP2 humana (hSCP2)
siguiendo la sefial de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano [131]. El desplegado de
hSCP2 inducido por temperatura fue descripto con un modelo de dos estados, a partir del
cual se obtuvo una temperatura media de desplegado (Tm) de 70.5 £ 0.5 °C y un cambio
de entalpia asociado (AH) de 183 £ 10 kJ mol-1. Tanto Tm como AH son idénticas para
concentraciones de proteinas que difieren por un factor de ~ 40, indicando que no se
forman ni se disocian oligdmeros durante el proceso de desplegado. Este resultado fue el
primero reportado para el desplegado inducido por temperatura para un miembro de las
SCP2 [131], y no se han publicado mas ensayos de este tipo para otras SCP2.

1.ll.b. Desnaturalizacion inducida por agentes caotropicos

El desplegado de hSCP2 fue estudiado mediante el agregado de cloruro de
guanidinio (GuHCI) [131]. La transicion, detectada mediante CD en el UV-lejano, esta
centrada a 0.82 M GuHCI y presenta una energia libre estandar (AGOD) de 15.5 kJ mol-1.
La estabilidad relativa de hSCP2 y pre-hSCP2 al desplegado inducido con GuHCI fue
determinada siguiendo la sefal de CD en el UV-lejano [132]. La concentracion de GuHCI
requerida para lograr un

50 % de desplegado fue de 0.80 M para hSCP2 y 0.82 M para pre-hSCP2. Los
cambios de energia libre en ausencia de desnaturalizante fueron 14.7 y 14.9 kJ/mol,
respectivamente, indicando que no hay diferencias en la estabilidad de pre-hSCP2 y
hSCP2. Nuevamente, sbélo se han reportado datos para el desplegado inducido por
caodtropos para hSCP2, no se han publicado datos sobre la estabilidad de otros miembros

de las SCP2. Ademas, el proceso de desplegado fue estudiado siguiendo una Unica
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sonda, por lo que es posible que en realidad existan mas transiciones que las reportadas.

1.ll.c. Efecto del pH y el etanol sobre la estabilidad de las SCP2

El efecto del pH sobre las SCP2 fue estudiado en numerosos trabajos, pero ninguno
de ellos realiza un estudio exhaustivo sobre la estabilidad de SCP2 en funcién del pH. Este
aspecto, aunque poco explorado, es de crucial importancia debido a varios factores. Por
ejemplo, la transferencia de ligandos entre membranas mediada por SCP2 es inhibida a
pH acido [133]. Por otro lado, la unién de acido oleico a hSCP2 seguida por RMN muestra
un comportamiento dependiente del pH, con una disociaciéon del ligando cuando el pH es
menor a 7 [97]. Esto sugiere una alta accesibilidad al solvente del grupo carboxilato del
acido graso. Para descartar la posibilidad de que hSCP2 este sufriendo un cambio
conformacional inducido por el pH que sea responsable de la disociacion del ligando, se
realizaron espectros de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano en funcién del pH (4.5 -
7.4). Los espectros de CD muestran un aumento de la intensidad del pico a 208 nm
cuando disminuye el pH de 7.4 a 5.5, pero a pH 4.5 |la forma del espectro es similar a la
del espectro a pH 7.4. Por otro lado, el estudio del decaimiento de la fluorescencia y de la
anisotropia de hSCP2 a diferentes valores de pH (4.5 - 7.4) demuestra que el tiempo de
vida de la fluorescencia del triptofano, la anisotropia de fluorescencia residual y el radio
hidrodinamico de hSCP2 no se afectan significativamente. Finalmente, los estudios de
RMN en funcién del pH indican que los desplazamientos quimicos de hSCP2 (carbono-¢
de residuos de lisina y carbonos aromaticos de residuos de fenilalanina) no presentan
cambios con el pH (5.0 - 7.4). En conjunto, estos resultados indican que el cambio del pH
no produce cambios significativos en la estructura global de hSCP2 [97].

Esta reportado que la actividad de hSCP2 disminuye con el agregado de etanol, pero
no se han presentado estudios del efecto del etanol sobre la estructura o la estabilidad de
la proteina. El efecto del etanol sobre la actividad de uniéon de ligandos de hSCP2 fue
analizado en comparacién con la proteina de union de acidos grasos de higado de rata L-
FABP [134]. La union de NBD-estearico a L-FABP no se ve afectada por el agregado de
etanol, mientras que este solvente inhibe la union de NBD-estearico a hSCP2. La afinidad
de unién de NBD-colesterol y NBD-fosfatidilcolina a hSCP2 también disminuye con el
agregado etanol, aunque este efecto se observa con concentraciones de etanol menores
que las observadas para la union de NBD-estearico [135]. Estos resultados indican que el
etanol afecta la unién de los ligandos a hSCP2 de forma diferencial. Ademas, el etanol
induce cambios en la expresion de SCP2 de higado y de cerebro in-vivo. Estas SCP2
(higado y cerebro) difieren en un aminoacido, un cambio conservativo de alanina por

valina en la posicion 55. La expresion de SCP2 en el higado no se modifica con el
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consumo de alcohol, mientras que en tejido cerebral de ratones tratados de forma cronica
con etanol la expresion se incrementa un 56 % . Esto plantea la posibilidad de que el

efecto del etanol sobre la actividad de las SCP2 podria tener relevancia bioldgica.

La actividad de las SCP2, como la de todas las enzimas, depende de las condiciones
del medio tanto por las caracteristicas propias de la proteina, como por el efecto de estas
condiciones en los ligandos. Para comprender el mecanismo de union de ligandos a las
SCP2 es indispensable conocer en detalle la estabilidad de estas proteinas en funcién del

pH, la fuerza iénica y el agregado de solventes.

1.1l.d. Plasticidad conformacional

A partir de las estructuras tridimensionales resueltas para los complejos de las SCP2
con ligandos es evidente la plasticidad conformacional de estas proteinas, la que parece
ser relevante para la union de ligandos. Los estudios de RMN de hSCP2 indican una
flexibilidad conformacional alta, determinada mediante la dependencia de los
desplazamientos quimicos de los grupos amida con la temperatura [85]. En las regiones
rigidas de la proteina, los movimientos al azar se elevan con la temperatura, presentando
cambios lineales de los desplazamientos quimicos. En las regiones involucradas en un
intercambio entre conformaciones alternativas los desplazamientos quimicos exhiben una
dependencia curva de con la temperatura [136]. En hSCP2 se observan desplazamientos
quimicos con dependencia significativamente curvada en las amidas 41 - 126 de la cadena
principal, incluyendo todas las hélices-a. Los residuos afectados estan localizados en los
alrededores de la cavidad de union de lipidos. Ademas, los resultados de relajacion de
RMN proveen evidencia directa de la presencia de flexibilidad conformacional (escalas de
tiempos de ps-ns) y los experimentos de CPMG/HSQC indican la presencia de una
dinamica a bajas escalas de tiempo (us-ms). Estos experimentos de relajacion de RMN

muestran que las hélices IlI-V estan altamente involucradas en estos procesos dinamicos.

1.1lll. Objetivos para la caracterizacion termodinamica de YLSCP2

La estabilidad de las proteinas esta fuertemente relacionada con su estructura y
funcion. Las SCP2 pueden unir un amplio rango de compuestos hidrofébicos, los cuales
poseen diferentes propiedades estructurales y fisicoquimicas. Esto sugiere que estas
proteinas presentan una plasticidad conformacional que permite la union de este amplio
espectro de ligandos. La actividad de las SCP2 se ve alterada por cambios en el pH y por
el agregado de etanol, lo que podria tener relevancia biolégica. Sélo se han publicado

ensayos del desplegado inducido por temperatura o por cadtropos de SCP2 de
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mamiferos, por lo que no existe informacion termodinamica sobre las SCP2 de otros
organismos. Ademas, los trabajos publicados no analizan en profundidad la estabilidad de
las SCP2 en funcion del pH, solventes y fuerza idnica. Este tipo de estudios es
indispensable para determinar posteriormente el efecto de la uniéon de ligandos sobre la
estabilidad de las SCP2 y para comprender las posibles funciones in- vivo de esta familia
de proteinas.

En el capitulo | de esta tesis fue descripta la determinacion del contenido de
estructura secundaria y terciaria de YLSCP2, asi como también su estado de agregacion.
En base esos resultados, en este capitulo se analizara la estabilidad de YLSCP2, asi
como también el efecto del pH, la fuerza idnica y el agregado de solventes sobre la

estructura de esta proteina.

2. Resultados

2.l. Estabilidad estructural de YLSCP2

La estructura de YLSCP2 esta formada por una hoja-B y un manojo de hélices-a,
entre las cuales se forma la cavidad hidrofébica donde se ubica el sitio de unién de
ligandos. Ademas, esta proteina tiene un pl > 8.0 y presenta un potencial electrostatico
positivo cerca del extremo C-terminal. Los cambios en las condiciones de pH, fuerza
ibnica y/o constante dieléctrica del medio podrian modificar el contenido de carga
superficial neta y el grado de exposicion de la cavidad hidrofébica de union de ligandos.
A continuacion son presentados los resultados del efecto del pH, la fuerza idnica y

algunos solventes (etanol y DMSO) sobre la estructura secundaria y terciaria de YLSCP2.

2.l.a. Efecto del pH

El contenido de estructura secundaria y terciaria de YLSCP2 en funcion del pH fue
analizado mediante dicroismo circular (CD). Los espectros de CD en el UV-lejano
muestran que la elipticidad molar de YLSCP2 es menor a pH 4.0 que a pH 7.0 -9.0
(Figura 2). La pérdida de estructura secundaria a pH 4.0 podria deberse a interacciones
repulsivas de carga ya que YLSCP2 tiene un pl basico. A pH 9.0, se observa un ligero
incremento del contenido a-helicoidal respecto a pH 7.0. Estos resultados indican que
existe un efecto del pH sobre la estructura secundaria de la proteina en el rango de 4 - 9.

Por otro lado, los espectros de CD en el UV-cercano en funciéon del pH muestran que
la elipticidad molar no presenta cambios importantes en el rango de pH 7.0 - 9.0. Por el
contrario, a pH 5.0 la sefal dicroica es menor, en concordancia con lo observado en

los espectros de CD en el UV-lejano (Figura 2).
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En resumen, YLSCP2 presenta mayor contenido de estructura secundaria y terciaria
a pH basico, mientras que cuando el pH es menor a 5 la proteina comienza a
desnaturalizarse. Esto podria tener relevancia biolégica ya que el pH de los peroxisomas
es diferente al pH del citoplasma, siendo en algunos casos mas basico [137][138][139] y
en otros mas acido [140] [141]. Ademas, este resultado sugiere que la pérdida de
estructura podria ser la causa de la disminucion de la actividad a pH acido reportada para
otras SCP2 [97].
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Figura 2. Espectros de dicroismo circular de YLSCP2 en funcién del pH en el UV-lejano (A) y
en el UV-cercano (B). El pH al que corresponde cada curva esta indicado en los graficos.

2.1.b. Efecto de la fuerza iénica

La cavidad hidrofobica de YLSCP2 esta parcialmente expuesta al solvente. Los

cambios en la fuerza iénica del medio podrian afectar la estructura de la proteina al
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Fluorescencia (UA)

modificar la solubilidad de los residuos hidrofébicos que componen el sitio de union. Hasta
el momento no se han publicado trabajos que estudien el efecto de la concentracion de
sales sobre la estructura, estabilidad y funcién de las SCP2.

El efecto de la fuerza idnica sobre la estructura terciaria de YLSCP2 fue analizado
mediante fluorescencia de triptofano en funcién de la concentraciéon de cloruro de sodio.
Los espectros de emision de fluorescencia de triptofano no muestran cambios

significativos con el aumento de la concentraciéon de cloruro de sodio. La intensidad de

fluorescencia a 326 nm parece aumentar levemente, pero el ajuste lineal (R2 = 0.085)
demuestra que no existe una correlacion (Figura 3). Este resultado demuestra que la
estructura terciaria alrededor del triptofano de YLSCP2 no cambia significativamente con el
agregado de sales.
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Figura 3. Espectros de fluorescencia de YLSCP2 en funcion de la concentracion de cloruro
de sodio luego de una excitacién a una longitud de onda de 290 nm (panel izquierdo). En el
panel derecho se muestra la intensidad de fluorescencia a 326 nm (circulos negros) en
funcion de la concentracién de cloruro de sodio (NaCl) y el correspondiente ajuste lineal
(linea), el cual tiene un coeficiente de correlacion de 0.085.

2.l.c. Efecto de los solventes organicos en YLSCP2

Los ligandos de YLSCP2 son compuestos hidrofébicos que presentan muy baja
solubilidad en agua. Por esto, en los ensayos de union de lipidos a proteinas usualmente
es necesario disolver estos sustratos en solventes organicos. Sin embargo, los solventes
organicos pueden afectar la estabilidad de las proteinas, afectando como consecuencia la
actividad biolodgica. Este es el caso del etanol, el cual disminuye la actividad de las SCP2
[134][135]. Para seleccionar un solvente adecuado para la disolucion de ligandos

hidrofébicos fue analizado el efecto del etanol y el dimetilsulfoxido (DMSO) en la estructura
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de YLSCP2.

2.l.c.i. Efecto del etanol sobre YLSCP2

Efecto del etanol sobre la estructura de YLSCP2 fue analizado mediante espectros
de dicroismo circular (CD) (Figura 4) y de emision de fluorescencia (Figura 5) en funcion
de la concentracion del solvente. El agregado de etanol 0.01 - 5 % no perturba la emisién
de fluorescencia ni el espectro de CD en el UV-cercano, indicando que este solvente no
modifica la estructura terciaria de YLSCP2. Por otro lado, en los espectros de CD en el
UV-lejano se observa un incremento de la sefal con el agregado de etanol ~ 5 %. El efecto
del etanol ~ 5 % es similar al obtenido a pH 9.0, ya que se produce un aumento del
contenido de estructura secundaria sin afectar el contenido de estructura terciaria. En
resumen, YLSCP2 no sufre cambios estructurales siempre y cuando la concentracién de
etanol sea menor al 5 %, por lo que es posible utilizar este solvente para disolver los

ligandos hidrofébicos.

2.l.c.ii. Efecto del dimetilsulféxido sobre YLSCP2

El efecto del dimetilsulféxido (DMSO) en YLSCP2 fue estudiado mediante
fluorescencia de triptofano (Figura 6). El agregado de este solvente produce una
atenuacion abrupta de la intensidad de fluorescencia del triptofano de YLSCP2, sin
desplazamiento del maximo de emisidon. El estudio del efecto del DMSO sobre otras
proteinas (lisozima [142], NAD+-sintetasa [143]) indica que este solvente se une de forma
especifica a sitios internos hidrofébicos. Es probable que el DMSO se una a YLSCP2
induciendo la atenuacién de la fluorescencia del triptofano. La disminucion de la
fluorescencia observada con DMSO 0.5 % (63 mM) podria corresponderse a una
saturacion los sitios de union, ya que el solvente se encuentra en una proporcién mucho
mayor que la proteina (~ 2 uM). Ademas, los posibles cambios del medio por el agregado
de bajas cantidades de DMSO son minimos, reforzando la posibilidad de la union
especifica del solvente a la proteina. Sin embargo, es necesario contar con mas resultados
para poder confimar la unién de DMSO a YLSCP2. Evidentemente, el DMSO no es un

solvente adecuado para disolver los lipidos en los ensayos de union a la proteina.
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular de YLSCP2 en funcién de la concentracion de
etanol en el UV-lejano (~ 4 uM, panel superior) y en el UV-cercano (~ 30 uM, panel inferior).
Las curvas de ambos graficos se corresponden a 0 % etanol (linea negra), 0.1 % etanol
(linea de rayas pequefias), 1 % etanol (linea punteada), 5 % etanol (linea de rayas grandes).
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Figura 5. Espectros de emisiéon de fluorescencia de triptofano de YLSCP2 (~ 5 pM) en
funcién de la concentracion de etanol luego de una longitud de onda de excitacion de 290
nm. Las curvas se corresponden a 0 % etanol (linea negra), 0.1 % etanol (linea de rayas
pequefas), 1 % etanol (linea punteada), 5 % etanol (linea de rayas grandes).
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Figura 6. Espectros de fluorescencia del triptofano de YLSCP2 (~ 2 uM) en funcion de la
concentraciéon de dimetilsulféxido (DMSO) luego de excitar a una longitud de onda de 290 nm.
La concentracién de DMSO para cada curva se indica en el grafico.
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2.ll. Desplegado de YLSCP2 inducido por temperatura

2.ll.a. Contenido de estructura secundaria

La estabilidad de YLSCP2 en funcién de la temperatura fue estudiada mediante
ensayos de desplegado inducido por temperatura. La sefal de dicroismo circular (CD) a
220 nm fue utilizada como sonda para seguir la pérdida del contenido de estructura
secundaria de YLSCP2 (Figura 7). El desplegado de YLSCP2 fue realizado a distintos
valores de pH (5.0, 7.0 y 9.0), presentando una reversibilidad del 70 % (medida a partir
de la recuperacion de la sefial luego de enfriar). A partir del ajuste de un modelo de dos

estados se obtuvieron los parametros de desplegado para cada pH (Tabla Il).
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Figura 7. Desplegado de YLSCP2 ~ 5 puM (elipticidad molar) inducido por temperatura a pH
5.0 (circulos), 7.0 (cuadrados) y 9.0 (tridngulos). Los ajustes correspondientes se
representan como lineas.

El proceso de desplegado a pH 7.0 presenta una temperatura de fusién (Tm) de ~

60 °C y un cambio de energia libre (A625 OC) de ~ 2.2 kcal mol'1, lo que indica que
YLSCP2 esta bien plegada a temperatura de ambiente. Por otro lado, a pH 5.0 se observa
un descenso de 8 °C en Tm Yy una pérdida significativa de estabilidad. Esto concuerda

con los resultados obtenidos en los espectros de CD en el UV-lejano y cercano.
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Finalmente, a pH 9.0 tanto Tm como AG22 “C son similares a los valores a pH 7.0. Esto
indica que la estabilidad de YLSCP2 es mayor en soluciones alcalinas, el mismo pH que

fue reportado para el pH peroxisomal de levaduras creciendo en un medio con acidos

grasos de cadena larga [139].

Tabla Il. Parametros de desplegado de YLSCP2 en funcién del pH.
A partir de los datos de desplegado inducido por temperatura en funciéon del pH fueron
obtenidos los siguientes parametros: la temperatura a la cual la energia libre es cero (T, °C),
la temperatura a la cual la estabilidad es maxima (T, °C), la capacidad calorifica a presion
constante (C,, kcal mol* K, la entalpia (AH™, kcal mol™), la energia libre (AG™, kcal mol™) y
la entropia (AS, kcal mol™).

pH = AGs A= Tu A"

5.0 51.30+£020| 123+002 [32.97+0.58[2557+0.10| 1.32+0.02
7.0 59.25+021| 120+002 4233+ 0.58(2578+0.10| 2.16 = 0.02
9.0 5736+0.12] 176001 |51.17+037|29.52+0.06| 2.18 £ 0.03

Estos resultados estan de acuerdo con los publicados para otros miembros de las
SCP2 donde se reporta una inhibicién de la transferencia de ligandos entre membranas
mediada por SCP2 [133] y una disociacion del ligando [97] producidas por el pH acido.
Nuestros resultados muestran que la estabilidad de YLSCP2 es menor a pH acido, lo que

podria alterar la actividad de la proteina.

2.1l.b. Comportamiento hidrodinamico

La dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS) es una técnica clave en el estudio de
macromoléculas porque permite obtener informacion del tamafo y la forma global en
solucion. A partir de las curvas SAXS de YLSCP2 en funcion de la temperatura (25 - 70
°C) fue obtenido el "grafico de Kratky" para cada espectro (Figura 8). EI cambio en la
forma de los espectros de SAXS de YLSCP2 inducido por la temperatura concuerda con
un cambio en la forma y el tamafo de la proteina. Esto es evidente en el "grafico de
Kratky", donde el aumento de la temperatura produce una disminucion de la intensidad y
un corrimiento de la posicién del maximo hacia valores de angulos de dispersion (Q)
menores. Ademas, las curvas tienen la forma acampanada a bajas temperaturas,
indicando que la proteina presenta forma globular. A altas temperaturas las curvas pierden
esa forma indicando la presencia de cadenas tipo gaussiana. Las curvas del "grafico de
Kratky" a 25 y 40 °C tienen una posicion del maximo similar, mientras que lo mismo se
observa en las curvas a 60 y 70 °C. Este tipo de comportamiento sugiere un aumento

del tamafo de la proteina y una transicion de una forma globular a una forma tipo cadena
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gaussiana entre 40 y 60 °C.

A partir de las curvas de SAXS de YLSCP2 en funcion de la temperatura fue
calculada la funcién de densidad de pares de distancias (PR) con el programa GNOME,
las cuales permiten determinar el radio de giro promedio (RG) de las distintas especies de
la proteina (Figura 9). El valor promedio de RG aumenta entre 40 y 60 °C, de acuerdo
con el analisis de las curvas de Kratky y con el comportamiento de la elipticidad de
YLSCP2 a 220 nm en funcién de la temperatura (Figura 9). Sin embargo, a 60 °C se
observa un RG similar al obtenido a 70 °C, indicando una transicion anterior a la obtenida
por dicroismo circular (CD). Esto podria deberse a la disociacion de los oligémeros de
forma previa a la pérdida de la estructura secundaria de la proteina. El valor del RG de
YLSCP2 a 70 °C (~ 36 A) es menor que el esperado para la proteina en el estado
desnaturalizado (~51 A) [144][110]). Esto sugiere que el proceso de desplegado podria no

estar completo a esa temperatura.

Intensidad de dispersion [UA)
I(Q) x Q°

0.04 0.08 0.12 0.16 02 ’ 0.05 0.1 0.15
Q (A1) QA"
Figura 8. Espectros de SAXS de YLSCP2 ~ 160 yM (panel izquierdo) en funcién de la
temperatura, (25, 40, 60 y 70 °C: lineas negra a gris, respectivamente) y "graficos de Kratky"
(panel derecho) obtenidos de los espectros SAXS de YLSCP2 en funcién de la temperatura
(25, 40, 60 y 70 °C: lineas negra a gris, respectivamente).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes




14 ————T—————T T T

-20

25

Elipticidad (mgrados)

30 [ ]
1 30

35 r 71 28

40 [ N

45 [ ]

-50

0 20 40 60 80

R Temperatura (°C)

Figura 9. Funcion de distribucion de pares de distancia (P[R], panel izquierdo) en funcién
de la distancia (R) a 25 °C (linea negra), 40 °C (linea de rayas chicas), 60 °C (linea de
puntos) y 70 °C (linea de rayas grandes). En el panel derecho se muestran los valores de
radio de giro obtenidos para cada temperatura (circulos) en comparacion con la elipticidad de
YLSCP2 en funcién de la temperatura (linea).

2.1ll. Estabilidad quimica de YLSCP2

2.lll.a. Desplegado inducido con GuHCI

2.lll.a.i. Fluorescencia

El efecto de los caotropos sobre la estructura de YLSCP2 fue determinado
inicialmente midiendo la emision de fluorescencia en ausencia y presencia de cloruro de
guanidinio (GuHCI). La longitud de onda del maximo de emision del triptofano (354
nm) en GuHCI ~7 M presenta un corrimiento de ~ 28 nm con respecto a YLSCP2
en el estado nativo, aunque la intensidad de emision de fluorescencia no varia
significativamente (Figura 10). En el capitulo | fueron comparados los espectros de
fluorescencia de YLSCP2 y de triptofano libre (NATA), los cuales presentan una
intensidad de emision de fluorescencia similar. Estos resultados en conjunto sugieren que
la intensidad de fluorescencia del triptofano de YLSCP2 en el estado nativo es atenuada
por una interaccion terciaria, aunque el mismo se encuentra oculto al solvente.

El triptofano de YLSCP2 se encuentra contiguo en secuencia a una tirosina. En el
estado nativo no se detecta la contribucién de la tirosina al espectro de fluorescencia
luego de excitar a una longitud de onda de 273 nm. Esto puede deberse a una

transferencia de energia desde la tirosina hacia el triptofano en el estado nativo. En el
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espectro de fluorescencia obtenido para el estado desplegado de YLSCP2 (GuHCI ~ 7 M)

luego de una excitacion a 273 nm se pueden diferenciar las sefales del triptofano y la
tirosina (Figura 10).
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Figura 10. Espectros de fluorescencia de YLSCP2 ~ 1 yM nativa (linea llena) y desplegada
con GuHCI ~ 7 M (linea punteada), luego de excitar con una longitud de de 290 nm (panel
superior) y de 273 nm (panel inferior).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



2.lll.b. Desplegado inducido con urea

2.lll.b.i. Fluorescencia

El analisis del proceso de desnaturalizaciéon quimica de YLSCP2 fue realizado
utilizando urea como cadtropo. El efecto de la urea sobre la estructura terciaria de
YLSCP2 fue determinado midiendo los espectros de fluorescencia de triptofano en funcion
de la concentracion de urea (Figura 11). Entre 0 - 3.5 M urea se observa una atenuacion
progresiva de la fluorescencia del triptofano y un corrimiento hacia el rojo de la longitud de
onda del maximo de emision (Amax). Este es un comportamiento tipico de un anillo de
indol exponiéndose gradualmente a un solvente polar. Ademas, los espectros entre O -
3.5 M urea muestran que a la longitud de onda de ~ 352 nm el rendimiento cuantico
de las especies involucradas es idéntico (lo que en absorbancia se conoce como punto
isosbéstico). Este comportamiento sugiere la existencia de al menos una transicion de dos
estados entre 0 - 3.5 M urea. A concentraciones por encima de 3.5 M urea la intensidad
de emision comienza a aumentar (sin cambio significativo en Amax) y las curvas dejan de
pasar por el mismo punto a la longitud de onda de ~ 352 nm. Esto indica la presencia de
otra transicién de desplegado por encima de 3.5 M urea. Ademas, este resultado
sugiere que la emisién del triptofano esta atenuada en el estado nativo, debido a una
interaccion nativa que se mantiene estable hasta 3.5 M urea.

Si bien la intensidad de emisidon de fluorescencia varia de forma diferencial en
funcion de la concentracion de urea, la posicion del maximo de emision parece
mantenerse constante luego de 3.5 M urea. Para analizar esto con mas detalle fue
analizado el centro de masa de cada espectro de fluorescencia de triptofano (Figura 11).
La variacion del centro de masa con la concentracion de urea no presenta cambios
significativos a concentraciones de urea mayores a 3.5 M. La concentracion media de
desnaturalizante para la cual la sefal es un 50 % del valor inicial es 1.8 M para la
intensidad de fluorescencia de triptofano y 2.0 M para el centro de masa de los
espectros.

En el modelo estructural de YLSCP2 el triptofano (Trp 54) se encuentra
interaccionando con una fenilalanina (Phe 13) a una distancia de ~4 A, lo que sugiere
la formacion de una interaccién m-m fuerte (Figura 12). Esta interaccion también se
encuentra presente en ofras estructuras SCP2 [89][90], indicando un posible rol
estructural conservado. Ademas, en la estructura de YLSCP2 también se observa un
grupo amino cargado (Lys 69) a una distancia de ~7 A del triptofano (Figura 12). Es
probable que el comportamiento de la emision de fluorescencia del triptofano de

YLSCP2 en el desplegado por urea se deba a la interacciéon con uno o ambos de estos
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residuos. Si es asi, este resultado sugiere que parte de la estructura de YLSCP2 se
mantiene organizada a bajas concentraciones de urea, ya que la atenuacion del triptofano
se mantiene hasta 3.5 M urea.
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Figura 11. Espectros de fluorescencia de triptofano de YLSCP2 ~ 5 yM en funcion de la
concentracion de urea (panel superior), donde se resaltan los espectros correspondientes a
0 M urea (linea negra), 3.5 M urea (linea punteada) y 7.6 M urea (linea de rayas). El
comportamiento de la intensidad a 326 nm (circulos) y el centro de masa (cuadrados) de los
espectros en funcién de la concentracion de urea se presentan en el panel inferior.
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Figura 12. Estructura modelo de YLSCP 2 mostrando la ubicacion del triptofano 54 (Trp 54),
la fenilalanina 13 (Phe 13) y la lisina 69 (Lys 69). Los colores de los residuos
corresponden a los elementos carbono (gris), nitrdgeno (azul) y oxigeno (rojo).

2.lll.b.ii. Dicroismo circular

El contenido de estructura secundaria de YLSCP2 en funcién de la concentracion de
urea fue analizado mediante dicroismo circular (CD). Los espectros de CD de
YLSCP2 en el UV-lejano muestran una pérdida cooperativa del contenido de estructura
secundaria en funcién del aumento de desnaturalizante (Figura 13). La elipticidad molar a
220 nm en funcién de la concentracion de urea esta de acuerdo con el comportamiento de
la fluorescencia del triptofano, corroborando la presencia de una transicién no cooperativa
por encima de 3.5 M urea (Figura 13).

El espectro de CD de YLSCP2 a 0.2 M urea (Figura 13, linea gris punteada)
presenta un aumento de intensidad con respecto a YLSCP2 sin agregado de urea. Luego
se observa una disminucion progresiva de la elipticidad molar a altas concentraciones de
desnaturalizante. A 3.5 M urea todavia se observa algo de sefal, lo que indica la
presencia de estructura remanente. La concentracion media de desnaturalizante para la
cual la senal de CD a 220 nm es un 50 % del valor inicial es 1.7 M, similar a la obtenida

para la intensidad de fluorescencia de triptofano.
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Figura 13. Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano de YLSCP2 ~ 5 yM en funcién
de la concentracion de urea (panel superior), donde se resaltan los espectros
correspondientes a 0 M urea (linea negra), 0.2 M urea (linea punteada gris), 3.5 M urea
(linea punteada) y 7.6 M urea (linea de rayas). El comportamiento de la elipticidad a 220 nm
(circulos) en funcién de la concentracion de urea se presenta en el panel inferior.

2.lll.b.iii. Unién de acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico
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El compuesto fluorescente acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico (ANS) fue utilizado
como sonda para develar si el comportamiento de la fluorescencia del triptofano en funcion
de la concentracion de urea se correspondia con la presencia de un estado intermediario
de desplegado. Para esto fue medida la fluorescencia del ANS agregando en un exceso
molar del reactivo (3:1) en las muestras de YLSCP2 con diferentes concentraciones de
urea (Figura 14). Los espectros obtenidos indican que el ANS se une a YLSCP2 en el
estado nativo (0 M urea) presentando un aumento de la intensidad de fluorescencia
(Figura 14, linea negra). A medida que la concentracion de urea aumenta de 0 a 3.5 M la
intensidad de fluorescencia del ANS disminuye y la longitud de onda del maximo de
emision cambia de 480 a 490 nm. Entre 3.5y 7.6 M urea los espectros presentan un leve
aumento de la intensidad de fluorescencia. El analisis de la intensidad de emisiéon de
fluorescencia del ANS a 480 nm en funcién de la concentracién de urea presenta una
transicion centrada en 1.5 M urea (Figura 14). Este valor es menor que el obtenido para las
otras sondas, indicando que la exposicion de la cavidad de union de ligandos es preliminar
a la pérdida total de la estructura.

Los espectros de fluorescencia del ANS, al igual que los de fluorescencia de
triptofano, indican la presencia de una transicibn no cooperativa a concentraciones
mayores que 3.5 M urea. EI ANS fue elegido inicialmente como sonda para detectar

estados parcialmente plegados, pero resulto actuar como ligando de YLSCP2.

2.1ll.b.iv. Dispersién de rayos-X a bajo angulo

El efecto de la urea sobre la globularidad y el estado de agregacion de YLSCP2 fue
estudiado mediante espectros de dispersidén de rayos-X a bajo angulo (SAXS) en funcion
de la concentracion de urea. La forma de los espectros de SAXS cambia y la intensidad
disminuye con el aumento de la concentracion de urea (datos no presentados).

El radio de giro (RG) de YLSCP2 fue obtenido para cada concentracién de urea
mediante la "aproximacion de Porod". EIl RG de YLSCP2 a0 M ureaes 185+ 0.7 Ay se
corresponde con el RG esperado para un dimero de YLSCP2. Al aumentar la
concentracion de urea se observa un aumento del RG desde 18.5 A hasta 36.7 A (Figura
15). La concentraciéon de urea media (Cm) obtenida para esta transicion a partir de los
datos de SAXS fue ~ 1.5 M, valor ligeramente menor que el obtenido por otras técnicas.
Esto puede ser consecuencia del comienzo del proceso de disociacion del dimero

previamente a de desplegado.
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Figura 14. Fluorescencia de ANS unido a YLSCP2 ~ 5 pyM en funcién de la concentracion
de urea. En el panel superior se presentan los espectros de emision de fluorescencia de
ANS indicando la curva correspondiente a 0 M urea (linea negra), 3.5 M urea (linea
punteada) y 7.6 M urea (linea a rayas). La intensidad de emisién de fluorescencia de ANS
a 480 nm (rombos) en funcidn de la concentracidon de urea se presenta en el panel inferior.
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Los "graficos de Krakty" a 0, 0.6 y 0.95 M urea presentan forma de campana,
indicando que YLSCP2 posee una estructura nativa globular y compacta a estas
concentraciones de desnaturalizante (Figura 16). Por encima de 1.46 M urea los "graficos
de Krakty" de YLSCP2 presentan una forma de meseta a valores de Q altos, indicando la
presencia de una estructura del tipo "cadena Gausiana" [112]. A partir de estos datos se
puede ubicar el punto medio de la transicién entre las concentraciones 1y 1.5 urea.

El valor del RG obtenido a 6.8 M urea (36.7 A) es bastante menor al esperado para
una proteina desplegada de 129 aminoacidos (~ 51 A) [110][144]). Por encima de 3 M
urea el RG aumenta de forma no cooperativa, lo mismo que se observa con las otras
sondas analizadas. Esto sugiere que a ~ 7 M urea no se alcanza una desnaturalizacion

completa de YLSCP2, aunque los "graficos de Kratky" indiquen la pérdida de globularidad.
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Figura 15. Radio de giro de las muestras de YLSCP2 ~ 280 pM (circulos blancos) en
funcién de la concentracion de urea.
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Figura 16. Espectros de SAXS (A, C, E, G) y "gréficos de Kratky" (B, D, F, H) de YLSCP2
~ 280 pM a una concentracion de urea, 0 M (AyB),0.60M (CyD),095M(EyF)y1.46 M
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2.lll.b.v. Método de diagramas de fase

Los datos obtenidos para el desplegado de YLSCP2 demuestran que este proceso
no es simple. Los espectros de fluorescencia de triptofano y de ANS muestran claramente

que el desplegado de YLSCP2 presenta al menos dos transiciones. Ademas, a bajas
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concentraciones de urea se observan leves aumentos de la fluorescencia de triptofano y
de la elipticidad molar, mientras que la emision de fluorescencia del ANS decrece. Esto
podria indicar la presencia de una tercera transicion, haciendo mas complejo el proceso de
desplegado.

Para develar la cantidad de transiciones presentes en el desplegado de YLSCP2 por
urea fue realizado un procesamiento de los datos espectroscdpicos denominado "método
de los diagramas de fases" [145]. Este analisis esta basado en que cualquier sefal
espectroscopica a una longitud de onda determinada (/A) puede ser representada como
una combinacion lineal de un numero finito de componentes espectrales originados por
cada una de las especies involucradas en el espectro. Se puede demostrar que para una
transicion altamente cooperativa entre dos conformaciones (detectadas a las longitudes de
onda A y A2) el grafico de IM versus /A2 debe ser lineal [145]. Una desviacion de la
linealidad refleja la existencia de un equilibrio complejo o de baja cooperatividad. Ademas,
los segmentos lineales de un diagrama de fase pueden ser asociados con transiciones
individuales.

Los diagramas de fase correspondientes a la desnaturalizacion de YLSCP2 inducida
por urea fueron calculados para cada sonda y para una combinacion de ellas (Figura 17).
El diagrama de fase obtenido a partir de los espectros de CD en el UV-lejano (220 nm
versus 230 nm) muestra en principio una unica linea recta (Figura 17A). Esto sugiere que
la pérdida de estructura secundaria ocurre siguiendo una Unica transicion, pero el ruido
que presenta la sefal de CD podria esconder algun cambio en la pendiente del diagrama.
Por otro lado, el diagrama de fase de fluorescencia del triptofano (326 nm versus 354 nm)
presenta al menos dos lineas rectas con un punto de corte en 3.5 M urea, indicando la
presencia de al menos dos transiciones (Figura 17B). En este diagrama se puede observar
también otro posible quiebre cerca de 1 M urea. El diagrama de fluorescencia de ANS (540
nm versus 480 nm) muestra dos transiciones con un punto de quiebre a 3.5 M urea (Figura
17C). Finalmente, el diagrama de fase combinado (fluorescencia de ANS a 480 nm versus
elipticidad molar a 220 nm) muestra al menos tres regiones bastante definidas, con puntos
de quiebre en 1.2 y 3.5 M urea (Figura 17D). Estos resultados indican que el proceso de
desplegado de YLSCP2 en equilibrio presenta dos o mas estados intermediarios

parcialmente plegados.
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Figura 17. Diagramas de fases de las sondas utilizadas para medir el desplegado de
YLSCP2 inducido con urea. (A) Elipticidad a 220 nm versus 230 nm, (B) Intensidad de
fluorescencia del triptofano a 326 nm versus 354 nm, (C) Intensidad de fluorescencia de
ANS a 530 nm versus 480 nm, y (D) Elipticidad a 220 nm versus Intensidad de
fluorescencia de ANS a 480 nm. La concentracion de urea se indica en los puntos
donde se observa un quiebre.

2.ll.b.vi. Ajuste de un modelo de desplegado de tres estados

El analisis de los diagramas de fase indica la presencia de al menos tres transiciones
0 cuatro estados (se observan tres pendientes en los graficos). Sin embargo, es evidente a
partir de los espectros de fluorescencia de triptofano y de ANS que la transicion que ocurre
después de 3.5 M urea no es cooperativa. En base a esto, un modelo de desplegado de

tres estados (Capitulo VI) fue ajustado a los resultados experimentales obtenidos a
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Fluorescencia de ANS a 480 nm (UA)

concentraciones de urea menores a 3.5 M. Para esto fue realizado un ajuste multiple a los
datos de intensidad de fluorescencia de triptofano a 326 nm, centro de masa de los
espectros de fluorescencia de triptofano, elipticidad molar a 220 nm y fluorescencia de
ANS a 480 nm, hasta 3.5 M urea (Figura 18). A partir de este ajuste se obtuvieron los
parametros termodinamicos asociados a las transiciones centradas a 1.4y 1.9 M urea, con
un AGH20 global de ~ 6 kcal mol-1 (Tabla IV).
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Figura 18. Ajuste del modelo de desplegado de 3 estados a los datos de fluorescencia del
triptofano a 326 nm (cuadrados negros), centro de masa de la fluorescencia del triptofano
(cuadrados blancos), elipticidad a 220 nm (circulos negros) y la fluorescencia de ANS a 480
nm (rombos blancos). También se presenta en el gréfico los valores de Rs (triangulos
blancos) en funcién de la concentracidon de urea, aunque los mismos no se utilizaron en el
ajuste.

Tabla IV. Parametros termodinamicos obtenidos para el desplegado de YLSCP2
por el agregado de urea.
Ajustamos un modelo de tres estados a los datos experimentales (nUmero de datos = 44;
parametros ajustados =

19; x2=0.91).
Transicién AGmo [kecal mol?] | m [keal mol! M1] Cm [M]
N <1 1.1 05 0.8+02 LokigL ]
[—&U 4.7+£0.5 2501 1.9408.1

El valor de energia libre obtenido para YLSCP2 es mayor que el reportado para la
desnaturalizacion de hSCP2 por cloruro de guanidinio (GuHCI) [131]. De todas formas, los
procesos de desplegado inducido por diferentes cadtropos pueden no ser idénticos.
Ademas, el trabajo donde se estudia la estabilidad de hSCP2 sdlo presenta el cambio de

sefal de dicroismo circular con respecto a la concentracion de GuHCI. Al utilizar una uUnica
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sonda no se puede determinar si el proceso de desplegado de hSCP2 involucra mas de

dos estados.

3. Discusion

La actividad de las SCP2 se ve alterada por los cambios de pH y por el agregado de
solventes, lo que podria estar relacionado con su funcidn biolégica. Sin embargo, no se
han realizado suficientes estudios de estabilidad de las SCP2 en funcion de estos factores.
Para comprender exactamente porque la unidn de ligandos se afecta en estos casos es
indispensable conocer la estabilidad estructural y termodinamica de las SCP2.

La estabilidad de YLSCP2 en funcién del pH demuestra que esta proteina es mas
estable a pH basico (7.0 - 9.0) que a pH acido (5.0), lo cual podria tener relevancia
biologica. Estd demostrado que YLSCP2 se localiza en peroxisomas, organelas
especializadas en la degradacion de lipidos. En varios trabajos fue demostrado que el pH
del lumen peroxisomal es diferente al pH citoplasmatico, aunque hay controversias en
cuanto al valor de este pH. En el caso de Saccharomyces cerevisiae [139], fibroblastos
humanos [138] y el hongo Penicillium chrysogenum [137] fue reportado un pH peroxisomal
basico. Mientras que el pH peroxisomal es acido en el caso de las levaduras Hansenula
polymorpha [140], Candida boidinii y Hansenula polymorpha [141].

Aunque no esta reportado el pH peroxisomal de Y. lipolytica, se sabe que el
agregado de acido octanoico al medio de cultivo (80 mg/L) acidifica el pH intracelular de
esta levadura de 7.1 a 5.4 unidades [146]. Esto se debe a que el acido octanoico ingresa a
la célula como una molécula no disociada y una vez adentro se disocia acidificando el
citosol. Ademas, el cambio de pH del medio induce una respuesta morfolégica en Y.
lipolytica, la cual crece como levadura a pH acido y a pH neutro presenta un crecimiento
tipo filamentoso [147][148]. Estos resultados sugieren que el pH es importante en varias
funciones bioldgicas de Y. lipolytica, pero es necesario contar con mayor informacion al
respecto para interpretar la estabilidad de YLSCP2 a pH basico.

Por otro lado, el etanol no produce efectos significativos sobre la estructura
secundaria y terciaria de YLSCP2 cuando se encuentra a concentraciones menores que el
5 %. Existen varios trabajos que reportan una disminucion de la afinidad de las SCP2 por
sus ligandos en presencia de etanol [134]. Por ejemplo, una concentraciéon de etanol del
0.1 % inhibe la unién de acido NBD-estearico a hSCP2 [135]. Sin embargo, nuestros
resultados demuestran que este solvente en bajas concentraciones no afecta la estructura
de YLSCP2. Este solvente puede utilizar para disolver algunos ligandos lipidicos poco
solubles en agua sin alterar la estructura de YLSCP2.

Los parametros termodinamicos determinados a partir del analisis del desplegado de
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YLSCP2 inducido por temperatura son similares a los reportados para rSCP2 (pérdida de
actividad a ~ 60 °C) y hSCP2 (Tm de ~ 70 °C y AHTm de ~ 42 kcal mol-1). El valor
obtenido para ACp es menor al esperado para una proteina del tamafio de YLSCP2,
sugiriendo una pequefa diferencia de superficie expuesta al solvente entre los estados
nativo y desplegado. Ademas, el radio de giro de YLSCP2 a 70 °C es menor que el
esperado para esta proteina en el estado desplegado. Una posible explicacion para estos
resultados es que el proceso de desnaturalizacién no fue completo. Sin embargo, también
es probable que YLSCP2 en el estado nativo presente mayor superficie expuesta que
otras proteinas de su mismo tamafo debido a la cavidad hidrofébica de unién. La
estructura tridimensional propuesta para YLSCP2 presenta un 26 % del area hidrofobica
accesible al solvente que corresponde a residuos de la cavidad de union putativa. Por
ejemplo, un 32 % de los residuos de YLSCP2 se encuentran expuestos al solvente,
mientras que en la lisozima (128 aminoacidos) solo un 23 % de los residuos estan
expuestos.

En el desplegado de YLSCP2 inducido por el agregado de urea se observaron al
menos tres transiciones (1.4, 1.9 y > 3.5 M urea). La ultima transicidon observada es un
proceso no cooperativo que no se completa antes de 7 M urea. El valor del AGH20 global
(~ 6 kcal mol-1) es mayor al reportado para hSCP2 en funcién del agregado de cloruro de
guanidinio (AGH20 ~ 3.6 kcal mol-1). De todas formas, el desplegado de hSCP2
(analizado mediante fluorescencia y dicroismo circular) fue analizado como un proceso de
desplegado de dos estados y no siempre son similares los parametros obtenidos con
diferentes tipos de caotropos.

Estos resultados, junto con los obtenidos para la caracterizacion estructural, brindan
informacion importante para la interpretacion de los ensayos de actividad de YLSCP2 que

presentamos en el siguiente capitulo.
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Capitulo IV

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE YLSCP2
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1. Introduccién

1.1. Perfil de uniéon de ligandos de SCP2

El rango de ligandos que unen las SCP2 es muy amplio, presentando una alta
afinidad para acidos grasos, acidos grasos modificados con Coenzima A (acil-CoA),
fosfolipidos, esteroles y otros lipidos [47][149]. Las estructuras reportadas para SCP2 en
complejo con ligandos [89][90][94] y los estudios de RMN [83][85] indican una gran
plasticidad conformacional del sitio de union. Sin embargo, actualmente no esta claro el
mecanismo de union de ligandos a SCP2, como tampoco su relacion con la funcion
bioldgica de esta familia de proteinas.

Las constantes de afinidad que se han reportado aportan informacion valiosa para
develar el mecanismo de union de ligandos a las SCP2. Sin embargo, la mayoria de estas
constantes corresponden a SCP2 de mamiferos, mientras que ninguna se conoce para
microorganismos (levaduras, bacterias, arqueas) ni para artropodos. A continuacion se
resumen los resultados publicados por otros autores para la union de distintas clases de
lipidos a las SCP2.

1.l.a. Esteroles

La union de colesterol a SCP2 fue estudiada mediante competicion seguida por
FRET [56], resonancia de plasmones de superficie (SPR) [150], union de analogos
fluorescentes del colesterol (colestatrienol [98], dehidroergosterol [99][151][100]),
derivados fluorescentes del colesterol (NBD-colesterol [152][135][150], Pyr-colesterol
[135]) y colesterol marcado radioactivamente (3H-colesterol [100], 14C-colesterol [153])
(Tabla 1). La afinidad de las SCP2 por esteroles varia en funcién de la concentracién del

lipido y en funcién del solvente [135].
1.L.b. Acidos grasos

Los primeros estudios de union de acidos grasos a SCP2 de rata y de gallina
mostraron una union muy débil o nula [154][153]. Una década mas tarde se determind que
las condiciones del medio, como el agregado de etanol o el cambio de pH, afectan
significativamente la afinidad de las SCP2 por los acidos grasos [134][135][97]. La unidn
de acidos grasos a las SCP2 fue determinada utilizando NBD-estearico ([134]), acido cis-
parinarico ([134][96][971[132][155]), acido trans-parinarico ([96][132]), Pyr-C12 ([155] [56]),
acido oleico y linoléico ([150]) y acido fitanico y pristanico ([56]) (Tabla Il). Los resultados
obtenidos muestran el siguiente orden de afinidad de las SCP2 en funciéon de las
propiedades de la cadena de los acidos grasos: acidos grasos poli-insaturados > mono-

insaturados / saturados > isoprenoides de cadena ramificada > acidos grasos derivados de

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



fitol con cadena ramificada [96][156][155].

Tabla I. Constantes de afinidad de distintas SCP2 por esteroles.

Unién de esteroles a SCP2 humana madura (hSCP2) o biotinilada (bio-hSCP2), de
Toxoplasma gondii (tgSCP2) y de rata (rSCP2). El significado de las abreviaturas es NBD: 4-
nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol, Pyr: grupo pireno, FRET: fluorescencia por transferencia de
energia, Comp: competicion con ligandos, SPR: resonancia de plasmones de superficie.
Referencias: 1:[98]; 2:[99]; 3:[100]; 4:[56]; 5:[152]; 6:[135]; 7:[150]; 8:[151]; 9:[71].

Esterol SCP2 Método Kp (kM) Referencia
colestatrienol rSCP2 Dispersién de luz 0.57 1
rSCP2 Dispersion de luz 1.2+02 2
dehidroergosterol rSCP2 FRET 27+0.9 2
rSCP2 Fluorescencia 1.3 2
[3H]colesterol hSCP2 Lipidex 1000 0.31+£0.05 3
dehidroergostercl hSCP2 Fluorescencia 1.7+0.7 3
colesterol rSCP2 Comp. FRET 26+£05 4
NBD-colesterol hSCP2 Fluorescencia 0.004 £ 0.001 5
NBD-colesterol hSCP2 Fluorescencia 0.112 £ 0.007 6
Pyr-colesterol hsSCP2 Fluorescencia 0.124 £ 0.017 8
NBD-colesterol bio-hSCP2 Fluorescencia 0.032 + 0.006 7
NBD-colesterol bio-hSCP2 SPR 0.038 + 0.001 7
colesteral bio-hSCP2 SPR 0.028 + 0.020 7
dehidroergostercl rSCP2 Combinade 0.88 8
. NBD-colesterol tgSCP2 Fluorescencia 1.01£0.12 9

1.l.c. Esteres de CoA

La capacidad de SCP2 para unir derivados de acidos grasos esterificados con
coenzima A (acil-CoA) fue descubierta poco después de detectar la unién de &acidos
grasos [96]. La afinidad de las SCP2 por los acil-CoA es 40-200 veces mayor que para los
acidos grasos y los esteroles (Tabla lll) [96][157], esto puede deberse a que estos lipidos
son los verdaderos sustratos de la B-oxidacion de acidos grasos.

La especificidad de las SCP2 por el tipo de cadena de los acil-CoA es opuesta a la
reportada para acidos grasos (Tabla lll), siendo mayor para los ligandos que presentan
cadenas lineales [96]. Ademas, la afinidad de las SCP2 es mayor para los acil-CoA
derivados de acidos grasos saturados con 10-18 carbonos y derivados de acidos grasos
insaturados de 14-22 carbonos [96][155]. Estos resultados indican que el rango de union
de acil-CoA saturados es pequefio y que la afinidad aumenta con el grado de insaturacion.

Finalmente, las constantes de union de acil-CoA derivados de acidos grasos ramificados
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(fitanoil-CoA y pristanoil-CoA) indican una mayor afinidad por fitanoil-CoA (Tabla Ill) [56].

Tabla Il. Constantes de afinidad de distintas SCP2 por acidos grasos.
Unién de acidos grasos a SCP2 humana con pre-secuencia (pre-hSCP2), madura (hSCP2) o
biotinilada (bio- hSCP2), bovina (bSCP2) y de rata (rSCP2). *Condiciones diferentes a las
utilizadas normalmente: buffer acuoso de pH ~ 7. El significado de las abreviaturas es
FRET: fluorescencia por transferencia de energia, Comp: competicién con ligandos.
Referencias: 1:[134]; 2:[96]; 3:[97]; 4:[56]; 5:[155]; 6:[132]; 7:[150].

Acido graso SCP2 Método Condiciones * Kp (uM) Referencia
NBD- estearico hSCP2 Fluorescencia 0.234 £ 0.047 1
NBD-estearico hSCP2 Fluorescencia 200mM etanol 0.36 £ 0.03* 1
RdB-esteérico hSCP2 Fluorescencia 0.259 + 0.056 1
cis-parinarico hSCP2 Fluorescencia 0.400 £ 0.019 1
cis-parinarico hSCP2 Fluorescencia 0.18 £0.01 2
cis-parinarico hSCP2 Fluorescencia pH 7.0 0.65+0.08 3
cis-parinarico hSCP2 Fluorescencia pH 5.5 0.51+0.05 3
cis-parinarico hsSCP2 Fluorescencia pH4.5 0.16 £ 0.01 3
cis-parinarico bSCP2 FRET B-cyclodextrina 0.18 5
cis-parinarico pre-hSCP2 Fluorescencia 0.36+0.14 6

trans-parinarico hSCP2 Fluorescencia 0.56 £ 0.04 2

trans-parinarico pre-hSCP2 Fluorescencia 0.2+0.14 6

224078 8

Pyr-C12 bSCP2 FRET B-cyclodextrina 0.24 5
Pyr-C12 rSCP2 FRET 0.867 +0.11 4
acido fitanico rScpP2 Comp. FRET 0.89+0.15 4
acido pristanico rSCP2 Comp. FRET 0.73+£0.02 4
acido oléico bio-hSCP2 SPR 0.222 £ 0.012 7
acido linoléico bio-hSCP2 SPR 2.080 £ 0.170 7

1.1.d. Fosfolipidos

Inicialmente fue propuesto que las SCP2 cumplian un rol en la transferencia y el

metabolismo de los fosfolipidos [158][159], aunque esta actividad fue atribuida a un

mecanismo que no involucra la unién directa de fosfolipidos [160]. La union de fosfolipidos

a SCP2 fue demostrada finalmente utilizando derivados fluorescentes de los mismos
(Tabla IV) [161][103][162][163][135][71]. El orden de afinidad de la unién de fosfolipidos a

las SCP2 es fosfatidil colina (carga neutra) > fosfatidil inositol (una carga negativa) >

fosfatidil inositolfostato (dos cargas negativas) > fosfatidil inositoldifosfato (tres cargas

negativas) [162]. Estos resultados demuestran que la afinidad de las SCP2 por los

fosfolipidos aumenta con la presencia de cargas negativas en el ligando, lo que podria

estar relacionado con las propiedades basicas que presentan estas proteinas.

Tabla lll. Constantes de afinidad de distintas SCP2 por acil-CoA.

Union de acil-CoA a SCP2 humana madura (hSCP2), bovina (bSCP2) y de rata (rSCP2). El
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significado de las abreviaturas es FRET: fluorescencia por transferencia de energia, Comp:
competicion con ligandos, Despl. NR: desplazamiento de rojo-Nilo, ITC: calorimetria de
titulacion isotérmica. Referencias: 1:[96]; 2:[56]; 3:[157].

Acil-CoA SCP2 Método Kp (nM) Referencia
C"S‘Pa”"Aar°i"C° hSCP2 Fluorescencia 4.57 £0.75 1
trans-parinaroil- hSCP2 Fluorescencia 276 £0.10 1

CoA

fitanoil- CoA rSCP2 Comp. FRET 250 £ 47 2
pristanoil-CoA rSCP2 Comp. FRET 760 + 140 2
339+ 127 3

linolecil-CoA bSCP2 Despl. NR
947 + 542 3
89 + 30 3

linolecil- CoA bSCP2 ITC

1377 + 191 3

Tabla IV. Constantes de afinidad de distintas SCP2 por fosfolipidos.

Unién de fosfolipidos a SCP2 humana madura (hSCP2), bovina (bSCP2) y de Toxoplasma
gondii (tgSCP2).

*Condiciones diferentes a las utilizadas normalmente: buffer acuoso de pH ~ 7. El significado
de las abreviaturas es PC: fosfatidil colina, NBD: 4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol, Pyr: grupo
pireno. Referencias: 1: [163]; 2:[135], 3:[71].

Fosfolipido SCP2 Método Condiciones * Kp (M) Referencia

PamPyrGroPCho bSCP2 Fluorescencia 46 + 4 1
NBD-PC hSCP2 Fluorescencia 0.110 £0.012 2
Pyr-PC hSCP2 Fluorescencia 0.163 £ 0.019 2
Pyr-PC hSCP2 Fluorescencia 25 mM etanol 0.238 2
Pyr-PC hSCP2 Fluorescencia 50 mM etanol 0.380 2
Pyr-PC hSCP2 Fluorescencia 100 mM etanol 0.469 2
NBD-PC tgSCP2 Fluorescencia 0.11+£0.39 3

1.l.e. Otros ligandos

Las SCP2 también unen otros ligandos de naturaleza lipidica, como 1-O-Decanil-L-D-
glucésido [131], colato [85], acido lisofosfatidico, esfingomielina, ceramida,

glucosilceramida, galactosilceramida, lactosilceramida, globdsidos y gangliosidos [164].

1.ll. Transferencia de lipidos mediada por SCP2

La actividad de transferencia de lipidos entre membranas mediada por SCP2 fue en

sus origenes la habilidad que llevé al descubrimiento de esta proteina. La transferencia de
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lipidos entre membranas mediada por SCP2 ha sido estudiada mayormente para esteroles
[158][130][99][160][162][165][166][167][168][169][150]yfosfolipidos[158][159][161][160][16][
170][47][168][171][165][166].

La actividad de las SCP2 en la transferencia de lipidos implica la interaccion con
membranas. Los espectros de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano de hSCP2 en
presencia de vesiculas lipidicas muestran un aumento de la elipticidad molar de la proteina
[172]. Este cambio depende del tamafio, la curvatura y la naturaleza lipidica de las
vesiculas, siendo significativo para vesiculas pequefas, altamente curvadas y con carga
negativa. Ademas del aumento del contenido de hélices-a [172][126], la union de SCP2 a
membranas produce un aumento del tiempo de correlacion rotacional de la proteina [103] y
un aumento de la presion superficial de membranas [168]. Todos estos estudios confirman
que SCP2 interacciona con membranas para llevar a cabo su actividad en la transferencia

de lipidos entre membranas.

1.1ll. Relacion estructura-funcion

La funcién de las SCP2 depende de ciertas caracteristicas estructurales, como el
sitio de union de ligandos y el sitio de interaccién con membranas. Estas caracteristicas
son importantes para develar el mecanismo funcional de las SCP2, por lo que han sido
realizados muchos estudios de los motivos estructurales implicados en la union de
ligandos y en la interaccion con membranas. Sin embargo, ninguno de estos trabajos
presenta resultados para SCP2 de microorganismos, sin0 que son en su mayoria para
SCP2 de mamiferos.

El sitio de unién de ligandos de SCP2 consiste en una cavidad hidrofébica con forma
de “L”, la cual puede acomodar diferentes ligandos (incluso varios) en diferentes
posiciones [83] [89][90][94]. El efecto de la unién de ligandos sobre la estructura de SCP2
ha sido estudiado mediante una gran variedad de técnicas (espectroscopia de CD,
fluorescencia y RMN) [95].

El sitio de unién de colesterol a SCP2 humana (hSCP2) se encuentra muy cercano al
triptofano-50 (13.7 A) [99] y esta formado al menos por los residuos de la hebra-B 2 [101].
La union de colesterol a hSCP2 disminuye levemente el contenido de estructura
secundaria y oculta e inmoviliza al triptofano [100].

El sitio de unién de acidos grasos a hSCP2 se encuentra a ~ 40 A del triptofano-50
[156] y tiene una constante dieléctrica cercana a 2 [134]. Los acidos grasos se unen de
forma rigida a SCP2 [96][155], con el grupo carboxilato expuesto en la superficie de la
proteina [97]. Ademas, la union de estos lipidos produce un aumento del tamafio de la
proteina de un 11 %, volviéndola mas elipsoidal [152], sin modificar el contenido de

estructura secundaria [96]. Los residuos implicados en la union de acidos grasos se
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encuentran mayormente en las hélices-a | y I, aunque algunos también se detectan en las
hélices-a lll, IV y V [83][95][90] [85].

El sitio de unién de acil-CoA esta formado por los residuos de las hélices-a | y |
(unién de CoA) y de las hélices-a lll, IV y V (unién de la cadena hidrocarbonada) [85]. La
unién de acil-CoA a hSCP2 produce alteraciones en el contenido de estructura terciaria en
algunos casos [96][173] y un aumento del tiempo de correlacion rotacional y del radio
hidrodinamico [96][152]. La estequiometria de unién de acil-CoA es de dos sitios de unién
en varios estudios [173][152].

El sitio de union de fosfolipidos no ha sido adecuadamente caracterizado. Hasta el
momento ha sido determinado que los fosfolipidos unidos a SCP2 bovina (bSCP2)
presentan una movilidad restringida y rotan junto con la proteina [103].

El sitio de union de SCP2 para otros tipos de ligandos lipidicos también ha sido
caracterizado. Por ejemplo, el sitio para el acido rojo Nilo 2-O-butirico en hSCP2 esta
formado por los residuos de la cara interna de las hélices-a [157].

En cuanto al estudio de la actividad de las SCP2 en la transferencia de lipidos a
membranas, fue determinado que los residuos de los extremos N y C-terminales son
esenciales [174]. Esta postulado que el dominio de interaccion con membranas de las
SCP2 se encuentra en el extremo N-terminal [175]. La hélice del extremo N-terminal es
anfipatica, presentando una cara no polar enfrentada al sitio de union de ligandos y una
cara polar expuesta al solvente. Esta caracteristica llevd al analisis de la interaccion con
membranas de péptidos con la secuencia aminoacidica de la hélice N-terminal y variantes
acortadas y/o mutadas. Los péptidos muestran un aumento del contenido de estructura
hélice-a en presencia de membranas solo cuando estan presentes las secuencias
correspondientes a las hélices | y Il (péptido 1-32) [172]. Ademas, el péptido 1-32 induce
un desplazamiento de un 70 % de hSCP2 unida a membranas [126] y potencia la habilidad
de hSCP2 en la transferencia de colesterol, aunque por si mismo no posee esta actividad
[47].

1.1V. Objetivos para la caracterizacion funcional de YLSCP2

La funcion de las SCP2 en la transferencia de lipidos implica la unién de los mismos
y la interaccion con membranas. Estd demostrado que las SCP2 pueden unir una gran
variedad de clases lipidicas con alta afinidad, presentando una alta plasticidad
conformacional del sitio de unién de ligandos. Sin embargo, el mecanismo por el cual estas
proteinas pueden unir diferentes ligandos todavia no ha sido develado. Por otro lado,
también esta demostrado que la actividad de las SCP2 depende de la interaccion con
membranas. De todas formas, los ensayos de interaccion entre SCP2 y membranas

publicados no dejan completamente en claro la verdadera identidad del sitio y del
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mecanismo de interaccion. Por todo esto, presentamos en este capitulo un analisis
exhaustivo de la union de ligandos y membranas a YLSCP2 y el efecto de esta union
sobre la estructura y estabilidad de la proteina con el fin de develar el mecanismo de

union.
2. Resultados

2.1. Union de ligandos

Esta postulado que la actividad de transferencia de lipidos a membranas de las
SCP2 implica la unién de lipidos en la cavidad hidrofébica y la interaccion con membranas.
En esta seccién son presentados los ensayos que demuestran la uniéon de ligandos a
YLSCP2. El espectro de ligandos que une YLSCP2 fue analizado utilizando representantes
de las distintas clases de lipidos: acidos grasos (acido cis-parinarico y acido palmitico),
estér de acidos grasos (palmitoil-Coenzima A), glicerolipidos (1,2-dipalmitoil-sn-glicerol),
fosfolipidos (fosfatidil colina de huevo) y esteroles (dehidroergosterol). Ademas fueron
utilizados lipidos fluorescentes como ligandos no bioldgicos (acido 1-anilinonaftalen-8-

sulfénico y merocianina-540).

2.l.a. Acido cis-parinérico

El acido cis-parinarico (AP) es un acido graso natural de 18 carbonos con 4
insaturaciones (C18:4 A9,11,13,15) que presenta fluorescencia debido a sus dobles
enlaces conjugados (Figura 1). El rendimiento cuantico del AP aumenta cuando se
encuentra en un ambiente apolar, pero la longitud de onda del maximo de emision no
cambia significativamente [176]. La fluorescencia del AP aumenta ~ 6 veces con el
agregado de YLSCP2, indicando que el ligando se une a la cavidad hidrofébica de la

proteina (Figura 2).

Figura 1. Estructura del acido cis-parinarico (acido cis-9, trans-11, trans-13, cis-15-
octadecatetraenoico) representada con lineas. Los atomos de carbono se representan en gris y
los de oxigeno en rojo.

La union de AP a YLSCP2 fue determinada mediante una titulacion seguida por
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fluorescencia a 410 nm, luego de una excitacion a una longitud de onda de 307 nm (Figura
2). No fueron detectadas diferencias en las titulaciones realizadas utilizando soluciones del
lipido en buffer y en etanol, llegando a una concentracion final de etanol menor al 2 % o
0.4 M (datos no presentados). Esto sugiere que este solvente no afecta la unién del lipido
al menos en bajas concentraciones, en contraste con lo reportado para otros miembros de
las SCP2 [134].
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Figura 2. Espectros de fluorescencia de &cido cis-parinarico ~ 2 yM en Buffer B (linea
de rayas) y con el agregado de YLSCP2 ~ 2 yM (linea negra), tomados luego de excitar a
una longitud de onda de 307 nm (panel izquierdo). En el panel derecho se presenta la
fraccion de acido cis-parinarico unido a YLSCP2 determinada experimentalmente (circulos
blancos) y el ajuste del modelo de un Unico sitio de unién (linea).

A partir del ajuste del modelo de un sitio de unién fue obtenida una constante de
afinidad de 80 £ 40 nM (promedio £ DE, n = 2, Figura 2, Tabla V). Este valor es un poco
menor al reportado para la union de AP a otros miembros de las SCP2 (Tabla I,
[134][96][97][155] [132]), sugiriendo que YLSCP2 tiene una afinidad mayor por acidos
grasos que las SCP2 de mamiferos. Este es el primer reporte de la union de acidos grasos
por una SCP2 perteneciente a microorganismos, ya que para POX18 (otra SCP2 de

levaduras) fue reportada la ausencia de esta actividad [67].
2.1.b. Acido palmitico

La expresion de YLSCP2 en Yarrowia lipolytica es inducida por la presencia de acido
palmitico (PAL) en el medio de cultivo [33]. EI PAL es un acido graso saturado de 16
carbonos (C16:0), el cual presenta una solubilidad en agua de aproximadamente 0.007 g/L
(Figura 3) [177]. Por este motivo, la solucién del lipido fue preparada en etanol absoluto,

solvente en que la solubilidad es mucho mayor (49.3 g/L). La union del PAL a YLSCP2 fue
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determinada mediante el desplazamiento de AP, seguido por fluorescencia de AP a 410
nm (Figura 4). Durante el ensayo la concentracién final de etanol nunca fue mayor al 1 %,
para evitar efectos del solvente sobre YLSCP2. Los resultados muestran una disminucion
de la intensidad de fluorescencia del AP de ~ 50 %, sugiriendo que estos ligandos podrian
compartir el mismo sitio de union. A partir del ajuste del modelo de unién por
desplazamiento de ligandos fue calculada una constante de disociacién de 7 £+ 6 nM
(promedio £ DE, n = 4, Tabla V). Este valor obtenido es bastante menor a los reportados
para la unién de otros acidos grasos a miembros de las SCP2 (Tabla Il). Ademas, estos
resultados sugieren que YLSCP2 tiene mayor afinidad por los acidos grasos saturados que
por los insaturados.

Figura 3. Estructura del acido palmitico representada con lineas. Los atomos de carbono se
representan en gris y los de oxigeno en rojo.
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Figura 4. Desplazamiento del acido cis-parinarico ~ 2 yM unido a YLSCP2 ~ 2 uM con acido
palmitico seguido por la intensidad de fluorescencia a 410 nm (circulos negros, panel
izquierdo). En el panel derecho se muestra la fraccion de acido palmitico unido a YLSCP2
(circulos blancos) y el ajuste correspondiente al modelo de un sitio Unico de unién (linea).

2.l.c. Palmitoil-Coenzima A

Uno de los primeros pasos en la degradacion de los acidos grasos es la esterificacion
con Coenzima A. Este proceso, produce un gradiente de concentracién de acidos grasos

que favorece la incorporacion de los mismos a la célula e inhibe la salida de los acil-CoA.
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El palmitoil-Coenzima A (pCoA) es un derivado de acido palmitico que tiene unido
una molécula de Coenzima A, la cual esta formada por 3’-fosfo-AMP unido al acido
pantoténico fosforilado (vitamina F) y todo esto unido a una cistamina (Figura 5).
Las propiedades fisicoquimicas de los acil-CoA son diferentes que las del acido graso del
cual derivan. Estos compuestos anfipaticos forman asociaciones (micelas) en un medio
acuoso cuando se encuentran por encima de su concentracion micelar critica (CMC). Esta
formacion de micelas podria interferir en los ensayos de union de pCoA a YLSCP2. Es por
esto que la CMC del pCoA fue determinada mediante fluorescencia de la sonda
merocianina-540 (MC). El resultado obtenido para la CMC de pCoA (Buffer B) fue
de 375 + 14 yM (datos no presentados), valor que esta de acuerdo con otros
publicados (30-80 uM) [178][179].

W ]

Figura 5. Estructura del palmitoil-Coenzima A representada con lineas. Los atomos de carbono
se representan en gris, los de oxigeno en rojo, los de nitrégeno en azul, los de azufre en
amarillo y los de fosforo en naranja.

Los ensayos de union de pCoA a YLSCP2 fueron realizados utilizando una solucion
concentrada del lipido en Buffer B. En estas condiciones el pCoA se encuentra formando
micelas, pero esto no presentd complicaciones durante los ensayos. La unién del lipido a
YLSCP2 fue determinada mediante la atenuacion de la fluorescencia del triptofano (Figura
6). Esta atenuacion sugiere que el triptofano se encuentra cerca del sitio de union de pCoA
0 que esta censando un cambio conformacional inducido por la unién del ligando. El ajuste
del modelo de un sitio de unidn indica una constante de disociacion de 70 + 30 nM
(promedio + DE, n = 3, Tabla V). El valor obtenido es acorde a los valores publicados para

la afinidad de otros miembros de las SCP2 por acil-CoA (Tabla Ill). Ademas, este valor
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demuestra que YLSCP2 presenta una afinidad muy alta por los acil-CoA, la cual es similar

a la obtenida para los acidos grasos.
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Figura 6. Espectros de fluorescencia de triptofano de YLSCP2 ~ 5 uM sin (linea) y con
palmitoil-Coenzima A (linea punteada), luego de excitar con una longitud de onda de 290 nm
(panel izquierdo). En el panel derecho se muestra la fraccion de palmitoil-Coenzima A unido
a YLSCP2 (circulos blancos) y el respectivo ajuste a un modelo de un sitio de unién (linea).

2.1.d. 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol

El 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol (DPG) es un diacilglicerol formado por dos moléculas de
acido palmitico unidas al glicerol por enlaces éster (Figura 7). EI DPG es poco soluble en
agua (0.25 g/L), por lo que la solucién de trabajo fue preparada en etanol donde el lipido
tiene una solubilidad de ~ 20 g/L. Nuevamente, la concentracion de etanol durante el
ensayo no fue mayor al 1 % para evitar cambios estructurales en la proteina. La unién de
DPG a YLSCP2 fue determinada mediante desplazamiento de AP, siguiendo la
fluorescencia a 410 nm. Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la
intensidad de fluorescencia del AP, indicando que el acido graso fue desplazado del sitio
de unién de YLSCP2 (Figura 8). Sin embargo, el ajuste del modelo de desplazamiento de
ligandos que se une a un unico sitio no es satisfactorio (datos no presentados), sugiriendo
que el DPG se une a SCP2 siguiendo otro mecanismo. De todas formas, la afinidad (Ki)
fue estimada a partir de la concentracion de DPG que desplaza un 50 % de AP (/C50). El
valor obtenido para Ki es de 39 nM (n = 1, Tabla V), el cual es el primer reporte de la
afinidad de un miembro de las SCP2 por un diacilglicerol, ampliando asi el espectro de

ligandos de esta familia de proteinas.
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Figura 7. Estructura del 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol representada con lineas. Los atomos de
carbono se representan en gris y los de oxigeno en rojo.
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Figura 8. Desplazamiento de &cido cis-parinarico ~ 2 yM unido a YLSCP2 ~ 2 yM con
1,2-dipalmitoil-sn- glicerol seguido por la intensidad de fluorescencia a 410 nm (circulos
negros).

2.l.e. Fosfatidil colina de huevo

La fosfatidil colina de huevo (EPC) es un glicerofosfolipido formado por dos acidos
grasos (C16:0 y C18:1 A9) y un grupo fosfato unidos al glicerol, con una molécula de
colina unida al grupo fosfato (Figura 9). La colina tiene un pKa cerca de 13.9, por lo que la
cabeza del EPC es un grupo polar que posee un caracter zwitteriénico en todo el rango de
pH. Por este motivo, este fosfolipido es ampliamente utilizado como componente de
vesiculas lipidicas. Los ensayos de unién de EPC a YLSCP2 fueron realizados mediante
desplazamiento de AP, siguiendo la intensidad de fluorescencia del AP a 410 nm (Figura
10). Los resultados indican que el EPC se une a YLSCP2 liberando el AP unido, pero el

ajuste del modelo de desplazamiento de ligandos para un unico sitio de uniéon no es bueno
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(datos no presentados). Esto sugiere que el EPC se une a mas de un sitio en YLSCP2 o
que el sitio de unién de AP y EPC no es exactamente el mismo. La afinidad de YLSCP2
por EPC fue estimada calculando Ki a partir de la concentracion de ligando necesaria para
desplazar el 50 % de AP (IC50). El valor obtenido para Ki es 32 nM (n = 1, Tabla V), el que

esta de acuerdo con los reportados para la union de fosfolipidos a otros miembros de las
SCP2 [163][135] [71].

Figura 9. Estructura de la fosfatidil colina de huevo representada con lineas. Los atomos
de carbono se representan en gris, los de oxigeno en rojo, los de nitrdgeno en azul, los de
azufre en amairillo y los de fésforo en naranja.
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Figura 10. Desplazamiento de acido cis-parinarico ~ 2 yM unido a YLSCP2 ~ 2 yM con

fosfatidil colina de huevo seguido por la intensidad de fluorescencia a 410 nm (circulos
negros).

2.1.f. Dehidroergosterol

El dehidroergosterol (DHE) es un esterol natural que presenta fluorescencia

intrinseca (Figura 11). Este compuesto fue seleccionado como representante de los
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esteroles por sus caracteristicas espectroscopicas. Los espectros de fluorescencia del
DHE en etanol y en medio acuoso son diferentes, debido a que el DHE forma micelas en
soluciones acuosas (concentracion micelar critica de ~ 25 nM). Esto complica el estudio de
la unién de DHE a YLSCP2, debido a que el ligando presenta sefial aunque no se
encuentre interaccionando con la proteina. Fue por esto que los ensayos de union de DHE
a YLSCP2 fueron realizados mediante el analisis de los cambios de la anisotropia de
fluorescencia del ligando o de la proteina. La anisotropia de fluorescencia depende del
volumen del fluoréforo (o de la molécula a la cual se halla adosado el fluoréforo) y de
parametros como el tiempo de vida de fluorescencia y la viscosidad del medio. Es por esto
que esta técnica es de gran utilidad para detectar la interaccion entre moléculas debido a
la alta sensibilidad a cambios de volumen.

Los valores de anisotropia de fluorescencia de DHE y/o YLSCP2 obtenidos muestran
cambios que sugieren la interaccion entre DHE y YLSCP2 (Figura 12). A partir del ajuste
de un modelo de un sitio de union se obtuvo una constante de disociacion de 5.1 £ 7.7 uM
(promedio + DE, n = 3, Tabla V). Este resultado esta de acuerdo con los publicados para la

unién de esteroles a otros miembros de las SCP2.

Figura 11. Estructura del dehidroergosterol representada con lineas. Los atomos de
carbono se representan en gris y los de oxigeno en rojo.
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Figura 12. Union de dehidroergosterol ~ 8 yM a YLSCP2 seguida por anisotropia de
fluorescencia luego de excitar a una longitud de de 300 nm (circulos negros). En el panel
derecho se muestra la fraccion de DHE unida a YLSCP2 (circulos blancos) y el ajuste
correspondiente a un modelo de un sitio de unién (linea).

2.1.g. Acido 1- anilinonaftalen- 8- sulfénico

El acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico (ANS) es un lipido compuesto por un anillo
naftol modificado con un grupo anilino y un grupo sulfénico (Figura 13). Este lipido es
soluble en agua y aumenta su emision de fluorescencia cuando se encuentra en un medio
no polar, con un cambio en la longitud de onda del maximo de emision. Estas
caracteristicas son el motivo por el cual el ANS es utilizado como sonda para el estudio de
proteinas que unen lipidos, en la caracterizacién de membranas lipidicas y en los estudios
de intermediarios del plegado proteico.

La titulacion de YLSCP2 sobre ANS produce un aumento de intensidad y un cambio
del maximo de emision de 530 a 480 nm en la fluorescencia del ligando (Figura 14). El
ajuste de las ecuaciones correspondientes a un sitio de unién a los datos de fluorescencia
(Figura 6) arroja una constante 40 + 12 uM (promedio + desvio estandar, n = 4). De todas
formas, el aumento del rendimiento cuantico y el desplazamiento de la longitud de onda
del maximo de emisién del ANS cuando se une a YLSCP2 son relativamente bajos. La
unién del ANS en un bolsillo hidrofébico tipico produce un aumento de ~ 100 veces en la
intensidad de emision de fluorescencia y el maximo de emision se corre a una longitud de
onda de 470 nm [180]. Esto sugiere que nuestros resultados no son suficientes para
asegurar que el ANS se une a la cavidad hidrofébica de YLSCP2. Es posible que la union
de este ligando a la proteina se deba a una interaccion electrostatica entre el grupo

sulfénico del ANS y la superficie con alto potencial electrostatico positivo observada en la
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estructura modelo de YLSCP2. Este tipo de interaccion entre el ANS y otras proteinas ha
sido reportado anteriormente [181][182].
Figura 13. Estructura del ANS representada con lineas (arriba). Los atomos de carbono se

representan en gris, los de oxigeno en rojo, los de nitrégeno en azul y el de azufre en
amarillo.
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de ANS ~ 2 yM en complejo con YLSCP2 (linea
negra) y de YLSCP2 ~ 5 uM (linea punteada), luego de una excitaciéon a una longitud de
onda de 290 nm (panel izquierdo). El ajuste del modelo de un sitio de unién a la intensidad
a 480 nm se presenta en el panel derecho, mostrando la fraccion de ANS unida a YLSCP2
(circulos negros) y el ajuste correspondiente (linea).

Para obtener mayor informacién termodinamica del proceso de union de ANS a
YLSCP2 fue realizado un ensayo de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC). La
titulacion progresiva de YLSCP2 sobre una solucion de ANS ~ 10 yuM produce una
liberacion de calor (Figura 15). Los controles de dilucién del ANS y de la proteina muestran
que no se producen reacciones que interfieran en el proceso de unién (Figura 15, inserto).
A partir del ajuste del modelo de unién a n sitios independientes fueron obtenidos los
parametros termodinamicos que se presentan en la Tabla VI (Figura 16). La constante de

afinidad obtenida fue de 630 + 70 nM (Tabla V), con un nimero de sitios ocupados igual a
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0.9 + 0.2 (promedio + DE, n = 2). Este valor es mucho menor que el obtenido para la
constante de disociacion mediante emision de fluorescencia de ANS. Diferencias como
esta han sido reportadas entre las constantes obtenidas por ITC y métodos experimentales
[183].

Es probable que el ANS se una con alta afinidad a YLSCP2 en un sitio que no es
detectado mediante emisién de fluorescencia del ligando, lo que sugiere que ese sitio se
encuentra expuesto al solvente. Ademas, si la unién de ANS a YLSCP2 es de tipo
electrostatica, el sitio de unién podria ser la zona con alto potencial electrostatico positivo
de la proteina. Segun el modelo tridimensional de YLSCP2 el sitio de dimerizaciéon se
encuentra cerca de la zona cargada positivamente. Entonces, es probable que cuando la
proteina dimeriza, el sitio donde se une el ANS se oculta del solvente y el ligando presenta
fluorescencia. Si esto es asi, la constante de union de ANS a YLSCP2 obtenida por

fluorescencia estaria relacionada con la constante de dimerizacion de la proteina.
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Figura 15. Union de ANS a YLSCP2 seguida por ITC. A partir del calor liberado durante el
agregado de YLSCP2 sobre ANS ~ 10 uM (linea negra, panel izquierdo) se obtuvo el
calor acumulado (circulos blancos, panel derecho). Los controles realizados (inserto, panel
izquierdo) fueron la titulacion de YLSCP2 sobre Buffer B (linea gris, eje derecho) y la
titulacion de Buffer B sobre ANS (linea negra, eje izquierdo). A partir del ajuste de un
modelo de n sitios independientes (linea, panel derecho) a los valores de calor
acumulado (circulos blancos) fueron obtenidos los parametros termodinamicos de la union
(inserto).

2.1.h. Merocianina-540

La merocianina-540 (MC) es un lipido fluorescente ampliamente utilizado como
sonda para el estudio de membranas lipidicas (Figura 16). En un principio, este compuesto
fue utilizado como sonda en la determinacién de la concentracion micelar critica (CMC) del

palmitoil-Coenzima A. El ensayo de union de MC a YLSCP2 fue estudiado como control
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para un analisis de los posibles cambios en la CMC debido a la interaccion entre el ligando
y la proteina. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran cambios en la fluorescencia
de MC en presencia de YLSCP2 (Figura 17). A partir del ajuste del modelo de un sitio de
unién para MC a YLSCP2, usando el centro de masa y la longitud de onda del maximo de
emision, fue obtenida una constante de disociacién de 700 + 500 nM (n = 1, Tabla V).
Figura 16. Estructura del merocianina-540 representada como lineas (arriba). Los atomos de

carbono se representan en gris, los de oxigeno en rojo, los de nitrégeno en azul y los de
azufre en amarillo.
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Figura 17. Espectros de fluorescencia de merocianina-540 ~ 1 uM sola (linea punteada) y
con el agregado de YLSCP2 (linea negra), utilizando una longitud de onda de excitacién de
530 nm (panel izquierdo). Ajuste de un modelo de un sitio unién (linea) al centro de
masa de los espectros de fluorescencia de merocianina-540 (circulos) y la longitud de
onda del maximo de emision (cuadrados) en funcién de YLSCP2 (panel derecho).
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Tabla V. Constantes de afinidad de YLSCP2 por diferentes ligandos.
Los valores marcados con asterisco (*) son una estimacion de la afinidad obtenida a partir de

la ICs.
Ligando Metodo Ky (nM)
acido cis-parinarico Fluorescencia del ligando 8040
acido palmitico Desplazamiento de cis-AP Tx6
palmitoil-Coenzima A Fluorescencia de YLSCP2 70+30
1.2-dipalmitoil- sn-glicerol Desplazamiento de cis-AP 30 *
fosfatidilcolina de huevo Desplazamiento de cis-AP 32
dehidroergosterol Anisotropia de fluorescencia 51007700
< cido L-anilinonaftalen8-salfomico Fluorescencia del ligando 40000 £ 12000
ITC 630 £290
merocianina-34( Fluorescencia del ligando 700 £500

2.1l. Interaccion de YLSCP2 con membranas

En la seccion anterior fue demostrado que YLSCP2 puede unir una amplia variedad

de compuestos hidrofobicos. La funcion de las SCP2 depende tanto de la union de

ligandos como de la interaccion con membranas. En esta seccion son presentados los

resultados del estudio de la interaccion entre YLSCP2 y membranas fosfolipidicas,

utilizando vesiculas de EPC 100% (SUV).

El efecto de la interaccion de YLSCP2 y SUV sobre el contenido de estructura

secundaria de la proteina fue analizado mediante dicroismo circular. Los espectros de CD

de YLSCP2 en el UV-lejano muestran que el agregado de SUV produce un aumento del

contenido de estructura secundaria de 30 a 42 % de hélices-a y de 22 a 40 % de hoja-

(Figura 18). Los resultados reportados previamente para otros miembros de las SCP2

también muestran un aumento del contenido de estructura secundaria, aunque sélo se

reportan los datos para el contenido de hélices-a [126][172][101]. El analisis de nuestros

resultados sugiere que en YLSCP2 ambos elementos de estructura secundaria podrian

estar involucrados en la interaccién con membranas. A partir de la estructura de YLSCP2
obtenida mediante modelado por homologia de YLSCP2 (36.7 % hélice-a y 17.9 % hoja-,

ver capitulo Il) es evidente que un aumento de estructura de esa magnitud requiere una

reorganizacion de gran parte de los residuos desorganizados. En el caso de hSCP2, esta

propuesto que el sitio de interaccion con membranas se encuentra en la hélice-a del

extremo N-terminal [126][172]. Los residuos desorganizados del extremo N-terminal de

YLSCP2 que podrian reorganizarse no son suficientes para explicar los resultados

obtenidos experimentalmente. Esto indicaria que la interaccion de YLSCP2 con SUVs no
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induce cambios solamente el extremo N-terminal, sino que esta interaccién afecta a gran
parte de la proteina.

Para conocer los efectos de la union de membranas o micelas sobre la estructura
terciaria de YLSCP2 fueron realizados espectros de CD en el UV-cercano de una muestra
de la proteina y vesiculas de EPC 100% (SUV) (Figura 18). Los cambios observados en el
espectro se localizan mayormente entre 260-280 nm, zona donde absorben mayormente
los residuos de fenilalanina. En la estructura modelo de YLSCP2 obtenida por homologia
podemos ver que 5 de los 6 residuos de fenilalanina forman parte de las hélices-a (Phe7 y
13: hélice-a 1, Phe42: hebra- 1, Phe86: hélice-a 3 y Phe100: hélice-a 4). Por otro lado, el
triptofano y la tirosina se ubican en la hebra-B 2 y no cambian significativamente su sefal
de CD en presencia de SUV. Todo esto sugiere que la interaccién de YLSCP2 con SUV
induce cambios en la estructura terciaria de una gran parte de la proteina, principalmente
en las hélices-a.

La transferencia de lipidos entre YLSCP2 y membranas fue estudiada en
colaboracion con el grupo de investigacion de la Dra. Coérsico [125]. El mecanismo de
transferencia de lipidos a membranas mediado por proteinas puede explicarse o bien
como un proceso por difusion (los lipidos difunden de la proteina a la membrana) o bien
como un proceso "colisional" (la proteina interacciona con la membrana para entregar el
lipido). En el caso de YLSCP2 fue demostrado que la transferencia es del tipo "colisional",
ya que depende de la composicion y concentracion de las vesiculas [125]. La velocidad de
transferencia de lipidos mediada por YLSCP2 aumenta casi 47 veces con la presencia de
carga negativas en las vesiculas (25 % de cardiolipina). Esto puede estar relacionado con
las propiedades basicas de esta proteina (pl > 8.0), indicando que las interacciones
electrostaticas serian importantes para la uniéon de YLSCP2 a membranas. Este resultado
estd de acuerdo con los publicados para otros miembros de las SCP2
([126][172][124][101]), sugiriendo que el mecanismo de transferencia de lipidos de las

SCP2 se encuentra conservado en la familia.
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Figura 18. Espectros de dicroismo circular de YLSCP2 sola (linea negra) y en presencia de
vesiculas de EPC en el UV-cercano (~ 15 uM, panel superior) y en el UV-lejano (~ 5 uM,
panel inferior). La relacion YLSCP2:EPC es 1:100 (linea de rayas, panel superior), 1:10
(linea de rayas panel inferior) y 1:20 (linea punteada, panel inferior).

En conjunto, los resultados presentados demuestran que YLSCP2 interacciona con
membranas, requisito fundamental para su actividad biolégica. Los cambios estructurales
de YLSCP2 inducidos por SUV involucran gran parte de la proteina aumentando el

contenido de estructura secundaria y terciaria. La transferencia de lipidos a membranas
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mediada por YLSCP2 aumenta con la presencia de cargas negativas en las vesiculas.
Esto sugiere que las interacciones electrostaticas tendrian un rol preponderante en el
proceso de interaccion entre YLSCP2 y las membranas, lo que es muy comun para este
tipo de interacciones [184]. Corroborando este modelo, es de destacar que en la estructura
tridimensional tedrica de YLSCP2 se observa un potencial electrostatico positivo cerca del
extremo C-terminal que podria estar involucrado en la interaccién con membranas y en la
union de lipidos. Probablemente, la interaccion entre la proteina cargada con un lipido y la
membrana favorezca la liberacidén del lipido hacia la bicapa lipidica porque algunos de los
residuos que interaccionaban con el ligando pasan a interaccionar con la membrana. Este
mecanismo no esta completamente de acuerdo con algunos trabajos donde se postula que
el sitio de interaccion con membranas de las SCP2 se encuentra en la hélice-a del extremo
N-terminal. Sin embargo, el mecanismo de interaccion propuesto por nosotros explicaria
los resultados observados del aumento de la transferencia de lipidos en funcién al
aumento de las cargas negativas de las membranas, el cual fue determinado también para
otras SCP2.

2.1ll. Efecto de la unién de ligandos sobre YLSCP2

Los resultados presentados hasta el momento comprueban que YLSCP2 presenta la
misma capacidad de union de ligandos e interaccion con membranas que fue determinada
para otros miembros de las SCP2. Sin embargo, esta informacién por si sola no es
suficiente para determinar el mecanismo por el cual estas proteinas pueden unir con alta
afinidad ligandos tan diversos. Si bien existen varios trabajos que estudian el efecto de la
union de ligandos sobre la estructura de las SCP2, ninguno de ellos presenta un ensayo
exhaustivo que incorpore todos los tipos de ligandos. Ademas, no existe informacion
acerca del efecto de la union de lipidos sobre la estabilidad de las SCP2. Por esta razon,
fue analizado el efecto de la unién de ligandos en la estructura y estabilidad de YLSCP2 y

los resultados se presentan a continuacion.

2.lll.a. Estructura secundaria

Los posibles cambios en la estructura secundaria de YLSCP2 originados por la unién
de ligandos fueron estudiados mediante CD en el UV-lgjano (Figura 19). El contenido de
estructura secundaria de YLSCP2 disminuye levemente con la unién del AP (~ 3 % de
hélice-a) y de ANS (~ 3 % de hoja-B). Esta disminucién del contenido de estructura de
YLSCP2 por AP difiere del reportado para la uniéon de acido oléico (C18:1 A9) a hSCP2,
donde no se detectan cambios en el espectro de CD [96]. Por otro lado, la unién de pCoA
no afecta la estructura secundaria de YLSCP2 cuando el ligando se encuentra a

concentraciones menores que la CMC. Un resultado similar fue publicado para la unién de
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oleoil-CoA a hSCP2 ([96]), indicando que la union de los acil-CoA no modificaria la
estructura de las SCP2. Sin embargo, la unién a YLSCP2 del pCoA a una concentracion
mayor que la CMC produce un aumento del contenido de estructura secundaria de ~ 8 %
para las hélices-a y de ~ 8 % para las hojas-B. Este resultado podria deberse a la
interaccion entre YLSCP2 y las micelas, de forma similar a la observada con membranas
lipidicas (ver seccion 2B). Hay que destacar que la union de CoA a hSCP2 también
produce un aumento del contenido de estructura secundaria de la proteina ([96]), por lo
que es necesario realizar mas ensayos para determinar el origen del efecto observado en
YLSCP2.

El contenido de estructura secundaria de YLSCP2 aumenta luego de la unién de PAL
y EPC (~ 2 % para hélices-a y ~ 1 % para hojas-f en ambos casos). La unién de DPG a
YLSCP2 produce un aumento del ~ 10 % para las hélices-a y una disminucion del ~ 4 %
para las hojas-B. Finalmente, el colesterol y el DHE no inducen cambios en los espectros
de CD en el UV-lejano de YLSCP2 (datos no presentados), de forma similar a los datos
publicados [100].

En conjunto, estos resultados sugieren que la unién de distintas clases de lipidos
produce efectos diferenciales sobre el contenido de estructura secundaria de YLSCP2. En
un intento de clasificar el efecto de los ligandos sobre la estructura de YLSCP2, podemos
agruparlos segun los efectos inducidos sobre el contenido de estructura secundaria de
YLSCP2: disminuciéon (AP y ANS), aumento (PAL y EPC), sin efectos (pCoA, DHE y
colesterol) y aumento de hélices-a con disminucion de hojas-B (DPG). Tentativamente
podemos inferir que estos diferentes modos de accion reflejan diferencias en el sitio de

unién del correspondiente ligando dentro de la cavidad de YLSCP2.
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Figura 19. Espectros de CD en el UV-lejano de YLSCP2 ~5 uM sola (linea negra) y en
presencia de los siguientes ligandos (linea de rayas): (A) acido cis-parinarico, (B) acido
palmitico, (C) palmitoil-Coenzima A (1 equivalente gris, 3 equivalentes:rayas), (D) 1,2-
dipalmitoil-sn-glicerol, (E) fosfatidil colina de huevo y (F) acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico.
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2.lll.b. Estructura terciaria

Los cambios en la estructura terciara de YLSCP2 inducidos por la uniéon de ligandos
fueron estudiados mediante espectros de CD en el UV-cercano (Figura 20). Los ligandos
PAL, DPG y EPC no producen cambios significativos en el espectro de CD en el UV-
cercano, asi como tampoco el DHE (datos no presentados). Por otro lado, tanto el AP
como el ANS inducen un aumento de la sefal de elipticidad. En el caso de AP es evidente
que el aumento de la sefal (entre 280 y 340 nm) se debe al ligando, indicando que el
mismo se une a YLSCP2 de forma rigida. Resultados similares fueron reportados para la
unién de AP a albumina [185] y a lactoglobulina [186]. En el caso de la unién de ANS el
aumento de la sefal se observa entre 265-290 nm, regién donde absorben tanto la
proteina como el ligando. Por lo tanto, no se puede asignar la sefial de CD observada a
cambios de la proteina o del ligando. Finalmente, la unién del pCoA a YLSCP2 produce
una disminucién de la sefal de CD entre 260-280 nm. Sin embargo, el pCoA presenta
elipticidad en el UV-cercano en la misma region donde se observan los cambios del
espectro de YLSCP2 (datos no presentados). De todas formas, los espectros de
YLSCP2/pCoA corregidos por la sefal del ligando muestran una disminucién de la sefial.
Esto sugiere una disminucién del contenido de estructura terciaria inducida por el ligando,
lo que seria consistente el hecho de que el pCoA produce atenuacion de la intensidad de
fluorescencia del triptofano. En resumen, nuevamente se pueden agrupar distintos tipos de
ligandos segun el efecto que producen en la estructura deYLSCP2, los cuales son
diferentes segun el tipo de lipido implicado en la unién.

Ademas, en el caso de los ligandos fluorescentes, también fue analizada la
transferencia de energia de fluorescencia, los cambios de anisotropia de fluorescencia y el
desplazamiento con ligandos no fluorescentes. El espectro de emision de fluorescencia de
triptofano de YLSCP2 se solapa con el espectro de absorbancia del AP, el ANS y el DHE.
Se puede observar transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET) en los
espectros de fluorescencia del AP y el ANS unido a YLSCP2, pero no en los espectros de
DHE (datos no presentados). Esto indicaria que dentro de la cavidad hidrofobica de
YLSCP2 los ligandos AP y ANS se ubican cerca del triptofano. Por otro lado, la anisotropia
de fluorescencia de los ligandos (AP, ANS y DHE) y la proteina presentan cambios durante
la interaccion. Los cambios de anisotropia de fluorescencia pueden deberse a cambios del
coeficiente de correlacion rotacional, del tiempo de vida de fluorescencia, transferencia de

la excitacion entre fluoréforos, etc.
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Figura 20. Espectros de CD en el UV-cercano de YLSCP2 ~ 15 uM sola (linea negra) y
en presencia de los siguientes ligandos (linea de rayas): (A) acido cis-parinarico, (B) acido
palmitico, (C) palmitoil-Coenzima A (1 equivalente gris, 3 equivalentes:rayas), (D) 1,2-
dipalmitoil-sn-glicerol, (E) fosfatidil colina de huevo y (F) acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico.
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Finalmente, los ensayos de desplazamiento de AP también fueron realizados para
pCoA, ANS y colesterol (datos no presentados). Los resultados demuestran que el pCoA y
el ANS desplazan al AP unido a YLSCP2. Esto sugiere que los ligandos PAL, DPG, EPC,
pCoA y ANS se unen al mismo sitio que el AP, o que la unién de estos ligandos produce
cambios conformacionales en YLSCP2 que liberan al AP. Por otro lado, el colesterol
produce un aumento de la fluorescencia del AP unido a YLSCP2, lo cual podria deberse a
la unién de ambos ligandos en simultaneo o a la interaccion del AP con agregados de
colesterol (CMC~ 25 nM).

2.lll.c. Estado de agregacion

El efecto de la unién de algunos ligandos (PAL, colesterol, ANS y pCoA) sobre el
estado hidrodinamico de YLSCP2 fue analizado mediante SAXS (Figura 21). Estos
estudios fueron realizados para determinar si la unién de ligandos a YLSCP2 podria inducir
o inhibir la oligomerizacion de la proteina. Los resultados previos muestran que YLSCP2
une estos ligandos con alta afinidad, pero cada uno de ellos induce cambios diferenciados
en la estructura secundaria y terciara de la proteina. El radio de giro de YLSCP2 en
complejo con ligandos fue determinado mediante el andlisis de la funcion de densidad de
pares de distancias obtenida a partir de experimentos SAXS. Los resultados muestran que
la unidon de colesterol (COL) y ANS produce un desplazamiento del equilibrio
hidrodinamico hacia la formacién de mondémero y dimero, la unidon de PAL hacia la
formacion de dimero y tetramero, y el pCoA desplaza el equilibrio hacia la formacion de
tetramero (Figura 22 y Tabla VI). En todos los casos la globularidad de la proteina se
mantiene estable segun el anadlisis de los "graficos de Kratky" (Figura 21). El resultado
obtenido para el pCoA debe ser analizado cuidadosamente, ya que la concentracién del
lipido fue mayor a la CMC. Es posible que la proteina ademas de unir el ligando se
encuentre interaccionando con micelas, lo que explicaria la formacion de agregados de

alto peso molecular.
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Figura 21. Perfiles SAXS de muestras de YLSCP2 ~ 160 uM con diferentes ligandos
(panel superior) y los respectivos "graficos de Kratky" (panel inferior). Las curvas
corresponden a YLSCP2 sola (linea negra) y con el agregado de COL (linea de rayas), PAL
(linea de rayas grandes), ANS (linea punteada) y pCoA (linea gris).
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Figura 22. Graficos de distribucion de pares de distancias (P) en funcién de la distancia R,
obtenidos a partir de los espectros SAXS de muestras de YLSCP2 con diferentes ligandos.
Las curvas corresponden a YLSCP2 sola (linea negra) y con el agregado de COL (linea de
rayas), PAL (linea de rayas grandes), ANS (linea punteada) y pCoA (linea gris).

Tabla VI. Radio de giro de YLSCP2 en presencia de
ligandos.
Radio de giro (RG) promedio de YLSCP2 en ausencia y presencia de distintos ligandos,
determinado a partir de las funciones de distribucién de pares de distancias.

Muestra R. (A)
YLSCP2 162 pM 246
YLSCP2 162 uM + COL 175 pM 198
YLSCP2 162 pW + PAL 170 pM 272
YLSCP2 162 pM + ANS 182 pM 19.5
YLSCP2 162 uM + pCoA 170 pM 30.8

2.lll.d. Estabilidad térmica

Los efectos de la union de ligandos sobre la estructura secundaria, terciaria y el
estado de agregacion de YLSCP2 son diferentes para cada clase de ligando. Estos
resultados son interesantes, pero no suficientes para determinar los cambios en la
estabilidad de YLSCP2 inducidos por la union de ligandos. Para esto fue estudiado el

efecto de la union de ligandos sobre la estabilidad de YLSCP2 por desplegado inducido
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por temperatura, usando la sefal de dicroismo circular (CD) a 220 nm como sonda del
contenido de estructura secundaria (Figura 23). Los parametros de desplegado para cada
ensayo fueron obtenidos mediante el ajuste de un modelo de desplegado de dos estados
(Tabla VII). Los resultados muestran que la unién de AP, pCoA (a concentraciones
mayores que su CMC) y ANS produce una disminucion de la estabilidad de YLSCP2. Esto
esta de acuerdo con la disminucion de la sefal observada en los espectros de CD en el
UV-lejano para AP y ANS. El resto de los lipidos utilizados (incluyendo al pCoA a
concentraciones menores que su CMC) no producen cambios significativos en la
estabilidad de YLSCP2.

La unién de ligandos a las proteinas normalmente induce cambios en la temperatura
media (Tm), la entalpia y la capacidad calorifica de desplegado debido a la combinacion
de los procesos de union y desnaturalizacion [187][188][189][190]. Esta postulado que la
union de un ligando a una proteina siempre induce un aumento de Tm [187][191] y que la
unién de un ligando a estados no nativos (conformaciones alternativas probablemente
inducidas por la unién) puede producir una disminucion de Tm [192].

Los resultados obtenidos para la interaccion de YLSCP2 con ligandos muestran que
la Tm no cambia por la union de PAL y pCoA (concentracién menor que CMC), disminuye
con la union de AP y pCoA (concentracion mayor que CMC) y aumenta por la union de
ANS, DPG y EPC (Tabla VII). Esto sugiere que la unién de los ligandos AP y pCoA
(concentracion mayor que CMC) inducen un cambio conformacional en YLSCP2 o un
desplazamiento hacia una conformacion alternativa. En los casos que no se observan
cambios (PAL y pCoA (concentracion menor que CMC)), es posible que se estén
promediando efectos que aumentan (union al estado nativo) y disminuyen (union a
conformaciones alternativas) el valor de Tm. Finalmente, la uniéon de ANS, DPG y EPC al
estado nativo de YLSCP2 presentaria mayor afinidad que para otras conformaciones.
También es posible que un ligando lipidico se una a estados parcialmente plegados de
YLSCP2 debido a las caracteristicas hidrofdbicas de estos ligandos y la exposiciéon de los

residuos hidrofébicos de la proteina.
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Figura 23. Desplegado de YLSCP2 ~ 3 uM inducido con temperatura, en presencia de (A)
acido cis-parinarico, (B) acido palmitico, (C) palmitoil-Coenzima A (1 equivalente gris, 3

equivalentes:rayas), (D) 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol, (E) fosfatidil colina de huevo y (F) acido 1-
anilinonaftalen-8-sulfénico.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tabla VII. Parametros de desplegado inducido por temperatura de YLSCP2

en presencia de ligandos.
A partir de los datos de desplegado inducido por temperatura fueron obtenidos los
siguientes parametros: la temperatura a la cual la_energia libre es cerg (Tm, °C), la
capacidad calorifica a presion constante (Cp, kcal mol™' K™'), la entalpia (AH M keal mol'1)
y la energia libre a 25 °C (AG ° , kcal mol™"). Los resultados fueron obtenidos en ensayos
independientes, por lo que se muestran en tablas separadas.

Muesira T AG: AH™ AGET
YLSCP2 59001 1.49+0.09 46004 202013
YLSCP2 +ANS (1:3) 61903 230015 552 1.19+0.12

Muestra I, ACE AH™ AGET
YLSCP2 60302 148009 40706 2402
YLSCPI + AP 59302 190013 512 1.79 001
YLSCP2 +PAL 60.0+0.01 1.78+0.05 52008 206005

Muesira T, ACe AH™ AGET
YLSCP2 57.7+01 133 +£0.07 42 +1 196+ 0.01
YLSCP2 +DPG 58501 1.54 £0.05 466 0.7 201002
YLSCP2I+EPC 58101 1.75£0.10 502 200008

Muesira T, ACe AH™ AGET
YLSCP2 60301 1.48+£0.01 47804 218+ 007
YLSCP2 + pCoA (1-1) 602401 156+ 0.05 4922 2202007
YLSCP2 + pCoA (13) 503401 0.66 + 0.01 184202 0.77 £ 0.01

La capacidad calorifica (ACP) y la entalpia (AH) del proceso de desplegado
aumentan luego de la union de los ligandos, excepto en el caso del pCoA formando
micelas. Este aumento de ACP indicaria que el cambio de superficie expuesta al solvente
durante el desplegado es mayor cuando YLSCP2 tiene unido un ligando. Probablemente la
cavidad hidrofébica de la proteina se encuentre parcialmente expuesta cuando no esta
unido el ligando, lo que explicaria que el valor de ACP de YLSCP2 es menor al esperado.
La unidn del ligando estaria ocultando residuos de esta cavidad hidrofébica y aumentando
el valor de ACP. Por otro lado, el aumento de AH sugiere que se requiere una mayor
energia para romper las interacciones débiles cuando esta unido el ligando a YLSCP2. En
conjunto, estos parametros demuestran que algunos de los ligandos se unen a YLSCP2 e
inducen un cambio conformacional marcado o una reorganizacion del solvente en contacto

con la proteina.
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3. Discusion

Los objetivos para la caracterizacion funcional de YLSCP2 fueron determinar el perfil
de unién de ligandos, la interaccion con membranas y el efecto de estas interacciones
sobre la proteina. En primer lugar fue demostrado que YLSCP2 puede unir con alta
afinidad acido cis-parinarico (AP), acido palmitico (PAL), palmitoil-Coenzima A (pCoA), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicerol (DPG), fosfatidil colina de huevo (EPC), dehidroergosterol (DHE),
acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico (ANS) y merocianina-540 (MC). La union de los
ligandos fue determinada mediante diferentes técnicas, dependiendo de las propiedades
de cada ligando. Para los ligandos AP, ANS, DHE y MC la union fue determinada
directamente mediante la fluorescencia intrinseca del ligando. En el caso del AP, esta
caracteristica fue aprovechada luego para determinar la uniéon de ligandos no
fluorescentes mediante desplazamiento. Ademas de obtener la constante de afinidad, los
resultados de desplazamiento de AP son importantes para determinar si los ligandos
utilizados comparten el mismo sitio de union. La cavidad hidrofébica de YLSCP2 tiene
forma de "L" y podria acomodar mas de un ligando en simultaneo (como ya fuera
reportado para AeSCP2-L2 [94]). Por esto, es probable que el desplazamiento de AP no se
corresponda directamente con la unién en un mismo sitio, sino que también es posible que
los sitios de union de solapen, o que un cambio conformacional inducido por la unién del
ligando modifique el sitio de unién del AP liberandolo.

Ademas de la union de ligandos hidrofébicos, fue demostrado que YLSCP2
interacciona con vesiculas lipidicas. La interaccion de YLSCP2 con membranas produce
un aumento del contenido de estructura secundaria y terciaria de la proteina. La
transferencia de lipidos entre membranas aumenta cuando las vesiculas tienen carga
negativa. El mecanismo de interaccién propuesto involucra gran parte de la proteina en la
interaccion con membranas, ubicando al sitio de unidn en los residuos que forman el
potencial electrostatico positivo (capitulo Il). Este mecanismo difiere del propuesto para
hSCP2, donde el sitio de unién se ubica en la hélice-a del extremo N-terminal [126][172].
En trabajos publicados por otros grupos se analiza solamente el contenido de estructura
hélice-a de la proteina cuando interacciona con membranas, sin mencionar los posibles
cambios de la estructura hoja-B. Los estudios de la interacciéon con membranas del péptido
con la secuencia correspondiente a la hélice-a del extremo N-terminal indican que un
péptido desorganizado (con potencial para formar una hélice en SCP2) se une a
membranas y forma una estructura hélice-a. Este resultado puede deberse a una
interaccion que estabiliza una conformacion helicoidal en el péptido pero no prueba que el
mismo sea el dominio de unién a membranas de SCP2. Existen otros trabajos donde se

demuestra que péptidos desorganizados pueden adoptar estructura con el agregado de
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solventes con TFE [193][194].

Por otro lado, la hélice debe encontrarse parcial o totalmente desorganizada en la
conformacion nativa para que el aumento de elipticidad observado en SCP2 se
corresponda a cambios estructurales del extremo N-terminal, lo que no concuerda con las
estructuras reportadas. En el caso de YLSCP2, el aumento del contenido de estructura no
se puede explicar solamente con la reorganizacién de los residuos de la hélice-a del
extremo N-terminal. El analisis de la estructura modelo de YLSCP2 demuestra que un
aumento del 6 - 7 % de la estructura hélice-a se corresponde con la organizacién de 29 -
37 residuos. Los valores reportados para otras SCP2 son similares a los obtenidos en esta
tesis, indicando que la misma cantidad de residuos deberia reorganizarse para obtener un
cambio estructural semejante [126].

La caracteristica amfipatica de la hélice-a del extremo N-terminal, que posee una
parte de la cara hidrofilica compuesta por cargas positivas, parece poca evidencia para
ubicar en ella al sitio de interaccion con membranas. Las SCP2 poseen un pl basico y
presentan cargas positivas en gran parte de la superficie. En YLSCP2, esas cargas forman
un potencial electrostatico que parece ser el sitio de interaccion mas probable con
membranas.

En el caso de la interaccion de YLSCP2 con ligandos, se observa que los mismos
producen diferentes efectos sobre la estructura y estabilidad de la proteina, los que
podrian estar relacionados con el mecanismo de unién de lipidos de esta proteina. El
agrupamiento de los ligandos segun los efectos que producen sobre YLSCP2 puede ser
de utilidad para proponer un mecanismo de unién. El contenido de estructura y la
estabilidad de YLSCP2 disminuye con la unidén de AP y ANS, mientras que el contenido de
estructura aumenta luego de la union de PAL, DPG y EPC sin presentar cambios
significativos en la estabilidad de YLSCP2. Por otro lado, el contenido de estructura no se
afecta significativamente por la unién de pCoA, DHE y colesterol. Esto sugiere la presencia
de al menos tres mecanismos diferentes para la unién de ligandos a YLSCP2.

La union de ligandos a las proteinas puede representarse de la misma forma que el
proceso de desplegado, utilizando un grafico con forma de embudo [195]. Las proteinas
que unen una gran variedad de ligandos presentan una mayor flexibilidad que aquellas que
unen un tipo especifico de sustrato, presentado una poblacion de especies en diversas
conformaciones. Asi, cuando una conformacion une un tipo de ligando, otra conformacion
puede presentar una mayor afinidad por otro tipo de ligando [196]. Estos diferentes
estados conformacionales dan una forma rugosa al fondo del embudo de unidn, con
barreras energéticas bajas entre los estados, lo que permite la unidon de una gran variedad
de ligandos [197]. Las transiciones entre estos estados inducida por la union de ligando

puede producir un aumento o disminucion de la estabilidad global de la proteina, segun el
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grado de afinidad del ligando por los estados nativo o desplegado [195].

Aplicando este modelo a la union de ligandos a YLSCP2 podriamos suponer la
existencia de al menos tres conformaciones, una que presentaria menor estabilidad global,
otra con igual estabilidad pero mayor contenido de estructura y una tercera que no
presenta diferencias significativas con el estado de YLSCP2 sin ligando (Figura 24). Es
posible que la forma dimérica de YLSCP2 sea otra conformacion con relevancia bioldgica,
por lo que se suman al menos dos conformaciones mas (dimero y dimero en complejo con
ligandos). Sin embargo, cada ligando presenta efectos diferentes, por lo que es probable

que existan mas conformaciones posibles de YLSCP2.

Figura 24. Esquema de una ampliaciéon del fondo del embudo conformacional para la unién
de ligandos de YLSCP2. La conformacién de la proteina sin ligando cambia en contenido de
estructura y estabilidad luego de la union de diferentes ligandos, o luego de la formacién del
dimero. Los ligandos (acido palmitico o Triton X -100) se muestran con lineas negras y los
elementos de estructura secundaria de la proteina se indican con diferentes colores segun el
orden estructural. Las lineas celestes representan los saltos energéticos entre las diferentes
conformaciones.
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Capitulo V

CONCLUSIONES
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1. Caracterizacion de YLSCP2

El objetivo principal de este trabajo de tesis fue la caracterizacion bioquimica y
biofisica de YLSCP2 como base para determinar el mecanismo de funcion de las SCP2 y
para posibles estudios in- vivo. A continuacién se presentan las conclusiones generales

obtenidas a partir del analisis global de los resultados presentados.

1.1. Aspectos estructurales

Los resultados obtenidos en la caracterizacion estructural de YLSCP2 permiten
concluir que esta proteina presenta una estructura secundaria tipo a + f3 tipica de la familia
SCP2 y una estructura terciaria altamente organizada, con propiedades hidrodinamicas
correspondientes a una forma dimérica cuando la concentracion de proteina es mayor a
100 uM.

Los ensayos de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano, fluorescencia de triptofano y
atenuacion de la fluorescencia de triptofano concuerdan con los resultados reportados
anteriormente para otros miembros de las SCP2 [96][97][103][100][101]. Ademas, el
modelo estructural de YLSCP2 obtenido por homologia presenta una estructura similar a la
resuelta para otros miembros de las SCP2. Todo esto aporta mas evidencias para
confirmar que la estructura de las SCP2 se encuentra muy conservada entre los diferentes
reinos biologicos.

Otros ensayos estructurales de YLSCP2 presentaron resultados novedosos. El
espectro de CD en el UV-cercano de YLSCP2 fue el primero reportado para una SCP2, y
el unico hasta nuestro conocimiento. Este espectro es una huella digital de la estructura
terciaria de YLSCP2 y es una herramienta poderosa para detectar cambios
conformacionales en la proteina. Por otro lado, los espectros de SAXS de YLSCP2
presentados son los primeros reportados para esta familia de proteinas. El analisis del
estado hidrodinamico de YLSCP2 mediante SAXS y entrecruzamiento quimico demuestra
que esta proteina forma dimero a altas concentraciones. Este es el primer reporte de la

formacion de dimero para una SCP2 de microorganismos.
1.1l. Estabilidad

La caracterizacion termodinamica de YLSCP2 permite concluir que esta proteina
presenta una estabilidad media, con una transicién de desplegado cooperativa y compleja.
La estabilidad de YLSCP2 fue estudiada mediante desplegado inducido por temperatura y

por el agregado de urea. Los parametros de desplegado inducido por temperatura
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presentan un valor de ACP bajo, sugiriendo que el estado desplegado podria ser en
realidad un intermediario o que el estado nativo presenta mayor superficie expuesta que la
esperada. La desnaturalizacién inducida por el agregado de urea indica la presencia de al
menos dos intermediarios. Sin embargo, los intermediarios y las transiciones de
desplegado inducido por temperatura y por el agregado de urea pueden no ser las
mismas.

El desplegado de YLSCP2 por el agregado de urea fue analizado mediante diversas
sondas (CD, fluorescencia, unién de ANS y SAXS). Este fue el primer analisis exhaustivo
del proceso de desplegado de una SCP2. El uso de diferentes sondas fue indispensable
para determinar la presencia de intermediarios de desplegado. Ademas, a partir del
modelo estructural de YLSCP2 fue posible interpretar el comportamiento de la

fluorescencia del triptofano observado en el desplegado inducido por urea.

2. Anadlisis funcional de YLSCP2

Los resultados obtenidos en la caracterizacién funcional de YLSCP2 demuestran que
esta proteina posee la habilidad de unir una gran variedad de ligandos hidrofébicos con
muy alta afinidad y también de interaccionar con membranas. El analisis del efecto de la
unién de ligandos sobre la estructura y estabilidad de YLSCP2 indica que diferentes
ligandos producen diferentes efectos, posiblemente debido a mecanismos de union

diferenciales.

2.1. Perfil de afinidad

La afinidad de YLSCP2 es de orden nano-micromolar por los ligandos acido
parinarico (AP), acido palmitico (PAL), palmitoil-Coenzima A (pCoA), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicerol (DPG), fosfatidilcolina de huevo (EPC), dehidroergosterol (DHE), acido 1-anilino-8-
naftalensulfénico (ANS) y merocianina 540 (MC). Segun la estructura de YLSCP2 el sitio
de unién de ligandos tiene forma de "L", siendo posible diferentes posiciones para los
ligandos. A partir de los ensayos de desplazamiento de AP, podemos concluir que PAL,
ANS, pCoA, DPG y EPC se unen al mismo sitio que el AP o que inducen con su unién un

cambio conformacional que disocia el AP del sitio de union.

2.1l. Interaccion con membranas

La interaccion de YLSCP2 con membranas produce un aumento del contenido de

estructura de la proteina, sin cambios significativos en la estabilidad. Esta propuesto que el
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sitio de interaccién con membranas de YLSCP2 se encuentra en la hélice-a del extremo N-
terminal, debido a su caracter amfipatico [126][172]. Sin embargo, existe un potencial
electrostatico positivo cerca del extremo C-terminal de YLSCP2 (presente en otras SCP2)
que podria ser el responsable de la union de SCP2 con membranas. Este tipo de
interaccion concuerda con los resultados reportados donde se observa mayor interaccion

de las SCP2 con membranas cargadas negativamente.

2.1ll. Efecto de Ila union de ligandos

La unién de algunos ligandos produce cambios en la conformacién y la estabilidad de
YLSCP2. El analisis exhaustivo de los efectos de la union de ligandos sobre YLSCP2 fue
el primero realizado para una proteina de la familia de las SCP2. Los resultados sugieren
que existen al menos 3 mecanismos de union de ligandos. Uno de estos mecanismos esta
relacionado con la uniéon de AP y ANS, los cuales producen una disminucién del contenido
de estructura y estabilidad de YLSCP2. El siguiente mecanismo se observa luego de la
unién de PAL, DPG y EPC, que induce un aumento del contenido de estructura sin
presentar cambios significativos en la estabilidad de YLSCP2. El ultimo mecanismo implica
la union de pCoA, DHE y colesterol, donde el contenido de estructura y la estabilidad no se

afectan significativamente.

3. YLSCP2: modelo para el estudio de las SCP2

3.1. Anadlisis biofisico de YLSCP2

La caracterizacion biofisica de YLSCP2 presentada en esta tesis demuestra que esta
proteina presenta las caracteristicas estructurales y funcionales tipicas de la familia de las
SCP2. Los resultados obtenidos indican que YLSCP2 es una proteina adecuada para
utilizar como modelo de estudio de esta familia de proteinas. El conocimiento de las
propiedades estructurales, termodinamicas y funcionales de YLSCP2 son fundamentales
para comprender su funcionamiento in- vivo.

Los resultados aportados por esta tesis se complementan con los obtenidos por otra
linea de investigacion del laboratorio basada en la cristalizacidon de la proteina en complejo
con diferentes ligandos. El sistema de expresion de YLSCP2 es ideal para la produccion
de cristales debido a la gran cantidad de proteina obtenida con alta pureza. Los estudios
de dimerizacion de YLSCP2 a alta concentracion de proteina fueron cruciales para
establecer un paso adicional de purificacion. Actualmente se han producido algunos

cristales de buena calidad, los cuales seran analizados proximamente.
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3.ll. Transferencia de ligandos a membranas mediada por YLSCP2

La actividad por la cual fueron descubiertas las SCP2 fue la transferencia de lipidos
entre membranas. La actividad de YLSCP2 fue determinada en colaboracion con el
laboratorio de la Dra. Corsico [125]. En este aspecto también fue demostrado que YLSCP2
presenta caracteristicas representativas de la familia de las SCP2. Ademas, los resultados
obtenidos fueron los primeros reportados para una SCP2 de microorganismos y proponen
un mecanismo de transferencia de tipo "colisional". La actividad de transferencia de lipidos
entre membranas mediada por YLSCP2 es mayor en presencia de lipidos cargados
negativamente, lo que podria tener relevancia biolégica. Esta informacién confirma que

YLSCP2 podria ser una proteina ideal para el estudio de la funcién de las SCP2.

3.lll. Ensayos de la funcién in- vivo de YLSCP2

Las proteinas que conforman la familia de las SCP2 pueden ser proteinas de dominio
unico o enzimas multifuncionales. La familia de genes SCP2 es particularmente compleja
en el caso de los mamiferos, otros animales, protistas y artropodos. En algunos de estos
organismos también existen otras proteinas pequefias transportadoras de lipidos (SLBP)
ademas de las SCP2. Por esto, nosotros proponemos el estudio de las SCP2 en
organismos eucariotas simples, donde la proteina es de dominio Unico y, en algunos
casos, no se expresan otras SLBP.

La levadura Yarrowia lipolytica es un organismo ideal para el estudio de una proteina
involucrada en el metabolismo de lipidos. Esta levadura es capaz de crecer en medios de
cultivo conteniendo sélo acidos grasos como fuente de carbono y presenta un metabolismo
de compuestos hidrofobicos altamente especializado.

La expresion de YLSCP2 se induce cuando la levadura se encuentra en un medio de
cultivo conteniendo acido palmitico. Esta proteina es detectada en peroxisomas, de
acuerdo con la secuencia de direccionamiento a peroxisomas presente en el extremo C-
terminal de su secuencia [125][198] Es probable que YLSCP2 actue como mecanismo de
disolucion de sustratos hidrofébicos para facilitar la accidon de las enzimas involucradas en
la degradacion de estos compuestos. Ademas, YLSCP2 podria ser el nexo entre las

membranas cargadas de lipidos y estas enzimas.

4. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis pueden ser la base para nuevos

proyectos de investigacion. El objetivo principal de la tesis fue la caracterizacion de
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YLSCP2 como modelo para el estudio de la familia de las SCP2. Sin embargo, el
mecanismo de union de lipidos a proteinas abarca un amplio grupo de proteinas. La
comparacion del mecanismo de unién de lipidos entre las SCP2 y otras SLBP puede ser
una linea de investigacion novedosa que aplique las técnicas y resultados presentados.
Las SLBP mas conocidas hasta el momento son la proteina transportadora de acidos
grasos (FABP) y la proteina transportadora de acil-CoA (ACBP). Aunque las SCP2 unen
un rango de ligandos que abarca los de FABP y ACBP, el mecanismo de interaccion con
membranas de estas proteinas es muy similar [199]. El estudio comparativo de la unién de
lipidos e interaccién con membranas de FABP, ACBP y SCP2 podria develar mecanismos
altamente conservados para la interaccion proteina-lipido.

Otro aspecto interesante de las SCP2 es su posible relacion con el desarrollo de
enfermedades conectadas con el metabolismo de lipidos como diabetes, aterosclerosis y
"mal de Alzheimer". Los trabajos publicados acerca del rol de SCP2 en estas
enfermedades son resultado de ensayos biolégicos, donde puede ser compleja la
interpretacion. La realizacion de ensayos biofisicos podria ser de utilidad para identificar
interacciones proteina-proteina implicadas en estas enfermedades o modificaciones
conformacionales que alteren la funcién de SCP2.

Finalmente, la capacidad de YLSCP2 para unir diversos ligandos con alta
especificidad permitiria utilizar a esta proteina como modelo para sondear el mapa
conformacional del embudo de unién de ligandos. Para esto se podrian aplicar técnicas
computacionales de dinamica molecular junto con las técnicas experimentales como
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), calorimetria diferencial de barrido (DSS),
resonancia magnética nuclear (RMN), etc. El analisis de las conformaciones alternativas
inducidas por la union de ligandos con sus respectivos cambios de energia libre permitiria

obtener un esquema detallado del embudo conformacional de union.
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Capitulo VI

MATERIALES Y METODOS
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1. Biologia Molecular

1.1. Yarrowia lipolytica CX- 121- 1B

La cepa CX-121-1B de Yarrowia lipolytica posee auxotrofia para adenina (ade2) y fue
gentilmente cedida por el Dr. J. R. Matoon (Universidad de Colorado, EE.UU.). Los cultivos
de levaduras se incuban de forma aerébica en erlenmeyers con medio LB (Tabla I), a 30
°C y 220 rpm. Cuando el cultivo de levaduras llega a la fase exponencial, la biomasa es

colectada por centrifugacion y almacenada a - 20 °C.

1.L.a. Tabla I. Composicién de los medios de cultivos [200].

Abreviatura Nombre Composicion
LB Luria-Bertani cloruro de sodio 10 g/L, triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L
[B.K Luria-Bertani con |cloruro de sodio 10 g/L, triptona 10 g/l extracto de levadura 5 g/L,
-Km

kanamicina kanamicina 50 pg/mL

Luria-Bertani con | cloruro de sodio 10 g/L, triptona 10 g/L. extracto de levadura 5 g/L.

LB-Km-agar kanamicina 50 pg/mL, agar 15 g/L

kanamicina v agar

cloruro de sodio 0.5 g/L, triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
50C 50C cloruro de potasio 2.5 mM, clorwro de magnesio 10 mM, glucosa
20 mM, llevado apH =7 con ~ 0.2 ml de hidroxido de sodio 5 M

1.1l. Purificacion de ADN de Y. lipolytica

El ADN de Yarrowia lipolytica fue obtenido mediante un protocolo rapido de
purificacion de ADN [201]. Las células de levaduras se rompen agregando 0.2 mL de
Buffer RC (Tabla IlI), 200 yL de una suspension de bolillas de vidrio y 0.2 mL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) por cada 5 mL de cultivo. Se mezcla
vigorosamente durante 3 minutos, luego se agregan 0.2 mL de Buffer TE (Tabla Il), se
centrifuga durante 5 minutos y se trasvasa la fase acuosa a un tubo nuevo. Sobre esta
fase acuosa se agrega 1 mL de etanol 100 % a temperatura ambiente y se mezcla por
inversién. Luego se centrifuga durante 2 minutos y se lava el precipitado con etanol 70 %.
Este precipitado se disuelve en 0.4 mL de Buffer TE, RNAsa (Sigma) 0.02 ug/mL final y 0.4
mL de cloroformo, y se deja incubando durante 10 minutos a temperatura de ambiente.
Finalmente, el ADN es precipitado agregando 10 pyL de acetato de amonio 4 My 1 mL de

etanol 100 %, centrifugando 2 minutos y dejando secar el precipitado. EI ADN que se
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encuentra en el precipitado se disuelve en 50 uL de Buffer TE.

1.ll.a. Tabla ll. Composicion de las soluciones para biologia molecular.

Las concentraciones en porcentaje (%) se refieren a % p/v a no ser que se
especifique lo contrario. Las soluciones marcadas con asterisco (*) no tienen indicadas las
concentraciones porque corresponden a las soluciones preparadas por el proveedor
correspondiente (ver texto).

Abreviatura Nombre Composicion
tris-HC1 10 mM pH 8.0. Triton® X-100 2 % (w/v). SDS 1 %,
Buffer RC Ruptura celular | w01 100 mM_EDTA 1mM
Buffer TE Tris-EDTA tris-Borato 45 mM pH 8.0, EDTA 1 mM
Buffer TAE | Dlectroforesisde | e acetato 0.04 M. EDTA 0.001 M
agarosa
Buffer SE Siembra glicerol 5 % (v/v). azul de bromofenol 0.1 %
electroforesis
Buffer L1* Solubilizacién | contiene perclorato de sodio, acetato de sodio vy TBE
Buffer [L2* Lavado contiene cloruro de sodio, EDTA v Tris-HCI
. . tris-HCI 200 mM pH 8.8, MgS0s 20 mM. KC1 100 mM,
Buffer Ffu Amplificacién | NS0, 100 mM. Triton® X-100 1 % (v/v), BSA 1 mg/mL

Buffer TE2 Tris-HCI-EDTA |tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 0.1 mM

Enzimas de tris-acetato 0.02 M pH 7.9, acetato de potasio 50 mM. acetato
Buffer ER restriceidn de magnesio 10 mM, DTT 1 mM

tris-HCl 30mM pH 7.8, MgCl; 10mM, DTT 10mM, ATP
Buffer LG Ligacion 0.5 mM

1.lll. Amplificacién del gen de YLSCP2

El gen correspondiente a YLSCP2 fue amplificado mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), utilizando la ADN polimerasa Pfu provista por Stratagene (La Jolla,
CA, EE. UU.). Los oligonucledétidos iniciadores fueron disefiados en base a la secuencia
del ADN gendmico reportado para Yarrowia lipolytica CLIB122 [19]. La temperatura de
fusion y el contenido de estructura de los oligonucledtidos fue determinada utilizando el
programa RNA draw (Ole Matzura, Karolinska Institute, Solna, Suecia). Los productos de
amplificaciéon fueron simulados utilizando el programa Amplify (Bill Engels® 1992,
University of Wisconsin, Madison, EE.UU.). Una vez obtenida la secuencia adecuada de
los oligonucledtidos los mismos fueron enviados a sintetizar a QIAGEN® Operon®

(Cologne, Alemania). ElI gen completo fue amplificado por PCR utilizando los
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oligonucleétidos iniciadores 5°ylscp2 y 3 ‘ylscp2-BamHI| (Tabla Ill) y el producto fue
secuenciado (ver mas adelante). El gen fue amplificado nuevamente utilizando los
oligonucledtidos 5ylscp2-Ndel y 3'ylscp2-BamHI (Tabla Ill), los cuales incorporan sitios de
corte para las enzimas de restriccidn correspondientes. Las reacciones de PCR se
realizaron segun un procedimiento general descrito previamente [202]. En resumen, se
prepara una solucion con 1.5 mM MgSO4, 200 uM de cada dNTP, 1 yM de cada
oligonucledtido iniciador, 0.5-1.0 nM ADN molde y 1.0-1.5 unidades de Pfu, todo disuelto
en Buffer Pfu (Stratagene, EE. UU.). Luego se coloca esta mezcla de reaccion en un
equipo ciclador Mastercycler® gradient (Eppendorf GA, Hamburgo, Alemania), con el cual

se realizan 30 ciclos de 55 minutos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 1 minuto a 72 °C.

1.lll.a. Tabla lll. Fragmentos de ADN iniciadores para PCR.

Nombre Secuencia

5'ylscp2 GTTTAGCTCCCCAGAATATC

3ylscpd -BamE GTTGC GGATCCAATATAGTAAATCATC

5"yiscp2-Nadel TCATTACACAAAAACACATATGTCTCTC

1.1V. Secuenciacion de ADN

El fragmento de ADN obtenido luego de la PCR con los oligonucleétidos 3’ylscp2 y 5
‘ylscp2-BamHI (Tabla Ill) fue purificado a partir del gel de agarosa (ver mas adelante). La
secuenciacion del ADN fue realizada en el INTA (Castelar, Buenos Aires, Argentina). El
resultado fue analizado con el programa Bioedit 7.0.9 (T. Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad,
CA).

1.V. Electroforesis en geles de agarosa

Los geles de agarosa para electroforesis de ADN fueron realizados con un porcentaje
de agarosa adecuado segun el tamafio del fragmento de interés. En el caso de los
plasmidos linealizados fueron utilizados geles de 0.7-0.8 % (p/v), mientras que para los
fragmentos de menor tamafo fueron empleados geles de hasta 1.75 % (p/v). En todos los
casos la soluciéon de agarosa fue preparada en Buffer TE (Tabla Il) con bromuro de etidio
0.5 pg/mL. Las muestras de ADN a analizar fueron diluidas en Buffer SE (Tabla Il) y
sembradas en el gel ubicado en una cuba horizontal (BIORAD®). La corrida fue realizada

aplicando un voltaje de 90 V o menor, durante aproximadamente 30 minutos. El resultado
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de la corrida fue visualizado iluminando el gel de agarosa con un transiluminador UV (254
nm, LabNet).

1.VI. Purificacion de ADN de geles de agarosa

Luego de detectar la banda de interés resuelta por electroforesis, el fragmento de
agarosa correspondiente fue cortado, pesado y utilizado para la purificaciéon del ADN
utilizando el kit comercial ConcertTM (Life Technologies GIBCO BRL, U.K.). Por cada 10
mg de agarosa se agregan 30 yL de Buffer L1 (Tabla Il) y 1 pL de resina ConcertTM. Esta
mezcla se incuba a 50 °C durante 15-20 minutos, hasta la disolucién del gel y luego se
centrifuga a 12000 x g por 30 segundos. El sobrenadante se descarta y el precipitado se
disuelve en 30 uL de Buffer L1 y se vuelve a centrifugar de igual forma. El sobrenadante
se descarta, el precipitado se disuelve en 30 uL de Buffer L2 (Tabla Il) y se centrifuga
nuevamente. Finalmente se resuspende la resina en 10 a 20 yL de Buffer TE, se calienta a
50 °C por 5 minutos, se centrifuga a 12000 x g durante 1 minuto y el sobrenadante se

conserva.

1.VII. Digestiéon de ADN

Para la digestion del ADN fueron utilizadas las enzimas de restriccion Nde | y Bam HI
adquiridas en Promega (Madison, WI, EE. UU.). El fragmento de PCR o el vector (1-3 ug)
fue mezclado con 10 unidades de las enzimas de restriccion, BSA 100 ug/mL y cantidad
necesaria de Buffer ER (New England Biololab, Tabla Il). Esta mezcla se incuba a 37 °C
durante 3 horas y luego se calienta a 60 °C durante 30 minutos para desactivar las
enzimas. El resultado de la digestion se visualiza mediante electroforesis de agarosa. El
producto de digestion del fragmento de PCR fue precipitado agregando 20 puL del ADN
digerido, 2 pL de acetato de sodio 3 M pH = 5.5 y 50 yL de etanol absoluto. En el caso del

vector linealizado, el ADN fue purificado a partir del gel de agarosa.

1.VIIl. Ligacién de ADN

El vector pET9b (Novagen EMD Biosciences, Darmstadt, Alemania), que confiere
resistencia a kanamicina como método de seleccion, fue seleccionado para clonar el gen
de YLSCP2. Para ligar el gen al vector fueron mezclados 1.5 ug de vector, 0.5 ug del
producto de PCR conteniendo el gen de YLSCP2, 1 unidad de ADN ligasa T4 (Promega
Corporation, EE.UU.) y la cantidad necesaria de Buffer LG 10 X (Promega Corporation,
EE.UU., ver Tabla Il). Esta mezcla fue incubada a 15 °C durante 12-16 horas y el resultado
obtenido fue visualizado mediante electroforesis de agarosa. El vector conteniendo el gen
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que codifica para YLSCP2 es denominado pET9bYLSCP2.

1.IX. Produccion de bacterias competentes

El precultivo de bacterias competentes se prepara inoculando 2 mL de medio LB con
un stock de bacterias E. coli JM109 o BL21(DE3), e incubando a 37 °C y 220 rpm durante
16 horas Este precultivo se agrega sobre 200 mL de medio LB fresco y se incuba a 37 °C
y 220 rpm hasta DO600 ~ 0.5. Entonces, el cultivo se transfiere a un tubo de centrifuga
estéril, se deja reposar en hielo durante 10 minutos y se centrifuga a 5000 rpm (rotor JA-
14, Beckman, EE. UU.) durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se descarta y la
biomasa se disuelve suavemente en 200 mL de glicerol 10 %, en bafo de hielo. Esta
solucion se centrifuga y se repite sucesivamente el paso anterior disolviendo en 100, 50,
25 y finalmente en 0.4 mL de glicerol 10 %. La solucioén final es fraccionada en alicuotas de

80 uL que luego son almacenadas a - 86 °C.

1.X. Transformacion de bacterias E. coli JM109

El plasmido pET9bYLSCP2 es replicado y almacenado en la cepa JM109 de E. coli
[recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi A(lac-proAB)]. Para transformar las
bacterias se electroporan 80 pL de bacterias competentes (descongeladas a 4 °C) con 1 -
2 uL del vector pET9bYLSCP2. La celda de electroporacion (de 0.2 cm) se enfria en hielo
y el electroporador (Bio-Rad) es programado a 2.5 kV. Las bacterias transformadas se
incuban en 1 mL de medio de cultivo SOC (Tabla I) durante 1 hora a 37 °C y 220 rpm y

luego se utilizan para inocular una placa de Petri con medio LB-Km-agar (Tabla I).

1.Xl. Purificacion de ADN plasmidico

Para la purificacion del ADN plasmidico fue utilizado un protocolo de lisis alcalina
descripto a continuacion [203]. EI ADN plasmidico es amplificado creciendo bacterias E.
coli JM109 conteniendo el vector pET9bYLSCP2 durante 16 horas a 37 °C y 220 rpm. Las
bacterias se cosechan por centrifugacion, y se realizan tratamientos con lisozima y con
NaOH 0.2 M, SDS 1 %. Los restos celulares se descartan por centrifugacion (10000 rpm,
15 minutos) y las proteinas y el ARN se eliminan por precipitacion con LIiCL 2.5 M,
tratamiento con ARNsa 0.02 pg/mL (10 minutos) y extracciones con
fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1), recuperando la fase acuosa. Finalmente el ADN
se precipita agregando 2 volumenes de etanol y se disuelve en el volumen necesario de

agua desionizada para alcanzar una concentracion de 1 ug/uL.
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1.XIl. Transformacion de bacterias E. coli BL21(DE3)

Las bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3) [hsdSgal (Aclts857 ind1Sam7nim5 lac
UV5- T7 genc1)] fueron transformadas con el plasmido pET9bYLSCP2 para expresar la
proteina. El protocolo de transformacién fue el mismo que el utilizado para E. coli JM109,
excepto que el vector pET9bYLSCP2 fue obtenido de E. coli JM109 (10 ng). Las bacterias
transformadas fueron seleccionadas en placas de Petri con medio LB-Km-agar, las
colonias positivas se aislaron, se resuspendieron en glicerol 10 % y se conservaron a - 86
°C [200].

2. Expresion y purificacion de YLSCP2

2.1. Expresion de YLSCP2 en E. coli BL21(DE3)

La seleccidon de un clon que presente buen nivel de expresién de proteina fue
realizada mediante ensayos de expresion a pequefia escala. Para esto fueron realizados
precultivos liquidos de células E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido
pETObYLSCP2 (1 mL de LB-Km) e incubados a 37 °C y 220 rpm durante 16 horas.
Cultivos de 3 mL de medio LB-kanamicina 50 ug/mL fueron inoculados con los precultivos,
e incubados a 37 °C y 220 rpm hasta alcanzar una DO600 ~ 1.0. El control de pre-
induccién consiste en una alicuota de 1 mL del cultivo tomada antes de realizar la
induccién y almacenada a - 20 °C. La induccion fue realizada agregando IPTG 1 mM e
incubando a 37 °C por 3 horas con agitacion a 200 rpm. Las bacterias fueron cosechadas
por centrifugacion (5000 rpm, 10 minutos) y la biomasa fue disuelta en Buffer LC (Tabla
IV). La ruptura celular fue realizada con sonicador (Sonic Dismembrator 60, modelo F6,
Fisher Scientific), aplicando 3 pulsos de 1 minuto y manteniendo la temperatura cercana a
0 °C. El perfil de expresion fue analizado mediante SDS-PAGE 10 %. Una vez obtenido el
clon adecuado, una provision de bacterias con 15 % glicerol fue almacenada a - 80 °C
[200].

La expresion de YLSCP2 a gran escala se realiza inoculando un precultivo de 100
mL de LB-Km con la provisidon de bacterias almacenada a - 80 °C. El precultivo se incuba
durante 5 horas a 37 °C y 220 rpm y luego se utilizan alicuotas de 50 mL para inocular
erlenmeyers con un litro de medio LB-Km. Los cultivos se incuban a 37 °C y 200 rpm hasta
alcanzar una DO600 ~ 1.0. La expresion de YLSCP2 se induce con el agregado de lactosa
sélida 1 % y después de 3 horas de induccién las bacterias se cosechan por
centrifugacion (5000 x g, 10 minutos, 4 °C). La biomasa obtenida se pesa y se almacena
a-20-°C.
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2.l.a. Tabla IV. Composicion de las soluciones Buffer para proteinas.

Las concentraciones en porcentaje (%) se refieren a % p/v a no ser que se especifique lo
contrario.

Abreviatura Nombre Composicion
Buffer LC Lisis celular tris-HC1 50 mM pH 8.0, NaCl 100mM
i} . tris-HC1 50 mM pH 6.8, glicerol 12 % (v/v), SDS & %/
Buffer SB-2X Electroforesis | 37yl de bromofenol 0.005 %
Buffer A Purificacién acetato de sodio 25 mM pH 5.5, urea 8 M, glicina 10 mM
Buffer B Dialisis fosfato de sodio 50 mM pH 7.0
Buffer C Cromatografia de  |focfato de sodio 100 mM pH 7.0
exclusion molecular
Buffer D Digestion bicarbonato de amonio 100 mM pH 8.5
Buffer E Vesiculas tris-HC1 40 mM pH 7.4, NaCl 100 mM

2.1I. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) fue
realizada con geles con una densidad de poliacrilamida del 10 % [204]. Las muestras a
analizar se diluyen al medio en Buffer SB-2X (Tabla V), con B-mercaptoetanol 4 % (v/v)
agregado en el momento. Luego, estas mezclas se calientan a 100 °C durante 5-10
minutos y se siembran en el gel utilizando una jeringa Hamilton. El volumen que se
siembra de cada muestra esta especificado en cada ensayo. En cada corrida es procesado
paralelamente un patron de pesos moleculares para determinar el peso aparente de cada
banda. Usualmente es aplicado un voltaje constante, menor o igual a 100 V, y el tiempo de
corrida se ajusta para que la integral del voltaje en funcién del tiempo sea 250 V h. Al
finalizar la corrida los geles se tifien con Coomassie Brilliant Blue R250 0.3 % en
metanol:acido acético:agua (3:1:6) y luego se decoloran con una solucion de
metanol:acido acético:agua (3:1:6) hasta la visualizacion de las bandas. Después de ser

tefidos, los geles se conservan en acido acético 5 %.

2.lll. Determinacion de la localizacion de YLSCP2
La biomasa fue disuelta en Buffer LC y las bacterias fueron sonicadas (3 pulsos de 1
minuto a 0 °C). Como control de la fraccién total (FT) fue tomada una alicuota de 100 pL

de esta suspension. El resto de la solucién fue centrifugada a 14000 x g durante 5 minutos
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y el sobrenadante fue separado (FS, fraccion soluble:) del precipitado (FI, fraccion
insoluble). Las fracciones FT y FS fueron diluidas al medio con Buffer SB-2X y la fraccién
Fl fue disuelta con Buffer SB-2X diluido al medio. Estas muestras fueron analizadas
mediante SDS-PAGE 10% a 100 V h durante 2 horas.

2.1V. Obtencion de cuerpos de inclusion

Las bacterias se disuelven en 10 mL de Buffer LC por cada 5 g de biomasa y se
realiza la ruptura celular aplicando una presion de 1000 psi (French Pressure Cell Press,
Thermo IEC, Needham Heights, MA, USA). La solucion obtenida se centrifuga (12000 x g,
4 °C, 15 minutos) y se descarta el sobrenadante. El precipitado se disuelve en la mitad del
volumen de Buffer LC usado en el primer paso y se agregan lisozima 0.2 mg/mL, DNAsa
0.01 mg/mL y MgCI2 10 mM. Esta solucién se incuba durante 30 minutos a 37 °C, se
centrifuga (12000 x g, 4 °C, 15 minutos) y se conserva el precipitado. Este tratamiento con
lisozima y DNAsa se repite una vez y luego el precipitado se disuelve en Buffer LC
conteniendo Triton® X-100 0.5 %. Esta solucién se incuba 10 minutos a temperatura
ambiente con agitacion y se centrifuga (12000 x g, 4 °C, 15 minutos). Finalmente se lava
tres veces el precipitado con agua desionizada y los cuerpos de inclusion (Cl) se

almacenan a — 20 °C.

2.V. Purificacion

Los Cl se disuelven en 5 mL de Buffer A (Tabla IV) a 37 °C, con agitacién suave,
durante 1 hora. Luego se centrifuga (12000 % g, 4 °C, 15 minutos) y se conserva la
fraccion soluble. La purificacion de YLSCP2 se realiza mediante cromatografia de
intercambio ionico. La matriz SP Sepharose Fast-Flow (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia) es acondicionada de acuerdo a las instrucciones del fabricante y luego es
equilibrada con Buffer A. La fraccién soluble de los cuerpos de inclusién se siembra en la
matriz y luego la columna se percola con un gradiente de NaCl de 0 - 2 M. El contenido de
proteinas en cada fraccion es determinado por absorbancia a 280 nm y SDS-PAGE. Todas
las fracciones que contienen YLSCP2 son combinadas para obtener una unica muestra
homogénea, la que se almacena a - 20 °C. Finalmente, una alicuota de esta muestra se
dializa contra Buffer B (Tabla IV), utilizando una membrana de 10 kDa de corte (Pierce,
Rockford, U.S.A.) y realizando 3 cambios de 1 litro de Buffer B a 4 °C, con 4 - 12 horas de
incubacion cada uno. El grado de pureza de la muestra final de YLSCP2 es analizado por
SDS-PAGE.

En algunas preparaciones fue incorporado un paso adicional luego de la dialisis. Este
consiste en una cromatografia de exclusion molecular en FPLC (Pharmacia, Uppsala,
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Suecia) con una matriz Sephadex G-75 (GE, Pharmacia, Uppsala, Suecia), equilibrada en
Buffer C (Tabla 1V), utilizando un flujo de 8 mL/min. Antes y después de este paso la
proteina se concentra (aproximadamente 10 veces) con dispositivos de concentracion
CENTRICON® o CENTRIPREP® (Millipore, Bedford, MA) con corte de 10000 Da.

2.VI. Espectrometria de masa y secuenciacion de proteinas
Los experimentos de espectrometria de masa (ionizacion por electrospray, LCQ Duo
lon Trap) y secuenciacion de proteinas (degradacion de Edman, Applied Biosystem 477A)

fueron realizados en el LANAIS-PRO, Facultad de Farmacia y Bioquimica UBA-CONICET.

3. Caracterizacion estructural de YLSCP2

3.1. Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina es determinada por absorcién UV, utilizando un
espectrofotéometro JASCO V-550 (Jasco Corp., Japon). El coeficiente de extincion de
YLSCP2 (€280 = 6986 + 41 M-1 cm-1) fue determinado previamente [33], midiendo los
espectros de absorbancia de la misma cantidad de proteina en condiciones nativas y en
presencia de GuHCI 4 M. En condiciones desnaturalizantes (GuHCI 4 M) los coeficientes
de extincion de los aminoacidos libres y de residuos incorporados en proteinas son
esencialmente idénticos, y se puede calcular la concentracion de proteina con alta
precision. Con este dato se puede calcular el coeficiente de extincion de la proteina nativa
utilizando la Ecuacion 1, en la cual 280, GuHCI es el coeficiente de extincion molar de la

proteina en GuHCI calculado a partir de tablas [106].

A — AGUHCI

= Ecuacion 1
€280 €280,GuHCI

Los espectros de absorbancia de YLSCP2 se corrigen restando el espectro del buffer
al espectro de proteina y eliminando la contribucion de la luz dispersada elasticamente por
la muestra. La luz dispersada (S) por particulas del tamafio y forma esperados para una
proteina y sus agregados depende de la longitud de onda (A) y de los parametros a, by ¢
(Ecuacion 2). El valor de ¢ es exactamente igual a 4 para soluciones de moléculas de radio

mucho menor que la longitud de onda absorbida [104]. El ajuste de la Ecuacién 2 al
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espectro entre 310 y 340 nm mediante regresion no lineal (Solver® Excel, Microsoft
Corporation 1985-1999, USA) permite calcular una curva de dispersion para todos los
puntos del intervalo experimental. Esta curva se resta al espectro para la correccion y el
espectro obtenido se analiza a partir de su representacién grafica para evaluar la

racionabilidad de las correcciones realizadas.

S=a+bX" " Ecuacion 2
3.ll. Espectroscopia de Absorcién-UV

El entorno conformacional de los residuos aromaticos de YLSCP2 fue estudiado
mediante andlisis de cuarta derivada de espectros de absorcion UV [107]. Se realizaron
series de 10 espectros entre 340 y 240 nm para cada muestra de proteina (0.5-2.0 mg/mL)
y de 5 espectros para el blanco, utilizando una celda de cuarzo de 0.5 mL de capacidad. El
espectrofotometro fue programado en modo lento (velocidad de 40 nm/min), tomando
datos cada 0.1 nm con un ancho de banda de 1.0 nm. Todos los espectros de cada serie
fueron promediados y corregidos tanto por el blanco como por la dispersién de luz. El
espectro fue escalado dividiendo por la concentraciéon de proteina, de forma de obtener un
resultado comparable entre experimentos y luego fue suavizado utilizando un polinomio de
grado 4 y una ventana movil de 30 puntos centrada en el valor calculado (filtro Savizky-
Golay) [205]. Los espectros de cuarta derivada se calculan mediante dos ciclos sucesivos

de derivacion de segundo orden [106] utilizando la Ecuacion 3.

A° A _ (A 0—2A,+4,_5)
AN AN

El espectro de absorcion de la proteina desplegada (AD) fue simulado para

Ecuacion 3

compararlo con los espectros obtenidos. Para esto fueron combinados los espectros
de fenilalanina (Phe), N-acetyltriptofanoamida (NATA) y N acetiltirosinamida (NAYA) de
acuerdo con la proporcion de los mismos en la secuencia aminoacidica de YLSCP2 (5
Phe, 1 Tyr, 1 Trp) [206].

3.lll. Espectroscopia de Dicroismo Circular

El contenido de estructura secundaria y terciaria de YLSCP2 fue analizado por
espectroscopia de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano y en el UV-cercano [207].
Para esto fue utilizado un equipo JASCO J-810 (Jasco Corp. Japon) calibrado con acido

(+)-10-canforsulfénico de acuerdo a instrucciones de los fabricantes y equipado con un
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sistema "Peltier" para la regulacién de la temperatura (20 - 22 °C).

En el UV lejano (180 - 240 nm) fue utilizada una celda de 0.1 cm de camino
optico, 100 miligrados de sensibilidad, 20-50 nm/min de velocidad de barrido, 1 s de
tiempo de integracion espectral, y 1 nm de ancho de banda. La concentracién de
proteina utilizada se especifica en el texto correspondiente a cada ensayo.

En el UV cercano (240 - 340 nm) fue utilizada una celda de 1.0 cm de camino
optico, 5 miligrados de sensibilidad y 20-50 nm/min de velocidad de barrido. La
absorcion en esta region espectral es cerca de dos 6rdenes de magnitud menor que en el
UV lejano, por lo que fue utilizada una concentraciéon de proteina diez veces mayor, la cual
se especifica en los resultados.

Rutinariamente, se realizan aproximadamente cinco espectros de CD para cada
muestra, los cuales se promedian, se corrigen por actividad dicroica del blanco, se
ajusta la linea de base utilizando como cero el valor promedio de la lectura entre 320-
340 nm y finalmente se realiza un suavizado mediante filtro Savizky-Golay de cuarto
grado, con una ventana de diez puntos [205].

La elipticidad molar es calculada aplicando la Ecuacién 4, donde [0] es la

elipticidad molar (grados cm? dmol'1), 0 es la elipticidad en miligrados, n el numero de
enlaces peptidicos de la proteina (nUmero de residuos menos uno), [c] la concentracion

molar de proteina y / es el camino 6ptico de la celda en centimetros.

_ 0
10[c |nl

0]

Ecuacion 4

El contenido de estructura secundaria es estimado a partir de los espectros de
elipticidad molar en el UV-lejano utilizando el programa DICROPROT 2000 1.0.4 (G.

Deleage, Institut de Biologie et Chimie des Protéines, Francia) [108].
3.1V. Espectroscopia de Fluorescencia

La fluorescencia estatica del triptofano fue medida con un espectrofluorometro K2
ISS (ISS, Champaign, IL, EE. UU.) que posee un canal de referencia que mide la emision
de una solucion de rodamina. Las soluciones de proteina fueron utilizadas a una
concentracion menor a 15 uyM (absorbancias menores a 0.1) para disminuir el efecto de
filtro interno. Los espectros de emision de fluorescencia de YLSCP2 fueron medidos con
la proteina en su forma nativa (en Buffer B) y desplegada (en GuHCI 5-7 M o urea
0 -7 M). La longitud de onda de excitacion fue utilizada en el rango de 280 - 295 nm

para el triptofano y entre 270 - 275 nm para tirosina. Los datos fueron adquiridos con

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



intervalos de 1 nm entre 250 - 450 nm y un ancho de banda de 4 nm (tanto en el canal
de excitacion como en el de emision), manteniendo la temperatura a 20 °C con un
termostato. La sefial de fluorescencia final (F) fue calculada corrigiendo la sefal
original (fj) por la intensidad de la referencia en cada punto (Rj) y la inicial (RQ)

(Ecuacion 5).

"XR
F =U‘R—U) Ecuacion 5

I

3.V. Atenuacion de la fluorescencia de triptofano

La accesibilidad del solvente al triptofano fue analizada mediante atenuacion de la
fluorescencia con acrilamida. Para esto, fue utilizada una solucién de YLSCP2 ~ 5 uyM
sobre la cual fueron agregadas cantidades crecientes de una solucién de acrilamida 4 M
(preparada en Buffer B). La fluorescencia del triptofano fue determinada segun lo
descripto anteriormente, incubando unos minutos luego del agregado de acrilamida. El
mismo procedimiento fue realizado con una solucién de NATA ~ 5 uyM, como control de un
triptofano completamente expuesto al solvente. El efecto de filtro interno de la acrilamida

fue corregido aplicando la Ecuacion 6, donde €295 es el coeficiente de extincion molar de

acrilamida a 295 nm (€295 = 0.23 M'1cm'1), FC es la fluorescencia corregida, F es la

fluorescencia experimental, y [A] es la concentracion de acrilamida [116].

(4 |><£39_;)

F.=FX 10(. 2 Ecuacion 6

El mecanismo de atenuacion de la fluorescencia puede ser "colisional"
(atenuacion por colisiones), estatico (atenuacion por asociacion) o una combinacion de
ambos. La ecuacion de Stern-Volmer (Ecuacién 7) describe la atenuacion de la
fluorescencia en funcion de un agente atenuador [116]. Esta ecuacion muestra que la
relacion entre la fluorescencia inicial (FQ) y la fluorescencia en presencia del agente
atenuador (FQ) varia de forma lineal con la concentracién de agente atenuador [Q] y la
constante de atenuacion (KSV). Sin embargo, la ecuacion de Stern-Volmer puede describir
tanto el mecanismo "colisional" (KSV = KD) como el estatico (KSV = KS). Para diferenciar
entre estos mecanismos es necesario estudiar la dependencia de las constantes con la

temperatura.
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F, _ .y
F_Q_ 1+K 0] Ecuacién 7

En el caso de estar presentes simultaneamente ambos mecanismos el modelo
incluye las dos constantes de atenuacion (Ecuacion 8). Esta ecuacion puede ser
modificada para separar graficamente las constantes, reorganizando y definiendo la
constante aparente (Kap). El grafico de Kap en funcién de Q es una linea recta con una
pendiente de KD KS y ordenada al origen igual a KD + KS. A partir de esta recta se
pueden calcular las constantes, pero sin informacion adicional no es posible identificar

cual corresponde a cada mecanismo.

F
F_0=(1+KD[Q])(1+KS[Q])
0
%=1+(KD+KS+KDKS[Q])[Q]
0 - Ecuacion 8
F_Q=1+Kup[Q]
F, 1
K =_—1 et KD Ks KDKS
w (FQ )[Q] (Kp+Kg)+ 0]

La presencia o ausencia de linealidad en un grafico de FO/FQ versus [Q] permite
discernir entre los modelos simples (colisional o estatico) y el combinado (ambos

mecanismos).
3.VI. Anisotropia de fluorescencia de triptofano

Los ensayos de anisotropia de fluorescencia de triptofano fueron realizados en un
espectrofluorometro K2 ISS (ISS, Champaign, IL, EE. UU.), utilizando polarizadores para
la excitacion y la emisién. El formato de deteccion fue tipo “L”, sin monocromador en el
canal de emision. El funcionamiento de los polarizadores fue controlado midiendo la
anisotropia de una solucion de glicogeno (absorbancia 0.08). Para eliminar la sefial
correspondiente a la dispersion de luz fue utilizado el filtro WG320 (corte en 320 nm). La
longitud de onda de excitacién fue seleccionada segun el ensayo, para la excitacion del
triptofano se ensayaron longitudes de onda desde 250 a 300 nm. La concentracion de
proteina usada fue entre 5 - 20 uyM, excepto cuando se estudid la variacion de la
anisotropia como funcién de la concentracién de proteina (0 - 250 pyM). La relacién

exacta entre la intensidad de fluorescencia paralela (I||) y la vertical (I1) fue calculada
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determinando el factor "G", a partir de la relacion entre la sensibilidad de deteccion para la
luz polarizada paralela y verticalmente (G = Sy / SH). La anisotropia de la muestra fue
calculada utilizando los I|| y I+ (Ecuac™*~ ™ I . I

I -

I,-1, Iy+21,  Ecuacion9

III +21, Ecuacion 9
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La evolucion de la anisotropia de emision de triptofano en YLSCP2 fue estudiada en
funcion de la viscosidad, variando la viscosidad con el agregado de sacarosa 2.5 M
(Anedra) en Buffer B [208]. Segun indica la ecuacion de Perrin (Ecuacion 10), la
anisotropia basal (AQ) y la anisotropia medida (A) estan relacionadas con el tiempo de
vida del estado excitado del fluoréforo (1) y el tiempo de correlacion rotacional (6) o el
coeficiente de difusioén rotacional (D) [116]. El tiempo de correlacion rotacional depende de
la viscosidad del medio (1), del volumen de la unidad rotacional (V), de la temperatura (T)

y de la constante de Boltzman (k).

= g n s r
0 —
= kT Ecuacion 10

A partir de estas ecuaciones es posible determinar el volumen aparente de la
proteina midiendo la anisotropia a diferentes viscosidades. El ajuste de una version
modificada de la ecuacion de Perrin (Ecuacién 11) por regresion no lineal permite
determinar los parametros A0 y C [117]. Finalmente, el volumen de la proteina es
calculado utilizando la Ecuacién 12. En el caso de YLSCP2 fue utilizado un valor de tiempo

de vida del estado excitado del fluoréforo estimando de 3 ns.

A, nA,
A= =
+TkT n+C Ecuacion 11
n _I?V
V=TZT Ecuacion 12

3.VIl. Comportamiento hidrodinamico

El radio de Stokes (RS) de YLSCP2 fue determinado mediante cromatografia de
exclusién molecular (SEC). Para esto fue utilizado un equipo para cromatografia liquida

rapida de proteinas y péptidos (FPLC) equipado con una camara de inyeccion de 100 pL,

una columna de Superose 12® y un detector de longitud de onda fija UV a 280 nm
(Pharmacia, Uppsala, Suecia). La columna fue calibrada inyectando una mezcla de
proteinas globulares de peso molecular conocido (tiroglobulina: 670 kDa, globulina bovina:
150 kDa, ovoalbumina de gallina: 44 kDa, mioglobina equina: 17 kDa y vitamina B12: 1.35
kDa). EI RS de YLSCP2 fue calculado a partir de su peso molecular (PM) aplicando la
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Ecuacion 13 [110][209].
log(Rs)=0.36910g(PM)—0.254 Ecuacién 13

En otro ensayo fue utilizado un cromatégrafo FPLC equipado con una columna
Superdex 200 (GE healthcare) y detectores de dispersion de luz dinamico y estatico
(miniDAWN, Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA). La muestra de proteina
utilizada fue 3.5 mg/mL y el flujo fue de 0.4 mL/min. A partir del resultado obtenido fueron
calculados el peso molecular, el coeficiente de difusion traslacional y el radio de giro del

pico de interés, utilizando el software provisto por el equipo (Astra).
3.VIIl. Dispersion de rayos-X a bajo angulo

La dispersion de rayos-X a bajo angulo de YLSCP2 fue medida en la linea D11A-
SAXS del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Brasil. El haz de

fotones focalizado (1 x 0.2 mm?2

en la muestra) y monocromatico (longitud de onda de
1.488 A) fue obtenido con un monocromador con focalizacién horizontal y un espejo para
focalizacion vertical. Las celdas utilizadas fueron capilares de cuarzo de 1 mm de
camino o6ptico para rayos-X con un volumen total de 80 uL. Para cada muestra fueron
realizados al menos tres mediciones independientes, alternando blancos antes y después
de cada serie de espectros. La concentracion de proteina y las condiciones de la muestra
se describen en la seccidn correspondiente. Las correcciones por la intensidad del haz, la
homogeneidad del detector y la absorcion de la muestra fueron realizadas siguiendo
procedimientos estandar.

El radio de giro de YLSCP2 (RG) fue calculado a partir de la intensidad de
dispersiéon de rayos X (/) en funcidon del vector de dispersion (Q) segun la
"aproximacion de Guinier" (Ecuaciones 14-16) o mediante la funcion de distribucién de
pares de distancias que se obtiene mediante una Transformada Regularizada de Fourier

usando el programa GNOM 4.5 [210].

R ) 2
In(7)=In(7,)— 62 Ecuacion 14

3
sen(0) .
Q:4T{T Ecuacion 15
R, X0=<1.0 Ecuacion 16
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La "globularidad" de YLSCP2 fue determinada segun "el grafico de Kratky" (I(Q) x Q2
versus Q). Las curvas SAXS fueron simuladas utilizando el programa CRYSOL 2.6 [210].
El analisis de componentes principales (PAC) de los espectros de SAXS en funcién de la
concentracion de YLSCP2 fue realizado utilizando el programa sixPACK (Sam Webb,

Stanford Synchrotron Radiation Laboratory) [114].

3.IX. Entrecruzamiento

Los ensayos de entrecruzamiento fueron realizados con glutaraldehido (Fluka) y con
disuccinimidil suberato (DSS, Pierce). En ambos casos las muestras fueron analizadas por
SDS-PAGE 10 %, sembrando una masa de proteina idéntica en cada calle del gel. La
reaccion con glutaraldehido fue realizada con muestras de proteina entre 0.5 - 3.5 mg/mL
y glutaraldehido 0.2 - 0.5 %, incubando entre 2 - 30 minutos y frenando la reaccion con
Buffer SB-2X. El control de reaccion fue realizado agregando Buffer SB-2X antes de
agregar glutaraldehido. La reaccién con DSS fue realizada con muestras de proteina (0.25
- 3 mg/mL) en Buffer B y DSS en un exceso molar de 50 veces. Luego de una incubacién
durante 30 minutos a temperatura de ambiente la reaccién fue frenada con el agregado de
Ya de volumen de Buffer SB-4X. El control de reaccién fue preparado agregando Buffer SB-
4X antes de agregar DSS.

3.X. Bioinformatica

El andlisis bioinformatico de las secuencias SCP2 fue realizado utilizando los
programas Clustal 2.0.12 (D. Higgins, J. Thompson y T. Gibson) y BLAST 2.0 (Basic Local
Alignment Search Tool, NCBI, EE.UU.).

El modelo estructural para YLSCP2 fue generado con el programa 3D-JIGSAW 2.01
[120], utilizando como patrén de homologia la estructura reportada para SCP2 de conejo
(cSCP2, 1C44). La calidad estructural del modelo obtenido fue verificada utilizando el
programa PROCHEK v.3.5.4 (European Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Genome
Campus, Hinxton, Cambridge, United Kingdom) [211]. La visualizacién y representacion de
las estructuras fueron realizadas con el programa Swiss-Pdb Viewer 3.7 (Glaxo Wellcome
Experimental Research). El area superficial accesible al solvente (ASA) fue calculada
utilizando los algoritmos reportados en la referencia [212]. El desplazamiento cuadratico
medio (RMSD) entre YLSCP2, SCP2 de conejo (cSCP2, 1C44, [86]), SCP2 de mosquito
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(AeSCP2, 1PZ4, [90]]), y SCP2 de la enzima MFE2 de humanos (mfe2hSCP2, 1IKT, [89])
fue calculado usando los atomos correspondientes a las a-hélices y hojas-p conservadas
(56% del total de los atomos de la cadena principal) con el programa Swiss-Pdb Viewer
3.7.

4, Caracterizacion termodinamica de YLSCP2

4.1. Desnaturalizacion inducida por temperatura

El desplegado de YLSCP2 en funcidon de la temperatura fue seguido mediante
dicroismo circular (CD) a 220 nm, utilizando una celda de 1 cm de camino éptico y una
sensibilidad de 100 miligrados. La muestra fue equilibrada a 4 - 10 °C y luego llevada
hasta 85 - 95 °C a una velocidad de calentamiento constante de 2 °C/min. Los parametros
termodinamicos fueron calculados utilizando la Ecuacién 17, donde AG(T) es la energia
libre de desplegado a la temperatura T, ACP es el cambio en la capacidad calorifica a
presion constante, TG es la temperatura a la cual AG(T) es igual a cero y AH(TG) es el

cambio de entalpia a la temperatura TG.

| A
AG(T)=AH, +AC,(T-T,)-T

H
Lt A CPln(Ti)] Ecuacién 17
G

G

Los ensayos de desnaturalizacion de YLSCP2 fueron realizados a diferentes valores
de pH (5.0, 7.0 y 9.0). La Ecuacién 17 fue ajustada por regresién no lineal utilizando todas
las transiciones a distintos pH. Existe una relacién lineal entre AH y Tm cuya pendiente es
ACP [213], lo que permite utilizar un ACP global para calcular simultaneamente AH de

cada transicion a diferente pH.
4.1l. Desnaturalizacioén inducida quimicamente

Las muestras de proteina (~ 5 pM) fueron preparadas agregando un volumen
apropiado de urea 8 M para lograr la concentracion de desnaturalizante deseada e
incubando a 25 °C durante 24 horas. El proceso de desplegado de la estructura terciaria
fue seguido mediante la emisién de fluorescencia de triptofano luego de excitar a 290 nm.
El centro de masa de los espectros (CM) fue calculado a partir de las longitudes de onda

(Ai) y las senales (Fi), segun la Ecuacion 18.
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= Z[Fr) cuacion

La pérdida de estructura secundaria debido al proceso de desplegado fue
determinada midiendo los espectros de CD en el UV-lejano, acorde a lo detallado
anteriormente.

La unién de la sonda fluorescente acido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico (ANS) en
funcion de la concentracion de urea fue determinada agregando un exceso de ANS en
las muestras e incubando ~ 3 horas. Los espectros de emision de ANS fueron medidos
desde 300 nm hasta 600 nm luego de aplicar una longitud de onda de excitacion de 350
nm.

Las muestras de YLSCP2 ~ 230 uM utilizadas para medir SAXS fueron preparadas
agregando urea en forma sodlida y registrando los cambios de volumen para corregir la
concentracion final de proteina. Estas muestras fueron incubadas durante ~ 12 horas a
temperatura de ambiente. Los espectros de SAXS fueron adquiridos como fue
descripto anteriormente.

Con el fin de obtener una idea cuantitativa del numero de estados termodindmicos
independientes accesibles al sistema a diferentes concentraciones de cadtropo, fue
aplicada una version ligeramente modificada del método de diagrama de fases [214]
(Ecuaciones 19-25). Estas ecuaciones se basan en que cualquier sefhal espectroscopica
(S) puede ser representada como una combinacion lineal de componentes del espectro.
Esta demostrado que para una transicion entre dos conformaciones el grafico de la
intensidad a la longitud de onda 1 (SA1) versus la intensidad a la longitud de onda 2
(SA2) debe ser lineal y depende de las fracciones molares de las especies (a). Si se
utilizan dos senales espectroscopicas independientes (D y F) debe ocurrir lo mismo
(Ecuaciones 19-25).

D(A))=aD,(A,)+(1—a)D,(A,) Ecuacion 19
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F(A2}=aFa(f\z)‘l’{]_D‘)Fb(‘}‘z) Ecuacion 20

_ D{A)_Db{g‘l)
=D, (A)-Dy(A)

Ecuacion 21

_ D(A)-D,(A,) D(A)-D,(A)) y
F=EM) 5 =D,m0 | ™) B =y, | Bevacion22
F(A)=c+d D(A,) Ecuacion 23

_Fh(‘)“z][Da(hl)_sz(P‘l]]_F
- D,(A)=D, (7))

(A‘EJD}; (‘11)

a

Ecuacion 24

- Fa{hzj_Fb(AE}

d_Da{?H)_Db(AL}

Ecuacion 25

Luego del andlisis de los diagramas de fase fue seleccionado un modelo de

desplegado de tres estados N—l—U para el ajuste [213] (Ecuaciones 26-35).

NelesU Ecuacion 26
fr\'+f|+f|_'=l Ecuacidn 27
1_ [, u_fy uU_Jfu ,
K, == K, =—==— K, =—=—7=K K Ecuacion 28
M1 N Lf‘N (g I ‘f‘] NU N fN Ml 1y
1

Fat WKyt KoK =1 fy Ecuacion 29

1K+ Ky Ky

fi Ky .
+f+f K, =1 = - Ecuacion 30
KN] .f] .f| U f| I+K_\.]+KNLK|L, cuacion
fy fu KKy
‘ + +f =1 fo= - - Ecuacion 31
KaKyw K v YUl K+ K Ky
f_""c.’l\l] ._Jt;lu} .
K,=¢ K, = [ RT Ecuacion 32
ﬂG_\-L=ﬂG:-l—leD=le[Cm“—D) Ecuacion 33
AGy=A G',J,_.—m,,_.D=mu;(Cmm—D} Ecuacion 34
5=fr\'(5m\'+SND}"'fl{501+S|DJ+fU(SUL'+SUD} Ecuacion 35
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En estas ecuaciones N, fl and fU son las fracciones molares de los estados nativo,
intermediario y desplegado, respectivamente, Kab es la constante de equilibrio (donde
"ab" es NI o U, segun corresponda), D es la concentracion de desnaturalizante, Cm es la
concentracion de desnaturalizante a la cual AG es cero, m es la pendiente de la
dependencia lineal de AG con la concentracion de desnaturalizante, SON, S0l'y SOU
son los valores de fluorescencia, centro de masa o elipticidad (segun el caso) para cada
estado extrapolando a concentracion de desnaturalizante igual a cero, para el estado
nativo, intermediario y desplegado, SN, S| y SU es la dependencia de la sefal con el
desnaturalizante (para cada estado) y S es la sefial de la sonda correspondiente.

Este modelo fue ajustado de forma multiple a la intensidad de fluorescencia de
triptofano a 326 nm, el centro de masa de los espectros de fluorescencia de triptofano,
la fluorescencia de ANS a 480 nm vy la elipticidad molar a 220 nm. Para esto se
utilizaron Cm y m como parametros comunes para todas las sondas, mientras que los

parametros de las sefiales fueron especificos para cada una de ellas.

5. CaracterizacionFuncionaldeYLSCP2

5.1. Modelo para un sitio de unién

La unidn de ligandos a YLSCP2 fue analizada aplicando un modelo de un sitio Unico
de unidon (Ecuaciones 36-40) [215]. En este modelo, una molécula de ligando (L) se une
a una molécula de proteina (P), con una constante de disociacion KD (Ecuacion 36).
La concentracion de proteina ([P]) y de ligando ([L]) en el equilibrio estan definidas en las
Ecuaciones 37-38, donde [PL] es la concentracion de complejo proteina-ligando, mientras

que [P0] y [LO] son las concentraciones iniciales de proteina y ligando respectivamente.

|PJ[L] .,
P+L< PL K .= e
= D [PLJ Ecuacion 36
[PJ=[P4]I_[PLI Ecuacion 37
[LJ=IL[;J_[PLJ Ecuacion 38

Reemplazando las ecuaciones 37-38 en la ecuacion de la constante de disociacién

(Ecuacion 36) y despejando [PL], se obtiene una ecuacion cuadratica (Ecuacion 39).
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| PLT—=(| P+ | Ly|+ K )| PL|+|Py]| Ly]|=0 Ecuacion 39

La raiz de esta cuadratica (Ecuacién 40) que tiene sentido fisico permite calcular la

concentracion de complejo.

PL= (Fu+Lta+K:J}_‘~"I{Pu+ LU+KfJ]|:_4P1J Ly
o)

i

Ecuacion 40

5.1l. Unién de ligandos fluorescentes

Para los ligandos intrinsecamente fluorescentes fue utilizada la metodologia que se
describe a continuacion. Los espectros de fluorescencia fueron realizados con una cubeta
de 1.0-cm de camino 6ptico, un termostato a 20 °C y un espectrofluorémetro K2 ISS (ISS,
Champaign, IL, EE. UU.). Las muestras fueron preparadas en Buffer B, y la titulacién de
proteina con ligando o viceversa fue seguida por la fluorescencia propia del ligando luego
de incubar al menos 2 minutos. Los detalles especificos para cada ligando se describen a
continuacion.

La solucién de acido cis-parinarico (AP, Molecular Probes) fue preparada en etanol y
su concentracion fue determinada por absorbancia (€304nm = 78000 M-1 cm-1) [176]).
Para la titulacion de YLSCP2 ~ 1 uM fue utilizada una dilucion en Buffer B del AP de
concentracion no mayor a 150 uM. Los espectros de fluorescencia de AP fueron medidos
luego de excitar con una longitud de onda de 307 nm vy la titulacion fue seguida por el
cambio en la emisién de fluorescencia de AP a una longitud de onda de 410 nm.

El acido 1-anilinonaftalen-8-sulfonico (ANS, Molecular Probes) fue disuelto en Buffer
B y su concentracién fue determinada por absorbancia (€350nm = 4950 M-1 cm-1) [216].
La unién de ANS a YLSCP2 fue realizada titulando de forma directa (YLSCP2 ~ 2 uyM +
alicuotas de ANS ~ 300 uM) e indirecta (ANS 2 - 10 uM + alicuotas de YLSCP2 ~ 50 - 350
MM). La union fue determinada siguiendo la emisién de fluorescencia del ANS a una
longitud de onda de 480 nm luego de excitar con una longitud de onda de 350 nm.

El dehidroergosterol (DHE, Sigma-Aldrich) fue disuelto en etanol y su concentracion
fue determinada por absorbancia (€324nm = 11,250 M-1 cm-1) [134]. La union de DHE a
YLSCP2 fue seguida por fluorescencia luego de excitar con una longitud de onda de
excitacion de 324 nm.

La solucion de merocianina 540 (MC, Sigma-Aldrich) fue preparada diluyendo una
solucion concentrada (1.75 mM) en Buffer B. La titulacion de una muestra de MC ~ 2 uM
con YLSCP2 fue seguida por la emision de fluorescencia de MC540 entre 500-650 nm

luego de excitar con una longitud de onda de 530 nm.
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En todos los casos, la sefial medida esta relacionada con la concentracion de
complejo proteina-ligando ([PL]) y de ligando libre por la Ecuaciéon 41, donde [LO] es la
concentracion de ligando total, mientras que YL y YPL son los rendimientos cuanticos del

ligando libre y del complejo, respectivamente.
'F=yl{[L[JJ_[PL]}-FYm[PL] Ecuacion 41

Asumimos que la unién se describe mediante un modelo de un sitio de unién para
obtener la concentracién de complejo ([PL]) y calculamos la constante de disociacién para

cada ligando por regresioén no lineal, analizando al menos 3 ensayos independientes.
5.1ll. Desplazamiento de dcido cis-parindrico

En los ensayos de desplazamiento de AP unido a YLSCP2 por el agregado de otro
ligando siempre fue preparada una solucion del complejo YLSCP2-AP en relacion 1:1 (~ 2
MM). Esta solucion fue titulada con una solucion concentrada del ligando correspondiente
(100-900 pM), dejando reaccionar unos minutos antes de medir. El desplazamiento fue
seguido por la intensidad de emision de fluorescencia de AP a una longitud de onda de
410 nm luego de aplicar una longitud de onda de excitaciéon de 307 nm. Los ligandos
utilizados fueron ANS, pCoA, palmitato, DPP, EPC y colesterol.

Los datos obtenidos fueron analizados asumiendo un sitio Unico de unién. Cuando
dos ligandos diferentes (A y B) compiten por un sitio de unién en la proteina (P), entran
en juego dos constantes de asociacion (KA y KB), (Ecuaciones 42-43) donde [P], [A],
[B], [PA] y [PB] son las concentraciones de proteina, ligando A, ligando B, complejo

proteina-ligando A y complejo proteina-ligando B, respectivamente [217].

PA

P+ A< P4 K_1.=[L][ J” Ecuacion 42
PB

P+B<PB K‘g:[Eﬂ][éJ Ecuacion 43

Por conservacion de masas se obtienen las ecuaciones necesarias para calcular las

concentraciones de ligando A, ligando B y proteina en el equilibrio (Ecuaciones 44-46).
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[A]:[Au]—[PA] Ecuacion 44
| B|=|B,|-| PB| Ecuacion 45

|P|=[P,|-| PA|-|PB| Ecuacion 46

Reemplazando las ecuaciones 44-46 en las ecuaciones 42-43 se obtienen las
ecuaciones para [PA] y [PB], con las que luego se obtiene una ecuacion cubica para la
concentracién de proteina reemplazando en la ecuacion de masa para la proteina

(Ecuacion 47).

[P} +a| P[+b[P]+c=0
a=kK, + KH—’_[AU]'l'[Bn]_[Pu]
Ecuacion 47

b=Kﬂ{[A::]_[Pu]]+K.4.[[Bu]_[Pn]}"'KA KH

C=_K__’KH[P:]]
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MATERIALES Y METODOS: Caracterizacion Funcional de YLSCP2
A partir de la Unica solucién con sentido fisico para esta ecuacion cubica (Ecuacién

48) se obtienen las expresiones para [PA] (Ecuacion 49) y [PB] (Ecuacion 50).

=22 [ 3b)cos(@
[P]= 3+3\.{a BbJthf_E}

Ecuacion 48

- (—2a3+9ab ~27¢ )
O=arccos

29(a’=3b)

[At,](2\-"{a3—3b]lcusfg}—a)
[PA]=

0 Ecuacion 49
3 K_4+(%"[a2—3b}cus{§}l—u]

[B“](Et,-"{az—frb]lcusf_g}—a)

[PB]=

9 Ecuacion 50
3K+ (%‘l [a:—Bb}cns{g}l—u)

La senal de fluorescencia observada (Y) depende de la concentracion de complejo
y de ligando libre segiin la Ecuacion 51, donde Ypa, Yps y Ya son los rendimientos

cuanticos del complejo PA, PB y del ligando libre A, respectivamente.
Y=Y, [PA|+Y ([A],—[PA])+Y ., PB]+Y ([B]|,—[PB]) Ecuacion 51

La constante de disociaciéon para el ligando B se obtiene ajustando la Ecuacion 51
a los resultados experimentales mediante regresion no lineal (Solver, Excel).
En el caso que este modelo no ajuste de forma adecuada a los datos

experimentales, la afinidad (Ki) se estima calculando la concentracién de ligando

necesaria para desplazar un 50 % de AP (IC50) a partir de la Ecuacion 52 [218].

_[1cs0]

: [L]  Ecuacién 52
1+ K

L

K

5.1V. Unién de ligandos seguida por atenuacion de la fluorescencia
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La solucion de palmitoil-Coenzima A (pCoA, Fluka) fue preparada disolviendo el

lipido en Buffer B y la concentracion fue determinada midiendo espectros de absorbancia

UV (€260nm = 14,700 M1 cm™1) [219)). La titulacién de YLSCP2 ~5 uM con pCoA ~
2 mM fue realizada incubando al menos 2 minutos luego del agregado de cada alicuota.
La unién fue seguida por la emisién de fluorescencia de triptofano a 326 nm luego
de aplicar una excitacion a 294 nm. La Ecuacion 53 fue ajustada a la sefal experimental
mediante regresion no lineal, asumiendo un modelo de un sitio de unién. En esta ecuacioén
la sefal depende de las sefiales de la proteina libre y del complejo (YP y YPL) y de la

concentracion de proteina total ([P0]).

Y=Y, Py|-|PL])+Y [ PL] Ecuacion 53

5.V. Cambios de Anisotropia debidos a la union de ligandos

Los ensayos de anisotropia fueron realizados como fue descripto anteriormente. La
contribucion de la dispersién de luz fue eliminada utilizando los filtros WG320 (corte
en 320 nm) o KV408 (corte en 408 nm), segun fuera necesario. La longitud de onda de
excitacion utilizada fue entre 250-300 nm para excitar triptofano y para los ligandos
fue utilizada la longitud de onda de excitacion especifica para cada uno. Los resultados
fueron analizados aplicando las ecuaciones 54-60 [220]. Los valores de anisotropia de
la especie libre (Al) y unida (Au) se calculan a partir de la intensidad paralela (I|| ) y vertical
() obtenida para cada especie (Ecuaciones 54 y 55). La intensidad total de fluorescencia

de cada especie esta relacionada con su fraccion molar (x) y su rendimiento cuantico (q).

A= "FII -1, Ecuacion 54
Iy+21,
Ly —1,, .,
y sz Li=1,+21,=¢qX, Ecuacion 55
I, =1
— | wl - - .
Au_m I”—fu”—l- 21, =q X, Ecuacion 56

La anisotropia promedio (A) obtenida durante la titulacion es una combinacion

de los valores de anisotropia y las intensidades de fluorescencia de cada especie
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MATERIALES Y METODOS: Caracterizaciéon Funcional de YLSCP2
(Ecuacion 56).

AJIf+Aar1ru_ A.'{ 1 _Xie]q!+AarXJeq1¢
IJ’IH - Xu‘fu+{1_xje]|qgr

A=

Ecuacion 57

La relacién entre los rendimientos cuanticos de cada especie (cuando su fraccion

molar es 1) se define como la constante R para simplificar los calculos (Ecuacién 57).

Fu [‘r||+21ri}u ..
R=—=_1 7 Ecuacion 58
g, (I+21,),

Incorporando las fracciones molares en la Ecuacion 56 se obtiene una relaciéon
entre la anisotropia promedio y las fracciones molares de las dos especies (Ecuacion
59) o soélo una especie (Ecuacion 60). La constante de disociacién se obtiene mediante
un ajuste por regresion no lineal de la Ecuacion 60 a los resultados experimentales
(Solver, Excel), usando el modelo de un sitio de unién para calcular la concentracion de

complejo.

A(1-X,)+A,RX,
X,R+1-X,

A

Ecuacion 59

(RA,— A,)X,+A4,
(R—1)X,+1

o
1]

Ecuacion 60

5.VI. Unién de ligandos seguida por ITC

Los ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) fueron realizados en un
equipo nano-ITC (Calorimetry Sciences Corporation). Antes de iniciar el ensayo las
soluciones de ligando y proteina fueron desgaseadas aplicando vacio. Luego, fue
colocado 1 mL de ligando ~ 10 uM en la celda y 250 uL de proteina ~ 200 uM en la jeringa.
La estabilizacion de la linea de base fue alcanzada después de 3 horas de incubacion y
entonces fue iniciada la titulacion.

El resultado fue analizado aplicando un modelo de multiples sitios de unidn idénticos
(Ecuacion 61), donde Q es calor total, V es el volumen de la celda, AH es la entalpia de
unién, K es la constante de union, n es el numero de sitios, [P] es la concentracion de

proteina y [L] es la concentracion de ligando [221].
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Ll +nK|P]=V(1+nK|P]-K[L])+4K[L]
2K

O=VAH|[L] Ecuacion 61

5.VII. Interaccion con vesiculas unilamelares pequenas

La interaccion entre YLSCP2 y vesiculas unilamelares pequefas (SUV) fue
determinada mediante CD. Las vesiculas de fosfatidil colina de huevo (EPC) 100 %
se prepararon en Buffer E (Tabla 1V), a una concentraciéon entre 2.5 - 3 mM
(gentilmente cedidas por el Dr. Lisandro J. Falomir-Lockhart). Los espectros de CD en el
UV-cercano y lejano fueron medidos para muestras de YLSCP2 con el agregado de SUV

a diferentes relaciones molares, luego de incubar durante 15 minutos.

5.VIII. Efecto de la unién de ligandos en la estructura de YLSCP2

El efecto de la unién de ligandos sobre la estructura de la proteina fue estudiado
mediante CD, SAXS vy fluorescencia de triptofano. Los ensayos correspondientes se
realizaron segun fue descripto anteriormente para cada técnica. El rango de
concentraciones utilizado esta debidamente reportado en los resultados. Los controles de
los ligandos libres fueron realizados usando la misma concentracion que en la muestra con

proteina.

5.IX. Efecto de la unién de ligandos en la estabilidad de YLSCP2

La estabilidad de YLSCP2 en presencia de ligandos fue analizada mediante
desplegado por temperatura seguido por CD. Los ensayos se realizaron como fue
descripto anteriormente. Las concentraciones de ligando y proteina se mencionan en los
resultados. La Ecuacion 17 fue ajustada a los resultados mediante regresién no lineal
(Solver, Excel) para obtener los parametros de desplegado, asumiendo un modelo de dos

estados.
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