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Resumen

La proteina B2-sintrofina es una proteina citoplasmatica de las llamadas ‘proteinas
de andamiaje’, que juega un rol primordial en la regulacién de la secrecion de
insulina gracias a su interaccion con la proteina de membrana ICA512, la cual se
encuentra en la membrana de los granulos de secrecion de insulina (GSI), en las células 8
del pancreas. La interaccion entre 82-sintrofina e ICA512 ancla los GSI al cito esqueleto de
actina. El estado de fosforilacion de S2-sintrofina regula esta interaccion, y la disrupcion
del complejo permite la exocitosis de los granulos. En esta interaccion participa el
dominio PDZ de B2-sintrofina (82S—PDZ).

Hemos estudiado el desplegado térmico de B2S-PDZ en el equilibrio con diferentes
técnicas biofisicas. Los termogramas obtenidos mediante dicroismo circular (CD) en el UV-
lejano en distintas concentraciones de urea, y por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
muestran transiciones anchas y desnaturalizacion por frio. Las transiciones probaron
ser reversibles con ambas técnicas. Los termogramas de CD seguidos a diferentes
longitudes de onda no son superponibles, y las temperaturas media de la transicion (Tm)
y de maxima estabilidad (Tmax) muestran una dependencia con la concentracion de
urea. Los termogramas de DSC permiten descartar la formacion de dimeros u otros
oligbmeros. A diferencia de la mayoria de los dominios PDZ estudiados, la
desnaturalizacion térmica de B2S—PDZ en condiciones de equilibrio no es descripta
satisfactoriamente por modelos de estados discretos, como los modelos de dos o de tres
estados. Esto plantea la posibilidad de que el proceso de plegado involucre a un estado de
transicion correspondiente a una barrera energética muy baja o que la proteina siga un
modelo de estado Unico (modelo ‘cuesta abajo’ o ‘downhill’). Segun este modelo, la
proteina se encuentra en un Unico estado a lo largo del experimento de desnaturalizacion
térmica, pero el ensamble conformacional de ese estado varia con la temperatura. De
esta manera, en estas proteinas se observa que distintos elementos de estructura
secundaria se despliegan de manera cuasi independiente, o sin cooperatividad. Nuestros
estudios de desnaturalizacion térmica seguida por CD y por DSC indican que el
comportamiento de 82S—PDZ es mejor descripto por un modelo de tipo continuo. La mayor
estabilidad de B2S-PDZ a pH alcalino, y el analisis computacional de la estructura
tridimensional indican que el comportamiento de plegado de B2S—PDZ puede estar
relacionado con su distribucién de residuos cargados.

Estudiamos ademas el comportamiento de residuos individuales en distintas condiciones
de temperatura, entre 5 y 50 -C, por resonancia magnética nuclear (RMN). Los valores de
los experimentos de dinamica T1l, T2 y NOE heteronuclear indican que a bajas
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temperaturas (2S-PDZ se encuentra en una estructura relativamente rigida, con
excepcion de la hélice aA que presenta movimientos conformacionales lentos. Si bien no
hemos podido realizar una curva de desnaturalizaci’'on hasta altas tempera- turas por
limitaciones técnicas, hemos podido alcanzar valores correspondientes a la Tm de
experimentos de CD y DSC. Asi, de nuestros resultados pudimos extraer informacion
importante acerca de los eventos tempranos del proceso de desnaturalizacion

térmica de 2S—-PDZ, los cuales corresponderian a una etapa de cambio gradual en la
estructura. Nuestros resultados indican que B2S-PDZ sufre cambios conformacionales
graduales dependientes de la temperatura, que indicarian la aplicabilidad de los modelos
de desplegado continuo. Ademas, este comportamiento podria tener relevancia en la
regulacién de la secrecion de insulina, en concordancia con la hipétesis de que pequefias
proteinas con un comportamiento de plegado continuo podrian funcionar en la célula como
‘reostatos moleculares’.
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Resumen

La proteina [2-sintrofina es una proteina citoplasmatica de las llamadas ‘pro-
teinas de andamiaje’, que juega un rol primordial en la regulacién de la secrecion
de insulina gracias a su interaccién con la proteina de membrana ICA512, la cual
se encuentra en la membrana de los granulos de secrecién de insulina (GSI), en las
células B del pancreas. La interaccion entre $2-sintrofina e ICA512 ancla los GSI al
citoesqueleto de actina. El estado de fosforilacion de S2-sintrofina regula esta inter-
accion, y la disrupcion del complejo permite la exocitosis de los granulos. En esta
interaccién participa el dominio PDZ de 2-sintrofina (82S-PDZ).

Hemos estudiado el desplegado térmico de 2S-PDZ en el equilibrio con diferen-
tes técnicas biofisicas. Los termogramas obtenidos mediante dicroismo circular (CD)
en el UV-lejano en distintas concentraciones de urea, y por calorimetria diferencial
de barrido (DSC) muestran transiciones anchas y desnaturalizacién por frio. Las
transiciones probaron ser reversibles con ambas técnicas. Los termogramas de CD
seguidos a diferentes longitudes de onda no son superponibles, y las temperaturas
media de la transicién (7)) y de maxima estabilidad (7},,,) muestran una depen-
dencia con la concentracion de urea. Los termogramas de DSC permiten descartar
la formacion de dimeros u otros oligémeros. A diferencia de la mayoria de los domi-
nios PDZ estudiados, la desnaturalizacién térmica de 2S-PDZ en condiciones de
equilibrio no es descripta satisfactoriamente por modelos de estados discretos, como
los modelos de dos o de tres estados. Esto plantea la posibilidad de que el proceso de
plegado involucre a un estado de transicién correspondiente a una barrera energética
muy baja o que la proteina siga un modelo de estado tinico (modelo ‘cuesta abajo’ o
‘downhill’). Segun este modelo, la proteina se encuentra en un tinico estado a lo largo
del experimento de desnaturalizacion térmica, pero el ensamble conformacional de
ese estado varia con la temperatura. De esta manera, en estas proteinas se observa
que distintos elementos de estructura secundaria se despliegan de manera cuasi in-
dependiente, o sin cooperatividad. Nuestros estudios de desnaturalizacion térmica
seguida por CD y por DSC indican que el comportamiento de $2S-PDZ es mejor
descripto por un modelo de tipo continuo. La mayor estabilidad de §2S-PDZ a pH
alcalino, y el analisis computacional de la estructura tridimensional indican que el

comportamiento de plegado de 2S-PDZ puede estar relacionado con su distribucion
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de residuos cargados.

Estudiamos ademas el comportamiento de residuos individuales en distintas con-
diciones de temperatura, entre 5 y 50 °C, por resonancia magnética nuclear (RMN).
Los valores de los experimentos de dindmica T1, T2 y NOE heteronuclear indican que
a bajas temperaturas §2S5-PDZ se encuentra en una estructura relativamente rigida,
con excepcién de la hélice aA que presenta movimientos conformacionales lentos. Si
bien no hemos podido realizar una curva de desnaturalizacién hasta altas tempera-
turas por limitaciones técnicas, hemos podido alcanzar valores correspondientes a la
T, de experimentos de CD y DSC. Asi, de nuestros resultados pudimos extraer infor-
macién importante acerca de los eventos tempranos del proceso de desnaturalizacion
térmica de 25-PDZ, los cuales corresponderian a una etapa de cambio gradual en
la estructura. Nuestros resultados indican que 52S-PDZ sufre cambios conforma-
cionales graduales dependientes de la temperatura, que indicarian la aplicabilidad
de los modelos de desplegado continuo. Ademads, este comportamiento podria tener
relevancia en la regulacion de la secrecién de insulina, en concordancia con la hipéte-
sis de que pequenas proteinas con un comportamiento de plegado continuo podrian

funcionar en la célula como ‘reostatos moleculares’.
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Capitulo 1

El plegado proteico

1.1. El estado nativo y el estado desplegado de las

proteinas

Las proteinas son las unidades funcionales elementales de los sistemas vivientes.
Llevan a cabo numerosas funciones que incluyen catalisis de reacciones quimicas,
transporte de iones y moléculas, movimiento, soporte mecéanico, transduccion de

senales, regulacion metabdlica y proteccion, entre otras.

Para poder cumplir su funcién las proteinas deben adquirir una estructura tri-
dimensional especifica, conocida como ‘estado nativo’ (N). El estado nativo es un
conjunto de microestados que ocupan una region muy restringida del espacio con-
formacional proteico, es decir, que presentan esencialmente las mismas interacciones
y estructura tridimensional. El estado nativo de una proteina es compacto, presenta
una minima exposicién al solvente de las cadenas laterales hidrofébicas (las cuales
se encuentran en su mayoria protegidas en el interior de la proteina), y esta estabi-
lizado por una red de innumerables interacciones entre los grupos funcionales de la
proteina, y entre la proteina y el solvente [I]. Desde un punto de vista termodindmi-
co, el estado nativo de una proteina es considerado el estado mas estable, es decir,

el estado con minima energfa libre de Gibbs [2].

La conformacion del estado nativo es relativamente rigida, lo que en determina-
das circunstancias permite determinar su estructura tridimensional con resolucion
atomica. Esta rigidez, sin embargo, no debe entenderse como una ausencia de fle-
xibilidad. Por el contrario, en el estado nativo la cadena carbonada presenta algin
grado de movilidad, y los enlaces de las cadenas laterales tienen cierta libertad de
rotacion. La dinamica del estado nativo es importante para que la proteina pueda
interaccionar con ligandos, realizar actividades cataliticas y responder rapidamente

a sefiales provenientes del entorno [3].
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Por otro lado, el ‘estado desnaturalizado’ o ‘desplegado (U, del inglés unfolded)
es un conjunto de microestados que ocupan una zona muy extendida en el espacio
conformacional proteico, en los cuales la cadena polipeptidica esta expandida, y la
exposicion al solvente de todos los grupos funcionales de la proteina es maxima, aun-
que es posible encontrar interacciones intramoleculares residuales de largo alcance
[4]. En el estado desplegado la cadena polipeptidica puede adoptar una infinidad de

conformaciones y sus grados de libertad son méaximos.

1.2. El problema: ;cémo se pliegan las proteinas?

Desde un punto de vista quimico las proteinas son polimeros biolégicos, y como
tales presentan un gran nimero de grados de libertad que les permitirian, en prin-
cipio, adoptar incontables estructuras tridimensionales distintas. A pesar de esto, la
mayoria de las proteinas adquiere de manera espontanea el estado nativo especifico
necesario para ejercer su funcion bioldgica. El proceso por el cual se llega a este
estado nativo a partir del estado desplegado se denomina ‘reacciéon de plegado’.
Tipicamente, la reaccion de plegado es representada como un equilibrio entre dos
estados conformacionales:

N=U

Este esquema simplificado de la reaccion de plegado es la base del ‘modelo de dos
estados’ para el plegado proteico, que se desarrolla mas adelante.

Es importante enfatizar aqui que tanto N como U son colecciones de conforma-
ciones y que la reaccién es un cambio conformacional, no un cambio en la estructura
covalente. Sin embargo, la complejidad de la red de interacciones que estabilizan a
N, asi como la gran diversidad conformacional de U hacen que la reaccién de plegado
sea un proceso enormemente complejo. Como es que las proteinas adquieren el esta-
do nativo caracteristico y cudles son los determinantes de dicho estado (la relacién
entre la secuencia y la estructura tridimensional) es parte de lo que se conoce como
‘el problema del plegado proteico’.

Gracias al trabajo de Anfinsen [5] hoy se sabe que la informacién contenida en la
secuencia de aminoacidos es suficiente para guiar y determinar el plegado proteico.
Anfisen postulé, ademéds, que en condiciones adecuadas (aquellas que favorecen el
plegado) el pasaje desde cualquiera de las estructuras del estado desplegado hacia el
estado nativo ocurre de manera espontanea, en un proceso basado en la minimizacién
de la energia libre de Gibbs del sistema. Esto se conoce como control termodindmico

del plegado.

! Desplegado v desnaturalizado no son sinénimos, aunque en este trabajo de tesis se utilizan
ambos términos de forma indistinta.
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Levinthal, por su parte, postulé como una paradoja que una cadena polipeptidica
no podria plegarse explorando al azar todas las conformaciones posibles, ya que un
proceso de busqueda aleatoria del estado nativo llevaria tiempos extremadamente
largos para una cadena polipeptidica de longitud promedio. Levinthal argumenté que
debian existir rutas de plegado definidas que las proteinas transitarian para llegar al
estado nativo desde el estado desplegado. La existencia de rutas de plegado permite
acotar el universo de conformaciones intermedias que potencialmente podria adquirir
una proteina hasta alcanzar el estado nativo, y permite explicar el hecho de que las
proteinas se plieguen en tiempos cortos, compatibles con los tiempos biol6gicos [3].

Esto se conoce como control cinético de la reaccion de plegado.

1.3. La teoria del paisaje energético

En los anos 90, Wolynes y colaboradores desarrollaron la teoria del paisaje
energético [6] para interpretar el proceso de plegado proteico de una manera que
elimina la paradoja cinética de Levinthal. Retomando los postulados de Anfinsen,
esta teoria sostiene que el proceso de plegado esta bajo control termodinamico.
Sin embargo, a diferencia de Levinthal, que en su paradoja consideraba todas las
conformaciones isoenergéticas, la teoria del paisaje energético postula que la energia
del proceso de plegado es un balance entre la entalpia (H) y la entropia (5) del
sistema [7]:

Glz) = H(z) — T - S(x) (1.1)

donde z es una coordenada de la reaccién de plegado que da cuenta del grado de
avance hacia el estado nativo, y G es la energia libre de Gibbs. La dependencia de
los parametros termodindmicos con la coordenada de reaccion es el aspecto clave de
esta nueva teoria ya que introduce un sesgo energético que hace factible la biisqueda

conformacional del estado nativo en tiempos razonables.

Aunque el paisaje energético tiene n! dimensiones (donde I es el ntimero de
residuos y n es el nimero de conformaciones posibles por residuo), es conveniente
representarlo como la superficie de un embudo (Figura [I): en la parte superior
y mas ancha del embudo se encuentran las conformaciones de mayor energia, es
decir, el estado desplegado; y en la base, en la parte mas angosta, se encuentran las
conformaciones de menor energia, es decir, el estado nativo. Como se puede apreciar
en la figura, las paredes del embudo no son lisas, sino que son rugosas. Los valles
en estas paredes rugosas son minimos energéticos locales, y su aparicion se explica
por desfasajes entre el decrecimiento de la entalpia y de la entropia. Este desfasaje

se conoce en teoria de los polimeros como ‘frustracion conformacional’.
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Capitulo 1. El plegado proteico

Figura 1. Embudo de paredes
rugosas. Segun este esquema del
paisaje energético, en la parte
mas ancha del embudo se en-
cuentran todas las conformacio-
nes del estado U. Para alcanzar
el minimo energético, el estado
N, las proteinas pueden recorrer
varios caminos. Eventualmente
podrian quedar atrapadas en al-
guno de los multiples minimos
energéticos locales, que se repre-
sentan como rugosidades en las
paredes del el embudo. Figura
modificada de [§].

La frustracion conformacional en las proteinas surge, por un lado, de la imposi-
bilidad de satisfacer a la vez las interacciones (hidrofilicas e hidrofébicas) de cada
uno de los residuos, lo cual da lugar a cierto nimero de interacciones conflictivas;
y por otro lado, de restricciones geométricas [6]. Durante el proceso de plegado, las
proteinas podrian caer en alguno/s de estos minimos energéticos locales y quedar
momentaneamente atrapadas. Las diferencias de energia entre estos minimos loca-
les son del del orden de kgT', la energia térmica en los atomos de la proteinaH, de
modo que el pasaje de un minimo a otro es rapido [6], e involucra solo pequenos
movimientos locales, como rotaciones de las cadenas laterales. La teoria del paisaje
energético postula que las proteinas naturales pertenecen al subconjunto de polime-
ros de aminodcidos que se pliega efectivamente y en tiempos razonables en un tinico
estado nativo, en el cual la frustracion conformacional es minima. Aun asi, la frus-
tracién conformacional no puede eliminarse completamente, y tal como lo confirma
la evidencia experimental, los espacios energéticos de las proteinas pueden presentar
mas de un minimo, lo que da lugar a la aparicién de estados intermediarios.

En determinadas circunstancias los movimientos de la cadena carbonada de
la proteina pueden involucrar el movimiento de muchas cadenas laterales en si-
multaneo, dando lugar a grandes cambios conformacionales. En estos casos se pro-
duce una descompensacién mayor entre entalpia y entropia, y la diferencia entre
dos minimos energéticos puede ser suficientemente grande (>3kgT’) como para dar
lugar al surgimiento de ‘barreras de energia libre’ entre ellos [6]. La interconversién
entre estos minimos puede ser muy lenta en relacion a la escala de tiempo de los

movimientos de las proteinas.

En este sentido, la naturaleza polimérica de las proteinas puede dar lugar a es-

cenarios mas complicados. Como ya se menciond, a temperaturas altas se pueblan

2kp es la Constante de Boltzmann (1,3806488-10723J - K—1). T es la temperatura del sistema.
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conformaciones de alta energia correspondientes al estado U. A medida que la tem-
peratura disminuye, el paisaje conformacional comienza a poblarse de ensambles de
conformaciones mas compactas de menor energia (minimos locales) entre los que se
encuentra el estado nativo, correspondiente al minimo global de energifa libre. Si la
temperatura sigue disminuyendo y las barreras energéticas son suficientemente ba-
jas, los minimos locales se iran despoblando en favor del estado N. Sin embargo, si
las barreras energéticas son considerables, las moléculas quedaran atrapadas en los
distintos minimos locales y no podran encontrar su camino hacia el estado nativo. La
temperatura a la que ocurre este fenémemo se denomina ‘temperatura de transicion
vitrea’ (7,) y permite definir dos escenarios posibles: o bien la transicion N = U
ocurre a una temperatura (7,,) superior a T, y por lo tanto se alcanza el estado N,
o bien la transicién vitrea ocurre antes que se alcance el estado N (7,, < T,) y por
lo tanto la proteina quede atrapada en los minimos locales. Las proteinas naturales
habrian evolucionado para evitar el segundo escenario.

La teoria del paisaje energético contempla una diversidad de escenarios de plega-
do, dependiendo de las condiciones en las cuales ocurra el plegado. Estos escenarios
se diferencian principalmente por la presencia o no de barreras de energia libre
(Figura [2]).

En el més tradicional y facil de entender de estos escenarios, el proceso de plega-
do procede de forma cooperativa desde el estado U al estado N, y el perfil de energia
libre presenta dos minimos separados por una barrera energética, como se esquema-
tiza en la Figura2(a). Este escenario, denominado ‘escenario Tipo I’, presenta una
moderada tendencia hacia el estado nativo, y es el que mejor describe el plegado de
numerosas proteinas globulares y pequenas. En la cima de la barrera de energia se
encuentra el estado de transiciéon de la reaccion de plegado.

Por otro lado, la teoria del paisaje energético contempla el caso en el cual el
plegado procede sin atravesar barreras de energia libre o atravesando barreras de
muy baja energia (<3kgT). En este caso, denominado ‘escenario Tipo 07, el perfil de
energia libre presenta un tnico minimo (Figura [2(b)), y corresponde a situaciones
con una gran tendencia al estado nativo.

El escenario Tipo 0 también es denominado ‘plegado cuesta abajo’, ya que se
puede visualizar como una descenso cuesta abajo en el embudo conformacional. El
plegado cuesta abajo es raro de observar en experimentos clasicos de (des)plegado in
vitro, motivo por el cual su estudio experimental y analitico se encuentra poco desa-
rrollado. Sin embargo, este escenario podria ser comun in vivo y/o en condiciones

fuertemente naturalizantes.
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Capitulo 1. El plegado proteico

(a) Escenario Tipo | (b) Escenario Tipo 0
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Figura 2. Escenarios de plegado en la teoria del paisaje energético. Los esquemas
muestran como varia el perfil de energia libre en un gradiente de temperaturas, desde
las més bajas (trazo azul) hasta las més altas (trazo rojo). En la figura (a) se muestra la
funcién de energia libre para un modelo de dos estados, o escenario Tipo I. Puede verse
que presenta dos minimos, uno que corresponde al estado N y otro que corresponde
al estado U, pero estos minimos no cambian de posicién al producirse la transicién de
N hacia U (o viceversa), sino que existen ambos estados en diferentes proporciones.
En cambio, como se esquematiza en la figura (b), en un escenario Tipo 0, existe un
Unico estado a lo largo de la reacciéon de plegado-desplegado, que cambia segin las
condiciones.
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1.4. Modelos termodinamicos de plegado

En esta seccién se desarrollan los conceptos principales de los modelos termo-
dindamicos utilizados en esta tesis para analizar los experimentos de desnaturalizacion

inducida.

1.4.1. Plegado en estados discretos

En el modelo mas simple de desnaturalizacion de proteinas, el pasaje del estado
nativo N al estado desplegado U ocurre sin la aparicion de especies intermediarias,
es decir, a lo largo del proceso de desnaturalizacién solo existen N y U en distintas
proporciones. Este esquema es la base del ‘modelo de dos estados’, que postula
que para proteinas globulares y pequenas la reacciéon de plegado-desplegado es una

reaccion de equilibrio quimico entre N y U:
N=1U

Este tipo de transiciones es de caracter cooperativo, es decir, ocurre en un rango
estrecho de la variable independiente, y el pasaje de un estado al otro implica cruzar
una barrera energética. El modelo de dos estados permite explicar satisfactoriamente

los resultados experimentales de una gran cantidad de proteinas.

Si el plegado procede con la apariciéon de una especie intermediaria, el modelo de
desnaturalizacién en tres estados puede ser entendido como dos reacciones de primer

orden consecutivas:
N=I=U

En este caso, el equilibrio quimico se da entre tres estados discretos, N, U y un
estado intermediario I en el camino de plegado. Estos estados I aparecen como
minimos locales en el diagrama de energia, y en determinadas condiciones pueden
ser estabilizados y detectados experimentalmente. En este caso, la presencia de un

intermediario implica el cruce de dos barreras energéticas.

El modelo de tres estados es una extension del modelo de dos estados. De la mis-

ma manera, el modelo puede generalizarse para n estados discretos intermediarios:
Neliaehelhhese. .=1,=0

Estas generalizaciones no difieren conceptualmente del modelo de dos estados: se
trata esquemas en los cuales el equilibrio quimico se da entre n macroestados clara-

mente diferenciados y poblados separadamente.
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1.4.2. Plegado tipo cuesta abajo

Como se menciono en el capitulo anterior, la teoria del paisaje energético predice
que bajo ciertas condiciones el plegado puede proceder sin cruzar ninguna barrera
energética, o cruzando barreras de energia muy baja. En estos casos el balance entre
entalpia y entropia es tal que éstas se cancelan mutuamente, y el plegado procede
cuesta abajo (del inglés downhill folding). El plegado tipo cuesta abajo también ha
sido denominado ‘plegado continuo’, ya que existe un tnico estado termodinamico
que varia continuamente a lo largo de la reaccién de plegado, y que puede presentar
distintos grados de estructura nativa. En un proceso de desplegado en este escenario
la estructura nativa se pierde gradualmente [9]. Desde un punto de vista cinético,
se ha observado que muchas proteinas se pliegan de forma ultra-rapida, en micro-
segundos, en contraste con las decenas de milisegundos reportados para proteinas
monoméricas de dos estados que deben atravesar una barrera energética para pasar
de un estado a otro [10].

El estudio experimental de estas ‘proteinas cuesta abajo’ es reciente. Este tipo de
comportamientos ha sido descripto para el represor A monomérico [I1], el dominio
BBL del complejo multienziméatico 2-oxoglutarato deshidrogenasa de E. coli [12], y
la proteina gpW del bacteriéfago A [10].

Se postula que las proteinas con la capacidad de producir cambios graduales
de su estructura nativa funcionarian como ‘reostatos moleculares’, de modo que el
grado de actividad o funciéon podria regularse finamente modificando parametros
ambientales como acidez, temperatura, concentracién de iones, etc. [9]. Ampliar el
abanico de proteinas que siguen el régimen de plegado cuesta abajo es esencial para
empezar a comprender los determinantes de la maleabilidad del estado nativo y su

relacién con la funcion proteica.

Aproximaciones experimentales y analiticas para el estudio del plegado

tipo cuesta abajo

La evidencia reciente de la existencia de proteinas naturales que se pliegan si-
guiendo un modelo continuo llevo a sistematizar un conjunto de criterios empiricos
y de herramientas analiticas que sirviesen para el diagnostico de este tipo de plegado
[9]. En esta seccién se describen las estrategias experimentales para la identificacién
de un plegado tipo cuesta abajo, y en la seccién subsiguiente se hard una introduc-
cién a las herramientas analiticas para analizar los resultados experimentales.

En primer lugar, cuando el proceso de plegado—desplegado es cooperativo, como
en el caso del modelo de dos estados, las transiciones de desplegado coinciden cuan-
do son monitoreadas utilizando distintas sondas (dicroismo circular, fluorescencia,

calorimetria, etc.). Si se grafica la fraccién de poblacién nativa versus la variable in-
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dependiente, las curvas son superponibles independientemente de la sonda utilizada
[6]. Por otro lado, la presencia de un punto isoesbéstico (una longitud de onda a la
cual las curvas de una misma familia tienen la misma absortividad molar) es una
condicién necesaria en espectroscopia éptica, aunque no suficiente, es una transicion
en dos estados. Con proteinas que siguen un modelo de tres estados, estos trazos
pueden no coincidir, pero las transiciones son abruptas y suelen involucrar dos tran-
siciones discretas. En cambio, un plegado cuesta abajo se caracteriza por presentar
transiciones suaves y anchas, y las curvas no coinciden entre las distintas sondas.
Esto se traduce en una variacion de los parametros termodinamicos en funcién de
la sonda utilizada [13], [12].

Una estrategia de doble perturbacion del sistema también permite identificar
un mecanismo de plegado complejo. Esta estrategia combina una sonda estructural
sensible a la conformacién global de la proteina, y dos procedimientos de desna-
turalizaciéon con mecanismos de accién diferentes. Se pueden acoplar, por ejemplo,
la desnaturalizacién térmica y la desnaturalizacién quimica, y seguir el comporta-
miento del sistema por dicroismo circular en el UV-lejano. Para un modelo de dos
estados, la senal experimental del sistema es el resultado de la combinacion lineal de
las seniales que aportan los estados N y U [I4]. En este caso las curvas son marca-
damente sigmoideas, con transiciones abruptas. El agregado de un agente cadtropo
produce un descenso de la temperatura media de transicion ya que desestabiliza
al estado N en favor del estado U, pero no altera esencialmente la conformacion
caracteristica de aquél, lo cual se traduce en que la temperatura de maxima esta-
bilidad (7},,,) del estado N no cambia con el agregado del cadtropo. Ademas, la
variacion de la temperatura media de transicién (7)) es lineal con la concentracién
del cadtropo. En cambio, en un modelo continuo las curvas son mucho mas suaves,
y la conformacion del estado inicial varia con la concentracion del desnaturalizante.
Esto se traduce en que a distintas concentraciones del agente cadtropo se observa

una dependencia no lineal de la 7, y cambia la 7} . del estado N.

La obtencién de una curva de desnaturalizacién sigmoidea y/o de un tnico pi-
co en un termograma de calorimetria diferencial de barrido suelen asociarse a una
transicion entre dos estados; de forma andloga dos curvas sigmoideas o dos picos
se asocian a dos transiciones separadas por una especie intermediaria. Sin embargo,
a pesar de que existe una enorme cantidad de evidencia experimental que indica
que la mayoria de las proteinas se pliega siguiendo un modelo de estados discretos,
estudios tedricos recientes basados en la mecénica estadistica y modelos de cade-
nas de polimeros han mostrado que transiciones continuas de plegado, sin barreras
energéticas, también pueden presentar curvas sigmoideas [12| 15, [16]. El grupo de
Victor Munoz, José M. Sanchez-Ruiz y colaboradores ha dedicado grandes esfuerzos

al desarrollo de modelos tedricos y analiticos para analizar los datos experimentales
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en condiciones de equilibrio que no son explicados por modelos de dos o tres estados,

y que parecerian responder a un régimen cuesta abajo [13] 17, [18].
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Capitulo 2

Los dominios PDZ

2.1. Generalidades sobre de los dominios PDZ

2.1.1. Estructura y funcion

La familia de dominios PDZ son mdédulos de interaccion proteina—proteina que
participan en la organizacién y ensamblaje de complejos multiproteicos en procesos
de senalizacion celular, asi como en el establecimiento y mantenimiento de la pola-
ridad celular [19, 20]. Se los puede encontrar ampliamente distribuidos en préctica-
mente todos los reinos de la vida (no han sido descriptos en Archaea y levaduras), y
son particularmente abundantes en mamiferos, donde forman parte de proteinas ci-
toplasmaéticas de diversos tipos celulares. Los modelos mas estudiados de complejos
proteicos organizados por dominios PDZ pertenecen a neuronas y células epiteliales.
En estas células, las proteinas involucradas en el mantenimiento de la comunicacion
con la matriz extracelular, en la organizacién de receptores y efectores y en el trans-
porte y reclutamiento de las proteinas apropiadas a los sitios de senalizacion celular
contienen uno o miltiples dominios PDZ [20].

Los dominios PDZ son estructuras globulares de entre 80 y 90 residuos, con una
topologia conservada que consiste en 5 0 6 hebras 5 (BA—SF) y dos hélices alfa (A
y aB) (Figura[). El nombre PDZ es un acrénimo que proviene de las tres primeras
proteinas donde se encontré este dominio: la proteina de densidad postsindptica 95
(PSD95), la proteina disc-large supresora de tumores (DIgA), y la proteina zonula
occludens-1 (ZO-1).

Los dominios PDZ se clasifican segun su especificidad para unir ligandos [22], 23]
24]. Hasta el momento se han descripto cuatro formas de unién: (i) reconocimiento
de secuencias conservadas en el extremo C-terminal (C;) de la proteina ligando; (7)
reconocimiento de motivos internos en las proteinas ligando; (74) homodimerizacién
PDZ-PDZ; y (iv) unién de lipidos. La primera es la mas comun de las formas, y la

uniéon del extremo C; de la proteina ligando se produce en un surco entre la hebra
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Figura 3. Estructura candnica
de un dominio PDZ. Se mues-
tra el dominio PDZ de la pro-
teina [2-sintrofina (cédigo de
PDB 2vrf) que se us6 en este
trabajo de tesis. En ptrpura se
muestran las dos hélices «, en
naranja las 6 hebras 3, en azul
una hélice 3-10, en celeste los gi-
ros (loops), y en blanco estruc-
turas aleatorias. La hélice aB y
la hebra 5B forman el surco de
unién a ligando. Figura realiza-
da con el programa Visual Mo-
lecular Dynamics [21].

OB y la hélice aB, para formar una lamina [ entre el ligando y las hebras B y 5C.
El péptido ligando se une de forma antiparalela a la hebra B, y la hélice aB se une

mediante un puente salino al carboxilato del ligando.

Si bien existe una determinada especificidad de secuencia para el reconocimiento
de los ligandos, los dominios PDZ son flexibles y reconocen un amplio abanico de
motivos [25] 26], 27], lo que les permite interconectar miltiples proteinas y participar
en diversas vias de senalizacién. La afinidad de unién de los dominios PDZ a sus
ligandos peptidicos es relativamente baja, con constantes de disociacién del orden
micromolar. Esta caracteristica también estd vinculada a su funcion, ya que deben
ser capaces de unir y desensamblar complejos rdpidamente, en respuesta a senales

del entorno.

2.1.2. Plegado y estabilidad

Los dominios PDZ son un modelo de estudio de plegado proteico no solo por
ser adaptadores universales en uniones proteina—proteina, sino también por la com-
pleja relacion que presentan entre estructura, plegado y estabilidad. La evidencia
experimental sugiere que existe una relacién entre la estabilidad de los dominios
PDZ y la unién a ligandos. Para algunos miembros de la familia se ha demostrado
que la unién induce cambios conformacionales, indicando un posible mecanismo de
regulacién alostérica [28] 29)].
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2.2. El dominio PDZ de la proteina 2-sintrofina

Los dominios PDZ son dominios relativamente estables, con valores de AGy; en-
tre 3y 6 kcal mol™!, a 25 °C y pH 7 [28]. A pesar de las diferencias en la secuencia
aminoacidica entre los distintos PDZ (comparten entre un 25 y 50 % de homologia
de secuencia) presentan caracteristicas similares en cuanto a cooperatividad del des-
plegado, el cual procede a través de un mecanismo en tres estados, a juzgar por la
presencia de un intermediario y de dos estados de transicién detectados en expe-
rimentos cinéticos y de dindmica molecular [30]. La evidencia experimental sugiere
que tanto el intermediario como los estados de transicion se encuentran conservados
en cuanto a su posicion a lo largo de la coordenada de reaccién, aunque diferirian
en cuanto a su estabilidad y estructura [31, B2]. Sin embargo, recientemente se ha
detectado mas de un intermediario al menos para un miembro de la familia PDZ
[33], al cual anteriormente se le habia atribuido un mecanismo de tres estados [29)].
Por otro lado, para algunos de los dominios PDZ se ha reportado oligomerizacion
[30] y/o agregacion [34]. De esta forma, queda claro que existe una relacién compleja

entre la estructura, el plegado y la funciéon de los dominios PDZ.

2.2. El dominio PDZ de la proteina 52-sintrofina

[2-sintrofina (52S) es una proteina citoplasmatica perteneciente a la familia de
las sintrofinas. Existen 5 isoformas de sintrofinas (a1, a2, 81, 42, 33), las cuales po-
seen una estructura conservada y funcionan como proteinas adaptadoras a través de
varios dominios de interaccién proteina-proteina: la regiéon N-terminal (Ny) incluye
a un dominio PDZ que divide en dos a un dominio de homologia a plecstrina (PH1),
mientras que la regién C; contiene un segundo dominio de homologia a plecstrina
(PH2) y un dominio tnico de sintrofinas (SU) altamente conservado (Figura[). Las
sintrofinas forman parte del complejo asociado a distrofina (DAPC, del inglés dys-
trophin associated protein complex), el cual conecta el citoesqueleto de actina con
la matriz extracelular, y que también esta involucrado en la senalizacion transmem-
brana [35].

PDZ

Figura 4. Representacion esquemadtica de la estructura de las sintrofinas. El do-
minio PDZ interrumpe la secuencia del dominio PH1, dividiéndolo en dos partes:
PH1la y PH1b. Estos subdominios se encuentran unidos por dos largos ‘brazos’ deses-
tructurados. Los dominios PH2 y SU son esenciales para unir distrofina, utrofina y
distrobrevina, que a su vez se unen al citoesqueleto de actina.
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Capitulo 2. Los dominios PDZ

[2S se encuentra en las células beta del pancreas, donde tiene un rol central en
la regulacion de la secrecién de insulina. En el mecanismo propuesto (Figura [,
B2S interactia por un lado con la proteina utrofina, la cual a su vez se une a los
filamentos de actina; y por otro lado interactiia a través de su dominio PDZ (52S—
PDZ) con la porcién citoplasmética de la proteina ICA512 (Islet cell autoantigen—
512). ICA512 es una proteina transmembrana, que se encuentra anclada en los
granulos de secrecién de insulina (GS), de modo tal que cuando ICA512, 52S y
utrofina se encuentran unidas formando un complejo, el granulo estd anclado al
citoesqueleto de actina, inmovilizado. Cuando se estimula la secrecién de insulina se
produce la disociacién de ICA512 y 428, permitiendo la movilizaciéon y exocitosis
del granulo de insulina [36]. Experimentos realizados en células de insulinoma de
rata INS-1 sugieren que [32S estaria fosforilada en las cercanias del dominio PDZ, y
que el grado y el sitio de fosforilacion afecta la afinidad por ICA512. La estimulacién
de la secrecién de insulina activa a la fosfatasa p-calpaina que desfosforila a (52S;
debilitando la interaccién con ICA512. Esto produce la disociacién del complejo y

la consecuencuente liberacién y movilizacién del GS [36], [37].

Ca2* glucose K+
Ca2+ glucose 4 K+
e metabolism _.f’
e

ICA512 J

¥ [calpain] b2

2l {o\" o gy [okadaic acid |
P
-syntrophin
| B-Z.‘y - (5] p2-syntrophin
ICAS512 —

SRR s s iy S -0

F-actin : =
‘qcﬁn

Figura 5. La figura muestra de forma esquemadtica la ruta metabdlica en la cual
participa la proteina 32S (‘52-syntrophyn’ en el esquema), de la cual estudiamos su
dominio PDZ. En el mecanismo propuesto, 825 se uniria a través de su dominio PDZ a
la regién intracelular de ICA512, regulando la movilizacién de los gréanulos de insulina.
Las letras ‘P’ en 328 indican que la proteina es (des)fosforilada para regular su accién.
Estas (des)fosforilaciones ocurren muy cerca del dominio PDZ, lo cual podria influir
en la afinidad de PDZ por ICA512 (Figura tomada de [37]).

[£2S-PDZ interactiia con el dominio intracelular de ICA512 (ICA512ic). El domi-

nio ICA512ic ha sido clonado, expresado y caracterizado en trabajos previos a esta

16


sandra.santilli
Máquina de escribir


2.2. El dominio PDZ de la proteina 2-sintrofina

tesis [38]. Variantes de distinta longitud de ICA512ic también han sido producidas
en un trabajo previo en el Laboratorio de Plegado y Expresiéon de Proteinas (no
mostrado). Estudiar el complejo formado por ICA512ic y 52S-PDZ fue uno de los
objetivos originales de este trabajo de tesis, ya que ayudaria a comprender a algunos
de los determinantes de la regulacién de la secrecion de insulina. Se han realizado nu-
merosos experimentos para verificar la union entre 2S-PDZ y variantes de distinta
longitud de ICA512ic, sin éxito. Las técnicas biofisicas empleadas con este proposi-
to fueron: anisotropia de fluorescencia, dicroismo circular, titulacién calorimétrica
isotérmica, exclusién molecular, entrecruzamiento con glutaraldehido y ultrafiltra-
cién. En las condiciones estudiadas, no se ha podido comprobar la formaciéon del
complejo (datos no mostrados).

La estructura reportada de §2S-PDZ ha sido obtenida por difraccién de rayos—X
(cédigo del PDB: 2vrf). Esta estructura es una variante quimerica de 52S-PDZ, en la
cual se fusion6 en el extremo C; un péptido ligando de PDZ. En el cristal, 525-PDZ
aparece como un dimero, en el cual cada mondémero interactia con secuencia ligando
fusionada al otro mondémero. Esta dimerizacion llevé a postular la posibilidad de que
la uniéon de un ligando tenga un efecto estabilizante en la estructura de S2S-PDZ,

como ya se habia demostrado para otros dominios PDZ.
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Parte 11

MATERIALES,
FUNDAMENTOS y METODOS



Capitulo 3
Materiales y equipamiento

En este capitulo se detallan los reactivos, materiales y equipos utilizados para
el desarrollo de este trabajo de tesis, asi como la composicién de las soluciones y

medios de cultivo.

3.1. Soluciones y reactivos generales, y medios de

cultivo

Para preparar todas las soluciones se utilizé agua desionizada y filtrada con el
sistema de purificacién de agua Milli-Q® de la marca Millipore. En el caso de las
soluciones utilizadas en biologia molecular el agua fue ademas autoclavada.

Para las soluciones amortiguadoras de pH se utilizaron los reactivos cloruro de
sodio, fosfatos de sodio monobasico y dibasico anhidros y acido clorhidrico de la
marca Anedra, Tris-HCl de marca USB y dcido etilendiamino tetracético (EDTA)
es de la marca Calbiochem.

La urea utilizada en la desnaturalizacién quimica es de Sigma Aldrich.

Los reactivos utilizados para RMN, N-NH,Cl y 3C-glucosa, son de Cambridge
Isotopes Lab.

Para los medios de cultivo LB o TB (cuya composicion se detalla en la Tabla [T)
se utilizaron tripteina bacterioldgica y extracto de levadura de la marca Britania,
cloruro de sodio de la marca Biopack, glicerol de la marca Anedra y kanamicina de
la marca IVAX. Para la preparacion de todos los medios de cultivo se utilizé agua
destilada, y siempre fueron autoclavados antes de su inoculacién. La solucion de sales
M9 y la solucién Q utilizadas para el medio minimo (Tabla [l) fueron debidamente
esterilizadas previo a su uso.

La composicion de todos los medios y soluciones de cultivo utilizados para la
expresion de 525-PDZ figura en la Tabla[Il
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Capitulo 3. Materiales y equipamiento

‘ Medio de cultivo ‘ Abreviatura ‘ Composicién por litro

Luria-Bertani LB Tripteina bacteriolégica 10 g, extracto
de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g

Luria-Bertani con ka- | LB-Kan tripteina bacterioldgica 10 g, extracto

namicina de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g,
kanamicina 50 pg/ml

Luria-Bertani agar | LB-agar-kan | tripteina bacteriolégica 10 g, extracto

con kanamicina de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g,
agarosa 15 g, kanamicina 50 pg/ml

Terrific Broth TB-Kan tripteina bacteriologica 12 g, extrac-

to de levadura 24 g, glicerol 0,4 %v/v,
solucién de KH,PO, (0,17 M) y de
K,HPO, (0,72 M) 10 %v/v, kanamicina

50 pg/ml

sales M9 (5x) sales M9 (5x) | NaH,PO, 30 g, K,HPO, 15 g, NaCl 2,5
g

Solucion Q Sn Q HCI (5N) 8 ml, FeCl - 4H,0 5g, CaCl,

0,184 g, H,BO, 0,064 g, MnCl, 0,04 g,
CoCl, - 6H,0 0,018 g, CuCl, 0,34 g,
Na,MoO, - 2H,0 0,605 g, ZnCl, 0,5 g
Medio minimo MM sales M9 (5x) 200 ml, MgSO, (1M)
1 ml, tiamina (0,5 %p/v) 10 ml, 3C-
glucosa 2 g, >'N-NH,C1 0,75 g, Sn Q 2
ml

Tabla 1. Composicién de medios y soluciones de cultivo.

3.2. Reactivos y materiales de biologia molecular

Para la amplificacién de la region codificante de f25-PDZ se utilizdé como mol-
de el gen de la la proteina S2-sintrofina gentilmente cedido por el Dr. Stanley C.
Froehner (Instituto de Tecnologia de California, Universidad de Texas, Austin, Es-
tados Unidos), el cual corresponde a la secuencia depositada en el banco de datos
genéticos GeneBank identificada con el codigo NM 006750.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé con la enzima Pfr
Platinum, de Promega. Los oligonucleétidos iniciadores de la PCR fueron encargados

a Operon Eurofins Genomics.

Los geles para electroforesis de ADN se prepararon con agarosa de grado biologia
molecular, de la marca Invitrogen. La solucion TAE (Tabla ) utilizada para la
corrida electroforética se prepard con agua desionizada y filtrada, con Tris-HCI de la
marca USB, acido acético de la marca Anedra, y EDTA de grado biologia molecular
de Calbiochem. Para la purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se utilizo el
sistema de purificacion QiaEX II Gel Extraction Kit 150, de Qiagen.

20 Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


3.3. Reactivos y materiales para la purificacién de proteina

Los plasmidos fueron adquiridos de Invitrogen (pTopo) o Novagen (pET-9b). Las
enzimas de restriccién utilizadas son de las marcas Promega (Ligasa T4 de ADN y
BamHI) y New England Biolabs (Ndel).

Las cepas bacterianas F. coli BL21 (DE3) pLysy E. coli JM109 son de Novagen.

La composicion de las soluciones utilizadas en el clonado de $2S-PDZ figuran
en la Tabla 2

‘ Solucién ‘ Abreviatura ‘ Composicion por litro ‘ Uso
Solucién Tris base 242 g, acido acéti- electroforesis  en
Tris-acetato- | TAE co glacial 5,71, EDTA (0,5

gel de agarosa

EDTA (50x) M pH 8) 1%v/v,
Solucion  de
siembra  en
geles de aga- | GLB (6x)
rosa tipo III
(6x)

Azul de bromofenol | soluciéon para
0,25 %p/v, xilen cyanol | sembrar muestras
FF  0,25%p/v, glicerol | de ADN en geles
30 %v/v de agarosa

Tabla 2. Composicién de las soluciones utilizadas en el clonado de §2S5-PDZ.

3.3. Reactivos y materiales para la purificacion de

proteina

Para la eliminacion del ADN de la fraccion soluble de proteina se utilizé una
desoxirribonucleasa (DNAsa) de SIGMA o de Calbiochem, y una solucién filtrada
de cloruro de magnesio (Anedra).

Para la precipitacién de $2S-PDZ se utiliz6 (NH,),SO, de la marca ICN. Las
cromatografias de intercambio aniénico fueron realizadas con una columna Mono-S
5/50 GL de la marca GE Healthcare Life Sciences, en un equipo de FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography) Jasco PU-2089i. Otras columnas y matrices utili-
zadas en diversas etapas de la puesta a punto de la purificacion fueron: matriz de
intercambio aniénico Q-sepharose, columna de S-Sepharose y columna de exclusién
molecular Sephadex G-50, todas de GE Healthcare Life Sciences.

Los geles de acrilamida fueron preparados con acrilamida de BIO-RAD.

Otros materiales utilizados durante la purificacién de proteinas fueron: membra-
nas de didlisis de 3.5 KDa de corte (Pierce); dispositivos para concentrar proteina
por centrifugacion Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units de la marca (Millipore);
filtros para jeringa estériles (Gamalfil); tubos de plastico de 2 ml de baja adherencia
(Scientific Specific Inc., SSI).

La composicién de las soluciones utilizadas para la purificacion de 2S-PDZ se
listan en la Tabla Bl
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Capitulo 3. Materiales y equipamiento

‘ Solucion ‘ Abreviatura‘ Composicion por litro ‘ Uso
Solucién 9C de lisis Tris-Hel 25 mM pH 8, ED- | resuspensién de bacterias
de lisis TA 5 mM pH 8, NaCl 50mM | para lisis
Solucién A | SC A gogfato de sodio 30 mM pH fase movil en FPLC
., fosfato de sodio 30 mM pH .
Solucion B | SC B 6.5, NaCl 2 M fase mévil en FPLC

Tris-HCI 50 mM pH 6.8,

Solu.c10n elicerol 12% v/v, SDS 8% soluciéon para se/mbrar
de siembra | SB 2x / 1 de b fonol muestras de proteina en
(2x) p/v, azul de bromofenol | (o n)

0,005 %p/v

Tabla 3. Composicién de las soluciones utilizadas en la purificacién de 52S-PDZ.

3.4. Instrumentacion

Para la reaccién en cadena de la polimerasa se utilizé un termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient. La cuba de electroforesis para geles de agarosa, la cuba para
geles de acrilamida y el electroporador para transformar bacterias son de la marca
BIO-RAD. Las celdas de electroporacion son de la marca BIO-RAD y tienen un
paso de 0.2 cm.

Las centrifugas utilizadas tanto para decantar medios de cultivo, como para
separar y/o concentrar proteinas son los modelos J2 y Avanti de la marca Beckman.
Dependiendo del volumen a centrifugar, o de las revoluciones necesarias, se utilizo el
rotor JA-14 o JA-20.

Para la lisis celular por presién se utiliz6 una prensa French (French Pressure
Cell Press) de Thermo IEC.

Para la determinacién de la concentracién de proteina por absorcién de luz UV
se utilizé un espectrofotémetro JASCO-V550 (Jasco Corp., Japén).

Los experimentos de dicroismo circular (CD) se realizaron en un espectropo-
larfmetro JASCO-810 (Jasco Corp., Japon), acoplado a un sistema de regulacién de
temperatura Peltier. Se utilizé una celda de cuarzo con un paso éptico de 0.1 cm.

Los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) fueron realizados
en colaboracion con el Dr. Gerardo Fidelio y la Dra. Inés Burgos en el Centro de
Investigaciones de Quimica Biolégica de Cérdoba (CIQUIBIC-CONICET), Facultad
de Cs. Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba. Se utilizé un calorimetro VP-
DSC (MicroCal Inc.).

Los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron realizados y
procesados por la Dra. Mariana Gallo y el Dr. Martin Arén en la Fundacién Instituto

Leloir, con un equipo Bruker 600 MHz.

22



Capitulo 4

Clonado, expresion y purificacion
de (32S—PDZ

4.1. Clonado de 32S-PDZ

El clonado consistié en la amplificacién de la regién codificante del dominio PDZ
de la proteina [2-sintrofina mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Los oligonucleétidos iniciadores de la PCR (Tabla M) fueron disefiados de modo
tal que el producto de la amplificacién contase con sitios de restriccion para las
enzimas Ndel y BamHI en los extremos 3" y 5 respectivamente. El producto de
la amplificacién fue ligado en el vector de clonado pTOPO utilizando la enzima
Ligasa T4 de ADN, para obtener el pldsmido pTOPO-325-PDZ con el cual se
transformaron bacterias E. coli JM109 para su conservacién. El vector pTOPO-52S—

PDZ fue secuenciado para confirmar la identidad del inserto (Macrogen, Korea).

| Direccién del oligonucledtido | Secuencia (5-3") |
5-3’ AAAAA ACATA TGGTT CGTCG AGTTC GAGTG GTGAA GCAAG AGGC
3-5 AGGAT CCTTA TTTGA CCTCA AGCAG AACCT CCTTG CCC

Tabla 4. Secuencia de oligonucledtidos para amplificar 2S-PDZ.

La region codificante de 52S-PDZ fue posteriormente transferida al vector de
expresiéon pET9b. Para ello se sometio al vector pTOPO-52S-PDZ a una digestion
enziméatica con con Ndel y BamHI. El fragmento de interés producto de la digestion
se separd y purifico a partir de un gel de agarosa, y posteriormente fue ligado al vec-
tor pET-9b. El vector asi obtenido, pET9b-325-PDZ, fue utilizado para transformar
bacterias E. coli JM109 y E. coli BL21 (DE3) pLys, las primeras para conservacién
del vector, y las segundas para la expresién de 52S-PDZ. En ambos casos las bac-
terias fueron conservadas en glicerol 15% v/v a -80 °C. La identidad del inserto en

pET9b-52S-PDZ fue confirmada mediante secuenciacién (Macrogen, Korea).
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Capitulo 4. Clonado, expresion y purificacion de 52S-PDZ

En la Tabla [l figuran las construcciones plasmidicas y cepas utilizadas en el
clonado de 52S5-PDZ.

‘ Nombre del vector ‘ Uso del vector ‘ Inserto ‘
pTOPO-525-PDZ clonado Residuos Val-113 a Lys-195
de la secuencia nativa del dominio $2S-PDZ
pET9b-325-PDZ expresion Residuos Val-113 a Lys-195
de la secuencia nativa del dominio $2S-PDZ

Tabla 5. Construcciones plasmidicas utilizadas en el clonado de 525-PDZ.

4.1.1. Transformacion de bacterias electrocompetentes

La produccién de bacterias E. coli JM109 y BL21 (DE3) pLys electrocompetentes
se realizé como se indica en [39]. Las alicuotas de bacterias electrocompetentes se
conservaron en glicerol 15 % v/v a -80 °C durante no mas de 3 meses.

La transformacion se realizo por electroporacion. Se electroporaron 80 ul de bac-
terias competentes (descongeladas en frio) con 1-2 ul del vector correspondiente en
una concentracion 1-2 ng/ul. La celda de electroporacién se enfrié en hielo y el
electroporador fue programado a 2.5 kV. Inmediatamente después de la electropo-
racién se anadié 1 ml de medio de cultivo LB (Tabla[l]), y se incubaron las bacterias
transformadas a 37 °C y 220 rpm durante 1 hora. Luego se plaquearon 100 pl de la

transformacién en placas de Petri con LB-4dgar-kan (Tabla [T).

4.2. Expresién de $2S-PDZ

4.2.1. Expresion de $2S-PDZ en medio Luria-Bertani

Se inocularon las bacterias F. colt BL21 transformadas con el vector pET9-52S5—
PDZ en un pre-cultivo de 100 ml de LB-kan. Este pre-cultivo se incub6 durante 16-20
horas a 37 °C en agitacién, a aproximadamente 200 rpm, y luego se utilizd para ino-
cular dos erlenmeyer conteniendo cada uno 1000 ml de medio LB-kan (se utilizaron
aproximadamente 50 ml de pre-cultivo por cada litro de cultivo LB-kan). Estos cul-
tivos se incubaron a 37 °C a aproximadamente 200 rpm hasta que alcanzaron una
densidad éptica a 600 nm (DOggo) de 1-1.5. En ese momento se indujo la expresién
de proteina con el agregado de lactosa sélida en una concentracion final de 1% p/v,
y se incubd el cultivo durante 4 horas, a 37 °C y a 180 rpm. Este protocolo de
expresion fue modificado durante el desarrollo de esta tesis para aumentar el nivel

de expresion de proteina, como se describe a continuacion.
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4.3. Particién de $2S-PDZ

4.2.2. Expresion de f2S—-PDZ en medio Terrific Broth

Para aumentar el rendimiento de la expresién de proteina 2S-PDZ se ensayaron
protocolos con diversos medios de cultivo y condiciones de crecimiento e inducciéon
[40]. El protocolo elegido para expresar 2S-PDZ fue el siguiente: se inoculé un pre-
cultivo de 100 ml de LB-kan con las bacterias E. coli transformadas con el vector
pET9-52S-PDZ. Este pre-cultivo se incubd durante 16-20 horas a 37 °C en agita-
cion, a aproximadamente 200 rpm, y luego se utilizé para inocular dos erlenmeyer
conteniendo cada uno 800 ml de medio TB-kan (aproximadamente 50 ml de pre-
cultivo cada 800 ml de medio TB). Estos cultivos se incubaron a 37 °C y a 180-200
rpm hasta que alcanzaron una DOgyy de 1-1.5. Una vez que los cultivos alcanzaron
esta DOggo se colocaron a aproximadamente 10 °C para bajar su temperatura y de-
tener el crecimiento de las bacterias. Luego se indujo la expresién con el agregado de
lactosa sélida en una concentracién final de 1% p/v, y se incub6 a 18 °C, a 180-200
rpm, durante 18-20 horas. Las inducciones ‘lentas’ (a bajas temperaturas durante
tiempos mas largos) favorecen la produccién de una mayor cantidad de proteina co-
rrectamente plegada, y por lo tanto una mayor particién de la misma en la fraccion
soluble [40].

4.2.3. Expresion de f2S-PDZ en medio minimo

Para los experimentos de resonancia magnética nuclear se expresd la proteina
en medio minimo (MM) suplementado con N o con N y 13C segiin necesario. Se
inocul6 un pre-cultivo de 10 ml de LB-kan con las bacterias F. coli transformadas con
el vector pET9-52S-PDZ. Este pre-cultivo se incubd durante aproximadamente 16
horas a 37 °C, y posteriormente se utilizé para inocular dos erlenmeyer, cada uno con
1000 ml de MM suplementado con kanamicina 50 pug/ml (aproximadamente 5 ml de
pre-cultivo por cada litro de MM). Este cultivo se incubé durante aproximadamente
6 horas a 37 °C, luego de las cuales se indujo la expresion con el agregado de IPTG
hasta una concentracién de 0.5 mM. Se disminuy6 la temperatura del cultivo a 18
°C y se incub¢6 durante 18-20 horas a 200-220 rpm.

4.3. Particion de $2S—PDZ

La determinacion de la particion de f2S-PDZ se realiz6 de la siguiente forma: se
inocularon 100 ml de medio LB-kan con 5 ml de un pre-cultivo de LB-kan inoculado
con bacterias E. coli transformadas con el vector pET9-325-PDZ. Cuando el cultivo
alcanz6 una DOgyp=1 se tomé 1 ml de muestra de cultivo (tiempo cero de induccién),
y se indujo la expresién con IPTG 1 mM final. Este cultivo se incub6 a 37 °C

durante 4 hs, durante las cuales se tomdé una muestra de 1 ml del cultivo cada
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una hora. Estas muestras se centrifugaron a 2500 g, durante 15 minutos a 4 °C, se
descarto el sobrenadante, y la biomasa se resuspendié en 500 pl de agua desionizada.
Las bacterias fueron lisadas por sonicacién (3 pulsos de 15 segundos a 4 V). Luego
de la lisis se tomé una muestra de 100 pl de esta suspension, la cual consiste en
la fraccién total (FT). El resto de la solucién fue centrifugada a 10000x g durante
5 minutos, para separar el sobrenadante (FS, fraccién soluble) del precipitado (FI,
fraccién insoluble). A todas estas las fracciones se les agregd un volumen de SB
2x (Tabla [3]). Estas muestras se analizaron por electroforesis en gel de acrilamida

desnaturalizantes (ver més adelante).

4.4. Purificacién de 52S-PDZ

Luego de la induccién, las bacterias se colectaron por centrifugacién a 2500x g,
durante 15 minutos a 4 °C, y la biomasa obtenida se resuspendi6 en SC de lisis (Tabla
B) hasta un volumen final de 20-25 ml, con el agregado de PMSF en concentracién
final 1 mM. La ruptura de la células (lisis) se realizé aplicando una presién de
1000 psi en una prensa francesa. La mezcla obtenida luego de la ruptura celular se
centrifugé a 10000x g durante 20 minutos a 4 °C. La fraccion soluble, que es la que
contiene a [2S-PDZ, se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente con
DNAsa en una concentraciéon 0.05 mg/ml final y MgCl, en una concentracién 50
mM final.

El primer protocolo de purificacién de 52S-PDZ que desarrollamos en el labo-
ratorio [41] consistia en la lisis celular y separacién de la fraccién soluble, la cual
se sometia a una purificacion mediante una cromatografia de intercambio aniénico,
seguida de una cromatografia de exclusién molecular; y por ultimo se realizaba una
cromatografia de intercambio cationico. Posteriormente se realizaron varios ensayos
para la puesta a punto del proceso de purificacion, con la finalidad de obtener mayor
rendimiento. Finalmente se optd por el protocolo que se describe a continuacién:

Los pasos de ruptura celular, separacién de la fraccién soluble e incubaciéon con
DNAsa fueron realizados como se explicO mas arriba. Posteriormente se agregd a
la fraccién soluble después de la lisis (NH,),SO, sélido al 47 % de saturacién, y se
dejo en agitacion muy suave durante 45 minutos a 10 °C aproximadamente. Luego
se centrifugd a 12000x g durante 20 minutos a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante,
al cual se le agregé (NH,),SO, a un 80 % de saturacién (se consideré que se partia
de un 47 % de saturacién). Esta solucién se incubé a 10 °C durante 45 minutos, en
agitacion muy suave. Posteriormente se centrifugd a 12000x g durante 20 minutos a
4 °C. Se recuperd el precipitado y se resuspendié en SC de lisis hasta un volumen
aproximadamente igual al que se tenia antes del primer paso de precipitacion. Luego

se sometié a una didlisis intensiva (24-36 horas) contra SC A (Tabla [3)), utilizando
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4.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante

una membrana de corte 3.5 KDa y realizando dos cambios de la SC A de 1 litro cada
uno, e incubando cada didlisis 12-18 hs. Luego la muestra dializada se centrifugd a
12000x g durante 15 minutos a 4 °C para eliminar agregados insolubles. La muestra
dializada y centrifugada se purificé mediante cromatografia de intercambio iénico,
utilizando una matriz de intercambio catiénico acoplada a un equipo de FPLC.
Se utilizé como fase mévil las SC A y B (Tabla [3). El gradiente consistié en un
aumento lineal de concentracién salina de NaCl desde 0 M hasta 2 M en una hora,
a un fluyjo de 0.5 ml/min. La pureza de la muestra se verificé por electroforesis
en gel de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). En caso de ser necesario,
se realizd una segunda purificacién por intercambio catiénico, previa dialisis de las
fracciones conteniendo a S2S-PDZ contra 500 ml de SC A durante aproximadamente

4 horas, y luego contra 1 litro de SC A aproximadamente 12 hs.

4.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida desna-

turalizante

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
fue realizada en geles con una concentracién de poliacrilamida del 12% [42]. Las
muestras para SDS-PAGE se diluyeron a la mitad en SB 2x con -mercaptoetanol
al 4%v/v; y se incubaron a 100°C durante 10 minutos. El volumen de muestra
sembrado en el gel dependié de cada muestra. En cada corrida se agregd un patron
de pesos moleculares (PM), a fin de estimar el peso en kDa de cada banda de las
muestras sembradas. Las condiciones de corrida de los geles fueron las siguientes:
el gel de ‘apilamiento’ (stacking) se corrié a un voltaje constante de 60 V, y el gel
de ‘separacion’ (separating) se corrié a un voltaje constante de 100 V. Los geles
se tinieron con Coomassie Brilliant Blue R250 0.3 % en metanol:acido acético:agua
(3:1:6) y luego se decoloraron con una solucién de etanol:dcido acético:agua (3:1:6)
hasta la visualizacién de las bandas. Luego de la tincién los geles se conservaron en

agua desionizada.
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Caracterizacion estructural y

dinamica

5.1. Analisis bioinformatico

Para el analisis de la secuencia de aminoacidos de $25-PDZ se utilizé la he-
rramienta ProtParam del servidor ExPASy (http://www.expasy.org)). Con esta
herramienta es posible obtener parametros fisicos y quimicos tedricos a partir de la
secuencia primaria de la proteina. Estos parametros fueron utilizados como referen-
cia para la caracterizacion estructural.

La estructura cristalografica de f25-PDZ se encuentra disponible en la base de
datos Protein Data Bank, PDB (http://www.rcsb.org) con el cédigo 2vrf. Para
la visualizacion y el andlisis de la estructura tridimensional se utilizo el programa
Visual Molecular Dynamics (VMD). La distribucién de cargas en las estructuras
cristalinas de $2S-PDZ y otros dominios PDZ se analiz6 calculando la superficie de
potencial electrostatico aplicando el modelo adaptativo de potencial electrostatico
de Poisson-Boltzmann (APB) [43] utilizando el programa VMD [21].

5.2. Determinacion del peso molecular por espec-

trometria de masa

Se confirm6 el peso molecular de S2S-PDZ por espectrometria de masa. La
técnica permitié ademas confirmar la pureza de la muestra purificada.

Los experimentos de espectrometria de masa fueron realizados en el Laboratorio
Nacional de Investigacién y Servicios en Péptidos y Proteinas (LANAIS-PRO) de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA-CONICET). Se utilizaron las meto-
dologias de ionizacién por electrospray (ESI, del inglés electrospray ionization) con

un equipo LCQ Duo Ion Trap, o por desorcién/ionizacion laser asistida por matriz
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5.3. Determinacién de la concentracion

(MALDI, del inglés matriz-assisted laser desorption/ionization).

5.3. Determinacion de la concentracion

5.3.1. Fundamentos

Dado que $2S-PDZ no posee residuos de triptofano (Trp) ni de tirosina (Tyr),
la concentracién de [2S5-PDZ se determind utilizando la absorbancia a 214 nm
(Asp,)- La base de esta forma de determinacién de la concentracion es que la Ay,
esta dominada por las contribuciones de los enlaces peptidicos y de los residuos de
fenilalanina, tirosina, triptofano, histidina, asparagina y glutamina. Para calcular el
coeficiente de extincién molar a 214 nm (ey,,) de S2S-PDZ se utilizé la siguiente

ecuacion [44]:

€214 = ( I\I]res -1 -+ NAsn -+ NGln) - 2846 + NTyr - 5755 + 1\11411S . 6309+
Nphe - 7208 + Ny, - 22735

donde N, es el nimero de residuos de la proteina, y Nagn, Nain, Nryr, Nais, Npne,
Ntyp, son el nimero de residuos de asparaginas, glutaminas, tirosinas, histidinas,

fenilalaninas y triptofanos, respectivamente.

5.3.2. Protocolo

Para la cuantificacién por absorbancia a 214 nm se realizé, en todos los casos, una
dilucién 1:10 de la muestra concentrada de proteina en agua o en solucién de fosfato
de sodio 30 mM pH 7.5, y se resto el blanco correspondiente. Es importante tener
presente que a 214 nm existen muchas sustancias contaminantes que absorsorben luz
de esa longitud de onda en forma significativa, e incluso lo hacen algunos reactivos
utilizados para preparar soluciones reguladoras de pH. Por este motivo, en este
trabajo de tesis la determinacién de la concentracion se realizd en soluciones de

fosfato de sodio o agua.

5.4. Caracterizacion de la estructura secundaria
por CD

5.4.1. Fundamentos

El dicroismo circular (CD, del inglés circular dichroism) es una técnica espec-
troscopica utilizada para estudiar caracteristicas conformacionales de macromolécu-

las. En particular en el caso de las proteinas permite hacer inferencias acerca de
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la estructura secundaria y terciaria de las mismas, por lo cual es una técnica tutil
y rapida para comprobar la integridad de una muestra proteica. Por otro lado, el
CD se utiliza también como sonda en estudios de estabilidad termodinamica y de
cinética de proteinas.

El efecto optico llamado dicroismo circular se debe a la absorcién diferencial
de los componentes de la luz polarizada. La luz polarizada en un plano se entiende
como la sumatoria de dos componentes circularmente polarizados, uno levégiro (E; )
y otro dextrégiro (Eg), de igual magnitud. Cuando la luz polarizada atraviesa una
muestra quiral, como lo es una solucién de proteina, los componentes Fy y £} son
absorbidos de forma diferencial, de modo tal que la radiacion resultante es eliptica-
mente polarizada. Los espectropolarimetros miden la diferencia en la absorcion de
los componentes Ep v E; (AE=ER-E|), v lo reportan en términos de elipticidad
(0) en miligrados, siendo 6 = tan~t(b/a), y donde b y a son los ejes menor y ma-
yor de la elipse resultante. La relacién entre AE y la elipticidad (en miligrados) es
simplemente 0 = 3298AFE. El espectro de CD se obtiene al medir 6 en funcién de la
longitud de onda [45, [46].

La elipticidad medida en el equipo se transforma a elipticidad molar segtn:
0] = —7— (5.2)

donde [0] es la elipticidad molar (grados-cm?-dmol™?), 0 es la elipticidad en miligra-
dos, [c] la concentracién molar de la proteina, [ es el paso 6ptico de la celda en
centimetros, y n el nimero de enlaces peptidicos de la proteina (ntimero de residuos

menos uno). Esta estandarizacién permite la comparacién entre diferentes muestras.

El CD y la estructura secundaria de las proteinas

Los croméforos en las proteinas son el enlace peptidico (por debajo de los 240
nm), los residuos arométicos (entre los 260 y los 320 nm) y los enlaces disulfuro
(bandas débiles de absorcién en torno a los 260 nm). Algunos co-factores y ligandos
también pueden inducir senales de CD en las muestras proteicas.

La informacion acerca de la estructura secundaria de las proteinas se obtiene a
partir de los espectros de CD en la regién UV-lejana, entre los 180 y los 240 nm (CD
lejano). Los grupos amida del enlace peptidico tienen dos transiciones electrénicas,
n — 7y m; — 7", con bandas de absorcion a 215-230 nm y a 185-200 nm respecti-
vamente. Estas transiciones generan los espectros caracteristicos de los elementos de
estructura secundaria: el espectro de CD-lejano de una proteina con una estructura
compuesta solamente por hélices o presenta dos minimos caracteristicos en torno a
los 222 nm (n — 7*) y a los 208-210 nm (7§ — 7*), y un méximo més intenso a 191-

193 nm (7§ — 7*). La intensidad de las tres bandas estd relacionada con la cantidad
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de contenido helicoidal de la proteina. Las proteinas con estructuras exclusivamente
[ suelen presentar un minimo que se encuentra generalmente entre los 210 y 225
nm (n — 7%), aunque se han descrito algunos casos donde proteinas que son todas
hebras  (determinado por resonancia magnética nuclear) tienen una banda nega-
tiva intensa alrededor de 200 nm, como los péptidos con estructura aleatoria [47],
senal que se atribuye a la presencia de hebras-3 cortas e irregulares. En el espectro
de hebras el maximo es de mayor intensidad que el minimo, y aparece entre 190 y
200 nm (7§ — 7*). Por ultimo, las proteinas con estructura aleatoria presentan por

lo general una banda negativa intensa cerca de 200 nm (7§ — 7*) [2], 40]

5.4.2. Protocolo

La estructura secundaria de ($2S-PDZ fue analizada por espectrocopia de di-
croismo circular en el UV-lejano. Los espectros de CD-lejano fueron tomados a 20
°C. Se promediaron tres espectros de la solucién blanco (fosfato de sodio 50 mM pH
7.5) vy seis espectros de la solucién de proteina, barriendo la regién entre 180 nm y
240 nm. Ademsds, para cada una de las muestras se tomo un espectro entre 180 nm
y 340 nm, de modo de utilizar el promedio de la senal entre 320 nm y 340 nm para
ajustar la linea de base (la elipticidad entre 320 y 340 nm es llevada a cero con este
valor promedio). Los datos fueron posteriormente suavizados mediante un filtro de
Saviztky-Golay, con una ventana de 4 puntos y un polinomio de orden 2 [48]. La

senal registrada fue convertida a elipticidad molar segin la Ecuacién

5.5. Caracterizaciéon por espectroscopia de reso-

nancia magnética nuclear

5.5.1. Teoria basica de espectroscopia de resonancia magnéti-

ca nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) estd basada en una
propiedad de los ntcleos llamada momento angular o spin. Los ntcleos atémicos
con numeros masicos impares tienen un spin, mientras que los nicleos con niimeros
masicos pares pueden tener o no esta propiedad. Los nicleos con esta propiedad no
son otra cosa que particulas con carga que giran en torno a un eje, lo que produce
una corriente en un circuito cerrado, y por lo tanto un campo magnético [49].

En RMN de proteinas, los nticleos con spin méas importantes son el 'H, el 13C y
el 1°N. Dado que el N y el *C no son los isétopos mas abundantes de nitrégeno y
carbono respectivamente, para trabajar con RMN de proteinas es necesario producir

las mismas marcadas isotépicamente con N y/o 3C. El spin de estos ntcleos
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presenta dos estados, denominados a y (. Estos dos estados normalmente tienen la
misma energia y se encuentran igualmente poblados, pero en presencia de un campo
magnético externo se separan en dos niveles de energia distintos, siendo el estado
a de energia ligeramente mas baja que el estado 5. La diferencia de energia entre
estos estados es proporcional a la fuerza del campo magnético externo y al radio
giromagnético del nucleo (el cual es una constante intrinseca para cada nicleo).
Esta diferencia de energias (o de frecuencia) es pequena y es del orden de las radio
frecuencias (RF). E1 RMN se basa en la absorcién diferencial de radiacién del orden
de las radiofrecuencias por los distintos nticleos activos. La frecuencia necesaria para
que un nucleo entre en resonancia con el campo magnético externo depende de cada
nucleo, y de la fuerza del campo magnético externo, y se denomina ‘frecuencia de
resonancia’.

Los nticleos estan rodeados de electrones que los protegen parcialmente del campo
magnético externo al que se ven sometidos. Estos electrones se mueven generando
un pequeno campo magnético inducido que se opone al campo magnético externo.
El resultado de este fenémeno es que el campo magnético que realmente llega al
nicleo es mas débil que el campo externo, y por lo tanto, se dice que el nticleo
estd protegido o ‘apantallado’. Asi, el valor del spin se ve afectado por el entorno
quimico del atomo, ya que el campo magnético efectivo sobre cada ntcleo es la suma
del campo aplicado junto con dos componentes. Una se debe a los spins de dtomos
vecinos. La otra surge de corrientes electrénicas locales inducidas por el campo
magnético, es decir, del apantallamiento. Esto hace posible un espectro de RMN;,
en el cual diversos ntcleos de un mismo tipo presentan frecuencias de resonancia
ligeramente diferentes de acuerdo al entorno quimico de cada uno. Es esta diferencia
la que permite extraer informacién estructural de la molécula en cuestién. En una
proteina, vista como una red muy compleja de a&tomos, cada atomo tiene un entorno
distinto segun la configuracion espacial en la que se halle la molécula.

Como la diferencia de energia entre los estados o y 5 depende ademés del cam-
po magnético aplicado, para independizarse del mismo se define el desplazamiento
quimico (4):

§ =10 — Vref]/Vref

donde v es la frecuencia de resonancia del nicleo de interés y v,.¢ es la frecuencia de
resonancia de una referencia (sometida exactamente al mismo campo magnético que
la muestra de interés). Las frecuencias de resonancia tienen valores en Hz muy bajos,
por lo cual se multiplican por un millén; y la divisién por la v,y permite independi-

zar el desplazamiento quimico del campo magnético externo, y asi poder comparar

La relacién de proporcionalidad entre la frecuencia de rotacién y la energfa (E) de una particula
estd dada por: £ = Aw, donde w es la frecuencia angular de la particula y h es la constante de
Planck reducida, 1,0546 - 10734J - s
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muestras medidas en diferentes equipos o campos. El desplazamiento quimico se

informa en partes por millén (ppm) [50].

Acoplamiento escalar y acoplamiento dipolar

La influencia de los spins de un ntcleo en los spins de los ntcleos vecinos se
manifiesta en un efecto que se conoce como acoplamiento. Hay dos tipos de acopla-
miento. El acoplamiento escalar, que ocurre a través de los enlaces quimicos entre
dos ntcleos, y el acoplamiento dipolar que ocurre a través del espacio. En el caso del
acoplamiento escalar, al existir dos ntcleos acoplados, uno de ellos ‘siente’ a través
de los enlaces quimicos un incremento o decremento de campo magnético debido al
momento angular del nicleo vecino, que puede estar orientado paralelo o antipara-
lelo al campo aplicado. Cuando dos nticleos estan acoplados, la senal de cada uno se
presenta desdoblada en un doblete centrado en la frecuencia del momento angular
de su nucleo. La separaciéon de ambos desdoblamientos es la misma y toma una
magnitud denominada constante de acoplamiento escalar (J, que tiene unidades de
Hz). Esta constante depende de la estructura quimica de la molécula y no del campo
magnético externo.

Si los dos nicleos son del mismo tipo, por ejemplo dos protones, el sistema se
denomina homonuclear; si el sistema esta compuesto por dos nicleos distintos, como
es el caso del acoplamiento "H-13C| se trata de un sistema heteronuclear [49].

El acoplamiento dipolar, en cambio, se transmite a través del espacio, es decir,
que se trata de la influencia de nicleos cercanos pero no directamente unidos por
enlaces quimicos. Requiere de proximidad espacial entre los ntcleos, y varia con la
inversa de la distancia a sexta potencia. Este tipo de acoplamiento se manifiesta
a través del efecto conocido como NOE, (del inglés, Nuclear Overhauser Effect).
El efecto NOE se puede entender de forma sencilla tomando en consideracion dos
nucleos activos cercanos en el espacio, no equivalentes. Cuando uno de estos nicleos
es excitado, el dipolo magnético perturba el estado de equilibrio del otro ntucleo
(interaccién dipolo-dipolo), produciéndose una transferencia de la magnetizacion
a través del espacio de uno a otro ntcleo. El cambio de intensidad de la senal
originado por esta interaccion dipolar es el efecto NOE. El acoplamiento dipolar
también produce un desdoblamiento de la senial de RMN y estd cuantificado por

una constante de acoplamiento, en este caso, dipolar.

5.5.2. Asignacion del espectro de RMN de proteinas
Fundamentos

El efecto del acoplamiento permite la transferencia de la magnetizacion entre dos

nicleos acoplados y es la base de la espectroscopia multidimensional. En proteinas el
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(a) (b)

ISN

Figura 6. (a) Esquema de un espectro de RMN en dos dimensiones, que muestra el
acoplamiento entre dos niicleos activos, >N y 'H. (b) Esquema de un experimento de
RMN en tres dimensiones, que muestra el acoplamiento entre los nticleos °N, 13C y
'H

espectro de RMN base es el espectro bidimensional protén-nitrégeno (H-N). En este
caso la transferencia de la magnetizacién se basa en el acoplamiento escalar entre el
proton y el nitrégeno amidicos (Hy-N), unidos covalentemente con una constante de
acoplamiento de 92 Hz. Las senales en este espectro bidimensional tienen como coor-
denadas el desplazamiento quimico de cada ntucleo, y surgen como un ‘pico cruzado’
(crosspeak) en ese espectro cada vez que existe un acoplamiento entre los ntcleos
de cada tipo (Figurafl(a)). Tomando como ejemplo el par Hy-N, dado que por cada
residuo existe uno de estos pares, un espectro bidimensional de acoplamiento entre
H y N deberia presentar en principio tantos picos como residuos tenga la proteina
(excepto en el caso de las prolinas, que no poseen protén amidico), més los picos
correspondientes a las cadenas laterales de Trp, Gln y Asn, que aparecen en zonas
caracteristicas del espectro. Este hecho, sumado a que el nitrogeno es un nticleo
cuyo desplazamiento quimico es muy sensible al entorno quimico, hacen que cada
proteina presente un espectro bidimensional H-N caracteristico, y asi este espectro

bidimensional H-N es una ‘huella dactilar’ de la proteina.

Los experimentos de tres dimensiones (3D) muestran la correlacién entre tres

ntcleos activos, como se esquematiza en la Figura [6(b)

El espectro bidimensional H-N clasico en RMN de proteinas se denomina de
correlacion cudntica simple heteronuclear (*N-'H-HSQC, del inglés Heteronuclear
Simple Quantum Correlation), que muestra la correlacién entre los protones amidi-

cos (Hy) v el nitrégeno al cual se encuentran unidos. En este experimento la magne-
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tizacion es transferida desde un protén unido a un N a través de un acoplamiento
Jyn- El desplazamiento quimico evoluciona desde el Hy al N, y luego es transferido
de vuelta al Hy donde se detecta. Como se mencion6 anteriormente, el espectro que
de PN-'H-HSQC es tnico para cada proteina. Cada pico representa el acoplamiento
I°N-Hy en cada enlace peptidico. Ademds, se pueden obtener sefiales de los enlaces
I°N-Hy de asparaginas, glutaminas, triptofanos, y, bajo determinadas condiciones

experimentales; de argininas, lisinas e histidinas [51].

Para poder interpretar los espectros RMN es necesario primero asignarlos. El
proceso de asignacién implica asociar cada pico (cada resonancia) en el espectro de
ISN-TH-HSQC con un niticleo de la proteina, es decir, asociar cada pico a un residuo
de la cadena polipeptidica. Para esto es necesario realizar una serie de experimentos
en 3D complementarios entre si, basados en el acoplamiento escalar entre los nticleos
Hy-N, y en la tercera dimensién, con los carbonos del esqueleto peptidico. Este pro-
ceso es la ‘asignacion del esqueleto carbonado’ de una proteina. Por otro lado, como
el valor del desplazamiento quimico y del acoplamiento varia con la conformacion y
el entorno quimico en el que se encuentran los atomos, la asignaciéon también per-
mite obtener informacion conformacional asociada a cada residuo, en particular de

la estructura secundaria de la proteina.

Experimentos en tres dimensiones

A continuaciéon se describen brevemente los experimentos en 3D realizados en
este trabajo de tesis para la asignacién del espectro de N-'H-HSQC de 32S-PDZ,
que son los siguientes: HNCA, HNCO, HN(CO)CA, CBCA(CO)NH, HN(CA)CO,
CBCANH, 15N-NOESY y 15N-TOCSY.

» HNCA: en el experimento de HNCA la magnetizacion del Hy es transferida en
primer lugar al nitréogeno amidico al cual esta directamente unido, y luego del
nitrégeno pasa al carbono a (C,) del mismo residuo (residuo i) (Figural[) via
acoplamiento escalar Jy_¢,, y al carbono « del residuo precedente (residuo i-
1), que se encuentra a dos enlaces del N. De los dos C,, la magnetizacién retorna
al protén amidico pasando por el nitrogeno. El nombre del experimento indica
los niicleos por los cuales pasa la magnetizacién (Hy-N-C, ), y en la FiguraRlse

muestra esquematicamente como procede la transferencia de la magnetizacion.
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o Cg
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H H O H O

Residuo i-1 Residuo i

Figura 7. Nomenclatura. En los experimentos de RMN se indica a cada residuo como
‘Residuo 4’, y al residuo precedente en la secuencia como ‘Residuo i-1’.

Figura 8 HNCA. Se muestra como procede la magnetizacion en el experimento de
HNCA. Este experimento permite detectar al C,, del residuo i, y al C,, del residuo i-1.
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El desplazamiento quimico evoluciona tanto para el Hy como para el N y
para el C,, por lo que resulta en un espectro tridimensional. Dado que el N
estd acoplado tanto al C, del residuo propio como al del residuo precendente,
ocurren ambas transferencias y las constantes de acoplamiento no son tan
diferentes (11 y 8 Hz, para el C del mismo residuo y del residuo precedente,
respectivamente). Asi, en el espectro de HNCA aparecen los dos C,, a un mismo
valor de desplazamiento quimico del N amidico: uno correspondiente al C, del
residuo 4, centrado en la frecuencia Hy(i)-N(i), y otro correspondiente al C,
del residuo i-1, centrado en la frecuencia Hy(i)-N(i)-C,(i). Generalmente, el

pico del C, del residuo i-1 es menos intenso que el del residuo 1.

HNCO: La magnetizacién se transfiere desde el Hy al nitrogeno amidico, y
luego selectivamente al carbono carbonilico (CO) via acoplamiento Jy_co (15
Hz). La magnetizacién luego vuelve al Hy a través del nitrégeno amidico para
su deteccion. Ademads, muestra las correlaciones CO-H-N de las cadenas late-

rales de Asn y Gln. Se utiliza para obtener el valor de desplazamiento quimico
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(0) del CO del residuo i-1. En la Figura [ se muestra esqueméticamente como

procede la transferencia de la magnetizacion.

Figura 9. HNCO. Se muestra como procede la magnetizacién en el experimento de
HNCO. Este experimento se utiliza para detectar al carbono carbonilico (CO) del
residuo -1.

» HN(CO)CA: el espectro de HN(CO)CA complementa al de HNCA para asig-
nar las senales de los C,. En este experimento la magnetizacion se transfiere
del Hy al N y al CO. Luego es transferida al C, del residuo 1. El despla-
zamiento quimico solo evoluciona para en Hy, el N, y el C, del residuo ¢-1,
pero no para el C(ﬂ. Este experimento genera un espectro similar al HNCA,
pero selectivo para el C, del residuo i-1, de modo que facilita distinguir los
C, entre si. En la Figura [I0] se muestra esquematicamente como procede la

transferencia de la magnetizacion.

Figura 10. HN(CO)CA. Se muestra c6mo procede la magnetizacién en el experimento
de HN(CO)CA. Este experimento permite detectar al C,, del residuo i-1.

2Por ello en el nombre del experimento se indica el CO entre paréntesis (también puede en-
contrérselo indicado en minuscula), lo que indica que ese nicleo no se detecta.
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» CBCANH: en este caso la magnetizacion es transferida desde el H, y del Hg

hacia el C, y el Cpg respectivamente; y luego desde el Cg al C,. De aqui es
transferido primero al N amidico y luego al Hy para su deteccién. La transfe-
rencia desde el C,(i-1) puede ocurrir tanto hacia el N amidico -1 como hacia
el N del residuo . De esta forma en el espectro se observan dos C, y dos Cg por
cada grupo amida. El desplazamiento quimico evoluciona simultaneamente en
el C, y el Cg, de modo que ambos aparecen en una dimensiéon. Los desplaza-
mientos quimicos en las otras dos dimensiones son del Hy y del N amidico. En
la Figura [[1] se muestra esquematicamente como procede la transferencia de

la magnetizacion.

Figura 11. CBCANH. Se muestra cémo procede la magnetizacién en el experimento
de CBCANH. Este experimento permite detectar al Cg y al C,, de residuo 7, y también
alos Cg y C, de residuo i-1 aunque menos intesos.
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» HN(CA)CO: en este caso la magnetizacién es transferida del Hy al N y luego

al C, a través del acoplamiento Jy_c,. Luego es transferida al CO median-
te acoplamiento J,_cq, evoluciona su desplazamiento quimico, y vuelve de
forma inversa para su deteccién. En el espectro tridimensional resultante se
observa un pico en el carbono correspondiente al CO del residuo i, dado que
el acoplamiento entre el N(i), y el C,(i) es més fuerte. Sin embargo puede en
algunos casos verse también el CO del residuo precedente cuyo acoplamiento
N(i)- C,(i-1), es menor. En la Figura [[2 se muestra esquemédticamente como

procede la transferencia de la magnetizacion.
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Figura 12. HN(CA)CO. Se muestra c6mo procede la magnetizacién en el experimento
de CBCANH. Este experimento permite detectar al carbono carbonilico del residuo i.

» 15N-TOCSY: (del inglés, total correlation spectroscopy) este es un experimen-
to 3D donde la tercera dimension es también el H. Después de un periodo
isotropico de mezcla, la magnetizacion se transfiere desde el protéon amidi-
co a todos los protones que forman parte del mismo sistema de spins. En la
Figura 13| se muestra esqueméaticamente como procede la transferencia de la

magnetizacion.

Figura 13. 15N-TOCSY. Este experimento permite ver nicleos que estdn acoplados
directamente y ntcleos que estan acoplados a un tercero en comun, es decir, muestra
la correlacion de nicleos que se encuentran formando un sistema de spin.

= 15N-NOESY: (del inglés, nuclear Overhauser effect spectroscopy) también en
este caso la tercera dimension es el H. En los espectros de NOESY se pue-
den observar las interacciones entre protones debido al acoplamiento dipolar,
es decir, a través del espacio. Por lo tanto, la correlacion entre dos senales
indica que los hidrégenos responsables de esta correlacién estdn cercanos en

la estructura tridimensional, sin importar el nimero de uniones quimicas que
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los separen. La magnetizacion se transfiere durante un periodo de mezcla de-
terminado desde un ntcleo a otro cercano en el espacio; cuanto més largo es
este tiempo de mezcla, mayor es el alcance de la transferencia de la magneti-
zacion, correlacionando nicleos mas lejanos entre si. Este es el espectro base
para determinar la estructura 3D de una proteina. En la Figura [I4] se muestra

esquematicamente como procede la transferencia de la magnetizacién.

Figura 14. NOESY. Este experimento permite ver el acoplamiento dipolar entre
protones. El espectro de NOESY muestra todas las combinaciones posibles de protones
en la molécula. Un cruce de picos indica que el par de protones esta separado por menos
de 5 A, mientras que la ausencia de un pico indica una distancia mayor.

Protocolo

Se expresé 32S-PDZ en medio minimo suplementado con N-NH,CI (1°N-32S-
PDZ) para los experimentos en dos dimensiones, y con N-NH,Cl y 3C-glucosa
(1°N-13C-32S-PDZ) para los experimentos en tres dimensiones. Los experimentos
en dos dimensiones se realizaron con una concentracién de f25-PDZ de 100 uM, y
los experimentos en tres dimensiones con una concentracion de 380 M. En todos los
casos se utilizé solucion de fosfato de sodio 50 mM pH 7.5, suplementada con agua
deuterada (D,0) a una concentracién de 5% v/v final. En el Apéndice [Blse encuen-

tran tabulados los valores de desplazamiento quimico de los nicleos determinados.

Todos los espectros fueron procesados con el programa NMRPipe [52], y analiza-
dos con el programa NMRView [53]. El proceso de asignacién de la cadena carbonada
se realizo de forma manual, combinando la informacion aportada por los experimen-
tos 2D y 3D.

La validacién de la asignacion se realiz6 con el programa TALOS+ [54]. TALOS+
es un programa que se utiliza para predecir la estructura secundaria de una proteina

en solucion a partir de cinco valores de desplazamiento quimico por residuo del
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esqueleto carbonado (Ha, Ca, Cf, C carboninilo, N amidico). El programa TALOS+
se basa en el hecho de que los desplazamientos quimicos se correlacionan con la
estructura secundaria de la proteina; y predice el valor de los dngulos de torsién
phi y psi del esqueleto carbonado para cada residuo 4, considerando los valores de
desplazamiento quimico del residuo i-1 y del residuo i+1 (y por ende es necesario
conocer la estructura primaria). Posteriormente confronta los valores predichos con
aquellos disponibles en una base de datos. Como en nuestro caso disponiamos de las
estructuras secundaria y terciaria de §2-PDZ, esta estrategia nos sirvié para validar
el espectro asignado.

Agradecemos el trabajo de la Dra. Mariana Gallo y del Dr. Martin Aran, quienes

interpretaron y analizaron todos los espectros hasta lograr la asignacién (y valida-
cién) del espectro de 52S-PDZ.

5.5.3. Determinacion del radio hidrodinamico por RMN
Fundamentos

El radio hidrodindmico (R,,) de una proteina se define como el radio de una esfera
rigida equivalente, con el mismo coeficiente de difusién que la proteina. El R, da
una estimacion del tamano de una proteina globular, de modo que es un pardmetro
util para determinar el estado de agregacion, la forma hidrodinamica que adopta la
proteina en solucion, la presencia de ligandos, cambios conformacionales, etc. En el
caso particular de esta tesis, la medicién del R, se realiz6 para determinar el estado
de agregacion de $2S-PDZ en las condiciones de trabajo usuales.

El R, puede ser determinado por dispersiéon dindmica de luz, o por resonancia
magnética nuclear [55]. La determinacién del R, por RMN implica la determinacién

del coeficiente de difusién segtn la ecuacién de Stokes-FEinstein:

ky - T

Dyip = ——m——
@ 6-7m-1n- Ry

(5.3)
donde Dy es el coeficiente de difusion, k; es la constante de Boltzmann, 7' es la
temperatura en grados Kelvin y n es la viscosidad de la solucién de proteina.

Los coeficientes de difusién Dy se miden por RMN con una serie de experi-
mentos de gradiente de campo pulsado (PFG, del inglés pulse field gradient), en los

cuales la fuerza global del gradiente, XG es aumentada progresivamente en cada

max’

experimento. La sefial atenuada de RMN (/,

edida) Sigue la siguiente ecuacion:

[medida 2 2 0 T
[0 = —eXp Ddzf | YH - (5XGmax . ; A — g - 5 (54)
donde I 4iq. €s la intensidad medida del pico, I es la intensidad maxima del pico
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(que corresponde a la menor fuerza de gradiente utilizada), Dy es el coeficiente de
difusién traslacional de la molécula (en m?/s), vy es la constante giromdgnética del
hidrégeno (26.75222127 107 rad/sT), ¢ es la duracién del gradiente (en ms), G

es la méxima fuerza de gradiente utilizada, X es la fraccién de G|, utilizada en

X

max

cada experimento, A es el tiempo de difusién (el tiempo entre gradientes, que se
determina experimentalmente para cada molécula), y 7 = 100us.

De la pendiente del grafico del ln(lml%) vs. X? se obtiene D,;. Para determinar
el R, de B25-PDZ en este trabajo, para independizarnos fundamentalmente de la
viscosidad de la solucién, se us6é como estandar interno de R, conocido el dioxano

(diox). El R, se obtiene segun la ecuacién:

Ddiox
Dprot

R = Ry - (5.5)
donde R'¢; es el R, efectivo de la protefna, R es el Ry del dioxano (2.12 A),
Ddiox v DProt gon Jos coeficientes de difusién traslacional del dioxano y de la proteina

de interés respectivamente.

Protocolo

Para la determinacién del radio hidrodinamico se utilizé6 una soluciéon de ($2S—
PDZ 93 uM a la cual se agregé dioxano hasta una concentracién de 0.07 % p/v para
ser usado como estandar interno. El dioxano es una molécula chica (R{*= 2,12 A),
y su utilizacién en este caso permite independizar al experimento de la viscosidad
y la temperatura. Ademas, el dioxano no interactiia con las proteinas, y su valor
de desplazamiento quimico aparece en una region del espectro que no interfiere con
las senales de las proteinas (3.8 ppm). La medicién se realizé a 20 °C en fosfato de
sodio 50 mM pH 7.

Se realizaron experimentos de PFG en los cuales se aument6 gradualmente X, la
fuerza del gradiente, y se calibra A de modo tal que, entre el primer experimento,
con menor fuerza de gradiente, y el iltimo, con mayor fuerza de gradiente, la senal
decaiga en un 10-15% respecto del valor original. Esto se realiza tanto para la
proteina como para el dioxano. De la relacion de pendientes de los graficos ln(l"“}%)

vs. X? para el dioxano y para la proteina se determiné el R, de 32S-PDZ.

5.5.4. Experimentos de dinamica: Ty, Ty y NOE heteronu-

clear
Fundamentos
Como se mencioné anteriormente, cuando se coloca una muestra en un campo
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magnético la interaccién de los niicleos con momento angular (spin) con el campo
genera una ocupacion desigual de los estados energéticos av y 3 de los nucleos, y en
el equilibrio el resultado es una magnetizacion neta de la muestra en la direccion del
campo magnético aplicado (tradicionalmente el eje z). En este contexto, ‘equilibrio’
es un estado en el cual las poblaciones en los niveles de energia son aquéllas predichas
por la distribucién de Boltzmann, y en el cual no existe magnetizacion transversal (en
el plano z-y). La magnetizacién puede ser representada por un vector magnetizacion,

y como es paralela al campo aplicado se denomina magnetizacion longitudinal.

La aplicacién de pulsos de radiofrecuencia (RF) permite rotar al vector mag-
netizacién fuera del eje z, sacdndolo de su posicién de equilibrio. Si se aplica un
pulso de RF a 90 grados respecto del campo magnético se genera la magnetizacion
transversal de la muestra. Esta magnetizacion (M, (0)) tiende a volver a la posicién
de equilibrio (M?) a través de un proceso denominado relajacién. La relajacién in-
volucra dos procesos: el retorno a la posicion de equilibrio de las poblaciones de los

estados a y (8, y el decaimiento de la magnetizacion transversal a cero.

El primer mecanismo puede ser pensado como transiciones de los momentos
angulares entre los estados a y [ hasta volver a la posicién de equilibrio. Este

mecanismo de relajacion es descripto por la Ecuacion
M. (t) = [M.(0) — M]] exp (—R.t) + M (5.6)

que indica que la magnetizacién vuelve desde M, (0) hacia el equilibrio M? con una
tasa exponencial cuya constante de tiempo es 1/R,, conocida como Ty, o tiempo de

relajacion longitudinal.

El segundo mecanismo de relajacion es la relajacion transversal. Cada momento
angular de la muestra es un vector con componentes en z-y-z cuya suma es el vector
magnetizacién-z ya mencionado. La direccion en la que apunta cada uno de estos
vectores es especificada por su fase, el angulo que forman con el eje z. En el equi-
libro, las fases se distribuyen aleatoriamente y las contribuciones de cada nicleo se
compensan, de modo tal que la magnetizacion transversal neta es cero. Luego de un
pulso de RF, las fases se distribuyen de forma no aleatoria, con tendencia hacia una
direccién, generando la magnetizacion transversal de la muestra, o , en términos de
la mecénica cuéantica, el pulso de RF genera una coherencia. La relajacién transver-
sal destruye esta coherencia de fases, y es representada por la constante de tiempo

de relajacion transversal o Tq [49).

Por otra parte, el NOE es un efecto de relajacion cruzada, a través de las interac-
ciones dipolares. Cada niicleo en movimiento produce un pequeno campo magnético,
que acttia como un pequeno pulso de RF. Considerando un sistema de dos momentos

angulares S e I no equivalentes, cuando uno de ellos es excitado el dipolo magnético
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generado perturba el estado de equilibrio del otro, produciendo la relajacién cru-
zada: S relaja a I, y viceversa. La tasa de relajacion cruzada es dependiente de la
distancia, proporcional a =% donde r es la distancia internuclear. Para estudiar la
dinamica interna de las proteinas, interesa determinar el NOE entre el protén y el
nitrégeno del enlace amida de la cadena carbonada, por eso se denomina ‘heteronu-
clear’ (hnNOE). El valor tipico de hnNOE para un residuo del centro hidrofébico
de una proteina es de 0.75-0.85; mientras que valores mas bajos, incluso negativos,
se asocian a movimientos mas rapidos que el movimiento general de la molecula en

solucién (tumbling).

En general, los mecanismos por los cuales un nticleo se relaja estan asociados a
la generacion de campos magnéticos fluctuantes con la frecuencia y la orientacion
adecuados. Estos dipolos fluctuantes se producen por el movimiento molecular en
solucion, y por eso el estudio de la relajacién brinda informacion sobre la dinamica
de proteinas. Los mecanismos fisicos de relajacién del ®N son conocidos, de modo
tal que éste es el nucleo preferido para el estudio de la dindmica molecular de una
protefna. Los tiempos de relajacién del °N estdn relacionados con los tiempos de
correlacién rotacional de las proteinas, asi como con la flexibilidad de segmentos
individuales de la cadena polipeptidica (la dindmica interna), la reorientacién de la

molécula y otras propiedades fisicas.

En este trabajo de tesis se realizaron experimentos de Ty, Ty y hnNOE para
estudiar la dinamica interna del esqueleto carbonado de 52S-PDZ, es decir, la flexi-
bilidad de la cadena carbonada principal independientemente del movimiento global
de la proteina en solucién. Estos movimientos internos se detectan como una des-
viaciéon de los valores medios del parametro de relajacion en cuestion. Por ejemplo,
los tipos de movimientos veloces (més rapidos que el tumbling) que ocurren en una
escala de tiempo de entre 10 picosegundos y 10 nanosegundos, se observan como
un aumento del Ty y una disminucion del hnNOE, y un aumento o disminucién
del T¢, de acuerdo al tiempo de correlacién rotacional de la proteina. Ademas, pue-
den estudiarse movimientos méas lentos que tienen lugar en un rango temporal de
entre 10 microsegundos y 100 milisegundos, a partir del experimento de Ts. Estos

movimientos lentos se reflejan en una disminucion del valor medio de Tj.

Los valores promedio de los tiempos de relajacién del N T; y T, también se
utilizan para calcular el tiempo de correlacion rotacional (7.). El tiempo de corre-
lacién rotacional es la constante de tiempo para la difusion-rotacion browniana de
una particula en soluciéon, indica cuanto tiempo le toma una particula en rotar un
radian, y depende del tamano de la particula. El valor de 7. también permite deducir

el estado de oligomerizacion de la proteina.

Para proteinas rigidas, de movimientos lentos y en un campo magnético superior
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a los 500 MHz, el 7. se calcula como:

6 — 7 (5.7)

donde vy es la frecuencia de resonancia del °N en Hz, y los valores de T y T son

los valores promedio.

Protocolos

Para estudiar las propiedades dindmicas de S25-PDZ a 25°C se determinaron los
tiempos de relajacién de los N de la cadena carbonada. Los experimentos consisten
bésicamente en colectar espectros de HSQC a distintos tiempos (tiempos de espera
o delay) luego de la aplicacién del pulso de RF, de modo tal que la intensidad de
la serial al tltimo tiempo sea aproximadamente un 15% de la intensidad al tiempo
inicial o t;. Lo que se registra es el decaimiento de la magnetizacién siguiendo la
intensidad de la senal a los tiempos de espera.

Las mediciones de T; y Ty del ®N fueron realizadas a la frecuencia de 60.81
MHz, con una concentracién de proteina de 140 pM, y usando esquemas estandar

de pulsos. Los tiempos de espera fueron:
= T4:0.007; 0.1; 0.3; 0.5; 0.8 y 1 (milisegundos)
= Ty: 0.01696; 0.03392; 0.05088; 0.06784; 0.0848 y 0.10176 (milisegundos)

El procesamiento de los datos se realizé con el programa NMRView. El decaimiento
de la intensidad de los picos es exponencial y viene descripto por la Ecuacion (.8

la cual se ajusta a los datos experimentales:

I(£) = Ioexp (%) (5.8)

donde ¢ es el tiempo de espera, en milisegundos. La misma ecuacién se utiliza para
la obtencién del Ty y el T,. Para la determinaciéon del hnNOE se midieron dos
espectros de HSQC, uno con saturacién del protén, y otro sin saturacion. El periodo
de saturacion del protén fue de 3 segundos. Los valores de hnNOE representan la
razon de la altura de los picos entre los espectros saturado y no saturado. Los errores
se calcularon como la desviacién estandar del ruido en una regién libre de picos de
los espectros.

Es comun graficar los resultados de los experimentos de dindmica por RMN
como las inversas de T y To, es decir Ry= 1/T; y Ry=1/T,. En este trabajo de

tesis presentaremos los resultados de esta manera.
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Capitulo 6

Caracterizacion termodinamica y

estructural de la desnaturalizacion

6.1. Desnaturalizacion seguida por CD

6.1.1. Fundamentos

El propésito principal de los estudios de desnaturalizacion en condiciones de
equilibrio es la caracterizacién termodinamica de la reaccién de plegado. Bésica-
mente, la estrategia consiste en evaluar el estado conformacional de una muestra de
proteina en equilibrio en distintas condiciones de temperatura o de concentracion
de un agente cadtropo. La evaluacion del estado conformacional de la proteina se
hace cominmente midiendo una senal espectroscépica que refleja el contenido de
estructura secundaria y/o terciaria. En el caso de las desnaturalizaciones térmicas,
la velocidad de incremento de la temperatura debe ser suficientemente lenta para
asegurar que en todo momento el sistema esté cerca del equilibrio. Ademas, la re-
versibilidad de la transicién se comprueba por el proceso inverso, o sea, recuperando
la senal de partida luego de enfriar la muestra a la temperatura inicial. En el caso
de las desnaturalizaciones quimicas, la condicion de equilibrio se logra incubando
la proteina en cada concentracién de desnaturalizante durante un tiempo que se
determina en cada caso.

Con las curvas de sefial en funcién de la perturbacién (temperatura o concen-
tracién de cadtropo), y modelos matematicos adecuados, se pueden encontrar de
manera indirecta los parametros termodinamicos caracteristicos que mejor ajustan
el modelo a los datos experimentales. En el caso mas comtn se utiliza un modelo de
dos estados, donde los parametros termodinamicos que caracterizan a la transicion
son la diferencia de entalpia (AHy), la diferencia de energia libre (AGY) vy la dife-
rencia de la capacidad calorifica (ACpy;) entre los estados N y U. Ademads se pueden

obtener facilmente la temperatura de méxima estabilidad del estado N (7.,.) v la

max
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temperatura media de transicién (7)), que es la temperatura a la cual el 50 % de
las moléculas de proteina se haya en el estado nativo.

Las curvas de desnaturalizaciéon (o termogramas, si una de las variables inde-
pendientes es la temperatura) asi obtenidas, son monodimensionales, ya que son
vectores que registran el valor de una senal, por ejemplo, la senal de CD a una lon-
gitud de onda fija, en funciéon de la variable independiente. La desventaja de estas
metodologias consiste en que dificilmente una senal tnica puede reflejar el estado
conformacional global de una proteina. Por ejemplo, mientras que la senal de CD a
220 nm responde a la contenido de hélices «, la senal a 208 nm refleja el contenido
de hebras 5. En proteinas que siguen un modelo de dos estados ambas senales varian
de manera concertada, y, dada su intensidad, se suele asumir la senal de CD a 220
nm como una senal global.

Aunque existe una gran cantidad de bibliografia que avala esta eleccion, la teoria
sostiene que existen modelos de plegado donde los distintos elementos de estructura
secundaria de una proteina no responden de manera concertada a la perturbacién.
Este comportamiento solo se podria observar si se miden varias sondas a la vez,
obteniéndose un termograma multidimensional. Como ha sido el caso del presente
trabajo, el experimento se podria realizar obteniendo un espectro de CD completo
cada 2 °C o a cada concentracién de desnaturalizante. Los datos obtenidos de esta
manera son matrices, y su analisis requiere de otro tipo de herramientas matemati-
cas.

A continuacién se describen en detalle los protocolos, los modelos matematicos

y las herramientas de analisis utilizados en este trabajo de tesis.

6.1.2. Protocolos

Todos las medidas de dicroismo circular fueron realizadas en un espectropo-
larimetro Jasco-810, acoplado a un sistema de regulaciéon de la temperatura tipo
Peltier, utilizando una celda de cuarzo con paso éptico de 0.1 cm. A menos que se
indique lo contrario, la toma de espectros se realizé6 con una velocidad de barrido
de 50 nm/min, un tiempo de respuesta de 1 s y un ancho de banda de 1 nm. La
recoleccién de datos se realizé cada 0.2 nm, y la sensibilidad utilizada fue de 100

mdeg.

Desnaturalizacion quimica

Se prepararon muestras de $2S-PDZ 10 uM con distintas concentraciones de
urea (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6 y 7 M final), en solucién de fosfato de sodio
50 mM pH 7.5. Luego de incubar estas muestras durante 1-2 horas a temperatura

ambiente se midieron espectros de dicroismo circular entre 240 y 340 nm.
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La concentracion de la solucién madre de urea fue determinada por refracto-
metria. La relacién entre el indice de refraccién (n) de la solucién de urea y la so-
lucién acuosa de fosfato de sodio en la cual se disuelve la urea es An =n_._. —n

urea sol.’

y se relaciona con la concentracién de urea seguin [56]:

[urea] = 117,66 An + 29,753(An)? 4 185,568(An)?

Desnaturalizacién térmica

Termograma a longitud de onda fija. Se sometié a 52S-PDZ a un gradiente
de temperaturas entre 4 °C y 90 °C realizado a una velocidad constante de 2 °C/min.
Se registré la senal a 220 nm a lo largo del gradiente ya que a esa longitud de onda es
posible detectar cambios en la composicion helicoidal de la estructura proteica. La
concentracion de $2S-PDZ fue de aproximadamente 10 uM, y se determiné exacta-
mente para cada experimento. Los experimentos fueron realizados en soluciones de
fosfato de sodio 50 mM pH 7.5 y 9.4.

Termograma espectral. Se realizé un ensayo de desnaturalizacién térmica como
se indica en el parrafo anterior (a pH 7.5), pero en este caso se registré un espectro
entre 200 y 240 nm a lo largo del gradiente de temperatura. La velocidad de barrido
de los espectros fue de 10 nm/min, con un ancho de banda de 2 nm, la recoleccién
de datos se realizé cada 0.2 nm, y se dejé estabilizar la temperatura durante 30
segundos antes de tomar cada espectro. Al barrer un espectro completo de CD-lejano
es posible detectar la presencia de un punto isodicroico y estudiar la dependencia

de la senal con la longitud de onda.

Desnaturalizacion por doble perturbacion

Se estudié el efecto de una desnaturalizacion térmica y quimica en simultaneo.
Se prepararon muestras de $25-PDZ de aproximadamente 10 uM (la concentracién
fue determinada exactamente para cada caso) en solucién de fosfato de sodio 50 mM
pH 7.5 con distintas concentraciones de urea (0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2 y 7 M final).
Las muestras fueron incubadas 1-2 hs a temperatura ambiente, y posteriormente se
sometieron a una desnaturalizacion térmica registrando la senal a 220 nm, como se

indicd en la seccidén anterior.

6.1.3. Modelos de ajuste y procesamiento de datos

El procesamiento de los datos se realizo utilizando el paquete R de programas
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estadisticos [57]. Los ajustes se realizaron por regresién no-lineal, utilizando el cri-
terio de cuadrados minimos. Las ecuaciones de los modelos de dos y de tres estados
utilizados para el ajuste se describen a continuacién. Las planillas de R (scripts)
utilizadas para el analisis de datos estaran disponibles en una carpeta de Dropbox
durante 2015:
https://www.dropbox.com/sh/7uOhixjfzkjokgy/AADTEE3VQr3cWCOQt9BZjB01a?d1=0
Por cualquier duda o comentario dirigirse a la autora del presente trabajo de tesis:

gabriela_torchio@yahoo.com.ar

La senal experimental, la elipticidad molar, en el equilibrio (S) puede modelarse

CcOomao:

S=>Si-fi (6.1)

donde 7 es cada uno de los estados discretos presentes en el equilibrio, S; es la senal

correspondiente al estado ¢ y f; es la fracciéon molar del estado .

Para ajustar un modelo de dos estados
N=U
la senal S toma la siguiente forma:
S=5fn+Su-fu (6.2)

donde Sy y Sy son la senales del estado N y del estado U respectivamente, y fx y
fu son las fracciones molares de los estados N y U respectivamente. Las fracciones

molares estan relacionadas por la constante de desplegado en el equilibrio Ky segun:

_fu
Ky = I (6.3)
Ky =exp [_PA{?U] (6.4)

donde AGy; es el cambio de energia libre durante el proceso de desplegado, R es la
constante universal de los gases (8,314 J K™* mol ™), y T es la temperatura expresada

en Kelvin.

Para el ajuste de un modelo de tres estados
N=I=U
la sefial S toma la siguiente forma:

S=5fn+51-fi+Su-fu (6.5)
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donde St y fi son la senal y la fraccion molar del estado intermediario I. Las cons-

tantes de equilibrio de la primera y de la segunda etapa son, respectivamente:

fi [~AGhA]
K, = o S | (6.6)
Ju [—AG; v ]
Ky, = = E—— _
2= 7 exp v (6.7)

En este trabajo de tesis la linea de base del estado nativo, Sy, fue modelada
considerando una dependencia lineal de la senal con la temperatura y con la con-
centracién de urea. La construcciéon de la linea de base del estado desplegado, Sy,
se realizo ajustando la curva de desplegado en 7 M urea, condicién en la cual la pro-
teina se encuentra completamente desplegada, a una ecuacién polinémica de grado

3, que luego fue utilizada como linea de base Sy para todas las otras curvas:

Sy =aj +ag - T+ ag - [uread] (6.8)

Sv=as+as-T+ag-T*+ay-T° (6.9)

La linea de base del estado I fue modelada segun:
SI = SN + as (610)

donde a;_g son parametros variables en el ajuste.

En el caso de los experimentos de desnaturalizacion quimica, la dependencia de

la energia libre con la concentracién de desnaturalizante esta dada por [58]:
AGy = AGH*° +m - [urea) (6.11)

donde AGH?9 es la energfa libre de desplegado en ausencia del agente cadtropo, y

m es un coeficiente relacionado con la superfice accesible al solvente de la proteina.

En el caso de los experimentos de desplegado térmico, la variaciéon de energia

libre en funcién de la temperatura esta dada por la ecuacién de Gibbs-Helmholtz:

AH T

m m

Los valores de la temperatura de mayor estabilidad T, .., v de energia libre a

la T

max’

ajustados.

ax?

AGH™, fueron calculados a partir de la Ecuacion [6.12] usando los valores
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Descomposicion en valores singulares

La descomposicién en valores singulares (SVD, del inglés singular value decom-
position) es una herramienta en el dlgebra lineal que se utiliza para extraer la infor-
macién principal contenida en conjuntos de datos voluminosos, y que por lo general
presentan mucho ruido, como es el caso del termograma espectral descripto en la
seccion [6.1.2] Los datos experimentales se presentan como una matriz, que llama-
mos matriz A, y el objetivo es reducir el elevado niimero de dimensiones de esta
matriz de datos. La SVD permite descomponer a la matriz de datos A en otras tres

matrices, cada una de las cuales tiene diferentes propiedades:
A=U-D-VT (6.13)

donde A es la matriz de datos originales y tiene m x n dimensiones. U es una matriz
ortogonal de m xm, cuyas columnas forman los vectores w1, ..., U, y se los denomina
vectores singulares por izquierda de A. D es una matriz diagonal de m xn; los valores
en la diagonal de D son los llamados valores singulares, que se ordenan de forma
decreciente, de modo tal que D;; > D;y1)(i+1), Y SOn siempre mayores que cero. vT
es la transpuesta de una matriz ortogonal V', de n x n. Las n columnas de V' son
los llamados vectores singulares por derecha de A. Si las tres nuevas matrices fueran
multiplicadas, el producto resultante seria semejante, pero no idéntico, a la matriz
original, ya que una vez reducida la informacién de A solo puede ser reconstituida
la informacion esencial.

El andlisis por SVD de los termogramas espectrales de la seccién [6.1.2]se realiz6 con
el paquete ‘SVD’ de R. Se calculé una matriz de componentes como U - D, donde las
columnas de la matriz U, que contiene la informacion espectral, son pesadas por los
valores singulares de la diagonal de la matriz D. La matriz V' contiene la variacién de
cada componente de U con la temperatura. El producto de D - V7 permite construir
una matriz de curvas de desnaturalizacion fenomenoldgicas. Los vectores relevantes
de esta ultima matriz permitieron reconstruir la curva de desnaturalizacion dada

por los componentes principales del conjunto de datos originales.
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6.2. Calorimetria Diferencial de Barrido

6.2.1. Fundamentos

La técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC, del inglés differential
scanning calorimetry) se basa en la medicién de la absorcién o liberacién de calor
por parte de una muestra durante un incremento o disminucién de la temperatura
del sistema, es decir, mide la capacidad calorifica del sistema en funcién de la tempe-
ratura. La ventaja principal de la calorimetria frente a otras técnicas es que permite
medir directamente la entalpia de un proceso; mientras que con otras técnicas como
el CD o la fluorescencia la entalpia se obtiene de manera indirecta, ajustando mo-
delos matemaéticos a la senal experimental. En el contexto del plegado proteico, la
DSC es utilizada para determinar los parametros termodinamicos absolutos de una
transicién inducida por temperatura, la capacidad calorifica de las proteinas, y la
funcién de particién (y por lo tanto las poblaciones de estados intermediarios)[59].

En este trabajo de tesis se evalué un modelo de dos estados para los experimentos
de DSC, desarrollado recientemente por el grupo de Victor Munoz y Sanchez Ruiz
[17]. Este modelo, llamado ‘de barrera variable’, estd basado en los trabajos de
Landau (ref. 15 en [I7]) y de Freire (ref. 23 en [17] y [60]), y permite discriminar
entre una transiciéon de desplegado que ocurre cruzando una barrera energética y
una transicién que ocurre sin cruzar una barrera. La ventaja de este modelo es
que permite incorporar la energia de la barrera energética como variable en las

ecuaciones.

6.2.2. Protocolo

Para la realizacion de los experimentos de DSC, f2S-PDZ fue previamente dia-
lizada contra una solucién de fosfato de sodio 50 mM pH 7.5, y luego centrifugada
para eliminar posibles agregados. La solucién de didlisis fue utilizada como referen-
cia. Tanto la muestra de proteina como la muestra de referencia fueron desgaseadas
antes de ser colocadas en el calorimetro.

Los experimentos fueron realizados utilizando concentraciones de proteina entre
50 y 200 pM. El gradiente de temperaturas se realizé entre ~ 10 — 90 °C, a una
velocidad de 90 °C/hora. Durante las corridas se aplicé una presiéon de 26 psi para
evitar la formacién de burbujas en las celdas de la muestra y de la referencia. Antes
y después de cada medicién se registraron 2 a 7 lineas de base para asegurar que el
calorimetro se mantuviese equilibrado. En todos los casos se comprobé la reversibi-
lidad del proceso de desnaturalizacion sometiendo a la misma muestra a dos o tres

corridas sucesivas.
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6.2. Calorimetria Diferencial de Barrido

6.2.3. Modelos de ajuste y procesamiento de datos

Para el procesamiento de datos de DSC se utiliz6 el paquete de programas es-
tadisticos R, y el programa Origin®. Las planillas de R utilizadas para el andlisis de
datos estaran disponibles en una carpeta de Dropbox durante 2015:
https://www.dropbox.com/sh/7uOhixjfzkjokgy/AADTEE3VQr3cWCOQt9BZjB01a?d1=0
Por cualquier duda o comentario dirigirse a la autora del presente trabajo de tesis:
gabriela_torchio@yahoo.com.ar

La senal que se obtiene en el calorimetro es la capacidad calorifica de la solucién
presente en la celda, en funcion de la temperatura. Para poder obtener la capacidad
calorifica molar de la proteina (Cp) se procedié a procesar los datos experimentales
como se describe a continuacion.

La capacidad calorifica de la solucion de referencia, C 4, es:
Cp,b =my - CIO;.J) (614)

donde m,, es la masa del solvente en la celda de referencia y Cp, es la capacidad
calorifica especifica de la solucién de referencia. La capacidad calorifica de la solucion

de proteina, Cp ,, se escribe como:
_ o ! 0
Cpp=my-Cp,+my-Cpy (6.15)

o donde C » s la capacidad calorifica especifica de la proteina, m, es la masa de
’ . , . ! .,
proteina en la celda calorimétrica, y my es la masa de solvente en la solucién de

y 0 )
proteina. Cp , es:
!
o
(Cpp — Cpp) + (my —my) - Cp,

mp

o _
C(P,p -

(6.16)

La cantidad m,-m, es la masa de solvente desplazada por la proteina, y puede
reescribirse en términos del volumen parcial especifico de la proteina (Vpo) y del

solvente (V;0):

Cp,—C %
(Cpp — Cpp) Loy,

CO - —0 (617)
o » Vs

m

La capacidad calorifica molar de la proteina, Cp, se obtiene multiplicando C’gp por

el peso molecular (PM) de la proteina:

Cp=Cy, - PM (6.18)

Modelo de barrera variable

El modelo de barrera variable fue desarrollado para el analisis de experimentos

de DSC, ya que la capacidad calorifica obtenida con esta técnica puede relacionarse
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directamente con la funcién de particion del sistema. El modelo describe el proceso
de plegado—desplegado de proteinas como una distribucion continua de microestados.

La funcién de particién (Q) del sistema es:

Q= / p(H) - exp (;%—I;) dH (6.19)

donde cada microestado se caracteriza por un valor de entalpia H, independiente de
la temperatura, y p(H) representa la densidad de los microestados. La probabilidad

de encontrar a la proteina en un microestado de entalpia H a una temperatura 7'
(P(H|T)) esta dada por:
1 —H
P(H|T) = 0 ~p(H) -exp | == |.dH (6.20)

La relacién entre las probabilidades a la temperatura 7' y a una temperatura carac-

teristica T}, estd dada por:

P(H|T)=C - P(H|Ty) - exp (—AH) (6.21)
donde . . )
A= iR <? — To) (6.22)

y C es una constante determinada por la condicién de normalizacién [ P(H|T)dH =
1.

Los momentos de entalpia pueden escribirse como:

(H™) = /H"-P(H\T)~dH:C~/H”-P(H\TO) cexp (—AH)-dH  (6.23)

Interesa determinar la capacidad calorifica en exceso, es decir, la capacidad ca-
lorifica una vez restado el componente intrinseco de las proteinas, C} y o capacidad
calorifica del estado nativo (ver préxima seccién). La capacidad calorifica en exceso
puede escribirse como:

d(H) _ (H?) — (H)?

EX __ o
OpY = = = 0 (6.24)

de esta forma es posible calcular la capacidad calorifica en exceso en funcién de la
temperatura si se conoce P(H|Tp). Esta probabilidad P(H|Ty) puede obtenerse a
partir del ajuste del modelo a los termogramas de DSC. Para ello el modelo define
P(H|Ty) como:
, —Go(H)
P(H|Ty) =C - —_— 6.25
(H[T3) = € woxp (=00 (6.25)
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donde G,(H) es la funcién de energia libre y C' es una constante que resulta de
la condicién de normalizaciéon [ P(H|Tp) - dH = 1 una vez que se obtuvo Gy(H).
En este modelo Gy (H) se expande como una serie de potencias de H, truncando
la expresion en la cuarta potencia, y asume que los coeficientes de los términos de

potencia impar son cero a la temperatura 7:

2 4
Guttn) =25+ (1) 131 () (6.26)
Q@ Q@

Los parametros 3 y « introducidos en la ecuacién anterior dan una idea de la
altura de la barrera energética del proceso de plegado, y de la asimetria en los
minimos de energia libre de los estados N y U respectivamente (Figura [IH]). Si se
resuelve dGy/dH = 0, y se evalia d*Gy/dT? en las raices, se obtiene que para 3 > 0
Go(H) tiene un méximo en H = 0 y dos minimos en H = Za. De esta forma,
para [ > 0 existen dos macroestados con una diferencia de entalpia de ~ 2. En
este caso (8 corresponde a la altura de la barrera energética que separa a los dos
minimos a la temperatura Ty (Go(0) — Go(£a) = /3). Para valores de 8 < 0, G,(H)
presenta un solo minimo en H = 0 y existe solo un macroestado. En este caso [ es
solo un parametro que, junto con «, describe la forma de la funcién de energia libre.
De esta forma, el signo de 8 determina la existencia de dos macroestados o de un
macroestado a la temperatura Tj. El parametro « permite dar cuenta de la asimetria
en los minimos de energia libre entre el estado N y el estado U, introduciendo un
parametro « para valores negativos de entalpia (ay), y otro pardmetro « para valores
positivos de entalpia (ap). El efecto del pardmetro « en la funcién de energia libre

se aprecia en la Figura I3l (e y g).

Procedimiento de ajuste

Los termogramas de DSC incluyen la contribucion de las fluctuaciones de entalpia
intrinsecas de las proteinas, de modo tal que se debe realizar una sustraccion de la
capacidad calorifica intrinseca del estado nativo (Cp y) a los datos experimentales.
La Cpy puede describirse segiin la ecuacién empirica propuesta por Freire (ver
referencia 23 en [17]), segtn la cual la capacidad calorifica del estado N se calcula

directamente del PM de las proteinas:

Cpy = (1,323 46,7107 - (T — 273,15)) - PM (6.27)

De esta forma, la capacidad calorifica en exceso experimental (se denomina ‘en
exceso’ porque durante la transicién la capacidad calorifica de una proteina ya no

es atribuida a un solo estado, sino que aparecen contribuciones de todos los estados
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Figura 15. Graficos de la energia libre vs. entalpia Go(H) (a, ¢, e y g) y de las distri-
buciones de probabilidad vs. entalpia P(H|Ty) (b, d, f y h), todos a la temperatura Tj.
El perfil de energia libre calculado con un valor de 8 positivo presenta dos minimos
separados por una barrera energética (a); mientras que con un valor de § negativo
presenta un solo minimo de energia libre (c). Para el caso (a) existen dos distribu-
ciones de probabilidad a la T}, indicando la presencia de dos estados termodinamicos
claramente diferenciados (b). En el caso (c¢) existe un tnico estado termodindmico a la
To (d). (a) y (c) fueron calculados considerando un factor de asimetria a=1. El efecto
de la introduccién de un factor a<1 se aprecia en las figuras (e), para un valor de
positivo, y (g) para un valor de § negativo. (f) y (h) corresponden a las distribuciones
de probabilidad para (e) y (g) respectivamente. Puede verse como la introduccién del
factor de asimetria afecta el ancho relativo de los minimos de energia libre. Figura
tomada de [17].

que se pueblan durante la transicién) es:

CpX =Cp—Cpyn (6.28)

P,exp

donde Cp es la obtenida con la Ecuacion a partir de los datos experimentales.

La integraciéon numérica de la Ecuacion con n =1y n = 2 permite obtener
el primer y el segundo momento de entalpia, con los cuales, en la Ecuacién [6.24]
se puede obtener la funcién de capacidad calorifica en exceso teérica (CEX) que se
utiliza para modelar los datos experimentales.

Para el ajuste es conveniente definir:

Ya=ax+ap (6.29)
an = 20‘2' / (6.30)
ap = w (6.31)

donde f es un factor de asimetria de modo tal que si f = 1 la capacidad calorifica
es igual para ambos minimos a la Tj, mientras que si f < 1 la capacidad calorifica
de los macroestados de baja entalpia es menor que la capacidad calorifica de los

estados de alta entalpia.
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6.2. Calorimetria Diferencial de Barrido

A modo demostrativo se realizé un ajuste utilizando el programa Origin ®. Se
utilizo el modelo ‘non-two states’ incluido en el programa, ya que este modelo no
asume que la entalpia calorimétrica y la entalpia de Van't Hoff sean iguales, como
st lo asumen los modelos de dos estados incluidos en el programa. El modelo ‘non-two
states’ requiere la substraccién de una linea de base, de construccion esencialmente

arbitraria. Las ecuaciones del modelo figuran en el Apéndice [Al
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Capitulo 6. Caracterizacion termodindmica y estructural de la
desnaturalizacién

6.3. Perturbacion térmica seguida por RMN

6.3.1. Fundamentos

El proceso de desnaturalizacion se puede analizar con mayor resolucién recu-
rriendo a la resonancia magnética nuclear [18, 61]. El procedimiento consiste basica-
mente en evaluar en distintas condiciones de temperatura el desplazamiento quimico
de varios residuos de una protefna marcada con N y/o con '3C. El desplazamiento
quimico de cada residuo es sensible tanto a cambios conformacionales en el elemen-
to de estructura secundaria donde se encuentra, como al entorno quimico. De esta
forma es posible construir una curva de desplazamiento quimico versus temperatura
para cada residuo de la cadena carbonada. En principio estas curvas podrian relacio-
narse con la desnaturalizacién de la proteina, y obtener asi un panorama de entorno
quimico y conformacional de cada residuo a lo largo de una curva de desnaturaliza-
cién convencional. El objetivo de realizar este andlisis con $2S-PDZ fue determinar
si diferentes regiones de la proteina respondian diferencialmente al incremento de la

temperatura del sistema.

6.3.2. Protocolos

Se tomaron espectros de ’N-'H-HSQC de $2S-PDZ a temperaturas crecientes
entre 5 °C y 50 °C, cada 5 °C, y posteriormente se volvié a tomar un espectro a 25 °C
para comprobar la reversibilidad del proceso. Se utilizé °N-52S-PDZ en una con-
centracién de 102 M, en solucion de fosfato de sodio 50 mM pH 7.5, suplementada
con Dy, en una concentracién final de 5% v/v.

Los espectros fueron procesados con el programa NMRPipe [52], y analizados
con el programa NMRView [53]. Dado que en esta instancia ya se contaba con
la asignacién del espectro de N-'H-HSQC de ($2S-PDZ, fue posible identificar
cada residuo en los distintos N-'H-HSQC (con excepcién de los 9 residuos que no

pudieron ser asignados, ver la Seccién [[.2.T]).

58 Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir

sandra.santilli
Máquina de escribir

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Parte 111

RESULTADOS y DISCUSION



Capitulo 7

Producciéon de 52S—PDZ y
caracterizacion estructural y

dinamica

7.1. Produccién de 52S-PDZ

En medio LB durante 4 hs a 37 °C la cantidad de §2S-PDZ producida resulto in-
suficiente para nuestros objetivos (Figura [I6]). El rendimiento no mejoré significati-
vamente al pasar a un protocolo de induccién de 16-18 hs a 18 °C, y por este motivo

se opté por utilizar otros medios de cultivo.

PM to(FT) ti(Fm) t2(FT) t3(FT) ta(FT) ta(Fs) ta(F)

Figura 16. Expresion de 52S-PDZ en medio de cultivo LB. Las muestras en las calles
denominadas t,(FT), t,(FT), t5(FT), t3(FT) y t,(FT) corresponden a la fracciones
totales (FT) del lisado celular, inmediatamente antes de la induccién de la expresién
(ty); luego de una (t;), dos (t5), tres (t5) y cuatro (t,) horas después de la induccién .
FS y FI se refieren a las fracciones soluble e insoluble luego de la lisis celular respecti-
vamente; PM es el marcador de peso molecular. En todas las calles (excepto PM) se
sembraron 10 pl de muestra, y el volumen total de cultivo fue de 2 litros.

La expresién de 52S-PDZ en medio Terrific Broth (TB), con una induccién de
18-20 horas a 18 °C, permiti6 incrementar la cantidad de proteina expresada entre
10 y 100 veces; y por ende aumentar el rendimiento luego de su purificacion. De

este modo se eligié este medio para la expresion de 52S-PDZ a lo largo de todo el
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7.2. Caracterizacion estructural

trabajo de tesis (excepto para los experimentos de RMN, para lo cual se expresé a
la proteina en medio minimo). La expresién en medio TB no modificé la particién
de 52S-PDZ en la fraccién soluble luego de la lisis celular.

El cultivo de bacterias en medio TB incrementa de manera notoria la cantidad
de ADN en la preparacién final, por lo cual es necesario tratar intensivamente a la
fraccién soluble luego de la ruptura celular con DNasa. Los intentos de eliminar el
ADN reteniéndolo en matrices de intercambio aniénico (como @Q-sepharose o DEAE-
celulosa) resultaron infructuosos, con pérdida de una importante masa de 52S-PDZ.

Por otro lado, los clones almacenados por més de 6 meses pierden su capacidad
de expresion. Por este motivo, todos los procedimientos de expresion de $25-PDZ
se realizaron utilizando clones de E. coli BL21 (DE3) pLys periédicamente trans-
formados con pET9b-52S-PDZ.

La expresion en medio minimo (MM) no modificé significativamente el nivel
de expresién de 2S-PDZ respecto de la expresién en medio TB (no mostrado).
Al expresar en MM, una fraccién de 52S-PDZ se localizé en la fraccién insoluble,
pero no se intenté purificar proteina desde esta fraccion. Es frecuente que proteinas
que son solubles cuando la expresiéon se induce con lactosa, presenten una fraccion
insoluble al inducir su expresion con [PTG.

Durante la primera etapa de este trabajo de tesis se puso a punto el protocolo
de purificacién de 52S-PDZ. La utilizacion de la cromatografia de exclusiéon mole-
cular con matrices Sephacryl S100, Superosal?2 y Superdex75 luego de la lisis celular
no permitia obtener S2S-PDZ un nivel de pureza aceptable, motivo por el cual se
introdujo la precipitacion con NH,Cl como paso previo a la cromatografia. La preci-
pitacion con NH,Cl permitié eliminar de la muestra gran cantidad de contaminantes,
sin pérdida de 525-PDZ, a juzgar por SDS-PAGE.

Los procesos de cromatografia de exclusién molecular diluyen las muestras, lo
cual en nuestro caso, con un rendimiento de la expresion relativamente bajo, es
una desventaja relevante. Por este motivo se ensayaron protocolos de purificacion
basados en intercambio iénico, aprovechando el pl alto de 52S-PDZ. La purificacion
realizada como se describe en la Seccién 4.4 permitié obtener un rendimiento de 525—
PDZ de aproximadamente 1 mg de proteina por litro de cultivo, con una pureza de
al menos 95 % en un SDS-PAGE, lo cual consideramos aceptable para los objetivos

de esta tesis.

7.2. Caracterizacion estructural

7.2.1. Analisis bioinformatico

El anélisis de la estructura primaria con la herramienta ProtParam permitié cal-
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Capitulo 7. Producciéon de $2S—PDZ y caracterizacion estructural y
dinamica

cular una masa de 8955.4 Da (sin la metionina inicial) y un punto isoeléctrico (pl)
tedrico de 10.9 para $2S-PDZ.

La estructura depositada en el PDB (con el cédigo 2vrf) es de una variante de
B25-PDZ, ligeramente diferente de la utilizada en esta tesis. La estructura en el PDB
consiste en 95 residuos, donde los 8 residuos ubicados en el extremo C corresponden
a un ligando de PDZ. De esta manera, la estructura cristalina consiste en un dimero
donde el extremo C de un protémero interactiia con el dominio PDZ del otro.

El dominio 52S5-PDZ que se uso6 en esta tesis abarca los residuos Val-113 a Lys-
195 (segtin la numeracién del PDB), que conforman el dominio PDZ de 52-sintrofina

propiamente dicho, y cuya secuencia primaria es:

VRRVR VVKQE AGGLG ISIKG GRENR MPILI SKIFP GLAAD QSRAL RLG
DA ILSVN GTDLR QATHD QAVQA LKRAG KEVLL EVK

Los dominios PDZ presentan estructuras altamente conservadas (Figura [I7]).
La hélice aB y el loop que conecta con el extremo N de la hebra SF contienen
los residuos mas importantes para la interaccion con ligandos. Cerca de este loop
se encuentran la Lys-120 (altamente conservada entre los PDZ) y la Lys-184 (ver
Figura [40]), residuos positivos también involucrados en la unién del ligado [23].

e WO — RS —

120 144 184
v v AA A4

*kg s * . *

2vrf VRRVR QEAGGLGISIKGGRE-N-R-------M-PILISIIFPGLAADQSRALRLGDAILSVNGTDLRQATHDQAVQALERAGKEVLLEVKF-

1n7e IYTVELKWY-GGPLGITISGT-E-EPF------- D-PIIISSLTKGGLAERTGAIHIGDRILAINSSSLKGKPLSEATHLLOMAGETVTLKIKK-
luit PRHVRVQIG-SEPLGISIVSG---E-K-------G-GIYVSREVTVGSIAHQAG- LEYGDQLLEFNGINLRSATEQQARLIIGQQCDTITILAQY -
2byg VVEIKLF G-PKGLGFSIAGGVG-N-QHIP---GDNSIYVTI¥IDGGAAQKDGRLQVGDRLLMVNNYSLEEVTHEEAVAILENTSEVVYLKVGK-
2dc2 IRKVLLLIYEDHEGLGISITGGKE-H-G-------V-PILISEIHPGQPADRCGGLHVGDAILAVNGVNLRDTKHKEAVTILSQQORGEIEFEVVY -
2fe5 IMEVNLLISG-PKGLGFSIAGGIG-N-QHIP- - -GDNSIYITRIIEGGAAQKDGRLQIGDRLLAVNNTNLQDVRHEEAVASLIENTSDMVYLKVAK -
2he2 PREKVVLHJG-STGLGFNIVGG-E-D-G-------E-GIFVSFILAGGPADLSGELQRGDQILSVNGIDLRGASHEQAAAALISGAGQTVTIIAQY -

2iln YEEIVLE
2gt5 STVVELMREKEGTTLGLTVSGGID-K-D-------G-KPRVSNLROGGIAARSDQLDVGDYIKAVNGINLAKFRHDEIISLL GERVVLEVEY -
luju LRELCIQWAPGERLGISIRGGARGH-AGNPRDPTDEGIFISKVSPTGAAGRDGRLRVGLRLLEVNQQSLLGLTHGEAVQLL|ISVGDTLTVLVCDG

G-NSGLGFSIAGGID-N-PHVP---DDPGIFITIIIPGGAAAMDGRLGVNDCVLRVNEVDVSEVVHSRAVEAL IEAGPVVRLVVRR -

Figura 17. Alineamiento estructural de un conjunto de baja redundancia de dominios
PDZ. Las cajas indican la posicién candnica de los elementos de estructura secundaria.
Los triangulos apuntan a los residuos bésicos relevantes para la funcién del dominio
o presentes solamente en $2S-PDZ. Solo los aminoacidos basicos fueron destacados:
los méas conservados en negro, los menos conservados en gris. En la columna de la iz-
quierda se indican los cédigos del PDB de cada estructura: 52S-PDZ (2vrf), dominios
PDZ6 y PDZ12 de la proteina de interaccién con el receptor de glutamato (In7e y
1qt5, respectivamente), cuarto dominio PDZ de la proteina scribble-2 (1uju), segun-
do y tercer dominios PDZ de PSD-93 (2byg y 1he2, respectivamente), dominio PDZ
asociado a Golgi (2dc2), primer y segundo dominios PDZ del DLG3 (2fe5 y 2iln,
respectivamente) y PDZ2 de PTP-BL (1gm1).

525-PDZ presenta algunas particularidades respecto a la distribucion de resi-
duos cargados que lo diferencian de otros dominios PDZ. El potencial electrostatico

de varios dominios PDZ, calculado con el método APB solver de VMD, muestra que
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7.2. Caracterizacion estructural

525-PDZ presenta una distribucién mas densa de cargas positivas alrededor del loop
de unién de ligandos (Figura[I8]), asociada a la presencia de aminodcidos no conser-
vados cargados positivamente, dos de los cuales estan ubicados en el extremo C de
la hélice aB (Figura [[9). Asi, en una extension de cinco residuos, f2S-PDZ posee
tres residuos cargados positivamente (Lys-184, Arg-185 y Lys-188), que junto con
Lys-120 configuran una region con un potencial positivo alto. Aunque este arreglo
parece caracteristico de los dominios PDZ de otras sintrofinas, 52S-PDZ presen-
ta tres residuos adicionales de arginina respecto del dominio PDZ de a1-sintrofina
(a1S-PDZ). En el trabajo de Harris et al. [23], se describen dos curvas de desnatu-
ralizacion quimica en condiciones distintas de fuerza idnica, las cuales demuestran
que a1S-PDZ es un dominio mas estable que 52S-PDZ. Estos analisis nos lleva-
ron a pensar que la distribucién de cargas podria ser la responsable del inusual
comportamiento de 52S-PDZ en comparaciéon con otros dominios PDZ.

Teniendo esto en cuenta, construimos un mapa de contactos de cuatro dominios
PDZ (Figura 20) que demuestra la presencia de un mayor nimero de contactos
positivos repulsivos en 52S5-PDZ. Estos contactos involucran a residuos en el loop de
unién de ligandos, el loop entre las hebras SA y 6B, y la interaccién entre las Arg-114
y Arg-158. Es interesante notar que los estudios de Gianni et al. [29] demuestran que
el loop entre las hebras SA y B forma un agrupamiento (cluster) de interacciones
nativas en las etapas iniciales del plegado del dominio PDZ2 de PTP-BL, el cual no
tiene estas interacciones repulsivas.

En relaciéon a su funcién biolégica, recordemos que $2S-PDZ es el dominio a
través del cual la proteina f2-sintrofina interactia con la proteina ICA512; la cual
a su vez une a la proteina utrofina, anclando los granulos de secrecién de insulina al
citoesqueleto de actina. De esta forma, f2S-PDZ tiene un rol activo en la regulacion
de la secrecién de insulina. La regulacién de la interaccion entre 525-PDZ e ICA512
se da a través de la fosforilacién de dos residuos de serina que se encuentran muy
cercanos al dominio 2S-PDZ en (2-sintrofina [62, 37, 36] (entre $2S-PDZ y el
primer dominio PH, ver Figura2.2]). La fosforilacién/desfosforilacién de estas serinas
regula la afinidad de $2S-PDZ por su ligando. Dada la particular distribucion de
cargas en la superficie de 52S-PDZ, es posible que la regulacién de la afinidad se
produzca a través de modulaciones en la estructura tridimensional de 2S-PDZ

dadas por interacciones electrostaticas.

7.2.2. Determinacién del peso molecular por espectrometria

de masa

El PM del dominio 52S-PDZ puro fue confirmado por espectrometria de masa

(Figura21]). En el espectro se observan dos especies mayoritarias, una de 9087.8 Da,
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Figura 18. Potencial electrostatico calculado sobre las estructuras de cuatro domi-
nios PDZ, utilizando el método APB Solver implementado en VMD. Las estructuras
analizadas fueron PDZ2 de PTP-BL (1gm1), segundo y tercer dominios PDZ de PSD-
93 (2byg y 1he2, respectivamente) y $2S-PDZ (2vrf). Las superficies se representan
como una red de lineas correspondiente a valores unitarios negativos (rojo) o positivos
(azul) de potencial electrostatico. Las proteinas se representaron como cintas con los
residuos cargados positivamente en esferas y palitos.

y otra de 8956.8 Da, que se atribuyeron a especies de $25-PDZ con la metionina
inicial y sin ella. Estas especies no se resuelven en un SDS-PAGE ni con las técnicas
cromatograficas utilizadas en esta tesis. Dado que la especie mayoritaria corresponde
a la forma sin la metionina inicial, se consider6 que el PM de 52S-PDZ es de 8956.8

Da tanto para los experimentos como para el analisis de los datos.

7.2.3. Analisis de la estructura secundaria por CD

Los espectros de CD en el UV-lejano de 52S5-PDZ se muestran en la Figura
A 20 °C presenta dos minimos, uno en torno a 208 nm y otro a 225 nm, y una banda

en torno a los 212 nm, lo cual indica que se trata de una estructura secundaria
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Figura 19. Representacién de cintas de cuatro dominios PDZ. PDZ2 de PTP-BL
(1gm1), segundo y tercer dominios PDZ de PSD-93 (2byg y 1he2, respectivamente) y
$2S-PDZ (2vrf). En primer plano se muestran la hélice aB y el bolsillo de unién a
ligandos. Las cadenas laterales de los residuos cargados se muestran en las estructuras.
Se etiquetaron los aminoacidos mas relevantes en 52S5-PDZ.

de tipo a+f, como se esperaba para [$2S-PDZ segin la estructura cristalografica
reportada [46]. Por otro lado, no se observa a esta temperatura una banda a 200 nm
que senale la presencia de elementos desestructurados. La muestra incubada a 90 °C
posee un espectro con una banda de absorcién en torno a los 200 nm, caracteristico
de proteinas que se despliegan parcialmente, y que en condiciones desestabilizantes
poseen algin grado de estructura secundaria a-helicoidal residual [63]. Por otro
lado, puede observarse que a 4 °C el espectro varia ligeramente a bajas longitudes
de onda, posiblemente indicando el comienzo de un proceso de desnaturalizacion a

bajas temperaturas.

7.2.4. Asignacién del espectro de N-'H-HSQC

La Figura 23 muestra el espectro de ®N-H-HSQC de 32S-PDZ. La alta resolu-

cién de los picos confirma que se trata de una proteina con estructura tridimensional
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Figura 20. Mapas de contactos de Cf3 para cuatro dominios PDZ. Los circulos co-
rresponden a los contactos repulsivos positivos (circulos azules), contactos repulsivos
negativos (circulos rojos), contactos atractivos (circulos vacios negros) y contactos
no iénicos (circulos vacios grises). Los cédigos del PDB se indican en cada panel,

y corresponden al dominio PDZ6 de la proteina 1 de interacciéon con el receptor de
glutamato (In7e), PDZ2 de PTP-BL (1gm1), PDZ3 de PSD-93 (2he2) y 52S-PDZ

(2vrf).

compacta (plegada). La hebra SF (Figura 25]) presenta dos picos por residuo. De

esta manera el espectro revela la presencia de dos conformaciones en equilibrio en

las condiciones de trabajo, una de ellas muy minoritaria respecto de la otra. Esta

hipotesis de una doble conformacion para la hebra SF se confirma con los valores

de NOE heteronuclear que indican una mayor flexibilidad en esa regién (ver Seccién

[[2:0). Ademds, como se indicard més adelante, las constantes de relajacién por re-

siduo indican que el intercambio entre ambas conformaciones se da en un régimen

temporal lento, contrariamente con lo que sucede en el resto de la proteina.
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Figura 21. Espectro de masa de 52S-PDZ. Espectro de una muestra pura de $2S5—
PDZ. Puede identificarse un pico mayoritario cuyo PM corresponde al esperado para
525-PDZ, y otro pico de menor intensidad que corresponde a una fraccién de §25—
PDZ que conserva la metionina inicial.

30

20

—— CD-lejanoa 4°C
10 - —— CD-lejanoa 20 °C
—— CD-lejanoa 90 °C

_10 —

_20 —

[6]x10™° (mgrados cm?dmol™)

_30 —

\ \ \ \ \
200 210 220 230 240

Longitud de onda (nm)

Figura 22. Espectros de CD en el UV-lejano de $2S-PDZ. A 20 °C se observa un
espectro tipico de una estructura tipo a+pf, la cual se pierde a llevar a la proteina
a 90 °C. A esta temperatura se obtiene el espectro tipico de una proteina que el
desplegarse presenta una estructura residual aleatoria. A 4 °C existe algin grado de
desnaturalizacién por frio, aunque el espectro no cambia de forma significativa respecto
de aquél a 20 °C.
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Figura 23. Asignacién del espectro de N-TH-HSQC de $2S-PDZ. El espectro presenta una buena resolucién de los picos, y practicamente
todos los residuos pudieron ser asignados. Las lineas azules indican los picos que corresponden a grupos amino de cadenas laterales. Los picos
etiquetados en rojo son aquellos que aparecen duplicados, es decir, aquellos de la hebra SF que aparecen en una conformacion alternativa
minoritaria.
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7.2. Caracterizacion estructural

En el Anexo [Bl figuran los valores de desplazamiento quimico de cada par Hy-
N asignado. Précticamente todo el esqueleto carbonado ha podido asignarse, con
excepcion de los residuos Val-113 (extremo Ny), las Pro-139 y Pro-147, y el segmento
que abarca desde el Glu-122 hasta la Gly-127, estos 1ltimos pertencen a una region
no estructurada de la proteina (loop), muy expuestos al solvente, de modo tal que

estan sometidos a un rapido intercambio de protones con el solvente.

7.2.5. Determinacién del radio hidrodinamico por RMN

El R, determinado por RMN fue de 17.1 £ 0.3 A. El R, esperado para una
protefna globular de 83 residuos es de 17.3 A[55], de modo que el valor obtenido
experimentalmente indica un estado de agregacién monomérico y compacto a pH

7.5 y a una concentracion de 93 uM. En la Figura 24l se muestra el espectro de RMN
en una dimensiéon (RMN-1D) de §2S-PDZ.

Ly \

| '.,\ ‘l ')ll ! n IFI
by 'U’|I|| i

| FU ‘-'|J|II\,|M

| ||
I“I | m'lu‘"||,"l/ WA |
,.JIL_,___,J_/J"u""u"J : “\/\M\b

T
115 1.0 105 10.0 9.5 9.0 85 8.0 75 70 6.5 ppm

Figura 24. Espectro de RMN-1D de 525-PDZ. La dispersion de las senales es alta,
especialmente en la regién amidica (entre 7.5 y 9.0 ppm). Esto indica que cada H tiene
un entorno quimico distinto, y que por lo tanto la proteina esté plegada.

7.2.6. Experimentos de dinamica: T;, Ty y NOE heteronu-

clear

Los resultados de los experimentos de relajacién del N se muestran en los

graficos de la Figura26l En los graficos, el eje de las abscisas indica los valores de Ry y
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Capitulo 7. Producciéon de $2S—PDZ y caracterizacion estructural y
dinamica

Ra, que corresponden a los valores 1/T; y 1/Ts respectivamente. De aqui en adelante
se hara referencia a estos valores Ry y Ry cuando se hable de los experimentos de
dindmica por RMN.

Los resultados indican que $2S-PDZ es una estructura relativamente rigida, con
excepcién de la hélice oA (Figura 25), que presenta valores de Ry mayores que
el resto de la proteina (de orden de los ps-ms). Estos valores estarian indicando
que sufre un cambio conformacional lento y, probablemente con movimientos més
amplios. El tiempo de correlacién rotacional calculado a partir de la Ecuacion 5.5.4]
es de 4.92 ns, valor esperado para un monémero globular del tamatno de 52S-PDZ.

El resultado del experimento de hnNOE confirma que en general la cadena car-
bonada principal es rigida, a juzgar por el hecho de que la mayoria de los residuos
presentan una media de valores de hnNOE de 0.75-0.8, valores caracteristicos pa-
ra proteinas en conformacion rigida. La hebra SF, ubicada en el extremo C de la
proteina, presenta los valores mas bajos de hnNOE, indicando mayor flexibilidad en
esa region. Ademas, en los experimentos de dindmica, como en los HSQC, es posible

detectar la presencia de un estado conformacional alternativo minoritario para la

hebra SF (indicado en azul en la Figura 25]).

Figura 25. Elementos méviles en 32S-PDZ. La hélice oA presenta valores de Ro més
altos que el resto de los residuos, lo que sugiere un cambio conformacional lento. Por
otro lado, la hebra SF presenta una mayor flexibilidad que el resto de las estructuras
del dominio.

En general, los valores de R; y Ry demuestran que la proteina se encuentra en
un régimen de intercambio réapido (conocido como fast exchange regime) en el que
las fluctuaciones dinamicas ocurren en tiempos mucho menores que el experimento

de RMN. La tnica excepcién es la hélice aA. Ademads, en las temperaturas que
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7.2. Caracterizacion estructural

ensayamos, la mayoria de las senales asignadas no se ensanchan, por lo que podemos

afirmar que la proteina se mantiene en un régimen dindmico rapido.

7.2.7. Resumen de los parametros estructurales de utilidad

= Peso molecular por ESI-MS: 8956.4 Da

Cantidad de residuos: 83

R,: 171403 A

R,:11.99 A

Absortividad molar (eyy4) : 249735 Mt-cm™

» pl (tedrico): 10.9
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Figura 26. Experimentos de dindmica por RMN. Los residuos marcados en rojo son
aquellos de la hebra SF que aparecen en una conformacién alternativa y minoritaria.
Los resultados del hnNOE indican que esta regién en la conformacién alternativa es
flexible y careceria de estructura.
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Capitulo 8

Caracterizacion termodinamica y

estructural de la desnaturalizacion
de 52S—PDZ

8.1. Desnaturalizacion seguida por CD

8.1.1. Desnaturalizacién quimica con urea

La desnaturalizacion quimica de 52S-PDZ muestra que la proteina se encuentra
completamente desnaturalizada en concentraciones de urea mayores que 3 M a pH
7.0 (Figura 27 ). El ajuste de un modelo de dos estados a los datos experimentales
permite estimar que al menos un 5% de la proteina estd desplegada en ausencia del
desnaturalizante. Los valores de energia libre de desplegado (AG%ZO) y el parametro
m (Ecuacién [B.IT) estimados con este modelo son 1.36 + 0.36 kcal-mol! y 1.18 +
0.28 kcal-mol™! respectivamente. La ausencia de una pre-transicién clara es la mayor
fuente de incertidumbre respecto de la validez de la aplicacion de este modelo ya que
dificulta la estimacion de una linea de base confiable para la senal del estado nativo.
De esta forma, los parametros termodindmicos estimados deben ser interpretados

teniendo en cuenta estas consideraciones.

8.1.2. Desnaturalizacién térmica y doble perturbacién

La Figura 28 muestra que la desnaturalizacion térmica de $2S-PDZ es comple-
tamente reversible en las condiciones experimentales de trabajo, ya que luego de
llevar la proteina hasta 90 °C y de enfriarla hasta temperatura ambiente se recupera
completamente el espectro caracteristico del estado nativo.

El efecto combinado del calor y un agente cadtropo (en este caso urea) sobre

la estructura secundaria de la $2S-PDZ se muestra en las curvas de la Figura
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Figura 27. Desnaturalizacién quimica de $2S-PDZ. Se grafica la elipticidad molar
a 220 nm (puntos negros) en funcién de la concentracién de urea. La linea roja es el
resultado del ajuste de un modelo de dos estados. A bajas concentraciones de urea no
existe una pre-transicion definida correspondiente a la senal del estado nativo.
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Figura 28. Reversibilidad de la desnaturalizaciéon térmica. Se muestran los espectros
de CD lejano antes de someter a §25-PDZ a la desnaturalizacién térmica (trazo azul),
y luego de la desnaturalizacién (trazo rojo). Puede verse que esencialmente se conserva
la forma del espectro.
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8.1. Desnaturalizacion seguida por CD

Se observa que la proteina también sufre desplegado a bajas temperaturas, efecto
que se incrementa junto con la concentracion de urea. También se observa que las
transiciones son anchas, indicando poca cooperatividad en el proceso. El ensancha-
miento de las transiciones en las curvas de la Figura 29 fue el primer indicio de que
el plegado de §2S-PDZ no se explica adecuadamente como una transicién clasica

entre dos estados.
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Figura 29. Desnaturalizacién por doble perturbacién. Las lineas rectas de pendiente
positiva corresponden a las lineas de base del estado nativo para las distintas concen-
traciones de urea: 0 M (negro); 0.4 M (rojo); 0.8 M (verde claro); 1.2 M (azul); 1.6 M
(celeste) y 2 M (magenta). La curva en 7.5 M urea se utilizé para construir la linea
de base del estado desplegado.

La desnaturalizacion térmica en presencia de agentes osmolitos no gener6 efectos
significativos en la estabilidad termodindmica de $2S-PDZ (datos no mostrados).

Sin embargo, a pH 9.4 se obtuvieron valores de T, .. v de T, mayores que a pH 7.5
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Figura 30. Desnaturalizacion térmica de §25-PDZ a distintos pH. Las lineas suavi-
zadas sobre el trazo de las curvas experimentales son el ajuste de un modelo de dos
estados. Las lineas de puntos y rayas son las lineas de base del estado U y del estado
N respectivamente.

En los casos de desplegado térmico de proteinas con un comportamiento mar-
cadamente cooperativo las curvas son sigmoideas con transiciones abruptas, y las
lineas de base de los estados N y U suelen ser facilmente identificables, ya que se
superponen a los datos experimentales en las zonas previa y posterior a la transi-
cion. En estos casos se suelen utilizar lineas de base rectas con dependencia lineal
de la temperatura para ajustar los datos y asi estimar los valores de los parametros
termodindmicos. Un simple analisis visual de las curvas de la Figura permite
ver que esta estrategia carece de sentido en nuestro caso, ya que no hay forma de
establer un criterio para ubicar la linea de base del estado N; ademas, en el caso de
la linea de base del estado U, una recta cruzaria los datos experimentales a bajas
temperaturas y altas concentraciones de urea. A esto hay que agregar que 52S-PDZ
parece presentar desnaturalizacion a bajas temperaturas, lo que provocaria que, de
acuerdo a un modelo de dos estados, haya una fraccién apreciable de proteina des-
naturalizada a la temperatura de maxima estabilidad, y por ello, la linea de base
nativa no podria superponerse con la curva experimental.

Para mejorar la construccion de las lineas de base de los estados N y U se recu-

r1ié a los resultados experimentales de las desnaturalizaciones quimicas. La curva de
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8.1. Desnaturalizacion seguida por CD

desplegado térmico en 7 M urea (Figura 29)), la cual es descripta satisfactoriamente
con un polinomio de grado 3 dependiente de la temperatura (Ecuacién 6.1.3)), es
una buena aproximacién al comportamiento del estado U en todo el rango de tem-
peraturas. Por otro lado, la pendiente de la linea de base del estado N se obtuvo a
partir del ajuste a un modelo de dos estados del termograma a pH 9.4, condicién
en la cual se observé mayor estabilidad termodindamica de 2S-PDZ (Figura B0),
utilizando una linea de base N lineal dependiente de la temperatura. A partir de la
ecuacion de esta recta se construyeron las lineas de base del estado N de las curvas
de la Figura 29

Un ajuste global de un modelo de dos estados con lineas de base como las re-
cién descriptas tampoco resulté satisfactorio, dado que el ajuste se desviaba de los
datos experimentales de forma sistemdtica, sobre todo a bajas temperaturas. Un
modelo de tres estados tampoco resulté satisfactorio. La funcion de ajuste presenta
multiples minimos locales, y los parametros termodinamicos estimados resultaron
inconsistentes con los esperados para una proteina del tamafno de 52S-PDZ, o bien
no reflejaban lo observado experimentalmente.

Un mejor ajuste se obtuvo al utilizar un modelo de dos estados con pardmetros
termodinamicos independientes y lineas de base del estado N construidas como se
describe mas arriba. Este tipo de aproximaciones ya fue utilizada satisfactoriamente
para una proteina de dos estados, pero cuyas transiciones son poco cooperativas
[14], y para la proteina BBL, identificada como ‘cuesta abajo’ [13] [12].

El resultado de este ajuste en el caso de 2S-PDZ se muestra como lineas sua-
vizadas en la Figura 29 y los pardmetros termodinamicos estimados de esta forma
se muestran en la Tabla [ El valor AC estimado es mds bajo que el esperado para
una proteina correctamente plegada del tamano de f2S-PDZ [1], y los pardmetros
AG .« Yy AHy son bajos comparados con los valores de los mismos pardmetros de

max

otras proteinas del mismo tamano que 52S-PDZ [31, 64, [65, [66].

| Urea (M) | AHy, (Kcalmol™') | T, (°C) | ACp (Kcalmol'K™!) | T, (°C) | AGE™ (Kcalmol™?) |

max

0 17.33+0.11 39.88+0.07 0.55%0.01 9.95%0.55 0.8440.02
0.4 16.25+0.14 36.51+0.08 0.8140.01 17.16£0.32 0.5140.01
0.8 15.08+0.19 34.424+0.11 1.04%0.01 20.23+0.29 0.35£0.01
1.2 11.47£0.27 30.77+0.19 1.1440.02 20.84+0.35 0.19£0.01
1.6 9.69£0.36 31.8040.30 1.01£0.02 22.39+0.51 0.1510.01

2 0.00£1.05 23.69£1.4 0.76£0.02 23.69£1.97 0.00£0.00

Tabla 6. Pardametros termodindmicos de la transicién térmica de $2S-PDZ. Los
parametros fueron obtenidos por ajuste de un modelo de dos estados a los datos
de la Figura Como se describe en el texto, estos pardmetros muestran una serie
de particularidades que ponen en duda la validez de la aplicaciéon del modelo de dos
estados a nuestros datos experimentales.

La Figura BTl muestra que existe una fuerte dependencia de los parametros ter-

modindmicos AHy , T, y AC, con la concentracién de urea, una caracteristica de
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proteinas que se (des)pliegan cruzando barreras de energia muy bajas o poco signifi-
cativas. Ademds, la relacién de AHy  con la concentracién de urea no es lineal, y la
relacién lineal entre AG |, v la concentraciéon de urea tiene una pendiente negativa

de ~0.4, mas baja que el valor de m obtenido en la desnaturalizaciéon quimica.
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Figura 31. Parametros termodinamicos obtenidos a partir de un ajuste de un modelo
de dos estados a las curvas de desnaturalizacion térmica en diferentes concentraciones
de urea. En el panel central, en negro se grafica la T, y en rojo la T, ,, en funcién de
la concentracién de urea.

En la Figura B3] se muestra la variacion del espectro de CD en el UV-lejano
de 52S5-PDZ en funcién de la temperatura. Estos termogramas espectrales fueron
analizados por descomposicién en valores singulares. Solo los dos primeros compo-
nentes de la matriz U - D son relevantes (Figura B4[(A)), mientras que los otros
componentes son ruido. La variacion de estos dos componentes relevantes con la
temperatura estd contenida en la matriz V, de modo tal que el producto D - V7T
permite construir curvas de desnaturalizacion para cada uno de estos componentes.
Estos componentes varian de forma independiente entre si, lo cual explica la au-
sencia de un punto isodicroico en la Figura B3l La suma de estos dos componentes
permite construir la curva de desnaturalizacién que se muestra en la Figura B4(B).
Esta curva permite extraer algunas conclusiones importantes acerca del desplegado
de $2S-PDZ. La curva revela un cambio estructural gradual a bajas temperaturas,
debido mayormente al componente 1, seguido de un proceso mas cooperativo dado
por el componente 2. Este analisis permite interpretar la reaccion de desplegado
de f2S-PDZ como un cambio gradual del estado N inicial hacia una transicién de
caracter mas cooperativo, con mayores cambios conformacionales, que lleva hacia el
estado final U.

En la Figura[32] pueden verse los termogramas obtenidos siguiendo la desnatura-
lizacion térmica de 52S-PDZ en ausencia de urea a 204 nm, 208 nm, y 220 nm. Estas
longitudes de onda permiten seguir a los distintos componentes estructurales de una
proteina: la senal a 204 nm permite detectar componentes de estructura aleatoria,
a 208 nm se sensan principalmente las hebras § y hélices «, mientras que a 220 nm

la respuesta dicroica es mayormente del componente a-helicoidal. Las curvas no son
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8.1. Desnaturalizacion seguida por CD

superponibles como se espararia si se tratase de un desplegado en dos estados.
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Figura 32. Senal de CD normalizada a distintas longitudes de onda, obtenida a partir
de la Figura B3l La senal se muestra normalizada para facilitar la comparacién entre
las curvas. La principal caracteristica de la curvas a distintas longitudes de onda es

que no son superponibles.

Analizados en forma conjunta, los resultados obtendidos hasta este punto llevaron

a postular la hipdtesis de que el proceso de plegado de $25-PDZ ocurria por un

mecanismo mas complejo que un modelos de estados discretos.
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Figura 33. Termograma espectral. Espectros completos de CD en el UV-lejano to-
mados cada 2 °C. Se grafican en un gradiente de colores desde el azul mas intenso (4
°C) hasta el rojo més intenso (90 °C).
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Figura 34. En el panel A se grafica la amplitud de los dos componentes principales
del termograma espectral en la Figura 33, pesada por sus valores singulares. El com-
ponente 1 se grafica en gris, y el componente 2 en negro. En el panel B se grafica la
curva de desnaturalizacién reconstruida a partir de los componentes principales.
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8.2. Desnaturalizacion seguida por DSC

Los termogramas se realizaron a varias concentraciones. A las concentraciones
ma&s bajas (menores a 2 mg/ml), la desnaturalizacién mostré ser completamente
reversible, mientras que a 2 mg/ml se observa agregacion recién a altas temperaturas.
Por otro lado, la temperatura correspondiente al valor maximo de Cp (7},) no varia
con la concentracién de proteina, al menos hasta la concentracién de 2 mg/ml, lo que
descarta la posible formacién de dimeros o agregados de orden superior (oligdmeros)
en estas condiciones experimentales.

Los termogramas presentan transiciones anchas (Figura BH) e indicios de desna-

turalizacién por frio.
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Figura 35. Termogramas de DSC de 525-PDZ en distintas concentraciones. Dado
que el maximo de las curvas no se corre al aumentar la concentracién de proteina,
puede decirse que $2S-PDZ no produce oligémeros al menos hasta 2 mg/ml.

Los experimentos de DSC presentados en este Capitulo tienen el objetivo de
profundizar y complementar la informacién presentada en la Secciéon anterior sobre
CD. La ventaja de los experimentos de DSC frente a los espectroscépicos es que la
entalpia de la reaccion de desplegado, y por ende el cambio de capacidad calorifica
durante el proceso, se obtienen directamente a partir de los datos experimentales.
Esto permite, a través de herramientas de la termodinamica estadistica, estudiar la
funcién de particién del sistema, y con ello las poblaciones presentes en una muestra
durante el desplegado. En este capitulo presentamos el resultado del andlisis de
los termogramas de DSC de 2S-PDZ con un modelo que permite discenir entre la

presencia o no de una barrera energética termodinamica en el proceso de desplegado;
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y por ende discenir entre un modelo de dos estados o uno continuo.

En el andlisis resulta determinante la asignacion de las lineas de base de los ter-
mogramas. La cuestion de las lineas de base en los estudios calorimétricos ha sido
ampliamente discutida [59, 12]. De particular importancia es el recorte arbitrario de
los termogramas que se produce en la eleccion de las lineas de base, ya que puede
eliminarse informaciéon importante de la capacidad calorifica en exceso. Como suce-
di6 con los resultados de CD, en nuestro caso tampoco resulté posible determinar
la posicion de la lineas de base Cp v y Cp iy con certeza. En este contexto, el andlisis
recurriendo a un modelo de dos estados resulta inadecuado. Aun asi, se intent6 el
ajuste utilizando el programa Origin-DSC. Los parametros termodinamicos obte-
nidos carecen de sentido, y no fue posible establecer un criterio a partir del cual
mejorar el procedimiento de ajuste.

El modelo de barrera variable presentado en la Seccién resulta de utilidad
para estimar la altura de la barrera energética del proceso, o bien para descartar la

presencia de una barrera. El resultado de este ajuste se muestra en la Figura [36
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Figura 36. Ajuste del modelo de barrera variable a un termograma de DSC de 52S—
PDZ. Con un valor de 8 negativo se tiene un mejor ajuste a los datos experimentales,
lo cual se aprecia en la Figura (B), que muestra que se obtiene una menor varianza
entre el modelo y los datos con valores de 8 negativos. Con un valor de g = —3 se
obtiene el ajuste del trazo azul en la Figura (A).

Los termogramas de 2S5-PDZ analizados con este modelo indican que esta pro-
teina no cruzaria una barrera energética durante el proceso de desplegado.

Para descartar la posibilidad de estar introduciendo un sesgo experimental en
nuestro analisis, decidimos probar el modelo de barrera variable utilizando los ter-
mogramas de la proteina RNasa A, cuyo plegado ha sido descripto como en dos
estados [67]. El resultado del ajuste se muestra en la Figura 31

La aplicacién del modelo de barrera variable sirve satisfactoriamente en casi
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Figura 37. Ajuste del modelo de barrera variable a un termograma de DSC de la
RNasa A. Al contario de lo que sucede con 82S5-PDZ, en este caso el ajuste mejora
cuando se utilizan valores de ( positivos. La Figura (B) muestra que se obtiene una
menor varianza entre el modelo y los datos experimentales cuando se utilizan valores
de (8 positivos. En la Figura (A) se muestra en trazo azul el resultado del ajuste al
utilizar un valor de 8 = 19, y el trazo gris muestra como se desvia el ajuste al utilizar
un valor de 8 bajo.

todo el rango de temperaturas experimentales, indicando que esta proteina podria
desplegarse por un mecanismo que no involucra barreras energéticas altas respecto
de la energia térmica del sistema (< 3kgT). La zonas de bajas temperaturas de
nuestro experimento no ajustan tan satisfactoriamente, debido a que este modelo

no contempla la desnaturalizacion en frio.
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8.3. Perturbacion térmica seguida por RMN

La idea subyacente a este experimento es poder analizar la estructura de la pro-
teina en distintas condiciones de temperatura al nivel de los residuos individuales,
utilizando el desplazamiento quimico como sonda. De esta forma es posible, al me-
nos en teoria, poder graficar curvas de desnaturalizacion ‘desplazamiento quimico
versus temperatura’ para cada residuo de la proteina. Si una proteina se despliega
siguiendo un modelo de estados discretos se espera que los desplazamientos quimi-
cos de los residuos se comporten de forma concertada. En cambio, si el desplegado
de una proteina sigue un modelo continuo, se espera que las curvas de desnatura-
lizacién individuales no sean superponibles [61] (I8, [68]. Esta aproximacién se basa
en que el cambio en el valor del desplazamiento quimico de un residuo en funcién
de la temperatura correlaciona con cambios en su entorno quimico, que en estos
casos se atribuyen a la desnaturalizacion térmica de la proteina. Esta aproximacion
presenta algunas limitaciones, siendo una de las mas relevantes en nuestro caso la
imposibilidad de elevar la temperatura por encima de los 60 °C, que es la maxima
temperatura que puede alcanzarse con el espectrometro de RMN utilizado en esta
tesis, de modo tal que no fue posible realizar una curva completa de desnaturaliza-
cién térmica de $2S-PDZ. Sin embargo, los espectros de N-'H-HSQC colectados
hasta 40 °C brindan informaciéon importante acerca de los eventos tempranos del
proceso de desnaturalizacion de S2S5-PDZ, que, a juzgar por los resultados del SVD
presentados en la Seccion R.1.2] corresponden a una etapa de cambio gradual en la

estructura, previa a una etapa de transicion mas cooperativa.

R158

9,60 9,50 9,40 9,30 9,20 9,10 9,00 9,50 9,40 9,30 9,20 9,10 9,00 8,90 8,80 8,70 8,60
'H (ppm) 'H (ppm)

Figura 38. La figura muestra un recorte de los HSQC a distintas temperaturas. Se
pudo comprobar que la dispersion de las senales no cambia al aumentar la temperatura,
lo cual permite decir que la proteina se encuentra en un régimen de intercambio répido.

En nuestro caso la aproximacion consistio en medir los desplazamientos quimicos

de 74 nitrégenos de la cadena carbonada de S2S-PDZ a distintas temperaturas
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(FiguraB39). Este es el ntimero de residuos que fueron asignados en el "»’N-"H-HSQC
y cuya senal era claramente observable en los espectros. Dado el niimero de residuos
de 2S-PDZ, se esperaba identificar 80 senales (52S-PDZ tiene 83 residuos, pero
el N; y las prolinas no tienen grupos NH amidicos); sin embargo, las seniales de los
residuos del loop entre las hebras SA y B no fueron detectadas en los espectros,
probablemente debido a una alta exposicion al solvente. Elegimos el nitrogeno como
sonda ya que el nitréogeno es un nicleo cuyo desplazamiento quimico es mas sensible
que el del hidrogeno a las perturbaciones del entorno. Asimismo, las senales del
nitrégeno son mas estrechas y con un ancho de linea méas homogéneo que las del

proton.
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Figura 39. Desplazamiento quimico versus temperatura de la cadena principal de f25-PDZ. Se graficaron los valores de desplazamiento quimico
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8.3. Perturbacion térmica seguida por RMN

Este andlisis permitié observar algunas particularidades en el comportamiento
de los residuos. En general se distinguen dos regiones en la proteina. Una responde
al incremento de la temperatura antes de los 40 °C, formada por las hebras 5D, SgF
y el extremo C; de la hélice aB, el extremo N; de la hélice aB, y el extremo C; de
la hebra SC junto con la hélice aA. Otra regién, formada por las hebras SA, SE 5B
y la hélice aB permanece estable al menos hasta los 40 °C.

Respecto de los residuos que sufren mayor perturbacién con la temperatura (Fi-
gura [A0) podemos decir que se encuentran en las regiones mas superficiales de la
proteina, son mayormente residuos polares, y, como es de esperar, muchos se en-
cuentran en los extremos de varios elementos de estructura secundaria. Ademas,
vale la pena recordar que la hélice A, que se encuentra entre los elementos que
se perturban a T' < 40°C, posiblemente sufre un cambio conformacional lento de
acuerdo con sus tiempos de relajacion transversal. Esto significa que presenta mo-
vimientos internos en la escala de los ps-ms, mas lentos que el tumbling global de
la proteina en solucién. Es probable que estos movimientos se incrementen con el

aumento de la temperatura.
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Figura 40. Estructura tridimensional de 525-PDZ en la cual se destacan los residuos que se perturban primero al aumentar la temperatura,
es decir, aquellos que primero sufren cambios en su entorno quimico al aumentar la temperatura. Estos elementos se encuentran en los extremos
de varios elementos de estructura secundaria, y en regiones involucradas en la unién de ligandos.
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Capitulo 9

CONCLUSIONES y
PERSPECTIVAS

9.1. Conclusiones

En el presente trabajo de tesis se estudié el desplegado en el equilibrio del domi-
nio PDZ de la proteina S2-sintrofina mediante distintas técnicas biofisicas. La idea
detrés de esta estrategia que combiné experimentos de CD, DSC y RMN fue obte-
ner de cada una de estas técnicas informacién diferente y complementaria acerca del
desplegado de 32S-PDZ.

La motivacién inicial para comenzar este estudio fue que los resultados de la des-
naturalizacion térmica seguida por CD en el UV-lejano de $2S-PDZ no pudieron
ser explicados con modelos tradicionales de dos o tres estados (0 como también los
hemos llamado en este trabajo, estados discretos). Como se mencioné en el Capitu-
lo 1, la primera aproximacién al analizar datos de estabilidad termodindmica en el
equilibrio suele ser el ajuste de modelos de dos o tres estados a los datos experimen-
tales. Por lo general estos modelos son satisfactorios en casos donde los termogramas
de desplegado presentan transiciones angostas (por CD y DSC), y en las cuales las
lineas de base (que se atribuyen a modificaciones de la senal de los estados N y U
inducidas por la temperatura mas que a cambios conformacionales) son facilmente
identificables. En el caso de los datos de la desnaturalizacion térmica de S2S-PDZ,
los resultados estuvieron marcados por dos particularidades: transiciones anchas, y
zonas de pre- y post- transicion poco definidas. En este contexto, el andlisis de nues-
tros datos con estos modelos clasicos resulté arbitrario y los resultados carecian de
sentido fisico. Cabe mencionar que el dominio $2-PDZ utilizado en esta tesis no po-
see modificaciones de ningtn tipo (mutaciones, marcas, etc.), con lo cual se pueden
descartar las incertidumbres acerca de los artefactos experimentales que introducen

las modificaciones en la secuencia.
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9.1. Conclusiones

La revisién exhaustiva de bibliografia, y un andlisis pormenorizado de nuestros
resultados, nos llevaron a plantear como hipétesis que 52S-PDZ se despliega si-
guiendo un modelo continuo, en el cual no se atraviesan barreras termodinamicas
durante la reaccion de plegado, o bien estas barreras son de energia muy baja. Los
resultados presentados de los experimentos de CD y DSC nos sugieren que §2S-PDZ

se despliega siguiendo un patrén mas complejo que en estados discretos:

= presenta transiciones anchas en los termogramas de CD y DSC;

» los parametros AHp, , T,, v ACp dependen de la concentracién del agente

cadtropo (cuando se ajusta un modelo de dos estados);

= en las condiciones de trabajo ensayadas no existe oligomerizacién de 52S5-PDZ;

= el modelo de barrera variable revela que $2S-PDZ no cruzaria una barrera

energética significativa durante su desplegado.

En este sentido, presentamos al dominio 52S-PDZ como un nuevo caso de estu-
dio en el atn limitado conjunto de proteinas de plegado continuo. Nuestro estudio
permitiéo ademés poner a prueba un modelo poco utilizado como es el modelo de

barrera variable.

Los experimentos de RMN muestran que distintas regiones de la proteina res-
ponden de forma diferencial al incremento de la temperatura, existiendo un ntcleo
que se mantiene sin perturbacion al menos hasta los 40 °C, mientras que algunos
elementos de estructura secundaria parecen comenzar a desestructurarse antes de
esta temperatura. Este experimento resulté crucial ademas para confirmar que en
el caso de $2S-PDZ no es correcto construir una linea de base atribuible a un tnico
estado nativo en las zonas previas a la transicién en los termogramas de CD y/o
DSC. Hemos comprobado que es posible aplicar la técnica de RMN para estudiar
al dominio 52S-PDZ a nivel de residuos individuales, abriendo la posibilidad de
estudiar el plegado de esta proteina con alta resolucion.

Desde el punto de vista de la funcion, se ha propuesto para otras proteinas que se
pliegan sin cruzar barreras energéticas, o cruzando barreras de energia muy baja, que
podrian actuar como ‘reostatos moleculares’, cuyo comportamiento es regulado por
las condiciones ambientales [69, [70]. En este sentido, y con los resultados presentados
en este trabajo de tesis, esta hipdtesis podria ser planteada también en el caso de
525-PDZ, abriendo una interesante linea de investigacién vinculada a la regulacion

de la secrecion de insulina.
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Capitulo 9. CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

9.2.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis constituyen el punto de partida

de varios potenciales trabajos de investigacién. Los proximas pasos que proponemos

seguir para profundizar este estudio son:

92

realizar el ensayo de desnaturalizacion térmica seguida por RMN con la pro-
tefna marcada con '3C, y de esta forma obtener curvas de desnaturalizacién
para los carbonos «a y 3, aumentando significativemante el volumen de sondas

estructurales.

asignar las cadenas laterales de los residuos. El posterior seguimiento de los
desplazamientos quimicos de los atomos de las cadenas laterales en funcién de
la temperatura permitiria una caracterizaciéon de mucha mayor resolucién de

la reaccién de (des)plegado.

realizar los ensayos de los items anteriores midiendo también espectros de
HSQC al disminuir la temperatura; es decir, obtener curvas de desplazamiento

quimico versus temperatura para el pasaje desde el estado U al estado N.
estudiar el (des)plegado de $2S-PDZ desde una perspectiva cinética.

estudiar la interaccion de S2S5-PDZ con ligandos y estudiar el efecto de muta-
ciones de residuos importantes para la unién y el plegado en la estabilidad y

afinidad por ligandos.
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Apéndice A

Ecuaciones del modelo Non-two

states del programa Origin

Para el ajuste es necesario restar a los datos experimentales una linea de base
(‘progress baseline’), ya que este modelo no considera el parametro AC} de las tran-
siciones. Este procedimiento también lleva a que Cp =0 a todas las temperaturas.

Este modelo no considera que la entalpia calorimétrica y la entalpia de van’t
Hoff (AHYH) sean iguales, de modo tal que ambas deben incluirse en las ecuaciones

de ajuste:

1+ Ko(D)P R A

Cen(T)

En este caso la constante de equilibrio de desplegado en el equilibrio Ky se

calcula considerando la entalpia de van’t Hoft:

Koo [0 (1 ) "

Estas ecuaciones se usan para ajustar a los termogramas, y los pardmetros de
ajuste son T, AHp v AHY!.
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Apéndice B

1H-§ y 1°N-§ de 52S-PDZ

La siguiente tabla contiene el valor de desplazamiento quimico del N y del
'H del esqueleto carbonado para cada residuo identificado en el N-'H-HSQC de
£2S-PDZ.

Residuo | 'H ¢ (ppm) | "’N ¢ (ppm)
R2 9.23495 125.13486
R3 8.53254 122.44815
V4 9.07850 125.15125
R5 8.58014 128.42741
V6 9.18571 126.75537
V7 8.39519 126.11190
K8 9.00273 125.93413
116 7.63479 113.27997
S17 8.51263 117.63556
118 8.56778 116.23708
K19 9.27118 119.94865
G20 8.67793 106.48289
G21 7.06601 109.84290
R22 8.53731 122.50562
E23 11.68694 125.47996
N24 7.95803 118.36914
R25 8.17225 115.50772
M26 7.40373 116.78222
128 8.19355 118.69706
L29 8.59888 127.04015
130 8.76670 119.03735
531 9.28709 126.06824

Continta en la pagina siguiente.
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Residuo | 'H ¢ (ppm) | N 6 (ppm)
K32 7.31798 121.29115
133 8.44576 124.79875
F34 8.41683 127.94459
G36 10.14297 111.91706
Q9 8.07257 119.38338
L37 6.97286 120.27961
A38 7.87647 118.67783
A39 8.29549 118.93061
D40 9.16261 124.17556
Q41 8.30585 115.58326
542 7.70612 113.43906
R43 7.63980 115.29485
A44 7.85963 120.34326
L45 8.09314 118.62244
R46 8.90181 120.81162
L47 8.33287 120.68208
G48 8.77839 111.93301
D49 7.77011 120.83210
A50 8.89148 123.51303
I51 8.74762 120.38219
L52 9.24585 126.67544
SH3 7.67172 109.20825
V4 8.12553 116.39503
Nb55 9.73405 128.69348
G56 8.70033 103.44021
T57 8.47763 120.39124
D58 8.77476 128.55284
L59 9.17449 127.68057
R60 8.92620 124.39757
Q61 8.46953 114.39056
A62 6.86196 121.50382
T63 8.35571 111.67252
H64 10.00087 122.60113
D65 8.96344 115.34750
Q66 7.72753 117.87495
A67 8.07969 122.64714
V68 8.40560 118.46629

Continta en la pagina siguiente.
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Residuo | 'H ¢ (ppm) | N § (ppm)
Q69 8.05615 116.52733
AT0 7.88925 121.01279
L71 8.06082 116.71677
K72 8.02258 119.43131
R73 7.72294 116.05429
AT4 7.08669 121.69917
G20 8.04961 106.70142
K76 8.09838 118.42170
E77 7.63266 115.08960
V78 8.95184 125.58521
L79 9.01966 128.57111
L80 9.44667 127.89867
E81 7.63350 120.68944
V82 8.99722 119.10558
K83 8.42600 125.04119
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