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Resumen

En esta tesis se desarroll6 un robusto y eficiente protocolo de preparacion y purificacion de
YLSCP2 que permite tanto su cristalizaciéon, como su obtencién y estudio en su forma libre de
ligando. La estructura de rayos X reportada expande significativamente el conjunto de dominios
SCP2 de eucariotas y unifica el conocimiento sobre este dominio a lo largo de todos los
reinos de la vida. De esta forma existe la posibilidad de realizar un completo examen

comparativo de este ubicuo plegado proteico y sus propiedades.
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Abreviaturas

ACBP
acil-CoA
ADN

AP

CD

Cl

CMC
DOs00
DPG

EDTA

FA
FABP

FPLC

Kb

LB
nsLTP
PCR
PDB
pl

PL

proteinas de union a acil-CoA

acidos carboxilicos esterificados con coenzima A
acido desoxirribonucleico

acido cis-parinarico

dicroismo circular

cuerpos de inclusion (fraccion insoluble)
concentracion micelar critica

densidad optica a una longitud de onda de 600 nm
1,2-dipalmitoil-sn-glicerol

acido etilendiaminotetracético

coeficiente de extincion molar

acidos grasos

proteinas de union a acidos grasos

cromatografia rapida liquida de proteinas y péptidos
cddigo de identificacién en una base de datos
constante de disociacion

medio de cultivo Luria-Bertani

proteinas transportadoras no especificas de lipidos
reaccion en cadena de la polimerasa

banco de datos de proteinas

punto isoeléctrico

fosfolipidos



PM
PST1
RMSD
rpm
Rs
SAXS
SEC
SCP2
SDS
SDS-PAGE
SLBP
TG
UA
uv

YLSCP2

peso molecular

sefial de direccionamiento a peroxisomas tipo 1
desplazamiento cuadratico medio

revoluciones por minuto

radio de Stokes

dispersion de rayos X a bajo angulo
cromatografia de exclusién molecular

proteina transportadora de esteroles tipo-2
dodecil sulfato de sodio

electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
proteinas solubles que unen lipidos
triglicéridos

unidades arbitrarias

ultravioleta

proteina transportadora de esteroles tipo-2 de Yarrowia lipolytica



Aminoacidos

Ala A alanina
Arg R arginina
Asn N asparagina
Asp D acido aspértico
Cys C cisteina
GIn Q glutamina
Glu E acido glutamico
Gly G glicina
His H histidina
lle I isoleucina
Leu L leucina
Lys K lisina
Met M metionina
Phe F fenilalanina
Pro P prolina
Ser S serina
Thr T treonina
Trp wW triptofano
Tyr Y tirosina
Val \Y valina
Orn @) ornitina
Cit U citrulina
X cualquier aminoacido
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Introduccidn

Propiedades de los lipidos

Los lipidos son biomoléculas muy diversas. Estan formados principalmente por una larga

cadena alifatica, aunque pueden también poseer una zona polar pequefia. Es esta cadena
carbonada la responsable de la caracteristica comdn y definitoria de estos compuestos: su
escasa solubilidad en soluciones acuosas. Y es su heterogeneidad la que les permite cumplir

funciones muy diversas.

Entre los lipidos mas abundantes, las grasas y aceites son la reserva energética principal en
animales y plantas, respectivamente. Los triglicéridos (TG) y los fosfolipidos (PL) son los
principales componentes estructurales de las membranas bioldgicas. Los esteroles, ademas
de regular la fluidez de estas membranas, también cumplen funciones como cofactores de
transcripcion, hormonas (testosterona, estradiol, cortisol, prostaglandinas, etc.) y agentes
emulsionantes en el tracto digestivo (sales biliares). Ademas, algunos PL participan de

procesos de reconocimiento celular y transduccion de sefiales.

Otros roles fundamentales de los lipidos son como grupos prostéticos de proteinas
(activacion de la ghrelina por esterificacién con acido octanoico, anclaje de la clorofila por
el fitol, anclaje a membrana por prenilacion o por union a glicosilfosfatidilinositol,
transporte de electrones por la coenzima Q y su variable cantidad de unidades isopropeno),
vitaminas (A, D, E, K), segundos mensajeros (derivados de acidos grasos poli-insaturados,
esteroles y fosfolipidos) y moduladores de factores de trascripcion de genes. En la
membrana plasmatica, PL y acidos grasos (FA), ayudan a las proteinas a conservar su

estructura, podria decirse, cumpliendo funcion de “chaperonas” de proteinas de membrana.

Ademas de su poder nutricional y mecanico, los fosfolipidos, esfingolipidos y &cidos
grasos, por ejemplo, intervienen en la regulacién del metabolismo, la diferenciacion, la
proliferacion, la senescencia y muerte celular, la angiogénesis y la vasoconstriccion [Cao,
2008; Duplus, 2000; Chawla, 2001; Funk, 2001; Hla, 2001; Merrill, 2002; Hannun, 2002].

La baja solubilidad en agua es el desafio central que la célula debe superar para la
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utilizacion de los lipidos; ya que ésta dificulta su movilidad, intercambio, disponibilidad y
trasformacion. Teniendo en cuenta, ademas, que los compuestos insolubles son tdxicos para

la célula, la misma debe desarrollar mecanismos para eliminarlos o disolverlos.

Una vez dentro de la célula, los lipidos deben mantenerse solubles y, en las células

eucariotas, deben ser transportados hacia las organelas.

Dada la amplia variedad de funciones que desempefian los lipidos, es necesaria una precisa
regulacién de su metabolismo para mantener la homeostasis celular. Patologias como
obesidad, diabetes, sindrome metabdlico, ateroesclerosis, trastornos de absorcion y cancer
son s6lo algunos ejemplos de enfermedades cuya aparicién o progresion ha sido asociada a
alteraciones en el metabolismo lipidico, cuando anteriormente eran adscriptas
exclusivamente a proteinas [Lusis, 2000; Shulman, 2000; Kopelman, 2000; Shureiqi, 2001;
Ding, 2003]. Finalmente, estos compuestos hidrofébicos pueden ser metabolizados
mediante diversos procesos como por ejemplo la s-oxidacién de acidos grasos.

L_as proteinas intracelulares que unen lipidos

Para resolver los problemas derivados de la disolucion, captacién, transporte y toxicidad de

los lipidos, han surgido por evolucién diferentes familias de proteinas solubles
intracelulares, capaces de unir lipidos en forma reversible, las SLBP (por sus siglas en
inglés Soluble Lipid Binding Proteins). Dentro de este conjunto de proteinas, las familias y
superfamilias mejor caracterizadas corresponden a las proteinas que unen acidos grasos y
ésteres de coenzima A (FABP y ACBP respectivamente de su siglas en inglés Fatty Acid
Binding Protein [Storch, 2008] y Acyl-CoA Binding Protein [Kragelund, 1999]). También
existen las proteinas transportadoras no especificas de lipidos (nsLTP, non-specific Lipid
Transfer Proteins) [Kader, 1996], la proteina transportadora de esteroles tipo-2 (SCP2,
Sterol Carrier Protein-2) [Edqgvist, 2006], y una familia de proteinas llamadas
CRAL_TRIO, que incluye a la proteina transportadora de fosfatidilinositol de levadura
(SEC14) y la proteina transportadora de tocoferol (TTP) [Schaaf, 2008; Morley, 2008].

Las SLBP se encuentran ampliamente distribuidas en los tres dominios de la vida (Eukarya,
Bacteria y Archaea). Por ejemplo, las nsLTP son especificas de plantas superiores. FABP,

ACBP y SCP2 se expresan en animales, aunque las Gltimas dos también lo hacen en
16



hongos, arqueas, bacterias y plantas. Ademas, en organismos eucariotas superiores
frecuentemente se encuentran representantes de varias de estas familias de proteinas
coexistiendo en un mismo tipo celular, o incluso isotipos de una misma familia. Esto estaria
indicando una especializacién en las funciones de cada una o una redundancia funcional.
Teniendo en cuenta la importancia del metabolismo lipidico para las células, probablemente

se trate de una superposicion funcional.

Por otro lado, las distintas SLBP difieren en su estructura, filogenia, localizacion tisular e
intracelular y propiedades de union de ligandos hidrofobicos. Esto es facil de entender en
organismos pluricelulares donde se observa una division de tareas entre distintos tejidos o
compartimentos intracelulares. Sin embargo, es interesante mencionar que distintos
organismos unicelulares logran cumplir con todas sus funciones vitales con una dotacion
Unica de SLBP. Por ejemplo, se sabe que la levadura Saccharomyces cerevisiae expresa una
sola SLPB perteneciente a la familia de la ACBP, y Yarrowia lipolytica, que posee una
capacidad extraordinaria para metabolizar compuestos hidrofébicos, posee sélo una
perteneciente a la familia de la SCP2 [Dell'Angelica, 1992]. Esta distribucion desigual en
organismos relacionados podria estar sugiriendo también un solapamiento funcional entre
distintos tipos de SLBP vy justificar las diferencias observadas en relacion al metabolismo

lipidico de cada especie.

Aunque se dispone de una gran cantidad de informacién estructural y genémica, ain no
estd claro cuéles podrian ser las funciones especificas que estas SLBP estarian
desarrollando. Dentro de cada familia de proteinas SLBP existen varias isoformas que
presentan un patron de expresion y especificidad de unién de ligandos hidrofébicos Unicos.
Se cree que estas diferencias residen en una baja identidad de secuencia (tan s6lo un 20%),

a pesar de la cual adoptan estructuras tridimensionales muy similares.

El transporte intracelular mediado por las SLBP parece ser un mecanismo importante para
la disolucién y movilizacion intracelular de lipidos. Sin embargo, actualmente no esta claro
si las SLBP son indispensables para el funcionamiento celular. Como ya se dijo, las
distintas SLBP difieren en su estructura (Fig. 1), filogenia, localizacion tisular e intracelular
y espectro de union de ligandos, presentando un panorama complejo para la interpretacion

de las funciones de estas proteinas.
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Entre las SLBP podemos encontrar una familia con propiedades que abarcan las de todas
las demaés: las proteinas transportadoras de esteroles (SCP2). Las mismas unen un amplio
grupo de lipidos incluyendo los ligandos de todas las SLBP y son las Unicas presentes en
todos los dominios biolégicos. Nuevamente, en la levadura Yarrowia lipolytica, s6lo una
SLBP es expresada: una representante de la familia de las SCP2, la YLSCP2, la misma fue

objeto de estudio en esta tesis.

Figura 1. Estructuras representativas de SLBP. ACBP: proteina transportadoras de acil-CoA
(PDB:1ACA), FABP: proteina transportadora de acidos grasos (PDB:1DC9), nsLTP: proteina
transportadora no especifica de lipidos (PDB:1TUK) y SCP2: proteina transportadora de esteroles
(PDB:1C44).

Yarrowia lipolytica: Una levadura con particular
eficiencia en la utilizaciéon de lipidos

La levadura ascomicete Yarrowia lipolytica es un hongo dimérfico cuya transicion entre la

forma micelar* y levaduriforme es regulada por la fuente de lipidos presentes en el medio

1 . . . . P . . .
Micelar en este caso refiere a micelios. Mas adelante en la tesis, la palabra “micelar” referird al

fenémeno fisicoquimico de formacién de micelas.
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de cultivo, entre otros factores [Mlickova, 2004]. Es una levadura aerobica estricta,
relativamente fécil de manipular por técnicas moleculares y genéticas. Ademas, presenta un
metabolismo lipidico caracteristico, ya que es capaz de degradar muy eficientemente gran
variedad de sustratos hidrofobicos empleando vias metabdlicas especificas [Fickers, 2005].
Parte de esta capacidad depende de la modificacion de la superficie celular, de la expresion
de enzimas especificas y de la secrecion de un conjunto de lipasas y emulsionantes al
medio extracelular que hidrolizan parcialmente aceites. Si ademas tenemos en cuenta que
las células de levaduras son muy similares a las de eucariotas superiores con respecto a la
compartimentalizacion intracelular, Y. lipolytica se convierte en un excelente modelo para

el estudio del metabolismo y transporte de lipidos.

Yarrowia lipolytica posee la capacidad de crecer a partir de alcanos lineales y FA como
unica fuente de carbono [Barth & Gaillardin, 1997]. Para esto son necesarios la interaccion
de la levadura con los sustratos hidrofdébicos, su asimilacion y el transporte intracelular para
luego ser oxidados en peroxisomas o almacenados como TG en forma de cuerpos lipidicos.
También posee un sistema de g-oxidacion inducible por acidos grasos y n-alcanos [Fickers,
2005].

Mientras que en animales la degradacion de los FA tiene lugar en mitocondrias y
peroxisomas Via S-oxidacion, en levaduras las enzimas de esta via solo estan presentes en
peroxisomas. Asi, la oxidacién de FA es un proceso de etapas multiples que requiere
diferentes actividades enzimaticas. Los hidrocarburos deben ser oxidados previamente a
alcoholes y luego a los FA correspondientes para entrar en esta via. La primera reaccion, y
etapa limitante del proceso, es la catalizada por una acil-CoA oxidasa peroxisomal (AOX o
POX) vy las caracteristicas sobresalientes de Y. lipolytica podrian en parte deberse a estas
enzimas. Saccharomyces cerevisiae posee solo una AOX, mientras que Y. lipolytica se
diferencia por poseer cinco isoformas diferentes. Ademas, la modificacion de la expresion
de estas enzimas en Y. lipolytica afecta la asimilacion de las gotas de lipidos asi como el

numero y el tamafio de los cuerpos lipidicos intracelulares [Barth & Gaillardin, 1997].

Para poder utilizar lipidos tan eficientemente, Y. lipolytica debe ser capaz de sintetizarlos
y/o captarlos con gran eficiencia. En el caso de la sintesis enddgena participan un conjunto

de enzimas citosdlicas a partir de acetil-CoA: acetil-CoA carboxilasa (ACC), acido graso
19



sintetasa (FAS), elongasas y desaturasas. Esta via produce primeramente acido palmitico
(16:0), el cual luego puede funcionar como sustrato de las elongasas, transformandose
entonces en &cido estearico (18:0) [Jayakumar, 1995; Matsuzaka, 2002]. Los FA saturados
palmitico y estearico son los principales sustratos de la estearoil-CoA desaturasa o
A9-desaturasa (SCD), que introduce una insaturacion en configuracion cis entre los &tomos
C9 y C10 generando los FA monoinsaturados palmitoleico (16:1 n-7) y oleico (18:1 n-9)
[Enoch, 1976]. Normalmente, el exceso de hidratos de carbono asimilados, que no pueden

guardarse como glucdgeno, se trasforma en lipidos de reserva que formaran TG.

En el caso de la incorporacion exdgena de sustratos hidrofébicos existen dos hipdtesis para
explicar el transporte de sustratos poco miscibles en agua. Como ya se mencion0, en Y.
lipolytica se han encontrado evidencias de ambos mecanismos, produccion de surfactantes
que disuelven sustratos hidrofdbicos [Cirigliano, 1984; Zinjarde, 2002]; y la induccion de
adhesion directa a su pared celular por aumento de las propiedades apolares de la superficie

celular durante el crecimiento con sustratos hidrofébicos [Kim T.H., 2000].

En levaduras, la via de p-oxidacion se lleva a cabo sélo en peroxisomas (via que se
encuentra mucho mas ampliamente distribuida en la naturaleza, en comparacion a la
p-oxidacion mitocondrial que estd restringida al reino animal [Wanders, 2001]). Para
mediar en la transferencia de lipidos y participar en el metabolismo de los mismos, las
proteinas peroxisomales deben ser a su vez direccionadas para su localizacion en los

peroxisomas, ya que todas las proteinas peroxisomales se sintetizan en el citoplasma.

Para llevar a cabo esta tarea existen dos secuencias de direccionamiento a peroxisomas, la
PTS1 (Ser-Lys-Leu) que se wubica en el extremo N-terminal, y la PTS2
(R/K)(L/VIDNXs5(H/Q)(L/A) que ademas puede ser interna [Hettema, 1999]. Las secuencias
PTS1 y PTS2 interaccionan con dos proteinas integrales de membrana peroxisomal, la
PEX5p y PEXT7p respectivamente [Brown, 2003]. Asi se incorporan al peroxisoma todas las
enzimas necesarias para el metabolismo de lipidos (Fig. 5d).

Tanto los &cidos grasos endogenos como los exdgenos son activados por la union a
coenzima A (CoA) como primer paso necesario. Esto es llevado a cabo por la acil-CoA
sintetasa. Esta conversion permite el transporte a peroxisomas y alli los acil-CoA ingresan
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en la via de la S-oxidacion. Esta ruta termina produciendo acetil-CoA, propionil-CoA y
precursores del ciclo de Krebs y esta catalizada por tres enzimas, la acil-CoA oxidasa, la

proteina multifuncional hidratasa-deshidrogenasa y la tiolasa [Fickers, 2005].

También son metabolitos de la p-oxidacion peroxisomal los 4&cidos grasos con
poli-insaturaciones, acidos grasos ramificados, acidos dicarboxilicos y prostaglandinas.

Dentro de los peroxisomas se lleva a cabo también el ciclo del glioxilato (Fig. 2).

2 s lipasas
. acidos .
Sspacio n-alcanos ‘ triacilglicéridos
extracelular grasos
- ™
I cid | friacilgliceridos
n-alcanos acidos grasos esteri| ésteres

clerpo lipidico

alcohol B-oxidacion
ciclo del
srase citrato
ciclo del
Glioxilato
citoplasma

Feroxisoma

Mitocondria )

Figura 2. Esquema del catabolismo de n-alcanos, &cidos grasos y triacilglicéridos en V. lipolytica.

L_as SLBP peroxisomales

Una vez incorporados al peroxisoma, los lipidos deben ser mantenidos solubles y

disponibles para su utilizacion metabolica. La tnica SLBP conocida con el potencial de
cumplir esta funcion es la SCP2. Esto es asi porque SCP2 en general posee una secuencia
de direccionamiento a peroxisoma. En células de mamiferos una fraccion importante de
SCP2 se localiza en peroxisomas. En insectos, alguna de las isoformas conocidas de SCP2

son peroxisomales. En levaduras y en particular en Y. lipolytica, las SCP2 conocidas han
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sido descriptas como peroxisomales [Tan, 1994; Ferreyra, 2006].

Pero a pesar de la gran cantidad de informacién disponible, la funcion especifica que
cumplen las SCP2 todavia es un enigma. Un ejemplo de ello es que en Saccharomyces
cerevisiae, y Saccharomyces pombe no hay SCP2 y a pesar de ello el metabolismo de

acidos grasos es relativamente normal.

En mamiferos se ha descripto la presencia, en peroxisomas, de otras proteinas
trasportadoras de &cidos grasos, como la L-FABP [Antonenkov, 2006], sin embargo en
levaduras SCP2 continGa siendo la Unica candidata conocida a cumplir el rol de
transportadora peroxisomal de lipidos.

Concomitante con el secuenciamiento del genoma completo de Yarrowia lipolytica [Dujon,
2004], en el laboratorio donde se desarroll6 esta tesis se clono la SCP2 de esta levadura
(YLSCP2), y se estudid su estructura, plegado, especificidad de ligandos y demaés
caracteristicas biofisicas con el fin de esclarecer este tema [Ferreyra, 2006]. Es importante
destacar una vez méas que Y. lipolytica constituye un sistema de particular interés, ya que
combina una capacidad metabolica extraordinaria con una dotacion limitada de SLBP, en
comparacion por ejemplo con células de tejidos de mamiferos. Estos tejidos deben manejar
grandes cantidades de lipidos y se especializan en tres funciones que también son bien
desempefiadas por las células de esta levadura, como son la asimilacién de lipidos, su

metabolismo, y la sintesis y almacenamiento de TG.

La familia de genes SCP2 vy su evolucion

Luego de comprobar la gran diversidad de ligandos hidrofbicos que esta proteina es capaz

de unir, la SCP2 de mamiferos se denominé proteina transportadora no especifica de
lipidos. Pero finalmente en la bibliografia se impuso su denominacién original, proteina
transportadora de esteroles, a pesar de su amplia capacidad de unir lipidos, tales como,
esteroles, isoprenoides, PL, lisofosfolipidos, etc. Posteriormente se comprobd su capacidad
de unir FA de cadena larga y acil-CoA con afinidades similares a las FABP y ACBP.
Ademas, el dominio SCP2 forma parte de un una familia multigénica de proteinas
multidominio presentes en todos los dominios de la vida, enzimas relacionadas al

metabolismo de FA (tiolasas, hidratasas y/o deshidrogenasas), presentes en particular en el
22



compartimiento peroxisomal.

En animales y un gran nimero de eucariotas, el dominio SCP2 esta fusionado,
normalmente en el extremo C-terminal. Por ejemplo, en humanos hay cinco genes que
incluyen este dominio en proteinas: scpx, C200rf79, hsd17B4, hsdl2 y stomll; pero en
plantas y hongos, también existe un gen que codifica para una SCP2 sin fusionar. Los
ultimos tres genes humanos codifican para una serie de proteinas relacionadas al
metabolismo de FA y demaés lipidos [Adamski, 1995; Dai, 2003; Seidel, 1998]. Asi, el
dominio SCP2 es expresado como una parte integral de las proteinas DBP (80 kDa),
HSDL2 (45 kDa) y STOMLL1 (43 kDa). Por otro lado, el gen scpx codifica para la proteina
SCPX (58 kDa) que posee un dominio con actividad 3-cetoacil-CoA tiolasa fusionado al
dominio SCP2 en el C-terminal [Ohba, 1994]. Esta proteina cataliza el Gltimo paso de cada
ciclo de p-oxidacion. Gracias a la existencia de un promotor alternativo en el gen scpx, se
expresa también la proteina preSCP2 independientemente, que consiste en el dominio
SCP2 como proteina aislada [Ohba, 1995], con la secuencia de localizacion peroxisomal
PTS1, méas una secuencia N-terminal de unos 30 aminoacidos que es removida durante su
maduracion. Esta misma modificacion postraduccional puede ocurrir sobre la SCPX, y
hasta ahora, en mamiferos, se creia que asi se obtenia el 100% de la SCP2 independiente,
por protedlisis postraduccional de los productos de transcripcion del gen scpx (Fig. 3). Sin
embargo mas recientemente se ha descubierto un gen no caracterizado aun, el C200rf79 que
codifica una SCP2 de dominio Unico de 156 residuos aminoacidicos [Deloukas, 2001].

Proteinas multidominio similares a las de mamifero también han sido identificadas en otros
organismos eucariotas como el nematode Caenorhabditis elegans, el hongo Arbuscular
mycorrhizal o amebas de la especie Dictyostelium spp. [Barnes, 1996; Requena, 1999;
Matsuoka, 2003]. Asi mismo, el vector transmisor de la fiebre amarilla Aedes aegypti
expresa la SCPX y varias proteinas tipo SCP2 sin fusionar [Lan, 2004; Krebs, 2003]. Sin
embargo, en plantas [Edqvist, 2004], en levaduras [Szabo, 1989; Hwang, 1991, Ferreyra,
2006], en arqueas [Kawashima, 2000], y en bacterias, la SCP2 parece ser codificada como
una proteina de dominio Unico, resultado de genes no fusionados (Tabla 1). Asi, las SCP2
de plantas, hongos y vertebrados se estima aparecieron por fision de un gen ancestral que
codificaba para una proteina que contenia los dominio de la D-3-hidroxiacil-CoA
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deshidrogenasa y de la SCP2 [Edqvist, 2006].

GEN SCPX

mARN Transcripcion

TIOLASA-SCP2 ¢ 2
T mARN preSCP2

Traduccion

TIOLASA-SCP2

preSCP2
58 KDa
15 KDa
Modificacion
postraduccional
TIOLASA Pre
secuencia
46 KDa 2 KDa

Figura 3. Esquema de los productos proteicos obtenidos a partir del gen scpx de humanos. Los ARN
mensajeros codifican para TIOLASA-SCP2 y preSCP2, a partir de ambas proteinas se obtiene SCP2 madura
luego de una protedlisis.

Organismo Gen Proteina Dominios

H. Sapiens hsd17B4 MFE2 (DBP) H-C-S
Scpx SCPX T-S
hsdI2 HSDL2 D-S
stomll STOML1 E-S
C200rf79 SCP2 S

C. Elegans dhs-28 DBP H-S
dhs-6 HSDL2 T-S
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unc-24 UNC-24 D-S
nit-1 SCP2 S

A. Gambiae ENSANGG00000011810 ENSANGP00000014299 H-C-S
ENSANGG00000007479 ENSANGP00000009968 T-S
ENSANGG00000013825 ENSANGP00000016314 D-S
ENSANGG00000018004 ENSANGP00000020493 S
ENSANGG00000022459 ENSANGP00000026507 S
ENSANGG00000017981 ENSANGP00000020470 S

C. tropicalis pox 18 PXP 18 S

G. mosseae beg 12 GMFOX2 H-H-C-S

T. gondii tghad2scp?2 TGHAD2SCP2 H-S-S

D. discoideum mfeA MFE 1 (DBP) H-S
Gen ID: 3390058 DDBDRAFT_0186139 S-S

A. thaliana atscp2 ATSCP2 S

T. thermophilus Gen ID: 3168635 TTHAO0401 S

Tabla 1. Ejemplos de genes y proteinas que contienen el dominio SCP2 en humanos (H. sapiens), nematodos
(C. elegans), artrépodos (A. gambiae), hongos (C. tropicalis y G. mosseae), protistas (T. gondii, D.
discoideum), plantas (A. thaliana) y arqueas (T. thermophilus). Clave de dominios: D-3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa (H), enoil-CoA hidratasa (C), SCP2 (S), tiolasa (T), deshidrogenasa de cadena corta (D),
estomatina (E) [Edqvist J., 2006].

Caracteristicas estructurales del motivo SCP2

El estudio de la estructura de una familia de proteinas nos brinda informacion sobre los

mecanismos de accion y estabilidad de la misma. Por eso es de suma importancia estudiar
la familia SCP2. La SCP2 es una proteina que presenta una estructura claramente distinta a
la de la familia FABP. Presenta un motivo de plegado tipo o + f compuesto por cinco
cordones g formando una l&mina y cinco hélices a (Fig. 4). En el extremo N-terminal de la
SCP2, existen unos 32 residuos que forman una hélice « anfipatica. La misma participaria
en la interaccion con membranas fosfolipidicas anionicas debido a los residuos
aminoacidicos con carga positiva. La cara hidrofobica de esta hélice junto con los cordones

P4y p5y la hélice 5 forman una cavidad con la capacidad de unir ligandos hidrofobicos
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de estructuras muy variadas como FA, acil-CoA, colesterol, PL, isoprenoides, etc. La
mayoria de las SCP2 parecen tener un unico sitio de union, independientemente del tipo de
ligando, aunque la orientacion no es la misma cuando se comparan las estructuras de
distintos phyla. Asi, la union del detergente Triton X-100 en la SCP2 humana y los FA en la
SCP2 de mosquito tienen orientaciones casi ortogonales. La estructura dimérica de las
proteina tipo SCP2-2 (SCP2L2) de mosquito mostrd ser muy flexible, con un segundo sitio
en uno de los mondmeros y con una orientacion ortogonal al primero [Dyer, 2008].

A partir de las estructuras tridimensionales resueltas para los complejos de las SCP2 con
ligandos es evidente la plasticidad conformacional de estas proteinas, la que parece ser
relevante para la unién de ligandos. Los estudios de RMN de SCP2 también indican una
flexibilidad conformacional alta [Filipp, 2007; Baxter, 1998; Stolowich, 2002].

Figura 4. Esquema general del motivo estructural de las proteinas transportadoras de esteroles (SCP2). Se
representa el orden de las hélices a (hélices azules) con nimeros romanos y de los cordones £ (flechas rojas)
con numeros cardinales y se indican los extremos N-terminal (N) y C-terminal (C).
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Estructuras de rayos X reportadas de SCP2

La primera estructura 3D de SCP2 resuelta por difraccion de rayos X fue la SCP2 de conejo
(CSCP2) con una resolucion de 1.8 A (1C44) [Choinowski, 2000]. Su plegado presenta un
motivo o + £ formado por cinco cordones g y cinco hélices a, las cuales forman una

cavidad hidrofobica que podria ser el sitio de union de ligandos (Fig. 5).

La primera estructura de un complejo de SCP2 con un ligando fue la del dominio SCP2 de
la enzima multifuncional MFE2 de humanos (MFE2SCP2) con Tritdn X-100 (1IKT)
[Haapalainen, 2001]. Obtenida con una resolucion de 1.75 A, la estructura de mfe2SCP2
estd compuesta por cinco cordones Sy cinco hélices a formando una cavidad hidrofébica
que corta transversalmente a la proteina (Fig. 5). Esta cavidad conforma el sitio de union de

ligandos y se encuentra ocupada por una molécula del detergente Triton X-100.

La siguiente estructura de SCP2 en complejo con un ligando determinada fue la del
complejo entre SCP2 del mosquito de la fiebre amarilla Aedes aegypti (AESCP2) y una
molécula de &cido palmitico (1PZ4) [Dyer, 2003]. Su resolucion fue de 1.35 A. El plegado
de AESCP2 es muy similar al de HSCP2 y CSCP2, consistiendo en una lamina de cinco
cordones S cubiertos por cuatro hélices a (Fig. 5). Sin embargo, los residuos que forman la
hélice a2 en otras SCP2 (HSCP2, CSCP2 y MFE2SCP2) no presentan estructura
secundaria en AESCP2. La orientacion del &cido graso es diferente a la reportada para el
Tritén X-100 unido a MFE2SCP2 [Haapalainen, 2001]. Este resultado fue el primero en
mostrar la flexibilidad conformacional del sitio de union de la familia de proteinas SCP2.

Ademas, se puede observar que la cavidad que forma el sitio de union tiene forma de L.

La siguiente estructura fue la SCP2 humana, HSCP2, correspondiente al dominio SCP2 de
la proteina de fusion SCPX de humanos (Fig. 5) en complejo con el receptor peroxisomal
peroxina-5 de humanos (PEX5p). La estructura del complejo fue determinada con una
resolucion de 2.3 A (2COL) [Stanley, 2006]. hSCP2 presenta cinco hélices « y cinco
cordones B, la secuencia PTS1 ubicada en el extremo C-terminal se encuentra
interaccionando con PEX5p [Filipp, 2007] (Fig. 5).
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Figura 5. Estructuras tridimensionales resueltas para las SCP2 de humano (HSCP2: 2COL, y MFE2SCP2:
1IKT), conejo (CSCP2: 1C44), mosquito (AESCP2: 1PZ4, AESCP2L2: 3BDQ, y AESCP2L3: 3BKR) y
arqueas (TTSCP2: 2CX7, y AFSCP2: 3BN8). Las SCP2 se representan en naranja y azul y la PEX5p en

verde. Los ligandos unidos se muestran como barras (verde: carbono, rojo: oxigeno).
Las SCP2 de las arqueas Thermus thermophilus HB8 (TTSCP2) y Archaeoglobus fulgidus
(AFSCP2), presentan las mismas caracteristicas estructurales reportadas para otras SCP2
(Fig. 5), aunque la orientacion de la hélice o5 es diferente al resto de SCP2. La estructura
de TTSCP2 fue determinada con un resolucion de 1.75 A (2CX7) [Goroncy, 2010],
mientras que la de AFSCP2 fue de 2.11 A (3BN8) [3BNS8, 2007]. Las estructuras
cristalograficas TTSCP2 y AFSCP2 presentan dos moléculas de proteina en la misma celda
cristalogréfica. Esto sugiere que la estructura de estas SCP2 podria ser un dimero. Cabe
destacar que en AFSCP2 pudo observarse la presencia de un ligando no identificado
(indicado en esferas bordé en la Fig. 5) solo en una de las moléculas de proteina de la celda

unitaria (situacion similar a la que se discutira en esta tesis para YLSCP2).

Mas recientemente fue determinada la estructura de la proteina tipo SCP2 de A. aegypti
(AESCP2L2) en complejo con tres moléculas de palmitato (2QZT) [Dyer, 2008], con una
resolucion de 1.7 A. AESCP2L2, exhibe un plegado «+f con cinco cordones S
antiparalelos y cuatro hélices o (Fig.5). En la celda cristalografica de AESCP2L2 se
observa una estructura dimérica formada por la interaccién de los extremos C-terminal. En
este homodimero de AESCP2L2 las tres moléculas de palmitato se ubican de forma
diferente, sugiriendo que el sitio de union cercano al extremo C-terminal se forma por la
dimerizacion de la proteina. Este reporte de la estructura de una SCP2 dimérica en
complejo con ligandos, estaria indicando que la familia SCP2 tiene un modo de interaccién
con ligandos muy diverso. Este dimero no es un fenémeno artificial inducido por el proceso
de cristalizacion ya que el mismo fue detectado in vivo en el mosquito [Dyer, 2009]. El
homodimero formado tiene una superficie de contacto de 663 AZ, equivalente al 10% de la
superficie total de AESCP2L2.

Y por ultimo previo a esta tesis, fue identificado un nuevo miembro SCP2-L de A. aegypti
(AESCP2L3). La estructura de AESCP2L3 con una molécula de palmitato unida fue
determinada con una resolucion e 1.4 A (3BKR) [Dyer, 2009]. Esta proteina presenta la
conformacién estructural caracteristica de las SCP2 y la posicion de la molécula de &cido
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graso es similar a la reportada para AESCP2 (Fig. 5).

Funciones bioldgicas asociadas a la SCP2

Las proteinas SCP2 de mamiferos y deméas animales han sido ampliamente estudiadas, y

gracias a la gran recopilacion de informacion disponible se estd comenzando a comprender
el rol especifico que podrian desempefiar estas proteinas in vivo. Quizas la propuesta mas
aceptada es que cumplirian la funcidn de transportadoras intracelulares no especificas de
lipidos, debido a su expresion ubicua y el amplio rango de ligandos que pueden unir. Menos
clara est adn la funcion que cumplirian las SCP2 en plantas y microorganismos. Como al
resto de las SLBP, se las asocia a procesos en los que el transporte de lipidos entre distintos
compartimentos intracelulares o rutas metabdlicas sea de critica importancia. Basados en
los resultados publicados en los ultimos afios, se han propuesto la siguiente serie de
funciones para la SCP2 [Gallegos, 2001; Zheng, 2008; Niki, 1994]:

* Seleccion, union, solubilizacion, transporte y compartimentalizacion de un amplio rango

de lipidos en el citoplasma (isoprenoides, colesterol, PL, FA y acil-CoA entre otros).

» Transporte vectorial de lipidos hacia estructuras subcelulares o rutas metabdlicas

especificas.

* Participacion en el catabolismo de FA ramificados en el peroxisoma (junto a las proteinas
DBP y SCPX, fusionadas al dominio SCP2).

* Cofactor o activador de enzimas del metabolismo lipidico (sintesis de PL, TG, etc.).

* Participacion en mecanismos de transduccion de sefiales, incluyendo la regulacion de la

expresion genica relacionada al metabolismo de lipidos.

* Regulacion de los procesos relacionados al metabolismo de colesterol y la regulacion de

sus niveles en membrana plasmatica, incluyendo su interaccion con caveolas.
* Chaperona.
» Compensacion por la falta de proteinas de la familia FABP.

Actualmente se cuenta con gran cantidad de informacion que apoya la hipétesis de que cada
una de las SLBP cumpliria funciones diferentes contribuyendo a la homeostasis celular y
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sistémica. Alteraciones en la estructura o el patron de expresion de estas proteinas puede
tener efectos locales o sistémicos, no s6lo confinados al metabolismo de lipidos, sino
también a procesos de diferenciacion, proliferacion, muerte celular, transduccion de sefiales
y regulacion de la expresion génica; tanto en forma directa como indirecta a través de
mensajeros lipidicos. Todos procesos que podrian derivar en patologias como diabetes,
ateroesclerosis, lipotoxicidad, obesidad, cancer o mal de Alzheimer [Olofsson, 2009;
Olofsson, 2009; Michel, 2009; Zucker, 2000; Canevari, 2007].

Las SCP2 han sido estudiadas mayormente en mamiferos, organismos donde se expresan
otras SLBP y otras enzimas multidominios que poseen uno o mas dominios SCP2
[Gallegos, 2001]. Estos sistemas de estudio no son los mejores para determinar la
relevancia bioldgica de las SCP2 debido a su complejidad y a la presencia de multiples
SLBP con potencial superposicion de funciones.

Un mejor sistema para el estudio del metabolismo de lipidos es la levadura Yarrowia
lipolytica, la cual posee una alta capacidad de consumo de compuestos hidrofébicos y sélo
cuenta con una SLBP: la SCP2 [Fickers, 2005; Dell’Angelica, 1996]. Nuestro laboratorio
identifico y aislo la proteina transportadora de esteroles de Yarrowia lipolytica (YLSCP2),
y su caracterizacion podria develar la funcion de esta familia de proteinas en el

metabolismo de lipidos.

Objetivos de la tesis

El objetivo general de este trabajo de tesis es profundizar la caracterizacion estructural y

funcional de YLSCP2 y aportar datos experimentales que permitan avanzar en la
identificacion y comprension de la actividad biologica de la misma. Los objetivos
especificos son la preparacion de la forma apo de SCP2, la determinacion de la constante de
afinidad por una variedad de ligandos, la cristalizacién de la proteina y la determinacion de

su estructura por difraccién de rayos X.
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Resultados

Obtencion y caracterizacion preliminar de YLSCP?2

La YLSCP2 recombinante se prepar6 en Escherichia Coli BL21 conteniendo el vector
PET9bylscp2. La proteina se produce en forma insoluble como cuerpos de inclusiéon. En un
gel (SDS-PAGE) tipico de las fracciones obtenidas en la preparacién de YLSCP2 puede
apreciarse que en los lavados de cuerpos de inclusion se pierde algo de YLSCP2 (Fig. 1).
Sin embargo, aun asi la purificacion final resulta en grandes cantidades de la misma. El
rendimiento final normalmente fue de 15 mg de proteina por litro de cultivo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 1. SDS-PAGE de las fracciones de purificacion de YLSCP2. Calle 1, marcadores de peso molecular
(66, 44, 32 y 14 kDa). Calles 2 a 4, sobrenadantes de ClI 3 a 5, respectivamente. Calle 5, no retenido de la
IEC. Calles 6 a 9, fracciones de la IEC 0, 0.25, 0.5 y 2 M NaCl, respectivamente. El asterisco indica la
movilidad electroforética de YLSCP2.

Las fracciones reunidas luego de la cromatografia de intercambio idnico contienen algunos
contaminantes, no obstante, luego de la dialisis, practicamente todos los contaminantes (y
parte de la YLSCP2) precipitan dejando a la proteina altamente pura (Fig. 2).

Para conocer la pureza de la preparacion se corrié un gel de poliacrilamida. Teniendo en
cuenta que la sensibilidad del Coomasie® Brilliant Blue es de 0.1 pg se sembraron
cantidades crecientes de YLSCP2 replegada y se tomd nota de la calle en que aparecio la
primera contaminacion (y de la masa de YLSCP2 en dicha calle, 15 pg, Fig. 2). Con estos
valores se calculd que la pureza era de al menos el 99% (ver “Materiales y Métodos™).
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Figura 2. SDS-PAGE de YLSCP2 replegada. En las calles 1 a 6, se sembraron 2, 4, 8, 10, 15y 17 ug de
YLSCP2, respectivamente. En la calle 5 (15 ug) se detectd la primer banda contaminante, 1o que permite
establecer el alto grado de pureza de la preparacion (ver texto).

Estabilidad y correcto plegado

Con el fin de evaluar cualitativamente la estabilidad y el plegado de YLSCP2 se efectud
una digestion proteolitica controlada (Fig. 3). El fundamento de esta determinacion es que
las proteinas parcial o incorrectamente plegadas suelen degradarse muy rapidamente en
presencia de trazas de proteasas. En el experimento la relacién YLSCP2:tripsina en masa
fue 100:1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 3. Tripsindlisis controlada de YLSCP2 seguida por SDS-PAGE. Calle 1, marcadores de peso
molecular (66, 44, 32 y 14 kDa). Calles 2 a 10, tripsindlisis interrumpida luego de 0, 6, 14, 30, 60, 120, 180,
240 y 300 minutos. En todas las calles se sembraron 17 pg de YLSCP2.

Puede apreciarse que en las condiciones ensayadas, la proteina soporta aproximadamente
30 minutos sin degradarse significativamente.
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Propiedades opticas

Con el fin de realizar una caracterizacion biofisica de la YLSCP2 obtenida, se realizaron
espectros de dicroismo circular en el UV lejano y cercano. Los resultados se muestran en
las Figs. 4 y 5. Ambos espectros de dicroismo circular muestran un contenido de estructura
caracteristico de una proteina bien plegada. El espectro de CD en el UV lejano (Fig. 4) se
asemeja al de las proteinas que contienen estructuras o y # combinadas.

En el UV cercano, el espectro de CD de YLSCP2 muestra una intensa banda dicroica
positiva en la region de los residuos de fenilalanina y tirosina. En la region donde aparecen
las bandas correspondientes al triptofano (295 y 300 nm) se aprecia una banda negativa
(Fig. 5). Estas caracteristicas espectrales son distintivas de esta proteina [Ferreyra, 2006].

30 | | | | | |
20 =
=
£
pa]
= 10 F .
(]
"
=
=
=
=
o 0r
=
o
T
-0 —
-9 1 1 1 1 1 1

120 190 200 210 220 220 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 4. Espectro de dicroismo circular de YLSCP2, en el UV lejano.
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Figura 5. Espectro de dicroismo circular de YLSCPZ2, en el UV cercano.
Espectro de absorcion UV

Normalmente, los espectros de absorcion UV son poco sensibles a los detalles
conformacionales. Sin embargo, en este caso, los espectros UV resultaron muy Utiles para
detectar fracciones parcial o incorrectamente plegadas durante la preparacion de la proteina.

El espectro de la proteina bien plegada presenta los picos de tirosina (290 nm) y triptofano
(280 nm) bien definidos, como asi también los producidos por las cinco fenilalaninas (260 a
280 nm). Ademas algo caracteristico es que la absorbancia a 240 nm es superior al pico a
280 nm (Fig. 6). Mientras que el espectro de YLSCP2 parcialmente plegada no muestra
ninguno de estos picos bien definidos, y la absorbancia a 240 nm es aproximadamente la
misma que a 280 nm (Fig. 6).
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Figura 6. Espectros de absorcion electronica de YLSCP2. La concentracion proteica fue de 3 mg/mL, en
todos los casos. La linea sélida corresponde a YLSCP2 replegada correctamente. La curva con guiones
corresponde a YLSCP2 desplegada en urea 8 M, y la linea con rayas y puntos corresponde a YLSCP2
parcialmente plegada.

Estado de agregacion

Para establecer el estado de agregacion de la proteina se realizd una cromatografia de
exclusion molecular (SEC-FPLC) utilizando una columna Superdex™ 75. Para obtener la
curva de calibracion se utilizo BSA (66.3 kDa), p-lactamasa (29.45 kDa), nucleasa de
estafilococo (18 kDa), mioglobina (16.8 kDa), RNAsa (13.7 kDa) y aprotinina (6.5 kDa).
Usando la calibracion se pudo calcular que el Rs de YLSCP2 fue de 18.8 A, lo que
corresponde a un PM de 13.900. Esto es, muy cercano al esperado para una proteina del
tamafo de la YLSCP2 en estado monomérico [Uversky, 1993]. El valor esperado para un
dimero de YLSCP2 es de 24.2 A.

Las corridas de exclusion molecular en la Superdex™ 75 se realizaron sembrando distintas
concentraciones de proteina (2-500 uM) y siempre se obtuvo el mismo tiempo de retencién

(Fig. 7).
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Figura 7. Cromatografia de exclusion molecular de YLSCP2.

El estado de agregacion se determiné también por el método de dispersion elastica de la
luz. La columna de exclusion molecular acoplada al equipo en este caso fue una
Sephadex® G-200. A concentraciones elevadas de la muestra (490 pM), el peso molecular
calculado fue de 27700, aproximadamente el esperado para el dimero (27800, Fig. 9). A
menores concentraciones de muestra (200 uM), se calculé un peso molecular de 14100,
consistente con el peso molecular del monomero (13900). Este experimento permite
concluir que la proteina se asocia a altas concentraciones formando un dimero.

El tiempo de retencion en la columna utilizada con el equipo de dispersion de luz fue
independiente de la concentracion de la muestra, lo que parece indicar que el
comportamiento hidrodinamico del dimero no es muy diferente que el del monémero. Esto
a su vez podria explicar porqué, en los experimentos de exclusion molecular descriptos mas
arriba no se detecto asociacion a las concentraciones de muestra mas altas.

Cabe destacar que experimentos de SAXS [Burdgart, 2009] confirmaron la existencia de un
equilibrio dimero-monémero dependiente de la concentracién. Y que, como se mostrara
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mas adelante, se obtuvo también evidencia cristalografica de la existencia de un estado
dimérico de YLSCP2.
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Figura 8. Exclusion molecular de YLSCP2 en el experimento de dispersion de luz. El tiempo de retencién de
YLSCP2 fue el mismo para las distintas concentraciones de muestra.
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Figura 9. Peso molecular obtenido a partir de la dispersién de luz de YLSCP2. En este experimento la
concentracion de la muestra fue 490 uM. El peso molecular calculado en este caso es consistente con un
dimero de YLSCP2. Con muestras mas diluidas se obtuvieron valores consistentes con un monémero (no

mostrado).

Unidn de acido parinarico

El 4cido cis-parindrico (AP) es un acido graso natural fluorescente de 18 carbonos con
cuatro insaturaciones (C18:4 49, 11, 13, 15). El rendimiento cuéntico del AP aumenta
considerablemente cuando se encuentra en un ambiente apolar, pero la longitud de onda del
maximo de emision no cambia significativamente [Sklar, 1977]. La fluorescencia del AP

aumenta aproximadamente seis veces con el agregado de YLSCPZ2, indicando que el
ligando se une a la cavidad hidrofdbica de la proteina.

La unién de AP a YLSCP2 fue determinada mediante titulacion seguida por fluorescencia a
410 nm, luego de excitar a una longitud de onda de 307 nm (Fig. 10). No fueron detectadas
diferencias en las titulaciones realizadas utilizando soluciones del lipido en buffer o etanol,
siempre y cuando la concentracion final de etanol en la muestra fuera menor al 5% (datos
no presentados). Esto sugiere que el etanol no afecta la union del lipido al menos en bajas
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concentraciones, en contraste con lo reportado para otros miembros de las SCP2
[Schroeder, 1995].

A partir del ajuste del modelo de un Unico sitio de union, a los datos, fue obtenida una
constante de afinidad de 0.4 £ 0.1 uM (promedio = DE, de 3 ensayos). Pero lo Ilamativo
fue que el modelo ajustd solo para una ocupacion parcial del sitio activo (0.5 moles de
acido parinarico por mol de proteina).

a0 T T T T T T

Intensidad de fluorescencia a 410 nm [(UA)

[acido parinarica] {hd)

Figura 10. Experimento de union de AP a YLSCP2 2.5 uM seguido por emisidn de fluorescencia a 410 nmy
excitacion a 307 nm.

El mismo experimento de titulacion pero esta vez seguido por CD a 309 nm (banda de
absorcion correspondiente al AP), produjo resultados similares (Fig. 11).
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Figura 11. Experimento de union de AP a YLSCP2 4.6 uM seguido por absorcion de luz circularmente
polarizada, a 309 nm.

La incompleta saturacion del sitio activo podia interpretarse de distintas maneras. Sin
embargo, las diferentes hipétesis fueron descartandose con distintos controles (datos no
mostrados), hasta concluir que lo méas probable era que el sitio de unidn estuviera
parcialmente ocupado por un ligando retenido en el proceso de purificacion (simil
AFSCP2, 3BN8). Esta hipotesis se demostro correcta (ver mas abajo) y obligd a redisefiar
el proceso de purificacion.

Deteccion de ligandos end6genos

La presencia de ligandos endégenos no eliminados durante la purificacion (o introducidos
durante la misma) fue demostrada por cromatografia en capa delgada (Fig. 12).
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Figura 12. TLC. Calle izquierda, producto de la extraccion con el reactivo de Folch de YLSCP2 purificada.
Calle derecha, &cido palmitico en etanol. En el extracto de la proteina pueden verse distintas bandas que
corresponden a compuestos hidrofobicos. En el control, la banda tenue por encima del acido palmitico es
presumiblemente el éter derivado del mismo.

Los resultados demostraron concluyentemente que lo que inicialmente se considerd
apoproteina era en realidad un complejo proteina-ligando (este ultimo no identificado con
certeza, aunque presumiblemente un acido graso). A pesar de que esto era una
complicacion en el intento de caracterizar fisicoquimicamente la interaccion con ligandos,
fue justamente la YLSCP2 obtenida de esta purificacion la Gnica que permitio obtener
cristales adecuados para resolver la estructura cristalografica (ver seccion “Cristalizacion y
Estructura”). Por lo anteriormente expuesto se concluyé que este primer protocolo de
expresion y purificacion de YLSCP2 era muy bueno en rendimiento, plegado y pureza
(respecto de otras proteinas) pero no permitia obtener proteina libre de ligandos.

Con el fin de obtener apoproteina hubo que elaborar un protocolo mucho mas laborioso y
ademas identificar las fuentes del o los ligandos enddgenos. El analisis de los reactivos y
elementos usados en la purificacion mostré que virtualmente todos ellos, a pesar de ser de
la mejor calidad, estaban contaminados con trazas de acidos grasos. Un reactivo critico
resultd ser la urea, que dependiendo del provedor, presentaba alto grado de contaminacion.
En definitiva, no solo la proteina podia traer contaminantes celulares sino que el mismo
proceso de purificacion introducia contaminacion inaceptable.
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El problema de la contaminacion lipidica pudo ser resuelto eventualmente por una serie de
medidas que no se discutirdn aqui, pero que incluyeron la preparacién en el laboratorio de
urea ultrapura y el tratamiento de todos los elementos utilizados con una resina especial
para extraer lipidos, Amberlite” XAD "-16 (ver “Materiales y Métodos™).

Los resultados del protocolo de purificacion de YLSCP2 libre de contaminantes lipidicos se
muestran en la Fig. 13.

Figura 13. TLC. Calle izquierda, producto de la extraccion con el reactivo de Folch de YLSCP2 purificada.
Calle derecha, &cido palmitico en etanol. En el extracto de la proteina no se observan bandas contaminantes.

Con este nuevo protocolo de purificacion y luego de comprobar la ausencia de
contaminantes enddgenos por TLC, se repitieron los experimentos de CD, SEC-FPLC, LS
y union de acidos grasos. Los resultados se muestran a continuacion.

Obtencion y caracterizacion de YLSCP2 libre de
ligandos contaminantes

El tratamiento con Amberlite” XAD-16 cuando se resuspenden los cuerpos de inclusién
tiene un efecto positivo sobre las etapas subsiguientes de purificacion. Ya en la etapa de
IEC, la proteina aparece mas pura y libre de contaminantes (Fig. 14).
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Figura 14. SDS-PAGE de las fracciones de purificacion de apoYLSCP2. Calle 1, marcadores de peso
molecular (66, 44, 32, 14 kDa). Calle 2, cuerpos de inclusidn. Calle 3, no retenido de la IEC. Calles 4 a 8,
fracciones 0, 0.25, 0.5, 0.75, 2 M NaCl, respectivamente.

El rendimiento, la pureza y resistencia a la tripsina (gel no mostrado) fueron similares a los
observados utilizando el protocolo anterior (Fig. 15).

1 2 3 4 5

Figura 15. SDS-PAGE de apoYLSCP2. Calles 1 a 5, YLSCP2 4, 8, 15, 25 y 30 ug, respectivamente. La
primer banda contaminante se detectd en la calle 4 (25 pg de YLSCP2).
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Propiedades opticas y correcto plegado

La repeticion de los estudios de CD en el UV lejano y cercano, revelé un contenido algo
menor de estructura secundaria y terciaria (Figs. 16 y 17).

Esta disminucién leve en el contenido de estructura secundaria y terciaria podria deberse a
la ausencia de ligandos adventicios que disminuyan la fluctuacion conformacional de la
proteina.
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Figura 16. Espectro de dicroismo circular de apoYLSCP2, en el UV lejano.
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Figura 17. Espectro de dicroismo circular de apoYLSCP2, en el UV cercano.

Espectro de absorcion UV

El espectro de absorbancia de la apoYLCP2 fue el esperado para la proteina correctamente
plegada (Fig.18).
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Figura 18. Espectro de absorcion electronica de apoYLSCP2. La concentracion proteica fue de 3.5 mg/mL.

Estado de agregacion

En los experimentos de SEC, y aunque fue corrida a concentraciones desde 2 a 500 uM, la
muestra siempre eluyo como lo haria un monomero (Fig.19).
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Figura 19. Cromatografia de exclusion molecular de apoYLSCP2. En linea continua, YLSCP2 250 uM y en
linea de guiones, YLSCP2 2 uM.

También se realizd6 un nuevo experimento de dispersion eléstica de la luz a una
concentracion de 250 pM (Fig.20). ElI peso molecular calculado fue de 15000,
aproximadamente el esperado para el monémero (13900).
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Figura 20. Peso molecular obtenido a partir de la dispersion de luz de apoYLSCP2. En este experimento la
concentracion de la muestra fue 250 uM. El peso molecular calculado en este caso es consistente con un
monomero.

Dado que los datos obtenidos previamente con preparaciones contaminadas con ligandos
adventicios sugerian la formacion de un dimero a altas concentraciones, la falta del mismo
en las preparaciones de apoYLSCP2 podria indicar que la constante de disociacion de la
misma es mayor que la de la proteina con ligandos unidos.

Unidn de acido parinarico

La union del &cido parinarico a la apoYLSCP2 se estudié nuevamente por los mismos
procedimientos indicados més arriba. En esta ocasion la Kp obtenida fue de 0.9 pM + 0.15
y la ocupacion del sitio de union fue 0.9 £ 0.1. Estos resultados demostraron
concluyentemente la estequiometria equimolar de la union y sentaron las bases para la
utilizacion del acido parinarico en ensayos de desplazamiento (ver Fig. 21 mas abajo).
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Figura 21. Experimento de union de AP a apoYLSCP2 4 uM seguido por emision de fluorescencia a 410 nm
y excitacion a 307 nm.

La fluorescencia emitida por unidad de concentracion del complejo proteina-ligando se
determind en presencia de un gran exceso de proteina (30 uM), con lo que se asegurd que
la emision provenga exclusivamente del complejo 1:1 y que se incremente linealmente con
la concentracion del ligando (Fig. 22). Si bien el rendimiento de fluorescencia asi
determinado podria haberse usado como una constante en los experimentos de titulacion
con cantidades limitantes de proteina (ver Fig. 21), se prefirié dejarlo como parametro libre
en el ajuste global para verificar la robustez del modelo utilizado en el ajuste. El acuerdo
entre las dos formas de calcular el rendimiento fue excelente (no mostrado).
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Figura 22. Fluorescencia emitida por unidad de concentracion del complejo proteina-ligando.

Unidn de ligandos no fluorescentes por desplazamiento de AP

Finalmente se realizaron experimentos de union de ligandos no fluorescentes seguidos por
el desplazamiento de AP (ver “Materiales y Métodos”). En estos experimentos se 'carg0' la
proteina con una concentracion subequimolar de acido parinarico y se siguid la disminucion
de la fluorescencia ocasionada por la unién de un ligando no fluorescente (que 'desplaza’ al
ligando fluorescente unido). Estos experimentos son reportados frecuentemente en la
literatura, pero se lo hace en forma semicuantitativa como la concentracion de ligando
agregado que disminuye a un 50% la emision inicial. Nuestro interés fue encontrar modelos
explicitos que permitieran determinar constantes de disociacion para ambos ligandos en
competencia mediante metodos de regresion no lineal. Pronto resultd evidente porqué no
habia antecedentes de algo semejante en la literatura.

En primer lugar, las ecuaciones matematicas de los equilibrios maltiples son mucho mas
complejas que las de los equilibrios simples. En segundo lugar, experimentalmente son
ensayos complejos en los que hay que lidiar con los problemas que podria ocasionar la
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formacion de micelas por parte de ambos ligandos. La concentracion micelar critica (CMC)
es por definicion la concentracion minima a la cual un compuesto hidrofébico comienza a
formar micelas en forma espontanea en solucién. Este dato fue fundamental a la hora de
desarrollar los experimentos, ya que una vez alcanzada la CMC el ligando en estudio
dejaria de desplazar al AP, y de no tener en cuenta este fenébmeno los resultados serian
erroneos.

Ambos problemas se abordaron aqui y se desarrollaron ecuaciones que incorporaron
términos para estimar el efecto de fendmenos de agregacion de los ligandos. Si bien esos
términos no se deducen directamente de las ecuaciones de equilibrio, actian como
aproximaciones que permiten la convergencia de los ajustes a valores razonables para los
parametros a estimar. El tratamiento matematico de las ecuaciones se presenta en
“Materiales y M¢étodos”. Aqui se presentardn los resultados y conclusiones de su
aplicacion. Los ensayos de desplazamiento por distintos ligandos se muestran en las figuras
23 a 29. Los parametros calculados para los respectivos equilibrios se resumen en la
Tabla 1.

Un primer examen de los resultados indica que las afinidades determinadas para los
distintos ligandos estan en acuerdo general con los maltiples datos dispersos en la literatura.
Pero los ensayos realizados aqui tienen la ventaja de que fueron llevados a cabo en forma
comparativa y por un mismo método. Ademas, se pudo determinar directamente las
afinidades y no solamente la dosis que provoca el 50% del desplazamiento. Es mas,
respecto a esto ultimo, estd implicito en estos resultados que el calculo de la dosis 50% es
una aproximacion muy pobre a la afinidad relativa de los distintos ligandos entre si y con el
AP.

Para el acido palmitico se obtuvo una Kp=0.5 uM + 0.1. La CMC aparente estimada por el
ajuste fue 5.5 UM = 1 lo que esta en perfecta concordancia con las CMCs reportadas en la
literatura (Fig. 23). Para el acido oleico se obtuvo una Kp=0.9 uM £ 0.15. La CMC
aparente estimada por el ajuste fue 6.4 pM = 0.4 la cual también estd en perfecta
concordancia con las CMCs reportadas en la literatura (Fig. 24). Para el acido estearico el
calculo de la Kp fue complicado porque se observo solo un 20% de desplazamiento de la
sefial. Sin embargo, la CMC aparente estimada por el ajuste fue 1.8 uM = 0.02, lo que esta
en perfecta concordancia con las CMCs reportadas en la literatura y el valor de Kp fue igual
a 0.55 uM = 0.05, un valor perfectamente compatible con otros datos de la literatura (Fig.
25).
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Figura 23. Experimento de desplazamiento de AP (4.3 uM) en complejo con YLSCP2 (4.3 uM) por &cido

palmitico, seguido por fluorescencia a 410 nm.
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Figura 24. Experimento de desplazamiento de AP (4.2 uM) en complejo con YLSCP2 (4.2 uM) por &cido

oleico, seguido por fluorescencia a 410 nm.
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Figura 25. Experimento de desplazamiento de AP (4.3 uM) en complejo con YLSCP2 (4.3 uM) por acido
estearico, seguido por fluorescencia a 410 nm.

Los acil derivados de la CoA tienen CMCs mucho mas elevadas que sus respectivos acidos
grasos, por lo que alcanzaron a desplazar por completo al AP.

Para el palmitoil-CoA se obtuvo una Kp=0.09 uM = 0.03. Para el oleil-CoA una Kp=0.025
MM £ 0.003. Para el estearoil-CoA se obtuvo una Kp=0.08 uM + 0.005. Y para el SDS se
obtuvo una Kp=0.9 uM = 0.05.
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Figura 26. Experimento de desplazamiento de AP (4.2 uM) en complejo con YLSCP2 (4.2 uM) por
palmitoil-CoA, seguido por fluorescencia a 410 nm.
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Figura 27. Experimento de desplazamiento de AP (4.3 uM) en complejo con YLSCP2 (4.3 uM) por
oleil-CoA, seguido por fluorescencia a 410 nm.
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Figura 28. Experimento de desplazamiento de AP (4.3 uM) en complejo con YLSCP2 (4.3 uM) por
estearoil-CoA, seguido por fluorescencia a 410 nm.
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Figura 29. Experimento de desplazamiento de AP (4.3 uM) en complejo con YLSCP2 (4.3 uM) por SDS,
seguido por fluorescencia a 410 nm.

Se utilizaron también DPG y colesterol como ligandos desplazantes, pero no se observé
desplazamiento en las condiciones ensayadas. Muy probablemente debido a que sus CMCs
son muy pequefias y no porque YLSCP2 no sea capaz de unirlos.

Ligando Ko (UM)
Ac. parinarico 0.9+0.1
Ac. palmitico 05+0.1

Ac. oleico 0.9+0.15
Ac. estearico 0.55 +0.05
Palmitoil-CoA 0.09 +£0.03

Oleil-CoA 0.025 + 0.003
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Estearoil-CoA

0.08 + 0.005

SDS

0.9+0.05

Tabla 1. Constantes de disociacién para cada ligando desplazante obtenidas mediante el ajuste descripto en

el texto (ver “Materiales y Métodos™).

Cristalizacion y Estructura

Como ya se habia mencionado los cristales que finalmente difractaron con mayor
resolucion y que permitieron resolver la estructura cristalografica fueron los de la YLSCP2
proveniente de la purificacion no libre de ligandos enddgenos. Dos condiciones resultaron
Optimas (Figs. 30 y 31).

Figura 30. Cristales de YLSCP2 con 4cido palmitico en la condicion 1 (HEPES Na 0.1 M, pH 7.0, citrato

tribasico de sodio 1.4 M, pH 6.5; crioprotector PEG 400 10% v/v).
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Figura 31. Cristales de YLSCP2 con &cido palmitico en la condicion 2 (tartrato de sodio y potasio tetra-
hidratado 0.2 M, citrato tribasico de sodio di-hidratado 0.1 M, pH 5.6, sulfato de amonio 2 M; crioprotector
sulfato de amonio 3.4 M).

Aunque el cristal crecido en la condicion 1 produjo los datos de mayor resolucion (~2 A),
en ambas condiciones se llegd esencialmente a la misma estructura. En lo que sigue se
describe en detalle la estructura resuelta con los cristales obtenidos en la condicion 1.

El grupo espacial fue P3;21 y la unidad asimétrica contiene un homodimero (Fig. 32). Cada
monomero es una esfera de 40 x 30 x 30 A. También pudieron observarse 75 moléculas de
agua y dos moléculas de citrato.

Los datos, de muy buena calidad, permitieron resolver una cadena por completo (cadena
B), y de la segunda cadena, 119 de los 128 residuos aminoacidicos (cadena A). La
resolucion final fue de 2.2 A y el Ryee=0.22. La estadistica de los datos cristalograficos y
del refinado de la estructura se muestra en la Tabla 2.

La relevancia bioldgica del homodimero observado en la celda unitaria fue analizada
mediante el programa PISA [Krissinel & Henrick, 2007], métodos estdndar del Protein
Data Bank. El indice obtenido por este programa fue 0.8 y se considera que por encima de
0.5 es altamente probable que sea un dimero relevante en solucion. La superficie de
interaccion fue de ~10% (704 A?) con una energia libre de disociacion estimada de 1.4 kcal
mol™,

Ambos monomeros poseen casi idéntica estructura, y muy similarmente posicionada la
molécula de palmitato. EI RMSD entre ambos medido por la cadena principal es de 0.62 A,
y esta diferencia se debe en gran medida a la hélice a C-terminal (hélice o5). El monémero
A tiene dicha hélice desplazada una vuelta de hélice, en comparacién a la misma hélice en
el mondmero B. Esto es importante ya que permite, a su vez, que la molécula de palmitato
A también esté levemente desplazado y acomode su cadena alifatica paralelamente a la
cadena lateral de la metionina B 112. La metionina B 112 se 'introduce’ en la cadena A
participando en la interface de dimerizacion, fenémeno que podria 0 no ser dependiente de
la presencia de ligandos (Figs. 32 y 33).

El homodimero hallado en la celda unitaria es muy inusual y merece una consideracion
especial. La casi totalidad de los dimeros reportados en el PDB tienen simetria C2. Esto
implica que ambos monomeros se enfrentan utilizando la misma superficie. EI dimero
observado para YLSCP2 no es un dimero tradicional ya que carece de la tipica simetria C2
(el patrdn de los residuos que interaccionan es diferente en cada subunidad). A pesar de que
este hecho permite la formacion de cadenas abiertas (es decir de crecimiento continuo), no
es el caso de YLSCP2 ya que las diferencias conformacionales mencionadas entre las
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cadenas A y B (desplazamiento de la hélice «5) resultan en la formacion de una Unica
superficie de interaccion estable por homodimero.

YLSCP2 posee un plegado tipo a + £ [Murzin, 1995]. Su estructura consiste en una lamina
S compuesta de cinco cordones S, ‘cubierta’ por cinco hélices a. La ldamina f tiene sus
cordones ordenados del siguiente modo: 3-2-1-4-5, todos antiparalelos excepto el 1y 4. Las
hélices o y la cara interna de la l&mina £ forman una gran cavidad en donde se ubica el
ligando.

Repecto del sitio de union, fue hallada una molécula de palmitato por monémero (Fig. 32).
La cavidad posee forma de T y dimensiones de 19 x 18 x 10 A, su volumen es de 796 A2,
La l&dmina g acttia de 'piso' y por ‘encima’ las hélices o N y C-terminal, junto con el motivo
hélice-loop-hélice que conecta las cordones £4 y 5, terminan de formar la cavidad.

Algo caracteristico es el hecho de que el sitio de union esta formado casi exclusivamente
por dtomos de carbono que forman interacciones de van der Waals con el ligando. No se
identificaron interacciones polares o moléculas de agua ordenadas en el sitio. Los atomos
de oxigeno del ligando estan parcialmente enterrados en el fondo de un bolsillo abierto y
presumiblemente interactden con moléculas de agua. Sin embargo no hay evidencia
convincente de interacciones ionicas o puentes de hidrogeno con el solvente o con otros
atomos de la proteina (Figs. 34 y 35).

La cavidad estd sélo parcialmente ocupada por el acido graso de 16 carbonos y podria
albergar ligandos maés largos y/o anchos. Para ilustrar esto, se modelé una molécula de
acido fitanico en el sitio de union en la misma posicién y orientacién que la de acido
palmitico (Fig. 36). El ajuste pudo realizarse sin ningin choque estérico a pesar de los
cuatro grupos metilo adicionales del acido fitdnico. También fue posible acomodar una
molécula de palmitoil-CoA, y lo interesante fue que los grupos fosfato de la coenzima A
pueden ser localizados aproximadamente en la misma posicion que la de una de las
moléculas de citrato observadas en la difraccion (Fig. 37).

Respecto del potencial electroestatico, YLSCP2 es una proteina fuertemente basica. El pl
calculado usando PROPKA 3.0 [Li, 2007] para la estructura plegada es 9.9. Esto es
consecuencia del alto contenido de residuos béasicos ya que el pl calculado para la
estructura desplegada es basicamente el mismo. El potencial electroestatico en la superficie
de la proteina calculado usando APBS [Baker, 2001] se muestra en la figura 38. El célculo
evidencia que YLSCP2 posee una gran e inusual superficie fuertemente positiva. La
naturaleza bésica y la asimetria en la distribucion de cargas positivas tambien fueron
observadas en SCP2 de humano y conejo, y en MFE2SCP2 (no mostrado). Es interesante
que ambas caracteristicas estan ausentes en las SCP2 de mosquito, bacteria y arquea, las
cuales son todas proteinas acidas.
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Figura 32. Dimero cristalogréafico de YLSCP2. En naranja el monémero A. En azul el monémero B. En verde
las moléculas de acido palmitico con sus oxigenos en rojo.

Figura 33. Superposicion de ambos mondmeros de YLSCP2 (A en magenta y B en turquesa cian ). En verde
obscuro se muestra la porcion de hélice o que solo se resolvid en el monémero B. La molécula de acido
palmitico A en verde claro y la de &cido palmitico B en naranja. Puede verse que diferente quedan ubicadas
las Mets 112.
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Coleccion de datos?

Longitud de onda (A) 0.9795
Grupo espacial P3,21
Parametros de celda unitaria (A)

a=b 67.35

c 117.02
Resolucion (A) 30.0-2.20 (2.32-2.20)"
Reflexiones unicas 16,186 (586)
Rmerge 0.068 (0.453)
< I>/<o> 23.1(5.4)
Completitud (%) 99.9 (100.0)
Redundancia 10.0 (9.8)
Factor B Wilson (A?%) 35.2
Coeficiente de Matthews (A%Da) 2.73
Fraccion de solvente (%) 54.9
Copias/ASU 2
Refinamiento

Resolucion (A) 29.19-2.20
Reflexiones 15,538
Rork 0.187

R%ree 0.217
Atomos de proteina 1,883
Atomos de ligando 62
Moléculas de agua 75
Geometria

Factor B isotrépico promedio (A?)

Atomos totales de proteina 40.7
Atomos de cadena principal 39.5
Atomos de &cido palmitico 68.8
Atomos de agua 41.7

Enlace RMSD

Longitudes (A) 0.008
Angulos (°) 1.277
Grafico de Ramachandran' (%)

Favorecidos 91.7
Permitidos ‘adicionales’ 7.8
Permitidos ‘generosos’ 0.5
Aberrantes 0.0
Deposicion RCSB

Caodigo en el PDB 4JGX

Tabla 2. Estadistica de los datos cristalograficos y del refinado de la estructura 3D de YLSCP2.
& Los datos fueron colectados de un Unico cristal
® Los valores entre paréntesis son para los valores més elevados de resolucion
° Rmerge = Ztit Zillkti = < It > [/Znia Zilniai
IRuork = 2|Fobs - Fearc/Z|Fobs|, donde Feae Y Fops SON las amplitudes de los factores de estructura calculados y
observados, respectivamente
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® Riree €5 €l Mismo que Ryrk, pero calculado para el 5.0% del total de las reflexiones (elegidas al azar y
omitidas durante el refinamiento)
" Correspondiente a un residuo Gnico, Asn 60, en ambas cadenas y definido como en PROCHECK

L121
L79
E118
L105
96 ““ L4
V107
F100 A114
Q97 A115

Figura 34. Contactos en el sitio de unién de YLSCP2, monémero B. Son nombrados los residuos que
establecen uno 0 més contactos de van der Waals con la molécula de palmitato. Solo esté representado el
carbono a de cada residuo. Se hallaron sdlo contactos proteina-ligando no polares.

Figura 35. Mapa de densidad electrdnica del sitio de unién, incluyendo, palmitato y cadenas laterales
cercanas. Las cadenas A y B son mostradas en los paneles izquierdo y derecho respectivamente.
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Figura 36. Modelo propuesto para la unién de 4cido fitdnico a YLSCP2. La molécula de acido fitanico en la

conformacion reportada en el coédigo 2WM4 del RCSB PDB fue superpuesta a la molécula de palmitato en

complejo con YLSCP2 reportado en este trabajo. Solo los primeros seis &tomos comunes de la cabeza polar

fueron superpuestos. La estructura resultante para todo la molécula de acido fitanico, que reemplaza a la de

palmitato, se muestra en la figura. No fueron necesarios mas ajustes en la conformacion de la proteina o del
ligando para proveer una ocupacidn correcta del sitio de union, y libre de choques estéricos.

Figura 37. Modelo propuesto para la unién de palmitoil-CoA a YLSCP2. El 4cido graso fue posicionado
como se describi6 en la figura anterior (Fig. 36). El solvente expuesto a la CoA fue manualmente modelado
para colocar los grupos fosfatos en aproximadamente el mismo lugar en el que uno de los aniones citrato se

une a YLSCP2 (no mostrado).
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Figura 38. Superficie fuertemente basica de YLSCP2. Arriba, dos caras opuestas (una rotacion de 180°
respecto de un eje vertical en el plano de la hoja) de YLSCP2 coloreadas acorde al potencial electroestatico
(desde azul +5 kT/e a rojo -5 kT/e). Abajo, figura representativa de las orientaciones de las moléculas de las

figuras superiores. La molécula de palmitato unida es mostrada como esferas de van der Waals.
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Discusion
Caracterizacion optica e hidrodinamica de YLSCP?2

Las SCP2 de mamiferos han sido profusamente estudiadas en sus aspectos biofisicos desde

su descubrimiento [Stolowich, 1997; Frolov, 1996; Schroeder, 1995]. Por otra parte, existen
datos parciales sobre las propiedades biofisicas de las SCP2 de insectos [Dyer, 2008] y
nuestro propio laboratorio fue pionero en la investigacion de la SCP2 de levaduras
[Ferreyra, 2006]. No obstante estos antecedentes, era necesario re-investigar las
propiedades de YLSCP2 en solucion porque los datos anteriores habian sido obtenidos con

preparaciones que se demostraron no libres de ligandos enddgenos.

La obtencion de apoproteina pura descripta en esta tesis fue un punto de inflexién en el
estudio biofisico de la misma. Por un lado permitié definir las propiedades Opticas y estado
de agregacion de referencia para esta proteina, y por otro lado permitié realizar por primera

vez experimentos realmente representativos de union de distintos ligandos.

En cuanto al espectro de dicroismo circular de YLSCP2, se muestra en esta tesis que la
apoproteina tiene una actividad rotatoria algo menor que la de la proteina unida a ligandos
adventicios. Por otra parte, el espectro de YLSCP2 evidencia un mayor grado de elipticidad
molar a 220 nm, comparado con lo publicado anteriormente para las SCP2 de mamiferos
[Stolowich, 1997; Frolov, 1996]. Diferencias como estas son explicadas normalmente como
debidas a una disminucion del contenido de hélice a. Concuerda con esta interpretacion que
por RMN, se encuentra que en solucion la SCP2 humana posee tres hélices «a, es decir, dos
hélices o menos que lo obtenido por cristalografia [Frolov, 1996]. En base a todo lo
anterior, se concluye aqui que, a diferencia de lo que ocurre con las SCP2 de otras fuentes,
YLSCP2 preserva en solucion las hélices a observadas en los cristales. En el caso de las
SCP2 de mamiferos la energia necesaria para la consolidacion de las hélices inestables seria
aportada por las interacciones cristalograficas. En el caso de YLSCP2 estas hélices son
estables per se y estarian presentes en solucion y en el cristal. El resultado observado no se
explica por una diferencia intrinseca en la estabilidad de las hélices (es decir por diferencias
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de secuencia). En efecto, una comparacion de la estabilidad tedrica usando el programa
AGADIR [Mufioz & Serrano, 1994] indic6 que no existen diferencias significativas entre
las especies (no mostrado). Lamentablemente, este punto no pudo ser explicado con la

evidencia actual y su resolucion aguarda la realizacion de nuevos experimentos.

El anélisis del estado hidrodinamico de YLSCP2 mediante dispersion elastica de la luz
demostro que esta proteina es capaz de formar un dimero a altas concentraciones. Este
resultado estd de acuerdo con datos previos de dispersion de bajo &ngulo de rayos X
[Burgardt, 2009]. La energia de disociacion del dimero no seria muy alta, por lo que a
mayores diluciones, las mediciones de dispersion de luz evidencian una forma monomeérica.
Mayores detalles sobre la identidad del dimero se incluyen mas abajo en la discusion de los
datos obtenidos por difraccion de rayos X. Aqui basta remarcar que la potencial formacion
de un dimero puede ser de gran importancia funcional (por €j., la formacién de un dimero
en AESCP2L2 permite la union de, no dos, sino tres ligandos [Dyer, 2008]). Si bien la
dimerizacion requiere altas concentraciones, quizas no alcanzables en la matriz celular o
peroxisomal, la asociacion podria ocurrir en membranas (que podrian actuar como

estabilizadoras de la estructura dimérica).

Union de ligandos

El estudio de la interaccion de proteinas con ligandos de distinto tipo estd plagado de

dificultades metodoldgicas y técnicas. Mas dificil aln es la caracterizacion de la interaccion
de proteinas con ligandos hidrofébicos. La tendencia de estos ligandos a asociarse para

formar micelas es la fuente principal de dicha dificultad.

A pesar de estos inconvenientes, en esta tesis logramos desarrollar un tnico método robusto
para medir constantes de disociacion de la mayor parte de ligandos lipidicos. Para ello hubo
que desarrollar también, la matematica necesaria para ajustar el desplazamiento de un
ligando fluorescente unido a YLSCP2 por otro ligando no fluorescente, teniendo en cuenta
el equilibrio micelar del ligando desplazante (ver “Materiales y Métodos™ seccion “Unidon

de ligandos no fluorescentes por desplazamiento de acido cis-parinarico”).

Fue mediante esta técnica que logramos comprobar que YLSCP2 posee la habilidad de unir

con gran afinidad una gran variedad de ligandos hidrofébicos y determinamos las Kp para
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el &cido cis-parindrico (AP), é&cido palmitico, acido oleico, é&cido esteérico,
palmitoil-coenzima A, oleil-coenzima A, estearoil-coenzima A y dodecil sulfato de sodio
(SDS), todas del orden nano molar. De esta forma, y a diferencia de otros trabajos en lo que
solo se reporta la concentracion de ligando que desplaza el 50% del ligando unido,
conseguimos hallar las Kp de varios ligandos; pero principalmente conseguimos un método

y modelo que permite calcular la afinidad de YLSCP2 por casi cualquier ligando deseado.

Estructura de rayos X de YLSCP?2

La estructura de rayos X reportada en esta tesis expande significativamente el conjunto de

dominios SCP2 de eucariotas caracterizados, ya que incluye un representante del reino
Fungae, el cual se agrega a los de Bacteria y Archaea [Dyer, 2008; Goroncy, 2010; Stanley,
2006; Choinowski, 2000; Dyer, 2009; Dyer, 2003] . De esta forma, el conjunto de
informacion conformacional disponible ofrece la oportunidad de realizar un examen
comparativo de este ubicuo plegado proteico y sus propiedades, en contextos celulares muy

diferentes.

Respecto de la estructura cuaternaria muchos de los dominios SCP2 descriptos hasta el
momento no muestran evidencia de asociacion homodimérica. Las dos excepciones son la
SCP2L2 de Aedes aegypti y la SCP2 de la arquea Archaeoglobus fulgidus (AFSCP2): los
cristales de la proteina de insecto contienen un dimero en la unidad asimétrica con simetria
C2 y la proteina se comporta como dimero en solucion [Dyer, 2008]; la SCP2 de Arquea
también forma un complejo, apretado, con simetria C2 y homodimérico, intercalando las
hélices a C-terminales entre las subunidades cristalograficamente relacionadas. La
estructura de YLSCP2 revela un dimero estable en la unidad asimétrica. Esto confirma la
dependencia del estado de agregacién con la concentracion de YLSCP2 a la hora de formar
dimeros o agregados de orden ain mayor [Burgardt, 2009]. Sorprendentemente, y al
contrario de SCP2L2 y AFSCP2, el homodimero de YLSCP2 no posee simetria C2 y abarca
diferentes superficies de interaccion en cada subunidad, la cual es una forma muy inusual
de homodimerizacion. Queda claro entonces que el estado de agregacion del dominio SCP2
no esta conservado a lo largo de las especies y se observa un comportamiento distintivo en

términos de la forma particular de dimero. Ya que el estado de agregacion, sin lugar a
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dudas, tiene impacto en los mecanismos por los cuales SCP2 lleva a cabo su funcion, debe

ser considerado caso por caso.

El plegado global de la cadena principal de YLSCP2 es préacticamente idéntico al de la
proteina humana MFE2SCP2. Sin embargo, todos los dominios SCP2 caracterizados tienen
plegados muy similares y difieren sélo en los detalles especificos. YLSCP2, como el resto
de las proteinas SCP2, hace uso de aproximadamente un tercio de los residuos distribuidos
a lo largo de todos sus elementos de estructura secundaria para construir una cavidad
hidrofébica interna funcional. Este requerimiento funcional es la explicacion méas probable
para la baja variacion conformacional del plegado: considerando que para funcionar, la
mayor parte de las proteinas s6lo necesitan conservar rigurosamente la estructura
tridimensional de segmentos especificos de la cadena principal, SCP2 necesita hacer lo

mismo pero practicamente con todos ellos.

La comparacion de los dominios SCP2 conocidos revela diferencias sutiles que arrojan luz
a los principios con los cuales el sitio de union de estas proteinas es construido y sobre su
funcion. A nivel de la cadena principal, toda la lamina g y el motivo al-loop-a4 son
practicamente idénticos en todas las estructuras de SCP2. Por otro lado, las hélices al, 02 y
a5 concentran las fluctuaciones conformacionales variante-dependientes que forman y
definen las caracteristicas del sitio de unién. Particularmente interesantes son los cambios
en o2, la cual, en insectos, estd distintivamente desplegada para crear una nueva camara
interna para el ligando, y la hélice o5 cuya posicién y largo determinan el volumen y
compartimentalizacion del sitio de unién. Es mas, la hélice a5 parece tener multiples y
cruciales roles en SCP2: es el dominio de interaccion en el complejo entre HSCP2 y el
receptor de importacion peroxina PEX5p, responsable de la traslocacion de SCP2 a la
matriz peroxisomal [Stanley, 2006]; y, como se menciond, participa en la
homodimerizacion del dominio SCP2 de arquea. Estos roles de la helice C-terminal
involucran movimientos determinantes en el loop que conecta los cordones p4 y (5. Es
interesante que este loop esta formado por residuos altamente conservados, especialmente

una glicina que esta conservada en todos los dominios SCP2.

El volumen de la cavidad central del dominio SCP2 es su rasgo estructural principal. Desde

el punto de vista del plegado proteico, este hecho presenta una pregunta fundamental:
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¢Como consensuar la necesidad de un ndcleo hidrofébico bien empaquetado con la
necesidad funcional de poseer una gran cavidad interna? Con respecto a esto, SCP2 adopta
una légica estructural radicalmente diferente, comparada con otras proteinas de union a
acidos grasos. Las FABP, por ejemplo, las cuales poseen cavidades similares a las SCP2,
tienen una superficie interna particularmente hidrofilica, llena de un gran ndmero de
moléculas de agua organizadas [Licke, 2002]. El agua esta practicamente ausente en el
interior de todas las estructuras SCP2 reportadas hasta la fecha, y los atomos que yacen en

las cavidades son, con una diferencia abrumadora, carbonos.

Entonces, donde las FABP parecen estabilizar su superficie interna imitando tanto como les
sea posible una superficie proteica normal, los dominios SCP2 lo hacen de forma diferente.
Los mecanismos comunes de estabilizacion no se deducen de forma obvia a partir de la
comparacion de las formas apoSCP2. Sin embargo, las formas apo tienden a tener una
cavidad significativamente mas reducida. Es mas, la cavidad practicamente es eliminada en
la SCP2 humana unida a PEX5p. Estas contracciones de la cavidad estdn mediadas por
movimientos tipo ‘bisagra’ de los cuerpos rigidos al, a2 y o5 y probablemente bastan para
bajar la energia de las estructuras sin ligando a niveles aceptables para un plegado

apropiado.

Al contrario de la mayoria de las interacciones proteina-ligando que recaen fuertemente en
contactos polares y direccionales, la union de cadenas carbonadas a SCP2 esta mediada
principalmente por interacciones de van der Waals carbono-carbono. Este tipo de
interacciones son mucho menos restrictivas en términos geométricos, y por eso el ligando
hidrofébico yace ‘suelto’ en la cavidad y puede incluso adoptar orientaciones diferentes.
Mas que un modelo de llave y cerradura, los sitios de unién de las SCP2 parecen ser
contenedores hidrofébicos, lo suficientemente amplios para acomodar al ligando en una
variedad de orientaciones y posiciones. Con respecto a esto, la informacion provista por la
estructura de rayos X de YLSCP2 es de vital importancia. Las Unicas estructuras conocidas
con un ligando fisioldgico eran las de insecto. Y, en éstas, al menos dos orientaciones del
ligando fueron observadas. Una de estas orientaciones fue hallada en YLSCP2 también, y
concuerda con la posicidn adoptada por la molécula de Triton en MFE2SCP2. Es decir que

las diferentes orientaciones fueron confirmadas en mas de una estructura y deben ser
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consideradas relevantes.

La falta de restricciones geométricas en el sitio de unidn es consistente con la baja
especificidad de unién de SCP2. La falta de restricciones geométricas en el sitio de union, a
su vez, significa menos restricciones a nivel de la secuencia. En efecto, la Unica restriccion
para reclutar los residuos que conforman el sitio de unidn parece ser la naturaleza
hidrofobica de su cadena lateral y cambios de volumenes compensados. Ningun residuo
especifico, al que se le pueda adscribir un rol estructural definido, est4 conservado en el

sitio de unién de estos dominios.

En resumen, reportamos la primera estructura de rayos X de un dominio SCP2 de hongos.
Nuestros resultados confirman que el plegado SCP2 estd muy bien conservado en todas las
formas de vida, y que su rasgo estructural principal es una cavidad interna realmente
grande, construida por una fraccion significativa de los residuos. El tamafio y forma de la
cavidad estdn modulados por fluctuaciones especificas de la cadena principal que pueden
expandir o desaparecer la cavidad, probablemente para permitir la unién de ligandos
hidrofobicos con baja selectividad y la estabilidad de la forma sin ligando. Algo distintivo
es que la cavidad de unién de los dominios SCP2 esté tapizada principalmente por &tomos
de carbono, sin presencia de interacciones polares ni moléculas de agua detectables
cristalograficamente, lo que permite considerables margenes en las orientaciones de los
ligandos unidos. Es mas, no pudieron identificarse residuos comunes examinando todas las
estructuras con ligando disponibles, lo que remarca la falta de restricciones fuertes en la
geométrica de la interaccion proteina-ligando. La caracterizacion general presentada en esta
tesis ayudara a disefiar futuras investigaciones dirigidas a abordar, en todos los organismos

vivientes, la relacién estructura-funcién de este importante factor metabélico.
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Conclusiones

En esta tesis se desarroll6 un robusto y eficiente protocolo de preparacion y purificacion de
YLSCP2 que permite tanto su cristalizacion, como su obtencion y estudio en su forma libre
de ligando. La estructura de rayos X reportada expande significativamente el conjunto de
dominios SCP2 de eucariotas y unifica el conocimiento sobre este dominio a lo largo de
todos los reinos de la vida. De esta forma existe la posibilidad de realizar un completo
examen comparativo de este ubicuo plegado proteico y sus propiedades.

La estructura 3D de YLSCP2 revela un dimero estable en la unidad asimétrica. Esto
termina de confirmar la dependencia del estado de agregacion con la concentracion de
YLSCP2. Sin embargo, el dimero no posee la tipica simetria C2, sino que abarca diferentes
superficies de interaccion en cada subunidad, la cual es una forma muy inusual de
homodimerizacion. El estado de agregacion del dominio SCP2 no esta conservado a lo
largo de las especies. Aln resta determinar con exactitud la concentraciéon a la cual la
dimerizacion ocurre, su relevancia bioldgica y determinar si, ademas de ser dependiente de

la concentracion de YLSCP2, también es dependiente de la concentracion de ligandos.

YLSCP2 fue capaz de unir ligandos hidrofébicos de diferente clase. Pero mas importante
aun es que a lo largo del trabajo se pudo desarrollar un modelo matematico que explica el
comportamiento de la union de YLSCP2 a ligandos no fluorescentes por desplazamiento de

un ligando fluorescente, teniendo en cuenta el equilibrio micelar del ligando desplazante.
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Materiales y Metodos

Biologia Molecular

El gen de YLSCP2

El clonado del gen que codifica a YLSCP2 y posterior subclonado en el vector de expresion

PET9bylscp2 fue descripta anteriormente [Ferreyra, 2006].

Abreviaturas Nombre Composicién
LB Luria-Bertani NaCl 10 g/L, triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L
o Luria-Bertani- NaCl 10 g/L, triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
LB-kanamicina B o
kanamicina kanamicina 50 pg/mL
LB-kanamicina- Luria-Bertani- NaCl 10 g/L, triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
agar kanamicina-agar kanamicina 50 pg/mL, agar 15 g/L

NaCl 0.5 g/L, triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, glucosa 20 mM, pH 7.0 (0.2
Soc Soc mL NaOH 5 M)

Tabla I. Composicion de los medios de cultivo [Sambrook, 1989].

Produccion de bacterias competentes

El precultivo de bacterias competentes se prepard inoculando 2 mL de medio LB con una
provision de bacterias Escherichia coli BL21 (DE3), e incubando a 37°C y 220 rpm
durante 16 horas. Este precultivo se agreg6 sobre 200 mL de medio LB fresco y se incub6 a
37 °C y 220 rpm hasta DOgpp~0.5. Entonces, el cultivo se transfirié a un tubo de centrifuga
estéril, se dejo reposar en hielo durante diez minutos y se centrifugo a 5000 x g (rotor
JA-14, Beckman, EE. UU.) durante otros diez minutos a 4 °C. El sobrenadante se descarto
y la biomasa se disolvié suavemente en 200 mL de glicerol 10% v/v, en bafio de hielo. Esta
solucidn se centrifug0 y se repitio sucesivamente el paso anterior disolviendo en 100, 50,

25 y finalmente en 0.4 mL de glicerol 10% v/v. La solucidn final se fracciono en alicuotas
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de 80 pL que luego se almacenaron a -80 °C.

Transformacion de bacterias Escherichia coli BL21 (DE3)

Las bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3) [AsdSgal (Aclts857 ind1Sam7nim5 lac UV5-TT
gencl)] fueron transformadas con pET9bylscp2 para expresar la proteina. Para transformar
las bacterias se electroporaron 80 uL de bacterias competentes (descongeladas a 4 °C) con
1-2 uL del vector pET9bylscp2 (10 ng obtenidos de Escherichia coli JM109). La celda de
electroporacion (0.2 cm) se enfrid en hielo y el electroporador (Bio-Rad) se programo a
2.5kV. Las bacterias transformadas se incubaron en 1 mL de medio de cultivo SOC
(Tabla I) durante 1 hora a 37 °C y 220 rpm y luego se utilizaron para inocular una placa de

Petri con medio LB-kanamicina-agar (Tabla I).

Las colonias positivas se aislaron, se resuspendieron en glicerol 10% v/v y se conservaron a
-80 °C [Sambrook, 1989].

Obtencion y caracterizacion preliminar de YLSCP2

Expresion de YLSCP2 en Escherichia coli BL21 (DE3)

La seleccion de un clon adecuado fue realizada mediante ensayos de expresion a pequefia
escala. Para esto fueron realizados precultivos liquidos de células Escherichia coli
BL21 (DE3) transformadas con pET9bylscp2 (1 mL de LB-kanamicina) e incubados a
37 °C y 220 rpm durante 16 horas. Cultivos de 3 mL de medio LB-kanamicina 50 pg/mL
fueron inoculados con los precultivos, e incubados a 37 °C y 220 rpm hasta alcanzar una
DOgpo=1.0. El control de preinduccion consistié en una alicuota de 1 mL del cultivo tomada
antes de realizar la induccion y almacenada a -20 °C. La induccion fue realizada agregando
IPTG 1 mM e incubando a 37 °C por 3 horas a 200 rpm. Las bacterias fueron cosechadas
por centrifugacion (5000 x g, 10 min) y la biomasa fue disuelta en buffer LC (Tabla Il). La
ruptura celular fue realizada con sonicador (Sonic Dismembrator 60, modelo F6, Fisher
Scientific), aplicando 3 pulsos de 1 minuto y manteniendo la temperatura cercana a 0 °C. El
perfil de expresion fue analizado mediante SDS-PAGE 10% p/v. Una vez obtenido el clon
adecuado, una provision de bacterias con 15% glicerol fue almacenada a -80 °C
[Sambrook, 1989].
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La expresion de YLSCP2 a gran escala se realizé inoculando un precultivo de 100 mL de
LB-kanamicina con la provision de bacterias almacenada a -80 °C. El precultivo se incubd
durante toda la noche, ~12 horas a 30 °C y 150 rpm y luego se utilizaron alicuotas de
50 mL para inocular 2 erlenmeyers con un litro de medio LB-kanamicina. Los cultivos se
incubaron a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DOgy~1.0 (aprox. 2 horas). La expresion
de YLSCP2 se indujo con el agregado de lactosa sélida 1% p/v y después de 3 horas de
induccioén las bacterias se cosecharon por centrifugacion (5000 x g, 15 min, 4°C). La

biomasa obtenida se peso6 y almacend a -20 °C.

Abreviatura Nombre Composicién
Buffer LC lisis celular Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM, EDTA 1mM
Tris-HCI 50 mM, pH 6.8, glicerol 12% v/v, SDS 8% pl/v, azul de

Buffer SB | foresi
uffer S electroforesis bromofenol 0.005% p/v
Buffer A purificacion acetato de sodio 25 mM, pH 5.2, urea 8M, glicina 10 mM
Buffer A’ purificacion’ &cido acético 50 mM, pH 4.76, urea 8M, glicina 10 mM
Buffer B diélisis fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0
fi .
Buffer C cromatografia de fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0

exclusion molecular
Buffer D digestion bicarbonato de amonio 100 mM, pH 8.5

Tabla I1. Composicion de las soluciones para proteinas.

Electroforesis

La electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% p/v con SDS (SDS-PAGE) fue realizada
como se describe en [Schégger & von Jagow, 1987]. Las muestras a analizar se diluyeron al
medio en buffer SB (Tabla Il), con p-mercaptoetanol 4% v/v agregado en el momento.
Luego, estas mezclas se calentaron a 100 °C durante 10 min y se sembraron. En paralelo se
analizo un patrén de proteinas de pesos moleculares conocidos para determinar el peso
aparente de cada banda. Normalmente fue aplicado un voltaje constante de 100V, y el
tiempo de corrida se ajustd para que la integral del voltaje en funcion del tiempo sea 250
V x h (2 h). Al finalizar la corrida los geles se tifieron con Coomasie® Brilliant Blue R250
0.3% p/v en etanol:acido acético:agua (3:1:6) y luego se decoloran con una solucion de
etanol:acido acético:agua (3:1:6) hasta la visualizacion de las bandas. Después de

destefidos, los geles se conservaron en acido acético 5% vi/v.

Para estimar el grado de pureza de la muestra se tuvo en cuenta que la sensibilidad del
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Coomasie® Brilliant Blue R250 es 0.1 pg y se sembraron cantidades crecientes de
YLSCP2 replegada. Se tomd nota de la calle en que aparecio la primera contaminacion (y
de la masa de YLSCP2 en dicha calle, por ej. 15 pg en la Fig. 2 de “Resultados”) y se llevo
a cabo una sencilla regla de tres simple (en el mismo ejemplo, 0.1x100/15 = 0.66% de

contaminantes).

Obtencidn de cuerpos de inclusion

Las bacterias se disolvieron en 10 mL de buffer LC por cada 5 g de biomasa y se realizé la
ruptura celular aplicando una presion de 1000 psi (French Pressure Cell Press, Thermo IEC,
Needham Heights, MA, USA). La solucion obtenida se centrifugé (12000 x g, 4 °C,
15 min) y se descartd el sobrenadante (rotulado “SN 1”). El precipitado se disolvié en la
mitad del volumen de buffer LC usado en el primer paso y se agregaron lisozima
0.2 mg/mL, DNAsa 0.01 mg/mL y MgCl, 10 mM. Esta solucion se incubd durante 30 min a
37 °C, se centrifugd (12000 x g, 4 °C, 15 min) y se conservo el precipitado (se descarto el
sobrenadante 2, “SN 2”). Este tratamiento con lisozima y DNAsa se repitid una vez
(generando un “SN 3”) y luego el precipitado se disolvid en buffer LC conteniendo
Triton® X-100 0.5% v/v. Esta solucién se incubd diez minutos a temperatura ambiente con
agitacion y se centrifug6 (12000 x g, 4 °C, 15 min, SN 4). Finalmente se lavo tres veces el
precipitado con agua desionizada (“SNs 5, 6 y 7”) y los cuerpos de inclusion (CI) se

almacenaron a -20 °C.

Purificacion

Los ClI se disolvieron en 6 mL de buffer A (Tabla I1) a 37 °C, con agitacion suave, durante 1
hora. Luego se centrifugé (12000 x g, 4 °C, 15 min) y se conservo la fraccion soluble
(rotulada como “siembra”). La purificacion de YLSCP2 se realiz6 mediante cromatografia
de intercambio ionico. La matriz SP Sepharose fast-flow (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia) se acondiciond de acuerdo a las instrucciones del fabricante y luego es equilibré
con buffer A. La fraccion soluble de los cuerpos de inclusion se sembrd en la matriz y luego
la columna se eluyd con un gradiente escalonado de NaCl en fracciones de 6 mL (0, 0.25,
0.5 y 2 M). El contenido de proteina en cada fraccion se determind por absorbancia a

280 nm y SDS-PAGE. Todas las fracciones que contuvieron YLSCP2 fueron combinadas
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para obtener una unica muestra homogénea (fracciones 0.25 y 0.5 M NaCl), y se la
almacené a -20 °C. Finalmente, una alicuota de esta muestra se dializd contra buffer B
(Tabla 11) a 4 °C, utilizando una membrana de 10 kDa de corte (Pierce, Rockford, U.S.A)) y
realizando 3 cambios de 1 litro de buffer B de 5, 5 y 12 horas de incubacion cada uno. El

grado de pureza de la muestra final de YLSCP2 se analizé por SDS-PAGE.

Posteriormente se realizd una cromatografia de exclusion molecular por FPLC (JASCO
LC-Netll/ADC) con una matriz Superdex” 75 101300 GL (GE, Healthcare) equilibrada en
buffer B (Tabla 11) o buffer C en caso de que se utilizara para cristalizar, utilizando un flujo
de 0.4 mL/min. La columna fue lavada previamente con etanol 70% v/v y urea 8 M. Antes y
después de este paso la proteina se concentr6 (aproximadamente 4 veces, dependiendo de la
finalidad) con dispositivos de concentracién CENTRICON® o CENTRIPREP® (Millipore,
Bedford, MA) con corte en 10000 Da.

Finalmente el protocolo fue adaptado para obtener una preparacion libre de ligandos. Con
este fin en lugar de resuspender los CI en buffer A se utilizé buffer A’, y de igual forma la
IEC es equilibrada en buffer A’. Ademas el buffer A’ fue tratado previamente en bach con
Amberlite™ XAD™-16 (1 g Amberlite:10 g urea) y lo mismo se realiz6 con la “siembra”
(1 g Amberlite:1 mL siembra). Se recuperaron las soluciones y se descartd el Amberlite™
XAD™-16. Incluso la bolsa de dialisis se tratd con Amberlite™ XAD™-16 y los
recipientes donde se efectud la dialisis fueron tratados con sulfocromica. La Superdex™ 75
se limpid primero con etanol 70% v/v (etanol que se chequed no tuviese &cidos grasos), y

luego con urea 8 M previamente tratada con Amberlite™ XADT™-16.

Espectrometria de masa y secuenciacion de proteinas

Los experimentos de espectrometria de masa (ionizacion por electrospray, LCQ Duo lon
Trap) y secuenciacién de proteinas (degradacion de Edman, Applied Biosystem 477A)
fueron realizados en el LANAIS-PRO, Facultad de Farmacia y Bioquimica
UBA-CoNICeT.

Estabilidad (tripsinolisis)
Se mezclaron 10 pL de YLSCP2 3.5 mg/mL (35 mg) con 10 pL de tripsina 0.035 mg/mL
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(0.35 mg) y se interrumpio6 la reaccion al tiempo deseado e indicado con 20 pL de SB 4%
v/v -MeOH. En el caso del control negativo se agrego SB previo a la tripsina. La YLSCP2
se encontraba en buffer fosfato 50 mM, pH 7.0 y la tripsina se prepard en buffer carbonato
de amonio 100 mM, pH 8.0.

Propiedades opticas de YLSCP2: Determinacion de la
concentracion proteica (absorcion UV) y espectroscopia de
dicroismo circular

La concentracién de proteina es determinada por absorcién UV en unidades arbitrarias,

utilizando un espectrofotometro JASCO V-550 (Jasco Corp., Japon). El coeficiente de
extincion de YLSCP2 (&20= 6986 + 41 M™* cm™) fue determinado previamente [Ferreyra,

2006].

Los espectros de absorbancia de YLSCP2 se corrigen restando el espectro del buffer al
espectro de proteina y eliminando la contribucion de la luz dispersada elasticamente por la
muestra. La luz dispersada (S) por particulas del tamafio y forma esperados para una
proteina y sus agregados depende de la longitud de onda (1) y de los pardmetros a, b 'y ¢
(Ecuacidn 2). El valor de ¢ es exactamente igual a 4 para soluciones de moléculas de radio
mucho menor que la longitud de onda absorbida [Cantor & Schimel, 1980]. El ajuste de la
Ecuacion 1 al espectro entre 320 y 340 nm mediante regresién no lineal (Solver® Excel,
Microsoft Corporation 1985-1999, U.S.A.) permite calcular una curva de dispersién para
todos los puntos del intervalo experimental. Esta curva se resta al espectro para la
correccion y el espectro obtenido se analiza a partir de su representacion grafica para

evaluar la racionabilidad de las correcciones realizadas.
S=a+bt* Ecuacion 1

El contenido de estructura secundaria y terciaria de YLSCP2 fue analizado por
espectroscopia de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano y en el UV-cercano [Fasman,
1996]. Para esto fue utilizado un equipo JASCO J-810 (Jasco Corp. Japdn) calibrado con
acido (+)-10-canforsulfonico de acuerdo a instrucciones de los fabricantes y equipado con

un sistema Peltier para la regulacion de la temperatura (0-100 °C).
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En el UV lejano (180-240 nm) fue utilizada una celda de 0.1 cm de paso optico,
100 miligrados de sensibilidad, 50 nm/min de velocidad de barrido, 1s de tiempo de
integracion espectral, 1 nm de ancho de banda y se colectaron datos cada 0.5 nm. La

concentracion de proteina utilizada se especifica en el texto correspondiente a cada ensayo.

En el UV cercano (240-340 nm) fue utilizada una celda de 1.0 cm de paso optico,
5 miligrados de sensibilidad, 50 nm/min de velocidad de barrido, 1s de tiempo de
integracion espectral, 1 nm de ancho de banda y se colectaron datos cada 0.2 nm. La
absorcidn en esta region espectral es cerca de dos 6rdenes de magnitud menor que en el UV
lejano, por lo que fue utilizada una concentracion de proteina tres veces mayor, la cual se

especifica en los resultados.

Rutinariamente se realizaron diez espectros de CD para cada muestra, los cuales se
promediaron, y corrigieron por la actividad dicroica del blanco, se ajustd la linea de base
utilizando como cero el valor promedio de la lectura entre 320-340 nm y finalmente se
realizd un suavizado mediante filtro Savizky-Golay de cuarto grado, con una ventana de
diez puntos [Press, 1992].

La elipticidad molar fue calculada aplicando la Ecuacion 2, donde [4] es la elipticidad
molar (grados cm® dmol™), @ es la elipticidad en miligrados, n el nimero de enlaces
peptidicos de la proteina (nimero de residuos menos uno), [c] la concentracion molar de

proteina y | es el paso Optico de la celda en centimetros.

7

= Ecuacion 2
10[c]nl

[0]

En el caso del calculo de afinidad YLSCP2-4cido parinérico, se siguié por CD cercano y se
utilizo la sefial a 270 nm como blanco (punto isosbeéstico) y la sefial a 309 como sonda para
calcular la afinidad (banda de absorcion de acido parinarico).

La elipticidad molar se mide siempre en grados cm? dmol™.

Estado de agregacion (comportamiento hidrodinamico)
Se realizd una SEC-FPLC en un equipo Jasco LC-Netll/ADC con una columna
Superdex™ 75 10/300 GL (GE Healthcare). Flujo 0.4 mL/min. Como marcadores de peso

83



se corrieron BSA (66.3 KDa), p-lactamasa (29.45 KDa), nucleasa (18 KDa), mioglobina
(16.8 KDa), RNAsa (13.7 Kda) y aprotinina (6.5 KDa).

El Rs de YLSCP2 fue calculado a partir de su peso molecular (PM) aplicando la Ecuacion 3
[Uversky, 1993; Uversky, 1994].

log(R, )=0.369 x log(PM)—0.254 Ecuacion 3

En otro ensayo fue utilizado un cromatégrafo FPLC equipado con una columna
Sephadex 200 (GE healthcare) y detectores de dispersion de luz dindmico y estatico
(miniDAWN, Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA). El flujo fue de 0.4 mL/min. A
partir del resultado obtenido y utilizando el software provisto por el equipo (Astra), fueron
calculados, el peso molecular, el coeficiente de difusion traslacional y el radio de giro del

pico de interés.

Deteccion de ligandos end6genos

Cromatografia en capa delgada

Se homogeniz6 la muestra en cinco volimenes de Folch (cloroformo:metanol 2:1) en
vortex y luego se separaron las fases por centrifugacion (2000 x g, 15 min.). Se descarto la
fase superior, y la inferior se seco por gaseado con nitrogeno. Se resuspendieron los lipidos
en 1 mL de cloroformo y se volvieron a secar con nitrogeno hasta alcanzar 100-200 pL

aproximadamente.

Las placas de corrida fueron de silica gel (60 F,s4 EM Science), y primero se las secé 1 h a
121 °C. Se realiz6 un doble desarrollo. Primero se utilizd una mezcla de solventes para
resolver lipidos polares (que simultaneamente arrastra a todos los lipidos neutros por igual)
y se los dejo correr hasta la mitad de la placa. Luego se seco la placa y se la coloco en una
segunda cuba con la mezcla de solventes que resuelve los lipidos neutros (y no moviliza los
polares). La primera mezcla consistio0 en cloroformo:metanol:acido acético:agua
(100:75:7:4); 'y la mezcla utilizada para resolver lipidos neutros fue
ciclohexano:éter etilico:acido formico (40:10:1). Luego se seco nuevamente la placa y se la

dejo en una cuba con iodo hasta revelar las bandas. Como control se utilizo palmitato.
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Caracterizacion Funcional de YLSCP?2

Modelo para un sitio de union

La unién de ligandos a YLSCP2 fue analizada aplicando un modelo de un Unico sitio de
union (Ecuaciones 4-8) [Miller, 1983]. En este modelo, una molécula de ligando (L) se une
a una molécula de proteina (P), con una constante de disociacion Kp (Ecuacion 4). La
concentracion de proteina ([P]) y de ligando ([L]) en el equilibrio estan definidas por las
Ecuaciones 5y 6, donde [PL] es la concentracion de complejo proteina-ligando, mientras

que [Po] y [Lo] son las concentraciones iniciales de proteina y ligando respectivamente.

_ [PL][L] .,
[P]+[L] < [PL]= K, = PL] Ecuacion 4

[P1=[P,]1-[PL] Ecuacién 5

[L]=[L,]-[PL] Ecuacion 6

Reemplazando la Ecuacion 5y 6 en la ecuacion de la constante de disociacion (Ecuacion 4)

y despejando [PL], se obtiene una ecuacion cuadratica (Ecuacion 7).
[PL]2 - ([Po] + [Lo] + KD)[PL] + [Po][l-o] =0 Ecuacion 7

La raiz de esta cuadratica (Ecuacion 8) que tiene sentido fisico nos permitio calcular la

concentracion de complejo.

([P 1+[Lo]+ Ko — ([P, +[Lo] + Ko )2 — 4R, ][L, ]
2

[PL]= Ecuacion 8

Unidn de acido parinarico

La fluorescencia fue medida siempre en unidades arbitrarias con un espectrofluorometro
K2 1SS (ISS, Champaign, IL, EE. UU.) que posee un canal de referencia que mide la
emision de una solucion de rodamina. Pero ademas cada vez que se utilizo el equipo se
midié una solucion de triptofano (que luego se guardaba a -20 °C) para ajustar el
fotomultiplicador de manera que la fluorescencia (Aexc=290 nm y Aen=350 nm) de la

solucidén de triptofano 0.1 mM fuera siempre 100. Esto nos permitié comparar resultados
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obtenidos en distintos dias.

Para el ligando intrinsecamente fluorescente (acido parinarico) fue utilizada la metodologia
que se describe a continuacién. Los espectros de fluorescencia fueron realizados con una

cubeta de 1.0 cm de paso Optico, termostatizada a 20 °C.

Las muestras fueron preparadas en buffer B, y la titulacion de proteina con ligando fue

seguida por la fluorescencia propia del ligando luego de incubar al menos dos minutos.

La concentracion de la solucion de madre de &cido cis-parinarico (AP, 3 mM en etanol,
Molecular Probes), fue corroborada por absorbancia (£304nm=78000M™cm™) [Sklar,

1977]). Los espectros de fluorescencia de AP fueron medidos luego de excitar con una
longitud de onda de 307 nm y la titulacion fue seguida por el cambio en la emisién de
fluorescencia de AP a una longitud de onda de 410 nm. La concentracion de YLSCP2 fue
~4 uM.

La sefial medida esta relacionada con la concentracién de complejo proteina-ligando ([PL])
y de ligando libre por la Ecuacién 9, donde [Lo] es la concentraciéon de ligando total,
mientras que Y. y YpL son los rendimientos cuénticos del ligando libre y del complejo,

respectivamente.
Y =Y ([Ly]-[PL]) +Yp [PL] Ecuacion 9

Asumimos que la union se describe mediante un modelo de un Unico sitio de union para
obtener la concentracion de complejo ([PL]) y calculamos la constante de disociacion para

el ligando por regresion no lineal, analizando al menos 3 ensayos independientes.

Unidn de ligandos no fluorescentes por desplazamiento de acido
cis-parinarico

En los ensayos de desplazamiento de AP unido a YLSCP2 por el agregado de otro ligando,
siempre fue preparada una solucion del complejo YLSCP2-AP en relacion 1:1 (~4 uM).
Esta solucion fue titulada con una solucion concentrada del ligando desplazante
correspondiente (1 o 2 mM), dejando reaccionar unos minutos antes de medir. El

desplazamiento fue seguido por la disminucion de intensidad de emision de fluorescencia
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de AP a una longitud de onda de 410 nm luego de aplicar una longitud de onda de
excitacion de 307 nm. Los ligandos utilizados fueron: acido palmitico, &cido oleico, acido
estearico, palmitoil-coenzima A, oleil-coenzimaA, estearoil-coenzimaA, colesterol,
dipalmitoilglicerol (DPG) y dodecil sulfato de sodio (SDS). La concentracion de los

ligandos fue calculada solo por pesada excepto para los ésteres de CoA que se corroboraron

por absorbancia de la CoA (£2600m=14700 M cm™), al igual que el 4cido parinérico
(€3040m=78000 M* cm™).

Los datos obtenidos fueron analizados asumiendo un Gnico sitio de union. Cuando dos
ligandos diferentes (A y B) compiten por un sitio de union en la proteina (P), entran en
juego dos constantes de asociacion (Ka y Kg), (Ecuaciones 10 y 11) donde [P], [A], [B],
[PA] y [PB] son las concentraciones de: proteina, ligando A, ligando B, complejo proteina-

ligando Ay complejo proteina-ligando B, respectivamente [Wang, 1995].

[P1+[Al < [PB]= K, = _[PAL Ecuacién 10

[PI[A]

[P1+[B] < [PB]= K, = % Ecuaci6n 11

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

concentraciones de ligando A, ligando B y proteina, en el equilibrio (Ecuaciones 12-14).

[Al=[A,]1-[PA] Ecuacién 12
[B]=[B,]-[PB] Ecuacién 13
[P1=[P,]1-[PA]-[PB] Ecuacion 14

Reemplazando las Ecuaciones 12-14 en las Ecuaciones 10 y 11 se obtienen las ecuaciones
para [PA] y [PB], con las que luego, reemplazando en la ecuacion de masa para la proteina,

se obtiene una ecuacion cubica para la concentracion de proteina (Ecuacion 15).
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[P]® +a[P]* +b[P]+c =0
a=K,+Kg+[A]+[B,]-[P]

b =K ([AI-[FD+KA([B]-[R]) + K,Kjg
C:_KAKB[PO]

Ecuacion 15

A partir de la tnica solucién con sentido fisico para esta ecuacion cubica (Ecuacion 16) se

obtienen las expresiones para [PA] (Ecuacién 17) y [PB] (Ecuacién 18).

a 2
Pl=-—+=,/(@®-3b) cos(=
[P] 3 3( ) (z)

—2a® +9ab-27c

24/(a® —3b)?
[A,]2\/(a* - 3b) cos(g)—a
3K, ++/(a* —3b) cos(g)—a

[B,]24/(a* —3b) cos(g)—a
3K, ++/(a* —3b) cos(i)—a

La sefial de fluorescencia observada (Y) depende de la concentracién de complejo y de

Ecuacion 16
0 =arcos

[PA] = Ecuacion 17

Ecuacion 18

[PB] =

ligando libre segin la Ecuacion 19, donde Ypa, Ypg Y Ya son los rendimientos cuanticos del

complejo PA, PB y del ligando libre A, respectivamente.
Y =Y A[PA]+Y,([Al, —[PA]) + Y.z [PB]+ Y, ([B], —[PB]) Ecuacion 19

La constante de disociacion para el ligando B se obtuvo ajustando la Ecuacion 19 a los

resultados experimentales mediante regresion no lineal (Solver®, Excel).

Desplazamiento de acido cis-parinarico por ligandos que forman
micelas

En el caso de que el ligando desplazante B formara micelas en el rango de concentracion
usado en el experimento se tuvo en cuenta este equilibrio micelar, ya que dicho ligando B

dejaria de desplazar a A a la concentracion que comenzara a formar micelas. Entonces n es
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el numero de moléculas de B por micela, [By] la concentracién de micelas y n[B,] la

concentracion de B en micelas.

Teniendo en cuenta esto la Ecuacion 13 quedaria:

[B]1=[B,]-[PB]-n[B,] Ecuacién 13’
Y la Ecuacion 15 seria ahora:

[PT? +a[P)* +b[P]+c=0
a=K,+Kg+[A]+[By]-[R]-n[B,]
b=Kg([A]-[P])+KA([B,]-[R])+ K,Kg —K,n[B,]
C:_KAKB[PO]

Ecuacioén 15°

[Bn] no se conoce y podria calcularse como [B]" / [Bn] = K=>[B,] = [B]"/ K, pero de esta
forma estariamos agregando un equilibrio nuevo y por ende una constante mas y el
polinomio final seria de cuarto grado. Es por esto que decidimos modelar dicho equilibrio
del siguiente modo.

CMC aparente (CMC”) es la concentracion de B a partir de la cual el mismo permanece
constante (parametro que estima la concentracion micelar critica, CMC), ya que [B] se
mantiene aproximadamente constante cuando el exceso de B va a micelas. Lo mismo

sucede con [PB] que permanecera constante a la misma [B] por la misma razén.

Entonces la fraccion monomérica no micelar (f,,) méas la fraccion monomérica en micelas

(fm) esigual a 1.

Expresado mas abreviadamente y despejando fo, = 1- i,

Hay que tener en cuenta que f., refiere solo a n[B,] mientras que f,, a [PB] y [B].

Es decir que [NM] = [PB] + [B], siendo [NM] la concentracion de B no presente en micelas.
Entonces, si aproximamos f, = 1 / (1 + [Bg]/CMC”), siendo ésta nuestra aproximacion,

nos queda fom~=1-1/(1+ [Bo)/CMC’).

Finalmente obtenemos:

n[B,]~ ([B,]- CMC')[1-1/(1+[B,]/CMC' )] Ecuacion 20
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De este modo el polinomio final continda siendo cubico y las raices pueden calcularse de

igual modo que antes.

Pero ademas el proceso de micelarizacion es un proceso de ‘todo o nada’, es decir que antes
de la CMC aparente, la concentracion de micelas es cero y es por este motivo que n[B,] se
multiplico por la expresion [Bg]>CMC’ que de ser falsa iguala n[B,] a cero, reduciendo la

Ecuacién 15’ a la Ecuacion 15.

Cristalizacion, difraccion v resoluciéon de la estructura
tridimensional de YLSCP2

Para cristalizar se utilizé la preparacion no libre de ligandos endogenos.

El buffer B (Tabla 1) se diluyé primeramente durante la cromatografia de exclusion
molecular hasta 20 mM, y luego utilizando los dispositivos CENTRICON® se concentré la
muestra hasta ~1 mM y se volvié a diluir el buffer B en el mismo CENTRICON® hasta 5
mM.

Finalmente se prepar6 palmitato 100 mM en etanol y se agregd a la muestra cantidad
suficiente para obtener una concentracion final de palmitato de 10 mM (por lo que la
muestra final también contuvo un 10% v/v de etanol). Asi se desplazd cualquier otro

ligando presente y nos aseguramos que toda la YLSCP2 estuviera unida a palmitato.

Se eligio el método de la gota pendiente o colgante por difusion de vapor para la
cristalizacion. Se colocaron 500 pL de la condicion en el pocillo y se mezcld 1 uL de
YLSCP2 1 mM con 1 pL de la condicion sobre el cubreobjetos, luego es sell6 con vaselina
y se almaceno a 20 °C.

La condicion fue 0.1 M HEPES Na, pH 7.0 y 1.4 M citrato de sodio, pH 6.5 y para el
posterior congelado en nitrégeno liquido se criopreservé con solucion madre nueva 10% v/v
PEG 400.

El cristal fue un cuerpo regular de base hexagonal formado luego de cuatro semanas.

Los datos de difraccion fueron colectados en la estacion X6A del National Synchrotron
Light Source (Brookhaven National Laboratory, NY, EE.UU.), usando un detector ADSC
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Quantum 270 CCD (Area Detector Systems Corp., Poway, CA, EE.UU.), y una temperatura
de 100 °K. La resolucion fue de aprox. 2 A y de muy buena calidad. Los datos fueron
indexados, integrados, escalados y reducidos usando el programa iMosfilm. Un 5% de las

reflexiones, seleccionadas al azar, fueron asignadas para los calculos del Riree.
Para la resolucion de la estructura se utilizo el paquete de programas CCP4.

La estructura de YLSCP2 fue obtenida por reemplazo molecular utilizando las coordenadas
de MFE2SCP2 (PDB ID:1IKT) como modelo. La soluciéon se hallé utilizando Molrep, y los
moldelos fueron refinados mediante el uso de Refmac5 y manualmente mediante el uso de

Coot. El grupo espacial fue P3;21 el Ree final fue de 0.22 y la resolucion 2.2 A.

Las coordenadas y factores de estructura fueron depositados en el Banco de Datos de
Proteinas (PDB) con el codigo 4JGX.
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