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PREFACIO

La tesis doctoral que se presenta incluye la descripcion de los resultados de los estudios de
caracterizacion estructural realizados a tres sistemas proteicos AtLEA4-5, LAOBP y CreCBD. Se
discute la importancia del reconocimiento molecular en la interaccion proteina — ligando y la
utilizacion de distintas técnicas espectroscopicas y biofisicas para su estudio (dicroismo circular,
resonancia paramagnética electronica, resonancia magnética nuclear, dispersion dindmica de luz y

calorimetria de titulacion isotérmica).
La tesis esta dividida en 4 capitulos. En cada capitulo se analizan los siguientes aspectos:

En el Capitulo 1 se describe el concepto y algunas de las metodologias de estudio del

reconocimiento molecular.

En el Capitulo 2 se describen estudios realizados a la proteina AtLEA4-5 de Arabidopsis thaliana,

una proteina intrinsicamente desordenada que interacciona con iones metalicos.

En el Capitulo 3 se describen estudios realizados a la proteina LAOBP de Salmonella, una proteina

perisplasmatica que une y transporta aminoacidos.

En el Capitulo 4 se describen estudios realizados al dominio amino de la proteina Cre del

bacteriofago T4, una recombinasa de ADN.

En particular los capitulos 2, 3 y 4 contienen las secciones: Introduccioén, Hipotesis y Objetivos,

Métodos, Resultados, Discusion, Conclusiones, Recomendaciones y Bibliografia.



RESUMEN

El reconocimiento molecular (RM) en las interacciones proteinas-ligando, proteina-proteina o
proteina-DNA gobierna la afinidad y la especificidad para la formacion de estos complejos. E1 RM es
el proceso mediante el cual macromoléculas biologicas interactiian con pequefias moléculas a través de
interacciones no covalentes. Esta involucrado en procesos esenciales para la vida como la replicacion,
el metabolismo o la sefalizacion. Los estudios de biologia estructural no sélo tienen como objetivos
ampliar los conocimientos documentados hasta el momento, sino también tienen una amplia aplicacion,
que va desde la terapéutica, mejora del diagnostico molecular hasta la ingenieria de biosensores, entre
otros. Comprender el RM en cuanto a las fuerzas fisicas que subyacen a las interacciones proteina-

ligando tienen una gran relevancia cientifica y practica.

Esta tesis se basa en el uso de distintas técnicas espectroscOpicas para caracterizar tres sistemas
proteicos cuyos ligandos difieren en sus propiedades fisicoquimicas, AtLEA4-5 — iones metalicos;
LAOBP - aminoécidos; CreCBD — 4cidos nucleicos. Se emplearon las técnicas espectroscopicas de
absorcion electronica en la region UV-vis, dicroismo circular (DC) y resonancia magnética nuclear
(RMN), asi como la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC). En esta tesis se discuten los resultados
obtenidos con cada metodologia empleada con la finalidad de determinar aspectos relevantes como los
residuos involucrados en la interaccion o la termodindmica de la union, asi como las estrategias a
seguir para completar la caracterizacion biofisica de la interaccion proteina-ligando, todo lo cual

pudiera contribuir al entendimiento del funcionamiento de estas proteinas.
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Capitulo I
I. Reconocimiento molecular entre proteinas y ligandos

1.1 Introduccion

El reconocimiento molecular (RM) se refiere al proceso en el cual las macromoléculas
bioldgicas interactiian entre si o con moléculas pequenas a través de interacciones no
covalentes para formar un complejo especifico (Persch et al., 2015)[ 1. Este proceso tiene
dos caracteristicas importantes: (i) especificidad, que permite que las proteinas distingan
una molécula diana entre otras, (ii) afinidad, que determina que la formacién del complejo
tenga lugar aun a una baja concentracion de las moléculas interactuantes (Du et al.,
2016)[1. EI RM forma parte de varios procesos esenciales de la vida como la replicacion, el

metabolismo o €l ciclo celular, entre otros.

Una de las clases de macromoléculas que utilizan el RM para llevar a cabo sus funciones
son las proteinas. Las proteinas participan en una gran variedad de actividades celulares,
incluyendo estructural (citoesqueleto), mecédnica (musculo), bioquimica (enzimas), y de
senalizacion celular (hormonas), entre otras (Martin & Clements, 2013)[]. Esencialmente,
las proteinas realizan sus funciones bioldgicas a través de su interaccion fisica con otras
moléculas, incluidas proteinas, péptidos, acidos nucleicos, membranas, sustratos, pequefias
moléculas como oxigeno, solventes o iones metdlicos. Un ligando ha sido definido como
cualquier molécula capaz de unirse a una proteina con una alta especificidad y afinidad (Du

etal., 2016)[].

Para una mejor comprension de las funciones de las proteinas es importante entender los
mecanismos responsables de las interacciones proteina - ligando para lo que se requiere la
caracterizacion y cuantificacion de los fuerzas que gobiernan e impulsan la formacion de

los complejos.

I.1.1 Mecanismos fisicoquimicos de la interaccion proteina - ligando

Un andlisis detallado del reconocimiento molecular entre una proteina y su ligando,
requiere de la identificacion de los mecanismos fisicoquimicos asi como las fuerzas

impulsoras relevantes para que la interaccion tenga lugar.

I.1.1.1 Cinética de la interaccion proteina — ligando
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La cinética de union entre una proteina y su ligando describe la velocidad a la que estas
dos especies interactian (Martin & Clements, 2013)7]. En un ejemplo simple, cuando se
mezclan una molécula de proteina P y una molécula de ligando L con una afinidad

determinada, la asociacion entre ellas dependiente del tiempo puede formularse como:

kon
L+P e PL
kors

donde: PL representa el complejo proteina - ligando, k., y korr son las constantes cinéticas de
velocidad de orden 2 y orden 1 para la reacciéon de uniéon directa e inversa (o disociacion),

. . -1 -1 -1 :
respectivamente. Las unidades de k., y de koeson M™'s™ y s™, respectivamente.

En el equilibrio, se puede describir la relacion entre la reaccion de union (directa) e

nversa como:

kon - [P]-[L] :koff'[PL]

donde: [P] y [L] representan la concentracion en el equilibrio de cada especie molecular.
La constante de unién Ky, (con unidades de M) se define por:

o _kon _ IPL] _ 1
* T kosr  [P1-IL] T Ky

donde: Kd se conoce como constante de disociacion (con unidades M).

Por lo tanto, la combinacion de una ko, répida y una ko lenta resultara en una Ky, alta y

una K4 baja, es decir en una alta afinidad de union.

I.1.1.2 Conceptos basicos de las relaciones termodindmicas

Un sistema proteina-ligando-solvente es un sistema termodindmico compuesto por el
soluto (moléculas de proteina y ligando) y el disolvente (agua liquida e iones del tampon).
Las relaciones entre los componentes del sistema y la transferencia de calor entre ellas
estan asociadas a diversos cambios de energia. Todos estos procesos estan dictados por las

leyes de la termodinamica (Du et al., 2016; Khrapunov, 2018)[1.
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Entonces, las fuerzas motrices que dictan la asociacion entre las proteinas y los ligandos
resultan de la combinacion de las distintas interacciones e intercambios de energia entre los

componentes del sistema.

Una de las propiedades dindmicas mas importantes para la caracterizacion de las fuerzas
motrices es la variacion de la energia libre de Gibbs (AG). El AG determina la capacidad de
un sistema termodindmico para realizar trabajo de forma reversible a una temperatura y
presion constante. Cuando AG < 0, la unién entre la proteina y su ligando estara favorecida.
La magnitud del AG negativo se relaciona con la estabilidad del complejo o lo que es igual
a la afinidad de unién. La energia libre es una funcion de estado, por lo tanto, el AG
considera los estados termodindmicos inicial y final, independientemente de la via que los

conecte (Gilson & Zhou, 2007)[].

La energia libre de unién estandar (AG®), se refiere al cambio de energia libre medido en
condiciones de 1 atm de presion, una temperatura de 298 K y concentraciones de proteina y

ligando de 1 M. El AG® esta relacionado con la constante de unién Ky, por la relacion:

AG° = —R-T - InkK,

donde: R es la constante universal de los gases (1.987 cal K" mol™) y T es la temperatura (K).

De acuerdo a esta relacion cuanto mas alta es la constante de union K;, mas negativo es
el AG°. Los parametros cinéticos (kon, koff) y Ky determinan las propiedades
termodindmicas del complejo, es decir, la estabilidad y la afinidad del complejo proteina-
ligando. La energia libre de unién (AG) en cualquier momento durante la asociacion, en

condiciones no estandares es dada por:
AG =AG° +R-T-InQ

donde: Q es el cociente de reaccidon, que se define como la relacion entre la concentracion del
complejo y el producto de las concentraciones de proteina y ligando libres en cualquier momento en

el tiempo.

El AG también se puede analizar en términos de las contribuciones entdlpicas y

entropicas al proceso de union a través de la siguiente relacion:
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AG = AH —TAS

donde AH y AS son cambios en la entalpia y entropia del sistema al unirse al ligando,

respectivamente, y T es la temperatura.

Durante un proceso de union el AH, o entalpia de enlace, refleja el cambio de energia
calérica del sistema cuando el ligando se une a la proteina. El AH puede ser negativo
(exotérmico) o positivo (endotérmico). Un AH negativo indica la formaciéon de
interacciones no covalentes energéticamente favorables entre los atomos de la interfaz de la
interaccion (contactos de van der Waals, enlaces de hidrogeno, enlaces idnicos o cualquier

otra interaccion polar). Si el AH es positivo sucede lo contrario (Li et al., 2014)[1.[]

La entropia es una medida de la distribucion uniforme de la energia térmica en un
sistema termodindmico y estd asociada al desorden o aleatoriedad de los atomos y
moléculas dentro de este (Bronowska, 2011)[1. El cambio en la entropia (AS) es una
propiedad del sistema, su signo positivo o negativo indica el aumento general o la
disminucién en los grados de libertad del sistema, respectivamente. El cambio neto en el
calor global del sistema depende de la contribucion favorable o desfavorable de algunos
procesos como: formacion y ruptura de muchas interacciones individuales entre la proteina
y el solvente, entre el ligando y el solvente o la reorganizacion del solvente cerca de las

superficies del complejo (Liu et al. 2012).

El AS total asociado a la union se puede dividir en varios términos entropicos:

AS :ASSOW+ASligando _I_ASproteina +A5r/t+ASotros

conf conf

donde AS,,, representa el cambio de la entropia del solvente, AS...s representa el cambio de
entropia conformacional del ligando y de la proteina respectivamente, AS,, representa el cambio de
entropia de traslacion y rotacion de la proteina y el ligando y AS.s representa el cambio de entropia

asociado a una fuente no conocida.

El ASoy esta asociado principalmente a la liberacion de moléculas de solvente de la
superficie de interaccion o del ligando lo que resulta en una contribucién favorable a la
entropia de union, la cual alcanza valores positivos. También se ha asociado a cambios en

el area superficial disponible tras la formacion del complejo. El AS o refleja los cambios
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en la libertad conformacional de la proteina y del ligando tras la unién, lo que puede
contribuir favorable o desfavorablemente a la entropia de unién porque el grado de libertad
del complejo puede ser mayor o menor que los de la proteina y el ligando libres. El AS,
representa la pérdida de grados de libertad traslacional y rotacional de la proteina y el
ligando durante la formacioén del complejo, lo que contribuye desfavorablemente a la

entropia del sistema de union (Bronowska 2011; Liu et al. 2012, Caro et a., 2017)[].

Los procesos de unién estaran entrépicamente favorecidos si las penalizaciones

entropicas (AS;; negativa) son superadas con una ganancia entropica (Sso positivo).

I.1.1.3 Compensacion termodindmica: entropia vs entalpia

El cambio en la entalpia y entropia, es un factor determinante de la union pues determina
el signo y la magnitud de la energia libre de union. Las contribuciones de ambos, AH y AS,
al AG estan estrechamente relacionadas. Por ejemplo, un proceso de unién resultante de
multiples interacciones no covalentes favorables entre el ligando y la proteina (AH
negativo) suele ir acompafiado de un cambio de entropia negativo debido a la restriccion de
la movilidad de las moléculas que interactian. Del mismo modo, una alta ganancia
entrdpica asociada el proceso de union tiene como contraparte una penalizacion entélpica
(AH positivo) debido al cambio de energia producto de las interacciones no favorables. Este
fenomeno, en el que el cambio en magnitud del AG es causado por cambios
complementarios entre entalpia y entropia, se denomina compensacion termodindmica o

compensacion entalpia - entropia (Khrapunov, 2018)1.

El comportamiento de la compensacion entalpia - entropia depende de varios factores
estructurales y termodindmicos como son: propiedades del disolvente (efecto hidrofobico,
solvatacion - desolvatacion y estructura local del agua), la flexibilidad del sitio de unién al
ligando y sus alrededores, la estructura molecular del ligando y los cambios en las fuerzas

intermoleculares durante el proceso de union.

El fendmeno de compensacion termodinamica también es resultado de otros factores que
deben tenerse en cuenta al analizar la contribucion de este fendmeno al proceso de union.
Algunos de los descritos son: interpretacion incorrecta de los datos, obtencion de datos en

un intervalo de temperatura relativamente estrecho, resultados producto de errores
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aleatorios experimentales y sistematicos o sesgados por algin elemento (Khrapunov,

2018)7.

En el estudio del reconocimiento molecular, con alguna finalidad aplicada, durante la
interaccion de la proteina con el ligando se busca lograr una disminucion de la energia libre
minimizando la penalizacion entrdpica o entalpica y evitar asi los efectos desfavorables de

la compensacion entalpia - entropia en el nivel termodindmico.

1.2 Paisaje conformacional de las proteinas

Las propiedades termodinamicas entalpia y entropia también contribuyen al plegamiento
y estructura terciaria de las proteinas. La estructura tridimensional depende en gran medida
de la secuencia de la proteina, y por otra parte del balance de las energias de interaccion
proteina-proteina, proteina-agua y agua-agua. Las proteinas requieren para la estabilizacion
de su estructura terciaria que se establezcan interacciones no covalentes y en ocasiones de
la formacion de puentes disulfuros (Liu et al., 2012)[1. La informacién requerida para que
la proteina pueda adoptar su estructura tridimensional estd contenida en su secuencia de
aminoacidos, siendo la configuracion final el estado de mas baja energia libre de Gibbs del

sistema (Bicout & Szabo, 2008)[].

La teoria o modelo del “embudo” o “cono entropico” describe como las proteinas se
pliegan moviéndose dentro de un embudo, cuyo didmetro representa la entropia de la
cadena polipeptidica y la profundidad determina la parte energética del sistema. Hacia el
fondo del embudo hay menos entropia y estados accesibles, por lo que las conformaciones
adquiridas seran energéticamente mas estables. En el final del cono se encuentra la forma

plegada, donde la energia interna serd 6ptima y el valor entrépico minimo.

Las proteinas pueden presentar conformaciones transitorias estables las cuales podrian
participar en su interaccion con otras moléculas, en su oligomerizacion o constituir estados

iniciales para la agregacion.

Mediante estudios de plegamiento de proteinas se ha establecido la existencia de
intermediarios de plegamiento parcialmente estructurados o estructuras estables conocidas

como globulos fundidos y pre-globulos fundidos (Uversky & Dunker, 2010). Los globulos
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fundidos conservan algunos elementos de estructura secundaria nativa y la posicion
tridimensional de éstos, sin embargo difieren de una estructura globular en cuanto a que
presentan una mayor movilidad de sus asas, extremos amino y carboxilo y una menor
compactacion de sus cadenas laterales. Los pre-globulos fundidos son mucho mas
compactos que las estruturas en forma desplegada, pero son menos compactos y tienen

menos elementos de estructura secundaria que los globulos fundidos.

De acuerdo a la teoria del cono entrdpico las proteinas desplegadas se localizan en el
borde superior del cono, con un valor entrdpico alto. El paisaje energético de las proteinas
desplegadas puede representarse como un cono casi plano o una bandera ondulante. En esta
region del embudo, la proteina puede existir en multiples estados energéticamente
desordenados, siendo las barreras energéticas entre ellos pequefias. Aquellas proteinas cuyo
estado nativo es el desplegado, se conocen como proteinas intrinsecamente desplegadas

(IDP).

1.2.1 Proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs)

Las proteinas o regiones de éstas que carecen de una estructura tridimensional definida
en su estado nativo se han agrupado bajo el término de proteinas o regiones intrinsecamente
desplegadas, desordenadas o sin estructura (IDPs/IDRs, de sus siglas en inglés) (Wright &
Dyson, 1999)[1. El término “intrinsicamente desordenado” se refiere a que la proteina
existe como un ensamble estructural, en el que las posiciones de los 4&tomos y los angulos
de la cadena principal en las graficas de Ramachandran varian significativamente en el
tiempo. Este término agrupa estructuras que van desde estructuras extendidas o “random
coil” hasta dominios colapsados en forma de globulos parcialmente plegados, o pre-

globulos fundidos.

Las IDPs/IDRs presentan poca variabilidad en sus secuencias, teniendo una composicion
sesgada a un numero reducido y especifico de aminoacidos. Principalmente estan
enriquecidas en determinados residuos (M, K, R, S, Q, P y E), mientras que a menudo
carecen o contienen pocos residuos de cisteinas y de aminodcidos que favorecen la
formacion de parches hidrofobicos (W, Y, F, I, V, y L) (Dunker et al., 2008; Wright &
Dyson, 1999)[ 1.
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A diferencia de las proteinas plegadas, que tienen una conformacion predominante, las
IDPs no tienen la capacidad de formar suficientes interacciones inter-residuo y existen en el
estado nativo como un conjunto de conformaciones (Mészaros et al., 2009)[1. Se han
propuesto varias ventajas funcionales del “desorden” estructural como son: actuar como
cadenas entrdpicas (conectores entre dominios), facilitar el reconocimiento molecular
(pequenos motivos o dominios desordenados) (Tompa et al., 2005)[], desacoplamiento de
la especificidad y la fuerza de union (Wright & Dyson, 2009)[] y aumento de la velocidad
de las interacciones (Dunker et al., 2008)[, entre otras (Pancsa & Tompa, 2012)[7.

La funcionalidad inherente al “desorden” estructural se ha asociado al reconocimiento y

ensamblaje molecular (Dunker et al., 2008)[].

Aungque las IDPs carezcan de una estructura tridimensional definida, algunas regiones de
la secuencia pueden formar elementos de estructura secundaria vinculados al proceso de
reconocimiento y se conocen como elementos de reconocimiento molecular. Estos motivos
de reconocimiento pueden plegarse en hélice a, hebras B, o formar una estructura irregular
en el proceso de union a una molécula diana (Wright & Dyson, 2009)[]. Algunas regiones
pueden permanecer desplegadas dentro del complejo, lo que contribuye a minimizar la
pérdida entrdpica resultante de la unidn y al ajuste fino de la afinidad de las interacciones

(Tompa & Fuxreiter, 2008) .

Se han propuesto dos posibles mecanismos extremos para explicar la vinculacion entre
el plegamiento y la unién en si: plegado inducido o seleccion de la conformacion (Tompa
& Fuxreiter, 2008)[ 1. En el primer mecanismo, la IDP se une a su ligando desde un estado
completamente desordenado y posteriormente se pliega en el complejo con la proteina
diana. En el mecanismo de seleccion de la conformacion, la proteina diana "selecciona" la
conformacion del conjunto de conformaciones posibles que adopta la IDP (Wright &

Dyson, 2009)[ 1.

Desde el punto de vista estructural las IDPs pueden presentar “desorden” estatico o
dindmico (Tompa & Fuxreiter, 2008)[ 1. El desorden estatico se refiere a que una region
puede adoptar varias conformaciones estables. El desorden dindmico se refiere a una region

que constantemente estd fluctuando en un conjunto de conformaciones. Tras la union de la
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IDP a su molécula blanco, el desorden o “ambigiiedad” estructural presente en la
interaccion IDP-proteina se conoce como “fuzziness”, el cual puede ser estatico o dindmico
(Tompa & Fuxreiter, 2008)[ 1. Si la IDP adquiere un estado plegado pero en distintas
conformaciones en el estado unido se considera fuzziness estatico. Si la IDP no sufre una
transicion de desplegado a plegado tras la union, sino que permanece en un conjunto de

conformaciones en equilibrio rapido se conoce como fuzziness dinamico.

1.3 Técnicas para el estudio de la interaccion proteinas-ligando

Para la caracterizacion de la interaccion proteina-ligando se han combinado varias
técnicas espectroscopicas, que incluyen: absorcion electronica en la region UV-vis y
dicroismo circular (DC) (Boucher et al., 2010)[], resonancia magnética nuclear (RMN)
(Agoston et al., 2011)[] y resonancia paramagnética electrénica (EPR, de sus siglas en
inglés) (Bund et al., 2010), asi como la calorimetria de titulacion isotérmica (Freyer &

Lewis, 2008) (1.

[.3.1 Absorcidn electronica en la region UV/visible

La técnica de espectroscopia de absorcion electronica en la region UV/visible ha sido
empleada en la cuantificacion de proteinas y acidos nucleicos (Parson, 2008). La mayoria
de las proteinas absorben en la region UV cercano (250-300nm) debido a sus residuos
aromaticos y alrededor de los 200 nm por el grupo amino del enlace peptidico. La técnica
también es util en el estudio de interacciones proteina-ligando o en la deteccion del efecto
del entorno, pues pueden ser detectadas variaciones en las bandas y energias de absorcion

caracteristicas de una proteina (Parson, 2008)[].

La espectroscopia de absorcion electronica es una técnica que permite estudiar u observar
las transiciones electronicas entre el estado basal (y,) y el excitado (y.) de la molécula en
estudio, como por ejemplo el complejo proteina-metal (Dickerson et al., 1979; Quintanar &
Rivillas-Acevedo, 2013)[1. La probabilidad de transicion debido a la interaccion de un
foton con un electrén de un complejo metalico se expresa tedricamente a través del
operador del momento dipolo (M), el cual depende del dipolo eléctrico, del dipolo
magnético y del cuadrupolo eléctrico. Para la espectroscopia de absorcion en la region UV-

vis el término que predomina para que la transicion ocurra es el dipolo eléctrico. La
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intensidad de una banda de transicion electronica depende de la fuerza del oscilador (Fosc).

La Fosc asociado a la transicion electronica corresponde a la integral del area bajo la curva
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de la banda de absorcion (Figura I.1).

Figura I.1: Diagrama esqueméitico de una transicién electréonica que se produce entre el estado
fundamental (Wg) y el estado excitado (We) de una molécula, y € conduce a una Gaussiana (banda de
absorcion formada). (Modificado de Quintanar & Rivillas-Acevedo, 2013).

Si la integral es diferente de cero, la transicion electronica esta permitida y se observa en
el espectro de absorcion con alta intensidad. Si la integral es cero la transicion electronica
estd prohibida. Esto no necesariamente significa que la transicién no se observara, pues
existen varios mecanismos que pueden incrementar su intensidad (acoplamiento espin-
orbita o acoplamiento vibronico, entre otros) (Parson, 2008; Quintanar & Rivillas-Acevedo,
2013)[1. Entonces, una transicion electronica prohibida por dipolo eléctrico pudiera ser
observada en el espectro de absorcion pero con menor intensidad que las transiciones

permitidas.

1.3.2 Dicroismo circular (DC)

La técnica espectroscopica de dicroismo circular (DC) ha sido muy utilizada en los

estudios de la estructura secundaria de las proteinas y 4cidos nucleicos (Parson, 2008).

La regiéon del UV lejana brinda informacion sobre los elementos de estructura
secundaria, hélices a, hojas B y random coil (Parson, 2008). Si la proteina contiene

principalmente hélices se observara una banda positiva cerca de 195 nm y dos minimos

10
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caracteristicos en 208 y 222 nm. Las proteinas desplegadas presentan un inico minimo
alrededor de los 200 nm y una banda positiva a 222 nm. Por su parte, las hojas § presentan
un minimo caracteristico a 215-218 nm y una sefial positiva cerca de los 200 nm (Martin &
Schilstra, 2008)[]. La region UV cercana brinda informacion sobre la estructura terciaria y

sobre el ambiente de los grupos prostéticos o cofactores (Goyal et al., 2003)[1.

La conformacion B del ADN es la més frecuentemente encontrada. Su espectro de DC
tipico muestra una banda positiva a aproximadamente entre los 260-280 nm y una banda
envolvente negativa alrededor de los 245 nm. Una horquilla es una variante intramolecular
de la forma B que ademas de la doble hélice, contiene un bucle monocatenario. La posicion
y amplitudes de las bandas de DC de ADN difieren notablemente con la secuencia debido a

que los cromoforos y propiedades conformacionales son distintos (Kypr et al., 2009).

La técnica DC se basa en la medicion de la absorcion diferencial de la luz circularmente
polarizada (CP) a la derecha (er) y a la izquierda (er), de moléculas que son quirales
(Ae=gr-er). Particularmente, en el estudio de proteinas se mide el momento dipolo
magnético del enlace peptidico. Experimentalmente, una sefial de DC se caracteriza por la
diferencia de absorciéon de los componentes de la luz (AA =Ar-Agr): algunos de los
instrumentos de DC cuantifica la diferencia en términos de elipticidad (6=32.98 AA) en
grados. Entonces 6=32.98 AeCl, donde C es la concentracion de la molécula quiral que
absorbe, Ag es la diferencia en el coeficiente de extincién molar para la luz CP absorbida a
izquierda y la derecha, y / es la longitud del paso optico (Martin & Schilstra, 2008; Parson,
2008)(.

1.3.2.1 Aspectos espectroscopicos generales de la interaccion proteina-metal

Para explicar la base molecular de la coordinacion de los metales de transicion con sus
ligandos se han desarrollado varias teorias de enlace (electrostatica, enlace de valencia,
campo cristalino y campo ligando), cada una de las cuales fue enriquecida tedricamente por

la anterior (Dickerson et al., 1979)[].

La teoria de campo-ligando se basa en que cuando la interaccion entre los orbitales

moleculares de la proteina y los orbitales d del metal toma lugar, todos los orbitales
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adquieren una energia diferente (Quintanar & Rivillas-Acevedo, 2013)[1. Esta interaccion
se conoce como campo-ligando. La magnitud y caracteristicas de este efecto campo-ligando
depende de la geometria del complejo metélico y de la fortaleza de la interaccion proteina-
metal. Los orbitales del ligando que interactiian con el metal quedan estabilizados por la
interaccion. Cuando los orbitales d del metal no estan llenos (tienen menos de 10
electrones) es posible detectar mediante espectroscopia de absorcion electronica las
transiciones campo-ligando y las de transferencia de carga que involucran a la proteina y a

los orbitales d del metal.

Las transiciones campo-ligando se refieren a las transiciones electronicas que involucran
orbitales d, y son conocidas como bandas d-d. Las transiciones transferencia de carga
conocidas como ligand to metal charge transfer (LMCT, por sus siglas en inglés) se
refieren a las transiciones electronicas que se originan en un orbital del ligando y terminan

en un orbital d del metal.

Ambas transiciones electronicas (campo-ligando y transferencia de carga) pueden
determinarse mediante espectroscopia de absorcion electronica y DC siempre que el metal
que se une a la proteina en estudio sea paramagnético, es decir, tenga uno o mas electrones
desapareados. Estos complejos también pueden estudiarse mediante EPR (Quintanar &
Rivillas-Acevedo, 2013)[]. La mayoria de los complejos proteina-metal son quirales y

resulta muy util colectar los espectros de absorcion y de DC.

En los complejos proteina-metal las transiciones d-d estdn prohibidas por dipolo
eléctrico, por lo que tienen muy poca o ninguna intensidad. Por otra parte, las LMCT estan
permitidas por dipolo eléctrico y muestran una alta intensidad en los espectros de
absorcion. En un espectro del complejo proteina-metal las transiciones LMTC aparecen a
mayor energia, mientras que las transiciones d-d aparecen a energias menores (Quintanar &

Rivillas-Acevedo, 2013)[1.

En la espectroscopia DC los términos dipolo magnético y dipolo eléctrico son
dominantes en el operador, por lo que tanto las transiciones d-d como las LMCT se pueden

observar por DC (Parson, 2008)[]. Dado que las sefiales de DC pueden ser positivas o
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negativas, las transiciones solapadas en el espectro de absorcion pueden distinguirse en el

espectro DC.

1.3.3 Resonancia paramagnética electronica (EPR).

La resonancia paramagnética electronica (EPR, siglas en inglés) es una técnica
espectroscopica que permite el estudio de moléculas con al menos un electrén desapareado
(Lancaster, 1967; Quintanar & Rivillas-Acevedo 2013). Mediante un marcaje sitio
especifico con un compuesto paramagnético se pueden estudiar cambios conformacionales,
movilidad, distancias inter e intramoleculares y accesibilidad de proteinas (Drescher, 2012).
Ademas, permite el estudio de complejos proteina-metal, siempre que el metal sea

paramagnético, asi como la formacion de radicales libres.

La interaccioén del espin electronico de un electrén aislado con un campo magnético
externo causa su desdoblamiento en dos estados de diferente energia, lo que se conoce
como efecto Zeeman (Weckhuysen et al. 2004). La energia relativa de cada subnivel de
espin depende de la magnitud del campo magnético aplicado a la muestra (B,) a través de la
relacion E=m; g. B B,, donde ms es el espin electronico (+ 1/2), g. es un factor

espectroscopico (2.0023192778 para el electron desapareado) y B es el magneton de Bohr.

Debido a su carga y a su momento angular (S) el electréon actia como un dipolo
magnético con un momento magnético p. En el contexto de una molécula, los electrones
cambian su momento angular total pues este tendra la contribucion del momento angular
intrisico y el momento angular orbital (L) (Hagen, 2006). La magnitud de la contribucién
del acoplamiento espin-orbital depende del tamafio del nucleo donde se encuentre el
electron desapareado, entonces el factor g de elementos como los iones metalicos difieren
significativamente de g.. El factor g (g. + g,) contiene informacion quimica de la naturaleza
del enlace entre el electron y la molécula y de la estructura electronica de la molécula.
Resulta evidente la importancia de la determinacion del factor g mediante un experimento

de EPR para los estudios de caracterizacion de complejos proteina — metal.

Ademas del acoplamiento espin-orbital, los espines electronicos de los electrones
desapareados en las moléculas se puede acoplar a otros momentos magnéticos nucleares

angulares ocasionando interacciones hiperfinas nucleares o dipolo-dipolo (con otros espines
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electronicos). Las interacciones hiperfinas involucran al propio nucleo de donde proviene el

electron y las superhiperfinas a ntcleos distintos a éste.

A partir del espectro se puede determinar la distancia entre dos sefiales medida de la
constante de acoplamiento hiperfino (A). El factor g y la constante A brindan informacion
sobre el ambiente quimico alrededor del espin electronico, y con ello se pueden conocer la
orientacioén y el modo de coordinacioén del metal unido a la proteina (Quintanar & Rivillas-

Acevedo 2013; Weckhuysen et al. 2004).

En un equipo de EPR la muestra paramagnética es colocada en un campo magnético
uniforme. En un experimento tipico la muestra es irradiada con una frecuencia de
microondas (GHz) fija y sometida a un barrido del campo magnético (Gauss) (Jeschke,
2017). Como resultado el estado energético basal desdobla en niveles de energia (AE=g 3
Bo = hv). Dado que &y B (h = 6.626x10>* T s; p = 9.274x10* J G™') son constantes y los

valores de Bj son conocidos, el valor g puede determinarse como:

= _ 0.7145 ZMH2)
9= g-B, B,(Gauss)

Otro factor importante en los estudios por EPR es la anisotropia, la cual resulta de la
orientacion de los orbitales de la molécula. Los espectros de metal-proteina, en general, son
adquiridos en tubos de cuarzo congelados y en consecuencia los factores g (descritos
mediante un tensor g), estan distribuidos en un sistema de eje principal a lo largo de los ejes
X, ¥y z(g. g Y &)y variaran en ese sentido (g = g. + 8g, ; g’=g. + 0gy) (Hagen, 2006).
Los valores de gy, g, y g, brindan informacion sobre la simetria de la distribucion de la
densidad del espin electronico. Se han descritos tres clases de anisotropia: isotropica (gx =
gy = g,); axial (g« =gy <g,0 g =gy > g,) y rombica (g« [| g, [] g,). Si el eje de simetria es
unico, g tendra simetria axial (g, se ubica a lo largo del eje g, = g, mientras los otros dos g

seran perpendiculares (g« = g1)). Si la simetria es tetrahédrica o cubica, g serd isotropico.

Particularmente, en los complejos Cu(Il)-proteina, se han encontrado dos tipos de
coordinacion. En la tipo I, la coordinacion es trigonal planar con varios ligandos axiales
(Jeschke, 2017). En la tipo II el cobre prefiere una coordinaciéon cuadrado plana (plano

ecuatorial), con uno o dos ligandos axiales. El tensor g muestra simetria axial.
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Existen distintas fuentes de frecuencia de microondas (L, S, X, Q, W, J) (Jeschke, 2017).
En los estudios de metaloproteinas usualmente se usan equipos de EPR equipados con
banda X, pues se obtienen mejor resolucion de las interacciones hiperfinas. Aun cuando
podrian variarse el campo magnético o la frecuencia, la fuente de radiacion de un equipo de
EPR (por ejemplo X band klystron) tiene un ancho de banda espectral de 8.8-9.6 Ghz, lo

cual dificulta hacer un barrido de frecuencia. Debido a esto es mas frecuente variar By.

Los espectros de absorcion de EPR se analizan como la primera derivada con la

finalidad de mejorar la sensibilidad y la resolucion.

Habitualmente para conocer los atomos involucrados en la coordinacion ecuatorial se
interpolan los valores experimentales de g y Ay en las graficas de Peisach and Blumberg.
En estas se correlacionan valores de g y Aj obtenidos para complejos que incluyen la
participacion de atomos de nitrégeno, oxigeno y azufre, combinados o no (Peisach &

Blumberg, 1974).

1.3.4 Resonancia magnética nuclear en solucion (RMN)

La RMN ha emergido como una técnica Unica que permite el estudio con resolucion
atomica de las proteinas en disolucidon, no perturba la muestra y tiene un amplio rango de
aplicaciones, como determinar zonas de interaccion, estudio de la dindmica de proteinas o

la elucidacion de la estructura terciaria (Amero, 2014)01.

En forma similar a otras técnicas espectroscopicas, en RMN la absorcion de un foton
promueve una transicion de un estado basal a un estado excitado, en particular de un espin
nuclear. Esta transicion depende de la existencia de un campo magnético externo, como en
EPR. El estado excitado de RMN tiene un tiempo de vida 10° veces mayor que el estado
excitado electronico, lo cual genera lineas espectrales angostas, facilita estudios
multidimensionales y permite la medicion de la dindmica molecular en una amplia escala

de tiempo.

La energia de los estados basal y excitado surge de la interaccion del momento dipolo

magnético nuclear con un campo magnético externo. La diferencia entre dos niveles de
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energia es baja (I parte en 10°), por lo que su excitacién se logra con ondas

electromagnéticas de baja frecuencia (radiofrecuencias) (Rule & Hitchens, 2006)[].

El momento angular del espin (S) estd cuantizado y se describe a través de su nimero
cuantico | (S =hI( + 1)), donde [ es la constante de Dirac. Un spin nuclear con valor

1/2 toma dos posibles valores de S en la componente Z, +1/2[1 o -1/2[1, lo que se
corresponde con el nimero cuantico m,= +1/2 y m,= -1/2 respectivamente. Las transiciones
de atomos con espines nucleares con estas caracteristicas estdn permitidas pues cumplen
con las reglas de seleccion. Los nucleos mas frecuentemente utilizados en RMN son 'H,
PN, PC y *'P, los que tiene espin ' y el “H que tiene espin 1 (Keeler, 2010; Kleckner &
Foster, 2011)[].

La diferencia de energia entre dos estados puede ser obtenida de la relacion:
AE =yHB, /4w
donde vy es la constante giromagnética y B, es el campo magnético externo.

De esta relacion se deduce la conocida ecuacion de Larmor o= yB, donde o se refiere a

la frecuencia de resonancia de un nucleo.

La senal es medida como funcion del tiempo y su pérdida se refiere como Free
Induction Decay (FID), (Figura 1.2A). La pérdida de coherencia de la FID en el tiempo

(I(t)) se evidencia por un decaimiento exponencial de la intensidad de la sefial.
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Figura L1.2: Tres variables importantes en RMN. FID, principal parimetro de la RMN. Brinda
informacion de las sefiales individuales de la molécula. A la sefial FID dependiente del tiempo
(izquierda) se le aplica una trasformada de Fourier, y se obtiene el cambio en la intensidad de la sefial
en el dominio de frecuencia (derecha). La sefial que se relaja mas rapidamente (B) tiene menos altura y
es mas ancha, mientras que la sefial que se relaja mas lentamente (A) tiene un pico alto y angosto. El
area bajo la curva es igual para los dos picos, porque simulan dos poblaciones idénticas (Modificado de
Kleckner and Foster, 2011).

La velocidad de decaimiento de la intensidad puede cuantificarse con la determinacion
de la constante de velocidad de la relajacion transversal (R,) mediante la relacion I(t)=exp(-
R» t). R, también es referido como el inverso de T,. La frecuencia de la sefal inducida es

exactamente igual a la frecuencia de la transicion del espin nuclear.

A la FID se le aplica una transformada de Fourier para hacer una transformacion de los
datos del dominio tiempo al de frecuencia con lo que se obtiene un espectro caracteristico
de RMN. En este espectro se pueden identificar tres variables importantes: desplazamiento

quimico (9), intensidad (I) y ancho del pico (A) (Kleckner & Foster, 2011).[]

El desplazamiento quimico (d) es la posicion de la sefial en el espectro de frecuencia.
Brinda informaciéon sobre el entorno quimico local del nacleo y es util para identificar
angulos de torsion, enlaces de hidrogeno, elementos de estructura secundaria, entre otras.
La intensidad (I) se cuantifica por la altura o volumen del pico y estd asociada al nimero de
nucleos que resuenan a una frecuencia dada o que experimentan ese entorno quimico en
particular. El ancho del pico a la mitad de la altura de éste (1) reporta sobre las propiedades
dinamicas de las moléculas en solucion. Esta relacionado con R, mediante la ecuacion R,

(Hz) = 1/T2 (s'") = M2 (Hz).

17



Capitulo I: introduccion al reconocimiento molecular

Los experimentos de RMN pueden ser en una o mas dimensiones y se pueden lograr
correlaciones entre nucleos iguales o distintos. Los multidimensionales consisten en la
repeticion de un experimento en la dimension menor donde se varia el intervalo de tiempo
entre ellos, lo que proporciona la frecuencia de la nueva dimension. En un experimento tipo
'H-"N HSQC (Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy) se correlacionan

los protones unidos a nitrogenos de la cadena principal (Amero, 2014).

Un requisito indispensable en el estudio de proteinas por RMN es asignar la proteina. En
este proceso se hace corresponder cada sefial del espectro de HSQC con un residuo de la

proteina.

1.3.5 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La técnica calorimetria de titulacion isotérmica (ITC, de sus siglas en inglés) permite la
caracterizacion termodindmica de la interaccién entre biomoléculas (Freyer & Lewis,
2008)[1. La técnica se basa en la medicion del calor absorbido o liberado durante el proceso
de asociacion entre moléculas a una temperatura determinada. En un solo experimento se
pueden determinar la constante de union, la estequiometria de la reaccion y la entalpia de la
asociacion (Freyer & Lewis, 2008)[]. El equipo consta de dos celdas, nombradas celda de
referencia (CR) y celda de muestra (CM). La diferencia de temperatura entre ambas es
mantenida constante mediante un controlador de temperatura, el cual utliliza un valor de

potencia de referencia.

Durante el procedimiento experimental se realizan normalmente dos titulaciones
independientes. En cada una se colocan en la celda de reaccion la muestra de proteinas (P)
o el tampodn, respectivamente. En cada experimento se adicionan cantidades constantes del
ligando (L) o sustrato de la reaccion. Se registra el calor necesario para mantener constante

la temperatura de la celda después de cada inyeccion de la molécula en estudio.

El calor absorbido o liberado durante la reaccion de asociacion molécula-proteina se
obtiene como la diferencia entre el calor de la reaccion molécula-proteina y el
correspondiente a la reaccion molécula-tampon (Nall et al., 1999)[]. Los datos
experimentales se ajustan a una ecuaciéon que describe la unién de un ligando a una

macromolécula.
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El caso mas sencillo es la union de un ligando a un sitio de la proteina. El modelo para la
descripcion de la union de un L a un sitio de una proteina puede describirse de la siguiente
manera:

K
<« _ _[ML]
M+ L ML K,= TMILL]

La union puede también involucrar varios sitios de la macromolécula, pudiendo ser éstos

idénticos o no. La unidn secuencial a n sitios independientes y diferentes involucra las

constantes K., K,...K,, las cuales se describen como:

Kat [ML]
+ L= K 1=
M+ LML Ku=oms

ML+ L= ML K= L]

[MLI[L]
g K _ My
N!LH =ML K=t

5 Kan
ML, =—=ML
Los parametros se determinan resolviendo un polinomio

(P=1+Ka [L+Ka K[ L] +... +Ka1 KoKo[L]"), mediante un método numérico (ITC200, n.d.)

El modelo secuencial no hace distincidén de cual sitio ha sido saturado; solo describe el
namero total de sitios que han sido ocupados. El valor de n se elige, seleccionandose el

mejor ajuste de acuerdo a los valores y errores obtenidos.

Las conceptos relacionados al proceso de reconocimiento molecular y las metodologias
discutidas anteriormente, fueron aplicados en este trabajo de tesis para el estudio de tres
sistemas proteicos. En los siguientes capitulos discutimos los resultados de la
caracterizacion de la interaccion proteina — ligando de (AtLEA4-5 — iones metélicos,

LAOBP — aminoacidos, CreCBD — acidos nucleicos).
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Capitulo II
II. Interaccion AtLEA4-5 — iones metalicos

1.1 Proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), un grupo de IDPs

Dentro de los eucariontes, las plantas presentan un alto porcentaje de “desorden”
estructural en sus proteinas (Pancsa & Tompa, 2012)[]. Un grupo particular de las IDPs son
las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant). Las plantas sometidas a déficit hidrico
ocasionado por cambios de temperatura, salinidad o sequia pueden sufrir pérdida
intracelular de agua (Kovacs et al., 2008)[]. Uno de los mecanismos de respuesta
fisioldgica al estrés osmotico es la expresion de las proteinas conocidas como LEA
(Battaglia & Covarrubias, 2013)[]. Estas proteinas también se acumulan en determinadas
condiciones fisioldgicas de las plantas, como durante el desarrollo de las semillas, polen y
algunos estados de desarrollo de las raices (Colmenero-Flores et al., 1999)[1. Las proteinas
LEA fueron identificadas por primera vez en semillas de algodon (Dure & Galau, 1981)0],
y desde entonces se han encontrado en varias especies de plantas, bacterias, levaduras,
arqueas y nemadatodos (Battaglia & Covarrubias, 2013; Battaglia et al., 2008)[]. En
Arabidopsis thaliana (Brassicales: Brassicaceae; Heynh,1842), una de las plantas modelo
en biologia molecular de plantas, se han encontrado 51 genes que codifican para proteinas

LEA (Hundertmark & Hincha, 2008)[].

La mayoria de las proteinas LEA han sido clasificadas como hidrofilinas, de acuerdo a
su indice de hidrofobicidad (<1) y al porcentaje de glicinas en su secuencia (>6%) (Garay-
Arroyo et al.,, 2000)[1. En general, las proteinas LEA presentan un alto contenido de
aminodcidos pequefios, polares y cargados, mientras que carecen O contienen pocos
residuos de triptofanos y cisteinas. Esta composicion aminoacidica favorece el estado
desplegado y la alta flexibilidad que adoptan en soluciones acuosas (Olvera-Carrillo et al.,

2011a)].

Las proteinas LEA se pueden clasificar en 7 grupos (LEA1-LEA7) de acuerdo con su
similitud en secuencia de aminoécidos, siendo posible distinguir motivos caracteristicos y
unicos dentro de cada grupo (Battaglia & Covarrubias, 2013; Battaglia et al., 2008)[]. En

solucidon, segun estudios espectroscopicos, la mayoria de las proteinas LEA se hallan en
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forma de random coil, por lo que se han clasificado como proteinas intrinsecamente

desplegadas.

Especificamente, el grupo 4 de las proteinas LEA de A. thaliana (AtLEA) (Tabla 1) esta
constituido por tres proteinas (Figura I1.2) (Olvera-Carrillo et al., 2011b)[], que se conocen
como AtLEA4-1, AtLEA4-2, AtLEA4-5 de acuerdo con la ubicacion de sus genes en los

cromosomas 1, 2 y 5 respectivamente.

Tabla 1: Caracteristicas de los miembros del grupo 4 de las proteinas AtLEA

(Modificado de Olvera-Carrillo et al., 2010)

Proteinas Gen #aa Gravy kDa PI
AtLEA4-1 Atl1g32560 134 -1.042 14.9 8.95
AtLEA4-2 At2g35300 97 -1.156 10.5 9.67
AtLEA4-5 At5g06760 158 -0.815 16.2 9.45

En la tabla se muestra: nombre comun (referido a otras nomenclaturas con las que se reconocen a las
proteinas AtLEA4), gen (nombre de ADN genomico de cada proteina), #aa (cantidad de residuos en la
secuencia de proteina), Gravy (indice de hidropatia segiin Kyle y Doolitle), kDa (masa molecular de cada

proteina), PI (punto isoeléctrico).

70 80
AtLEA4-5 SGMDKTK TLEE KLKT DPVQ QM TQVKED INQ) EMQKRETRQHN AMKEAAGAGTGLGLGT
AtLEA4-1 KI[S|D M EKMVICQAKADEK TKEEK[E I[A[HQRRKAKKIEAE[ANMDMHMAKAAHAEDKLMAKQ === ===~ ~
AtLEA4-2 EKI|S[DMAS TAKIEKLNIGGAKAQGHAEKTMAR[TKKEKKLIAQEREKS[K[EAQAKADLHQSKAEHAADAQV - = === ===~~~

100 110 120 130 140 150

AtLEA4- 5ATHSTTGOVG GTHQMSALJP|- - - - - - T[CQLTDRVVEGTAVTD-PIGRNTGTGRTTARNTHVGGGGATGYGTGGGYTG
AtLEA4-1 - - -SHYHVTDHGPHVPQQAP PAPVM HNPTGVTSVPPQTYHPTYPPT(G- - - - - HHHY = = = === e e e e -
AtLEA4-2 === ------- HHLPGHST TRATGA ---------------- NYPP-[GQI- =) =|-|-|- - - - - - mme e a -

Figura II.1: Alineamiento de secuencias de las proteinas LEA del grupo 4 de Arabidopsis thaliana:
AtLEA4-5, AtLEA4-1, and AtLEA4-2. Los residuos totalmente conservados estin enmarcados en
rectingulos negros, mientras que los aminoacidos con carga positiva, negativa, las glicinas e histidinas
se muestran en los colores azul, rojo, verde y purpura, respectivamente. Se puede observar que el
extremo amino estd altamente conservado, mientras que el carboxilo es mas variable.

Como se observa en la Figura II.1 la region carboxilo terminal estd menos conservada,
es de tamafo variable dentro del grupo y se predice que no forma ninguna estructura (Dure,
1993)[]. Las tres proteinas muestran un bajo porcentaje de identidad de secuencia (54.64%
entre AtLEA4-1 y AtLEA4-2, 29.69% entre AtLEA4-1 y AtLEA4-5, y 26.09% entre
AtLEA4-2 y AtLEAA4-5). La region amino estd conservada y se ha visto que es capaz de
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plegarse en presencia de disolventes que inducen plegamiento como trifluoretanol (TFE)
(Culik et al., 2014; Rariy & Libanov, 1997)[1(Cuevas-Veldzquez et al., 2016). En forma
similar a otras proteinas LEA, las proteinas del grupo 4 abundan en todos los tejidos

embrionarios de las semillas deshidratadas (Roberts et al., 1993)[].

II.1.1 Estudios de la interaccion de las proteinas LEA con metales

Entre las funciones de las proteinas LEA en respuesta al estrés causado por frio, sequia o
alta salinidad se ha descrito el secuestro de iones metalicos (Hara et al., 2004),[] lo cual se
puede asociar con una posible actividad antioxidante. Se han utilizado varios sistemas
redox (Cu-ascorbato, Fe(IlI)/H,O,) para la deteccion de esta actividad, asi como
cromatografia de afinidad con ligando inmovilizado (IMAC, de sus siglas en inglés) para

determinar la especificidad (Hara et al., 2004; Liu et al., 2011)[1.

La capacidad de las dehidrinas de secuestrar iones metalicos ha sido ampliamente
estudiada. La proteina CuCOR19 (cold response de Citrus unshiu) mostré su capacidad
para secuestrar radicales hidroxilos y perdxidos generados por los sistemas in vitro (Hara et
al., 2004)7]. Un andlisis de la composicion de aminoacidos de CuCORI19 sugirid6 que
glicina, histidina, y lisina, principales residuos que componen muchas dehidrinas, son
blanco del radical hidroxilo, lo que sugiere que los tres aminodcidos estan involucrados en
el secuestro de radicales libres (Hara et al., 2004)[]. Ademas, mediante IMAC se determind
que CuCOR15 unia Fe(Ill), Co(Il), Ni(Il), Cu(Il), y Zn(Il). Con el uso de 27 péptidos,
disefiados a partir de secuencias de dehidrinas de 14 especies de plantas, se encontr6é que la
eficiencia en las actividades de reduccion de ROS puede estar determinada principalmente
por dos factores: el contenido de histidina y la longitud de los péptidos (Hara et al.,

2013)7.

En estudios de la interaccion de las dehidrinas de frijol y soya con Cu(Ill) mediante
IMAC, se demostrd que las proteinas LEA2 unian Cu(II) con la participacion de residuos
de histidinas (Kriiger et al., 2002; Tunnacliffe & Wise, 2007)[. Por otro lado, estudios con
AtHIRD11, una dehidrina de Arabidopsis, mostraron que la generacion de perdxido de
hidrégeno y radicales hidroxilo a partir de Cu(Il) quedaba inhibida en presencia de esta

proteina (Hara et al., 2013)]. Mutaciones en los residuos de His de AtHIRD11 causaron la
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disminucion de su actividad antioxidante, lo que indic6 la importancia de las histidinas en
la reduccion de la generacion de ROS. También, se ha descrito que una secuencia con dos
His une metales con mas fuerza que una con solo una His. Los motivos His-X-X-X-His,
His-Glu-X-X-His y N-Asp-Ser-His se han caracterizado como sitios de unidon de iones

metalicos en muchas metaloproteinas (Gusman et al., 2001)[7.

Por otra parte, mediante IMAC se determind que la proteina ZmLEA3 de maiz (Zea
mays), perteneciente al grupo 3 une Mn(Il), Fe(Ill), Cu(Il) y Zn(II) (Liu et al., 2013)J.
Resultados similares se encontraron para las proteinas GmPM1 y GmPM9 de soya (Glycine
max L.), pertenecientes al grupo 4, las cuales unen Fe(III), Ni(Il), Cu(Il) y Zn(II) (Liu et al.,
2011)0]. También se detectd su capacidad de secuestrar ROS mediante el sistema

FC(IH)/Hzoz.

El estudio del efecto que tienen los metales sobre el plegamiento de proteinas LEA se ha
abordado mediante DC. En estudios realizados con la dehidrina AtHIRD11 se obtuvo una
disminucién de la sefial a 200 nm (Hara et al., 2013)[]. Sin embargo los espectros de
absorcion electronica por CD de las proteinas GmPM1 y GmPM9 no sufrieron

modificaciones en presencia de FeCls (Liu et al., 2011) 1.

El proceso de union de las proteinas LEA a sus ligandos, en particular a metales, ha sido
abordado también mediante ITC, y se han encontrado valores de Kyq en el orden
micromolar. Existe gran hetereogeneidad en las Ky de diferentes metaloproteinas o

proteinas/péptidos, asociados a enfermedades neurodegerativas (Tabla 2).

Tabla 2: Ejemplos de proteinas que unen iones metalicos (Cu(Il), Zn(II)).

Proteinas K4 (Cu(Il)) K, (Zn(11)) Referencia
Catalasa bovina 657 uM ne (Hao et al. 2015)
Transferina humana ne 252 nM (Terpstra et al. 2014)
Superé6xido dismutasa humana ne 1 nM (Potter et al. 2007)
Péptidos beta amiloides 13 uM ne (Sacco et al. 2012)
Prion 7 nM ne (Gogineni et al. 2015)

ne: no especificado en el articulo que se cita.
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I1.1.2.1 Estudios de caracterizacion de la proteina AtLEA4-5

La caracterizacion estructural de los miembros de la familia AtLEA4 de Arabidopsis
thaliana se ha abordado mediante varios ensayos in vivo e in vitro (Olvera-Carrillo et al.,
2010)]. Cuando se silencio la expresion de uno de los miembros de la familia AtLEA4, las
plantas mostraron un fenotipo mas susceptible al estrés hidrico. La mayor abundancia
relativa de los ARNm de las tres proteinas AtLEA4 se encontr6 durante la fase de
deshidratacion de la semilla, mientras que los niveles de los transcriptos se redujeron

significativamente luego de su germinacion (Olvera-Carrillo et al., 2010)[.

En cuanto a la caracterizacion funcional in vitro de la familia AtLEA4, se ha descrito
que la proteina AtLEA4-5 es capaz de evitar la pérdida de actividad y la agregacion de las
enzimas lactato deshidrogenasa, citrato sintasa y malato deshidrogenasa en condiciones de
deshidratacion (Reyes et al. 2005)[1. El mecanismo propuesto se basa en que en el
complejo LEA-enzima, las LEA adquieren cierto grado de “orden” o de plegamiento que
favorece el correcto plegamiento de las proteinas diana (Kovacs et al.,, 2013; Olvera-
Carrillo et al., 2011a)[1[]. Ademas, se ha sugerido que secuencias consensos dentro de cada
familia, estdn implicados en propiciar mayor especificidad a los procesos de
reconocimiento y unién de las LEA con sus proteinas diana (Olvera-Carrillo et al.,

2011a)010].

Estos supuestos se han complementado con otros derivados de estudios sobre la
capacidad de las AtLEA4 de formar estructuras secundarias en presencia de disolventes que
inducen plegamiento como glicerol y TFE (Cuevas-Velazquez et al., 2016). Se ha sugerido
que las proteinas de la familia LEA4 pueden encontrarse como IDP y que dependiendo de
la disponibilidad de agua algunas regiones pueden sufrir transiciones a estados plegados

(Lupas et al., 1991)1].

A pesar de que las proteinas AtLEA 4 no tienen una alta identidad de secuencia,
presentan similitud en las funciones que realizan (Olvera-Carrillo et al., 2011a)[]. La
mayoria de trabajos relacionados a la interaccion de proteinas LEA con metales, se han
dirigido a identificar mediante IMAC los posibles ligandos metalicos y a determinar su

capacidad de secuestrar o evitar la formacion de ROS. Sin embargo, poco se conoce de las
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caracteristicas de la interaccion en cuanto a los pardmetros termodinamicos o a los motivos

de la proteina involucrados.

Durante el proyecto de maestria se identifico mediante IMAC que AtLEA4-5 es capaz
de unir Cu(Il), Zn(IT) y Ni(Il) y se caracterizaron los posibles modos de coordinaciéon a
cubre mediante UV-vis, CD y EPR (French-Pacheco, 2015). También se determind
utilizando ITC que la proteina contiene varios sitios de unidon con afinidades en el orden
micromolar. Sin embargo, los termogramas obtenidos mostraron que ademas de la union,
ocurrian otros procesos en la celda de reaccion como la oligomerizacion mediada por los
iones metalicos. Estos resultados se completaron y reanalizaron en este trabajo doctoral,
determinando el efecto que tiene la interacciébn con iones metalicos en la estructura
secundaria y estado oligomérico de la proteina. Ademas, se estudiaron algunos fragmentos

peptidicos para intentar identificar los motivos involucrados en la interaccion.
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11.2 Justificacion del proyecto AtLEA4-5 — iones metalicos

Las proteinas LEA, un grupo particular de las IDPs, se han asociado a funciones como
evitar la inactivacion y agregacion de enzimas, estabilizacion de membranas bioldgicas y el
secuestro de metales, entre otras. La correlacion altamente significativa entre la
acumulacion de LEA y, en general de las hidrofilinas, con el déficit de agua en organismos
de todos los reinos taxondmicos en combinacién con la identificacion de motivos
conservados dentro de los grupos de LEA, hacen a estas proteinas un buen modelo para el

estudio de las propiedades fisicoquimicas de las IDPs (Olvera-Carrillo et al., 2011a)[].

Especificamente, el estudio de la interaccion de la familia de proteinas AtLEA4 con
iones metalicos nos aportd elementos importantes para la comprension del fenomeno de
uniéon pues se determind la especificidad, posibles modos de coordinacion y algunos
pardmetros termodindmicos. Sin embargo, seguimos sin conocer los sitios especificos de
union, el efecto de esta union sobre el plegamiento y oligomerizacion de las proteinas, y la
importancia de que las LEA unan metales in vivo. Determinar estos aspectos se dificulta
pues de acuerdo a nuestros resultados previos existen varios sitios de unioén de los iones
metalicos y las secuencias de estas proteinas tienen un alto porcentaje de residuos que

podrian participar en esta union.

En este proyecto se estudid el efecto de los iones metalicos sobre la estructura
secundaria y cuaternaria de la proteina AtLEA4-5. Se determinaron las constantes de
afinidad siguiendo distintas metodologias. Se usaron péptidos sintéticos, que contenian los
residuos de His para estudiar las posibles zonas de interaccion. Se emplearon distintas
técnicas espectroscopicas buscando determinar los residuos involucrados en la interaccion y
caracterizar molecularmente la union, lo que pudiera contribuir al entendimiento del

funcionamiento de estas proteinas.
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11.3 Hipotesis

Fragmentos peptidicos de AtLEA4-5 unidos a Cu(Il) reproducen las caracteristicas
espectroscopicas del complejo proteina-Cu(Il).

11.4 Objetivos

Objetivo general:

Realizar la caracterizacion espectroscopica y calorimétrica de la interaccion de AtLEA4-5
con Cu(II).

Objetivos particulares:

1. Caracterizar la interaccion de AtLEA4-5 con iones metalicos mediante UV-vis, CD,

EPR e ITC.

2. Caracterizar la oligomerizacion de AtLEA4-5 inducida por la interaccion con iones

metalicos.
3. Sintesis y purificacion de fragmentos peptidicos de AtLEA4-5.
4. Determinar las zonas de interaccién con Cu(Il) de los péptidos mediante RMN.

5. Determinar los modos de coordinacion del Cu(Il) en la proteina y fragmentos
peptidicos de AtLEA4-5 mediante espectroscopia de absorcion electrénica en la

region UV-Vis y DC.

6. Determinar las constantes de afinidad y pardmetros termodinamicos de la

interaccion de los péptidos con Cu(I) mediante ITC.
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11.5 Métodos

I1.5.1 Caracterizacion espectroscopica de la interaccion AtLEA4-5 — Cu(II)

I1.5.1.1 Absorcion UV-Vis, dicroismo circular y EPR

Los espectros de absorcion electronica de UV-vis y DC se adquirieron en un
espectrofotometro UV-visible Agilent 8453 con arreglo de diodos y en un
espectropolarimetro Jasco J-825 respectivamente. Se usaron muestras de AtLEA4-5 a 120
uM enl0 mM NEM (4-ethylmorpholine) pH 7.5. La titulaciéon se realiz6 usando 0.5
equivalentes de CuCly. Los cambios se monitorearon entre 200 y 800 nm. Cada

experimento se realiz6 por duplicado.

Los espectros de EPR se colectaron en una frecuencia de microondas de 9.5 Ghz (banda
X) usando un equipo EMX Plus Bruker System, a 150 K, equipado con un sistema de
temperatura variable ER4131VT. Las condiciones de cada corrida fueron: potencia de
microondas 10 mW, amplitud modulada 5 G, frecuencia de modulacion 100 kHz, constante
de tiempo 327 ms y tiempo de conversion 82 ms. Una cantidad progresiva de equivalentes

de CuCly se adicionaron a muestras de AtLEA4-5 (120 uM in 10 mM NEM, pH 7.5).

11.5.1.2 Determinacién de la constante de union utilizando curvas de EPR

Para estimar una constante de union se graficé el promedio de las sefiales de EPR a g =
2.12 y g = 2.45 como funcidén de la concentracion de Cu(Il). Los valores normalizados se

ajustaron mediante una aproximacion no lineal a una ecuacion hiperbdlica:

_ p[Cu]
Y =K, + [Cub

donde: y es la absorbancia, [Cu] es la concentracion de Cu(Il), p es el maximo de unién

especifica, K, es la constante de disociacion aparente.

I1.5.2 Caracterizacion del estado oligdmerico de AtLEA4-5 en ausencia y presencia de
Cu(ID).

Se estudid el estado oligomérico de AtLEA4-5 mediante la determinacién del radio

hidrodinamico (Rh) utilizando un equipo de dispersion dindmica de luz (DLS, de sus siglas
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en inglés) (Zetasizer Malvern Nano ZSP), con un angulo de dispersion de 173°. Se
utilizaron muestras de AtLEA4-5 al20 uM en 10 mM NEM, pH 7.5 en ausencia y
presencia de 1, 2, 3 o 4 equivalentes de CuCl,. También se utilizaron muestras a 12 y 50
uM. A partir de las curvas de pérdida de intensidad de la sefial en el tiempo se obtuvieron
los coeficientes de difusion traslacionales, D (Stetefeld et al., 2016). Los Rh se obtuvieron

de los D, mediante de la ecuacion de Einstein-Stokes:

_ T'KB
~ 6mnD

Rh

donde: Kp es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, y 1 es la viscosidad del medio.

Se utilizé una viscosidad de 0.8872 cP y una temperatura de 25°C. Cada muestra se analizo
por triplicado, tomando en cada caso 5 corridas de 10 mediciones de 10 s de duracion. Los
datos se analizaron mediante los métodos cumulant y de distribucion implementados en el

software SEDPHAT/SEDFIT.

El estimado del Rh para una IDP se calculd usando la siguiente relacion (Stetefeld et al.,

2016):
Rh = (1.24 x Fpro + 0.904) x (0.00759 x |Q| + 0.963) x 2.49 x N*>%

donde: N es el numero de residuos, Fpro es la fraccion de residuos de prolinas, |Q| es la carga neta soluble.

11.5.3 Diserio, sintesis y purificacion de los péptidos de AtLEA4-5.

Para completar la caracterizacion del complejo AtLEA4-5 — iones metalicos los
potenciales sitios de union se estudiaron mediante distintas metodologias. Las secuencias
de los péptidos sintetizados corresponden a fragmentos de la proteina AtLEA4-5 que
contienen los siete residuos de His. Para discriminar el papel de las His en la coordinacion
de los iones metalicos se disefiaron péptidos en los que se sustituy6 cada His por una Ala.

Se seleccionaron los fragmentos 61-69, 82-110 y 134-146.

|MQSMKETASNIAASAKSGMDKTKATLEEKAEKMKTRDPVQKQMATQVKEDKINQAE |
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Meétodos

MQKRETROQHNAAMKEAAGAGTGLGLGTATHSTTGQVGHGTGTHQMSALPGHGTGQL
TDRVVEGTAVTDPIGRNTGTGRTTAHNTHVGGGGATGYGGTGGGYTG
Fragmento Secuencia Nombre

ETRQIHNAAM LEA61-69 (H65A)

82-110 TATHSTTGQVGHGTGTHQMSALPGHGTG LEAg2-110

82-110 TATHSTTGQVGHGTGTHQMSALPGHGTG LEAg2-110 (H106A)

82-110 TATHSTTGQVGHGTGTHQMSALPGHGTG LEAS2-110 (H98A)

82-110 TATHSTTGQVGHGTGTHQMSALPGHGTG LEAS2-110 (H93A)

82-110 TATHSTTGQVGHGTGTHQMSALPGHGTG LEARS2-110 (H85A)
RTTAHNTHVGGGG LEA134-146

134-146 RTTAANTHVGGGG LEA134-146 (H139A)
RTTAHNTAVGGGG LEA134-146 (H141A)

La sintesis lineal en fase solida de los péptidos se llevd a cabo usando la estrategia N-

Fmoc. Como soporte solido polimérico se us6é una resina Rink Amida, la cual tiene una

capacidad de sustitucion de 0.40 mmol/g. Se utilizaron los disolventes diclorometano

(DCM) y N,N'-dimetilformamida (DMF). En las reacciones de activacion se utilizaron el

activador N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC), oxyma para evitar racemizaciéon, DMF y el

aminodcido correspondiente. En el paso de activacion se forma un éster entre el aminoacido

a acoplar y el activador, quedando asi el aminoacido listo para reaccionar con el grupo

amino libre. En la Figura I1.2 se muestra un esquema del proceso de sintesis.
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—_ O  Unién temporal Unién permanente
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0
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{
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% Y
(TFA, TIS, H,0) Elucién —NH 4 'C\N
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Figura I1.2: Protocolo de sintesis de péptidos en fase sélida siguiendo la quimica Fmoc. La sintesis se
hizo del extremo carboxilo al amino. Tras acoplar el primer aminoacido (iltimo de la secuencia de
interés) a la resina, este deja disponible su grupo amino, pero protegido con un grupo Fmoc. Para
eliminar este grupo se realizé un paso de desproteccion con lo cual queda disponible el extremo amino
del aminoacido acoplado. Luego de la activacion del siguiente aminoécido, se adicion6 toda la mezcla de
activacion al reactor (donde se realiza toda la sintesis) y se incub6 con la resina por al menos 4 h a
temperatura ambiente en agitacién constante. Luego se hicieron varios lavados con DMF y DCM para
eliminar el excedente de aminoacido. Nuevamente se realizé la liberacion del grupo Fmoc del extremo
amino. Basicamente, los ciclos de sintesis consistieron en realizar un paso de desproteccion, seguido de
otro de acoplamiento, hasta obtener la secuencia deseada. Para comprobar el éxito de cada paso de
acoplamiento y de desproteccion se realizaron pruebas de ninhidrina, la cual consiste en la reaccién de
grupos amino libres con el hidrato de ninhidrina. Se forma un aducto que presenta una coloracién azul.
Entonces, en los pasos de desproteccion se espera obtener una prueba positiva (color azul), mientras
que en las reacciones de acoplamiento una negativa (color amarillo). Antes del corte final se acetilé el
extremo amino. Esta modificacién se realizé para evitar interacciones indeseadas del extremo amino
con iones metalicos y para mimetizar que en la secuencia de la proteina los extremo amino y carboxilo
de los péptidos estan formando un enlace peptidico.

ﬂ Lavados con DMF y DCM

El corte final del péptido de la resina se realizd con un tratamiento con 95% dacido
trifluoroacético (TFA), 2.5% triisopropilsilano (TIS), 2.5% agua y 2.5 % 1,2-etanoditiol
(EDT) (si la secuencia contenia Cys, His, Met) durante 2 horas con agitacion constante a

temperatura ambiente. La reaccion con secuencias con arginina se dejaron por 4 h.
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La separacion del péptido se realizo por medio de su precipitacion en éter etilico frio. Se

realizaron sucesivos lavados con éter seguidos de centrifugaciones.

I1.5.3.1 Purificacion de los péptidos de AtLEA4-5.

Los péptidos se purificaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion en una
columna C18 de fase reversa (RP-HPLC) con todos los solventes con un grado de pureza
HPLC. Tras un paso de equilibracion de la columna con agua desionizada 0.05% TFA (A),
se inyectaron 4 mL de péptidos disueltos en agua. Los péptidos se eluyeron mediante un
gradiente lineal 0 a 70 % acetonitrilo 0.05% TFA (B), a una velocidad de flujo de 3.0

mL/min. La columna se lavé con acetonitrilo y se equilibr6 con la solucion A.

La deteccion de las sefiales se realizé por absorcion a 214 nm mediante un detector UV-

vis.
Los péptidos purificados se liofilizaron para su posterior utilizacion.

I1.5.3.2 Espectrometria de masas ESI

La determinacion de la masa molecular relativa de los péptidos sintetizados se realizo
mediante espectrometria de masas (MS), utilizando el espectrometro de masas Electrospray

Ionization (ESI). Ver anexo I11X.1

I1.5.4 Caracterizacion de la interaccion péptido — iones metalicos mediante absorcion UV-
Vis y dicroismo circular

Los péptidos disueltos en tampdén NEM (4-etilmorfolina) 10mM pH 7.5, se titularon con
0.5 en 0.5 equivalentes de CuCl, (Cu(Il)) hasta lograr la saturacion. Los cambios se
siguieron por absorcion electronica UV-Vis y DC. Los espectros se colectaron en un

espectrofotometro Agilent 8453 y en un espectropolarimetro JASCO J-815.

I1.5.5 Determinacion de las zonas de interaccion de los péptidos mediante RMN

Los espectros de RMN se adquirieron a 298 K usando el equipo de 500 MHz (11.7 T)

perteneciente al Laboratorio Nacional de Estructuras de Macromoléculas (LANEM). La
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asignacion de los desplazamientos quimicos de los atomos de péptidos se realizé mediante
experimentos de tipo 'H-'""N TOCSY para permitir la identificacion de los protones de cada

residuo en ausencia y presencia de iones metalicos.

Los experimentos se analizaron en NMRpipe (Delaglio et al., 1995)[] y CARA (Keller,

2004)[] para obtener la asignacién de los espectros.

I1.5.6 Determinacion de la termodindmica de la interaccion de péptidos — iones metalicos
mediante ITC.

En cada experimento, se utiliz6 un volumen de inyeccion de 2 pL del titulante y 50 uM
de proteina. Se emple6 un intervalo de 180 s entre inyecciones para permitir una
equilibracion completa. La titulacion blanco consistid en la solucion valorante idéntica pero
que contenia s6lo la solucion tampoén en la celda de muestra. La solucion en la celda
muestra se agitd a 750 rpm para asegurar un mezclado rapido. Los experimentos se
realizaron en un equipo MicroCal ™iTC,0 a 25°C. Los datos se analizaron con el empleo

del software SEDPHAT y graficados utilizando el programa GUSSI (Zhao et al., 2015).
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11.6 Resultados: Proyecto interaccion LEA4-5 — iones metalicos

La proteina AtLEAA4-5 es capaz de unir Cu(Il), Zn(Il) y Ni(II) de acuerdo a estudios de
interacciones usando IMAC. La caracterizacion espectroscopica de la interaccion (UV-vis,
DC y EPR) arroj6 que amidas desprotonadas y residuos de His participaban en la esfera de
coordinaciéon de Cu(Il) (French-Pacheco, 2015)[]. Ademas, mediante calorimetria se

determino que las K4 aparentes estan en el orden micromolar.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se realizO6 un andlisis de los datos
espectroscopicos con un enfoque estructural, lo cual permiti6 la caracterizacion de la
estructura secundaria y del estado oligomérico de AtLEA4-5 en presencia de iones
metalicos. Ademas, se estim6 la K4 aparente a partir de las curvas obtenidas durante las
titulaciones espectroscopicas, las que solo son sensibles a la formacion de complejo
metalico, sin que las sefales se afecten por algun otro proceso como la oligomerizacion.
Todo lo anterior nos permitié proponer un modelo de interaccion y de oligomerizacion de

la proteina.

11.6.1 Caracterizacion estructural de AtLEA4-5

La utilizaciéon de herramientas bioinformaticas y experimentales permitio el andlisis
estructural de AtLAE4-5. La prediccion de desorden basada en la secuencia de AtLE4-5y
en su espectro de DC, evidencid el caracter intrinsicamente desordenado de la proteina
(Figura I1.3). Los resultados estdn en concoordancia con publicaciones previas (Cuevas-
Velazquez et al., 2016). Utilizando el programa CIDER (Intrinsically Disordered Ensemble
Relationships) la proteina AtLEA4-5 fue clasificada en la region R1 (Holehouse et al.,
2017)01. Esta region se corresponde a estructuras débilmente cargadas y colapsadas. El
andlisis de los datos de DC usando el programa CAPITO senalé que AtLEA4-5 puede
adquirir una estructura en forma de pre-globulo fundido. En consecuencia, AtLEA4-5
puede contener algunos elementos de estructura secundaria pero no tiene una estructura

plegada estable. Ademas, esta parcialmente compacta y no totalmente extendida.
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Figura I1.3: (A) Secuencia de AtLEA4-5. Los residuos con carga positiva estian en azul, los residuos con
carga negativa estin en rojo, las glicinas estin en verde y los residuos de histidina estin en purpura. Se
identifican los dominios N-terminal y C-terminal. (B) Probabilidad de desorden predicha de AtLEA4-5
por los métodos IUPred y PONDR (Dosztanyi et al., 2005; Xue et al.,, 2010)[]. Ambas metodologias
muestran valores de probabilidad de desorden por encima del umbral (p = 0.5). (C) Clasificacion de
AtLEA4-5 usando CIDER ( siglas en inglés) (Holehouse et al., 2017)[]. La regiéon R1 corresponde a
poliamfolitos y polielectrolitos débiles, la region R2 corresponde a secuencias colapsadas o expandidas
dependientes del contexto, la regién R3 corresponde a poliamfolitos fuertes, mientras que las regiones
R4 y RS corresponden a polielectrolitos fuertes cargados negativa y positivamente respectivamente (D)
Espectros de DC y deconvolucion de estructuras secundarias de AtLEA4-5. Se observa la sefial
caracteristica de una estructura random coil (minimo a 200 nm) (E) Analisis de datos de DC
utilizando CAPITO.

La adicion de cualquiera de los tres tipos de iones metalicos no modificé los espectros
de DC, lo que sugiri6 que ninguno de los iones metalicos probados indujo cambios en la
estructura secundaria de AtLEA4-5 bajo estas condiciones. Tampoco hubo variacion en la

tendencia de AtLEA4-5 de comportarse como una estructura pre-globulo fundido.
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I1.6.2 Caracterizacion espectroscopica de la interaccion de AtLEA4-5 con Cu(II).

El analisis combinado de los datos de UV-vis, DC y EPR sugiri6 que AtLEA4-5 une
iones Cu(Il) mediante dos modos de coordinacion (4N y N30O), en los que posiblemente
estén involucrados nitrogenos de residuos de histidinas o amidas desprotonadas y oxigenos

pertenecientes a grupos carbonilos, Ser, Thr o al agua (French-Pacheco, 2015).

Utilizando las curvas de las titulaciones espectroscopicas se estimé el valor de la Ky
aparente del complejo Cu(Il) — AtLEA4-5. La ventaja de utilizar esta aproximacion es que
la determinacion so6lo se basa en la formacion del complejo metalico. Por el contrario las
determinaciones calorimétricas tuvieron, en nuestro caso, el inconveniente de que los
calores observados tenian la contribucion de la unién y de la oligomerizacién de la
proteina. En concordancia con los datos termodindmicos, la Kd estimada a partir de los

datos de EPR es del orden micromolar (~ 300 uM) (Figura I1.4).
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Figura I1.4: Estimacion de la K4 aparente del complejo AtLEA4-5-Cu(Il) a partir de datos EPR. (A)
Espectros EPR de AtLEA4-5 en ausencia (linea gris) o presencia de 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,3.5,4,5y 7
equivalentes de Cu (II) (azul claro a azul oscuro). Los cambios de intensidades en g =245y g = 2.15
fueron seleccionados para estimar la constante de union. Estos valores fueron promediados y
normalizados. (B) Cambio de la sefial en funcion del incremento de equivalentes de Cu(II). Los datos se
ajustaron a una ecuacién hiperbélica (linea roja).
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I1.6.3 Caracterizacion del estado oligomérico de AtLEA4-5. Mecanismo de agregacion
inducida por Cu(II).
Aun cuando la unién del metal no afectd la estructura secundaria de la proteina

AtLEA4-5, evaluamos si podia haber una afectacion en la organizacion cuaternaria de esta.

La metodologia de DLS es muy util para estudiar el estado oligomérico de las proteinas,
sin embargo en el caso particular de las IDPs resulta dificil obtener un tamafio absoluto de
Rh. Como referencia, utilizamos una ecuacion empirica propuesta para estimar el radio
hidrodinamico de una IDP monomérica (Tomasso et al., 2016) y calculamos el coeficiente

de difusion traslacional correspondiente (Rh =3 nm, D = 8.2x10” cm?/ s).

La concentracion celular de las proteinas LEAs es dificil de determinar debido al hecho
de que se expresan diferencialmente durante la embriogénesis y en respuesta al déficit
hidrico (Olvera-Carrillo et al., 2011); sin embargo, se ha reportado una concentracion de
11250 uM (Roberts et al., 1993). Nosotros utilizamos concentraciones en el mismo rango
para tener una aproximacion mas fisioldgica. Las mediciones de DLS de AtLEA4-5 a 120
uM mostraron una curva cuyos datos son polidispersos. En consecuencia, el ajuste requiri6
de tres componentes con coeficientes de difusion aparentes de D = 8.26x10°, D = 1.95x10°
7.y D =0.07x107 cm® s que corresponden a Rh aparentes de 2.98, 12.6 y 351 nm,
respectivamente (Figura I1.5A). De esto concluimos que bajo estas condiciones AtLEA4-5
existe en diferentes estados oligoméricos, que incluyen monomeros, probablemente
tetrdmeros y oligdmeros de orden superior. Una concentracion de proteina ain mas baja
todavia da como resultado curvas con datos polidispersos (Figura I1.5 B y C). Otras
proteinas LEA han mostrado esta variabilidad en su estructura cuaternaria en solucion

(Rivera-Ngjera et al., 2014; Liu et al., 2017).
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Figura IL.5: Andlisis de datos de DLS de AtLEA4-5. A partir de la curva de correlaciéon se obtuvo el
coeficiente de difusion. Para la determinacion de los Rh se utilizaron dos métodos no lineales que
permiten ajustar los datos a multiples exponenciales decayentes (cumulant y distribucion). E1 método
acumulativo supone una poblacién de particulas inica. El primer "acumulativo" corresponde a un
coeficiente de difusion promedio, mientras que el segundo corresponde a la varianza. El método de
distribucién genera una distribucion de moléculas con diferentes propiedades hidrodinidmicas que
pueden describirse mediante parametros individuales. La sefial DLS es muy sensible a la presencia de
moléculas grandes debido al hecho de que la luz dispersada es proporcional a la sexta potencia del
diametro (A) Las mediciones de DLS de las soluciones de AtLEA4-5 mostraron una curva con datos
polidispersos que no podia ser descrita con una sola poblacién (método acumulative). E1 mejor ajuste se
obtuvo utilizando tres poblaciones diferentes en la distribucién. (B) Mediciones DLS de soluciones
AtLEA4-5 250 pM y a 12 pM (C). Se muestran los parametros obtenidos y el residual del ajuste.

El estudio de una IDP mediante DLS tiene el sesgo de que es dificil correlacionar el
coeficiente de difusion con el tamafo absoluto de la proteina. Sin embargo, el coeficiente se
puede usar de manera confiable para revelar cambios debido a un proceso de
oligomerizacion. Las mediciones de DLS de AtLEA4-5 en presencia de diferentes
concentraciones de Cu(Il) produjeron una disminucion en los coeficientes de difusion
traslacional lo cual es consistente con un aumento de tamafnio debido a la oligomerizacion
inducida por la union de metal (Figura 11.6). Los coeficientes de difusion de los complejos
metalicos se determinaron mediante el método acumulativo, es decir, mediante una
poblacion promedio. Se obtuvieron valores de: D = 0.134x10° cm?® s, D = 0.1x10° cm® s
! D=0.06x10°cm®s” y D=0.03x10° cm” s para las estequiometrias 1:1, 1:2, 1:3 y 1:4,

respectivamente. Todos estos datos corresponden a oligobmeros de gran tamafo.
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Figura I1.6: Funcién de correlacion de AtLEA4-5 en ausencia (linea negra) o presencia de 1, 2,3y 4
equivalentes de Cu (II) (azul claro a azul oscuro). Los datos se utilizaron para obtener los coeficientes
de difusion traslacional mediante las metodologias acumulacién y distribuciéon. Las mediciones de
AtLEA4-5 en presencia de diferentes concentraciones de Cu(Il) produjeron un desplazamiento hacia la
derecha de las curvas, lo que indica un aumento de tamaiio debido a la oligomerizacién inducida por la

union del metal.

Los resultados obtenidos nos permitieron proponer un modelo de unién de AtLEA4-5 a

iones metalicos. Sugerimos que la interaccion se basa en el reconocimiento de un ensamble

de conformaciones (Figura I1.7).
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A) AILEA4-5 B) AtLEA4-5+Cu/Zn C)  Oligomers

Figura I1.7: (A) AtLEA4-5 puede tener un conjunto de conformaciones accesibles para la unién. (B)
Los metales interactiian con afinidad moderada, uniéndose a residuos de His en multiples formas y
miultiples sitios de union, sin formar un tnico sitio de unién bien definido. (C) Se representa la
formacion de especies oligoméricas en la medida que aumenta la concentracion de iones metalicos.

Los iones metdlicos interactian principalmente con los residuos de His de AtLEA4-5
con moderada afinidad. Reconocen distintas conformaciones de la proteina y estdn
coordinados en multiples sitios de union. Estos distintos modos de coordinacion no forman
un sitio bien definido, mas bien pueden existir como un fuzzy complex. Un modelo de
interaccion entre IDPs y pequefios ligandos en el que multiples comformaciones de ligando
reconocen multiples conformaciones de proteinas ha sido propuesto anteriormente (Jin et
al., 2013). Sin embargo, en el caso de AtLEA4-5 pareciera que los iones metalicos
reconocen preferencialmente a His. El incremento en la concentracion de iones metalicos

induce la formacion de especies oligoméricas de gran tamano.

El niimero exacto y las secuencias responsables de la unién ain no han sido
esclarecidos. En este sentido, abordamos el estudio de los posibles sitios de unién mediante
la sintesis de distintos péptidos que cubren fragmentos de la proteina que contienen

residuos de His.
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11.6.4 Sintesis y purificacion de los péptidos de AtLEA4-5

Los fragmentos peptidicos de AtLEA4-5 se obtuvieron mediante sintesis quimica y se
analizaron mediante espectrometria de masas. Se obtuvo una excelente correlacion entre la
masa molecular tedrica y la experimental (Tabla 3). Los péptidos sintetizados tienen la

caracteristica de tener su extremo amino acetilado y el carboxilo amidado.

Tabla 3: Secuencia y masa molecular tedrica y experimental de péptidos de
AtLEA4-5

Nombre MM tedrica (Da) MM experimental (Da)
LEA61-69 (H65A) 1098.208 1098.33
LEAS82-110 2726.258 2726.25
LEA82-110 (H106A) 2598.193 2528.18
LEAS82-110 (H98A) 2598.193 2528.18
LEAS82-110 (H93A) 2598.193 2528.18
LEAS82-110 (H85A) 2598.193 2528.18
LEA134-146 1305.376 1305.21
LEA134-146 (H139A) 1239.314 1239.65
LEA134-146 (H141A) 1239.314 1239.72

11.6.5 Determinacion de los modos de coordinacion del Cu(Il) en la proteina y
fragmentos peptidicos de AtLEA4-5

Luego de determinar que la proteina AtLEA4-5 es capaz de unir a los iones metalicos
Cu(Il), Zn(IT) y Ni(II) se hicieron andlisis espectroscopicos de la interaccion de algunos de
sus fragmentos con iones metalicos para determinar las zonas especificas de la proteina que
unen estos ligandos. La interaccion con Cu(Il) se analizé por CD, UV, EPR, RMN e ITC.
El Zn(II), por ser un ion diamagnético, solo es posible estudiarlo por RMN e ITC.

11.6.5.1 Caracterizacion del péptido LEA61-69 — iones metalicos

En la Figura I1.8A se muestra la titulacion del péptido LEA61-69 con Cu(Il) seguida por
absorcion electronica: se observa la aparicion de sefiales tipicas de LMCT y transiciones d-
d, que aumentan de intensidad con el aumento de la concentracion de Cu(II). En el espectro

de DC se observan al menos dos LMCT, una positiva y una negativa y dos bandas d-d. Las
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LMCT concuerdan con las energias de transiciones de amidas desprotonadas e histidinas.
La titulacion se realiz6 hasta 3 equivalentes por ambas metodologias, y se observd
saturacion de la sefial a 1 equivalente de Cu(Il); por lo tanto la estequiometria del complejo
Cu(II)-LEA6-69 es 1:1. De estos resultados podemos decir que este péptido tiene un sitio
de union a Cu(Il) en el cual participan la H65 y amidas de la cadena peptidica. El espectro

del péptidos no reproduce el observado en AtLEA4-5 completa.
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Figura I1.8: A) Espectros de absorcion electronica en la region UV-vis del complejo péptido LEA61-69 -
Cu(II), obtenidos por UV (panel superior) y DC (panel inferior). B) Ensayo de calorimetria. Se muestra
el termograma (panel superior) y la integraciéon de cada pico en funcién de la relacion molar de la
proteina y el Cu(II). C) Espectro 'H-"H TOCSY del péptido (negro) y del complejo con Cu(II) en rojo.
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Estos resultados estdn en concordancia con los obtenidos por RMN, donde se observo la
pérdida y desplazamiento de algunos residuos, incluyendo la histidina (Figura I1.8B). De
acuerdo a las sefiales de RMN, en la coordinacién del Cu(Il) participan la H65 y los

residuos ubicados hacia su extremo amino.

Por otra parte, los resultados de ITC indican que el péptido presenta un sitio de union de

moderada afinidad por Cu(Il) (Figura I1.8C).

Basado en los datos de DLS del complejo Cu(Il) — AtLEA4-5, en los que el metal indujo
la formacion de oligdmeros de mayor tamafio se estudié la agregacion de los péptidos por
turbidimetria, puesto que es dificil detectar los péptidos por DLS. En estos ensayos se
incubaron los péptidos y sus complejos a 37 °C por 12 h y se determiné la absorcion a 405

nm en funcion del tiempo utilizando un espectrofotometro.

El péptido por si solo no muestra una agregacion significativa en el tiempo del ensayo.
Sin embargo, en presencia de los iones Zn(II), Ni(Il) y Cu(II) aumenta su turbidez en el
tiempo lo cual indica que su agregacion estd mediada por la participacion de estos iones

(Figura I1.9). El orden en cuanto al incremento de la turbidez fue Cu(II)< Ni(Il) << Zn(II).
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Figura I1.9: Cinética de agregacion del péptido LEA61-69. Se midi6 la absorcion a 405 nm por 12 h a
37 °C, en presencia de los iones Cu(Il), Zn(II) y Ni(II).

11.6.5.2 Caracterizacion de los péptidos LEA134-146 — iones metalicos
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Para el estudio del fragmento 134-146 de AtLEA4-5, se sintetizaron los péptidos
LEA134-146, LEA134-146H139A y LEA134-146H141A. En las Figuras II.10A, IL.11A y
II.12A se presentan las titulaciones de cada uno de los tres péptidos con Cu(Il) seguidas por
absorcion electronica y DC. Para el complejo Cu(Il)-LEA134-146 se observaron tres
bandas de transferencia de carga, una positiva y dos negativas, para el complejo Cu(Il)-
LEA134-146H139A dos LMCT, una positiva y una negativa y para el complejo Cu(Il)-
LEA134-146H141A tres LMCT, una positiva y dos negativas. Estos resultados sugieren
que los tres péptidos coordinan Cu(Il) con la participacion de los residuos de histidina y

amidas desprotonadas.
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Figura I1.10: (A) Espectros de absorcion electronica en la region UV-vis del complejo péptido LEA134-
146- Cu(Il), obtenidos por UV (panel superior) y DC (panel inferior). B) Ensayo de calorimetria. Se
muestra el termograma (panel superior) y la integracion de cada pico en funcién de la relacion molar
de la proteina y el Cu(Il). C) Espectro TOCSY del péptido (negro) y del complejo con Cu(Il) en rojo.
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Figura I1.11: (A) Espectros de absorcion electronica en la region UV-vis del complejo péptido LEA134-
146H139A - Cu(Il), obtenidos por UV (panel superior) y DC (panel inferior). B) Ensayo de
calorimetria. Se muestra el termograma (panel superior) y la integracién de cada pico en funcién de la
relaciéon molar de la proteina y el Cu(Il). C) Espectro TOCSY del péptido (negro) y del complejo con
Cu(II) en rojo.
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Figura I1.12: A) Figura Espectros de absorcion electronica en la region UV-vis del complejo péptido
LEA134-146H141A - Cu(Il), obtenidos por UV (panel superior) y DC (panel inferior). B) Ensayo de
calorimetria. Se muestra el termograma (panel superior) y la integracion de cada pico en funcion de la
relacion molar de la proteina y el Cu(Il).

Al analizar los espectros de CD del complejo Cu(Il)-LEA134-146 se observa que a
concentraciones mayores de 1 equivalente de Cu(Il) las bandas d-d y la LMCT a 32000 cm’
! se corren a menor energia, y aparece una nueva sefial alrededor de 28000 cm™, indicando
un segundo sitio de coordinacion. Al comparar los espectros del complejo Cu(Il)-LEA134-
146 hasta 1 eq con el espectro del complejo Cu(Il)-LEA134-146H141A, se observa
claramente la semejanza en los espectros, indicando que el primer sitio de unioén a Cu(Il) es
la His141. De la misma manera, al comparar el espectro del complejo Cu(Il)-LEA134-146
con 2eq con el espectro de Cu(Il)-LEA134-146H139A se evidencia que el segundo sitio de
union es la His139. En los espectros del péptido LEA134-146H141A se obtienen estas
senales, lo que evidencia que este sitio es el de mayor afinidad o el de una estructura mas

factible para la union.

Los experimentos de RMN evidencian que el péptido LEA134-146 en presencia de
Cu(Il) sufre un cambio en la posicion de la sefial de la mayoria de sus residuos, lo cual
indica que el ambiente quimico del péptido es susceptible a la presencia de iones cobre en

la solucion (Figura I1.10). Si el metal induce agregacion, entonces la formacion de un
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dimero justificaria el cambio de los desplazamientos quimicos de todos los residuos del

péptido.

Se adquirieron espectros TOCSY en ausencia y presencia de equivalentes de Zn(II) para
determinar cudles eran las sefiales més afectadas por la presencia del i6n. De acuerdo a los
espectros, algunas sefiales de la cadena lateral sufrieron algin cambio, aunque no se

observo una variacion significativa en la posicion de los picos en los NH.

La asignacion del péptido LEA134-146H139A permitié discriminar entre los dos
residuos de His del péptido LEA134-146. Lamentablemente, aun no se cuenta con la
asignacion del péptido LEA134-146H141A. Sin embargo, fue posible determinar, de
acuerdo a las senales de el péptido LEA134-146H139A que coordina Cu(Il) con la

participacion de los residuos ubicados hacia su carboxilo (Figura II.11).

En cuanto al estudio de interaccioén con Zn(Il), no se observé variacion alguna en los CS
de las senales del péptido cuando se adicion6 la solucién metalica, lo que implicaria que

este péptido tiene muy baja afinidad por Zn(II), o no interacciona con éste.

El péptido LEA134-146 en las condiciones utilizadas aument6 su turbidez en el tiempo.
Su cinética de agregacion se afectd en presencia de los iones Cu(Il) y Zn(II). El mayor
efecto se alcanzo con el ion Cu(Il) (Figura II.13A). La adicién de 1 eq de Cu(Il) es
suficiente para acelerar la agregacion, mientras que el zinc requiere de 2 equivalentes para

lograr ese efecto (Figura I11.13B).
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Figura I1.13: Cinéticas de agregacion del péptido LEA134-146 en presencia de 1 (A) o 2 (B)
equivalentes de iones Cu(Il), Zn(II) y Ni(II).

De las dos variantes del péptido, LEA134-146H139A agrega ligeramente, mientras el
péptido LEA134-146H141A no lo hace (Figura II.14). Los iones Cu(Il) no tienen efecto
sobre la agregacion del péptido LEA134-146H139A, mientras que acelera la agregacion del
péptido LEA134-146H141A. En cuanto al ion Zn(Il), su efecto sobre la cinética de
agregacion es mayor sobre el péptido LEA134-146H139A.
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Figura II.14: Cinéticas de agregacion de los péptidos LEA134-146H139A (A) y LEA134-146H141A (B)
en presencia de 1 equivalente de iones Cu(Il), Zn(II) y Ni(II).

Por el contrario, la adicion de niquel sin importar si son 1 o 2 equivalentes, causa una
inhibicion de la agregacion del péptido LEA134-146. Cada una de sus mutantes agregan en

presencia de Ni(II). Aunque los iones niquel pueden interactuar con las mutantes, no lo
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hace con el péptido que contiene ambas His, lo que sugiere que este fragmento pudiera no

estar involucrado en la interaccion en el contexto de la proteina.
Consideraciones finales

El estudio de la interaccion de AtLEA4-5 con iones metalicos estuvo limitado a las
técnicas disponibles y a la dificultad de la interpretacion de los resultados. Nuestra hipotesis
“Fragmentos peptidicos de AtLEA4-5 unidos a Cu (II) reproducen las caracteristicas
espectroscopicas del complejo proteina-Cu(Il)” no pudo ser aceptada. Los espectros
individuales UV-vis / DC de los péptidos estudiados, o la suma de éstos, no reproducen el
de la proteina AtLEA4-5. Aun esta pendiente el analisis de otros fragmentos y con ello de
otras posibles combinaciones de espectros. Sin embargo, si la formacién de los sitios de
uniéon involucra a residuos muy alejados en secuencia o provenientes de diferentes
monodmeros, no es posible estudiarla con la metodologia utilizada. Nuestro proyecto supuso
que la coordinacion del metal era local y que el estudio de fragmentos permitiria reproducir
lo que sucede en la proteina. Esta estrategia ha sido empleda en otras IDP como por
ejemplo las proteinas pridnicas. No obstante, pudimos evidenciar que los péptidos unen los
iones metalicos y que algunos son capaces de agregar por si solos o lo hacen inducidos por

el metal, lo cual estd en concoordancia con el comportamiento de la proteina AtLEA4-5.

53



Capitulo II: interaccion AtLEA-5 — iones metalicos Conclusiones

11.7 Conclusiones

1. La union de Cu(Il) a AtLEA4-5 no modifica su estructura secundaria, sin embargo
favorece la formacion de grandes oligdbmeros, en los que diferentes conformaciones

de la proteina son reconocidas por los iones metélicos.

2. Los fragmentos peptidicos de AtLEA4-5 conservan su capacidad de unir los iones
metalicos Cu(Il), Zn(IT) y Ni(I). Se unen a los iones metalicos con moderada
afinidad (intervalo micromolar), facilitado por el componente entalpico

principalmente.

3. El proceso de union de la proteina AtLEA4-5 a Cu(Il), Zn(II) y Ni(Il) puede
involucrar la coordinaciéon mediada por residuos alejados en la secuencia, lo cual
hizo poco eficiente la estrategia de estudiar los modos de coordinacion de la

proteina mediante péptidos.
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11.8 Recomendaciones
1) Completar la caracterizacion de los péptidos.
2) Estudiar por RMN la proteina y determinar su paisaje conformacional.

3) Realizar estudios de funcionalidad de la proteina en cuanto a la prevencion de dafio

por estrés oxidativo ocasionado por especies reactivas del oxigeno.
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Capitulo III
II1. Interacciéon LAOBP — aminoacidos

III.1 Proteina Lysine-Arginine-Ornithine Binding Protein (LAOBP), una proteina
transportadora de aminodacidos.

II1.1.1 Caracteristicas estructurales de PBPs

Las proteinas de unidon peripldsmicas bacterianas (PBPs) han sido utilizadas como
modelo para estudiar los principios moleculares de la especificidad proteina-ligando, ya que
reconocen una gama de moléculas pequefias a pesar de que sus complejos comparten una

estructura similar (Pistolesi et al., 2011)[].

Las PBPs actian como quimiorreceptores primarios y como los receptores iniciales para
el transporte mediado por el sistema ABC (4TP-binding cassette), (Holland et al., 2003)[1.
Las PBPs estan implicadas en la transportacion de una amplia variedad de sustratos
(Higgins & Ames, 1981)[]. Entre las PBPs se han descrito la proteina de unién a maltosa
(MBP), la proteina de unidon a galactosa/glucosa (GBP), la proteina de uniéon a ribosa
(RBP), y la proteina de unién a dipéptidos (DBP) (Oh et al., 1994)[1. El complejo proteina-
ligando, ademads de interactiiar con las proteinas transportadoras, interactiia con un receptor
quimiotactico que transmite las sefiales de movimiento flagelar. Las PBPs tienen entre 25-

60 kDa y pueden unir diferentes ligandos con una alta afinidad (0.01-1 uM).

Los sustratos, luego de atravesar la membrana externa de las bacterias son reconocidos
por las PBPs con muy alta afinidad. La unién se caracteriza por un movimiento de cuerpo
rigido de los dominios globulares que las conforman (Oh et al., 1993; Sharff et al., 1992)[1.
La forma unida de las PBPs reconoce e interacciona con un complejo de transporte unido a
la membrana interna ABC, lo que desencadena la liberacion del sustrato de la PBPs y su

translocacion al citosol celular. Asociado a este proceso, el complejo ABC hidroliza ATP
(Ames & Mimura, 1992)[7].

Aunque la familia PBPs tiene una amplia diversidad de tamanos, reconoce una gama de
sustratos y carece de una alta identidad de secuencia, las estructuras cristalograficas revelan

una arquitectura comun para todos sus miembros: dos dominios o lobulos globulares que
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comparten un tamafio y una topologia similares, cada uno formado por hebras B rodeadas

de hélices a.

En ausencia de sustrato, los dos dominios de una PBP estan tipicamente lejos uno del
otro, separados por una hendidura o ranura profunda accesible al solvente (Figura III.1). Un
cambio conformacional permite la transformacion de una conformacion "abierta" a una
"cerrada" (Pistolesi et al., 2011)[]. En esta ultima conformacion, observada en las
estructuras de los complejos, el sustrato ocupa la hendidura y los dos dominios se acercan y
establecen multiples contactos con el sustrato, el que se encuentra protegido de interactuar
con el disolvente. Debido a que la estructura de los dominios individuales permanece en
gran medida sin cambios en ambas conformaciones (apo y complejo), y solo se observan
diferencias en su posicion y orientacion relativas, la transicion conformacional ha sido
descrita como un un movimiento de cuerpo rigido donde los segmentos que unen los dos
dominios funcionan como una bisagra. Se han encontrado PBPs que existen en una sola
conformacion en la forma libre, mientras que otras han sido cristalizadas en diferentes

conformaciones.

Dado que el cambio conformacional entre ambos estados representa un mecanismo de
control esencial para los procesos de transporte, la caracterizacion de las estructuras de la

forma apo y unida a ligando ha sido objeto de muchas investigaciones.

111.1.2 Estudios de caracterizacién de LAOBP

Una de las PBPs que ha sido estudiada es la proteina de union a lysina, arginina, y
ornitina (LAOBP). Esta es uno de los receptores del sistema de histidina permeasa (Ames
& Nikaido, 1978; Kerppola et al., 1991)[1. La histidina permeasa estd compuesta por las
proteinas de union periplasmaticas LAOBP, HisJBP (proteina de union a histidina — HisJ),
por un complejo unido a la membrana citoplasmatica que incluye dos proteinas
transmembranales hidrofobicas: HisQ y HisM, y un transportador ABC hidrofilico adosado
a la membrana por el lado citosdlico HisP (Ames & Nikaido, 1978; Kustu & Ames,
1973)1.
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Las proteinas HisJBP y LAOBP tienen una masa molecular de ~ 26 kDa, comparten un
70% de identidad de secuencia y tienen estructuras terciarias muy similares (Kang et al.,
1991)[]. Ambas proteinas son capaces de unir y transportar L-histidina, L-arginina, L-lisina
y L-ornitina, pero con diferentes afinidades (Higgins & Ames, 1981)[]. LAOBP tiene
mayor afinidad por la L-arginina (rango nM) y menor por His (uM) (Chu et al., 2013)[],

mientras que HisJBP tiene mayor afinidad por histidina (rango nM).

Particularmente, LAOBP de Salmonella typhimurium tiene dos dominios globulares,
cada uno de los cuales consta de cinco hebras  y cuatro hélices a, conectadas por dos
segmentos cortos (Kang et al., 1991)[]. El sitio de unioén esta ubicado en la interfaz entre
los dos dominios (Kang et al., 1991; Yang & Mancera, 2008)[]. El dominio 1 es
discontinuo (residuos 1-88 y 195-238) mientras que el dominio 2 es continuo (residuos 93-

185) (Figura IIL.1).
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Figura III.1: Estructura cristalografica de LAOBP (#PDB: 2LAO). En gris se representa el dominio o
16bulo 1, y en azul el dominio II.

La estructura cristalina de LAOBP libre muestra una conformacion abierta (Kang et al.,
1991)] mientras que todos los complejos cristalizados mostraron una conformacion
cerrada (lisina (Oh et al., 1993)[], arginina (Oh et al., 1994)[], ornitina (Oh et al., 1994)[] e
histidina (Oh et al., 1994)[7). En la conformacion cerrada, los dos 16bulos giran en relacion
con la conformacion abierta (~ 50°) (Kreimer et al., 2000; Silva et al., 2011)[J. No esta
claro si los ligandos inducen el cambio conformacional directamente (Pulido et al., 2015)(]
o simplemente estabilizan la conformacion cerrada (Yang & Mancera, 2008)[]. Sin
embargo, la unidon debe ocurrir para que la PBP interactie con el complejo de membrana
(Higgins & Ames, 1981)[]. La movilidad intramolecular de la forma unida se ha
correlacionado directamente con su capacidad para inducir a la ATPasa y se ha propuesto
que los dos dominios HisJBP deben orientarse uno con respecto al otro en una posicion

unica para inducir a la ATPasa (Kreimer et al., 2000)].
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Recientemente, se modifico la especificidad de LAOBP con el disefio de una proteina
mutada (LAOBP_L117K) (Banda-Vazquez et al., 2018)[]. La mutante tuvo una afinidad
por Gln de 1.6 mM, y aunque alin reconocia aminoacidos bdasicos, lo hacia con mucha
menor afinidad. Resultd interesante que la introduccion de esta mutacion se realizd en un
sitio no muy conservado y que estaba alejado del bolsillo primario de interacciéon con los

ligandos fisioldgicos.

Aunque las simulaciones de dindmica molecular han proporcionado informaciéon sobre
los cambios conformacionales presentes en las PBP (Keskin et al., 2000; Silva et al., 2011;
Yang & Mancera, 2008)[], atn no se ha descrito experimentalmente la dindmica de la
proteina en su forma libre o de sus complejos. Realizar estudios de dinamica, como los
documentados en la caracterizaciéon de HisJBP por RMN (Chu et al., 2014; Chu et al.,
2013; Igarashi et al., 2010)[] proporcionaria evidencia experimental para comprender la
diferencia en especificidad entre las PBPs. Tampoco se han publicado estudios
experimentales que describan la via de los cambios conformacionales de la proteina con

resolucion atoOmica.
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111.2 Justificacion del proyecto: interaccion LAOBP - aminodcidos

La proteina periplasmatica LAOBP de Sallmonella transporta aminoacidos hacia la
membrana interna donde los libera al interactuar con un receptor transmembranal
especifico. No se ha elucidado como la proteina pasa de su conformaciéon abierta a la
cerrada en presencia de los aminoédcidos y como en su interaccion con las proteinas de la

membrana citoplasmatica libera a los residuos.

La especificidad dependiente del ligando no se puede explicar completamente por la
diferencia estructural debido a que el RMSD entre cada estructura unida a ligando es menor
que 0.18 A. Ademas, los estudios mediante cristalografia de rayos X no han proporcionado
informacion sobre el comportamiento dindmico de la proteina en solucién o el cambio
conformacional entre los estados abierto y cerrado. Mediante simulaciones de dindmica
molecular se ha logrado ampliar la caracterizacion de los cambios conformacionales que
sufre la proteina para transitar de un estado abierto a uno cerrado tras la union del ligando.
Sin embargo, realizar estudios de caracterizacion mediante RMN proporcionaria evidencia
experimental para comprender esta transicion. Aqui presentamos estudios de interaccion y

conformacionales de LAOBP con arginina por RMN.
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111.3 Hipdtesis

La unién de arginina a LAOBP afecta los desplazamientos quimicos de varias regiones

de la proteina ademas de las directamente relacionadas con la union de ligando.
111.4 Objetivos
Objetivo general:

Estudiar la interaccion de LAOBP con arginina mediante RMN.

Objetivos particulares:
1. Asignar los desplazamientos quimicos de los &tomos de LAOBP.
2. Determinar las zonas de interacciéon de LAOBP con arginina mediante RMN.

3. Estudiar  cambios conformacionales de LAOBP mediante RMN.
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111.5 Métodos

II1.5.1 Expresion de la proteina recombinante LAOBP

La expresion heterologa se realizo a partir del plasmido p23A que contiene el gen que
codifica para LAOBP. El vector fue donado por el Dr. Alejandro Sosa de la Facultad de
Medicina de la UNAM. La cepa bacteriana Escherichia coli BL21-Rosseta DE3 se utilizo
como sistema de expresion de LAOBP. Se crecié una colonia en 20 mL de medio LB
(Luria Bertani) (NaCl:peptona:extracto de levadura 1:1:0.5%) toda la noche a una
temperatura de 37°C (precultivo). Se adiciond el antibidtico ampicilina (0.1 mg/mL). El
precultivo se adicion6 a 500 mL de medio LB con antibidtico y se dejo crecer hasta que
alcanzo una absorbancia de 0.8-1 a 600 nm. La sobreexpresion de la proteina se indujo con
IPTG 0.3 mM durante toda la noche a 25 °C. Para los estudios de RMN se utilizaron 10 mL
del precultivo y la induccion se realizé en 1 L de medio minimo M9 (Na,HPO,.7H,0,
KH,PO,4, NaCl, ISNH4C1, glucosa 13C, MgSOQ,, CaCl,, MnCl,, FeCls, ZnSO4 y vitaminas),

para obtener las proteinas isotopicamente marcadas.

II1.5.2 Preparacion de la muestra y purificacion de LAOBP mediante cromatografia de
intercambio anidnico

Posterior a la induccion de la sobreexpresion de las proteinas, los cultivos se
centrifugaron a 2.000 x g a 4 °C por 30 minutos. El sedimento de los cultivos con LAOBP
se resuspendid en una solucion de acetato de potasio (KOAc) 10 mM pH 5.1, sacarosa 20%
y EDTA 1 mM (tampdén de equilibrio) el cual contenia inhibidores de proteasas. La
fraccion periplasmica se recogio mediante choque osmotico utilizando KOAc 10 mM pH
5.1. Nuevamente, se realizdé una centrifugacion 2.000 x g a 4 °C por 30 minutos y se
recuperd el sobrenadante. El lisado se filtrd a través de un filtro GVS (tamafio de poro de
0.22 um) para eliminar los residuos celulares insolubles. Posteriormente, el lisado se dializo
varias veces contra cloruro de guanidinio (GdnHCI) 2 M y bis-tris propano 5 mM pH 8.5,
de modo que se eliminasen posibles aminoacidos unidos. La muestra se concentrd con una
unidad de filtro centrifugo Amicon (10 kDa) y se intercambi6 en un tampon de union de

bis-tris propano 5 mM pH 8.5.

La tinica etapa de purificacion fue una cromatografia de intercambio aniénico utilizando

una columna Source Q. LAOBP se eluy6 usando un gradiente lineal (NaCl 0-250 mM). La
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columna se conservo a 4 °C en etanol 20%. La presencia de la proteina se sigui6 a lo largo
de la purificacion mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes.

II1.5.3 Asignacion de los desplazamientos quimicos de los atomos de LAOBP y de su
complejo con arginina.

Los espectros de RMN se adquirieron a 298 K usando un campo magnético de 16.4 T
que se corresponden con la frecuencia de 'H de 700 Mhz, en un equipo del Laboratorio
Nacional de Estructuras de Macromoleculas (LANEM). Para la asignacion de la cadena
principal de las proteinas se adquirieron espectros del tipo HNCO, HNCACB,
CBCA(CO)NH (Grzesiek & Bax 1992), 'H-""N HSQC (Palmer et al. 1991), mientras que
la asignacion de la cadena lateral se obtuvo usando los experimentos H(CCO)NH vy

C(CO)NH (Montelione et al. 1992).

Los experimentos se analizaron utilizando NMRpipe (Delaglio et al., 1995)[1 y CARA

(Keller, 2004) para obtener la asignacion de los espectros.

II1.5.4 Determinacion de las zonas de interaccion de LAOBP con ligandos mediante
RMN.

La determinacion de la perturbacién o cambios en la posicion de los desplazamientos
quimicos (CSP o ACS, de sus siglas en inglés) de los residuos de LAOBP tras la adicion de
un ligando (Arg o Ala) permite identificar cambios en el ambiente quimico de los posibles
residuos involucrados en la interaccion. La ACS de cada residuo se obtuvo realizando una
comparacién de espectros tipo 'H-""N HSQC en ausencia y presencia del ligando. Se
compard la posicion de los 4tomos usando la siguiente ecuacion:

ACS = |A6HN| + |4A6N|/5
Los cambios fueron mapeados en la estructura tridimensional de las proteinas.

I11.5.6 Estudio del paisaje conformacional de LAOBP mediante RMN.

Para explorar los estados conformacionales de LAOBP se realizaron experimentos del
tipo 'H-""N HSQC a diferentes temperaturas (25, 30 y 37 °C). Los datos fueron analizados
en NMRPipe y NMRView.
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111.6 Resultados

II1.6.1 Asignacion de los desplazamientos quimicos de los atomos de LAOBP

Los desplazamientos quimicos de los 4tomos de la cadena principal de la proteina
LAOBP y de su complejo (LAOBP-Arg) se asignaron secuencialmente en un 92 % y 90 %
respectivamente (Figura I11.2), mientras que solo se logro asignar el 59 % de las cadenas
laterales. Basicamente no se asignaron los siguientes aminoacidos: Al, L71, D75, R77,
S92, G99, L106, G111, T121, T132, G134, A141, Q143, E205, D232, N234 y los atomos
de nitrégeno amida de las 7 prolinas de la secuencia de LAOBP (Figura III.2). Las
resonancias asignadas de LAOBP y LAOBP-Arg se depositaron en la base de datos
Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB) con los nimeros de acceso 27318 y

27319 respectivamente.
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Figura IIL2: Espectros 'H-""N HSQC de LAOBP (A) y del complejo LAOBP-Arg (B) a pH 7,5,303 K y
700 MHz. Se indican las asignaciones de los residuos de LAOBP.

II1.6.2 Determinacion de residuos involucrados en la interaccion LAOBP y arginina

La comparacion de los cambios en los desplazamientos quimicos entre LAOBP y

LAOBP-Arg permitio6 identificar los residuos que probablemente estan involucrados en las
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interacciones (Figura II1.3). Al mapear la diferencia de los desplazamientos quimicos
(ACS) en la estructura terciaria, se pudo observar que la union del ligando a la proteina
produce una perturbacion en los CS de residuos localizados en la cavidad entre los dos
dominios y en otros aminoacidos que no interacttian directamente con el ligando (Figura

111.3).
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Figura I1.3: A) Diferencia de los desplazamientos quimicos (ACS) entre el espectro de LAOBP y del
complejo LAOBP-Arg. La linea negra representa el valor de corte utilizado (media de la poblacién mas
0.5 desviacién estindar). (B) Estructura tridimensional del complejo LAOBP-Arg. En un gradiente de
blanco a rojo (de menor a mayor, respectivamente) se muestran aminoacidos con un ACS mayor que el
valor de corte. De azul a blanco (de menor a mayor, respectivamente) son aquellos aminoacidos que
tuvieron ACS menor que el valor de corte. Los residuos sin asignacion se muestran en verde. (PDB:
1LAF).
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Los residuos S18, S72, L117, D161 son algunos de los CS afectados por la presencia de
arginina. Estos son parte del sitio de uniéon a Arg, de acuerdo con la estructura
cristalografica del complejo LAOBP (S18, F52, S120, Y190 y D193, Kang et al., 1991) y
(D11, Y14, D30, F52, S69, S70, S72,R77,L117, T121, D161, Oh et al., 1994).

Otros residuos afectados fueron F52, A90, D91, S92, R93, .94, F191, G192 y D193. La
F52 ha sido descrito como clave en la determinacion de las afinidades relativas de las
proteinas LAOBP e HisJBP por diferentes ligandos (Oh et al 1994). La union del sustrato a
LAOBP se logra mediante un movimiento de cuerpo rigido de sus lobulos los cuales
forman un unico angulo de torsion alrededor de la A90 (Oh et al 1993). También se han
descrito algunos cambios en el dngulo de torsion para la Y190 y el D193 (Oh et al 1993),
mientras que se ha sugerido que el fragmento 190-194 constituye un segmento de
comunicacion interdominio, (Keskin et al., 2000). Los residuos A90 y E167, entre otros,

corresponden a los residuos que recubren la hendidura (Keskin et al., 2000).

La mayoria de los residuos que no son del sitio de unién y se afectan por la unioén del
ligando son similares a los afectados en el complejo de HisJBP (Igarashi et al 2010).
Algunos de los residuos cuyo CS se vio afectado (160-171) podrian correlacionar con
residuos que participan en la interaccion con la membrana. Esta hipdtesis se basa en que

estos aminodcidos estan dentro de dos regiones altamente conservadas y expuestas al

solvente (residuos 53-94 ; 146-173) (Kang, 1991).

La mayoria de los CSP estan localizados en el 16bulo mas grande (I), en concordancia
con los datos cristalograficos a partir de los cuales se sugirid que el sustrato se une con
preferencia a este 16bulo (Oh et al., 1993). Ademas, estudios de los dominios individuales
de HisJBP mostraron que el 16bulo I de HisJBP se une a His mientras que el lobulo II no lo
puede hacer, por lo que se sugirio que el lobulo I participa en los primeros pasos de la
unién (Chu et al., 2013). No obstante, observamos CSP en ambos dominios, lo que ha sido
descrito anteriormente. Wolf reportd que algunos residuos en cada dominio experimentan

cambios significativos cuando tiene lugar la rotacion relativa del 16bulo (Wolf et al., 1996).

Otro factor importante es el tipo de sustrato. La movilidad intramolecular de los

complejos estd directamente correlacionada con su capacidad para inducir la actividad
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ATPasa en el receptor de membrana (Kreimer et al., 2000). Las proteinas LAOBP e HisJBP
se unen al mismo sustrato pero con diferente afinidad (Kang, 1991), por lo que se ha
sugerido que algunos de los residuos de su hendidura son diferentes, como los residuos de
las posiciones 18, 52, 120, 190 y 193. En concordancia con eso, detectamos algunos
cambios en los residuos 18, 120 y 193, mientras que el ambiente quimico de los residuos
correspondientes no se ven afectados en HisJBP en complejo (Chu et al., 2014). Estas
diferencias en el centro de union de las dos proteinas se deben a interacciones polares entre

la proteina y la cadena lateral del ligando (Pulido et al., 2015).

1116.3 Estudio de las conformaciones de LAOBP

Aunque Oh et al. 1993 propusieron que LAO existe en un equilibrio dindmico entre la
conformacion abierta y cerrada y que el sustrato estabiliza esta Gltima, estudios posteriores
sugirieron que el estado apo de LAOBP tiene principalmente una conformacion abierta
(Silva et al., 2011, Pulido et al., 2015), siendo capaz de sufrir el cambio conocido como
“Venus flytrap”. En contraste, los estudios de RMN y MD de HisJBP mostraron que la

forma apo es capaz de existir en una conformacion cerrada (Chu et al., 2013).

Segun los resultados de MD de Yang 2008, los ligandos estabilizan la conformacion
cerrada en lugar de inducir el cambio conformacional directamente (Yang et al., 2008). Los
estudios de MD de LAOBP mostraron dos poblaciones llamadas "apo-open-state" y "open-
twisted" con diferentes angulos de torsion (Silva et al., 2011), pero los autores concluyeron

que este estado no era un intermediario obligatorio en la transicion hacia el estado abierto.

Para describir con datos experimentales como esta transicion puede tener lugar y el
papel del sustrato en la seleccion o induccion de la conformacion cerrada de LAOBP se
estudiaron los espectros de LAOBP en ausencia de sustrato a diferentes temperaturas y con

otro sustrato como Ala (Figura I11.4).
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Figura II1.4: Espectros "H-">N HSQC a distintas temperaturas en ausencia y presencia de ligando. Los

espectros a 25 °C (negro), 30 °C (rojo) y 37 °C (azul) se muestran para LAOBP (A), 2P-LAOBP (B) y el

complejo LAOBP-Arg (C). En el panel D se muestra la superposicion de los espectros a 30 °C de

LAOBP (negro), 2P-LAOBP (rojo) LAOBP-Arg (violeta) y LAOBP-Ala (verde).

En estudios previos de RMN el factor temperatura se ha utilizado para facilitar la
asignacion de PBPs (Igarashi et al., 2010). Sin embargo, este factor experimental resulta
util para explorar las diferentes conformaciones que las proteinas pueden adoptar. Aqui
exploramos la CSP a diferentes temperaturas (25, 30 y 37 °C). Como se muestra en la
Figura IIL.4, el aumento de la temperatura de 25 a 30 °C no indujo un cambio significativo
en las sefiales, pero el incremento a 37 °C ocasiond perturbaciones en algunos residuos
particulares. Este resultado indica que la forma apo de LAOBP puede existir en otra

conformacidn, la cual llamamos 2P-LAOBP en referencia al segundo estado poblacional.

La forma y distribucion del espectro 2P-LAOBP es similar a la observada en espectros
de los complejos de LAOBP con Arg y Ala. Esto sugiere que LAOBP en su estado libre
puede acceder a una conformaciéon que se puede detectar con la modificacion de la
temperatura. Al bajar la temperatura de 37 a 25 °C no se eliminé la segunda poblacion, lo
cual sugiere que cuando se alcanza esta segunda conformacién es posible que el regreso a

la conformacion inicial esté energéticamente desfavorecido.
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En el estudio estructural de LAOBP-ornitina mediante MD se detectaron dos
conformaciones (A y B) de la cadena principal de los residuos D11 y T12, y en el estado
cerrado sin ligando, la conformacién mas estable fue la misma encontrada en la estructura

del complejo 1LAF (Yang et al., 2008).

Tal como se habia propuesto por Wolf, 1996, el paisaje conformacional de LAOBP se
puede describir mediante un modelo en el que LAOBP existe en diferentes conformaciones
dependiendo del sustrato, alguna de las cuales puede ser visitada en el estado no unido.
Ademas, Silva et al., 2011, propusieron que el efecto de la unién a cada uno de los
diferentes ligandos es desplazar el equilibrio a una region particular del estado cerrado de

todas las conformaciones posibles.

Estudiando la dinamica de LAOBP, quizas se explique la diferencia en afinidad y

especificidad mostradas por la proteina LAOBP.
Consideraciones finales

El estudio conformacional de LAOBP y su interacciéon con aminoacidos habia estado
limitado al uso de dindmica molecular y algunas técnicas experimentales. Aun cuando se
cuenta con multiples estructuras cristalograficas de la proteina y de sus complejos, no se ha
logrado una descripcién del cambio conformacional desde el estado abierto al cerrado o
viceversa. Tampoco se ha logrado entender que aspectos estructurales modulan la amplia
especificidad de la proteina. En este proyecto se estudio este sistema mediante NMR. Con
los resultados obtenidos se logrd la asignacion de las formas libre y unida de LAOBP, lo
cual facilitara proximos estudios de caracterizacion. Ademads, se detectd una segunda
poblacion en la forma libre que pareciera ser similar a la conformacion cerrada en presencia
de ligando. Estos resultados sirven de base para explorar mediante NMR los aspectos atn
no esclarecidos de la interaccion de LAOBP con sus ligandos. La hipotesis del proyecto
“La union de ariginina a LAOBP afecta los desplazamientos quimicos de varias regiones de

la proteina ademas de las directamente relacionadas con la unién de ligando” fue aceptada.
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111.7 Conclusiones

1)

2)

3)

La asignacion de los desplazamientos quimicos de LAOBP y su complejo con
arginina, fue depositada en la BMBR, lo que facilitard posteriores estudios de

caracterizacion de esta proteina.

La forma apo de LAOBP visita distintas conformaciones semejantes al estado
cerrado, lo que sugiere que el ligando selecciona una conformacion para establecer

el complejo binario.

Los cambios en los desplazamientos quimicos de LAOBP tras la unién con arginina
aparecen en los residuos del centro activo y en regiones que quizés interactian con
membrana, lo que sugiere que el complejo adquiere tras la union la conformacion

Optima para que sea reconocido por el transportador transmembranal.
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I11.8 Recomendaciones

1) Realizar experimentos de dinamica por RMNen distintas escalas de tiempo de la

forma libre y unida de LAOBP, para caracterizar la especificidad de esta proteina.

2) Caracterizar LAOBP-2P por RMN, como un posible intermediario en la transicion

de LAOBP libre al complejo.
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Capitulo IV
IV. Interaccion CreCBD — acidos nucleicos
IV.1 Dominio amino de la proteina Cre, una recombinasa de ADN

IV.1.1 Recombinasas especificas de sitio: tirosinas recombinasas

Las recombinasas especificas de sitio son enzimas esenciales que catalizan el
reordenamiento del ADN en una variedad de procesos bioldgicos, incluida la replicacion y
transcripcion del genoma bacteriano, la integracion y la escision del ADN viral de los
cromosomas del huésped. Precisamente, su alta especificidad las ha hecho blanco de
numerosos estudios de caracterizacion que tienen como finalidad alguna aplicacion

biotecnoldgica o biomédica (Gibb et al., 2010)[1.

Las recombinasas especificas del sitio se pueden agrupar en dos grandes familias: las
tirosina recombinasas (YRs) o las serina recombinasas (SRs). Esta clasificacion estd basada

en la naturaleza del residuo catalitico del mecanismo de reaccion (Yang, 2010)0].

Las YRs presentan una tirosina catalitica que forma un enlace covalente fosfoproteina,
para lograr el reordenamiento topoldgico del ADN, y el empalme de los fragmentos
cortados del ADN (Meinke et al., 2016)[]. Todas las YRs reconocen un sitio de
recombinacion central con una arquitectura similar, en el que dos moléculas de
recombinasa se¢ unen a dos elementos de unidon a recombinasa (RBE). Los sitios de
recombinacion suelen oscilar entre 30 y 200 nucleo6tidos de longitud y consisten en dos
motivos que estan dispuestos como repeticiones invertidas que flanquean la region

(secuencia espaciadora) donde la recombinacion ocurrird.

La secuencia espaciadora en si no estd estrictamente conservada, lo que permite una
cierta flexibilidad en el reconocimiento. La mayoria de las YRs se han encontrado en
procariotas y bacteriofagos donde realizan varias funciones, incluyendo la escision e
integracion del ADN, cortar el plasmido en varios segmentos, la regulacion de la expresion
génica, la segregacion de cromosomas durante la division celular, y la separacion de ADN

circulares catenados (Grindley et al., 2006)[1.

Los sistemas de YR mejor caracterizados incluyen la integrasa Int del bacteriéfago

lambda, Cre del bacteriéfago PI, Flp de levadura y XerC/D de E. coli. Las secuencias de
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estas proteinas presentan un bajo porcentaje de identidad entre ellas y en general exhiben
una estructura cuaternaria conservada en la conformacion holiday junction y tienen una alta

similitud en sus dominios amino y carboxilo (Meinke et al., 2016)[1.

1V.1.2 Recombinasa Cre del bacteriofago P1

La recombinasa Cre (Cause recombination), esta estructurada en dos dominios, el N-
terminal (NTD) o Core Binding Domain (CBD) de 130 residuos y el C-terminal (CTD) o
Catalytic Binding Domain (CAT) de 211 residuos (Van Duyne, 2014)[1 (Figura IV.1). Cre
no requiere proteinas accesorias del hospedero para organizar el complejo sinaptico que
inicia la reaccion de recombinacion. Esta propiedad ha permitido su utilizacion en el campo

de la ingenieria genética.
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Figura IV.1: Secuencia y estructura terciaria de Cre. Arriba se muestra la secuencia de aminoacidos y
su correspondiente estructura secundaria, haciendo corresponder los colores con la estructura
tridimensional mostrada en el panel inferior. El esquema representa la estructura de un monémero de
Cre unido a medio sitio loxP (gris). Las hélices alfa mostradas como tubos estan localizadas en los
dominios N-terminal (CBD) y C-terminal (CAT) y estain nombradas de la A-N. Las hélices By D de
CBD se extienden sobre una cara del surco mayor, mientras la hélice J de CAT se sienta en el surco
mayor desde la cara opuesta.
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Los ensayos de la actividad de Cre son sencillos, y se han descrito metodologias para
estudios in vivo e in vitro, los que permiten una rapida evaluacion de la actividad de la
enzima y sus mutantes (Gibb et al., 2010; Ringrose et al., 1998; Smedley et al., 2011)[1.
Cre se une con alta afinidad a los sitios loxP, con una Kd aparente menor a 1 nM
determinada en ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA, de sus siglas en

inglés) y resonancia de superficie de plasmones (SPR, de sus siglas en inglés).

El sitio de reconocimiento loxP cuenta con 34 bp de los cuales 14 pb corresponden a
cada uno de los dos elementos de union a la recombinasa (RBEs) dispuestos a ambos lados
del sitio de corte asimétrico de 6 pb (Figura IV.2). Los RBEs difieren solo en los pares de
bases adyacentes al sitio de corte. Cuando Cre se une a un RBE del sitio loxP, los dos
dominios de la proteina rodean el duplex de ADN, formando una "abrazadera en forma de
C" que establece contactos con los surcos mayor y menor del ADN (Figura IV.2). Dos
elementos de union claves son la hélice J del dominio CAT que se une al surco mayor cerca
de la region central del sitio loxP y las hélices B/D del CBD que se extienden por el surco

mayor cerca de la region de corte.

La proteina Cre se une de manera cooperativa al primer RBE con afinidad nanomolar y

al segundo con afinidad subnanomolar (Guo et al., 1997; Riifer et al., 2002)[1.

RBE sitio de corte RBE
lox P 5.ATAACTTCGTATAA |[TGTATG CTATACGAAGTTAT-3’
3.TATTGAAGCATATT ACATAC| GATATGCTTCAATA-5’
lox A

Figura IV.2: Secuencia de loxP. Se sefiala medio sitio de LoxP, identificado como lox A, el cual forma
una horquilla.

Se establecen relativamente pocos contactos directos entre las cadenas laterales de la
proteina y las bases del surco mayor. Los contactos mds claros involucran a la R259, que
interacciona mediante dos puentes de hidrogeno con los pares de bases C - G en las
posiciones + 10, y la N90, que se une por puentes de hidrogeno a los pares de bases A - T

en las posiciones + 5. De los dos contactos, la Arg259 juega un papel crucial en la
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interaccidn pues es importante para la afinidad y la especificidad (Kim et al., 2001)[1. Los
residuos E262 y S257 también forman puentes de hidrogeno. Por otra parte, en el complejo
ternario Cre-Cre-loxP los dos dominios CBD interacttian mediante las hélices A y E y los
dos CAT lo hacen a través de hélice N. La hélice N de una subunidad est4 enterrada en un

bolsillo hidréfobic del mondémero adyacente.

Se ha demostrado que el dominio CAT es necesario y suficiente para el reconocimiento
y la escision del ADN. El dominio CAT contiene los residuos cataliticos criticos, incluida
la tirosina conservada (Y342) que escinde el ADN a través del ataque nucleofilico para
formar un enlace fosfotirosina estable (Duyne, 2014)[].

Hay menos informacion sobre la funcion del dominio CBD, pero se ha propuesto que es
importante para la unién al ADN, en el control de la direccionalidad de la recombinacion y
también en el mejoramiento de la actividad de la proteina completa.

El dominio amino de la YR del bacteriofago lambda (Int“""

) ha sido previamente
estudiado (Kamadurai & Foster, 2007; Rutherford & Van Duyne, 2014)[1. Se reporté que a
consecuencia de la union, su estructura sufre un cambio conformacional de desplegado a
plegado a través de un mecanismo de ajuste inducido. Mientras que para Cre, ain cuando
se ha sugerido que el fragmento del residuo 1 al 20 de CBD es intrinsicamente desordenado
(Meinke et al., 2016) porque no se ha observado en ninguna estructura cristalografica del

complejoo, no se han realizado otros estudios estructurales de este.
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1V.2 Justificacion del proyecto: interaccion CreCBD - dcidos nucleicos

El mecanismo de recombinacion homologa del bacteriofago T4 es mediado por la
integrasa de DNA Cause Recombination (Cre). El sitio de recombinacion es una secuencia
palindromica, de 34 pares de base (loxP). El mecanismo de recombinacion ha sido
ampliamente estudiado, sin embargo el papel de su dominio amino CBD no ha sido

esclarecido.

De acuerdo al porcentaje de desorden estructural predicho para CBD y la ausencia de los
primeros 20 residuos en la estructura cristalografica de Cre, CBD podria contener una
region intrinsicamente desordenada. Todas las estructuras reportadas para Cre, son de la
proteina en complejo con el ADN, pero aiin no se dispone de una estructura en solucion de
la proteina monomérica, lo que permitiria explorar aspectos como cambios

conformacionales y su desorden estructural en el extremo amino.

Se ha reportado que el dominio CBD de la integrasa del bacteriofago lambda sufre un
cambio conformacional de desplegado a plegado tras su union al ADN. Es posible entonces
que el mecanismo para el reconocimiento del ADN difiera entre las proteinas. A pesar de la
baja identidad, existe cierta coevolucion en esta region de las proteinas YR, con lo cual
seria interesante saber si los dominios amino estdn involucrados en algiin proceso de

reconocimiento comun para estas proteinas.

Este trabajo se realizd principalmente durante una estancia de investigacion en la

Universidad de Ohio, OSU, USA en una colaboracion con el Prof. Mark Foster.
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1V.3 Hipdtesis

La unién de loxP al dominio amino de Cre induce cambios conformacionales en ambas

moléculas.

1V.4 Objetivos
Objetivo general:
Estudiar la interaccion de CBD con lox P mediante RMN.
Objetivos particulares:
1. Asignar los desplazamientos quimicos de los d&tomos de la proteina CBD.
2. Determinar las zonas de interaccion CBD con LoxP mediante RMN.
3. Caracterizar la interaccion CBD — lox P mediante dicroismo circular.

4. Determinar mediante ITC la constante de afinidad y parametros termodindmicos de

la interaccion CBD — lox P.
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1V.5 Métodos

IV.5.1 Expresion de la proteina recombinante CBD

La expresion heterologa de proteinas se realizé a partir del plasmido p23A que contiene
el gen que codifica para CBD. La cepa bacteriana E. coli BL21-Rosseta DE3 se utilizd
como sistema de expresion de CBD. Se creci6é una colonia en 20 mL de medio LB (Luria
Bertani) (NaCl:peptona:extracto de levadura 1:1:0.5%) toda la noche a una temperatura de
37 °C (precultivo). Se adicioné el antibidtico carbenicilina (0.1 mg/mL). El precultivo se
adicion6 a 500 mL de medio LB con antibidtico y se dejo crecer hasta que alcanzo una
absorbancia de 0.8-1 a 600 nm. La sobreexpresion de la proteina se indujo con IPTG 0.3
mM durante toda la noche a 25 °C. Para los estudios de RMN se utilizaron 10 mL del
precultivo y la induccion se realizé en 1 L de medio minimo M9 (Na,HPO47H,0, KH,POy,
NaCl, "NH4CI, glucosa B, MgSO,, CaCly, MnCl,, FeCl;, ZnSO4 y vitaminas), para

obtener las proteinas isotdpicamente marcadas.

IV.5.1.1 Preparacion de la muestra y purificacion de CBD mediante cromatografia de
intercambio i6nico y exclusién molecular.

Los cultivos con CBD se centrifugaron a 2.000 x g a 4 °C por 30 minutos y se
resuspendieron en una solucion con Tris 40 mM pH 7.0, NaCl 100 mM, DTT 5 mM. Las
células se sonicaron y se eliminaron los sedimentos (4000 x g durante 50 minutos). El
lisado se filtrd a través de un filtro GVS (tamafio de poro de 0.22 pm) para eliminar los

residuos celulares insolubles.

La purificacion de CBD se realiz6 mediante dos cromatografias de intercambio anidnico
utilizando las columnas Hitrap SPFF y Hitrap Heparin y una cromatografia de exclusion
molecular en la columna S75. La columna de intercambio anionico Hitrap SPFF con un
volumen de 5 mL de matriz (Vc=5 mL) se lavo con 5 Vc del tampdén de equilibrio. El
extracto crudo se aplico lentamente a la matriz. La proteina se eluy6 de la columna con 3Vc
de tampon de elucion (Tris 40 mM pH 7.0, NaCl 500 mM, DTT 5 mM), utilizando un
gradiente lineal de NaCl (0-250 mM) y colectdndose fracciones de 5 mL. Las fracciones
correspondientes a la proteina CBD se juntaron y diluyeron antes de su aplicacion en la
siguiente columna. Las condiciones del segundo paso de purificacion fueron las mismas.

Ambas columnas se lavaron con 5Vc de tampdn de elucidon y se reequilibraron con 10Ve
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del tampdén de equilibrio. Por ultimo, tras la concentracion de la muestra purificada se
utiliz6 una cromatografia de exclusion molecular utilizando la columna S75. La presencia
de la proteina se sigui6 a lo largo del protocolo mediante electroforesis en geles SDS-

PAGE.

Cada muestra purificada se analizd mediante espectrometria de masas MALDI-TOF y

DC para comprobar su masa molecular y estructura secundaria.
IV. 5.2 Ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica

En cada experimento, se utiliz6 un volumen de inyeccién de 2 pL del titulante y 50 uM de
proteina. Se empled un intervalo de 180 s entre inyecciones para permitir una equilibracion
completa. La titulacion blanco consistié en la solucion valorante idéntica pero que contenia
solo la solucidén tampon en la celda de muestra. La solucion en la celda muestra se agit6 a
750 rpm para asegurar un mezclado rapido. Los experimentos se realizaron en un equipo
MicroCal™iTC,0 a 25°C. Los datos se analizaron con el empleo del software SEDPHAT y
graficados utilizando el programa GUSSI (Zhao et al., 2015)(.

IV.5.3 Estudio de la interaccion proteina — ligando mediante RMN en solucion.

IV.5.3.1 Asignacion de los desplazamientos quimicos de los atomos de CBD.

Los espectros de RMN se adquirieron a 298 K usando campos magnéticos con distintas
fuerzas (14.1, 16.4 and 18.8 T) que se corresponden con las frecuencias de 'H 600, 700 y
800 MHz, respectivamente. Se utilizaron los equipos de The Ohio State University (OSU).
Para la asignacion de la cadena principal de las proteinas se adquirieron espectros del tipo
HNCO, HNCACB, CBCA(CO)NH, HNCA (Grzesick & Bax, 1992)(], 'H-""N HSQC
(Palmer et al., 1991)[, mientras que la asignacion de la cadena lateral se obtuvo usando los

experimentos H{CCO)NH y C(CO)NH (Montelione et al., 1992)[7.

Los experimentos se analizaron en NMRpipe (Delaglio et al., 1995)[] y CARA (Keller,
2004).

IV.5.3.2 Determinacion de las zonas de interaccion de CBD y lox A mediante RMN
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La comparacion de espectros tipo "H-""N HSQC de la proteina CBD y su complejo con
loxA permiti6 identificar los residuos afectados. De forma similar se compararon espectros

de 1D de protdn para identificar cambios en la molécula de ADN.

IV.5.4 Determinacion de la composicion de estructura secundaria por DC.

Se adquirieron espectros de DC en la region 200-300 nm. Se utilizaron 20 uM de proteina
CBD en PBS 20 mM pH 7.5 y una relacion equimolar para el estudio del complejo a
temperatura ambiente. Los espectros se colectaron en un espectropolarimetro de DC
JASCO J-815 (OSU, USA) y se deconvolucionaron utilizando el programa CAPITO
(Wiedemann et al., 2013) 1.

IV.5.5 Estabilidad térmica de CBD y del complejo CBD-loxP.

La estabilidad térmica de CBD y su complejo se sigui6 con la determinacion de la Tm de
ambos. Se utilizaron 20 uM de proteina CBD en PBS 20 mM pH 7.5 y una relacién
equimolar para el estudio del complejo. Se siguid el cambio de elipticidad molar a 222 nm
en funcién de la temperatura (25 — 90 °C). Los espectros se colectaron en un

espectropolarimetro JASCO J-815 (OSU, USA).
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1V.6 Resultados

1V.6.1 Caracterizacion del estado nativo de CBD

Como parte de los estudios de caracterizacion de CBD, la proteina purificada
isotopicamente marcada fue analizada por espectrometria de masas, RMN y DC (Figura
IV.3A). La masa molecular obtenida mediante MALDI se corresponde a la esperada para

un monoémero de proteina (14.9 kDa) con un porcentaje de marcaje N logrado del 99.38%

La composicion de estructura secundaria de CBD se determind mediante DC, el cual
relaciona la elipticidad molar con la longitud de onda (Figura IV.3B). Se observaron bandas

alrededor de los 195, 208 y 220 nm, senales tipicas de la formacion de hélices alfa.
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Figura IV.3: Se muestra el espectro de masas MALDI-TOF y el de dicroismo circular de la proteina
marcada.

La deconvolucion del espectro de CD, usando el programa CAPITO arrojé que la
cantidad de estructura secundaria de CBD est4 distribuida como: hélice a (0.38), hoja P
(0.06) y random coil (0.43). Si se analiza la cantidad de hélice a (~ 70 %) de acuerdo a la
estructura cristalografica, vemos que la cantidad obtenida por DC es significativamente

menor. Los datos de DC, sugieren que CBD contiene una IDR de alrededor de 40 residuos.

También estudiamos el estado oligomérico de CBD para lo que realizamos experimentos
de difusion tipo DOSY y la estimacion del radio hidrodindmico usando el programa
HYDRONMR. Este software permite la prediccion de los coeficientes de difusion

rotacional y traslacional anisotropicos y parametros de relajacion de RMN de proteinas. El
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experimento DOSY permite la determinacion del coeficiente de difusion de la molécula y
con ello el radio hidrodinamico. Los coeficientes de difusion tedrico y experimental fueron
de 1.04x10° y 1.46x10° cm?/s los que se corresponderian con Rh de 2.01 y 1.49 nm para
moléculas esféricas, respectivamente. Los datos de DOSY indican que aunque CBD son del
mismo orden , el Rh no corresponde muy bien con el tedrico, tal vez debido a la presencia
de una conformacién desplegada en sus primeros residuos. Al analizar la secuencia del 1-40
de CBD en el programa CIDER (Classification of Intrinsically Disordered Ensemble
Regions) (Holehouse et al., 2017)], se encontré que el segmento se ubica en la region 2,
que corresponde con secuencias que pueden estar extendidas o colapsadas en dependencia
del contexto. Este resultado podria justificar el Rh encontrado para CBD, el cual fue menor

que el tedrico.

1V.6.2 Caracterizacion termodinamica de la interacciéon CBD — loxP

El estudio preliminar de la termodindmica de la interaccion permitié obtener algunos
pardmetros de la union entre CBD — loxP (Figura IV.4). Se obtuvo una Kd de 9.4 uM. Los
pardmetros termodinamicos estan en correspondencia con los reportados para la interaccion
del dominio N-terminal de la integrasa lambda (Int“*") (Kamadurai & Foster, 2007)_]. En
este articulo se discute que a cantidades subestequiométrica de ADN dos unidades de

BD
tC

In reconocen una molécula de ADN, mientras que cuando el ADN estd en cantidades

mayores la estequiometria es 1:1.

De acuerdo a los datos termodindmicos, la union proteina - ADN est4 favorecida por el
componente entdlpico principalmente, lo que puede estar relacionado a interacciones
electrostaticas (Jen-Jacobson, et al., 2000). Se ha sugerido que cuando la interaccion
proteina - ADN ocasiona una distorsion estructural del ADN leve el proceso esta
favorecido por la entalpia, mientras que los sistemas que distorsionan fuertemente el ADN
tienen un AH neto desfavorable como resultado de la tension molecular, principalmente

asociada con el desapilamiento de los pares de bases (Jen-Jacobson et al., 2000)].
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Figura IV.4: Ensayo de calorimetria entre CBD y LoxP a temperatura constante. En el panel superior
se muestra el cambio de calor por inyeccion, y en el panel inferior la integracion del drea bajo la curva
de cada inyecciéon en funciéon de relaciéon molar entre la proteina y loxP. En negro se representan la
titulacién lox A en la celda con CBD en la jeringa y en azul la del tampo6n en ADN.

IV.6.3 Asignacién de los desplazamientos quimicos de los &tomos de CBD

Para determinar la viabilidad de estudiar los dominios por separado, se compard el
espectro 'H-">’N HSQC de CBD con el de la proteina completa (Fig IV.5). Cada sefial del
dominio amino sobrelapa con alguna de Cre, lo que significa que los dominios por separado

actian independientemente.
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Figura IV.5: Espectros de NMR tipo "H-""N HSQC de Cre (negro) y CBD (rojo).

Con los experimentos HNCA, HNCO, HNCACB, y TOCSY de nitrégeno y carbono se
realizo la asignacion de los desplazamientos quimicos de los atomos de CBD (Fig IV.6). La

cadena principal se asigno6 en un 68.7% y las cadenas laterales en un 31.7%.

En el espectro de CBD no se observaron todas las sefiales esperadas de acuerdo a la
secuencia primaria, lo que pudiera estar relacionado a la presencia de un fragmento
desplegado en la estructura de CBD que adopta multiples estados conformacionales, lo cual
no resultaria en sefales. La escasez de sefiales no puede atribuirse a un estado oligomérico
multimérico porque de acuerdo a los datos de DOSY la proteina es monomérica. Tampoco
se debe a la ausencia del dominio CAT, porque segun los estudios cristalograficos son
pocos los contactos entre los dominios y el espectro de los dominios separados explica
todos los picos. Entonces, CBD no esté totalmente plegado en solucion y que contiene una

IDR.
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Figura IV.6: Espectros de NMR tipo 'H-"*N HSQC de CBD. Se seiala la asignacién de la mayoria de
las sefiales presentes.

IV.6.4 Determinacion de contenido de estructura secundaria de CBD y del complejo

La prediccion de formacion de estructuras secundarias brindada por el programa
DISOPRED resulté en la posible formacion de un 54% de hélices alfa y un 46% de random

coil distribuido en asas y en el extremo amino (Figura IV.7A).

Utilizando el programa NMRView se calculd el CSI (Chemical Shift Index) con el cual
se puede predecir la formacion de estructuras secundarias (Figura IV.7B). Es decir, a partir
de los desplazamientos quimicos de CBD se determina en qué tipo de estructura secundaria
estd ubicado cada residuo, comparando con el estado desplegado. Considerando los
residuos asignados se determind que el 40% de CBD forma estructuras hélices alfa,

mientras que el resto es random coil.

La combinacion de las predicciones de estructura secundaria basadas en la secuencia,
datos de DC y los desplazamientos quimicos indican que CBD tiene un alto porcentaje de

desorden estructural (> 40%), lo cual sugiere que CBD contiene una IDR.
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Figura IV.7: Prediccion de estructura secundaria usando el programa DISOPRED (A) y analisis del
CSI para cada residuo (B). En cuadros negros se identifican los residuos no asignados y en gris los
asignados. La propension a formar algin elemento de estructura secundaria se representa con simbolos
rojos (hélices alfa), azul (hebras beta) y gris (random coil).

Como parte de la caracterizacion del dominio amino de Cre, respecto a si se pliega
cuando une ADN, se determiné la composicion de estructura secundaria de la proteina en
ausencia y presencia de su blanco molecular, loxP, mediante DC (Figura IV.8). El espectro
de DC de la proteina muestra las sefiales caracteristicas de la formacion de hélices alfa (208
y 220 nm), mientras que el de loxP contiene las de ADNB a 250 y 280 nm. Bajo las
condiciones utilizadas, se observo un incremento en el porcentaje de elipticidad molar de la
proteina (~15%) cuando la molécula de ADN estaba presente en el ensayo. Un porcentaje
similar de incremento de elipticidad molar fue observado durante el estudio de la
interaccion entre Int“® y su blanco molecular (Kamadurai & Foster, 2007)]. Se sugirié no
considerar como significativo este cambio en la sefial de CD debido a dos razones: la
primera, que el ADN absorbe en esta region, y la segunda, que cambios en el
empaquetamiento interhelicoidal de proteinas puede afectar la sefal en esta region del
espectro de DC. Concluyéndose que la mayoria de los elementos de estructura secundaria
ya estaban presentes en la proteina libre, pero se estabilizaron mediante la unién al ADN

(Kamadurai & Foster, 2007)(].
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Figura IV.8: Espectros de CD en la region UV. Se muestran los espectros de CBD (azul), medio loxP (lox A) (rojo),
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IV.6.5 Ensayos de estabilidad térmica por CD

Para estudiar la termoestabilidad de CBD seguimos el cambio de la sefial a 222 nm en

funcién del aumento de la temperatura (Figura IV.9).
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Figura IV.9: Cambio en la sefial a 222nm en funcion del aumento de la temperatura para CBD (rojo) y el complejo
lox A - CBD (negro).

-

La proteina es estable ya que present6 un valor de Tm de 74.5 = 1 °C, pero se vuelve
mas estable en presencia del ADN (Tm=84.5 + 0.4 °C). Entonces, la ganancia en porcentaje
de hélice y en estabilidad de la proteina indican la formacion de un complejo. Ademas, la
transicion se vuelve mucho mas cooperativa en el complejo. Las variaciones estructurales y

los datos de ITC indican que CDB es capaz de reconocer e interactuar con el ADN.

1V.6.6 Estudios de interacciéon de CBD con loxP mediante RMN
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Para estudiar la interaccion proteina-ADN, se colecté un 'H-""N HSQC del complejo
(Figura IV.10). El espectro del complejo fue de baja calidad. Las sefales del complejo son
anchas, lo cual podria relacionarse con algin proceso de relajacion o deberse a la formacion
de un complejo CBD — lox A con estequiometria 2:1. No obstante se observaron algunos

cambios en los desplazamientos quimicos de los 4&tomos de la proteina CBD.

En la Figura IV.10 se puede observar que en el espectro del complejo no aparecen
senales nuevas, lo que sugiere que la region desplegada no participa en el reconocimeinto

del ADN y no hay un evento de plegamiento. Podemos concluir que la proteina CBD

muestra CSP en algunos residuos en presencia de lox A.
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Figura IV.10: Espectros de NMR tipo 'H-""N HSQC de CBD (negro y CBD — LoxP (rojo).

1V.6.7 Cambios en la estructura de loxP asociados a la union a CBD

Para estudiar el cambio en la estructura de la molécula de ADN, analizamos espectros
de 1D de proton (Figura IV.11). En la region del espectro que se muestra (11 a 15 ppm) los
protones de la proteina no tienen sefal. En esta parte se pueden observar los protones de los
grupos imino de los nucléotidos de guanina y timina cuando hay un duplex. De acuerdo con

la secuencia de lox A, esperdbamos alrededor de 19 sefales, de las cuales podemos

96



Capitulo 1V: interaccion CreCBD — dcidos nucleicos Resultados y discusion

diferencial al menos 16, lo que puede estar relacionado a la movilidad de la molécula. En el
espectro del complejo CBD — lox A aparecieron nuevas sefiales, las que resultan
interesantes ya que son resultado de la union. Estas sefales podrian corresponder al loop de

lox A, el que puede estabilizarse en el complejo.

Lox A-CBD

Lox A

wmoemer’s APO CBD

14.0 130 120 110
'H (ppm)

Figura IV.11: Espectros de 1 dimension de protéon. En azul, rojo negro se representan los espectros de
CBD, lox A y de su complejo, respectivamente.

Entonces, la unién de CBD indujo cambios en la estructura de loxA. Se ha sugerido que
los dominios de unién a ADN aseguran el reconocimiento selectivo de los REB no solo
promoviendo la unién del dominio catalitico con una alta afinidad sino también por inducir

una curvatura de ADN muy parecida al estado de transicion (Kamadurai & Foster, 2007)0].
Consideraciones finales

La recombinasa Cre ha sido ampliamente estudiada por su promisoria aplicacién
biotecnolodgica. Debido a que su dominio catalitico es responsable de la actividad biologica
de la proteina ha sido caracterizado mediantes ensayos bioquimicos y varias técnicas
biofisicas. Sin embargo el dominio amino, CBD ha sido menos estudiado. En este proyecto
se determind que CBD contiene una IDR, la cual se mantiene desplegada tras la
interaccion. La union entre CBD y LoxP tiene una Kd moderada, vuelve al complejo mas
estable e induce cambios conformacionales tanto en la proteina como en la molécula de
ADN, lo cual nos permitié aceptar la hipotesis planteada “La union de loxP al dominio
amino de Cre induce cambios conformacionales en ambas moléculas”, sin embargo no

induce un plegamineto de la IDR.
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1V.7 Conclusiones

1)

2)

3)

4)

El fragmento 1-40 de CBD es intrinsicamente desordenado en el mondmero y existe

en distintas conformaciones.

La proteina CBD tiene una afinidad moderada por loxP. El complejo
macromolecular es mas estable que la forma apo y conserva cierta dindmica en
residuos particulares. El reconocimiento molecular puede involucrar el mecanismo

de seleccion o induccidén conformacional.

Ambas moléculas muestran cambios en los desplazamientos quimicos tras la union.
El ADN puede adquirir una conformacion que favorezca la interaccion con el

dominio catalitico de Cre.

La uniéon del ADN a CBD de Cre no induce el plegamiento del extremo amino a

diferencia del CDB de la integrasa del phago lamba.
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1V.8 Recomendaciones
1) Asignar las senales de RMN de CBD en complejo con ADN.

2) Realizar estudios de dindmica por RMN en las distintas escalas de tiempo de CBD y

del complejo.
3) Realizar estudios de interaccion entre CBD, CAT y lox P.

4) Obtener estructura tridimensional de CBD en solucion por RMN.

99



Capitulo 1V: interaccion CreCBD — dcidos nucleicos Bibliografia

1V.9 Bibliografia

* Delaglio, F., Grzesiek, S., Vuister, G., Zhu, G., Pfeifer, J. and Bax A. (1995). “NMRPipe: A
Multidimensional Spectral Processing System Based on UNIX Pipes.” Journal of Biomolecular NMR. 6(3),
277-93.

* Gibb, B., Gupta, K., Ghosh, K., Sharp, R., Chen, J. and Van Duyne, G. (2010). “Requirements for Catalysis
in the Cre Recombinase Active Site.” Nucleic Acids Research. 38(17), 5817-32.

¢ Grindley, N. D.F., Whiteson, K. and Rice, P. A. (2006) “Mechanisms of Site-Specific Recombination.”
Annual Review of Biochemistry. 75 (1),567-605.

* Grzesiek, S, and Bax, A. (1992)m“Improved 3D Triple-Resonance NMR Techniques Applied to a 31 kDa
Protein.” J Mag Reson. 96, 432—440.

* Guo, F., Gopaul, D. and Van Duyne, G. (1997)“Structure of Cre Recombinase Complexed with DNA in a
Site-Specific Recombination Synapse.” Nature. 389(6646), 40—46.

* Holehouse, A. S., Das, R., Ahad, J., Richardson, M. and Pappu, R. (2017) “CIDER: Resources to Analyze
Sequence-Ensemble Relationships of Intrinsically Disordered Proteins.” Biophysical Journal. 112(1), 16-21.

¢ Jen-Jacobson, L., Engler, L. and Jacobson, L. (2000) “Structural and Thermodynamic Strategies for Site-
Specific DNA Binding Proteins.” Structure. 8(10),1015-23.

* Kamadurai, H. B., and Foster. M. P. (2007) “DNA Recognition via Mutual-Induced Fit by the Core-Binding
Domain of Bacteriophage A Integrase.” Biochemistry. 46(49), 13939-47.

* Keller, R. The Computer Aided Resonance Assignment Tutorial. Goldau, Switzerland: Cantina Verlag,
2004.

* Kim, S., Kim, G., Lee, Y. and Park, J. (2001) “Characterization of Cre-loxP Interaction in the Major
Groove: Hint for Structural Distortion of Mutant Cre and Possible Strategy for HIV-1 Therapy.” Journal of
Cellular Biochemistry. 80(3), 321-27.

* Meinke, G., Bohm, A., Hauber, J., Pisabarro, M. and Buchholz, F. (2016) “Cre Recombinase and Other
Tyrosine Recombinases.” Chemical Reviews. 116(20), 12785-820.

* Montelione, G.T., Lyons, B. A., Emerson, S. D. and Tashiro, M. (1992) “An Efficient Triple Resonance
Experiment Using Carbon-13 Isotropic Mixing for Determining Sequence-Specific Resonance Assignments
of Isotopically-Enriched Proteins.” Journal American Chemical Society. 114, 10974-10975.

* Palmer, AG III., Cavanagh, J., Wright, P. and Rance, M. (1991) “Sensitivity Improvement in Proton-
Detected Two-Dimensional Heteronuclear Correlation NMR Spectroscopy.” J Mag Reson. 93, 151-170.

* Ringrose, L., Lounnas, V., Ehrlich, L., Buchholz, F., Wade, R. and Stewart, A. (1998) “Comparative
Kinetic Analysis of FLP and Cre Recombinases: Mathematical Models for DNA Binding and
Recombination.” Journal of Molecular Biology. 284, (2) 363—84.

* Riifer, A., Neuenschwander, P. and Sauer, B. (2002) “Analysis of Cre-loxP Interaction by Surface Plasmon

Resonance: Influence of Spermidine on Cooperativity.” Analytical Biochemistry. 308(1), 90-99.

100



Capitulo 1V: interaccion CreCBD — dcidos nucleicos Bibliografia

* Rutherford, K. and Van Duyne, G. (2014) “The Ins and Outs of Serine Integrase Site-Specific
Recombination.” Curr Opin Struct Biol. 24, 125-31.

* Smedley, Damian, Ekaterina Salimova, and Nadia Rosenthal. (2011) “Cre Recombinase Resources for
Conditional Mouse Mutagenesis.” Methods. 53(4), 411-16.

* Van Duyne, G D. “Cre Recombinase. (2014) ” Microbiol Spectrum. 3(1), 1-19.

* Wiedemann, C., Bellstedt, P. and Gorlach, M. (2013) “CAPITO - A Web Server-Based Analysis and
Plotting Tool for Circular Dichroism Data.” Bioinformatics. 29(14), 1750-57.

* Yang, W. (2010) “Topoisomerases and Site-Specific Recombinases: Similarities in Structure and
Mechanism.” Crit Rev Biochem Mol Biol. 45(6), 520-34.

* Zhao, H., Piszczek, G. and Schuck, P. (2015) “SEDPHAT - a Platform for Global ITC Analysis and Global
Multi- Method Analysis of Molecular Interactions.” Methods. 76, 137-48.

101



Conclusiones Geerales de la Tesis Doctoral



Anexos

IX Anexos

IX.1. Capitulo I1
IX. 1.1 Determinacion de la masa molecular de péptidos sintéticos de AtLEA4-5Analisis
espectrométrico

Las muestras fueron previamente desaladas con Zip Tip C18 (Millipore; Billerica, MA,

USA) y aplicadas en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
compuesto de una bomba Dionex (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con
fuente de ionizacién tipo nano-electrospray (ESI). Los datos fueron colectados en el

Laboratorio Universitario de Protedmica IBT/UNAM.

La calibracion del espectrometro se realizd con una solucion Calmix (N-butilamina,
cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes se utilizan para
calibrar el modulo LTQ Velos con trampa de iones y el mdédulo Orbitrap con detector de
masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacidon positiva ESI. La N-butilamina se
incluye para extender la calibracion de masas a menores valores de m/z. Este tipo de
calibracion permite determinaciones de masas moleculares con exactitudes menores a 5

ppm (partes/millon).

En la cromatografia de liquidos de nanoflujo en linea se utiliz6 un sistema isocratico de
50-50% de solvente (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido foérmico) con un tiempo de
corrida de 30 minutos utilizando una aguja capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y 10cm). El

flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.

El escaneo total de iones (Full Scan) se realizé en el analizador Orbitrap con un poder de

resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 60,000.

Las masas moleculares de cada muestra se obtuvieron mediante el procesamiento de
datos a través del algoritmo de Deconvolucion espectral automatica (Xtract RAW file) del

software Xcalibur.

En la siguiente tabla se muestran las masas moleculares encontradas para cada muestra.
Las masas moleculares 3KDa son reportadas como monoisotopicas y 3KDa son reportadas

como masas moleculares AVERAGE debido a la contribucion de isotopos pesados.
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