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CONTRIBUCION DE E13 Y K17 A LA ESTABILIDAD TERMODINAMICA DEL DOMINIO
VARIABLE RECOMBINANTE 6aJL2.

Resumen
Las proteinas, componentes fundamentales de los organismos vivos, estan integradas por polimeros de
aminoacidos. Estas moléculas en si serian indtiles para los organismos si no adoptaran la forma
especifica que requieren para cumplir con su funcién. La informacién requerida para que las proteinas
se plieguen correctamente reside en su secuencia de aminoacidos. La forma en como se pliegan sigue
aun en discusién, sin embargo se conocen las fuerzas que las guian en este proceso, asi como las que
las mantienen en su estado natural plegado. Entre estas fuerzas se encuentran los enlaces salinos,
originados por fuerzas electrostaticas entre algunos residuos cargados dentro de las proteinas; los
puentes de hidrogeno y las interacciones de Van der Waals; estas fuerzas en la mayoria de los casos

ayudan a la proteina a aumentar su estabilidad termodindmica.

Unas proteinas muy relevantes son las inmunoglobulinas o anticuerpos. Diversas investigaciones han
revelado que estas proteinas sufren un proceso de hipermutacién para poder cubrir una mayor cantidad
de epitopos en los antigenos que reconocen. En las cadenas ligeras de los anticuerpos lambda se ha
observado que las mutaciones en los residuos ionicos, que eliminan interacciones salinas entre los
residuos Glu13-Lys17, pudieran contribuir a la agregacion amiloide A6. Por lo anterior, en este trabajo
se determind la estabilidad termodinamica de la proteina nativa, de dos mutantes E13A y K17A, asi
como de la doble mutante E13A-K17A del dominio variable recombinante 6aJL.2. Esto permiti6
determinar la contribucién termodinamica del enlace salino que se establece entre estos dos residuos,
observandose una gran relevancia en la estabilidad de la proteina. Aparentemente al suprimirse dicho

puente la proteina se desestabiliza y muy probablemente esto lleve a la formacion de fibras amiloides.



1.1 Composicion general de los seres vives. Las macromoléculas.

Los seres vivos difieren significativamente de la materia inanimada en cuanto a su composicién
quimica, la cual se caracteriza por la abundancia de un grupo de sustancias de alto peso molecular y
estructura polimérica denominadas macromoléculas. Este grupo lo componen los polisacaridos, las
proteinas y los acidos nucleicos, siendo su composiciéon elemental C, N, H, O, P y S. El caracter
polimérico indica que las macromoléculas estan formadas mediante subunidades estructuralmente mas
sencillas denominadas mondmeros, unidos entre si mediante enlaces covalentes especificos de cada
macromolécula. Los monomeros constituyentes de las proteinas son un grupo de veinte aminoacidos,
estructuralmente muy diversos. Los nucle6tidos son las unidades monoméricas de los acidos nucleicos
DNA y RNA y su diversidad estructural es menor, pues sélo hay cuatro diferentes para cada uno de
ellos. Los polisacaridos, por otra parte, estdn formados por aztcares sencillos denominados
monosacaridos.

Las caracteristicas estructurales de las macromoléculas determinan la naturaleza de las funciones que
éstas desempefian. Los polisacaridos realizan funciones fundamentalmente estructurales y de
almacenamiento de energia. Los acidos nucleicos son los contenedores de la informacién que
determina las caracteristicas morfologicas, funcionales y adaptativas de los sistemas biologicos y
ademas participan en la regulacién de la expresién y la transferencia de esta informacién de una célula
a su progenie. Las proteinas convierten la informacién contenida en los dcidos nucleicos en acciones
moleculares especificas. Esta clase de macromoléculas ejecutan y regulan la diversidad de funciones
que dan soporte a la vida, como la catalisis enzimatica, la actividad hormonal, funcionan como
receptores y componentes de las vias de sefializacion que hacen posible el mantenimiento de la
homeostasis celular y la interaccion de las células con su entorno. También funcionan como
transportadores transmembranales, acarreadores y almacenadores de moléculas de naturaleza diversa,
tanto en la sangre y el fluido extracelular como en el citoplasma celular. Las proteinas nos defienden de
la invasién de los agentes infecciosos, ya sea actuando como anticuerpos o como componentes del
sistema del complemento. Modulan la expresion y la transferencia célula-célula de la informacion
genética, funcionan como el elemento contractil de los musculos, contribuyen al sostén y proteccién de
las células y tejidos al formar parte del esqueleto y la sustancia extracelular, entre muchas otras
funciones.

Como puede apreciarse, hay una correlacion entre la diversidad de funciones que un tipo de
macromolécula puede realizar y la diversidad de los monomeros que la constituyen. Esta correlacion

refleja la capacidad de las macromoléculas de contener mayor o menor informacién codificada en la



secuencia lineal de sus monomeros, lo cual s6lo es posible si estos son diversos. En base a esta
propiedad, las macromoléculas se dividen en informacionales y no informacionales. Las proteinas y los
acidos nucleicos pertenecen a la primera categoria. En los 4cidos nucleicos, la informacion esta
codificada en la secuencia lineal de sus nucleétidos, especificamente en la sucesién de unidades
denominadas codones, que estan formadas por tres nucle6tidos contiguos. Cada codon codifica para un
Unico aminodacido, sin embargo, un mismo amino acido puede ser codificado por mas de un codén.

[13

Esto significa que el cédigo de codones del DNA, o coédigo genético, es “redundante” pero “no
ambiguo”.

Segiin el dogma central de la biologia™, la informacion contenida en la secuencia de codones de
segmentos especificos del DNA denominados genes, fluye unidireccionalmente a través de varios
procesos hasta ser traducida en la secuencia de aminoacidos de una proteina con propiedades de
estructura y funcién especificas. En un primer paso, la secuencia de codones del gen es copiada en una
molécula de RNA mensajero (RNAm) mediante el proceso de transcripcion. El RNAm funciona como
portador de la informacién codificada en el gen en su viaje hasta la maquinaria ribosomal, donde la
secuencia de codones es traducida finalmente en la secuencia de aminoacidos de una proteina. En este
proceso participan varios tipos de RNAs. Algunos, denominados RNA ribosomales, forman parte de la
estructura de los ribosomas. Otra clase muy importante es el RNA de transferencia (RNAt), el cual
funciona como “adaptador” en el proceso de decodificacion de la informacién contenida en la
secuencia de codones del RNAm en un nuevo tipo de cddigo, el de la secuencia de aminoacidos de la
proteina. Durante la traduccion, cada codén del RNAm es reconocido por un triplete de bases del
aminoacil-RNAt, denominado anti-codon, mediante uni6n por complementariedad. Cada aminoacil-
RNAL estad unido a la forma activa del aminoacido codificado por el codén del RNAm que él reconoce
en el contexto del complejo ribosoma activo; asi cada aminoacido es afiadido a la cadena polipeptidica
en sintesis, de acuerdo a la secuencia de codones del RNAm que esta siendo traducido en el

ribosoma'®.

1.2 La coleccion de proteinas de un organismo.

El término “proteoma” fue acufiado en 1995 por Marc Wilkins, un estudiante de doctorado del grupo
del Dr. Keith Willians —Macquarie University en Sydney, New South Wales, Australia para describir a
la coleccion completa de proteinas que representan el complemento del “genoma” de una célula u
organismo' ¥, Este concepto ha sido aplicado a diferentes escalas en los sistemas biolégicos. El

proteoma celular es la totalidad de proteinas expresadas en una célula particular bajo condiciones



ambientales y de desarrollo especificos. El proteoma completo de un organismo puede ser
conceptualizado como las proteinas de todas las variedades de proteomas de los tipos celulares que lo
componen. El término también se ha aplicado para los compartimientos y organelos intracelulares. Por
ejemplo, el proteoma mitocondrial de un tipo celular especifico, el cual puede variar entre especies y
aun entre individuos. El proteoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae se compone de alrededor de
6000 proteinas diferentes, cada una expresada a diferente concentracion, dependiendo de las
condiciones de crecimiento, composiciéon quimica del medio y ambiente fisico. El proteoma de los
humanos es de alrededor de 32,000 proteinas, cuya expresion tisular esta sometida a una estrecha
regulacion por complejos mecanismos que modulan la expresion del genoma y que responden a las

variaciones del medio externo e interno.

1.3 Relacién estructura-funcion en las proteinas.

Como se menciond antes, las proteinas son las macromoléculas biolégicas mas versatiles en términos
de las funciones que desempefian®. Esta capacidad es soportada por su gran diversidad estructural.
Hasta el presente, se han depositado mas de 60,000 estructuras de proteinas en el Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), las cuales se dividen en 1393 tipos diferentes de

plegamientos, de acuerdo a los criterios de la web Structural Cassification of Protein (SCOP)
(http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/)[6]. El analisis comparativo de estas estructuras ha demostrado
que un mismo tipo de plegamiento puede presentarse en proteinas con propiedades funcionales
diferentes. Un ejemplo de esto es el motivo del plegamiento denominado barril /o, caracterizado
inicialmente en las enzimas triosa fosfato isomerasas (TIM). Estas enzimas catalizan la isomerizacion
reversible de las triosas fosfo-dihidroxiacetona (P-DHA) y 3 fosfo-gliceraldehido (3PG), metabolitos
claves de la via glucolitica. Ahora se sabe que muchas otras proteinas poseen este plegamiento. Si bien
la mayoria de ellas son enzimas, sus propiedades cataliticas las diferencian radicalmente de las TIM.
Otra clase de plegamiento frecuente entre las proteinas es el sandwich 3 de las inmunoglobulinas, el
cual puede ser encontrado en anticuerpos, receptores de membrana para hormonas, factores de
crecimiento, enzimas, proteinas de adhesion celular, lectinas, entre otros. Al respecto, se ha observado
que un grupo de diez plegamientos, denominados super-plegamientos son muy frecuentes en las

proteinas, presentandose en aproximadamente un tercio de las estructuras depositadas en el PDB "8,


http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/)(6
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

1.4 El plegamiento de las proteinas. Bases estructurales.

Las proteinas son sintetizadas como cadenas lineales, sin embargo, deben adquirir su estructura
tridimensional (3D) nativa antes de poder ejercer las funciones bioldgicas para las cuales han
evolucionado. El estado nativo funcional es alcanzado a través del “plegamiento” el cual es un proceso
de auto-ensamblado cooperativo en el que participan fuerzas de magnitud y naturaleza diversas. Las
fuerzas que determinan el plegamiento resultan de las interacciones de las diversas partes de la proteina
entre si, y de estas con los componentes del solvente y/o el microambiente donde ocurre el
plegamiento. Las fuerzas mas débiles, pero a la vez las mas numerosas y en consecuencia, las
determinantes en la cinética de plegamiento, son las interacciones de van der Waals y las interacciones
hidrofébicas-hidrofilicas. A principios de los afios sesenta del siglo pasado, a partir de una serie de
experimentos realizados con la ribonucleasa del pancreas bovino® Anfinsen observo que la
informacion requerida para que una proteina se pliegue correctamente, incluyendo el apareamiento
justo de las cisteinas que forman sus enlaces disulfuro, reside en su secuencia de aminoéacidos o

estructura primaria, la cual es el elemento estructural fundamental y distintivo de cada proteina.

1.5 Consideraciones cinéticas y termodinamicas del plegamiento.

El plegamiento puede describirse, desde el punto de vista cinético, como la(s) via(s) a través de la(s)
cual(es) las moléculas de una proteina alcanzan el estado nativo funcional, el cual es generalmente
compacto, topolégicamente definido y estabilizado por un arreglo de interacciones relativamente
constante y estable, determinado fundamentalmente por las cadenas laterales de sus aminoacidos. El
punto de partida es una condiciéon denominada “estado desplegado”, el cual es inactivo y caracterizado
por una gran heterogeneidad conformacional, en él prevalecen los contactos efimeros entre las partes
de la molécula y de éstas con el solvente. Esto ultimo resulta en la ausencia de una topologia unica y
estable de la cadena polipeptidica.

Debido a la amplia libertad conformacional de que gozan los residuos de aminoacidos en la cadena
polipeptidica, el nimero de estados conformacionales distintos que pueden adoptar las moléculas de
una proteina, incluyendo el nativo, es muy grande. En tal sentido, se ha calculado que el plegamiento
de una cadena polipeptidica de 100 residuos de aminoacidos tardaria un tiempo astronémicamente
prolongado si la adopcién de su estado nativo dependiera de la bisqueda aleatoria del mismo entre
todos los estados conformacionales accesibles™. Sin embargo, estd comprobado que muchas proteinas

pueden plegarse en un tiempo mucho mas corto, del orden de microsegundos a minutos. Este hecho



llevo a la conclusion de que el plegamiento de las proteinas no es un proceso aleatorio. Los datos
disponibles indican que este proceso se da a través de rutas discretas, definidas por estados
conformacionales intermedios entre el estado desplegado y el nativo, denominados intermediarios del
plegamiento. En la medida que el proceso de plegamiento avanza, la topologia de la cadena
polipeptidica y el arreglo de interacciones que caracteriza a las moléculas de la proteina se acercan mas
a los caracteristicos de su estado nativo™".

Se han propuesto varios modelos que intentan explicar el mecanismo de plegamiento de las proteinas.
Estos modelos se basan en datos experimentales y tedricos obtenidos del estudio del plegamiento de
proteinas con caracteristicas estructurales diversas. Los mas aceptados son:

-Nucleacion-Crecimiento: Este modelo propone que la estructura terciaria se propaga rapidamente de

un nucleo inicial de la estructura secundaria local. Sin embargo un punto débil de este modelo es que

predice la ausencia de intermediarios de plegamiento!?,

-Armazoén (framework) o Difusion/Colision: Predice que las primeras estructuras en formarse son las
secundarias, seguidas de un acoplamiento de unidades secundarias pre-formadas que dan paso al
plegado nativo de la proteina™® '3,

-Colapso Hidrofébico: Propone que la interaccion termodindmicamente no favorecida de las
moléculas del solvente con las cadenas laterales de los residuos hidrofébicos determina la tendencia
subita de la cadena polipeptidica a adquirir un estado tridimensional compacto, si bien no nativo,
conocido como “glébulo fundido”. Este estado se caracteriza por agrupar a los residuos hidrofébicos en
el interior de la estructura 3D, excluyéndolo del contacto con el solvente. Dado el caracter compacto,

en este estado se dan favorablemente las interacciones entre las agrupaciones atémicas, reduciéndose

asi la bisqueda conformacional del estado nativo!*®.

-Nucleacion clasico: Ciertos residuos se unen formando nucleos con estructuras secundarias que se

propagan de manera consecutiva hacia la estructura terciaria.

-Nucleacion/Condensacién: Es una amalgama entre el modelo de colapso hidrofébico y de nucleacién
clasico. En él se asume que se forma un nucleo difuso formado por las interacciones entre residuos

cercanos, sobre el cual se produce el colapso hidrofébico.

Las leyes de la termodinamica establecen que el plegamiento de una proteina debe conducir a un

minimo de energia libre. Es decir, la variacion de energia libre a lo largo del proceso de plegamiento



debe ser negativa, siendo este minimo el mas estable o una forma muy estable a la cual se pueda llegar
a través de una Unica via cinética o un nimero finito de éstas. Este proceso se encuentra regido por el
equilibrio entre dos energias, la entalpica -que se define como el calor desprendido o absorbido en una
reaccion a una presion constante, asi como de la variacion de energia del sistema- y la entropica
-definida como el grado de desorden que caracteriza al sistema (cadena polipeptidica y moléculas del
solvente) en cada momento del proceso™”.,

La entalpia de plegamiento dependera del balance de la energia de las interacciones proteina-proteina,
agua-proteina y agua-agua. Cuando la energia incluida en estas interacciones es mas negativa en el
estado plegado que en el estado desplegado, se dice que el plegamiento es entalpicamente favorecido.
Debido al caracter polar de las moléculas de agua, estas interactiian favorablemente con las cadenas
laterales de los residuos polares. En cambio, la ausencia de regiones con densidad de carga en los
grupos apolares determina que las moléculas en la interfase con estos queden inmovilizadas en
estructuras poliédricas altamente ordenadas. Como resultado, disminuye la entropia del solvente, lo
cual no es favorable termodinamicamente. En etapas tempranas del plegamiento se propone que la
molécula polipeptidica colapsa en una estructura compacta, en cuyo interior quedan recluidos una
parte mayor de los residuos apolares, mientras otra fraccién de estos se agrupan en la superficie
molecular en forma de parches compactos. La adopcion de una forma de plegamiento compacta
restringe la libertad conformacional de la cadena polipeptidica, disminuyendo asi su entropia. Sin
embargo, ello también disminuye el drea de interfase entre el solvente y los grupos apolares, lo cual
libera a muchas moléculas de agua de las estructuras altamente ordenadas antes mencionadas, que
ahora gozan de una amplia libertad de movimiento y de interacciones. El incremento de la entropia del
solvente generalmente excede a la disminucion de la entropia de la cadena polipeptidica, impulsando el
plegamiento hacia el estado nativo. Esto se denomina “efecto hidrofébico” y se presume que es una
fuerza de contribucién fundamental en el plegamiento de las proteinas.

Los cambios energéticos y en la entropia que sufre la cadena polipeptidica durante el plegamiento han
sido representados graficamente en forma de un mapa tridimensional en forma de embudo, conocido
como “Entropy Funnel”. En esta forma de representacién, el polipéptido sin estructura tridimensional
nativa se encontraria frente a un embudo energético multidimensional que podria conducirlo, a través
de multiples rutas, a la estructura nativa. La parte amplia del “embudo” representa al ensamble de
estados no nativos de alta entropia, estructuralmente muy heterogéneos, mientras que el punto inferior,
en el fondo del embudo corresponderia a la estructura nativa. En esta representacién, los intermediarios
en el plegamiento se apreciarian como valles locales, mientras que una estrechez significativa en la

»[18]

parte baja del embudo representaria el “molten globule”™, el cual ha sido descrito como un tipo de



intermediario entre la forma colapsada y la forma nativa"®. En la medida que la cadena polipeptidica

desciende por el paisaje energético, disminuye su entropia y su contenido de energia libre.

1.6 Maquinaria del plegamiento.

Si bien las proteinas poseen en su estructura primaria toda la informacién necesaria para plegarse
correctamente, en las condiciones intracelulares se hace necesaria la intervencion de otros componentes

de la maquinaria celular, para que el plegamiento sea exitoso y proceda sin riesgo para la célula.

La compleja maquinaria molecular que se ocupa de auxiliar a las proteinas de nueva sintesis en el
plegamiento se denomina “Protein Quality Control” o PQC. Las proteinas que componen este sistema
se distribuyen en todos los compartimientos celulares donde ocurre sintesis de proteina. El medio
intracelular se caracteriza por la alta concentracion de sus componentes. Esto determina un elevado
riesgo de agregacion para las proteinas de nueva sintesis durante el plegamiento, debido a la alta
probabilidad de que se vean involucradas en interacciones inespecificas con otros componentes del
microambiente interno. Un papel de los componentes del PQC es evitar que tales interacciones
inespecificas, intermoleculares, se den, favoreciendo aquellas de tipo intramolecular que promueven la
via de plegamiento que conducen al estado nativo funcional.

El PQC no solo se ocupa de auxiliar a las proteinas de nueva sintesis en el plegamiento correcto,
adicionalmente elimina a todas aquellas que no logran plegarse correctamente, o a las que, habiendo
alcanzado previamente el estado nativo funcional, lo han perdido irremediablemente por alteraciones
de su estructura quimica y/o variaciones del microambiente donde desempefian su funcién. Este
sistema también participa en la eliminacion o reciclamiento de las proteinas que ya cumplieron su
funcién.

La funcion de cualquier proteina es una consecuencia de su estructura tridimensional nativa. Si esta no
se alcanza, la proteina permanece inactiva, lo cual puede comprometer la viabilidad de un tipo celular
especifico o de todo el organismo, dependiendo de la trascendencia de la funcién deficitaria y de la
capacidad de las células para compensarla mediante vias alternas. Por otra parte, las formas mal
plegadas de las proteinas generalmente muestran tendencia a la agregacion, otra via por la cual
proteinas que no logran alcanzar su estado nativo pueden afectar la fisiologia celular. Se ha demostrado
que los agregados proteicos, tanto intra como extracelulares, cuando no pueden ser eliminados
eficientemente, alteran la arquitectura celular y de los tejidos, llevando a la disfuncién y

frecuentemente a la muerte celular.



Las chaperonas son el componente fundamental del sistema PQC. Estas proteinas altamente
especializadas comprenden varias familias que estan conservadas a lo largo de la evolucién. Las
chaperonas difieren en tamafio, distribucién celular y funciéon. En funcién del tipo de acciéon que
desarrolla, se han dividido en tres clases: (1) Las chaperonas plegadoras se unen reversiblemente a las
proteinas recién sintetizadas y promueven su plegamiento a través de un mecanismo dependiente de
ATP. (2) Las chaperonas de unién o sujecién también se unen reversiblemente a las proteinas recién
sintetizadas, pero no promueven su plegamiento. Se cree que su papel es el de impedir interacciones
promiscuas entre las proteinas no plegadas con otros componentes celulares, lo cual evita que estas se
agreguen antes de alcanzar su estado nativo. (3) Las chaperonas de desplegamiento, las cuales son

capaces de desplegar proteinas mal plegadas e incluso, desintegrar agregados de proteinas.

Otro componente son las chaperoninas, las cuales son complejos proteicos oligoméricos con forma
anillada, las cuales se encuentran divididas en dos subfamilias. El grupo I comprende el sistema

GroEl-GroES vy el grupo II las Termosomas.

En general, la forma de accion de las chaperonas es mediante la unién a las regiones hidrofobicas
expuestas al disolvente en la superficie celular de la molécula en plegamiento, regiones que

caracterizan a los estados intermediarios del plegamiento o a las especies plegadas incorrectamente!®”,

1.7  Estructura de las proteinas.

Las proteinas poseen una estructura tridimensional determinada por su secuencia amino- acidica, lo que

le confiere sus propiedades fisicoquimicas y funcionales particulares.

1.8 Los aminoacidos como bloques constituyentes de las proteinas.

Las proteinas estan formadas por 20 aminoacidos diferentes, a-aminoacidos ya que con excepcion de la
prolina todos poseen un grupo amino primario y un grupo acido carboxilico como sustituyentes en el

atomo de carbono a.

Los aminoacidos proteicos son muy variados estructuralmente y también muestran una amplia
diversidad respecto a sus propiedades fisico-quimicas, como potencial acido-base, hidrofobicidad —

hidrofilicidad, reactividad quimica y polaridad o tendencia a interactuar con el agua a pH biolégico



(cercano a pH 7.0)*" En funcién de estas propiedades, los aminoacidos de una proteina en conjunto le

confieren a ésta ciertas propiedades fundamentales para su funcién.

1.9 Niveles estructurales de las proteinas.

La estructura basica de una proteina es su estructura primaria, la cual se define como el orden o

secuencia de los residuos de aminoacidos que la componen.

La cadena polipeptidica no es completamente flexible en todas direcciones, debido a que el enlace
peptidico, el cual une a los residuos de aminoacidos, posee un 60% de caracteristicas de doble enlace.
Esto determina restricciones conformacionales que confieren a la molécula la tendencia a adoptar
plegamientos regulares, es decir, que siguen un patron direccional o periddico a lo largo de un eje. A las
restricciones propias del enlace peptidico se suman otras determinadas por la naturaleza estructural y
propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos que componen a la proteina, efecto que esta en funcion
de la posicion que ocupa cada uno en la cadena. Dependiendo de su secuencia, la cadena polipeptidica
puede adoptar una combinacién limitada de los angulos ¢ y ¥ en cada unidad peptidica, lo que en
ultima instancia va a determinar la topologia de la cadena polipeptidica. Las combinaciones posibles de
los angulos @ y U para los diferentes residuos, en funcién del contexto estructural, han sido

representadas mediante un mapa o diagrama de Ramachandran™",

La estructura secundaria de las proteinas se define como el plegamiento periddico, a lo largo de un eje,
que caracteriza a regiones discretas de la cadena polipeptidica. Las proteinas pueden exhibir multiples
tipos de estructura secundaria, dependiendo de la secuencia de aminoacidos. Estos ordenamientos
periodicos son denominados hélice-a, hojas-3 y giros en U de la cadena polipeptidica, llamados giros p.
Se ha estimado que el 60% de la cadena polipeptidica posee algun tipo de conformacién secundaria. A
su vez, elementos de estructura secundaria pueden combinarse para forman motivos estructurales o

estructuras supersecundarias®?,

Posteriormente, los elementos de la estructura secundaria se orientan en el espacio 3D en un arreglo
topologico propio de cada proteina, lo que confiere a la molécula una forma o estructura compacta,
definida como estructura terciaria. Esta estructura caracteriza a una proteina completamente plegada, si

es monomeérica y completamente funcional. La topografia de la superficie de una proteina plegada es



irregular, compleja y constituye la base estructural de la especificidad de las interacciones que puede

desarrollar con otras moléculas/? 24 2526, 271

El nivel estructural mas complejo de algunas proteinas es la estructura cuaternaria, la cual resulta de la
asociacion, basada en la complementariedad espacial y de cargas, de subunidades proteicas, o
mondmeros, para formar una estructura oligomérica funcional. La estructura cuaternaria puede resultar
de la auto-asociacién de dos a mdas cadenas polipeptidicas idénticas, codificadas por un mismo gen,
dando lugar a un homopolimero. O, por el contrario, involucrar a cadenas polipeptidicas codificadas
por genes diferentes, lo cual resulta en un heteropolimero. El nimero y tipos de subunidades que
forman una estructura, aunado a sus posiciones relativas en ésta, constituyen la estructura cuaternaria

de la proteina®® % 2% 30,

1.10 Fuerzas e interacciones que estabilizan la estructura 3D de las proteinas.

En la estabilizacion de la estructura 3D de las proteinas interviene una gran variedad de fuerzas;
enlaces disulfuro, puentes de hidrégeno, enlaces salinos, fuerzas de van der Waals e interacciones
hidrofébicas. Estas tultimas a pesar de ser interacciones muy débiles, son las determinantes de la

estabilidad de la proteina, debido a que son muy numerosas®®" 3,

Entre las fuerzas débiles, las fuerzas de van der Waals son las interacciones mas débiles, su existencia
es casi siempre transitoria. Debido a la gran movilidad de los electrones dentro de las moléculas, estas
pueden quedar cargadas por un instante hacia un extremo. En ese instante, la molécula adquiere el
caracter de dipolo instantaneo. El efecto es mayor en los grupos mas polarizados, que en las proteinas
por lo general son los grupos metilo y metileno de las cadenas laterales de los residuos hidrofébicos,

tales como leucina y valina®® 34,

Las fuerzas de van de Waals dependen de la cercania entre las agrupaciones atémicas, siendo mayor a
una distancia de alrededor de 5 A o0 menos. Para que dos regiones de una proteina puedan establecer
suficientes contactos entre ellas, se requiere que sus geometrias sean complementarias, lo cual

posibilita que numerosos atomos se acerquen a la distancia 6éptima de interaccion.

El enlace disulfuro es un tipo de unién covalente que contribuye significativamente a estabilizar a las

proteinas. Este enlace se debe a la reactividad del grupo sulfhidrilo del aminoacido cisteina, que



mediante una oxidacién forma un enlace entre los atomos de dos cisteinas. Los enlaces disulfuro
contribuyen a definir la topologia de la proteina al estabilizar asas o darle a la cadena una estructura

determinada e inclusive, pueden unir péptidos independientes para formar oligémeros.

Los atomos de hidrégeno poseen un solo electron en su capa de valencia, el cual ocupa un nivel muy
cercano al nicleo. Cuando el hidrogeno se encuentra formando un enlace covalente con algin atomo
electronegativo (O, N, S) su electron es redistribuido hacia el lado electronegativo de la agrupacion,
creando un dipolo muy marcado. El Hidrégeno queda cargado positivamente debido a la “desnudez”
parcial de su nticleo (protén), lo cual le hace susceptible de ser atraido por atomos vecinos que posean
alguna carga negativa. Esta interaccion de tipo electrostatica, denominada “puente de H”, coloca a los
atomos involucrados mas cerca de lo que la suma de sus radios atomicos normalmente se los
permitirian, a menos de 3.5 A de distancia. El 4tomo electronegativo al cual est4 unido covalentemente
el H se denomina “donador” y el elemento cargado negativamente que lo atrae se denomina

“aceptor»[35, 36].

ANTECEDENTES

2.1 Los enlaces salinos. Propiedades y contribucion a la estabilidad de las proteinas.

En el intervalo de pH fisiolégico (7.35 a 7.45), los aminoacidos acidos (Glu y Asp) presentan carga
negativa y los basicos (Lys y Arg) carga positiva. La presencia en las proteinas de agrupaciones
atomicas con carga de signo contrario da lugar a interacciones electrostaticas entre las mismas, si éstas
quedan suficientemente préximas espacialmente una vez que la molécula ha adoptado su estructura
plegada. Este tipo de interacciones se denomina “enlace salino” pares ionicos, enlaces ionicos o
puentes salinos. y se le confiere una contribucién importante a la estabilidad termodinamica de las
proteinas. L.os aminoacidos cargados se localizan generalmente en la superficie de las proteinas, donde
pueden interactuar favorablemente con el solvente acuoso. Las interacciones entre estos residuos y las
moléculas del solvente contribuyen a la adecuada solvatacion y la estabilidad de la estructura
tridimensional de las proteinas. En ciertas proteinas, el plegamiento nativo determina que algunos
aminoacidos cargados se orienten hacia el interior de la molécula. Como regla, estos residuos estan
involucrados en enlaces salinos, interaccion en la cual la carga de cada residuos queda balanceada por
la de signo opuesto de su compafiero. Debido al ambiente generalmente apolar del interior de la

molécula, la energia de los enlaces salinos internos suele ser alta, lo cual puede tener relevancia a nivel



estructural. La energia de estas interacciones se aproximan a los valores del enlace covalente (- 30
kj/mol) y la distancia entre las agrupaciones se calcula en 2,8 A de distancia®. Sin embargo, la
formacién de un enlace salino interno implica la desolvatacién de ambos residuos iénicos previa su
localizaciéon en el interior anhidro de la molécula. Esto impone una penalidad a la energia del
plegamiento, equivalente a la energia de desolvatacion. Por otra parte, los enlaces salinos entre
residuos io6nicos localizados en la superficie molecular expuesta al solvente no suelen ser de alta

energia debido a la relativamente alta constante dieléctrica del agua.
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Fig 1 Enlace Salino.

Debido a que los enlaces idnicos se establecen entre grupos con carga, este tipo de interacciones esta
determinada por las leyes de la electrostatica clasica. La ecuacion fundamental de la electrostatica nos
dice que la magnitud de cada una de las fuerzas eléctricas con que interacttian dos cargas puntuales en
reposo es directamente proporcional al producto de la magnitud de ambas cargas e inversamente

proporcional al cuadrado de la distancia que las separa.
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Para convertir esta relacion en una igualdad, se introduce una constante de proporcionalidad (k), o
constante de Coulomb. Donde k = 9,0 x 10° Nm/C™. Si ambas cargas no estan en el vacio, entonces hay
que tener en cuenta la constante dieléctrica “D” del medio que las separa. El valor de D, el cual puede
variar de 1 en el vacio, de 2 a 5 en el interior de la proteinas, de 2 a 20 en solventes organicos y 80 en

H,O

9, 9,

F=k
Dr?

La fuerza de atraccion es inversamente proporcional a la magnitud de las cargas q; y g-que poseen los



atomos que forman el enlace, la mediada de la constante D y la distancia r que existe entre estos
atomos. En base a esto dependiendo del medio en el que se encuentre nuestra interaccién, en una
region expuesta al agua o en una posicion interna la fuerza de atraccion sera diferente siendo mayor en
las regiones menos expuestas al agua.

Los enlaces salinos poseen importantes funciones en la determinacion de la estructura y la estabilidad
termodinamica de las proteinas, una de estas funciones, por ejemplo, es la de contribuir a la estabilidad
de los giros [y, a la cual también contribuyen residuos de prolina y/o Gly que ocupan posiciones

claves en estos giros®®®.

La fuerza de interaccién de los enlaces salinos esta determinada por una serie de factores:

(1) La geometria y la distancias entre los residuos que interactiian: La orientacion espacial de los
residuos, uno respecto al otro, asi como su localizacién en la proteina, es el determinante mayor de la
energia involucrada en los enlaces™.

(2) El grado de exposicion al solvente: Los enlaces salinos internos pueden presentar una fuerza de
hasta 30 kJ/ mol, mientras que los enlaces en la superficie, expuestos al solvente, solo presentan una
fuerza de 2 a 6 KJ/mol. Esto es debido a la solvatacion que se produce sobre los residuos i6nicos,
donde el agua, al ser un solvente dipolar envuelve los residuos negativos mediante su parte positiva
(hidrégeno) y los positivos mediante la parte negativa (oxigeno), neutralizando o disminuyendo la
fuerza del enlace'*',

(3) Las interacciones con los residuos vecinos cargados.

Algunos enlaces salinos forman los llamados enlaces salinos complejos, en los cuales un residuo
cargado (residuo ancla) forma enlaces salinos con dos o mas residuos simultaneamente™" 21,
Generalmente, la fuerza neta del enlace salino complejo es mayor que la suma de las energias de los
pares individuales, aunque en algunas ocasiones puede llegar a ser anticooperativo,

Sin embargo en ciertos organismos la contribucion energética de los enlaces salinos complejos sugiere

que contribuyen de forma importante a la estabilidad de las proteinas™!.

Debido a que los aminoacidos iénicos suelen localizarse preferencialmente en la superficie de la
proteina, la mayoria de los enlaces salinos se establecen también en esa zona de la molécula,
convirtiéndose en un factor importante en el correcto plegamiento y las funciones de reconocimiento

de las proteinas.



2.2 El caso de las proteinas de los organismos extremos.
Cuando se caracterizaron las primeras enzimas de organismos termofilos, se observé que tenian un
incremento en su estabilidad termodinamica con respecto a las proteinas homoélogas de los organismos
meso6filos Una vez reportadas las primeras estructuras cristalograficas de proteinas de organismos
termofilos, se pudo establecer una posible conexion entre sus caracteristicas estructurales y su elevada
termoestabilidad. Se observo que esta clase de proteinas suelen tener un mayor nimero de enlaces
salinos, lo cual es, al menos, parte del origen de su alta estabilidad. Basado en sus estudios, Perutz
postulé que existia una gran influencia de dichos efectos electrostaticos sobre la estructura, ensamblaje,

hidratacion de las proteinas y en el poder catalitico de las enzimas™".

Estudios posteriores, usando mutagénesis sitio-dirigida, han confirmado que existe un incremento en
las interacciones electrostéaticas favorables en las proteinas de organismos termdfilos, comparadas con
sus homologos mesofilicos. A partir de estos hallazgos se ha deducido que las interacciones
electrostaticas potencian o mejoran la termoestabilidad de las proteinas hipertermofilicas

permitiéndoles funcionar a temperaturas mas elevadas'*!.

2.3 La agregacion amiloide. Su relacion con las enfermedades.

El estado nativo determina las propiedades de reconocimiento y solubilidad de las proteinas. Algunas
poseen la capacidad de asociarse con otras moléculas para formar grandes complejos supramoleculares,
cuyas funciones son vitales para la célula, como los ribosomas o los componentes del citoesqueleto.
Debido al gran tamafio y a las propiedades hidrodinamicas de estos complejos, puede decirse que no
estan propiamente en solucion. Otras proteinas, por el contrario, necesitan estar en solucion para poder
llevar a cabo las funciones para las cuales evolucionaron. En este caso, las propiedades de superficie
de la molécula favorecen las interacciones con el solvente y evitan interacciones inespecificas con otras
moléculas que podrian conllevar la agregacién por pérdida de la solubilidad. Las propiedades de
reconocimiento y solubilidad de las proteinas pueden modificarse profundamente como consecuencia
de cambios en su secuencia primaria, denominados mutaciones. Las mutaciones pueden desestabilizar
la conformacién nativa de la proteina, favoreciendo que sus moléculas adopten formas anormales de
plegamiento que, ademés de no ser funcionales, pueden mostrar propension a la agregacién. La
agregacién de las proteinas también puede ocurrir como consecuencia de modificaciones en la
composicién y los pardmetros fisicos que caracterizan al microambiente donde se lleva a cabo su

sintesis, desempefian sus funciones o son recluidas durante su catabolismo™®*’\. La agregacion también



puede sobrevenir si el procesamiento proteolitico de la forma precursora de una proteina es perturbado
por el efecto de factores externos, con la consiguiente acumulacién de formas de estructura incorrecta
que pueden exhibir mayor tendencia a la agregacion. La agregacion puede ser consecuencia de la
depresion de las vias de catabolismo de una proteina en el curso de la insuficiencia funcional del
organo donde este proceso ocurre. Como resultado, la proteina no es eliminada adecuadamente y se
acumula en los fluidos corporales. Esta ultima condicion puede resultar en el incremento de la
concentracion de formas de plegamiento no nativo que normalmente pueden estar en equilibrio con la
forma nativa de la proteina. Si las formas no nativa muestran tendencia a la agregacion, pueden
aparecer depdsitos de estas proteinas, tanto dentro como fuera del compartimiento celular'*?,

Las proteinas pueden formar diferentes tipos de agregados, cuyo ordenamiento interno, morfologia,
localizacion celular y tisular, propiedades biol6gicas y/o citotoxicidad, pueden variar
significativamente de un tipo a otro. Muchas enfermedades de los humanos estan asociadas a la
aparicion de inclusiones intracelulares y/o depésitos extracelulares de agregados proteicos. Un grupo
de estas enfermedades, denominadas genéricamente “amiloidosis”, se caracteriza por la deposicion
extracelular de agregados fibrilares compuestos de proteinas especificas. Notablemente, estos
agregados poseen propiedades ultraestructurales y espectroscopicas similares. Al presente se han
identificado alrededor de 25 proteinas y péptidos que forman depdsitos amiloides en los humanos.

Notablemente, estas difieren ampliamente en términos de su secuencia, tamafios y plegamiento™® >,

2.4 La agregacion amiloide de las cadenas ligeras como caracteristica distintiva de la

amiloidosis AL.

La amiloidosis AL es una gammapatia monoclonal caracterizada por la deposicion extracelular de
agregados fibrilares de naturaleza proteica, cuyas propiedades espectroscépicas, de tincién y
ultraestucturales son propias del amiloide®™. El componente principal de los depésitos en esta
enfermedad son fragmentos de una cadena ligera monoclonal, que generalmente incluyen al domino
variable o a este mas una porcion del dominio constante. La amiloidosis AL se caracteriza por la
expansion de un clon de células plasmaticas que usualmente coloniza la médula dsea en grado de ligero
a moderado y que caracteristicamente manifiesta alteraciones en la producciéon y secrecion de
anticuerpos. Los estudios clinicos indican que, ademéas del anticuerpo especifico completo, el clon
amiloidogénico secreta abundantemente fragmentos del mismo, en particular a la cadena ligera en
estado libre, es decir, no asociada a la correspondiente cadena pesada. Por causas atin no totalmente

esclarecidas, en este grupo de pacientes ocurre la agregacion amiloide de esta subunidad de los



anticuerpos. Sin embargo, en individuos de edad avanzada es relativamente frecuente detectar la
presencia en el suero y/o la orina de una cadena ligera monoclonal secretada en estado libre, pero sélo
una pequefa fraccion de estos sufre de amiloidosis AL. Este hallazgo indica que no todas las cadenas
ligeras monoclonales son amiloidogénicas y que la agregacion es inducida por ciertas propiedades de la
proteina y /o del microambiente tisular donde ocurre la agregacion. Si bien se conoce poco acerca del
mecanismo molecular de la agregacion amiloide de las cadenas ligeras in vivo, se ha reproducido este
proceso en condiciones in vitro, lo cual ha permitido estudiar extensamente las condiciones y factores
que promueven la agregacion. Numerosos estudios han demostrado que la estabilidad termodinamica
de las cadenas ligeras correlaciona inversamente con su potencial amiloidogénico. Como regla, tanto en
condiciones in vitro como in vivo, las cadenas ligeras menos estables tienden a ser mas amiloidogénicas
que las mas estables. Ademas, se ha demostrado que las condiciones de pH y/o temperatura extremas,
las cuales desestabilizan el plegamiento de las cadenas ligeras, asi como la presencia de agentes
desnaturalizantes quimicos, como el cloruro de guanidina o la urea, promueven la agregacion amiloide
in vitro de estas proteinas. El anélisis de la secuencia de decenas de cadenas ligeras amiloidogénicas ha
demostrado que estas poseen numerosos mutaciones, muchas de las cuales afectan posiciones
estructuralmente relevantes, lo cual, como se ha demostrado en estudios biofisicos, puede comprometer
la estabilidad del estado nativo de la molécula y promover la amiloidogenicidad. La mayoria de los
estudios apuntan a que la amiloidogénesis de las cadenas ligeras cursa a través de cambios
conformacionales que conducen a las moléculas desde el estado soluble, nativo, a un estado agregado

fibrilar, atin desconocido, pero que se cree que es diferente del nativo!>" 3> 53 54 55 56,57, 58, 59]

2.5 El caso de la alta amiloidogenicidad de las cadenas ligeras A6 y la potencial contribuciéon de

las mutaciones somaticas.

Las cadenas ligeras se caracterizan por una gran diversidad de secuencia, la cual es mas extensa en el
dominio variable (VL) de la molécula. Esta variabilidad es producida por los mecanismo que generan
la diversidad de los anticuerpos y tiene como fin permitir el reconocimiento de una variedad muy
amplia de antigenos de estructura y origenes diferentes”. A inicios de la década de los 90"s del siglo
pasado, se observo que las cadenas ligeras monoclonales aisladas de pacientes con amiloidosis AL
producen depositos en los ratones de laboratorio similares a los que causan en los pacientes de los

cuales se derivaron. Se observo este comportamiento cuando se inyect6 en el espacio intraperitoneal la



cadena ligera intacta o su dominio VL obtenido por protedlisis, pero no cuando se administrd

unicamente el dominio constante (CL).

Fig 2 6aJL2

Estos experimentos llevaron a proponer que los determinantes del potencial amiloidogénico de las
cadenas ligeras residen en su VL. Esta propuesta estd en correspondencia con el predominio de
fragmentos que incluyen a este dominio en los depdsitos amiloides que aparecen en el curso de la
amiloidosis AL. Estudios posteriores pusieron de evidencia que la mayoria de las cadenas ligeras
amiloidogénicas derivan de un conjunto menor de segmentos de genes de dominio variable (VL), cuya
frecuencia en la enfermedad es mayor de lo que podria esperarse, de acuerdo a su frecuencia en el

repertorio policlonal de anticuerpos. De acuerdo con Del Pozo Yauner L (2008)"' 477 cadenas ligeras
K y A amiloidogénicas depositadas en la base AL-BASE (http://pulm.bumc.bu.edu/aldb/home) el 62%
derivan de solo seis segmentos de genes de VL. Estos segmentos son 1c (A1), 2a2 (A2), 3r (A3), 6a (A6)
y el par de genes idénticos 08/018 (K1), lo cuales representan una fraccién menor del repertorio
humano de VL, el cual constan de ~70 elementos,(~40 VK y ~30 VA). En contraste, otros segmentos de
genes, como 2d y 2e (A2), 3j, 3p, 3a, 3e, 3m y 2-19 (A3) no estan representados en el AL-BASE.
Todos los estudios indican que el segmento de gen 6a es el mas asociado a la amiloidosis. Este
segmento es el unico miembro del subgrupo A6 y de él derivan 87 (24.5%) de las 354 cadenas ligeras
amiloidogénicas A depositadas en el AL-BASE. Globalmente, estas 87 proteinas representan casi 1/5
(18.2 %) del total de cadenas ligeras K y A amiloidogénicas (477) depositadas en esta base de

secuencias. La alta amiloidogenicidad de las cadenas ligeras A6 es sugerida también por la observacion


http://pulm.bumc.bu.edu/aldb/home

de que, con la tnica excepcion de la proteina JTO, todas las cadenas ligeras monoclonales
pertenecientes a esta familia, que han sido identificadas en pacientes con mieloma muiltiple, han estado
implicadas en alguna forma de deposicién amiloide®. Estos hallazgos condujeron a la hipétesis de que
la alta amiloidogenicidad de las cadenas ligeras A6 estaria determinada por la secuencia codificada en
la linea germinal 6a, mas que por el efecto de las mutaciones somaticas.

Para comprobar esta hipdtesis, el Del Pozo Yauner y colaboradores™ estudiaron las propiedades de
estabilidad termodinamica y el potencial fibrilogénico de la proteina 6aJL.2, la cual es un dominio
variable recombinante que posee la secuencia de linea germinal de los segmentos 6a y JL27!. Este
grupo de investigadores encontraron que, si bien 6aJL.2 es capaz de formar agregados fibrilares
amiloides en condiciones in vitro comparables a las fisioldgicas, es una proteina mas estable y menos
fibrilogénica que JTO. Como se menciona arriba, esta es la tinica cadena ligera A6 monoclonal cuya no
amiloidogenicidad ha sido bien documentada. Este estudio sugiere que la alta amiloidogenicidad de las
cadenas ligeras A6 no puede ser explicada unicamente en base a las propiedades de la proteina
codificada en la linea germinal 6a. Una contribucién importante de las mutaciones somaticas parece ser
necesaria. Para aproximar una respuesta a la interrogante sobre la contribuciéon de las mutaciones
sométicas, Del Pozo Yauner'” estudi6 la frecuencia y distribucion de las mutaciones somadticas en 123

secuencias A 6, 40 de ellas de origen AL y el resto tomadas del repertorio policlonal. Entre otros

hallazgos, se encontré que las cadenas ligeras A6 se caracterizan por tener una frecuencia relativamente

alta de mutaciones que afectan residuos iénicos potencialmente implicados interacciones salinas'®” &>

63]

2.5 Las mutaciones de residuos ionicos que eliminan interacciones salinas. Posible

contribucion de las mutaciones en Glu13-Lys17 a la agregacion amiloide A6.

El Vi de las cadenas ligeras A6 es tnico entre las proteinas A por poseer cinco interacciones salinas
potenciales, en las que estarian involucrados residuos codificados en la linea germinal 6a — a excepcion
de Lys103. En contraste con las cadenas ligeras A6, el nimero de interacciones salinas potenciales en el
V1, de proteinas A de los otros subgrupos, que involucran residuos de la linea germinal, varia de 1 a 3.
Estas interacciones se proponen a partir del andlisis de las estructuras resultas por técnicas de rayos X
disponibles de varias cadenas ligeras K y A, incluyendo 6aJL.2 y otras proteinas A6, en las cuales se

observa que la posicion de los residuos de carga opuesta implicados parece compatible con la



interacciéon. Sin embargo, en este trabajo se usan los términos “interacciones potenciales” para
referirnos a la mayoria de los enlaces salinos de linea germinal porque, con la Unica excepcion de la
interaccion Arg61-Asp82, muy conservada en todos los Vi, K y A, ninguna otra de las interacciones
propuestas ha sido bien caracterizada en términos de su energia.

En el estudio de referencia se encontr6é que, en 41 (33%) de las 123 secuencias A6 uno de los residuos
que participa en las interacciones salinas potenciales antes descritas ha sido sustituido por otro no
cargado, por lo que no puede involucrarse en este tipo de interaccion. Una de las cinco interacciones
salinas potencial del Vi A6 es la que se propone entre los residuos Glul3 y Lys17. Esta interaccion,
que no esta presente en otras proteinas A, parece contribuir a estabilizar el segmento en asa que conecta
las hebras 3 A y B, motivo estructural en el que probablemente también participan los residuos Pro15 y
Gly16. En relacién a esta interaccion, se observé que en 13 de las 123 secuencias (10.5%), 3 de ellas
AL, la interaccion E13-K17 est4 suprimida por mutacién; siendo la mas frecuente Glu13Gly (8 de 13
mutaciones). Un datos interesante de este estudio es que, si bien se observaron mutaciones por
sustitucion de Lys17 —por Gly, Thr, Gln y Glu- estas s6lo se encontraron en secuencias obtenidas del
repertorio policlonal. Es decir, en el 100% de las 49 secuencias de cadenas ligeras A6 AL estudiadas la
Lys17 estaba conservada, siendo la mutacion Glul3Lys la tnica observada en este grupo con la

propiedad de eliminar la interaccién Glul13-Lys17.

Fig 3 Enlace salino E13 - K17



Estudios recientemente publicados sugieren que el reordenamiento estructural del segmento N-terminal
es un paso clave del mecanismo de agregacion amiloide de las cadenas ligeras. Esto sugiere de las
mutaciones que eliminan la interaccion salina entre Glul3 y Lys17, la cual implica al N-terminal,
pudieran ser importantes en el mecanismo de agregacion amiloide de las cadenas A6. Al desestabilizar
el segmento N-terminal, estas mutaciones promoverian los cambios corformacionales que llevan a la
agregacion fibrilar. Un paso previo para probar esta hipétesis es determinar el valor energético de la
interaccion entre Glul3 y Lys17. En este trabajo de tesis se usa la estrategia de mutagénesis sitio-
especifica, mediante la cual se introdujeron mutaciones sencillas y una doble en la proteina 6aJL2 ,
mediante un ciclo de doble mutante, se demostroé la existencia de la interaccion entre ambos residuos y

se determiné la energia implicada en esta misma!®* ¢ 6 71,



HIPOTESIS

Los residuos Glul3 y Lys17 contribuyen a la estabilidad termodinamica de la proteina 6aJL.2 por medio
de la interaccién electrostatica que se establece entre ambos en el estado nativo de la proteina. En
consecuencia, la sustitucion de uno de estos residuos, o ambos, por residuos no iénicos, disminuye la

estabilidad termodinamica de 6aJL2.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la contribucion de la interaccion entre los residuos Lys17 y Glul3 a la estabilidad

termodinamica de la proteina 6aJL2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Producir mutantes sencillas y una doble mutante de la proteina 6aJL2 por sustitucion de los
residuos Glul3y Lys17.
2.- Determinar la estabilidad termodinamica, mediante desnaturalizacién con cloruro de guanidina, de

las mutantes producidas.



REACTIVOS Y MATERIALES

El cloruro de guanidina (GdnHCI) ultrapuro se obtuvo de Invitrogen. Triptona y extracto de levadura,
ambos de calidad para biologia molecular, fueron proveidos por Sigma, extracto de levadura de Sigma
probado para biologia molecular. El agua consumida en la preparacion de las soluciones fue de calidad
Milli Q y se obtuvo de las facilidades del INMEGEN. La enzima DNA polimerasa empleada en los
experimentos de PCR fue la Taq Polimerasa Gold, de Roche, proveedor del cual se obtuvieron también
las soluciones amortiguadoras y sustratos usados en estos experimentos. proporcionado por el
fabricante de la enzima, Agarosa ultrapura de Invitogen, Acrilamida Ultrapura de Amresco,
Bisacrilamida grado biologia molecular de Promega, Sulfato de Amonio grado biologia molecular de
Promega, Para la preparacion de soluciones amortiguadoras de fosfato salino pH 7.4 se uso6 el producto
Bufer Fosfato Salino (PBS) Dulbecco's Gibco de Invitrogen Corporation. Dodecilsulfato s6dico (SDS)
de Research Organics, Azida de Sodio con una pureza minima de 99.5% de Sigma, Trizma con pureza
en titulacion de 99.9% de Sigma Ultra, Cloruro de Sodio (NaCl) grado biologia molecular de Sigma,
Fosfato de Sodio Dibasico (Na,HPO,) con pureza en ensayo por acidometria de100.2% de J.T. Baker,
Fosfato de Sodio Monobasico (NaH,PO,) J.T. Baker, Azul de bromofenol uso R&D de Sigma —
Aldrich, Persulfato de Amonio (NH,4),S,0s de grado ultrapuro de USB corporation, Sacarosa grado II
de Sigma, Isopropil-B-D-tio-galactésido (IPTG) de Promega.

Produccion de las construcciones de las mutantes de 6aJL2.

La proteina modelo 6aJL2 es un dominio variable (V1) con la secuencia lambda 6 de linea germinal.
Esta proteina se compone de 111 residuos de aminoacidos y su masa molecular teérica es 11,952 kDa.
La secuencia de 6aJL2 es la codificada en los segmentos de genes 6a y jl2" 7. El segmento de gen 6a
codifica los primeros 98 residuos de 6aJL.2 - posiciones 1-95 acorde a la numeracién de Kabat- y jl2
codifica los ultimos 12 residuos - posiciones 96-107. Entre la posicion 95 y 96 se sitia un residuo de
His, al cual se le asigna la posicion 95a 7*8% 882 E] codon CAT que codifica a este residuo resulta de
la fusion de la secuencia de los segmentos 6a y jI2 en el orden en que se mencionan y como estan

disponibles en la base de secuencias VBASE (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk). El fragmento de DNA

que codifica a 6aJL2 fue sintetizado por PCR recursivo®3!

y clonado en el vector pET27b+, resultando
en la construccion pET27b-6ajl2. Esto fue realizado con anterioridad a este trabajo y se describe en
detalle en la referencia ¥, A partir de la construccién pET27b-6ajl2 y mediante reacciones de PCR
mutagénico se sintetizaron fragmentos de DNA que codifican las proteinas mutantes 6aJL2-K17Q,

6aJL2-K17T, 6aJL2-K17E, 6aJL2-K17G, 6aJL2-K17A, 6aJL2-E13A y 6aJL2-E13A-K17A. Se utilizd


http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/

una estrategia de dos pasos, debido fundamentalmente a que las posiciones blanco de la mutagénesis se
localizan cercanas al extremo N-terminal de la proteina. En una primera reaccién de PCR se produjo un
fragmento de DNA que codifica la secuencia de 6aJL2 desde Met3 hasta LeulO7, con el cambio
deseado ya incluido. En este primer paso se usé el oligonucle6tido mutagénico especifico como
cebador directo y el oligonucledtido 6a-NotI-TAA como cebador reverso. Como se menciona antes, en
estas reacciones de PCR se uso la construccion pET27b-6ajl2 como templado. El producto del primer
PCR fue usado como templado en una segunda reaccion, en la que se gener6 un producto cuya
secuencia de nucleétidos codifica la secuencia completa de la 6aJL.2 con el cambio puntual elegido,
mas los sitios de corte para las enzimas de restriccion Sfil (57) y Notl (3"). En estas reacciones se uso
como cebador directo al oligonucleétido 6a-Sfil y como cebador reverso al oligonucleétido 6a-Notl.
Todos los oligonucleétidos usados en este trabajo fueron obtenidos de Invitrogen y sus secuencias se

muestran en la tabla 1.

Oligos mutagénicos *

Oligo 6a-E13G (50 bases):
5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGGTTCTCCGGGGAAGACGGTAAC
Traduccién del oligo 6a-E13G: MLTQPHSVSGSPGKTV

Oligo 6a-E13A (50 bases):

5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGCTTCTCCGGGGAAGACGGTAAC

Traduccién del oligo 6a-E13A: MLTQPHSVSASPGKTV

Oligo 6a-K17Q (60 bases):

5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGAGTCTCCGGGGCAGACGGTAACCATCTCCTGC
Traduccién del oligo 6a-K17Q: MLTQPHSVSESPGQTVTISC

Oligo 6a-K17E (60 bases):
5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGAGTCTCCGGGGGAGACGGTAACCATCTCCTGC
Traduccién del oligo 6a-K17E: MLTQPHSVSESPGETVTISC

Oligo 6a-K17G (60 bases):

5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGAGTCTCCGGGGGGCACGGTAACCATCTCCTGC
Traduccién del oligo 6a-K17E: MLTQPHSVSESPGGTVTISC

Oligo 6a-K17T (60 bases):

5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGAGTCTCCGGGGACGACGGTAACCATCTCCTGC
Traduccién del oligo 6a-K17T: MLTQPHSVSESPGTTVTISC

Oligo 6a-K17A (60 bases):

5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGAGTCTCCGGGGGCTACGGTAACCATCTCCTGC
Traduccién del oligo 6a-K17A: MLTQPHSVSESPGATVTISC

Oligo 6a-E13AK17A (50 bases):

5> ATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGCTTCTCCGGGGGCAACGGTAAC

Traduccién del oligo 6a-E13AK17A: MLTQPHSVSASPGATVT

Tabla 1 Oligonucle6tidos mutagénicos.



El producto del segundo PCR fue purificado mediante el procedimientos QIAquick PCR purification
kit. Posteriormente, se digirieron con las enzimas de restriccién Sfil y Notl, usando los reactivos,

soluciones y condiciones sugeridas por el fabricante®®!,

Los productos de PCR digeridos con ambas enzimas fueron nuevamente purificados mediante el
procedimiento mencionado y cuantificados mediante la medicién de Axg. Se realizaron reacciones de
ligacion de los productos de PCR doble digeridos en el vector pSyn1, usando la enzima DNA ligasa T7
(NEBiolab) y los reactivos y condiciones suministrados por el fabricante. Con el producto de las
reacciones de ligacion se transformaron células E. coli DH5q, para lo cual se usé el procedimientos
Rapid DNA Ligation and Transformation kit, de Fermentas. Las células transformadas se seleccionaron
en medio de cultivo LB sélido adicionado con ampicilina 100 pg/ml. Los cultivos fueron incubados
toda la noche a 37 °C. Se tomaron células de algunas de las colonias crecidas en los medios de
seleccion y se cultivaron en medio LB liquido suplementado con ampicilina 200 pg/ml. De cada
cultivo bacteriano se extrajo el DNA plasmidico mediante el procedimiento Wizard plus Minipreps
DNA purification system de Promega. EI DNA plasmidico purificado fue cuantificado mediante
medicion de Axonm y se secuencio el inserto recombinante determinado mediante el método de
Sanger, o método del terminador de la reaccion de polimerizacién de la cadena de DNA de Sanger o
Dideoxynucletide triphosphate terminator method por electroforesis capilar (50 cm) en le secuenciador

3730XL de Aplied Biosistems'®,

Expresion y purificacién de las proteinas recombinantes.

Las células E. coli BL21(DE3) transformadas con las construcciones de interés (los plasmidos pSyn1-
6aJL2-K17Q, -K17T, -K17E, -K17G, -K17A, -E13A y -E13A-K17A) fueron cultivadas en medio
2xYT a 37°C conteniendo 200 pg/ml de ampicilina. Cuando el cultivo alcanzé una Agpnm en el
intervalo 1.2-1.4 se indujo la expresion de la proteina recombinante mediante la adicién de Isopropyl [3-
D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) (Promega, Madison, WI) hasta alcanzar la concentracion de 1ImM. Se
continuo la incubacion a 20 °C y con agitacion constante de 100 rpm por toda la noche (~18 horas).

El vector pSyn1 codifica la secuencia del péptido sefial (pelB) en el lado 5 del sitio de clonacién™®.
Una vez ligado el producto de PCR, la secuencia del pelB queda fusionada al extremo 5" del inserto
recombinante. Como consecuencia, las proteinas expresadas a partir de estas construcciones poseen
este péptido fusionado a su extremo N-terminal. La presencia del péptido sefial pelB unido al producto

de la expresion determina que sea exportada al periplasma bacteriano, de donde es necesario



recuperarla mediante el procedimiento de extraccion descrito a continuacion.
Las proteinas mutantes fueron expresadas bajo el control del promotor Lac. Transformadas con los

plasmidos pSyn1-6aJL.2-K17Q), -K17T, -K17E, -K17G, -K17A, -E13A, -E13G y -E13A-K17A.

La biomasa de 0.5 L de cultivo fue recuperada mediante centrifugacion a 7,000 rpm por 15 minutos a 4
°C. El paquete celular se resuspendié en 50 ml de solucién de sacarosa al 20%(w/v) adicionada con
1mM de EDTA, 20mM Tris-HCI, pH 8.0, la cual fue enfriada previamente a 4 °C. La suspension
celular se incub6 en hielo por 20-30 minutos con agitacién ocasional. Las células fueron sedimentadas
por centrifugacion a 7,000 rpm por 15 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendié en 50 ml de agua milli Q enfriada a 4°C. La suspension celular se incub6 como se
describe anteriormente y seguidamente se centrifugd a 7000 rpm durante 20 min a 4°C. El
sobrenadante conteniendo la fraccion periplasmica™ se transfirio a un vaso de precipitado, teniendo
cuidado de no arrastrar parte del sedimento. Esta solucion fue adicionada con sulfato de amonio s6lido
hasta alcanzar 75% de saturacién. Se dejé reposar toda la noche a 4°C y se centrifugé a 7000 rpm por
30 min para precipitar la fraccién de proteinas insolubilizada por la adicién de la sal. Las proteinas
sedimentadas se resolubilizaron en bufer PBS y cuando fue necesario concentraron mediante
ultrafiltracion por centrifugacion a 3800 g en un dispositivo concentrador amicon ultra de Millipore con
membrana de porosidad de 10 kDa. La proteina recombinante se purific6 mediante cromatografia
liquida en una columna de filtracion molecular semipreparativa Superdex S75. Se us6 PBS como
amortiguador de corrida. El flujo fue de 1 ml/min. La elusién de las diferentes fracciones proteicas se
registr6 mediante A,s. Se mezclaron las fracciones de interés y se analiz6 la composicion de la
solucion resultante mediante electroforesis en gel de poliacrilamida T= 15% en sistema discontinuo, en

condiciones desnaturalizantes (SDS) reductoras (-mercapto etanol).

Desnaturalizacion al equilibrio de las proteinas lambda 6 mediante GdnHCI.

Para los estudios de desnaturalizacion se incubd la proteina a 50 pg/ml (4.1pM) en solucion de fosfato
de sodio 20 mM, pH 7.5., en concentraciones crecientes (0 — 3M) del agente desnaturalizante GdnHCI.
Las soluciones se incubaron a 25°C por 2-12 horas. Concluida la incubacién, a cada muestra se le
registrd el espectro de emision de fluorescencia en el intervalo de 300 a 400nm, excitando a 290nm, la
anchura de la ranura en la excitacion y emisiéon fue de 1mm. Los espectros de fluorescencia fueron

registrados en un espectrofluorometro modelo ISS-PC1.



Los datos de la desnaturalizacion por GdnHCI fueron analizados de acuerdo a un modelo de dos
estados. La constante de equilibrio fue obtenida mediante la formula K = (y, -y)/(y-y4), donde y es la
mediada de la intensidad de la fluorescencia, y, es la intensidad de la fluorescencia de la proteina en la
region de pretransicion, y yq es la intensidad de fluorescencia de la proteina totalmente desplegada, a

altas concentraciones de GdnHCI.

Las alteraciones conformaciones inducidas por el GdnHCI fueron reversibles. Infiriéndose este punto

mediante la recuperacion total de la fluorescencia al diluir el desnaturalizante.

El cambio de energia libre del desplegamiento (AG) en la region de transicion fue calculado mediante

la ecuacién.

AG = -RTInK

La induccién de la desnaturalizaciéon por GdnHCI fue analizada con el método de extrapolacion

lineal”™,

AG = AGHQO + m[GdnHCl],

Donde el AGyyo es el AG en ausencia de desnaturalizante y m es SAG/§[GdnHCl], el cambio de energia
libre por mol de desnaturalizante. C,, la concentracién del desnaturalizante en la que AG = 0, fue

calculada a partir de C, = -AGo/m.

Ciclo de Doble Mutante (DMC).

Para estimar la fuerza de la interaccién de los residuos E13-K17 en la proteina 6aJL.2 se usé el método
de doble mutante. Para ello, se produjeron mutantes sencillas de ambos residuos por alanina (6a-E13A
y 6a-K17A) y una doble mutante por el mismo residuo (6a-E13A-K17A). A partir de los datos de AG
de desplegamiento de estas mutantes, se estim6 la fuerza de la interaccién E13-K17, mediante la

ecuacion siguiente:



AG.,. “«—AG,.

AG (DMC) = AG.,+ AGeo- AG.jo- AGy.

AGy, *—>AG

o/o

Donde AG.,. es el AG de la proteina nativa, AG., y AG,.son el AG de las mutantes sencillas 6a-

E13Ay 6a-K17A, respectivamente. AG,es el AG de la doble mutante 6a-E13A-K17A"2.



RESULTADOS Y DISCUSION.

Origen de las mutantes de 6aJL2 estudiadas.
En este trabajo se produjeron y caracterizaron mutantes sencillas de 6aJL.2 por sustitucion de los

residuos Glul3 (por Gly y Ala) y Lys17 (Thr, Gln, Glu, Gly y Gly).
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Tabla 2 Secuencias de las proteinas mutantes 6aJL.2

Estas mutaciones se seleccionaron en base al estudio previamente realizado por del Pozo-Yauner, L. y
col, en el que se analiz6 la frecuencia y distribucion de las mutaciones somaticas en 123 secuencias de
cadenas ligeras A6, 49 de ellas de origen AL. En el estudio referido se identificaron mutaciones que
afectan residuos potencialmente involucrados en interacciones salinas. Una de estas interacciones es la
que involucra a E13 y K17, la cual probablemente contribuye a estabilizar un giro  de tipo II que
conecta las hebras B A y B". Este enlace potencial solo es posible encontrarlo en las cadenas ligeras
A6. Se identificaron nueve secuencias con mutaciones en Glul3, en ocho de ellas por Gly y en una por
Ala. La mutacion Glul3Gly se observd en 3 de las 49 cadenas ligeras amiloidogénicas (6.1 %) y en
cinco de las 74 secuencias originadas del repertorio policlonal (6.7 %). Como se aprecia, en ambas
categorias, la frecuencia de esta mutacion fue similar. En relacion a Lysl7, se detectaron ocho
secuencias con mutaciones en este residuo, notablemente todas de origen policlonal. En tres de ellas la

sustitucion fue por Gln, en dos por Glu y Gly, respectivamente y en una por Thr. La mutacién K17A no



fue observada en este estudio, no obstante fue producida, junto a la doble mutante 6a-E13A-K17A, con
el objetivo de calcular la energia de interaccion Glul3-Lys17, acorde al método denominado “ciclo de

doble mutante”.

Expresion y purificacién de las proteinas recombinantes en el sistema pSyn1-BL21(DE3).
Estructuralmente, la proteina 6aJL.2 es un dominio Vy y su plegamiento es un saindwich formado por dos
hojas f3, de cuatro y cinco hebras respectivamente, que se adosan una a otra a través de una interfase
apolar. La estabilidad del sandwich B depende significativamente del enlace disulfuro intra-dominio
entre los residuos Cys23-Cys88, union muy conservada en las cadenas ligeras. Debido a las
caracteristica estructurales de 6aJL2, se decidi6 usar el vector pSynl para la produccién de las
construcciones de sus mutantes. Este vector posee, por disefio, un segmento que codifica para el péptido
sefial PelB, el cual se extiende desde el codon de inicio de la traduccion (ATG) hasta la region que
codifica la secuencia Pro-Ala-Met-Ala (PAMA). A continuacién de este segmento, se localiza la region
de clonacion, la cual posee sitios de corte para varias enzimas de restriccion. Asi, una vez que es clonado
un producto de PCR en este vector, el extremo 5" del mismo queda fusionado a la secuencia que
codifica para el péptido PelB. La fusion del segmento peptidico PelB al N-terminal de la proteina
recombinante determina que esta sea exportada al periplasma de la célula bacteriana, de donde es
necesario recuperarla. Debido al ambiente oxidante que caracteriza a este compartimiento, la formacion
de los enlaces disulfuro se favorece, lo cual promueve el correcto plegamiento de las proteinas, que
como 6aJL.2, dependen de esta union para su estabilidad. Es importante hacer notar que el péptido sefial
PelB es eliminado por corte proteolitico por la peptidasa sefial especifica durante el paso de la proteina
recombinante del citoplasma al espacio periplasmico. La secuencia PAMA antes mencionada es la sefial
que reconocen este grupo de peptidasas para realizar la escision. En este trabajo se comprobd, mediante
el andlisis de masas de las proteinas mutantes purificadas, que la eliminacién proteolitica del péptido
PelB tuvo una eficiencia del 100 %.

Entre el sitio de clonacion y los dos codones de terminacion de la traduccion (TAA), el vector pSynl
posee una region que codifica para un fragmento de la proteina c-myc y a continuacion a un trecho que
codifica para seis His (poli-His). Estas secuencias facilitan la inmuno-deteccién del producto
recombinante —mediante anticuerpos anti c-myc- y su purificacion mediante cromatografia de afinidad
en columnas de Ni — que unen al poli-His. Sin embargo, un segmento no natural fusionado a la proteina

recombinante puede modificar sus propiedades de plegamiento y/o termodinamicas. Para evitar esta



posibilidad y teniendo en cuanta la disponibilidad de un método de purificaciéon para la proteina 6aJL.2
que no requiere del poli-H, en todas las construcciones producidas en este trabajo, se introdujo un codén
de terminacion TAA a continuacién del codén que codifica el residuo C-terminal de la proteina
recombinante. Esta estrategia evito que las proteinas mutantes de 6aJL.2 se expresaran con extendidos en
su extremo C-terminal, como se comprobd tanto mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes reductoras, como por analisis de espectrometria de masas.

La cepa de E. coli BL21(DE3) ha sido modificada especificamente para la expresion de proteinas
recombinantes mediante el sistema pET de Novagen, que se basa en la RNA polimerasa del fago T7. Si
bien las construcciones derivadas del vector pSynl no permiten aprovechar las ventajas de BL21(DE3)
asociadas al sistema pET, la experiencia previa nos indica que es una cepa muy adecuada para la
expresion de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas. Una caracteristica ventajosa de esta cepa, que
puede explicar los resultados observados en estudios anteriores, es ser deficiente en proteasas
especificas, como la ompT, lo cual resulta en una mayor recuperacion del producto recombinante.

En los ensayos de expresion se observé cierta dependencia de la cuantia de la proteina recombinante
producida con respecto a su estabilidad termodinamica. Esta relacion ha sido reportada en estudios
previos y se explica por la mayor tendencia de las proteinas recombinantes cuya estabilidad es baja a
agregarse como cuerpos de inclusion en el citoplasma y/o en el espacio periplasmico de la bacteria.
Estos agregados se forman fundamentalmente a partir de especies no plegadas o plegadas
incorrectamente, las cuales tienden a abundar cuando la temperatura del cultivo se acerca a la Ty, de la
proteina recombinante. Para evitar este inconveniente, en este trabajo se estableci6 en 20 °C la
temperatura a la cual se realizd la induccion de la expresion con IPTG. Mediante esta estrategia se logro
incrementar la cantidad expresada de las mutantes menos estables 6a-K17T y 6a-K17Q. Si bien no se
determind la T, de estas proteinas, el valor de AGgep y Cn de las mismas sugiere que es inferior al
reportado previamente para la silvestre (T,=49.9 °C).

En resumen, los resultados de este trabajo indican que la combinacion del vector pSynl y la cepa
BL21(DE3) de E. coli permiten la expresion eficiente de fragmentos de inmunoglobulinas, como el

dominio variable de las cadenas ligeras A6.

Desnaturalizacion reversible de las mutantes de 6aJL2. Consideraciones generales.
Como se aprecia en la figura 4, las curvas de desnaturalizacién al equilibrio de las mutantes de 6aJL.2,

seguida por la variacion de la fluorescencia intrinseca, se caracterizan por una Unica transicion



cooperativa. Estas curvas reflejan el incremento subito de la fluorescencia de la solucién experimental,
una vez que se alcanzé una concentracion de GdnHCI suficientemente alta como para provocar el
desplegamiento de la proteina. El incremento de la fluorescencia intrinseca se asoci6 ademads al

corrimiento del centro de masa de los espectros hacia el rojo.
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Fig 4. Curvas de desnaturalizacion al equilibrio de las mutantes de 6aJL2.

Este comportamiento esta determinado por las propiedades estructurales de las proteinas estudiadas.
Tanto la proteina 6aJL.2 como sus mutantes poseen un unico residuo de tript6fano, el cual ocupa la
posicion 35. Este residuo, que estd muy conservado en las cadenas ligeras de inmunoglobulinas, es el
origen de la fluorescencia que emite la proteina 6aJL2 en solucion, cuando es excitada a 290 nm. En la
estructura cristalografica de 6aJL.2 se observa que el trp35 y el enlace disulfuro intra-dominio Cys23-
Cys88 estan muy proximos uno a otro, formando una agrupacién compacta en el nticleo apolar del V.
nativo. La consecuencia de esta cercania es el apagamiento de la fluorescencia del trp35 por el enlace
Cys23-Cys88. La eficiencia del apagamiento disminuye pronunciadamente con el aumento de la

distancia entre el apagador y el fluor6foro. Ello determina que la fluorescencia del trp35 refleje



sensiblemente los cambios conformacionales que modifican la distancia entre este residuo y el enlace
Cys23-Cys88. El incremento de la concentracion del desnaturalizante GdnHCI por encima de cierto
valor induce el desplegamiento cooperativo del Vi, lo cual se asocia al distanciamiento del trp35 del
enlace disulfuro, con el consecuente incremento de su fluorescencia. Una consecuencia adicional de la
desnaturalizacion es el incremento de la exposicion al solvente del trp35, lo cual explica el
desplazamiento del centro de masa de los espectros hacia valores de longitud de onda mayores
(corrimiento al rojo). Este desplazamiento se debe al incremento de la fracciéon de energia que el estado
excitado del fluoroforo transfiere a las moléculas de agua que colisionan con él al estar en contacto con

este solvente.

Estimacion de la contribuciéon de la interaccion salina entre E13 y K17 a la estabilidad de 6aJL2.

En este trabajo se demuestra que las mutaciones en E13 y/o K17 pueden modificar significativamente la
estabilidad termodinamica de la proteina 6aJL.2, lo cual indica que ambos residuos son estructuralmente
relevantes. Sin embargo, el efecto termodinamico, expresado en el valor de AGees, y/0 en el de C,,
dependid de la naturaleza estructural del residuo sustituto. Algunas mutaciones disminuyeron el valor de
AGesp, como se observo en las sustituciones de Lys17 por Thr o Gln, cuyo costo fue de alrededor de 1
kcal/mol. En contraste, la mutacion sencilla E13G y la doble mutacion E13A-K17A incrementaron el
AGyesp €n 1.5 y 1.9 kcal/mol, respectivamente. El incremento en el AGges, asociado a la mutacion E13G

contrasto con el efecto de la sustitucion de K17 por Gly, que disminuy6 su valor. Esto sugiere un papel

estructuralmente diferente para los residuos E13 y K17 en la proteina silvestre.

6a-K17Q -0.36
Cewm e e

6a-K17E 55+0.7 40+ 0.5 %
Ceme e e m

6a-K17G 46+0.9 2.7£0.5 *
Cemon e ou

6a-K17A 49+04 3.0£0.2 *

Tabla 2. Parametros termodinamicos de las proteinas A6 mutantes.



Algunas mutaciones ejercieron un efecto opuesto sobre el AGg.s, con respecto a la C,. Por ejemplo, la
mutacion K17G, que como se menciono arriba disminuy6 el valor de AGgesp, incremento el valor de la
Cn. Si bien ambos parametros, AGees, ¥ Cn, reflejan la estabilidad termodindmica de una proteina, la

describen desde perspectivas diferentes. El AGg.s, €s el cambio de energia libre entre el estado nativo y el
desplegado en ausencia de desnaturalizante. Por otra parte, la C, es la concentracion de desnaturalizante
a la cual, en el equilibrio, la mitad de las moléculas poseen estructura nativa y la otra mitad esta

desplegada. El parametro que relaciona al AGgesp y @ la Cy, €s -m (Ci=AGuqesp/m). Este parametro describe

la dependencia entre el AG y la variacion de la concentracion molar del desnaturalizante. Es decir,
describe como se modifica el equilibrio entre la forma nativa y la desplegada en funcion de la
concentracion de desnaturalizante. Una disminucion de /m/ sin cambios en el AGges, como resultado de
una mutacion indica que la proteina mutante es mas estable que la silvestre a concentraciones mayores
del desnaturalizante, si bien ambas son igual de estables a concentracion cero del agente quimico. Como
se observa en la tabla 2, con la tnica excepcion de la sustitucion E13G, todas las mutaciones estudiadas
modificaron claramente el valor de -m relativo a 6aJL2, lo cual sugiere que influyeron en el
comportamiento de la proteina frente al desnaturalizante. La mutacion K17E increment6 —m pero
también increment6 el AGqesp, lo que indica que, si bien esta mutante es ligeramente mas estable que la
silvestre en ausencia de GdnHClI, alcanza el estado en el que el 50 % de sus moléculas esta desplegadas
a concentracién menor del desnaturalizante en C,,. En contraste, la sustituciones de K17 por Glu, Thr,
Gly y Ala, asi como la mutacion E13A, decrecieron m. Se ha sugerido que cambios en el valor de m
como consecuencia de una mutaciéon pueden reflejar que la diferencia en el area expuesta al solvente
entre la forma nativa y la desplegada no es igual en la mutante que en la silvestre. La mayoria de las
mutaciones estudiadas aqui determinan la desaparicion de una carga, (+) o (-), localizada en la superficie
de la molécula nativa. En las mutaciones por Ala se introduce adicionalmente un residuo apolar.
Probablemente estos cambios modifican las propiedades de solvatacién de la forma nativa, influyendo a

través de ello en el area que la molécula expone al solvente.
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Figura 5. Ciclo de Doble mutante

Sin embargo, se ha sugerido que variaciones de —m también pueden reflejar la presencia de
intermediarios en la via de plegamiento-desplegamiento de la mutante, lo cual determinaria que el
mecanismo es diferente al de dos estados.

Por otra parte, es importante tener en cuenta que, a diferencia de la C,, la cual puede ser calculada
directamente a partir de los datos experimentales, el AGges, €5 un parametro estimado mediante el
método de extrapolacion lineal y depende de la exactitud del valor de m, cuyo calculo es mas susceptible
al error experimental. Estos elementos han llevado a algunos autores a sugerir que la C,, es en general
mas confiable que el AGges, para comparar la estabilidad de una mutante con su silvestre.

En relacion a este punto, es significativo que seis de las ocho mutaciones estudiadas en este trabajo
poseen mayor C, que 6aJL2. El calculo del AAGes, a partir de la C,, indica que estas mutantes son mas
estables que la silvestre. En el caso de las mutantes 6a-E13G y 6a-E13A-K17A, la ganancia en
estabilidad es de 1.5 y 2.5 kcal/mol, lo cual es un incremento de entre 30% y 50% de la estabilidad de la
silvestre, respectivamente. Estos datos estarian sugiriendo que la interaccion E13-K17 mas que
estabilizar al dominio 6aJL2, lo desestabiliza. Este resultado pareceria contradictorio, teniendo en
cuenta que, en general, se asume que los enlaces salinos contribuyen a la estabilidad de las proteinas.

En este punto es importante tener en cuenta que la energia involucrada en las interacciones salinas varia
considerablemente, dependiendo de factores como la distancia y orientaciéon entre las agrupaciones
ionicas involucradas, asi como su grado de solvatacién. También influye en la energia de la interaccién
otras interacciones que involucran a ambos residuos i6nicos con otros grupos y/o redes de interacciones,
las que pueden incrementar o disminuir la fuerza con la que ambos se atraen™!. El efecto de estas

variables determina que en algunos casos el aporte de una interaccion salina a la estabilidad de la



proteina sea elevada, del orden de 2 kcal mol™ o mayor, mientras que en otros puede inclusive ejercer
efecto de desestabilizacion. En general, se estima que los enlaces salinos aportan estabilidad en el orden
de 1.5 a 3.5 kcal mol™.

Varios estudios han abordado la contribucion de las interacciones salinas a la estabilidad termodinamica
y a las propiedades de agregacion de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas. En uno de ellos, realizado
en los 90°s por el grupo del Dr. Ronald Wetzel, se demostré que la mutacion Arg61Ans —observada en la
cadena ligera amiloidogénica K BAN- disminuy6 en 3.1 kcal/mol la estabilidad de la cadena ligera K1 no
amiloidogénica Rei, tornandola proclive a la agregacion fibrilar amiloide'®. El efecto de esta mutacion
sobre la estabilidad termodinamica de Rei se explico por la participacion de este residuo en una

interaccién salina con Asp82, la cual estd muy conservada en las cadenas ligeras, tanto K como A. Por

ejemplo, en las 123 secuencias A6 estudiadas por del Pozo-Yauner, L y col no se constaté ninguna
mutacion en ambas posiciones.

En otro estudio reciente, se estimé en 1.6 kcal mol™ el valor energético de la interaccion salina entre los
residuos mutantes Asp30a y Arg68 en la proteina de mieloma Jto'*® %! Notablemente, esta proteina es la
unica cadena ligera monoclonal A6 cuyo caracter no amiloidogénico ha sido bien documentado. En el
estudio de referencia se propuso que la no amiloidogenicidad de esta proteina, muy inusual para esta
familia, se debid, al menos en parte, a la estabilizaciéon inducida por la formacién del enlace salino
mencionado.

Debe hacerse notar que en ninguno de estos estudios, el valor energético estimado para la interaccién
salina fue realizado mediante el ciclo de doble mutante (CDM). Mediante esta aproximacién en este
trabajo se estimé en 2.4 kcal/mol la energia de la interaccion entre E13 y K17 en 6aJL2. Este valor se
sitia en el intervalo reportado para las interacciones salinas, como se hace referencia arriba.

El CDM es la mejor opcién disponible para estimar la energia con la que dos residuos de carga opuesta
se atraen. La esencia de este método es, en un primer paso, medir los efectos observados en la
estabilidad de la proteina por la substituciéon por separado de cada uno de los residuos que forman el
enlace salino y finalmente medir el efecto en la estabilidad por la substitucion simultdnea de ambas
posiciones.

Si los residuos implicados en el enlace no estan interactuando entre si, el efecto de una sustitucion en
cualquiera de estos residuos sera independiente de la sustitucion en la otra posicion. Sin embargo, si
estos se encuentran interactuando, el efecto de la sustitucion de uno de ellos dependera de la sustitucion

del otro residuo. Como se observa en la tabla 2, la sustitucion de E13 o K17 por Ala producen mutantes



semejantes en términos de la estabilidad termodinamica calculada mediante desnaturalizacién con
GdnHCI. En claro contraste, la doble mutante por Ala es mucho mas estable que ambas. De hecho, el
AAG calculado para la doble mutante en base a la C,, es 1 kcal/mol mayor que la suma de este parametro
de ambas mutantes sencillas. Esto sugiere que, ademas de interactuar a través de sus cargas opuestas
ambos residuos lo hacen a través de contactos de otra naturaleza, algunos de los cuales pueden ser

significativamente desestabilizantes para la proteina.
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Como se deduce de este analisis, una ventaja fundamental de esta estrategia es que permite disminuir los
errores en el calculo de la energia de la interaccion salina que introducen otros tipos de interacciones en

que también pueden estar participando los residuos ionicos.

La validez del método de CDM esté sujeto a dos suposiciones. La primera es que no hay diferencias
estructurales amplias entre la proteina silvestre y sus mutantes. En el caso estudiado aqui y basado en
estudios de mutagénesis previos” se podria asumir que las diferencias estructurales entre 6aJL2 y sus
mutantes puntuales y doble son minimas. En general, las substituciones puntuales no ocasionan grandes
perturbaciones estructurales, lo que implica que las contribuciones enérgicas de estas perturbaciones
estructurales sean canceladas en el CDM.

La segunda suposicion es que para que el AG en el (CDM) represente un valor absoluto no debe existir
ninguna interaccion entre los dos residuos sustitutos en la doble mutante. En este trabajo esta condicion
se logré mediante la sustitucion por Ala en ambas posiciones, ya que este es un aminoacido sin carga y

dado su pequefio volumen, ejerce escaso efecto de interferencia estérica.

Posible papel de la mutaciéon E13G en la funcién de reconocimiento de las cadenas ligeras A6.

Uno de los hallazgo interesantes de este trabajo es el efecto estabilizante de las mutaciones de los
residuos E13 y/o K17. Los resultados obtenidos indican que ambos residuos estan involucrados en
interacciones de naturaleza desfavorable cuyo valor energético superan los 2.4 kcal/mol calculados para
la interaccién electrostatica entre ambos. Es bien sabido que el estado nativo de las proteinas es una
entidad marginalmente estable, debido a que en él conviven numerosas interacciones favorables que son
balanceadas en su mayor parte por interacciones desfavorables. La magnitud energética de ambas
categorias es grande, si bien la pequefia diferencia a favor de las favorables es suficiente para mantener a
la cadena plegada en su estado nativo funcional en las condiciones fisiol6gicas. Una interrogante salta a
la vista: ;Hay alguna relacion entre la mutacion E13G y el comportamiento altamente amiloidogénico de

las proteinas A6? La respuesta que parece mas probable es que esta mutacion, debido a su efecto

estabilizante, debe disminuir significativamente la capacidad de las cadenas ligeras A6 para agregarse en
forma de amiloide. Como se muestra en la figura 6 (eje de coordenadas con las proteinas amiloides y no
amiloides), la mutante 6a-E13G es comparable por su estabilidad a las proteinas no amiloidogénicas Rei
(k1) y Len (k4). Estudios in vitro han demostrado que ambas proteinas, pueden formar agregados

fibrilares similares al amiloide con una cinética muy lenta. Anticipamos que la cinética de fibrilogénesis
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in vitro de la mutante 6a-E13G serd significativamente mas lenta que la de la silvestre. Un
comportamiento similar debe exhibir la doble mutante 6a-E13A-K17A. ;Como entender la presencia de
la mutacion E13G en las cadenas ligeras amiloidogénicas A6? Estudios previos han demostrado que en
las cadenas ligeras amiloidogénicas coexisten tanto mutaciones deletéreas como estabilizantes™ Hay
evidencias de que las cadenas ligeras amiloidogénicas resultan de clonas de células plasmaticas que
sobrevivieron la fase de seleccién dependiente de antigeno. Durante esta fase, se acumulan mutaciones
somaticas en la region variable de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo. Un posible resultado es el
incremento de la afinidad del reconocimiento del anticuerpo por el antigeno que provocé la respuesta
humoral. Un costo colateral es la desestabilizacion grave de la cadena ligera, lo cual podria impedir su
expresion en la superficie celular como parte del anticuerpo-receptor. El resultado seria la eliminacién
de la clona, al no poder recibir el estimulo del antigeno, clave para su supervivencia. Se sabe que la
maquinaria molecular que lleva a cabo la hipermutacién somatica es capaz de reconocer a ciertos
codones, donde introduce cambios con mas frecuencia que en otros. Se cree que estos codones,
denominados sitios calientes, han sido incluidos en ciertas posiciones a través de un proceso de
seleccién evolutiva. Sin embargo, en general, la naturaleza y distribucion de los cambios no resulta de
un proceso de “instruccion”, es mas bien un proceso de “prueba y error”. Debido a que una fraccién de
las mutaciones somaticas pueden comprometer seriamente la estabilidad de la inmunoglobulina, es
légico suponer que las proteinas mas estables pueden, en promedio, incorporar un nimero mayor de
mutaciones somaticas, porque poseen mas “recurso de estabilidad”. Una posible opcion de rescate de las
proteinas menos estables es la retencién en su secuencia de puntos calientes, no situados en las asas de
reconocimiento —para evitar efectos directos sobre el reconocimiento-, que pueden ser asiento de
mutaciones estabilizantes. Estas mutaciones incrementarian el nimero de mutaciones somaticas —es
decir, espacio de secuencia accesible- potencialmente beneficiosas para el reconocimiento que la
proteina puede aceptar. Es posible sugerir que la mutacion E13G juega la funcion antes descrita, debida
a que es relativamente frecuente (~6 %), no esta situada en CDRs y su efecto es significativamente

estabilizante en el contexto de 6aJL2.
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Origen filogenético de la interaccién E13-K17. ;Una posible explicacion para la amiloidogenicidad
deA6?

Por otra parte, s6lo el segmento de gen 6a humano codifica para E13 y K17. El gen ort6logo en el
chimpancés (Pan troglodytes) codifica Gln en lugar de Lys en la posicion 17. Ademas, posee otros tres
cambios, incluyendo Asn por Asp en la posicion 31b. Estudios atin no publicados del Dr. L del Pozo
Yauner indican que la region del CDR-1 puede ser importante en el mecanismo molecular de agregacion
amiloide de las cadenas ligeras A6. En particular, se ha demostrado que mutaciones por Asp, incluyendo
en la posicion 31b, pueden atenuar la tendencia de estas proteinas para formar fibras amiloides. Por otra
parte, el macaco Rhesus (Macaca mulatta) codifica Gly13 y GIn17, es decir, no posee ninguno de los
dos residuos, lo cual indica que los residuos E13 y K17 son de incorporacion reciente en la evolucion
del segmento del gen 6a. Acorde a los resultados aportados por este estudio, no puede descartarse que
las cadenas ligeras A6 en ambas especies de primates sean menos amiloidogénicas que las homologas
del humano. Para dar respuesta a esta interrogante, se necesita estudiar las propiedades termodinamicas

y el potencial fibrilogénico in vitro de proteinas de otras especies homologas a 6aJL2.

Tabla 3 Comparacion de secuencias de 6aJL.2 en diversas especies.

=) 15 25 35 45 55 65 75 G5 95
ga-Humano NFMLTOPHIV SESPGETVTI 3CTRISGIIA SNYVOWYQOR PGASPTTVIY EDNQRPSGVP DRF3GIIDES SN3ASLTISG LETEDEADYY COQ3-YD33N-
BRI aiain e i el s e i v B s e e e s e e o e e R e ettt e e e e e e e e e e e T T A T FA T et e S =
Pamerroerl Srrscssisssassannn | e e e p e Tiaisuaannaannines s e T, R et e I e ke T e e e e e Bt e e
Hacacs mal EAMER e | AR, LR e I s 1 e B D T Oy R Y O DR R e s S G
Macacs mul ETRE R et | R, 1 L F P s Wi g e s G A e e s s Srimanninn ot — ==
Equus cab { AT T S ERIERER (. n ] 1. U8 R WG S i weemloea oo sIEEBEST G FLV R e I S ) SRR R A e e
Mus muscul (G TR R, il < e o ERO R i T et e 0 2 S PR el B S e e F...NN VoL i Rl
Mus muscul (S S, oo Bt - 1 o ) SR b e it 7 (e T G2 e A ] e NS, F oocooooo0o nood F...NN VQA —.5.GV-
Batrus nory .V NGy S TNLGE . CRL R TN G vy N v E R e M e R DR DD v aaeaaa e Biae s Al I T e F =S aGT=
Battus nory .V 0 NG S TNLGE . GRL R TI NG vy N v E R e ML e R DR oD e Riaeians L. NN VQ....... F =S G T
e N B b E A g BB S S e i S e e DR e N B e R A e S Elnd P e W e e e e e T M D s 1o e R
Rateunsinorsy Qo oca e s PGBl v KeaTailNeG cnaa Nana R B o s M e B DR GD G, e Rt L. .NNVQ....... F -.28.GIN
Traehosnsu s s g SR e M e N G T e O R LT e TS R e T R A s O e I T L= dien A
1k o T =B ok = T e R e e e e ey ey e HoQ.QA.KLT SESNHL ok Fon G R0 S o Dror PR
b T =B o T e e e e e NG GG e HQ.QA.RLT SESNHL T E e OO Qb L ol ST
Trichosurus K.V....L.. .G.L.Q5.HM N.G¢ .T..3 HQ.0..KLI S E o T Eo, A Y e A e T
Anbystomam OYL....3.E .IPA.EP.EL ......... R GH3.3 ITAL.KIL DETN SR P R BN = St e e e e e ) e e

12



ABREVIATURAS

3PG:
AA:
AL:
ATP:
CDR S:
CL:
DMC:
EDTA:
GdnHCI:
IPTG:
JL:

LC:
PCR.
PDB:
PBS:
P-DHA:
PQC:
SDS:
SCOP:
TIM:
VLZ

3 fosfo-gliceraldehido.

Amiloidosis secundaria

Amiloide de Cadena Ligeras

Adenosin Trifosfato.

Regiones Determinantes de Complementareidad.
Dominio constante.

Doble Mutant Cicle (Ciclo de Doble Mutante).
Acido Etilendiaminotetraacético.
Cloruro de Guanidina.

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside.
Segmento de union.

Cadena Ligera.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
Protein Data Bank.

Bufer Fosfato Salino.

Triosas fosfo-dihidroxiacetona.

Protein Quality Control.

Dodecilsulfato sodico.

Structural Cassification of Protein.

Triosa fosfato isomerasas.
Dominio variable.
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