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Estudio del plegado proteico: la B-Iactamasa
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SUMMARY

The biological properties of proteins rest upon their specific native three-dimensional structure. and

it is known that protein native structure is the result of a folding process by which sequential

information is spontaneously converted into three-dimensional information. However. it is

unknown how the three-dimensional information is encoded by the sequence. Moreover. although

the native. biologically active. conformation can be characterized in atomic detail. a clear

understanding of the structure of unfolded and partially folded states is also lacking.

There are evidences suggesting that the information content is not homogenously distributed in the

protein sequence: there exist particular fragments or blocks of sequence that can be eliminated

without producing major alterations in the native structure. whereas other fragments. or even single

residues. cannot be removed without impeding the folding process. In this work. B-lactarnase of

Bac-illus licheniformis (ES-BL) was used as an experimental model to study the conversion of

sequential information into three-dimensional information. and to investigate the existence of

information modules embedded in the polypeptide chain.

ES-BL was chosen as a protein folding model because: a) even traces of its native state can be

detected by measuring enzymatic activity; b) its crystal structure is known with high resolution: c) it

does not have disulfide br'idges that would additionally complicate the folding reaction: d) it is

representative of medium-size proteins with two domains and a moderately intr'icate topology.

ln the first part of the work, to characterize the experimental model, native and intermediary states

of ES-BL. were studied by kinetics. equilibrium unfolding experiments. and chemical modification

of Ser->Cys mutants. At least four partially folded states with different spectroscopic properties or

thiol accessibility were detected in ES-BL equilibrium unfolding. Unexpectedly. It was found that a



Ser265->Cy5265 replacement destabilized selectiver ES-BL partially folded intermediates.

indicating Ser265 is establishing fixed interactions in these states.

In addition the results showed the presence of partially folded states. no coincident curves when

unfolding was monitored by different probes, multiphase transitions. protease resistant cores. and

kinetic intermediaries. All these features suggest a modular assembling mechanism for B-lactamase.

In the second part of the work. the sequence of B-lactamase was manipulated to study the

interdependence of the hierarchic levels of structure (modules, independent units. topomer. native

structure. etc.) in the folding process. Sequential information was eliminated with the expectation of

stopping folding at different levels of structural complexity. In particular. the information content

encoded by the C-terminal helix of ES-BL was evaluated. Three variants shortened by nine.

fourteen and nineteen residues from the C-terminal were prepared and characterized (ES-BL“).

ES-BLÜH and ES-BLCM".respectively). For ES-BLC”. ES-BLÜH. most of the protein was was

found forming inclusion bodies (insoluble aggregates) in transformed E. coli cells. Neither lysates

of untransformed E. coli cells nor cells expressing ES-BLÜ") had detectable lactamase activity.

Contrastingly. lysates containing tas-BL“9 or ES-BLC“ exhibited enxymatic activity. which

demonstrated that a fraction of these proteins acquired a properly folded structure in vivo.

A thorough characterization of ES-BLCA9(hydrodynamics. spectroscopic. and thermodynamic

properties. enzymatic activity and resistance to proteolysis) allowed demonstrating that the

eliminated sequence does have a role in the folding mechanism. but its absence does not prevent the

Ley)acquisition of native structure. Also Ip ES-B . a partially folded state. was discovered and

characterized. Ip ES-BLC” lacks tertiary structure, but it is compact and possesses residual

secondary structure. These features are typical of molten globules. but this one is unusual because it

forms a dímer in a concentration dependent process. ES-[3LC39folds 104 times more slowly than

Lu).ES-BL. From a thorough thermodynamic and kinetic study of ES-B it is concluded that the



eliminated residues (287-295) participate in folding at different levels: (a) encoding secondary

structure; (b) encoding tertiary structure indirectly, avoiding kinetic traps and erroneous association

of folding units; (c) participating in the folding transition state; (d) stabilizing the native state.

Finally, in this thesis work it is discussed available experimental information on native proteins

lacking parts of their sequences, and the relevance of these results to protein folding.



RESUMEN
Las propiedades biológicas de las proteínas dependen de su estructura tridimensonal

(3D). Hoy sabemos que el plegado proteico pennite la conversión de la información

existente en la secuencia de aminoácidos en información 3D. pero no sabemos cómo se

lleva adelante este proceso. Tampoco se conoce la lógica con que se distribuye la

información 3D en la secuencia y no existe una opinion unificada sobre el grado de

estructura presente en los estados parcialmente plegados ni sobre el papel de estos

últimos en el plegado proteico.

Sí existen algunas pruebas de que la información conformacional no estaria distribuida

homogéneamente en la secuencia proteica. En una misma cadena polipeptídica existen

fragmentos o bloques que pueden ser eliminados sin producir alteraciones en el plegado

final. por lo que no formarían parte del conjunto de residuos determinantes de la

estructura 3D nativa. Por el contrario. otros fragmentos aparentemente no pueden ser

removidos sin abortar el proceso de plegado.

En este trabajo de tesis se utilizó a la B-lactamasa de Bacillus Iicheniformis. ES-BL

como modelo experimental para estudiar el proceso de conversión de información

1D—>3De investigar la existencia de módulos de información para el plegado.

Se eligió a ES-BL como modelo principalmente porque a) la existencia de proteína

correctamente plegada (nativa) es fácilmente detectable por actividad enzimática. aún

en trazas: b) se conoce su estructura cristalográfica con gran resolución; c) no posee

puentes disulfuro que compliquen adicionalmente el plegado: y d) ES-BL no es un

modelo excesivamente reduccionista: posee dos dominios y una topología

medianamente intn'ncada.



Para caracterizar el modelo experimental se estudiaron aspectos generales de la

estructura. el plegado, y estados intermediarios de ES-BL. tanto desde un punto de vista

cinético como en el equilibrio. La estructura de formas parcialmente plegadas también

se estudió a partir de experimentos de modificación química de cisteínas introducidas a

tal fin en la cadena polipeptídica como sondas confonnacionales.

El desplegado de ES-BL inducido por urea presentó más complejidad que el desplegado

por deCl. En el primer caso, se detectaron por lo menos cuatro estados parcialmente

plegados.

lnesperadamente. el reemplazo de Ser265->Cy5265 tuvo consecuencias importantes

para el plegado. El efecto desestabilizador de la mutación sobre los estados

parcialmente plegados indicó que el residuo formaría parte de un módulo estructurado

en dichos estados.

La observación de estados parcialmente plegados. curvas de desnaturalización no

coincidentes. transiciones multifásicas. cores resistentes e intermediarios cinéticos es

compatible con un mecanismo de ensamblado modular o plegado por partes de la

B-lactamasa.

Por otra parte. en este trabajo se manipuló la secuencia de la proteína para estudiar la

interdependencia de los niveles jerárquicos de estructura en el proceso de plegado.

Se evaluó el contenido de información para el plegado de ES-BL codificado por la

hélice a C-terrninal. Para estudiar el papel de esta he'lice se prepararon y caracterizaron

tres variantes de ES-BL acertadas, en nueve. catorce y diecinueve residuos desde el

C-terminal. ES-BLC”. ES-BLCAHy ES-BLCM". respectivamente. Los lisados de

Lunabacterias expresando ES-B no presentaron actividad B-lactamasa. Por el contrario.

dicha actividad si fue detectada en lisados conteniendo tanto ES-BL“9 como ES-BLC‘W.



demostrando de manera preliminar que una fracción de estas moléculas. puede adquirir

estructura nativa.

La caracterización rigurosa de ES-BL“9 permitió demostrar que la secuencia de

residuos eliminada tiene un rol en el mecanismo de plegado pero que su ausencia no

impide la formación de estructura 3D nativa.

También se caracterizó en detalle lp ES-BLC”, un estado parcialmente plegado. que

está conectado con la forma nativa de ES-BLC”. lp ES-BLC” sólo posee estructura

secundaria residual. pero es muy compacto. Posee las características de un glóbulo

fundido y puede esmbilizarse formando un dímero.

La eliminación de los residuos 287-295 afecta dramáticamente la velocidad de

replegado de la B-lactamasa: ES-BLC” se pliega 104veces más lentamente que ES-BL.

A partir del estudio tennodinámico y cinético de ES-BLC39se concluyó que los residuos

eliminados proveen información para formar estructura secundaria. evitar trampas

cinéticas y asociación errónea de unidades de plegado, acelerar el pasaje a través del

estado de transición y estabilizar al estado nativo.

Los resultados obtenidos con la B-lactamasa se compararon con otros datos de literatura

referidos a proteínas que a pesar de carecer de partes de su secuencia alcanzan un

plegado nativo. El conjunto de las evidencias experimentales parece sugerir que la

cadena polipeptídica tiende a plegarse guiada principalmente por información local en

la secuencia. Las interacciones entre residuos alejados secuencialmente jugarían un

papel secundario en el proceso de plegado y aparecerían posteriormente. luego de que la

cadena polipeptídica adopte el recorrido espacial apropiado.
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INTRODUCCIÓN

Las proteínas y su plegado espontáneo
Uno de los problemas científicos no resueltos es cómo las proteínas alcanzan su estructura

tridimensional (3D) nativa. Hace 30 años, Christian B. Anfinsen [1] y sus colegas en el

National Institute of Health, USA, hicieron un descubrimiento trascendente. Sus

experimentos in vitro indicaron que, por lo menos para las proteínas pequeñas, las fuerzas

que dirigen el plegado derivan de principios básicos de la química y de la fisica, que el

proceso es independiente de la maquinaria celular, y que la secuencia de aminoácidos es

suficiente para especificar el plegado espontáneo. Aunque inicialmente parecía simple,

después de treinta años de investigaciones aún no fire posible resolver el problema de

predecir correctamente la estructura de las proteínas en base a sus secuencias.

Estados conformacionales de las proteínas
Elestado nativo y el estado desplegado

El plegado proteico puede entenderse entonces como un proceso fisico químico que permite

la conversión de la información existente en la secuencia de aminoácidos en información

3D. Las conformaciones alternativas que una proteína puede adoptar difieren en los ángulos

de rotación de los enlaces del esqueleto polipeptídico (phi y psi; ver Figura 1). También

debe tenerse en cuenta la presencia de puenteS disulfirro, que restringen fuertemente la

libertad conformacional. En el proceso de plegado, la conformación final nativa es estable y

puede ser caracterizada con detalle atómico por cristalografia de rayos X y por resonancia

magnética nuclear (RMN).



Figura 1. Los ángulos torsionales (diedros), phi ypsi, determinan la conformación de la cadena
polipeptídica. El ángulo phi se define como el ángulo diedro formado por los átomos
CN--CAC. Psí está definido por los cuatro átomos NCA--CN. Donde N es nitrógeno amida,
CA es carbono alfa y C carbono carbonílico. En casi todos los casos, el ángulo diedro omega
CAC-NCA, es 180°; constituyen una excepción algunos enlaces Xaa-Pro en los que omega es
0°.



La mayor parte de las proteínas se pliegan en formas intrincadas, relativamente rígidas y

compactas, con una mínima superficie accesible al solvente, y estableciendo una

complicada red de interacciones no covalentes (puentes de hidrógeno, puentes salinos,

interacciones hidrofóbicas e interacciones de van der Waals, y en muchos casos uniones de

coordinación con metales). Participan de estas interacciones átomos de las cadenas laterales

y átomos de la cadena principal (backbone) formando elementos de estructura secundaria y

estabilizando una estructura terciaria fija. Generalmente el estado nativo es la forma

biológicamente activa, lo que transforma el estudio de la relación entre estructura y fiinción

en el eje fundamental de la investigación biofisica de las proteínas.

El estado desplegado inicial de la reacción está mucho menos caracterizado que el estado

nativo. En cierta medida esto es consecuencia de su naturaleza fluctuante: no se trata de una

sino de múltiples conformaciones. El estado desplegado de las proteínas naturales se

estabiliza en presencia de agentes caotrópicos. Su estudio podría ser una de las claves para

comprender cómo una proteína se pliega espontáneamente. Su volumen es típicamente 5-10

veces el volumen del estado nativo. Inicialmente el estado desplegado se modeló como un

ovillo estadístico (random coil), un conjunto dinámico de ‘infinitos’ microestados

conformacionales que exponen un máximo de superficie y no contienen interacciones

preferenciales entre residuos. En los últimos años, mediante nuevas técnicas de RMN, se ha

demostrado que en urea 6-8 M puede existir estructura secundaria residual fluctuante,

grupos o clusters dinámicos de residuos apolares, interacciones electrostáticas y resabios de

topología nativa [2, 3]. El estudio del estado desplegado ha sido abordado también por

dinámica computacional, una herramienta importante complementaria al RMN para el

estudio de cada uno de los microestados conformacionales [4].



Termodinámica de la reacclón de plegado

Las proteinas nativas son sistemas altamente cooperativos y marginalmente estables. Dicha

estabilidad está representada por la diferencia de energia libre entre los estados nativo (N) y

desplegado (U) (AGNQU= AH Nau - TASNHU).Desde el punto de vista entálpico, en el

estado nativo, las interacciones intramoleculares, las interacciones de átomos superficiales

con el solvente y las interacciones entre moléculas de solvente tienden a cancelarse. El

resultado a temperaturas fisiológicas es una mínima estabilización entálpica del estado

nativo. La entropía de la cadena polipeptídica y de las moléculas de solvente ordenadas

sobre la superficie expuesta, también se compensan mutuamente. Al plegarse la cadena, la

entropía conformacional disminuye y la del solvente aumenta (por liberación de moléculas

retenidas sobre la superficie de los residuos que se exponen en el estado desplegado). Dicho

de otra manera, la expulsión de moléculas de agua durante el proceso de plegado compensa

la pérdida de entropía que se produce como consecuencia de la disminución en los grados

de libertad conforrnacional de la cadena. El balance neto de los términos entálpicos y

entrópicos es de unas pocas kcal/mol a favor del estado nativo. Lo que resulta

extraordinario teniendo en cuenta los miles de kcal/mol que se cancelan.

La superficie expuesta por el estado desplegado es mucho mayor que la expuesta por el

estado nativo. Las moléculas de agua en tomo a la superficie molecular forman una

cubierta ordenada de solvatación. Si se aumenta la temperatura del sistema, las moléculas

que forman parte de esta cubierta ordenada absorben calor hasta que finalmente se disgrega

o ‘funde’. El calor latente de fusión contribuye significativamente a la capacidad calorífica

a presión constante (Cp). En conclusión la variación de Cppara la reacción de desplegado

(ACP)toma valores positivos.



Como la entropía y la entalpía no tienen la misma dependencia firncional con la

temperatura, ocm're que el AG Nau se hace negativo a altas y a bajas temperaturas, llevando

al desplegado por calor y fiio respectivamente [5-7]. Básicamente puede visualizarse al

sistema proteína-solvente como un sofisticado conjunto de interacciones capaces de

responder plásticamente a cambios de temperatura [8-12]. A bajas temperaturas la cubierta

de hidratación adquiere tal energía de estabilización entálpica que fuerza a la proteína a

exponer mayor superficie, venciendo la restricción entrópica del solvente y desplegando la

cadena. A altas temperaturas el término entrópico conformacional adquiere tal peso que

vence al término entálpico de las interacciones intramoleculares, llevando a la expansión

máxima de la cadena. Así, tanto el fiio como el calor desestabilizan la estructura nativa.

Estados parcialmente plegados

Las proteínas se pliegan lo suficientemente rápido como para hacer dificil la acumulación

de estructuras parcialmente plegadas. Sin embargo, en algunos casos, existen barreras

energéticas lo suficientemente altas que permiten la acumulación transitoria de

intermediarios cinéticos con estructuras dinámicas y fluctuantes. A veces estos

intermediarios son estructuras incorrectamente plegadas, y para que la reacción de plegado

prosiga deben volver a desplegarse. Pero también se observan intermediarios cinéticos con

estructura nativa parcial, sugiriendo un mecanismo de plegado jerárquico (ver más

adelante). Bajo ciertas condiciones experimentales, en presencia de agentes caotrópicos

(cloruro de guanidinio, urea o tiocianato de guanidinio) se observan intermediarios en

equilibrio. Las razones termodinámicas que permiten la observación de estados

intermediarios en el equilibrio se resumen en el modelo mostrado en la Figura 2. Es

importante destacar que los agentes caotrópicos aumentan la solubilidad de las cadenas

laterales por lo que confieren mayor estabilidad al estado desplegado. Por el contrario, el
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agregado de osmolitos como el anión sulfato, algunos disacáridos, glicerol, e incluso

algunos aminoácidos se caracterizan por inestabilizar confonnaciones con grandes

superficies expuestas. Se establece de esta manera una dependencia funcional, cuantificable

con relativa facilidad, entre la estabilidad relativa de los distintos estados conformacionales

y la concentración del agente caotrópico o del osmolito. Como es de esperar por lo

mencionado más arriba, la dependencia está determinada por el área polar y apolar expuesta

al solvente que presenta en promedio cada estado.

En el equilibrio, el factor limitante para la caracterización estructural es la heterogeneidad

de confor'maciones y la velocidad de interconversión entre las mismas [13].

Glóbulos fundidos

Los glóbulos fundidos o molten globales son estructuras parcialmente plegadas que se

observan en el equilibrio bajo ciertas condiciones moderadamente desestabilizantes (pH

bajo, concentraciones bajas de caotrópicos, incrementos en la temperatura, eliminación de

interacciones por mutagénesis, etc.). Se trata de conformaciones expandidas con respecto al

estado nativo, pero compactas con respecto al estado desplegado. Son sistemas poco

cooperativos que suelen contener estructura secundaria, pero no interacciones terciarias

fijas ni un buen empaquetamiento de cadenas laterales. Los góbulos fimdidos están

estabilizados por factores entrópicos, como el aumento de libertad conformacional de las

cadenas laterales. Además, en ellos, el área hidrofóbica es mayor que en el estado nativo.
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Figura 2. Modelo de la dependencia de AGUHNcon el poder desnaturalizante. En el
panel A se muestra el caso de una proteína en la que los estados parcialmente
plegados (I) nunca tienen una energía suficientemente baja como para estabilizarse
con respecto al estado nativo (N) y al estado desplegado (U). En cambio en el panel B,
I posee mínima energía a concentraciones de caótropo cercanas a 6 M por lo que I,
estabilizado muy probablemente por entropía del solvente y entropía de las cadenas
laterales, se observar-ía en el equilibrio de desplegado. A concentraciones bajas se
estabiliza N y a concentraciones altas de caótropo U. Tanto los valores de energia
libre como los de concentración de agente caotrópico son arbitral-ios. Cada estado
conformacional proteico puede representarse con una recta en este tipo de esquemas.
La pendiente de cada recta es proporcional al área expuesta al solvente en cada estado
conformacional. El modelo está firmemente fundado en observaciones experimentales
[5-9].



Experimentalmente se ha determinado que el (l,8)-anilinonaftalenosulfonato (ANS)

interacciona con las superficies hidrofóbicas del glóbulo fimdido, siendo esta interacción

diagnóstica de este estado [14]. La RMN ha mostrado que, en los glóbulos fundidos, la

cadena polipeptídíca posee mayor flexibilidad que en el estado nativo: la menor dispersión

del desplazamiento químico observada indica la desaparición de numerosas interacciones

intrarnoleculares [15, 16].

Es importante destacar que existe una extensa variedad de glóbulos fimdidos más o menos

estructurados. En general los factores de protección al intercambio hidrógeno-deuterio de

los hidrógenos arnída indican que su estructura secundaria es inestable [13]. Estudios de

RMN, experimentos de intercambio de disulfuros y relevamiento de exposición al solvente

mediante radicales libres demuestran que los molten globales .poseen elementos de

topología nativa [17, 18].

Es necesario saber cómo se mantiene la topología nativa delos molten globales en ausencia

de interacciones terciarias fijas para comprender cómo se genera la estructura terciaria.

El estado de transición en la reacción de plegado

Para descubrir los principios que gobiernan el proceso de adquisición de estructura nativa

es necesario, además, comprender la naturaleza de las barreras que lo bloquean y las

fuerzas que lo impulsan. Durante el proceso de plegado se generan muchas uniones no

covalentes. La formación de estas interacciones limita la velocidad, imponiendo una barrera

energética debido a los notables cambios en la entropía conforrnacional y de hidratación a

medida que avanza la reacción de plegado.

El conjunto de estructuras en formación que están en la cima de la barrera energética, y

constituyen el máximo de energía en la coordenada de reacción, se conoce como estado de



transición de la reacción de plegado (T3). El estado de transición está formado por un

conjunto de estructuras inestables que, por definición, tienen un 50 % de probabilidad de

progresar al estado nativo.

Una de las técnicas más poderosas de la química orgánica para probar la estructura de T; en

una reacción simple consiste en el estudio de la relación ‘esu'uctura-reactividad’. Este tipo

de estudio comienza con la preparación de una serie de reactivos que poseen pequeñas

modificaciones químicas con respecto al reactivo original. Posteriormente se mide el

cambio en la constante de equilibrio y en las constantes de velocidad de la reacción. En

base a los resultados pueden inferirse aspectos de la esn'uctura de T1.

Para estudiar el estado T; del plegado proteico, se desarrolló un procedimiento

experimental basado en los mismos conceptos, pero sustentado en la ingenieria de

proteínas. Este procedimiento permite medir la magnitud y la importancia de una

interacción particular, y cómo esta afecta la cinética, el equilibrio y el mecanismo de

plegado [19]. La estrategia, muy sintéticamente, incluye la modificación por ingeniería

genética de una interacción. Se reemplaza un residuo por otro eliminando una parte de la

cadena lateral. También es necesario establecer el efecto de la modificación sobre los

estados nativo y desplegado [20]. De los cambios en la energía libre de activación para

distintas mutantes (AAG3) y de los cambios en la energia libre de desplegado en el

equilibrio (AAGNHU), realizando el análisis de los valores (15(4)=AAthAAGN9u), puede

inferirse la estructura del estado de transición. En efecto, cada mutación actúa como una

sonda específica del grado de formación de estructura en el micro entorno del residuo

modificado. Un valor de 45= 0 (cero) para el plegado significaría que la interacción medida

no está formada en T1. Por el contrario, un valor CD=l (uno) denotaría que la interacción



está presente tanto en el estado nativo como en el T; (ambos estados se desestabilizan de la

misma manera en ausencia de la interacción estudiada).

Este tipo de procedimientos es más fácilmente aplicable al proceso de desplegado que al

proceso de plegado, principalmente, porque la reacción de desplegado suele ser monofásica

mientras que la de plegado suele ser multifásica, además, porque la estructura inicial,

nativa, es la mejor caracterizada.

La aplicación en forma rigurosa de este tipo de procedimiento experimental está limitada a

proteínas que se pliegan en dos estados (UHN) o a ‘tramos’ del proceso de plegado. Por

ejemplo, en la reacción de plegado U—)I¡—)N se limita al proceso I¡—)N que puede

considerarse como una reacción de plegado de dos estados. Es importante notar que las

mutaciones que desestabilicen al estado de transición tendrán un efecto sobre la velocidad

de la reacción de plegado (ver Figura 3). De esta manera, cuanto más alta es la barrera

energética, más lento será el proceso de plegado.

Existen evidencias de una fiierte correlación entre la velocidad de plegado de proteínas

simples (que poseen un único dominio) con parámetros que miden la complejidad

topológica del estado nativo. Esta correlación sugiere que la topología podría ser

determinante para alcanzar el estado de transición. Por el contrario no hay correlaciones

entre el tamaño o la estabilidad y la cinética de replegado. Este tema será abordado

nuevamente más adelante. Sin embargo, resulta interesante ver que las barreras energéticas

para el plegado pueden tener base entálpica (interacciones nativas ausentes o interacciones

no nativas presentes) o base entrópica (topologías complicadas). En definitiva ambos

términos intervienen en el plegado de la cadena polipeptídica en el espacio.
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Energílibre

Coordenada de reacción

Figura 3. Reacción de plegado hipotética a través del estado de transición (T1) para
una proteína y para una de sus variantes (mutante). La mutación afectó a T1
produciendo su desestabilización (AAGT1). También el reemplazo de la cadena lateral
determina la desestabilización del estado nativo (AAGTN). Anibos términos tienen
la misma magnitud. Esto es lo esperado si la interacción removida forma parte tanto de
la estructura nativa, como del conjunto de confonnaciones presentes en el estado de
transición ((1)= l, ver texto). La energía de U, el estado desplegado, no fue alterada
por la mutación introducida.



La paradoja de Levinthal

Por mucho tiempo coexistieron dos conceptos muy interrelacionados en tomo al estudio del

proceso del plegado de las proteínas: la paradoja de Levinthal y la supuesta necesidad de la

existencia de intermediarios o vías específicas del plegado.

Levinthal dedujo hace 30 años [21, 22] que si la búsqueda de la conformación nativa desde

el estado desplegado firera un proceso aleatorio, las moléculas deberían cambiar su

conformación tantas veces que sería un proceso irrealizable en tiempos razonables. Por

0100posibles conformaciones (un promedioejemplo, si una cadena de cien residuos tiene l

de diez conforrnaciones por residuo), y si una conformación se convierte en otra en el

tiempo más corto posible (tal vez 10'13s), el tiempo promedio requerido para explorar todas

las posibles conformaciones hasta hallar el mínimo energético sería lO77años. Las

observaciones, por el contrario, indican que las proteínas se pliegan en tiempos muy cortos,

desde unos pocos microsegundos a minutos u horas.

A partir de este tipo de consideraciones Levinthal propone la existencia de vías discretas de

plegado que eviten las conformaciones no productivas.

Modelos de plegado
‘Nucleación’

En el contexto descripto anteriormente surgieron una serie de modelos sobre las rutas de

plegado. El estudio de las vías de plegado debía, en teoria, revelar el mecanismo de plegado

y ayudar a determinar el código por el cual la secuencia determina la estructura. El propio

Levinthal, en el año 1968, sugirió que una parte de la cadena polipéptidica podria servir

como núcleo para una posterior propagación de la estructura 3D. Este modelo requiere que

el núcleo sea suficientemente pequeño para que una búsqueda al azar permitiera encontrar
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localmente la estructura nativa. Una vez que el núcleo alcanza la estructura nativa se

posibilita el plegado secuencial y esencialmente independiente de cada residuo.

Difusión,colisión y coalescencla

Otros modelos simplificaron la búsqueda confonnacional desacoplando la formación de

estructura secundaria y terciaria. Así Martín Karplus y David L. Weaver (1976)

propusieron el modelo de difusión, colisión y coalescencia. (Difiusion-Collision Model)

[23, 24]. Este modelo asume que las proteinas están compuestas por una serie de partes

fluctuantes (microdominios) suficientemente pequeñas y simples como para que en ellas la

búsqueda confonnacional sea rápida. Los microdominios no tienen acceso a estructura

secundaria estable por búsqueda al azar pero sí a estructura secundaria incipiente y a grupos

o clusters de interacciones hidrofóbicas.

El proceso de plegado es descrito como una serie de pasos únicos (ver Figura 4), de

difusión, colisión y coalescencia, en la que se estabilizan mutuamente los microdominios.

Las fuerzas que gobiernan el movimiento de microdominios son las interacciones

específicas entre microdominios y las colisiones al azar con el solvente y con otras partes

de la cadena polipeptídica. La estabilización final de estructura secundaria está ligada a la

formación de estructura terciaria.

El modelo permite postular múltiples vías (paralelas) de secuencias de pasos de difusión y

colisión. La información contenida en la secuencia de cada microdominio puede ser usada

independientemente. Otra particularidad del modelo es que las colisiones pueden generar

intermediarios con interacciones entre microdominios no adyacentes en relación a la

secuencia lineal de la proteína. El modelo reduce en definitiva la dinámica del proceso de

plegado, ya no considerando cada residuo, sino el análisis de las propiedades de los
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Figura 4. Esquema de la reacción de plegado en cinco instantáneas según el modelo
de difusión, colisión y coalescencia (Difi‘itssion-Collision Model [23] para una
proteína ‘multimicrodominio’ presentado por Karplus y Weaver [24]. La línea de
tiempo de replegado corre desde arriba hacia abajo. El sistema parte de un conjunto
formado por infinitas confonnaciones (random coil) en las que los microdominios
(A-G) son individualmente inestables (indicado por líneas en guiones).
Posteriormente de manera transitoria y fluctuante se estabilizan estados
conformacionales con estructura secundaria (probablemente con estructura nativa o
similar a la nativa). Los microdominios F y G en la segunda instantánea logran
estabilizarse mediante interacciones hidrofóbicas, (denotado por las líneas llenas).
Más adelante se forman intermediarios multimicrodominio, con estructuras más
estables como la presentada en la instantánea 4. Finalmente, todos los microdominios
forman parte de una estructura compacta y con estructura terciaria bien definida
(instantánea 5).
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microdominios y sus interacciones. Este modelo predice la dependencia de la velocidad de

replegado con respecto a la viscosidad del solvente. La determinación experimental de esta

dependencia parece ser un camino directo para probar el modelo. Sin embargo, no lo es.

Los cosolventes que modifican la viscosidad, invariablemente alteran la estabilidad del

estado nativo y la barrera de energía de la reacción de plegado; haciendo ambigua la

interpretación de los resultados.

Algimos resultados experimentales sí pueden revisarse en este marco conceptual. Los

experimentos de RMN realizados por Englander y colaboradores [25, 26] incubando el

citocromo C a bajo pH y baja fuerza iónica, condiciones en las que esta molécula no es

compacta, muestran una estructura helicoídal que los autores atribuyen ‘unidades estables

submoleculares de plegado’. Estas unidades estarían compuestas por más de un segmento

helicoídal con un ‘empaquetamiento liviano’, (presumiblemente de naturaleza hidrofóbica y

no relacionado con el interdigitado de cadenas laterales característico del estado nativo).

Por otra parte Fersht y colaboradores encontraron que el plegado de la bamasa es un

proceso multifásico en el que la estructura 0Ly la estructura B se forman previamente a la

adquisición del plegado global [27]. Además realizando experimentos de competencia entre

el replegado y el intercambio de hidrógeno Miranker y col. (1991) [28] han encontrado

especies de vida corta en el replegado de la lisozima que poseen características

estructurales semejantes a] glóbulo fimdido de la a-lactalbúmina [29]. Además encontraron

que los dominios estructurales de la lisozima son dominios independientes de plegado. El

dominio helicoídal se pliega primero y el dominio B se pliega subsecuentemente.



El modelo jerárquico

En la década del 80 Robert L. Baldwin y colaboradores propusieron una serie de ideas

inspiradas en los experimentos realizados por los pioneros Ptitsin, Rashin y Richmond,

Richards y Cohen [30]. Se trata de un modelo jerárquico conocido como framework model

en el que inicialmente se forman elementos locales de estructura secundaria nativa,

independientes e intrínsecamente estables (con estructura de puentes de hidrógeno nativa),

en ausencia de estructura terciara. Posteriormente estos elementos se empaquetan para

formar estructuras más complejas. Este modelo se ve apoyado por la evidencia de que una

hélice a se forma, en muchos péptidos y proteínas, en microsegundos [31], mientras que la

estructura terciaria tarda en aparecer milisegundos o más.

Existen numerosos ejemplos en los que la estructura terciaria es desensamblada antes que la

estructura secundaria. De los experimentos en equilibrio de desplegado inducido por

agentes caotrópicos (desnaturalizantes), un caso de particular interés es el de la

B-lactamasa. Las señales de dicroísmo circular (CD) en el UV cercano (sonda de estructura

terciaria) se desvanecen conjuntamente con las de actividad enzimática y con las de

fluorescencia del triptofano, mientras que las señales de CD en el UV lejano (sonda de

estructura secundaria) persisten a concentraciones mayores de desnaturalizantes, delatando

la presencia de intermediarios sin estructura terciaria fija pero con estructura secundaria y

con un volumen menos expandido que el estado desplegado [32-34]. Por otro lado, se pudo

deducir de experimentos de CD stopped-flow que la estructura secundaria de la anhidrasa

carbónica [35, 36] y como se mencionó anteriormente de la a-lactalbúmina [29] se forma

rápidamente y antes que se fije la estructura terciaria.
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El estudio de las vías del plegado (ej: Uellelze...ln<->N) se hace muy complicado o

imposible para proteínas pequeñas con un único dominio, porque generalmente no se

observan intermediarios. Su ausencia, es explicada en el modelo flamework por la

existencia de una alta cooperatividad en el proceso de plegado, que hace muy poco estables

a los intermediarios y aproxima el proceso a un sistema de dos estados (N y U). Estos

sistemas pueden abordarse con experimentos de cinética del plegado en solventes en los

que los intermediarios se estabilizan. Un ejemplo. son los experimentos realizados para

caracterizar el proceso de plegado de la ribonucleasa A por pulsos de intercambio de

hidrógeno (2H-1H) [37]. Los resultados de estos experimentos indicaron la presencia de un

intermediario temprano en el que la lámina B está protegida, sugiriendo que ésta se forma

antes que el resto de la estructura. Los autores detectaron que el factor de protección de

intercambio aumenta con el tiempo de plegado, pudiendo inferir que, si bien su formación

es temprana, eventos subsecuentes la estabilizan, y proponen que esta estabilización se

alcanza a través de interacciones hidrofóbicas de cadenas laterales. Otro ejemplo es el de la

interleukina-IB, una proteína con estructura [3, en la que el 90% de la estructura [3 es

detectada por CD a los 0.025 segundos de iniciado el replegado. En este caso, los

experimentos de intercambio de hidrógeno comienzan a detectar formación de estructura

terciaria luego del primer segundo de reacción. Esta discrepancia entre CD e intercambio

refleja que, aunque la topología temprana es [3, la protección de los hidrógenos amida

requiere mayor estabilidad dada por el empaquetamiento posterior [38].

Rompecabezas

En el año 1985, Harrison y Durbin [39] propusieron un modelo cualitativo para el

mecanismo de plegado. Por analogía con el juego de el rompecabezas, recibió el nombre de
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jigsaw puzzle model. Los autores sugirieron que las proteínas se pliegan por vías

alternativas paralelas y no por una secuencia de eventos definida. Incluso para proteínas

pequeñas con unos pocos microdominios, estos, por combinatoria, podrían generar un

importante número de vías altemafivas para alcanzar la estructura nativa. Este modelo

podría representar un caso límite de la teon'a de difusión y colisiones y su aplicación podría

ser dependiente de características específicas de ciertas proteínas en relación a las

propiedades de los microdominios y sus interacciones. Llevado al extremo, sería

equivalente a armar el ‘rompecabezas’ comenzando por cualquier pieza. Se generar-¡anasí

núcleos de plegado y la estructura crecería entorno a estos centros, pero cada molécula

elegiría su propia vía hacia el estado nativo.

El colapso hidrofóbico

A fines de la década del 70 surgió la hipótesis de que un ‘colapso hidrofóbico’ podria tener

lugar antes de la formación de estructura secundaria y terciaria. Bajo condiciones de

replegado, el polipéptido adoptan'a conformaciones compactas, incrementando

notablemente la probabilidad de alcanzar la topología nativa. El efecto hidrofóbico es, para

este modelo, la fuerza impulsora del plegado y, en definitiva, re5ponsable de la

deshidratación del core, dando lugar a intermediarios sin estructura terciaria fija, con

estructura secundaria parcial y con un volumen muy similar al nativo. Los elementos de

estructura secundaria más inestables podrían estabilizarse posteriormente. Dicho de otra

forma, la formación de estructura secundaria nativa (fija) podría estar dirigida por

interacciones terciarias, existentes en la estructura del intermediario o incluso por la

topología global que adopta la cadena polipeptídica restringiendo el espacio

conformacional. Hay indicios de que el colapso y la aparición de estructura secundaria

podrian darse de manera simultánea [40].
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En el mecanismo de nucleation-condensation o nucleation-collapse [41, 42] un grupo de

residuos adyacentes forma un núcleo, pero a diferencia de la visión clásica de ‘nucleación’,

en la que el núcleo es fuertemente localizado, por ejemplo dos o tres vueltas de hélice a,

este modelo predice un núcleo local inestable, que se estabiliza o consolida como

consecuencia de interacciones de largo alcance y que, en definitiva, a su vez, extienden el

núcleo. La formación del núcleo no es el paso limitante porque para que éste se estabilice

una fracción importante de la cadena polipeptídica debe estar correctamente posicionada

para proveer los contactos de largo alcance que estabilizan al núcleo. Debe haber entonces

un número crítico de interacciones locales y de largo alcance del que depende el plegado

global [42]. Un ejemplo es el inhibidor de proteasas C12, un polipéptído 0/[3 de 64 residuos.

En este caso no hay elementos de estructura secundaria completamente formados en el

estado de transición, que por otro lado tiene estructura expandida. La estructura secundaria

y la terciaria se forman paralelamente. Este modelo podría proveer el marco teórico para

cada unidad de plegamiento en proteínas complejas.

Plasticidad del mecanismo de plegado

Las visiones actualizadas de los modelos del fiamework y Difiïtssion-Collis'ion se solapan.

Un elemento de estructura secundaria estable o parcial (microdominío elemental), debería

sin duda difundir y colisionar con otro o con un conjunto de microdominios para formar

después un dominio mediante un ajuste fino (empaquetamiento). Las estabilidades de los

elementos de estructura secundaria en forma aislada podn'an ser muy variables. De esta

forma ambos modelos coinciden en que el plegado es un proceso jerárquico en el que se

forman primero estructuras simples con estabilidad marginal, dada por interacciones locales

en la secuencia, que posteriormente se agrupan para formar estructuras más complejas.
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¿Existe un único mecanismo de plegado? Esto parece poco probable teniendo en cuenta las

evidencias experimentales. Que el plegado sea un proceso concertado, o en pasos

sucesivos, podría depender de la estabilidad de las subestructuras individuales, por ejemplo,

si son inestables en sus formas aisladas, la estructura final se forma de manera concertada,

nucleation-condensatíon. Si las subestructuras individuales fueran suficientemente estables,

en forma independiente, podrían alcanzar el estado nativo siguiendo un modelo de

framework o Difiiusion-Collision.

Las proteínas estudiadas no siguen un único modelo y aún hoy luego de treinta años de

controversia, cada modelo mecanístico tiene sus adeptos y ninguno se impone claramente

sobre los otros.

Una visión nueva del plegado
Conceptos nuevos

Hace algunos años se propuso una visión del plegado altemafiva que permite sortear la

paradoja de Levinthal y generar hipótesis con respecto al mecanismo de plegado. Esta

visión surgió de la simulación extensiva en computadoras de los cambios conformacionales

posibles para representaciones simplificadas de la cadena polipeptídica. En estas

repreSentaciones los residuos son considerados esferas de dos tipos, polares (P) y no polares

(NP), y su ubicación en el espacio está limitada por la conectividad de la cadena y la

localización en un enrejado cúbico [43]. La energía de las interacciones entre esferas es

asignada como favorable o desfavorable, de acuerdo a su carácter en polaridad. Para un

número pequeño de residuos pueden ser enumeradas todas las conformaciones y su energía

puede ser evaluada. Para estas proteínas conocidas como ‘toyproteins ' el estado nativo es

aquel que presenta el mayor número de contactos favorables ( NP-NP, P-P) y máxima
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compactación. Mientras los modelos fenomenológicos anteriores usan símbolos para

representar cada conformación (U o D, el estado desplegado; T¡, el estado de transición; I,

estados intermediarios), los nuevos modelos teóricos, basados en la mecánica estadística,

reconocen que esos estados macroscópicos son en realidad ‘conjuntos moleculares’ de

conformaciones. La nueva visión [44] reemplaza el concepto de ‘vía de plegado’ (eventos

secuenciales) con conceptos como ‘superficie confonnacional’, ‘embudos de energía’ y

‘eventos paralelos’.

En estas superficies conformacionales con forma de embudos (ver Figura 5) se representa

en forma gráfica el conjunto de todas las trayectorias conformacionales posibles por las que

atraviesa la cadena principal desde el conjunto de estados desplegados (U) hacia la forma

nativa. El eje z del esquema representa el descenso de energía interna de la cadena. El área

del embudo para cada nivel de energia, una fi'anja determinada de energía, es proporcional

a la entropía del conjunto. Las conformaciones que son geométricamente similares son

cercanas en la superficie del embudo. El proceso cinético puede representarse como el trazo

producido por una bola al desplazarse por el embudo. La clave del modelo consiste en que

cuando la energía interna y la entropía se compensan adecuadamente, el paisaje

conformacional adquiere forma de embudo y esencialmente todo cambio conformacional es

‘colina abajo’, acercando la molécula al estado nativo, independientemente de la

conformación inicial.
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Figura. 5 La ‘nueva Visión’ del problema del plegado. Este tipo de superficies con
forma de embudos representan el conjunto de todas las trayectorias posibles que
conducen a una proteína desde el conjunto de estados desplegados (U) hacia la forma
nativa (N). El eje z representa el descenso de energía interna para una dada
configuración de la cadena polipeptídica. Los infinitos puntos en la superficie del
embudo enumeran cada una de las conformaciones discretas que puede adquirir la
cadena polipeptídica. Nótese que el número de conformaciones (entropía) disminuye
a medida que disminuye la energía del sistema. El panel A, muestra un paisaje suave,
sin frustración, sin trampas cinéticas, típicamente representa proteínas de plegado
rápido y en dos estados. El panel B representa el caso de máxima frustración (paisaje
tipo ‘campo de golf’) de la paradoja de Levinthal. La cadena busca la conformación
nativa suponiendo un nivel plano de energía y por esto no llega en un tiempo
razonablemente corto al estado nativo. Además, no hay correlación entre la energía
de una conformación y la cercanía al estado nativo. El panel C, representa cómo se
solucionaba la paradoja con la vieja visión: una vía de plegado. En el panel D, un
paisaje algo más complicado que el del panel A, un camino lento (l) y uno rápido (2)
con barreras cinéticas y con un estado intermediario.
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Las cinéticas de plegado rápido, de dos estados, se corresponden con embudos suaves, sin

trampas cinéticas significativas. Las cinéticas multiexponenciales, por el contrario, son

representadas con embudos con superficies complejas, accidentadas, rugosas o con valles.

En este nuevo contexto la paradoja de Levinthal deja de ser una paradoja. Llegar al mínimo

global y hacerlo rápidamente dejan de ser dos aspectos mutuamente excluyentes. La

paradoja es simplemente el producto de considerar el problema del plegamiento en

términos del paisaje tipo ‘campo de golf’ (Figura 5B), en el que la cadena busca la

conformación nativa suponiendo un paisaje plano de conformaciones. En este caso todas

las conforrnaciones están igualmente alejadas del estado nativo en términos energéticos por

lo que la chance de encontrar el estado nativo se desvanece. La búsqueda conformacional

que propone la nueva visión del proceso de plegado es más directa, cada conformación

alternativa del conjunto de las moléculas desplegadas se reconfigura rápida y

progresivamente hacia el estado nativo. Existen entonces procesos paralelos y conjuntos de

conformaciones a los que se llega por distintas secuencias de cambios de ángulos diedros y

no por ensamblado secuencial de estructuras específicas y homogéneas. En definitiva una

vía está definida por una ruta unidimensional a través del espacio confonnacional, mientras

que los embudos, primero multidimensionales, reducen progresivamente la ‘dimensión’ del

espacio confonnacional hacia el estado nativo (prácticamente sin grados de libertad). Los

intermediarios ahora pueden explicarse como mínimos de energia locales (ver Figura 5D),

valles en el embudo, o alternativamente trampas de alta entropía configuracional. En este

último caso las moléculas deben gastar mucho tiempo de búsqueda (regiones llanas en el

embudo). La prueba experimental del modelo requiere demostrar que el cambio de cada par

de ángulos diedros no está correlacionado con el cambio de ningún otro par [44].
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Las partes superiores del embudo conformacional han sido de dificil acceso experimental

porque los primeros eventos ocurren muy rápidamente. Por esto, hasta recientemente, se

han estudiado las regiones más profundas, cercanas al estado nativo con barreras

energéticas considerables. Sin embargo, hace muy poco tiempo comenzaron a realizarse

experimentos de replegado en escala de los micro y de los nanosegundos [45-48].

Frustración energética y topológica

En la nueva visión, una secuencia que es capaz de plegarse en una estructura bien definida

es considerada como de mínima frustración. El balance entre interacciones nativas y no

nativas en el proceso de plegado determina el grado de ‘fi'ustración’. Si en el proceso de

plegado las interacciones nativas no entran en conflicto con otras (no nativas), estamos en

el caso de mínima frustración. Para este tipo de secuencias, cada parte de la cadena es a su

vez un mínimo energético. El resultado es un embudo con una superficie suave y un

plegado rápido. En el extremo opuesto, en el caso de máxima frustración, el estado nativo

es un mínimo pero no hay ninguna pieza que aisladarnente lo sea, la similitud estructural

con el estado nativo no está correlacionada con la energía, en otras palabras, midiendo

solamente la energía no se puede saber cuan cerca del estado nativo se está (nuevamente el

paisaje es un campo de golf, ver Figura 5B) y el plegado se vuelve prácticamente imposible

(paradoja de Levinthal). Además del factor de frustración energética la topología final que

adopta la cadena polipeptídica puede jugar un rol dominante en la capacidad de plegado de

una secuencia dada (hay topologías sencillas y otras complicadas, con orden de contacto

variable (se define el orden de contacto, largo o corto, a partir de la separación secuencial

de residuos que interactúan en la estructura plegada, ver Figura 6). El grado de frustración

topológica depende, desde un punto de vista práctico, de la dificultad que exista en el

dÍSeño de secuencias que se plieguen rápidamente en la estructura final. Las proteínas
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reales poseen distintos grados de frustración energética y topológica. Cambios en el grado

de frustración energética o topológica pueden determinar cambios en el mecanismo de

plegado [49, 50].

Existe mucho interés en contrastar la nueva visión del plegado con los sistemas reales. Un

caso interesante, reportado recientemente, es el de la proteína Só pennutada [51]. Esta

proteína no presenta intermediarios cinéticos ni de equilibrio. Su estado de transición posee

interacciones de largo y corto alcance, disnibuidas homogéneamente en la secuencia, un

hallazgo típico en proteínas con sólo dos estados durante el plegado. En S6, todas las partes

de la proteína deben adquirir estructura simultáneamente (lo mismo ocurre en el caso de

C12, el inhibidor de quirniotripsina). Una variante circularmente permutada de Só, que se

pliega correctamente posee en cambio un intermediario cinético y el estado de transición, a

diferencia de la proteina salvaje, posee un cluster de interacciones de corto alcance bien

definido. Este resultado muestra que es posible modular experimentalmente el grado de

frustración de la cadena sin alterar la estructura 3D final. En las secuencias ‘ideales’ no sólo

se favorecen las interacciones nativas (que en este caso son todas igualmente importantes)

sino que se desfavorecen los contactos no nativos. La compensación entre entropía

conforrnacional y entalpía produce una superficie de embudo suavizada. La barrera

energética entre el conjunto U y el estado N se produce como consecuencia de un

desbalance entre entropía y entalpía, asociado con una fracción de contactos nativos en la

coordenada de búsqueda confonnacional, dando lugar al estado de transición del sistema.

En las secuencias reales, por el contrario, existen interacciones nativas repulsivas, la

superficie de los embudos reales suele ser complicada y rugosa. Se ha visto en algunos

casos que, como para las secuencias de mínima fi'ustración, el conjunto de conformaciones
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Figura 6. Orden de contacto. Este parámetro se define en función de la separación
secuencial de dos residuos que interactúan. Se considera que existe un contacto entre
dos átomos si estos están separados por no más de 5 Á. Por ejemplo, el orden de
contacto de la interacción entre Met 252-Ile 216 es mayor que el de Lys 234-Asp 236
ya que el primer par de residuos está separado por 35 residuos, en cambio, el
segundo par está sólo separado por un residuo. El orden de contacto global para una
proteína se correlaciona con su complejidad topológica.
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que forma el estado de transición real posee interacciones no localizadas, pero a su vez

posee un grado de heterogeneidad estructural importante [52]. La participación de cada

contacto puede ser medida experimentalmente a partir de los valores d) de Fersht [42].

Otros modelos actuales relacionados
Unidades autónomas de plegado y fragmentos

El plegado en módulos fire postulado por Wetlaufer [53, 54] como una manera de resolver

la paradoja de Levinthal. Si distintas partes de la cadena pudieran realizar la búsqueda

conforrnacional en forma independiente, la cadena completa podría plegarse en tiempos

razonables. Siguiendo este concepto, fueron definidas las ‘unidades autónomas de plegado’

(AFUs) [55], como subeslructuras capaces de adoptar el plegado nativo en forma aislada

del resto de la cadena polipeptídica. Originalmente se pensó que el análisis de las AF Us

podria proveer información sobre los principios que gobiernan el plegado y simplificar-ía el

problema del plegamíento desde un punto de vista computacional. En la definición de las

AFUs está implícito el concepto de las interacciones que definen subestructuras locales e

interacciones que participan en el ensamblado global de la macromolécula. La

caracterización de las primeras podria ayudar a comprender cómo se codifica la

información para el plegado (por ejemplo si se trata de información local en la secuencia o

no). La caracterización del segundo tipo de interacciones permitiria entender cómo se

produce el reconocimiento entre bloques y cómo se lleva a delante el proceso de unión o

ensamblado. Se han propuesto algoritmos de predicción de AFUs que permitirían su

identificación a partir de la estructura nativa [55, 56, 57]. También se han utilizado diversas

metodologías experimentales para identificar AFUs. Los experimentos clásicos hacen uso

de proteólisis limitada, con eficacia demostrada para disecar dominios completos [58, 59].

En los últimos años, con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, se
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produjeron numerosas proteínas fragrnentadas o abreviadas, la bamasa, la nucleasa de

S. aureus, la Rnasa H, la adenilato lcinasa, la termolisina, el represor tn'ptofano, el

citocromo C, la triptofano sintetasa, la mioglobina, y la iFABP entre muchas otras. Algunos

de estos fiagmentos de proteína poseen estructura terciaria definida e incluso actividad

biológica. Otros, en cambio, alcanzan sólo estados intermedios de plegado y serán

discutidos posteriormente en detalle. Diversas razones llevan a pensar que las interacciones

terciarias de largo rango son requeridas para fijar la estructura final.

Las AFUs se corresponden con las unidades hidrofóbicas de plegado, unidades

termodinámicamente estables, independientes, compactas y con un core hidrofóbico, que

fueran propuestas por R. Nussinov y colaboradores [60]. Las unidades hidrofóbicas de

plegado, a su vez, se forman por el ensamblado combinatorio de bloques de construcción

más pequeños o Building Blocks [61]. Estos bloques son fragmentos contiguos en secuencia

(por lo menos de unos quince residuos) con cierta estabilidad y pueden estar asociados a

esn'uctura secundaria o super secundaria. Los embudos conformacionales y la ‘nueva

visión’ (ver arriba) proveen un sustento teórico para las AFUs anticipando, para proteínas

pequeñas de plegado rápido, que el plegado es un proceso de mínima frustración

energética, garantizado en parte por el carácter local de las interacciones. Cada bloque

constituiría primero una estructura en un mínimo local de energía. La subsiguiente

asociación y estabilización mutua de las AFUs produciría el plegado final (mínimo global

del sistema). En este caso cada building block poseer-ía su propio embudo de plegamiento.

Alguno de los bloques podria ser más importantes que otros a la hora de ‘dictar’ el plegado

correcto de la cadena polipeptídica. En algunos casos la ausencia de un módulo

determinado podría permitir la asociación incorrecta (no nativa) del resto [62].

38



El modelo experimental, la B-lactamasa
Aspectos generales de las B-lactamasas

Los antibióticos B-lactámicos inhiben un grupo de proteínas conocidas como ‘proteínas de

unión a penicilina’ (PBPs), que poseen actividad transpeptidasa y juegan un papel muy

importante en la construcción de la lámina de péptido glicano bacteriano. La inhibición de

las PBPs durante el crecimiento bacteriano resulta en la construcción incompleta de la

pared y'tiene como consecuencia la muerte celular por lisis osmótica.

Las B-lactamasas bacterianas, destruyen con alta eficiencia a los antibióticos B-lactámicos

(penicilinas y cefalosporinas), mediante la catálisis de la ruptura del anillo B-lactámico

(Figura 7A). La mayor parte de las B-lactamasas poseen en su centro de catálisis una serina,

la gran excepción son las metalo B-lactamasas, que poseen un centro catalítico con zinc. Se

han descripto un gran número de B-lactamasas y cada año se descubren y caracterizan

nuevos miembros de cada clase. En 1980 Ambler propuso una clasificación en base a la

estructura primaria [63]. Esto permitió identificar cuatro clases. Las clases A, C y D en

conjunto con las PBPs, forman parte de la superfamilia de las peniciloil serina transferasas.

La clase B corresponde a las metalo B-lactamasas mencionadas anteriormente. Las

B-lactamasas de clase C están codificadas en el cromosoma bacteriano de bacterias Gram

negativas, principalmente las Enterobacteriaceae, y sus secuencias conocidas son altamente

conservadas En cambio, las secuencias de las B-lactamasas de clase A, aunque claramente

homólogas, exhiben un grado de variabilidad mucho mayor. Las clases A y C podrían haber

evolucionado de las hanspeptidasas bacterianas que transfieren péptidos X-D-Ala-D-Ala a

el péptidoglicano en crecimiento durante la síntesis de pared extracelular. Sólo las

DD-peptidasas reconocen péptidos de pared, pero los miembros de la clase C exhiben
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Figura 7. La reacción enzimática catalizada por las B-lactamasas. A, degradación
de la penicilina. B, un esquema del mecanismo cinétíco en tres pasos. E es la
enzima, S es el sustrato, ES es un complejo no covalente Hen'ri-Michaelis, ES' es
el complejo covalente acil-enzima, P es el producto hidrolizado, biológicamente
inactivo.
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significativa actividad esterasa, mientras que los miembros de clase A son, en este sentido,

completamente inactivos .

Todas las serin B-lactamasas y las PBPs de estructura conocida comparten un plegado

general similar. Estas enzimas también se caracterizan por poseer tres patrones secuenciales

conservados que están localizados en posiciones similares del sitio activo. El primer motivo

SXXK incluye a la serina catalítica. El segundo motivo, (S/Y)XN, muestra cierta

variabilidad entre clases, las de clase A y las PBPs usualmente poseen SXN, mientras que

las de clase C y D poseen YXN y SXV, respectivamente. El tercer motivo conservado es la

triada K(T/S)G. Las clases A y D poseen adicionalmente una base general, que en cada

clase está conservada. En la clase A es el Glu166 (ver más adelante). Además en las

enzimas de clase D la lisina del motivo SXJGCse encuentra carbamilada. La evidencia de la

participación de este grupo funcional como base general está dada por la dependencia que

tiene la actividad enzimática con la concentración de C02. Las enzimas de clase C y las

PBPs aparentemente no poseen un residuo adicional con estas características químicas. A

diferencia de las PBPS, en el sitio activo de las B-lactamasas de clase C se ha identificado

una red de puentes de hidrógeno que parecería ser clave en la catálisis y en la transmisión

de cargas del sistema [64]. La catálisis de las serina B-lactamasas puede representarse

esquemáticamente con un modelo de tres pasos (Figura 7B). Usualmente la reacción es

caracterizada mediante Km y KM, que describen la máxima velocidad de hidrólisis y la

afinidad por el sustrato, respectivamente. Una B-lactarnasa eficiente posee por lo tanto una

alta Km pero además el cociente Km/ KMtambién es elevado. Este último valor refleja la

velocidad de acilación. El mismo esquema puede aplicarse a la interacción entre los

B-lactámicos y las PBPs, pero en este caso k3 (Figura 7B) es muy pequeña.
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Desde un punto de vista epidemiológico la B-lactamasa de clase A TEM-l, codificada por

DNA plasmídico, es la B-lactamasa más común en bacterias Gram negativas. Fue

identificada en aislamientos de E. coli y Salmonella paratyphi en el año 1965, poco después

de la introducción de la ampicilina para el uso clínico. En 1979 fue identificada en 28

especies de bacterias Gram-negativas y en Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae

y Pseudomonas aeruginosa. La aparición de variantes resistentes a antibióticos

B-lactámicos y a inhibidores de las serina B-lactamasa a progresado con una velocidad

alarmante. Actualmente la búsqueda racional de antibióticos e inhibidores en base a la

evaluación estructural de estas mutantes resistentes, emergentes o producidas en el

laboratorio, se ha convertido en un campo fundamental para la contención de estos

organismos patógenos [65]. Acompañando a mutaciones que incrementan la eficiencia en la

catálisis de antibióticos y la resistencia a inhibidores como el ácido clavulánico, se

seleccionan también mutaciones que actúan alterando la vía de plegado impidiendo la

estabilización de estructuras parcialmente plegadas e inhibicndo la formación de agregados

sin afectar la estabilidad termodinámica del estado nativo [66]. En otras palabras,

mutaciones que optimizan el plegado de la enzima.

B-Iactamasas de clase A

Estructura general

Son moléculas globulares monoméricas de tamaño intermedio (N30kDa) con una topología

general compleja. Poseen dos dominios: uno a/B y otro 0L.El primero está formado por una

lámina B central de cinco hebras cubierta por tres hélices-o. superficiales (dos de ellas son

las hélices N y C-terminales). El segundo es un arreglo de elementos helicoidales (de ocho

a ll hélices y dos pares pequeños de cordones [3).El sitio catalítico está ubicado en la
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interfase de ambos dominios. En la Figura 8 se muestra un alineamiento estructural de

algunos miembros de la clase A.

Actividad enzimática y sitio activo

El mecanismo catalítico de las B-lactamasas de clase A comprende el ataque nucleofilico al

grupo carbonilo del anillo B-lactámico por el hidroxi10 de la serina para rendir el ester

intermediario correspondiente. Aunque los mecanismos finos de acilación o deacilación

están aún en debate, se sabe que el sitio activo es complejo. Una serie de residuos y

moléculas de H20 participan en estos procesos, entre estos, la Lys73 y la Ser130 son

importantes en la formación del intermediario acil-enzima. Por otro lado el Glu166, un

residuo conservado (base general) que posee un bajo valor de accesibilidad al solvente ­

1.5 Áz, 0.8 % con respecto al grado de exposición en el üipéptido Gly-Glu-Gly- ubicado en

el loop omega (-16 residuos), está vinculado en una primer etapa a la activación de la Ser

catalítica para el ataque nucleofilíco. Posteriormente e] Glu166 participa en la activación de

una molécula de agua estructuralmente conservada en el paso de deacilación necesario para

la regeneración de la enzima libre. La eliminación del loop omega en la B-lactamasa de S.

Aureus (PCI), impide la hidrólisis de penicilina y disminuye la velocidad de hidrólisis de

cefalosporinas unas 1000 veces [67]. La Arg244 ubicada sobre la hebra [34participa en

interacciones con el sustrato. La Ala237 situada en la hebra [33interacciona con el sustrato

a través del grupo amida y del carbonilo quienes ayudan a posicionar correctamente al

grupo carbonilo del anillo B-lactámico para su deacilación. La Asnl32 posee un rol crucial

en el posicionamiento adecuado de los sustratos B-lactámicos [68].
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1SHV

IDPDB Resolución Fecha

Proteus vulgaris 1HZO 1.75 ENE 2001
Pseudomona aeruginosa 1E25 1.9 MAY2000
Mycobacterium fonfuitum 1MFO 2.4 SEP 1998
Klebsiella pneumoniae 1SHV 1.98 FEB 1999
Streptomyses albus G 1BSG 1.89 JUL 1998
Eco/i 1BTL 1.8 NOV 1993
Bacillus licheniformis 4BLM 2.0 DIC 1990
Staphylococcus aureus SBLM 2.0 DIC 1990

Figura 8. Alineamiento estructural de B-lactamasas de clase A. En todos los casos en color
celeste se muestra el esquema de cintas de la B-lactamasa de B. licheniformís. Los
alineamientos estructurales de los átomos del backbone fueron realizados con el programa
Swiss-de Viewer 3.7 (Glaxo Wellcome Experimental Research).
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Experimentosde plegado y caracterización de estados confonnacionales

Las B-lactamasas de clase A son proteínas estables y compactas (Tabla l). Como se dijo

anteriormente, poseen gran variabilidad de secuencia pero con un grado elevado de

homologia estructural. En todos los casos estudiados se han encontrado diversos

intermediarios o estructuras parcialmente plegadas estabilizadas en concentraciones

intermedias de desnaturalizantes (urea, deCl y bajos pHs en presencia de sales) en el

equilibrio. También se han encontrado intermediarios cinéticos. Algunos estados no nativos

han sido ampliamente caracterizados, como por ejemplo, el estado H (deCl, 0.8 M) que

posee cerca del 60 % de estructura secundaria y no posee interacciones terciarias fijas [32];

el estado I observado en cinéticas a bajas temperaturas más compacto que H pero más

expandido que el estado nativo y con el 85 % de estructura secundaria, pero con una

reducción dramática de interacciones terciarias presentes en el estado nativo determinadas

por CD y RMN [69]; el estado A, un estado compacto inducido por el agregado de KCl a

pH 2, con contenido de estructura secundaria pero sin estructura terciaria definida [70],

aunque la dinámica de ciertas cadenas laterales del sitio activo podría ser similar a la nativa

[71]. El deSplegado a alta temperatura de la B-lactamasa se ha estudiado mediante dinámica

molecular. Se halló que podría existir estabilidad diferencial de hélices 0Ly láminas B frente

al desplegado térmico, dando lugar a posibles intermediarios en los que prevalece la

lámina B frente a la estructura helicoidal. Llamativamente, la hélice a N-terminal

(altamente expuesta al solvente) permanece estable durante toda la simulación. En cambio

la hélice a. C-terminal, que posee menor exposición al solvente en el estado nativo, se

desestabiliza y se despliega completamente. Mediante digestión proteolítica a 48 °C se ha

podido demostrar que se estabiliza un intermediario con la hélice a C-terminal desplegada
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Tabla l. B-lactamasasde clase A para las cuales se describieron estados parcialmente plegados

Organismo Variante Estabilidad Radio Referencia
(NHU) (Á)

B. lichemfonnis exo-small 8 kcal mol'l 25 (29500 Da) [81]
E. coli RTEM 6.5 kcal mol" 24.5 (29000 Da) [111]
s. aureus PCl 6 kcal mol" 23.5 (30000 Da) [34, 114]



pero que conserva una superficie hidrofóbica considerable capaz. de interactuar con la

chaperona GroEL [72].

Péptido señal y efecto en el plegado

La B-lactamasa es una molécula de localización periplasmáfica. Por lo tanto debe ser

IIanslocada desde el citoplasma para ejercer su función biológica. En el caso general de las

‘proteínas de exportación’ se ha podido determinar que contienen una secuencia auxiliar o

‘péptido señal’ que codifica información para la ubicación subcelular y modula el plegado.

El péptido señal posee un efecto notable sobre las estabilidades relativas del estado

desplegado y estado nativo (efecto termodinámica) y sobre la velocidad de plegado y

desplegado (efecto cinético) [73, 74]. Se ha postulado que, in vivo, la interacción del

péptído señal con regiones hidrofóbicas de la molécula la mantiene parcialmente

desplegada, y de esta manera, permite la interacción con chaperonas y otras moléculas de

los distintos sistemas de exportación de proteínas [75, 76].

La B-lactamasa de Bacillus Iicheníformis

Expresión

El gen de la B-lactmasa de B. Iichenifonnis (Bacillus Iicheníformis 749/C B-Iactamasa,

BL-BL, penicíllin amido-B-lactamhydrolase, EC 3.5.2.6) es cromosomal y codifica para

una preproteína de 307 residuos (Figura 9A), de los cuales los primeros 34 residuos

comprenden la señal de secreción y anclaje a membrana. Después de la exportación y de la

remoción proteolítica de los primeros 26 residuos, la lactamasa permanece unida a

membrana a través de un tioester entre la Cy527 y un diacilglicérido, procesada y orientada

externamente como lipoproteina unida a membrana. Además, por acción de proteasas, una

fracción de las moléculas puede perder los primeros 34 residuos originando la variante

soluble exo-large (Fig 9B). Posteriormente, esta variante puede sufiir una segunda
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digestión en el N-terminal para rendir la variante exo-small de 264 aminoácidos [77-80].

Cuando el precursor BL-BL es expresado en E. coli, la proteína es exportada, procesada y

orientada externamente como lipoproteína unida a membrana. Pero una variante en la que

se ha removido el motivo de anclaje, incluyendo la Cys27 y el sitio de corte de la pepüdasa

de la señal de exportación, es translocada sin sufiir procesamiento y también queda unida al

lado externo de la membrana interna. Una proteasa aún no identificada libera de esta

variante la forma exo-large.

La sobreexpresión en E. coli de la variante más corta, exo-small (ES-BL) rinde 100 % de

proteína soluble, correctamente plegada [81]. Curiosamente la variante ES-BL se obtiene

masivamente en el fluido de shock osmótr'co en su conformación nativa [81]. No obstante,

las células que expresan esta variante no son resistentes a la arnpicilina cuando son crecidas

en medio sólido (resultados del laboratorio no publicados), mostrando que la B-lactamasa

no posee realmente ubicación periplasmática. La extracción en fluido osmótico puede

relacionarse con aspectos mecánicos del procedimiento y con una ubicación cítoplasmática

atípica (cercana a la membrana interna). Este tipo de comportamiento ha sido descrito para

otras moléculas, entre las que se encuentran algunas subunidades ribosomales, DnaK,

tioredoxina entre otras [82-84].

Estructura de ES-BL

La secuencia de aminoácidos completa de ES-BL se muestra en la Figura 9. Su estructura

3D a alta resolución (2 Á) se conoce desde hace varios años [85]. Cuenta con 19 % de

lámina [3, 35 % de hélicea y 7 % de hélice3_¡o.La estructura de la B-lactamasa de B.

líchemformis es básicamente superponible a la del resto de las lactamasas de clase A

(Fígura 8). En el año 2002 pudo resolverse la estructura de la enzima BS3 (que difiere en
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A
MKLWFSTLICL KKAAAVLLFS CVAIAGCAN'N QTNASQPAEK NEKTEMKDDF AIGJEEQFDAK
LGIFALDTGT NRTVAYRPDE RFAFASTIKA LTVGVLLQQK SIEDLNQRIT YTRDDLVNYN
PITEKHVDTG MTLKELADAS LRYSDNAAQN LILKQIGGPE SLKKELRKIG DEV'I‘NPERFE
PELNEVNPGE TQDTSTARAL VTSLRAFALE DIGJPSEKREL LIDWMKRNTT GDALIRAGVP
DGWEVADKTG AASYGTRNDI AIIWPPKGDP VVLAVLSSRD KKDAKYDDKL IAEATKVVMK
ALNMNGK

B
MKLWFSTLKL KKAAAVLLFS CVALAGCANN QTNASQPAEK NEKTEMIGDDFprecursor

CANN QTNASQPAEK NEK‘I‘EMICDDFlipoproteína

QPAEK NEKTEMKDDFexo-large
TEMKDDFexo-small

MTEMKDDFexo-small*

Figura 9. A, secuencia completa del precursor de la B-lactamasa de B. lichemformis.
B, variantes producidas durante y con posterioridad al proceso de lranslocación de la
membrana plasmática (ver texto). *la secuencia N-terminal de la variante
recombinante estudiada en este uabajo de tesis.



sólo siete residuos de la 749/C) y del complejo acil-enzima con cefoxitin a 1.7Á de

resolución. La estructura de los primeros cinco y los últimos cuatro residuos no ha podido

ser determinada en ningún caso, presumiblemente debido a su alta movilidad. Sin embargo,

como se muestra en la Figura 8, en van'os representantes de la clase A, la estructura

helicoidal del extremo N-terminal se prolonga. Incluso, en la estructura preliminar de

ES-BL (2BLM) los residuos N-terminales forman parte de la hélice a, por lo que no puede

descartarse un grado de estructuración mayor para los primeros cinco residuos. Se han

reportado y caracterizado esmicturas parcialmente plegadas de ES-BL estabilizadas tanto en

deCl como en medio ácido con la adición de sales [71, 81]. Su plegado es aparentemente

complejo y multifásico. Posee tres triptofanos once prolinas, y ninguna cisteína. Su pI es

5.15 y su peso molecular teórico, considerando el promedio isotópico, es de 29508.96 Da.
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PLEGADO EN LA SECUENCIA DE

ES-BL
Existen pruebas de que la información para que la cadena polipeptídica adquiera la

estructura nativa no estaría distribuida homogéneamente en la secuencia proteica [86]. En

una misma cadena polipeptídica existen fragmentos o bloques que pueden ser eliminados

sin producir alteraciones en el plegado final, por lo que no formar-lanparte del conjunto de

residuos determinantes de la estructura 3D nativa. Otros fragmentos aparentemente no

pueden ser removidos. La eliminación de estos últimos, muchas veces compromete el

proceso de adquisición de estructura terciaria fija, interrumpiéndolo y dando lugar a la

estabilización de estados parcialmente plegados, a veces con t0pología (recorrido de la

cadena polipeptídica en el espacio) similar a la nativa [17] y en otros casos, con una

asociación no nativa de elementos estructurales [62].

Este conjunto de resultados experimentales podría ser reinterpretado introduciendo un

mecanismo general de plegado jerárquico en el que la información podría estar codificada

en forma de ‘bloques con topología’ o módulos. Algunos de ellos podrían ser determinantes

de la topología de otros fragmentos no tan estables en su forma aislada, o con cierta

tendencia a asociarse de manera incorrecta en ausencia de los primeros.

La confirmación de este tipo de mecanismo sería una clave para poder comprender porqué

ciertos estados parcialmente plegados sin estructura tercian'a fija poseen topología nativa y

también permitiría explicar la presencia de topología y arreglos de estructura secundaria en
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presencia de altas concentraciones de agentes caotrópicos. El estudio de las propiedades de

los módulos podría conln'buir en la predicción de estructura 3D.

Por último, la ES-BL es un buen modelo experimental de proteínas con cierta complejidad

topológica para investigar la existencia de módulos como los mencionados más aniba y

cómo se balancea en ellos la contribución entre interacciones locales y de largo alcance

para la formación de estructura 3D nativa. El concepto modular reemplazar-ía el plegado

concertado del polipéptido por reacciones locales de plegado y reacciones posteriores de

unión (binding), similares a las que rigen numerosos procesos biológicos, reduciendo

considerablemente la complejidad de la búsqueda conformacional del estado nativo.

OBJETIVOS GENERALES
A) Avanzar en el estudio del plegado de ES-BL.

B) Identificar la presencia de módulos o subdominios de ES-BL importantes desde el punto

de vista del plegado.

C) Determinar el efecto de la eliminación de información sobre el plegado y la estructura

final de ES-BL.
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CAPÍTULO II

MATERIALES Y MÉTODOS



GENERALIDADES
Electroforesis

La electroforesis en geles de poliacn'lamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) fue

realizada utilizando el sistema de Schágger y von Jagow [87]. La densidad y

entrecruzamiento de los geles fue 16.5 % y 6 %, respectivamente, o alternativamente 10 %

y 6 %. Las muestras a analizar se diluyeron al medio con un volumen de ‘buffer muestra’

(Tris HCl 50 mM, glicerol 12 %, azul de bromofenol 0.005 %, SDS, 8 %, pH 6.8) y se les

agregó, en el momento, 4 % de B-mercaptoetanol. Paralelamente se preparó un patrón de

pesos moleculares adecuado. Luego de un calentamiento a 100 °C durante 5-10 min, se

sembró cuidadosamente, con una jeringa Hamilton, un volumen determinado (típicamente

entre 5 y 20 ul) de cada mezcla por calle y se dejó correr 1100 Vh (geles 16.5 %) o 250 Vh

(geles 10 %). Usualmente se estableció un voltaje constante menor o igual a 100 V y el

tiempo de corrida se ajustó de manera que la integral del voltaje en función del tiempo

fuera la indicada. Al finalizar la corrida, los geles se desmontaron y se tiñeron con

Coomassie Brilliant Blue R250 0.3 % en metanol:ácido acéücozagua (3:1:6) y luego, se

decoloraron en una solución de metanol:ácido acético:agua (3:1:6) hasta la visualización de

las bandas. Los geles se conservaron en ácido acético 5 % en agua, o simplemente en agua.

Los geles no desnaturalízantes se prepararon de acuerdo a Walker [88]. La densidad y

entrecruzamiento de los geles fue 7.5 y 0.2 %, respectivamente. Las muestras a analizar se

diluyeron al quinto con Tris-HCl 0.31 M, azul de bromofenol 0.05 % y glicerol 50 %,

pH 6.8 y se sembraron. El gel concentrador se preparó a pH 6.8 y el separador a pH 8.8. A

pH 8.8 la B-Iactamasaposee carga negativa y por lo tanto migra hacia el polo positivo. la

tinción file como se describió más arriba.
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Western blotting

En la transferencia de proteínas a floruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad, CA, USA) se

utilizó buffer CAPS 10 mM pH 11.0. Posteriormente las membranas fueron incubadas con

BSA 5 mg/ml en TBS, (etapa de bloqueo) y luego con una dilución 1:2000 TBST (TBS,

Tween 0.05 %) de un suero hiper-inmune anti ES-BL obtenido de conejo con un protocolo

convencional. Después de tres lavados de 10 mín con TBS, tween 0.05 %, se realizó una

incubación con un anticuerpo ann' FC de conejo conjugado a peroxidasa (Santa Cruz, CA,

USA) y un revelado a 20 °C con 4-cloro-1-nafiol y H202.

Espectrometría de masa
Las muestras de proteínas purificadas se acondicionaron con microcolumnas de

octadecilsilano (Vydac, Bio-select, CA, USA). Las microcolumnas se equilibraron con l ml

de acetonitrilo 100%, luego se lavaron con H20, TFA 0.05 %. Las muestras (0.5 ml)

fueron ñltradas por centrifiigación a través de una membrana de 0.22 um en microtubos

(Vanex, NJ, USA) y luego se sembraron por gravedad en las microcolumnas. Se realizaron

lavados de 1 ml con concentraciones crecientes de acetonitrilo y se eluyó la muestra con

l ml de acetonitn'lo al 75 %, TFA 0.05 %. Las muestras así acondicionadas se analizaron en

un VG Quatro l] (Micromass) de cuadrupolo triple con una fuente de ionización

electrospray, operando en modo positivo, calibrado con mioglobina equina. El análisis de

los datos se realizó mediante el programa Mass Lynx 2.1 (Fisons Instrument, Altn'ncham,

UK). La masa se calculó considerando la abundancia ísotópica promedio con la rutina Bio

Lynx.
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Coeficientes de extinción molar, espectros-UV y

concentración de proteína
La concentración proteica se midió por absorción UV a 280 nm en deCl, 5 M. Se utilizó

para el cálculo el coeficiente de extinción teórico correspondiente, 24750 M lcm",

calculado como e deq 5Mno nm: y x 1280 + w x 5690 dónde w es el número de triptofanos

e y es el número de tirosinas por molécula [89]. La composición en residuos aromáticos de

las variantes preparadas y utilizadas en esta tesis es idéntica a la composición de ES-BL.

Para determinar por el mismo método la concentración de lactamasa en soluciones no

desnaturalizantes, se utilizaron coeficientes de extinción determinados como se describió

previamente [86]. Los espectros de absorción fueron adquiridos entre 340 y 240 nm. En los

casos en los que se observó light scattering, en los espectros se hicieron las correcciones

correspondientes (ver más abajo).

Técnicas computacionales para el análisis de la

estructura proteica
Para analizar interacciones terciarias se utilizó el programa de visualización molecular

Insight II (Molecular Simulations Inc. CA, USA). Cuando no se indica otra cosa, los

cálculos realizados a partir de las coordenadas espaciales se hicieron mediante programas

en lenguaje C desarrollados en el laboratorio especialmente para este tipo de trabajo. Se

utilizó una estación de trabajo Octane Silicon Graphics (SGI, USA) con dos

microprocesadores y 256 MB de memoria RAM. La determinación de areas accesibles fire

realizada con el programa ACCESS (M. D. Handschumacher and F. M. Richards, Yale

University, 1983) [90, 91], con una sonda de 1.4 Á de radio. Para representar gráficamente

elementos sencillos en las estructuras proteicas se utilizó el programa Rasmol (Raswin
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Molecular Graphics, 1993-1995, R. Sayle), o alternativamente Swiss-de Viewer

3.7 (Glaxo Wellcome Experimental Research).

Reactividad Química de tioles y conformación

proteica, modificación con DTNB

Para la determinación de tioles libres [92] se utilizó 5,5 '-ditiobis-( 2-nitrobenzóico)

(DTNB); la reacción se realizó en lml de fosfato de sodio 100 mM, pH 8.0y a una

concentración proteica exactamente conocida de "0.5 mg/ml. A las muestras se les agregó

5 ul de DTNB 3.9 mg/ml disuelto en buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 7, y se determinó

la absorbancia a 425nm hasta lectura constante (5-10 min). Luego de corregir por el

blanco, en el que se omitió la proteína, se calculó la concentración de tioles reactivos

usando un coeficiente de extinción 8425nm= 12400 M'l x crn'l [93]. En las condiciones

utilizadas, la absorbancia del blanco fue despreciable. Para analizar la velocidad de

reacción de los tioles libres se utilizó un equipo de cinética rápida (stopped flow)

RX2000 (Applied Photophysics) conectado a un espectrofotómetro. Se prepararon

soluciones de buffer fosfato de sodio 100 mM, DTNB 7.8 mg/ml, urea 0-8 M, pH 7.0.

Paralelamente se incubó la proteína por tres horas en urea 0-8 M. Mediante el sistema de

jeringas del aparato se mezclaron volúmenes iguales de la solución proteica y del reactivo y

se registraron las lecturas a 425 nm cada 0.1, l o 5 s, dependiendo de la reactividad del tiol

en cuestión. A los datos se ajustaron, por regresión no lineal, ecuaciones de seudo primer

orden [94].

Modificaciónquímica con glutaraldehído

El entrecruzamiento o crosslinking con glutaraldehido (Fluka, Suiza), 0-0.5 % o

disuccinimidil glutarato, 0-1.5 mM (DSG, Pierce, Rockford, IL) fue realizado a 4°C
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mediante una incubación de 5-30 min en un volumen de 100 pl. La concentración de

proteína fire 0.2-03 mg/ml en fosfato de sodio 100 mM. La reacción se frenó mediante la

adición de Tris-HCI, 50 mM, pH 7.5 o bufler de muestra.

Concentración y almacenamiento de proteínas
Cuando fue necesario concentrar variantes proteicas en el estado nativo se recunió a filtros

concentradores CENTRIPREP® YM-lO (Millipore, Bedford, MA) con corte de 10000 Da.

En el caso de proteínas parcialmente plegadas se pudo determinar que no es conveniente la

utilización de dichos filtros ya que se detectó agregación y posible unión de las proteínas a

la membrana. Siempre que se concentró una muestra por Centriprep se determinó

posteriormente el estado de agregación por SEC-FPLC (ver “Comportamiento

hidrodinámico”).

Cuando fue necesario concentrar variantes en el estado desplegado se recurrió a la resina de

intercambio catiónico SP-Sepharose. La desnaturalización y la unión a la matriz se realizó

en batch, en tubos de 15 o 50 m1, en urea 6.5 M, acido fosfórico 25 mM, glicina 5 mM,

pH 3.5. La unión fire corroborada espectrofotométricamente y la elución se realizó con

deCl 8 M en HZO.La urea residualy el excesode deCl fueroneliminadospor diálisis.

Las proteínas purificadas en su estado nativo fueron dializadas extensivamente contra agua

destilada. Posteriormente se prepararon alícuotas de 20 ml y se congelaron a -20 °C. Las

alícuotas ya congeladas fueron enfiiadas a -80 °C por 2 h y finalmente liofilizadas. Las

proteínas liofilizadas fueron conservadas en envases herméticos a -20 °C.

Las proteínas purificadas en estado desplegado fueron almacenadas a -20 °C en urea

5-6.5 M, ácido fosfórico 25 mM, pH 3.5 y en presencia de glicina 5 mM como atrapador de
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cianato —contaminante formado por descomposición de la urea. Las variantes Ser->Cys

fueron almacenadas de la misma manera pero con el agregado de D'IT 1 mM [95].

Diálisis

Las diálisis se realizaron a 4 °C. Las membranas fueron previamente lavadas con agua a

50-60 °C y luego con H20 destilada. Después de llevar adelante diálisis renaturalizantes (en

experimentos de replegado) las muestras se centn'fugaron a 10000 rpm por 20 min con el

fin de eliminar agregados insolubles.

Determinación de actividad B-Iactamasa

La actividad enzimática se determinó a 4, 10 ó 25 °C por medición de la hidrólisis de

bencilpenicilina (A8240nm=570M'l cm", [81, 96]) en fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0, y en

presencia de albúmina sérica bovina (BSA) 1.5 uM. Los experimentos de desplegado o

replegado seguidos por actividad de las variantes de longitud completa se realizaron a bajas

temperaturas (típicamente 10 °C ) para evitar el replegado durante la determinación de

actividad enzimática [81] (ver “Cinética del plegado”).

Cuando fue relevante se determinaron los parámetros enzimáticos KM y Vmax o la

actividad específica relativa a ES-BL. Las soluciones de bencilpenicilina se prepararon en

el buffer de reacción utilizando 524onm=820 Ml cm".

Variantes de la B-Iactamasa

La nomenclatura y características de las variantes de B-lactamasa utilizadas en este trabajo

se indican en la Tabla 2. También se detalla el tipo de mutación que se introdujo en cada

caso.
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Tabla 2. Nomenclatura para las variantes proteicas utilizadas en este trabajo.

Variantes de longitud completa

Variantes recortadas
nueve

catorce

por a

en catorce

nueveen

hélice o.C-tenninal en la que se ha modificado la

en nueve

hélice a C-terminal en la que se ha reemplazado
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INGENIERÍA GEN ÉTICA
Mutagénesis

El gen de la B-lactamasa de B. Iichenifonnis clonado en el vector pET-9b (Novagen,

Madison, WI), que confiere a las bacterias resistencia al antibiótico kanamicina, fue

gentilmente cedido por el Dr. Anthony Fink. En dicho plásmido (pET-BLAl), el gen de la

B-lactamasa se encuenta bajo el control regulatorio del promotor de la RNA polirnerasa del

fago T7 [97] y esta polirnerasa se encuentra codificada en el DNA genómico (cromosomal)

de las bacterias BL21. Su inducción mediante IPTG lmM o simplemente lactosa l % activa

la transcripción del gen de la B-lactamasa. En nuestro laboratorio (ver introducción) se

subclonó en el mismo vector de expresión la variante de B-lactamasa más corta presente en

cultivos de Bacíllus lichemfonnis: exo-small (ES-BL). El DNA fire secuenciado y la masa

del producto proteico fue determinada [81]. Utilizando el vector pET-BLAl como DNA

molde se prepararon las variantes de cisteína de la ES-BL mediante la reacción en cadena

con polirnerasa (PCR) según lo descripto en la literatura [98]. El esquema general para la

producción de las variantes truncadas se muestra en la Figura 10 A y el esquema general

utilizado para introducir las mutaciones Ser->Cys se muestra en la Figma 10 B. Los

oligonucleótidos iniciadores utilizados en las reacciones PCR (Tabla 3).

y fueron diseñados utilizando el programa Amplify (Bill Engels® 1992, University of

Wisconsin, Genetic, Madison, WI 53706). Con este programa se simularon los posibles

productos de amplificación utilizando la secuencia del gen y los oligonucleótidos

correspondientes. Para evitar la formación de estructura Secundaria, que podría disminuir el

rendimiento en las PCR, también se utilizó en el diseño delos oligonucleótidos el programa
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RNAdraw de Ole Matzura del Departamento de Biofisica, Karolinska Institute, Solna,

Sweden.

La amplificación de los fragmentos se realizó en tubos de 500 ul. El volumen de reacción

file 25, 50 o 100 ul para selección de clones, PCR preparativa o tercer PCR (ver protocolo

de unión de 2 fragmentos), respectivamente. La mezcla de reacción (50 ul) consistió en

5 ul de buffer de reacción (buffer Pfil 10 x), 4 pl de dNTP 2.5 mM (cada uno) y l ul de

polimerasa Pfiz. A la mezcla de reacción se adicionaron N10ng totales de DNA molde y

0.5 pl de una solución de cada oligonuclcótido (l uM concentración final). El agregado de

la polimerasa se llevó a cabo después de una preincubación de l min a 94 °C y se utilizaron

extensiones de 2 min por kb.

Visualización y aislamiento de los productos de
PCR

Los productos de amplificación de cada PCR se resolvieron por electroforesis en geles de

agarosa 1 % o 2 %, dependiendo del tamaño del producto, >500 y <500 pb

respectivamente, en buffer TBE (Tris-Borato 0.045 M, EDTA 1 mM). Las bandas

separadas se visualizaron por su fluorescencia al ser iluminadas con luz UV de 254 mn. Las

corridas electroforéticas se realizaron en una cuba horizontal a 80 V utilizando TBE como

buffer de corrida [99].

62



—’———.
I \ ——————4—— ,f H‘N

. l"

E digo 2 L pET 9 )
i amplificación \ 1,!

l Es_BLC.‘m xxx/a
digestión con

_ BamHly Xbal l

digestión con i
BamH ly Xba I

recuperación de los pET 9

\\fr‘agn1entos de los geies deagarosa /\‘
ligación

pET
ES-[iLCï'

B +_____._—*"'— ——-<­
amplificación Arnpificacnon

u" PCR) (2“ PCR)
hibridación

l adensaon

____________ —> '

1 mm l
i Emma. íy recuperaciónb

(ñ
/ pm

< S-‘ÏCES SL* /‘V_
Figura;10. Estrategias de biología molecular para la preparación de las variantes de
ES-BL. (A) Esquema general para la preparación de variantes cortas de ES-BLCA".
(B) Esquema general para la preparación de variantes S—>C.

V 63



Tabla 3. Oligonucleótidos iniciadores utilizados en la construcción de las variantes de
ES-BL.

+ <­

+726 <- +766

ctgcggatcctt_aatcatcatacttggc 4- +751

gcagtattatgcagcagggataaaaag —>+723
gac 8265€ ES-BL

caatg SlZóC ES-BL

actatatgcaaggcaagcatccgcaag

aLa posición en la que el primer ‘hibridiza’ en la secuencia del gen de la B-lactamasa de B.
Iichem‘formis,gentilmente cedido por el Dr. Anthony Fink.

bVer Tabla 2.



Purificación de fragmentos de DNA
Extracción físlca

Las porciones de agarosa conteniendo las bandas de interés se escindieron de los geles

utilizando un bisturí, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml y fueron disgregadas con

una punta de pipeta. La suspensión resultante se centrifugó 10 min a 14000 rpm en una

microcentrífuga y la solución sobrenadante fue separada y almacenada a 0 °C. La fracción

particulada se mezcló mediante un vortex a máxima velocidad con 100 ul de agua destilada

y se incubó a 37 °C durante 30 min. Luego, se repitió la centrifugación, el nuevo

sobrenadante se mezcló con el anterior y se filu'ó por un microfiltro de centrífuga de

0.22 um para eliminar cualquier resto de agarosa. El DNA de la mezcla se precipitó por

adición de 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3.0 M, pH 5.6 y 2.5 volúmenes de etanol

absoluto [99]. La mezcla se incubó durante 30 min a —86°C, se centrifugó 10 min a

14000 rpm y se descartó el sobrenadante. Al precipitado adherido a la pared del tubo se le

agregó suavemente 100 ul de etanol 70% sin resuspender el material y se volvió a

centrifugar en las mismas condiciones. El DNA precipitado se disolvió en 20 pl de agua o

en buffer TE al décimo (Tris-HCl l mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.5) y se almacenó a —20°C.

Esta técnica permitió recuperaciones cercanas al 50 % del material inicial.

Extracción química

Las porciones de agarosa conteniendo las bandas de interés se escindieron como en el

protocolo mencionado más arriba y se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml. El DNA

fue extraído empleando un kit comercial basado en la utilización de resinas de intercambio

iónico (ConcertTM,Life Technologies GIBCO BRL, U.K.). El porcentaje de recuperación

fire superior al 70 %. El DNA se recuperó en 25 ul de buffer TE al décimo.
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Subclonado de productos obtenidos por PCR
La ligacíón de los productos de PCR a los plásmidos lineales purificados se realizó

mezclando el fragmento a clonar y el vector, previamente digeridos con las enzimas de

restricción adecuadas, en una relación aproximada de 3:1. Se usó ligasa del fago T4 (3 U,

en Tris-HCl 30 mM, pH 7.8, MgClz 10 mM, DTT 10 mM, y ATP 0.5 mM) durante 15 h a

22 °C. La reacción de ligacíón se alrnacenó a —20°C.

Preparación de bacterias competentes
Las bacterias se cultivaron durante 16 h en 2 ml de medio LB (NaCl 10 g/l, triptona 10 g/l,

extracto de levadura 5 g/l) a 37 °C con agitación permanente (precultivo). Luego, 200 ml

del mismo medio fueron inoculados con el precultivo preparado y las bacterias se

cultivaron a 250 rpm hasta que la densidad óptica a 600 nm fire aproximadamente 0.4-0.6.

El cultivo se transfuió a un tubo de centrífuga estéril y se dejó reposar en hielo por 10 min.

Seguidamente se centrifugó a 5000 rpm en rotor JA-l4 (Beckman, USA) por 10 min a 4 °C.

La fracción sobrenadante se descartó y las bacterias se resuspendieron suavemente en

200 ml de glicerol 10 %, en baño de hielo. Posteriormente, se volvió a centrifirgar y se

repitió la operación resuspendíendo primero en 100 ml, luego en 50 ml, 25 ml y finalmente

0.4 ml. Este volumen se fraccionó en alícuotas de 80 ul que fueron almacenadas a -86 °C

hasta su utilización.

Transformación de bacterias E. coli JM109 y

BL21 (DE3)

Con el fin de replicar y almacenar los nuevos plásmidos se utilimron bacterias E. coli

JMlO9. La electroporación se realizó con 80 ul de bacterias descongeladas a 4 °C,

agregando 1 a 2.5 ul del resultante de la ligacíón ó con 10 ng de plásmido superenrollado.
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Las celdas de electroporación (de 0.2 cm) fueron preenfriadas a 0 °C y el electroporador (E.

coIi-Bio-Rad) se ajustó en 2.5 kV.

Con el objeto de expresar eficientemente los genes subclonados, los plásmidos, con el

inserto correspondiente, fueron introducidos en bacterias E. coli BL21(DE3). El protocolo

de transformación fiie el mismo que se utilizó para las E. coli IM109. El DNA para estas

transformaciones provino de las preparaciones de plásmidos en gran escala replicados en

E. coli JM109, y fue previamente secuenciado. Luego de la transfon'nación las bacterias se

sembraron en placas de Petri con kanamicina. Las colonias positivas se identificaron por la

expresión a pequeña escala (ver más adelante) de la proteína de interés y geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE). A partir de colonias aisladas se prepararon stocks en glicerol

10 %. [99] y se conservaron a -86 °C

EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE
PROTEINAS
Expresión en pequeña escala

Se realizaron cultivos líquidos a 37 °C de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los

plásmidos correspondientes (lO ml de medio líquido con kanamicina 100 ¡ig/ml). Luego de

alcanzar una DOGoo- 1.0 se extrajo l ml del cultivo y se almacenó a 0 °C como control de

preinducción. El volumen restante se suplementó con IPTG lmM ó, alternativamente,

lactosa l % (P/V) final, y se creció a 37 °C por 3 h con agitación a 250 rpm. Las bacterias

se cosecharon por centrifugación
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Purificación de variantes de longitud completa en
condiciones nativas

Las variantes de longitud completa de B-lactarnasa fueron purificadas esencialmente como

se describe en un trabajo previo del laboratorio [81]. Brevemente, el fluido aislado por

shock osmótico preparativo (N900ml) fire acidificado con 100 ml de acetato de sodio

100 mM, pH 5.0. La suspensión resultante fue centrifugada a 13500 rpm con el objeto de

remover el material precipitado. El sobrenadante, libre de agregados insolubles y particulas

fue sembrado en una columnafast flow S-Sepharose (1.5 X7.0 cm) previamente equilibrada

con acetato de sodio lO mM, pH 5.0. La proteína fue eluida con un gradiente lineal de

150 ml, entre 0-250 rnM NaCl en el mismo bufler. Las fracciones colectadas se analizaron

por SDS-PAGE, y absorción a 280 nm. Además, en el eluído se midió actividad

enzimática. Las fracciones conteniendo proteína pura fueron dializadas contra agua y

posteriormente liofilizadas.

Purificación de variantes truncadas en condiciones

desnaturalizantes
Preparación de cuerpos de inclusión

Las proteínas que se pliegan incorrectamente durante la expresión en E. coli, suelen

degradarse por proteólisis intracelular y/o se agregan formando ‘cuerpos de inclusión’.

Estos últimos pueden ser separados fácilmente del resto del material celular mediante una

serie de lavados con detergentes y tratamientos con enzimas. Se ha visto que por lo general

la proteína sobreexpresada presenta ya en esta etapa de purificación pocos contaminantes,

entre los que se encuentra una proteína de membrana de -40 kDa (de acuerdo a datos de

secuencia N-terminal obtenidos en el laboratorio, AEIYNKDGNKVDLY, se trata de la
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porina OMPF). A continuación se describe el protocolo usado para la preparación de

cuerpos de inclusión, una adaptación del descripto por Jenssen y col. [100]. Las células

centrifugadas (6-8 g) fueron resuspendidas en 15 ml de bufi'er de lisis (Tris-HCl 50 mM,

NaCl 100 mM, EDTA l mM, pH 8.0) y rotas por sonicación en un baño de agua-hielo (en

fracciones de 5 ml y con cinco pulsos de 30 s a 4 W). Los cuerpos de inclusión crudos

fueron aislados por centrifugación (12,000 Xg, 10 min a 4 °C), mediante sucesivos ciclos

de incubación/centrifugacion con (a) MgClz 10 mM y DNAsaI 10 pg/ml en buffer de lisis

(30 min a 37 °C), (b) lisozima 0.2 ngml en buffer de lisis (15 min a 25 °C), (c)

deoxicolato de sodio 2 ngml en buffer de lisis (10 min a 25 °C), (d) Triton X-100 0.5 % y

EDTA 10 mM en buffer de lisis (10 min a 25 °C), (e-g) H20 desionizada.

Intercambio lónlco

Los cuerpos de inclusión limpios fueron solubilizados en urea 6.5 M, ácido fosfórico

25 mM, glicina 5 mM, pH 3.5 (buffer de solubilización). La fracción insoluble fue separada

por centrifugación a 14000 rpm, 20 min a 4 °C. La fracción soluble se sembró en una

columnafast flow S-Sepharose (1.5 x 7.0 cm). La elución fue realizada con un gradiente de

100 ml, de 0 a 500 mM de NaCl en buffer de solubilización. Las fracciones conteniendo

B-lactamasa pura (SDS-PAGE) fueron reunidas y guardadas a —20°C. Antes de ser

utilizadas, éstas se diluyeron hasta 1-2 ngml con fosfato de sodio 10-150 mM, pH 6.5, y

se dializaron a 4 °C contra el mismo buffer. Para eliminar agregados insolubles se

centrifugó a 4 °C (14.000 rpm por 15 min).

8265€ ES-BLCA9y8126€ ES-I3LCAgfueron purificadas con las siguientes modificaciones

(a) Se agregó ditiotreitol (DTT) al buffer de solubilización (10 mM) y al buffer para la

cromatografía en SP-Sepharose (l mM); (b) la mayor parte de la urea y del DTT fueron
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removidos en un segundo paso de intercambio iónico (matriz SP-Sepharose), en buffer

ácido fosfórico 25 mM, pH 3.5, y eluición con deCl 5 M en H20 desionizada; (c) la urea

y el DTT residual fueron eliminados con una filtración en gel (columna PD10 de

Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) equilibrada con deCl; (d) el neplegado fue

realizado mediante una dilución (12100) en fosfato de sodio 75 mM, sulfato de sodio

250 mM, pH 6.0 (la dilución también se realizó a pH 6.5 y a pH 7.0, ver Resultados); (e)

Las proteínas SlZóC y SZóSCEs-BLC”, puras y plegadas, fueron concentradas hasta

20 uM usando filtros CENTRIPREP® YM-lO.

Proteólisis controlada, analítica y preparativa

Para estudiar la susceptibilidad a la proteólisis, ES-BL y las variantes recortadas fueron

incubadas a 20 °C con uipsina en una relación proteasazfi-lactamasa de 1:100 en peso. El

buffer de proteólisis fue fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0. La reacción fue seguida por

SDS-PAGE, actividad enzimática y western blotting.

La Iripsinólísis también se realizó en forma preparativa con el objeto de purificar

ES-BL c” en su estado nativo, aprovechando la resistencia a la tripsina de esta última, con

respecto a la susceptibilidad que caracteriza a los estados parcialmente plegados. Estos

experimentos se realizaron a 20 °C en fosfato de sodio 10 mM, pH 7.0. La reacción fiie

terminada después de 5 min, mediante la inyección de la muestra en una columna Mono Q

(0.5 ><5.0 cm; Pharmacia, Uppsala, Sweden), equilibrada con el mismo buffer y a un flujo

de 0.5 ml/min. La elucíón fue realizada con fuerza iónica creciente (NaCl) hasta 200 mM.

La tripsina a pH 7.0, no se retiene, por lo que esta técnica permitió su eliminación muy

eficientemente. Los experimentos se realizaron con un instrumento Fast Protein-Peptide

and Polynucleotíde Liquid Chromatography (FPLC, Pharmacia), equipado con una cámara
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de inyección de 1.5 ml, y un detector con longitud de onda fija UV a 280 nm (Pharmacia)

conectado a una computadora para la recolección de datos.

Separación preparativa por tamaño molecular
Los experimentos preparativos de filtración molecular, con el objetivo de aislar formas

parcialmente plegadas de ES-BLC”, se realizaron en una columna Sephacryl S-lOOI-IR

(2.6 x 90 cm; Pharmacia, Uppsala, Sweden) equilibrada con fosfato de sodio

lSOmMpH 7.0. La elución fue realizada en el mismo buffer. La columna se calibró

previamente con una mezcla de BSA (66 kDa), ES-BL (30 kDa) y lisozima de clara de

huevo (14 kDa).

CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL
Comportamiento hidrodinámico
Para estudiar el grado de expansión y agregación de las distintas variantes se determinó el

radio de Stokes (Rs) mediante cromatografia líquida de exclusión molecular (SEC) en

presencia o en ausencia de urea o deCl. Esta misma técnica se utilizó para determinar la

presencia de agregados solubles de alto peso molecular. Los experimentos se realizaron

utilizando un instrumento FPLC, equipado con una cámara de inyección de 100 ul, una

columna de Superosa 12 (Pharmacia) y un detector de longitud de onda fija UV a 280 nm

(Pharmacia) conectado a una computadora para la recolección de datos. La columna se

calibró periódicamente inyectando una mezcla de proteínas globulares de peso molecular

conocido (tiroglobulina, y globulina bovina, ovoalbúmina de pollo, mioglobina equina y

vitamina Blz). El Rs de esas proteínas se calculó mediante la ecuación (1) [33, 34].

Iog(Rs ) = 0.369 Iog(PM) —0.254 (1)
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donde PM es el peso molecular en Da de la proteína de interés.

Dispersión de luz por agregados proteicos
La intensidad de luz dispersada (light scattering), para moléculas pequeñas con respecto a

la longitud de onda, tiene una dependencia inversa con la longitud de onda elevada a la

cuarta potencia. Una suave curva ascendente en los espectros de absorción UV de un

polipéptido entre 400 y 300 nm, generalmente se debe a la presencia de light scattering.

Para corregir este efecto se extrapolaron los datos experimentales entre 340 y 310 nm,

donde no hay picos de absorción proteica, a la región entre 300 y 240, donde sí hay picos

proteicos. La extrapolación se hizo por ajuste de ecuaciones a los datos experimentales y

minimización de la suma de ‘cuadrados’. Se utilizó el subprograma Solver de Excel para la

minimización. La ecuación ajustada fue

Abs=k1+%k4 (2)

Esta ecuación permitió, además, realizar una corrección por línea de base (k1).El parámetro

k4 se aproxima a 4 para soluciones de moléculas mucho menores que la longitud de onda

absorbida. Cuando hay turbidez manifiesta, debido a que el tamaño de las moléculas o

agregados de las mismas se acerca a la longitud de onda, el parámetro k4 puede adquirir

valores menores. En general resultó suficiente usar como datos los puntos del espectro entre

310 y 340 nm para el ajuste. En algrmos casos, por el contrario, fue necesario extender

hasta los 400 nm para lograr un buen ajuste.

Cuarta derivada del espectro UV

El entorno conformacional de los residuos aromáticos de las variantes de B-lactamasa se

estudió mediante espectroscopia de absorción UV y posterior cálculo de la derivada cuarta
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del espectro [101]. Se utilizó un espectrofotómetros Shimadzu UV 160 A o UV2401 PC

(Shimadzu Inc., Tokyo, Japon). Se tomaron datos en el modo lento y cada 0.1 nm. Los

espectros de cuarta derivada se calcularon mediante dos ciclos sucesivos de derivación de

segundo orden [101], utilizando la ecuación (3)

A2A/M2 = (¿+20 —2A¡-+ A¡_20)/M2 (3)

Previamente los eSpecIros fueron corregidos por sus respectivos blancos promediados,

suavizados y, en caso necesario, corregidos por dispersión de luz como se indicó más

arriba.

Modeladode espectros

Los espectros correspondientes a la forma desnaturalizada de cada variante de B-lactamasa

se simularon a partir de la combinación apropiada de los espectros de fenilalanina,

N-acetylm'ptofanoamida (NATA) y N-acetilürosinamida (NAYA) en buffer fosfato de

sodio 100 mM pH 7.0. [86, 102]. Este modelo es consistente con espectros de digeridos

exhausfivos con proteinasa K de las variantes.

Dicroísmo circular

Se analizó el contenido de estructura secundaria y terciaria de las variantes de B-lactamasa

por espectroscopía de dicroísmo circular en el UV-lejano (180 y 240 nm) y cercano

(240-340 nm), respectivamente [103]. Se utilizó un equipo JASCO 1-810 (Jasco Corp.

Japón) [86] calibrado de acuerdo a instrucciones de los fabricantes con ácido

(+)-lO-canforsulfónico y equipado con un sistema de tipo Peltier para la regulación de la

temperatura (20-22 °C). La fuerza iónica se ajustó con NaF (el fluoruro absorbe muy poco

en el UV lejano).
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CD en el UVlejano

Se utilizó una celda de 0.1 cm. La concentración de proteína fue 1.5 uM. La sensibilidad

fire de 100 miligrados. La velocidad de barrido fue 20-50 mn/min, el tiempo de respuesta

fire de 1 s y el ancho de banda fire l nm. Se obtuvieron unos diez espectros para cada

muestra. El promedio fire corregido por absorción del buffer y posteriormente se corrigió

por línea de base utilizando como cero la lectura a 340 nm. Los datos finalmente fueron

suavizados mediante un ciclo de cuarto grado de filtro Savizky-Golay, con una ventana de

diez puntos [104]. La elipficidad molar se calculó como

[6] = 9/ ([b]xnxdx10) (4)

donde [G]es la elipticidad molar (en gradosxcmzxdmol'l), 0 es la elipticidad en milígrados,

n el número de residuos de la proteína menos uno (número de enlaces peptídicos), [b] la

concentración molar de proteína y d es la longitud de la celda en centímetros.

CD en el UVcercano

Los espectros se obtuvieron a una velocidad de barrido de 20 nm/min, con una sensibilidad

de 5 miligrados. La absorción en esta región es cerca de dos órdenes de magnitud menor

que en el UV lejano, por esto, la concentración de proteína fue de 15 [JMy se usó una celda

de 1 cm de paso óptico. El buffer fue fosfato de sodio 10 mM, fluoruro de sodio 100 mM,

pH 7.0. Los datos se procesaron de igual manera que en el caso del CD en el UV lejano.

Espectros de fluorescencia de triptofano
La fluorescencia estática de los triptofanos fue estudiada a 20 °C en un espectrofluorómetro

K2 ISS (ISS, Champaign, IL) y, salvo que se indique lo contrario, las soluciones de

proteína fueron preparadas en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7.0 a una concentración

entre 2 y 5 uM (a absorbancias menores a 0.15 con el fin de disminuir el efecto de filtro
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interno). Las fluctuaciones en la intensidad de la lámpara fueron corregidas mediante la

utilización del canal de referencia sensando continuamente la emisión de una solución de

rodamina. La excitación fire a 295 nm (con un ancho de banda de 8 nm), los datos fiieron

adquiridos a intervalos de l nm entre 250 nm y 450 nm. La fluorescencia de las variantes

de B-lactamasa en su estado desplegado fue medida después de una incubación de 5 h en

fosfato de sodio 100mM pH 7.0, deCl 5 M.

Rendimiento cuántico de triptofano
El rendimiento cuántico de un fluoróforo es el número de fotones emitidos relativo al

número de fotones absorbidos. Cuando dicho fluoróforo se encuentra en el estado excitado

puede retomar al estado basal emitiendo luz (proceso radiativo) o por medio de otros

procesos que no involucran Ia emisión de luz (procesos no radiativos). La sensibilidad de la

intensidad de fluorescencia a los cambios en el ambiente del fluoróforo y su rendimiento

cuántico se deben a los procesos no radiativos que compiten con la emisión de luz por la

desactivación de estado excitado. Las muestras se prepararon en buffer fosfato de sodio

100 mM pH 7.0. Usando la celda del espectrofluorómetro, se midió la concentración

proteica en el espectrofotómetro tomando un espectro de absorción UV entre 240 y 340 nm

en modo lento. Se colocó inmediatamente la celda en el fluorómetro y se tomaron tres

espectros de emisión entre 250 y 500 nm con un ancho de paso de luz de 8 nm. La longitud

de onda de excitación se fijó en 295 nm para excitar selectivamente al Trp (con un ancho de

paso de luz de 8 nm. La temperatura se mantuvo a 20 °C. Se hicieron correcciones por la

referencia, se sustrajo el blanco correspondiente y el aporte a 295 nm por la luz dispersada

por la muestra. Del mismo modo se tomaron espectros de absorción y de emisión de

fluorescencia de una solución de Trp de absorbancia “0.1 en el mismo buffer. Los espectros
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de absorción UV se analizaron gráficamente y, cuando fue necesario, se corrigieron por

light scattering. Para calcular el rendimiento cuántico (Q), se midió el área total bajo la

curva para el espectro de emisión y el área bajo la curva de absorción entre 291y 299 nm.

Para esto se utilizaron los programas Kaleidagraph (Synergy Sofiware, Reading, PA) y

Excel 2000 Microsofio. Estos datos se combinaron con el rendimiento cuántico del Trp

(0.14) [105].

(2Ï°F1u b+ 2¡”Abs b) + (2Ï°F1u Trp+ 2Ï‘Abs Trp)x 0.14 = Q b (5)500 299 500 299

donde Flu es la fluorescencia, Abs absorbancia, b es una solución de la variante proteica

analizada con absorbancia a 280 nm "0.1.

Unión de ANS

La unión a proteínas de la sonda fluorescente l-anilinonafialeno-8-sulfonato (ANS) se

siguió mediante la emisión de fluorescencia a 480 nm (excitación a 350 nm) [14]. Tanto

para la excitación como para la emisión se.utilizaron rendijas de 8 nm. La concentración de

proteína fue 3 uM. A la celda con la solución de proteína o buffer se le agregó de manera

creciente alícuotas de una solución madre de ANS lmM, fosfato de sodio 100 mM,

pH 7.0 (8350nm=4950 cm'l M"; [106]) y se agitó suavemente dejando luego equilibrar por

2 min antes de adquirir los espectros (2 espectros por muestra entre 400-600 nm). Los datos

fueron corregidos por la dilución y ajustados adecuadamente. La constante aparente de

disociación fue calculada asumiendo un único sitio de unión [102].
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Desplegado seguido por fluorescencia de

triptofano

Las variantes de ES-BL fueron preparadas en fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0. Volúmenes

iguales de esta solución se agregaron a una serie de tubos de polipropileno que contenían

soluciones del mismo buffer con deCl para dar concentraciones finales del entre 0.0 y

3.5 M. La concentración final de proteína fue 3 ¡1M en todos los tubos. Los tubos se

equilibraron a temperatura ambiente por 5 h. Se tomaron espectros con excitación a 295 nm

y emisión entre 250 y 500 nm a 1-2 nm de intervalo y con 8 nm de ancho de banda. Las

mediciones realizaron en un equipo K2 ISS (ISS, Champaign, IL). Los espectros

recolectados se guardaron en modo texto y se procesaron con Microsofi Excel. A cada

espectro de proteína se le restó el blanco correspondiente, se lo corrigió por la referencia y

se tabularon los valores de fluorescencia a 330nm en función de la concentración de

GuHCl. Los cálculos se realizaron de acuerdo a Santoro y Bolen. [107]. También se

realizaron experimentos semejantes a los descriptos anteriormente pero usando urea como

agente desnaturalizante en un rango de concentraciones de 0 a 8 M, en este caso los tubos

se equilibraron a temperatura ambiente por 3 h. El resto de las condiciones fueron idénticas

a las mencionadas más arriba.

Desnaturalización por temperatura
Las transiciones inducidas por la temperatura entre los estados nativo y desnaturalizado de

las variantes se estudiaron mediante la detección de cambio en las señales de dicroísmo

circular (contenido de hélices a) a 220 nm. La concentración de proteína fire 1.5 uM y la

celda utilizada de lcm de paso óptico. La sensibilidad 100 miligrados. La muestra se

equilibró a 0-4 llevándola posteriormente a 95 °C con velocidad de variación de 2 °C/min.
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Se utilizó la ecuación (6) para describir el sistema y calcular los parámetros

termodinámicos.

AH T
( G) +ACpML» (6)

TG TG

AG(T)=AH(TG)+ACp (T-TG)-T(

El parámetro ACp se obtuvo a partir de un ajuste múltiple donde se combinan las

transiciones realizadas a distintos valores de pH (ver resultados). Existe una relación lineal

entre AH y Trncuya pendiente es ACp [42]. Esto permite utilizar un ACPglobal para calcular

simultaneamente los AH a cada pH.

Cinética de plegado y desplegado

Para el replegado, las variantes de B-lactamasa fueron preincubadas por 5 h en buffer

fosfato de sodio 100mM, deCl 5 M, pH 7.0 y diluidas en el mismo buffer pero variando

la concentración de desnaturalizante entre 0.05 y 1.5 M final. Para el desplegado, la

proteína nativa en fosfato de sodio 100 mM, 7.0. fue diluída con deCl 1.5-5 M. En

ambos casos la temperatura fue 20 °C y la concentración final de proteína fue l uM. En el

caso de la variante ES-[3LCAse realizó un experimento en el que se varió la concentración

final de proteína entre 0.3-30 uM.

En todos los experimentos se tomaron alícuotas del tubo de reacción a distintos tiempos y

se midió inmediatamente la actividad enzimática como se describió anteriormente [81].

Sintéticamente, las muestras fueron ensayadas con la celda termostatizada a 10 °C (ES-BL)

ó, alternativamente, a 20 °C (ES-BLCM). se tomaron datos de absorbancia a 240 nm en

función del tiempo cada 0.1 s, y la pendiente fue utilizada para calcular la actividad. El
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mezclado (manual) y la lectura se realizaron en menos de 30 s, con lo que la fracción

replegada durante la medición no resultó ser significativa (<2 %).

Las siguientes formulas fueron utilizadas para analizar la cinética de plegado de las

variantes estudiadas [42].

lnkobs=ln(kÍQexp(—%[deCl])+k8 exp(;—;[deC1])) (7)

AGUA: =AGI0J_)I+mf[deC1] (8)

mkin=mu+mf

BN—>Ï mkin (10)

Donde kobses la constante de velocidad observada; kofy k0uson las constantes de velocidad

para replegado y desplegado respectivamente en ausencia de desnaturalizante; mr y mu se

relacionan con el cambio en área (superficie expuesta) para las transiciones U—)I y N—)1,

respectivamente; AGOUn;y AGO)“; son el cambio de energia libre hacia el estado de

transición; y mm es el equivalente cinético de meq, la dependencia de AGN_,Ucon la

concentración de desnaturalizante.

El replegado de ES-BLCA9también fue seguido por cromatografia de exclusión molecular.

A distintos tiempos de replegado se tomaron muestras y se inyectaron en una columna

Superose 12 10/30 (SEC-FPLC) equilibrada con fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0 a 4 “C.
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CAPÍTULO III

ESTRUCTURA Y PLEGADO DE ES-BL
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INTRODUCCIÓN
Por diversos motivos, la ES-BL es muy atractiva como modelo para el estudio del plegado

de proteínas de mediana complejidad con dominios no continuos en la secuencia [108] y

plegado multifásico. Vale la pena recordar tres de estos motivos, (a) su estructura nativa se

conoce con gran detalle; (b) estudios previos han permitido acumular abundantes pruebas

sobre la existencia de intermediarios de plegado, tanto en el equilibrio [32, 70, 71, 109,

110] como en experimentos de cinética [69, lll]; (c) ES-BLno posee puentes disulfuro que

compliquen adicionalmente el plegado.

En la estructura de las B-lactamasas de clase A pueden reconocerse dos dominios. La

presencia de intermediarios cinéticos y de equilibrio podria estar relacionada directamente

con las estabilidades relativas de estos dominios o incluso con la de sus eventuales

subdominios. En la primer parte de este capítulo se describen experimentos dirigidos a

estudiar aspectos generales de la estructura, el plegado, y estados parcialmente plegados de

ES-BL, tanto desde un punto de vista cinético como en el equilibrio. En la segunda parte del

capítulo se trata la estructura de formas parcialmente plegadas a partir de experimentos de

modificación química de una cisteína, introducida a tal fin en la cadena polipeptídica, como

sonda conformacional [94].

Para los estudios de modificación química se reemplazó una serina (-CH20H) por cisteína

(-CHzSH) en variantes de longitud completa (8126€ ES-BL, 8265€ ES-BL y

SlZóC/SZGSC ES-BL). La variante SlZóC se preparó para estudiar la estabilidad del

dominio a-helicoidal (Figura ll). La variante 8265€ se preparó para investigar la posición

de las hélices a, N y C-terminales, sobre la lámina [3en estados parcialmente plegados (ver
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Figura 11). Al respecto, estudios de dinámica molecular computacional [112] y de

resistencia a proteólisis de la B-lactamasa TEM de E. coli [72] sugieren que la hélice a. ll

(C-terminal) es un elemento inestable frente a cambios térmicos. Las variantes con una

única mutación posibilitar-¡an caracterizar termodinámicamente el efecto de cada

reemplazo. Por último, la variante que posee ambas mutaciones permitiría comparar

estabilidades relativas de dominios (o subdominios) ya que cualquiera de las dos

mutaciones podría producir una desestabilización general que sería interpretada

equivocadamente como local al analizar la variante puntual.
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Figura 11. Modelo de cintas de ES-BL. Se muestra la ubicación de los residuos
Ser70 (serina catalítica), Ser126, Ser265 y las hélices 0L]y all (N y C
respectivamente). En color rojo se señala el átomo de oxígeno de cada una de las tres
cadenas laterales de las serinas mencionadas.



RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Expresión y purificación de ES-BL

La ES-BL file sobreexpresada en E. coli (250 mg/l de cultivo) y purificada a partir del

extracto obtenido por shock osmótico preparativo. A juzgar por el análisis por SDS-PAGE

del producto obtenido, la pureza fue >95 % y el rendimiento del N50 % (Figura 12). El

espectro de masa del producto indicó 29,373.9:tl.1 Da, lo que concuerda con la estructura

covalente esperada. Se detectó un segundo componente, 131.2 Da más pesado,

consecuencia de la remoción parcial (30-50 %) de la metionina iniciadora. Los

parámetros catalíficos (KM=0.18:t0.05 mM) y la actividad específica del producto

concordaron con resultados previos [81]. El comportamiento hidrodinámico

(Rs= 25.3:l:0.7Á, Figura 13) fue el espeme para una proteina monomérica (M) y globular

del peso molecular de la ES-BL (el Rs teórico de ES-BL es 24.9 Á) [34]. También se

observaron trazas de fracción dimérica (D), con un Rs=33.0i0.5 Á (el Rs teórico de la

forma dimérica es 32.0 Á). En su estado nativo, la ES-BL resultó ser sumamente resistente

a la acción de la n'ipsina (ver capítulo IV, Figura 38).

Caracterizaciónespectroscópica
Espectroscopia UV

En los espectros de absorción UV de las proteínas, las bandas correspondientes a los

residuos aromáticos no siempre se resuelven suficientemente, y resulta dificil extraer

conclusiones acerca de la conformación proteica basándose en ellos. En la Figura 14 se

muestra el promedio de diez espectros de ES-BL. Si los espectros son derivados en forma
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kDa
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45

29

Figura 12. SDS-PAGE de la ES-BL después de la purificación y liofilización. Se
sembraron en el gel 10 pg de proteína liofilizada disueltos directamente en 15 pl de
bufler de muestra. M, marcadores de peso molecular, ES-BL , albúmina de huevo y
albúmina sérica.
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Figura 13. Cromatografía de exclusión molecular. ES-BL conserva sus propiedades
hidrodinámícas luego de su purificación, congelado, líofilización y redisolucíón (ver texto).
Se utilizó una columna Superosa 12, equilibrada con buffer fosfato de sodio 100 mM,
pH 7.0 a un flujo de 0.5 ml/mín. Se ínyectaron 100 p] de una solución 1.5 ngml.
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Figura 14. Espectro de absorción UV de ES-BL en el estado nativo. La determinación
de las bandas de absorción de los residuos aromáticos Trp, Phe y Tyr posibilita
inferir cualitativamente el estado conformacional de la macromole'cula. En el inserto
se muestra una relación típicamente nativa entre las bandas 277 y 280.5 nm La
observación de pendiente en el rango de 340-320 nm permite inferir y cuantificar el
efecto de la dispersión de luz producida por agregación sobre el especuo (ver
Capítulo Il).
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numérica (Figura 15B) la resolución aumenta significativamente: las bandas anchas en el

espectro original tienden a desaparecer y los componentes agudos aparecen aumentados. En

la derivación de orden cuatro, los máximos y mínimos coinciden con los máximos y

mínimos del espectro original y su amplitud es inversamente proporcional a la cuarta

potencia del ancho de la banda original [113].

Los espectros de absorción UV y cuarta derivada resultaron ser una herramienta sencilla

para el análisis del plegado de ES-BL. En la región del UV cercano, entre 250 y 300 nm, se

observan las transiciones electrónicas lLa y lLb de los residuos aromáticos. Las bandas 'Lb

se manifiestan para Phe, Tyr y Trp. lLa se observa únicamente paraTrp. Como se muestra

en las Figuras 14 y 15A, la región por debajo de 270 nm está dominada por las transiciones

lLb de Phe. Entre 270 y los 285 nm, la señal corresponde principalmente a las transiciones

'Lb de Tyr y lL¡,+'Lnde Trp. Por encima de 290 nm el Trp domina la absorción. El entorno

promedio de los residuos de triptofano en el estado nativo de ES-BL es claramente no polar:

Ia banda 'Lb del triptofano en el contexto nativo está centrada en 291.6 nm. En un modelo

del estado desplegado, generado mediante la simulación del espectro de la proteína con

espectros de N-acetil tiiptofanoamida (NATA) y N-acetil tirosinamida (NAYA) y

fenilalanina disueltos en H20, la banda lLb está centrada en 289 nm. Un espectro

prácticamente superponible se obtuvo después de tratar con proteinasa K durante 16 h a

ES-BLCM9,variante que conserva la composición de residuos aromáticos de ES-BL pero, a

diferencia de esta última, es muy fácilmente degradada por proteasas. Así en la transición

N<—)Use produce un desplazamiento de más de 2 nm para esta banda de absorción. Este

resultado sugiticre que la técnica es suficientemente sensible para la detección de cambios

conforrnacionales en el entorno de los residuos de Trp.
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Figura 15. Análisis de cuarta derivada de espectros de absorción UV. Promedios de
espectros de absorción UV correspondientes a residuos aromáticos preparados
individualmente en bufl'er fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0 fueron sumados y
derivados (panel A) con el objeto de identificar bandas de absorción en espectros de
cuarta derivada de ES-BL. El espectro de cuarta derivada del estado desplegado
(panel B) fue simulado mediante la combinación correspondiente de los espectros de
NATA, NAYA y Phe. También se muestra el espectro obtenido luego de proteólisis
exhaustiva de la variante ES-BLCA”,un modelo experimental razonable del estado
desplegado (ver texto y Capítulo IV).

89



La banda centrada en 280.7 nm (probablemente Trp) como consecuencia del corn'miento

hacia el ‘rojo’ de las bandas lLb del Trp y Tyr se resuelve muy bien en el estado nativo.

Pero en el estado desplegado, por el contrario, hay solapamiento con las bandas

correspondientes a las transiciones mencionadas más arriba. En conclusión, la banda de

280.7nm pudo ser utilizada en este trabajo para el ‘diagnóstico rápido’ del estado

conformacional de cada preparación de ES-BL y de sus variantes.

chroismo circular

Los cromóforos más abundantes en péptidos y proteínas son los grupos amida de los

enlaces peptídicos. Éstos poseen tres orbitales ar. La transición 1to.,TIÍ.está electrónicamente

pemiitida y posee un en.“ N 104M"l x crn'l (N190 nm). El momento dipolar magnético de

esta transición está dirigido aproximadamente a lo largo de la dirección N—>O.El par de

electrones n, relacionado con la transición nrt', está localizado fimdamentalmente en el

oxigeno carbonílico (80-90 %), en un orbital w2p, con su eje en el plano amida y diagonal

al enlace carbonílico. El otro par de electrones del oxígeno (n) tiene carácter 2s y 2p, y su

eje se encuentra en la dirección del enlace carbonílico. La transición HTC.en amídas está

prohibida electrónicamente y tiene un 8 "mu 100 M'l x cm'l , sin embargo esta transición

tiene un gran momento dipolar magnético direccionado a lo largo del enlace carbonílico. La

longitud de onda de la transición amida mt. es muy sensible al solvente. En ambientes

proteicos típicamente está centrada entre 215 y 222 nm.

Los espectros de CD en el UV lejano (180-240 nm) de ES-BL a 20 y 80 °C se muestran en

la Figura 16 A. El contenido de estructura secundaria del estado nativo (20 °C) está de

acuerdo con reportes previos [71]. El espectro a 20 °C es el esperado para una proteina (1+[3

y coincide en forma general con espectros de otras B-lactamasas [70, 109, 114]. Cuenta con
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Figura 16. Panel A, CD en el UV lejano. Estmctura secundaria en el estado nativo y
el estado desplegado inducido por calor. Panel B, CD en el UV cercano, las bandas
de absorción están asociadas a la existencia de asimetría en el entorno de los residuos
aromáticos (estructura terciaria fija).
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un máximo a 193-194nm (transición nan. con polarización perpendicular al eje de la

hélice a y dos minimos, típicos de estructura rica en hélices a, uno a 208 nm, también

relacionado con la transición nun. pero con una polarización en el eje de la hélice, y otro a

218-222 nm (transición n.,1t°).

A 80 °C si bien la mayor parte de la estructura secundaria se ha perdido, se puede observar

algo de estructura residual. El corrimiento observado para el máximo hacia longitudes de

onda menores (l90—>185nm) es típico de estructuras parcialmente plegadas y no de

moléculas completamente desestructuradas.

En el UV cercano (Figura 16B), la contribución de las cadenas laterales aromáticas al

espectro de CD de proteínas es producto de asimetría en su entorno y típica del estado

nativo. La actividad dicroica en esta región es consecuencia de la existencia de estructuras

rígidas y perfectamente empaquetadas en el entorno de los residuos aromáticos. El espectro

obtenido para ES-BL concuerda con resultados previos [71] y se caracteriza por poseer

bandas de absorción negativas, con excepción de la banda I.a de triptofano, positiva y

ancha.

Fluorescencla

ES-BL posee tres residuos de triptofano en las posiciones 210, 229, y 251, con 2, 15, y

16 % de accesibilidad al solvente, respectivamente (Figura 17). De acuerdo con el espectro

de fluorescencia nativo, ES-BL exhibe un pico de emisión centrado en 334 nm (Figura 18),

típico de residuos de Trp en un entorno hidrofóbico. Otro indicador de que los Trp están

protegidos del solvente en el estado nativo es su rendimiento cuántico (Q= 0.24 :l:0.02). El

desplegadoinducidopor deCl desplazó el pico de fluorescencia a 356 mn y provocó una
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disminución de Q a 0.13i0.01, resultado típico de transferir residuos de Trp a soluciones

acuosas (para Trp libre en solución, Q = 0.14, [105]).

Equilibriode desplegado en deCl
Los experimentos de desplegado inducido por deCl seguidos por intensidad de

fluorescencia, indicaron que ES-BL es una proteína sumamente estable (Figura 19A y

Tabla 4). Aunque la transición en el equilibrio seguida por actividad enzimática fue

prácticamente superponible a la curva de fluorescencia, una pequeña inflexión en la zona de

pretransición sugiere una perturbación del equilibrio de dos estados (NHU), indicando la

estabilización de un intermediario (Ideq 05.1). Este fenómeno fue observado más

claramente usando un protocolo alternativo [81], en el que el tiempo de incubación en

presencia de desnaturalizante es menor. Un comportamiento similar ha sido reportado para

la B-lactamasa de E. coli (TEM-1) cuando la transición es seguida por CD a 220 nm y el

agentedesnaturalizantees deCl [66].

Las mediciones de Rs en el mismo rango de concentraciones de deCl (Figura 19B)

demostraron la existencia de un estado levemente expandido de ES-BL (Iman), en

equilibrio con especies desplegadas. El grado de compactación de estas últimas, a su vez,

fue dependiente de la concentración de deCl. En la segunda parte de este capítulo se

estudia el desplegado en urea y, como se verá, ES-BL posee múltiples estados parcialmente

plegados, algunos descriptos anteriormente, que se estabilizan a distintas concentraciones

de desnaturalizante en el equilibrio.
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N.

Figura 17. Accesibilidad al solvente de los residuos de triptofano en la B-lactamasa.
Panel A, ES-BL posee tres residuos de triptofano en las posiciones 210 (dominio oz),
229 (dominio 0c+[3), y 251 (interfase) con 2, 15, y 16 % de accesibilidad al solvente,
respectivamente. Panel B, representación de espacio lleno (Trp en color azul). Se usó
el programa Rasmol para representar la molécula.
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Figura 18. Espectros de emisión de fluorescencia de Trp. ES-BL posee un A.máximo
de emisión a 334 nm mientras que el estado desplegado inducido por la adición de
deCl posee un 7»máximo completamente desplazado hacia el rojo (356 nm). Como
consecuencia de la plena exposición al solvente, e] espectro de Trp en solución
acuosa muestra un máximo a 356 nm. La excitación se realizó a 295 nm.
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Tabla 4. Pmámetros termodinámicos cinéticos y de equilibrio del plegado de ES-BL

o

AGOM-puc m Cm d k mr BN»;
(kcal mol" M") (Real mol" M‘ )

k f m
(keelmol") (kualmor'w) (M) (s")u (5") (5";

equilibrio' 3.39r 6.58 1.28
cinética" 7.25 727° 1.oo 1.16><10*'5 0.29 2.02 5.24 0.28

' El desplegado fue inducido por deCl a 20 °C y seguido por fluorescencia de Trp (ver
Fig. 19, panel A).
b La transición fue seguida por acn'vidad enzimática (ver Figura 20, Capítulo 111).Los
datos cercanos al punto medio de la transición fueron ajustados mediante la ecuación (7).
°A concentración cero de desnaturalizante.
d La concentración de desnaturalizante que causa el 50 % de desplegado fiie calculada
como AGONQU/m.

em y BN.” fueron calculados con las ecuaciones (9) y (10), respectivamente.
f El error en el parámetro fue 10 % o menos, estimado por el método Monte Carlo [104].
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Figura 19. Equilibrio de desplegado de ES-BL inducido por deCl. Panel A: La
disminución en la intensidad de fluorescencia pudo ser ajustada a un equilibrio de
dos estados. La disminución en la actividad enzimática, por el contrario, muestra
perturbaciones que podrían indicar la presencia de un intermediario a
concentraciones de deCl N1M. Panel B: Por SEC-FPLC, a concentraciones de
desnaturalizante 1-1.2 M se observó una pequeña expansión de las moléculas. En
deCl 1.2M es evidente la presencia de una fracción con propiedades intermedias
entre el estado nativo y el desplegado.
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Cinética del plegado de ES-BL

El replegado de ES-BL a 10 y 20 °C, por dilución desde 5 a 0.05 M deCl fue seguido por

actividad enzimática (Figura 20A). El resultado pudo ser ajustado a una función

exponencial simple y el tiempo de relajación (l/kp) fue de 1.7 min a 20 °C, y de 3.3 min a

10 °C. En estas condiciones experimentales la recuperación de proteína replegada fue del

100 %.

Gráficos de Chevron

Las velocidades de replegado y desplegado a 20 °C en función de la concentración de

desnaturalizante (deCl) se muestran en la Figura 20 y Tabla 4. Alícuotas de proteina en

estado nativo o desplegado, 0 y 5 M deCl, respectivamente, se diluyeron rápidamente

hasta la concentración de desnaturalizante indicada (concentración de proteína final

constante) y se midió el incremento o la disminución de actividad enzimática en función del

tiempo de replegado o desplegado respectivamente.

La medición de actividad se hizo por medio de un ensayo óptico rápido (15-20 s, ver

Materiales y Métodos) para minimizar cambios en la fracción nativa durante Ia medición.

Para cada concentración de desnaturalizante se calculó la constante cinética para la

formación o el desplegado del sitio catalítico. Como el tiempo muerto fue N15 s,

incluyendo dilución y transferencia a la celda de las muestras, sólo las reacciones con

tiempos de relajación mayores que 20 s pudieron ser estudiadas con esta metodologia.

Afortunadamente, esta no fue una limitación porque todos los tiempos de relajación fueron

2305.
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Por debajo de 0.4 M de desnaturalizante, la velocidad del replegado de ES-BL fue constante

con t = 105 s. Como la dependencia del logaritmo de la velocidad de replegado con

respecto a la concentración de desnaturalizante es proporcional a la diferencia en superficie

expuesta entre el estado basal y el estado de transición, se deduce que, bajo condiciones

fuertemente nativas, el plegado de ES-BL atraviesa el paso limitante con poco o ningún

cambio de superficie. En otras palabras, el estado de transición en esta condición tendria

una superficie accesible al solvente similar al estado nativo. El hecho de que el agregado de

sulfato de sodio no tenga efecto sobre la velocidad de replegado a bajas concentraciones de

deCl da mayor sustento experimental a la conclusión anterior (con una mayor área

expuesta se observaria un mayor efecto del sulfato de sodio). Altemativamente el

aplanamiento de la curva podría deberse a la presencia de intermediarios cinéticos en

equilibrio rápido [42].

Entre concentraciones de desnaturalizante de 0.6 y 2 M el diagrama de ES-BL exhibe la

típica forma en 'V' para procesos de plegado que involucran dos estados y los datos pueden

ser ajustados adecuadamente a la ecuación (7), con los parámetros cinéticos listados en la

Tabla 4. Los resultados obtenidos de AGONHUy m de experimentos de cinética están

razonablemente de acuerdo con los obtenidos en el equilibrio. Sin embargo la Cmcalculada

a partir de experimentos de cinética fue 1.0 M, significativamente menor que el valor

obtenido en el equilibrio (1.3 M). Esta discrepancia puede deberse a que, en el caso de

ES-BL, la fluorescencia es menos sensible a la desnaturalización que la actividad (ver

Figura 19A). El A“; (ver ecuaciones (9) y (10) fue 0.28, irnplicando que el estado de

transición es, en cuanto a la superficie expuesta, más cercano a N que a U. El replegado

desde 2.5 M a 0.3 M de deCl a 20 °C seguido por fluorescencia de los Trp (excitación a
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Figura 20. Cinética de plegado y desplegado de ES-BL. Panel A, experimento de
replegadodesde deCl, 5 M a deCl, 0.05 M en buffer fosfato de sodio 100mM,
pH 7 seguido por actividad enzimática. Panel B, gráfico de Chevron construido con
constantes de plegado y desplegado seguidas por actividad enzimática. Se agregan
puntos de desplegado seguido por fluorescencia.
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Figura 21. Plegado seguido por fluorescencia-slopped-flow. El replegado desde
2.5 M a 0.3 M de GdnCl a 20 °C seguido por fluorescencia de los Trp (excitación a
295 nm y emisión por encima de 320 nm) indicó un mecanismo complejo con van'as
fases (por lo menos tres).
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295 nm y emisión por encima de 320 nm) indicó un mecanismo complejo con varias fases

(por lo menos tres) pero que puede estudiarse en un 100 % de su amplitud (ver Figura 21).

Una fase rápida (k1= 0.25 s"), donde se gana más del 56 % de la fluorescencia nativa, una

fase intermedia (k2= 0.033 s") del 12 % de amplitud, y una fase lenta (k3= 0.005 s 4) que

da cuenta del resto de la amplitud y se corresponde con la aparición de actividad enzimática

(kp_(MMdec] = 0.007 s"). Esto implica que la formación del sitio activo ocurre en un

estado compacto con los residuos de Trp protegidos del solvente.

Para las B-lactamasas de E. coli (TEM) y S. aureus (PCI) [115-117] se propuso que los

eventos tardíos en el plegado están relacionados con la configuración cis del enlace

peptídico 166-167 (a pesar de que el residuo 167 no es prolina). Como ES-BL sí posee una

prolina en la posición 167, una proporción de enlaces en cis deberia ya existir en el estado

desplegado, y por lo tanto se esperaría para la ganancia de actividad enzimática una fase

rápida y una lenta. Sin embargo, como la curva de actividad para ES-BL sigue una

exponencial simple que exh’apola a cero, parece poco probable que la isomerización de

prolinas fuese la limitante de la velocidad.

Equilibriode desplegado en urea

El desplegado de ES-BL inducido por urea seguido por fluorescencia de Trp presentó más

complejidad que el desplegado por deCl (Figura 22 y Figura 19A, respectivamente). Por

lo tanto el ajuste del modelo de dos estados (NHU) a los datos experimentales resultó

inadecuado y se apeló al modelo de ¡res estados (N<-)I<—>U).Los parámetros

termodinámicos derivados del ajuste a los datos se muestran en la Tabla 5. El experimento

reveló una primer transición poco definida entre 2 y 4 M urea (transición N<-->I“,ea2_4). El

estado intermediario I posee cerca del 80 % de la fluorescencia nativa y podria
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Figura 22. Equilibrio de desplegado de ES-BL inducido por urea, seguido
manualmente por fluorescencia de triptofanos (excitación a 295 nm y emisión a
336 nm) y CD a 220 nm. Las curvas representan ajustes de modelos de tres estados
(ver Capítulo. H).
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Tabla 5. Propiedades termodinámicas de ES-BL y de las mutantes de cisteína

Desplegado en urea seguido por fluorescencia de Trp (tres estados, N<—>I(->H)

Variante AGONHI m NH! Cm N91 AG [HH m 19H Cm 19H

ES-BL 7.4 2.5 3.0 6.4 1.4 4.6
8126C ES-BL 7.9 2.4 3.3 7.2 1.7 4.3

Desplegado en urea seguido por fluorescencia de Trp (dos estados, N(-)U)

Variante AGNHU m Nau Cm Nau

8265€ ES-BL 8.7 3.6 2.4
8126C SZóSC ES-BL 10.3 4.1 2.5

Desplegado en urea seguido por CD a 220 nm (tres estados, N<—)H<->U)

Valiante AGM-m m NHH Cm NHH AG HeU m HHU Cm Heu

ES-BL 9.2 1.8 5.1 17.0 2.3 7.4
SlZÓC ES-BL 8.8 1.8 4.8 16.5 2.3 7.3
SIZÓC 8265C ES-BL 9.5 2.8 3.4 6.5 1.3 4.9

Desplegado en urea seguido por CD a 220 nm (dos estados, N<-)U)

Variante AGNHU m Nau Cm NHU

8265€ ES-BL 13.95 4.1 3.4

Las unidades de los parámetros termodinámicos calculados para el proceso de desplegado
genérico z<->wen el equilibrio son AGmw, kcal mol"; Cmmw, M; mm“, (lccalmol'lM'l).
En el mecanismo de tres estados Se indica la fracción de estructura presente en el
intermediario. Los parámetros fueron calculados a partir de las figuras 22, 28 y 29. En el
texto se describen las estructuras I y H.



corresponderse con los intermediarios compactos observados en los experimentos de

desplegado en deCl seguido por actividad enzimática (ver más arriba). El AG total,

considerando las dos transiciones evidenciadas por fluorescencia es de 13.8 kcal mol", un

valor que indica la gran estabilidad de la molécula.

Aunque ambas son bifásicas, las curvas de fluorescencia y CD claramente no coinciden

(Figura 22). La estructura secundaria resultó mucho más estable que la estructura terciaria.

La transición seguida por CD resulta en un cambio energético de 26.2 kcal mol", un valor

muy alto. Esto indica la existencia de por lo menos otro estado intermediario, diferente de I,

estable a altas concentraciones de urea.

Ya hace tiempo se había descrito para la B-lactamasa de S. aureus PCI un intermediario

estable a 0.8 M deCl, el estado ‘H’, que posee la fluorescencia del estado desplegado

pero conserva cerca del 60 % de estructura helicoidal determinada por CD [32, 110, 118].

Un estado similar (glóbulo fundido) se ha descrito en el caso de la B-lactamasa de E. coli

RTEM [lll] para el que ambas sondas, CD a220 nm e intensidad de fluorescencia,

tampoco coinciden. Vale la pena destacar que H posee una conformación más expandida

que N pero menos expandida que U [69, 110], y que el incremento en las dimensiones de la

molécula (monitoreado por SEC-FPLC) posee la misma dependencia con respecto a la

concentración de desnaturalizante que la disminución de elipticidad a 220 nm [34]. Además

el estado H no posee señal dícroica en el UV-cercano (240-340 nm). Esto representa

ausencia de asimetría en el entorno de los residuos aromáticos, dicho de otra manera

ausencia de estructura terciaria rígida. Sin embargo H, al igual que U está conectado

cinéticamente a N a través de I [69]. I no posee actividad enzimática, es más compacto que
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H y tampoco posee señal dicroica en el UV-cercano. Los espectros de RMN de alta

resolución demuestran que I posee una reducción dramática de interacciones terciarias.

La curva de desplegado por urea seguida por elipticidad a 220 nm (Figura 22) reveló por

primera vez la existencia de H para ES-BL. A diferencia dela B-lactamasa PCl , que exhibe

una sola transición, la curva de desplegado de ES-BL exhibe dos. La segunda transición

implica la existencia de un segundo estado H, Hum 6.7,que tiene N50 % de la elipticidad

nativa y la fluorescencia de U. El proceso de desplegado en el equilibrio para ES-BL,

entonces, podría representarse mínimamente como el equilibrio entre las conformaciones

Nel“, “emm HHH“, 5.7(-)U.

Variantes de cisteína
Purificación de las variantes S—>C

Las tres variantes fueron purificadas en condiciones nativas utilizando el mismo protocolo

que fire usado para purificar la ES-BL natural. La variante 81260 ES-BL fire aislada con el

mismo rendimiento que ES-BL. SZ65C ES-BL y SlZóC/SZ65C ES-BL mostraron durante

las incubaciones a pH 5.0, una tendencia mucho mayor a la agregación, comparadas con la

ES-BL.

Caracterización general de las variantes S—>C

Las caracteristicas hidrodinámicas (Tabla 6) y espectroscópicas (Tabla 6 y Figuras 23, 24 y

25) de las variantes S—)Cson prácticamente indistinguibles de las de ES-BL. Por lo tanto

puede afirmarse que la ES-BL y sus variantes con cisteína poseen el mismo grado de

compactación, topología, y en general el mismo empaquetamiento de las cadenas laterales

de sus residuos aromáticos. Los tioles incorporados en las variantes no reaccionaron con el
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Tabla 6. Propiedades generales de las variantes S—>C.

Variante Rs Q a [SH] " AE °
(Á) (%)

ES-BL 25.3:|:0.7 02410.02 0.00 roo
8126€ ES-BL 25.4 0.26i0.01 1.041005 52.0:t4.5
S265C ES-BL 25.6 nd 1.071003 86.0:t5.6
8126€ SZóSCES-BL 25.5 0.29:t0.02 20810.06 53.6129

"Es el resultado de dos experimentos independientes. Como estándar se utilizó Trp libre en
bufler fosfato 100 mM, pH 7.0. El cálculo y otras condiciones experimentales se describen
en Materiales y Métodos.
bSe calculó la relación de concentraciones molares [SH]/[proteína] en urea 6 M, pH 7.0.
cActividad enzimática específica observada con respecto a ES-BL. El experimento se
realizó a 25 °C y concentraciones saturantes de sustrato (ver Materiales y Métodos).
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Figura 23. Cuarta den'vada de espectros de absorción en el UV de las variantes S—)C:
comparación con ES-BL. También se muestra el espectro de la proteólisis exhaustiva
de la variante ES-BLCM9.
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Figura 26. Empaquetamiento en la región del sitio activo. La Ser 126 está ubicada a
sólo 7.44 Á (distancia entre O-O de las cadenas laterales) de la serina catalítica
(Ser70).
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Figura 27. El —OHde la Ser 265 interacciona a través de un puente de hidrógeno con
el oxígeno de Arg 244. La cadena lateral de este último residuo estabiliza a la hélice
(X11sobre la lámina B a través de un puente salino con el Asp 276.
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DTNB en condiciones nativas, sin embargo en urea 6-8 M fueron completamente

accesibles al reactivo (Tabla 6). La variante 8126€ ES-BL posee sólo cerca del 50 % de la

actividad específica de ES-BL (Tabla 6). Esta disminución probablemente este' relacionada

con cambios sutiles en el empaquetamiento de residuos en la región del sitio activo (Figura

26). La serinas 126 y 70 están separadas por 7.44 A (distancia entre oxigenos de las

cadenas laterales). En cambio, la ligera disminución de actividad específica en el caso de la

variante 8265€ ES-BL (AE= 80-90 %) podria estar asociada simplemente a un cambio

pequeño en la dinámica general de la conformación nativa (la distancia entre O-O de las

cadenas laterales es de 13.88 Á). Además, esta última variante podria contar con un puente

de hidrógeno menos (Figura 27), ya que el grupo OH de la Ser 265 parficipa de una unión

no covalente con el oxígeno peptídico de la Arg 244 y el reemplazo de oxígeno por azufre

podría debilitar esa interacción.

Desplegado por urea de las variantes S-—>C

Para determinar el efecto termodinámico que tienen las mutaciones sobre la estabilidad

global de ES-BL y sobre la estabilidad de los estados parcialmente plegados estabilizados a

concentraciones intermedias de desnaturalizante se realizaron experimentos de equilibrio de

desnaturalización en urea. Se siguió la integridad de la estructura terciaria y secundaria por

fluorescencia y CD, respectivamente (Figuras 28, 29 y 30 y en la Tabla 5). A continuación,

dada la complejidad de los equilibrios, sólo se realizará un análisis semicuantítativo de los

resultados. En particular, debe tenerse en cuenta que al asumir modelos, éstos son siempre

los más sencillos y la elección no descarta modelos más complejos.
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Figura 28. Equilibrio de desplegado de 8126€ ES-BL inducido por urea, seguido por
fluorescencia de triptofanos (excitación a 295 nm y emisión 336 nm) y CD a 220 nm.
Notar la presencia del intermediario H (por CD entre urea 5.5 y 6.5 M).
Paralelamente, el desplegado se siguió por la accesibilidad del tiol.
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Figura 29. Equilibrio de desplegado de 8265€ ES-BL inducido por urea. Se midió la
fluorescencia de triptofanos (excitación a 295 nm y emisión 336 nm) y el CD a
220 nm. Notese la falta de 12.4 (curva de fluorescencia) y la ausencia del
intermediario H (ver figuras 22 y 28). El desplegado también se siguió por la
accesibilidad del tiol incorporado.
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Figura 30. Equilibrio de desplegado de 8126€ 8265C ES-BL inducido por urea,
seguido por fluorescencia de triptofanos (excitan a 295 nm y emisión a 336 nm y CD
a 220 nm y accesibilidad del tiol.
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El comportamiento de la variante 8126€ ES-BL fue muy similar al de la proteína natural.

La primer conclusión es, entonces, que la mutación 8—)€ en la posición 126 no tiene

mayores consecuencias sobre el complejo equilibrio y la estabilidad global de ES-BL.

Esta conclusión es muy importante para la interpretación de los datos de modificación

química que se analizarán más adelante.

El resultado de los estudios de equilibrio para 8265€ ES-BL es muy diferente al observado

para ES-BL y 8126€ ES-BL. El efecto de la mutación, por demás inesperado, es Ia

desestabilización de los estados intermedios de plegado respecto al estado nativo. En

efecto, el cambio de energía para la pérdida de esüuctura nativa es de N9 kcal mol",

prácticamente equivalente a la energía involucrada en la primer transición que sufren

ES-BL y 8126€ ES-BL. Lo notable es que no existe una segunda transición. En 8265€

ES-BL, se pasa directamente a U, no se observan los estados con fluorescencia parcial, y

sólo uno de los estados H es lo suficientemente estable como para ser observado por

dicroísmo circular. La mutación transforma el equilibrio de plegado de tal forma que ahora

el experimento puede ser explicado globalmente asumiendo solo tres estados:

NHHum 3.5(—>U.La existencia de H, sólo se denota por el pequeño desfasaje de las curvas,

ya que ambas señales, individualmente, pueden ajustarse a un mecanismo de sólo dos

estados. El valor de m para las transiciones seguidas por fluorescencia y CD es, en ambos

casos, cercano al m total sumado sobre toda la transformación (tres estados) que sufren

ES-BL y 8126€ ES-BL. Esto es lo esperado, ya que el m total debe ser proporcional al

cambio de área expuesto entre N y U, y confirma que en verdad, los estados intermedios en

la variante 8265€ ES-BL están ausentes o severamente desestabilizados respecto a N y a U.

Existen antecedentes de un resultado como este: el trabajo de Sideraki sobre la B-lactamasa
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TEM] de E. coli en el que se describe una mutación puntual natural que in vivo e in vitro

modifica la estabilización de estados parcialmente plegados y la tendencia a la agregación

sin alterar la estabilidad de la estructura final [66].

La doble mutante SlZóC/SZ65C ES-BL se comporta de acuerdo a lo esperado si el efecto

de las mutaciones firera aditivo o hubiera una ligera potenciación. Por una parte se

desestabilizan los intermediarios (efecto de la mutación 8265C), y por otra la diferencia

entre N y U se hace energéticamente más pequeña (compárese los AG totales en Tabla 5).

Esto último puede deberse a la inestabilización de N o a la estabilización de U. No

pudiéndose distinguir con los datos actuales, cuál de estas dos posibilidades es la más

probable. Parece extraño hablar de la estabilización de U, un estado en el que teóricamente

no habría interacciones específicas, sin embargo la definición experimental de U es muy

diferente de la teórica (ver Capítulos I y V).

Teniendo en cuenta los equilibrios observados para la proteína natural y las mutantes S—)C

se puede concluir que en los estados parcialmente plegados de ES-BL el residuo 265

establece interacciones específicas, presumiblemente mediadas por un puente de hidrógeno.

Estas interacciones desaparecen en la mutante 8265€, presumiblemente por debilitamiento

de dicho puente de hidrógeno. La observación del modelo 3D de la ES-BL indica que el

puente de hidrógeno antedicho, en el estado nativo, depende de un contacto de largo

alcance, es decir de la presencia de estructura terciaria. Se puede especular sobre la

posibilidad de formación de un puente de hidrógeno no nativo en los estados parcialmente

plegados de ES-BL. No obstante el principio de parsimonia recomienda pensar que lo que

se observa en los estados parcialmente plegados de ES-BL es la persistencia de estructura

nativa alrededor de la serina 265. En el mismo sentido, existen otros ejemplos en la
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literatura, los resultado de RMN en el caso la nucleasa de S. aureus [119] indican que a

concentraciones tan altas de desnaturalizante como urea 8 M el estado desplegado posee

elementos con estructura y topología nativa. Para la bamasa se ha detectado en el estado

desplegado por métodos computacionales y por RMN estructura secundaria e interacciones

terciarias fluctuantcs [4].

Los datos de modificación química de las cisteínas sirven para explorar más profundamente

el grado de preservación de estructura terciaria en los estados parcialmente plegados de

ES-BL. La reactividad de un tiol proteico frente a un reactivo como el DTNB depende

principalmente de la accesibilidad al solvente. En forma secundaria participan otros

factores como las carga del entomo y su hidrofobicidad.

En el caso de SlZóC ES-BL, resulta muy claro de la inspección de la Figura 28 que la

cisteína permanece parcialmente oculta en Hurea3-5 y que se expone completamente antes

de que ocurra la última transición, Huma6.7 —)U. Estrictamente, pues, el modelo de

desplegado de esta variante debe ser ampliado para incluir un nuevo intermediario:

NHL,“ 2.4(—)Huna3.5<—)H5H<-)Hum6.7<->U.Siendo Hs“ un intermediario con alto contenido

de estructura secundaria, en el cual el residuo 126 se encuentra expuesto. En este caso

resulta que el residuo 126 recién se expone cuando los uiptofanos están parcialmente

solvatados, precediendo ligeramente a la formación de H me 5.7.Para ES-BL SZóSC, el tiol

se hace accesible concomitantemente a la exposición de los triptofanos (Figura 28), en total

acuerdo con la propuesta esbozada más arriba de la desestabilización de los estados

parcialmente plegados. Por último, la modificación química de la doble mutante prueba

nuevamente la desestabilización de los estados parcialmente plegados por la mutación

SZ65C. Como era de esperar, los dos residuos de cisteína son accesibles aquí en forma
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coincidente con la curva de fluorescencia. lndicando que el único intermediario observable

en esta variante es H2 (H un. 6.7en la variante salvaje), pero que en este estado ambos tioles

son accesibles.

Resumiendo los estudios de equilibrio y modificación química se puede concluir que los

intermediarios tempranos de plegado de ES-BL identificados en este trabajo conservan

cierto grado de estructuración, presumiblemente nativa, alrededor de los residuos 126 y

265. Los resultados no permiten una elaboración más fina: no se puede determinar cuál de

estas dos estructuras residuales es más resistente a la desnaturalización. Sin embargo sí es

posible descartar el modelo simple de desplegado por dominios: A-B—)U-B—)U-U.La no

aplicabilidad de este modelo surge de la existencia de por lo menos seis estados en el

desplegado de la B-lactamasa, el modelo de desplegado por dominios incluye sólo tres.

Cuando se pensaron estos experimentos se supuso que el modelo de desplegado por

dominios originar-ía una curva bifásica para la accesibilidad de los tioles de la doble

mutante. Esto no fue así, sin embargo la desestablización de los intermediarios causada por

la mutación 8265€ impide usar la inexistencia de una curva bifásica como argumento en

contra del desplegado por dominios. Por lo tanto, nuestra única evidencia contra este último

modelo descansa por el momento en la existencia de por lo menos cuatro estados

parcialmente plegados.

Topología y estados parcialmente plegados
La relación entre complejidad topológica, plegado, y superficies energéticas de la estructura

proteica es indudable. Los parámetros que describen la topología (por ejemplo el orden de

contacto) se cor-relacionan muy bien con la velocidad de plegado [41, 120, 121]. Las

estructuras proteicas no secuenciales (con dominios no continuos, como la ES-BL), más
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intrincadas que las que poseen dominios continuos tendrian más ‘inconvenientes’, por lo

menos desde un punto de vista entrópico, durante el proceso de plegado (por ejemplo por

estabilización de estados no nativos parcialmente plegados, ‘cuasi-topómeros’, ver

Capítuo I y trampas cinéticas), por lo que contan'an, seguramente, con embudos de plegado

más rugosos (ver Figura 31) [108]. Por último, la posibilidad de modificar la superficie del

embudo de plegado sin modificar la topología final de la estructura proteica podn’a tener

relevancia desde un punto de vista biotecnológico. La predicción de las interacciones que se

deben remover o reforzar para modular el plegado, posibilitar-íasimplificar sustancialmente

el estudio básico del plegado y realizar ‘ingeniería racional de proteinas’ para impedir, por

ejemplo, la agregación en procesos industriales de producción.

Predicción de módulos estables e interacciones

A lo largo de los últimos años se han desarrollado distinto tipo de algoritmos de búsqueda

de módulos, un ejemplo muy interesantes es el desarrollado por Nussinov y col., Anatomy,

[61, 62] que se describió en Modelos de Plegado, Capítulo I. Este algoritmo se basa en Ia

búsqueda de unidades estables con ciertas propiedades de hidrofobicidad, ‘aislabilidad’ y

grado de compactación. La aplicación del algoritmo a ES-BL se muestra esquemáticamente

en la Figura 32. Otro ejemplo es el algoritmo de búsqueda de unidades de plegado

autónomo, RAFT, desarrollado por S. Marqusee y col. [55]. En este caso, el resultado está

fundamentado en la hipótesis de que un segmento, con predominio de contenido de

interacciones entre sus propios átomos y bajo contenido de interacciones con otros

fragmentos, podría tener plegado autónomo y estable en forma aislada. En otras palabras,

RAFT cuantifica la independencia estructural de cada fragmento, comparándolo con una

biblioteca de fragmentos de longitud idéntica. El resultado de aplicar el algoritmo RAFT
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sobre, la B-lactamasa de S. aureus (ver 3blm y 1an en el PDB) se muestra en la Figura 33.

La estructura residual presente en el estado H descripto en este capítulo podría

corresponderse con esta unidad de plegado. Futuros experimentos de NMR podrían

contribuir a identificar las regiones estrucmradas, las interacciones más importantes en

estos estados conformacionales y tal vez los determinantes de la topología general de la

molécula.
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Figura 31. Hipótesis de Chun-Jung Tsai sobre la relación entre complejidad
topológica y la superficie de los embudos conformacionales, basada en
consideraciones entrópicas [108]. (A) una proteína con ‘dominios continuos’
(secuenciales), (B) una proteína con dominios discontinuos (no secuenciales), esta
última contaría con un embudo conformacional más rugoso, con trampas más
profundas y una cinética de plegamiento más compleja.
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Figura 32 Bloques de plegado obtenidos mediante la implementación del algoritmo
desarrollado por Tsai y colaboradores [61]. De acuerdo con el modelo de plegado en
bloques la conformación nativa es el resultado del ensamblado por combinación de
un conjunto de fragmentos contiguos (para más detalles ver en el Capítulo I,
Modelos de plegamiento). (A) Primer nivel, se trata de la proteina nativa; (B) La
primer división genera dos unidades hidrofóbicas de plegado. Una primer unidad
compuesta por los residuos 1-33 (amarillo) y 184-252 (rojo), y una segunda unidad
más estable compuesta por los residuos 36-182 (naranja); (C) La región C-terminal
rinde en una nueva etapa dos bloques 178-202 (negro) y 203-252 (rojo), ambos
inestables. (D) La unidad 36-182 puede dividirse en tres bloques, 45-111 (magenta),
111-148 (azul) y 155-180 (verde) de los que el más estable es 45-111 (magenta). Por
razones de claridad no se muestra el último nivel de corte sobre esta última unidad.
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RAFT Score: 21.67

Figura 33 Resultado de la implementación del algoritmo RAFT sobre la B-lactamasa
circularmente permutada de S. aureus (homóloga estructural de ES-BL) [45]. El panel de
la izquierda muestra la unidad de plegado autónoma de máxima longitud y mayor RAFT
score. El panel de la derecha una unidad menor que posee 70 residuos (residuos color
naranja) con un RAFT score de 21.67 que también predice un fragmento estable en forma
aislada.
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CAPÍTULO IV

ESTUDIO DEL CÓDIGO DE PLEGADO
PROTEICO
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INTRODUCCIÓN
Conceptos generales y estrategia
Desde un punto de vista estático, la conformación proteica muestra niveles jerárquicos: la

estructura secundaria, o periodicidad local de la cadena polipeptídica (hélices-0L y

cordones [3); los motivos de plegado o arreglos topológicos de elementos de estructura

secundaria; y la estructura terciaria que está definida por el conjunto de interacciones fijas

resultantes de la asociación entre estos motivos o bloques.

Desde el punto de vista dinámico, para comprender el mecanismo de plegado, es

importante agregar dos niveles jerárquicos intermedios más: Las ‘unidades autónomas de

plegado’ y el ‘topómero’.

Las unidades autónomas de plegado son, por definición, subestructuras o módulos que

tienen capacidad de plegarse en ausencia del resto de la proteína. Son más pequeñas que lo

que normalmente se considera como un dominio proteico y están estabilizadas por

interacciones locales.

El concepto de topómero the creado para definir el recorrido espacial de la cadena

polipeptídica con prescindencia del empaquetamiento terciario de las cadenas laterales

[122]. Así una proteína puede adquirir una conformación aproximadamente nativa sólo a

nivel de la cadena principal, el topómero nativo, antes de que se fijen en el espacio las

interacciones terciarias de las cadenas laterales, y aún antes de que se estabilicen los

puentes de hidrógeno de la estructura secundaria. Este concepto tiene gran valor teórico y

sirve como explicación de un buen número de resultados experimentales [120, 122].
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En principio, para estudiar la interdependencia de los niveles jerárquicos de estructura en el

proceso de plegado se puede manipular la secuencia de la proteína utilizada. Es decir, se

puede eliminar información que codifiun para alguno de los niveles jerárquicos,

deteniendo la reacción de plegado en los distintos niveles de complejidad estructural. En

este contexto resulta fundamental averiguar el grado de ‘degeneramiento’ de cada nivel de

estructura: ¿cuál es la correspondencia entre secuencia y estructura para cada nivel? Un

ejemplo permite aclarar mejor esto. Si bien muchas secuencias pemiiten la formación de

hélices, la correspondencia entre la estructura terciaria completa es univoca con respecto a

la secuencia. Por otra parte, sería deseable saber cómo esta codificada esta información

para cada nivel de organización conformacional.

En este trabajo de tesis se adoptó como estrategia experimental la manipulación de la

información conformacional mediante la eliminación de residuos. Por razones de

factibilidad, las eliminaciones fiieron en el extremo de la cadena. La remoción de ciertas

interacciones terciarias podría impedir el progreso de la reacción de plegado por lo menos

en dos niveles: eventos tempranos de plegado, afectando la formación de unidades

autónomas y por consiguiente impidiendo la formación del topómero o, en las etapas

finales de la reacción, impidiendo el progreso desde el topómero nativo hacia la estructura

terciaria n'gída.

Como se señaló en el Capítulo I, ya existen antecedentes de que el acortamiento de la

cadena polipeptídica estabiliza confonnaciones no nativas. Pero también se conocen

secuencias que pueden ser removidas sin alterar la conformación del resto de la cadena

polipeptídica. Dado que en la mayor parte de los casos los extremos N y C son superficiales

[123], la eliminación de información por acortamiento moderado de la cadena no produce
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cavidades internas o impedimentos estéticos que puedan complicar aún más la

interpretación de los experimentos. La superficie expuesta como consecuencia del recorte

puede ser evaluada usando modelos moleculares. Si la superficie está balanceada en

términos de hídrofobicidad, los efectos observados en el proceso de plegado pueden ser

adjudicados a la pérdida de los contactos locales y/o terciarios que fiieron removidos por la

escisión. Ésta parece ser entonces, una excelente herramienta para identificar regiones o

unidades de información conformacional cruciales para el plegado [86, 121, 124, 125].

El objetivo específico de los experimentos descriptos en este capítulo fue la evaluación del

contenido de información para el plegado de ES-BL codificado por la hélice a C-terminal.

Las interacciones de la hélice a11

El dominio 0L+ B de ES-BL (Figura 34) está compuesto por los extremos terminales N y C

de la cadena polipeptídica (las hélices al y al l), y la hélice 10. Estas hélices superficiales

tienen sus caras hidrofóbicas en contacto entre sí, y con la superficie hidrofóbica formada

por una lamina B de cinco cordones (que a su vez está formada por piezas de la secuencias

N y C terminales). La lámina y las hélices al y CLIOforman una especie de contenedor,

dónde los costados y el piso de la hélice ll (formada por los residuos 276-295) quedan

protegidos del solvente. Los primeros cinco residuos (31-35) y los últimos cuatro

(292-295), están desordenados en la estructura de difracción determinada por rayos-X

[126]. De acuerdo al program AGADIR (programa que calcula la propensión de un

péptido a formar estructura 0Lhelicoidal en solución [127, 128]) la hélice all es instable y

presumiblemente se pliega sólo mediante la interacción con las hélices que la flanquean y

con la lámina B subyacente.
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Para estudiar el papel de la hélice all se diseñaron, prepararon y caracterizaron tres

variantes de ES-BL recortadas en nueve, catorce y diecinueve residuos desde el C-terminal:

Es-BLC‘”, ES-BLCA“y ES-BLCA”, respectivamente (ver Figtu'a 35).

En el caso de ES-BLC‘” la remoción de la hélice all completa produce un incremento del

área apolar local del 33 % (ver Tabla 7), incremento que podría desestabilizar a la molécula

de manera significativa. Se genera además una gran cavidad en la superficie molecular. Es

de suponer, en este caso, que el dominio podría reorganizarse conduciendo a un plegado,

erróneo.

En el caso de ES-BLCA“se eliminan 10 de los 16 residuos de la hélice all y los últimos

cuatro residuos desordenados de la cadena polipeptídica. La inspección del modelo

molecular revela que el área no polar local expuesta se incrementa en un 21 %. La

interacción del péptido removido con el cuerpo de la enzima está mediada por 86 contactos

de van der Waals (2.5-4.5 Á). No hay ni puentes de hidrogeno ni puentes salinos

estabilizando la interacción. La mayor parte de los contactos de van der Waals son C-C

(72 %) y del tipo de largo alcance, y se los puede agrupar en tres grupos de distancias

centradas en 30, 65, y 250 residuos. Todos estos datos indican que los residuos removidos

en ES-BLCAMestán firmemente integrados al cuerpo de la enzima.

Por último, la remoción de 5 de los 16 residuos (una vuelta y media de hélice) y los cuatro

residuos desordenados rinde ES-BLCM, con un incremento del área apolar expuesta

localmente del 21 %. El péptido removido en ES-BLCA9participa en la mayor parte de las

interacciones con la lámina [3, pero sólo en una de las interacciones interhelicoidales

(Met 287-Trp 229).
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Figura 34. Modelo de cintas del Dominio (1+6 de la B-lactamasa de B. liceniformis.
Se muestra la hélice (x1, residuos 31-41 (rojo), la hélice (x10, residuos 216-226,
(magenta), héliceoc 11 residuos 276-296 (verde) y la lámina [3 formada por dos
cordones N terminales, residuos 42-61 (naranja) y tres cordones C-terminales
residuos 275-227 (azul).
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ES-BL . . .IAVLSSRDKKDAKYDDKLIAEATKWMKALMANGK

ES-BLCA’ . . .LAVLSSRDKKDAKYDDKLIm'rva

ES-BLCAM . . .LAVLSSRDKKDAKYDDKLIAE

CAl9ES-BL . . .mvnssnnmumn

Figura 35. La variante ES-BL y sus tres variantes recortadas desde el
C-terminal de manera incremental, en nueve, catorce y diecinueve,
respectivamente. La hélice all (C-termínal) abarca los residuos
subrayados, y los últimos cuatro residuos de la cadena están desordenados
en la estructura cristalográfica.
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Tabla 7. Análisis del cambio hipotético de área accesible al solvente (ASA) en las variantes
acortadas de ES-BL.

Variante Cambio en la superficie expuestaa(%)

ES-BLCAQ +21

ES-BLCA" +21
ES-BLCMQ +33

a Los cálculos fueron realizados con el programa ACCESS y el archivo 4BLM del PDB.
Los porcentajes son respecto del área expuesta por el péptido removido en la estructura de
la proteína de longitud completa. El cambion en el área apolar expuesta por la remoción se
calculó como: 100x[Sap ES-BLw”- (Sll ES-BL - SapCAn)]/ S,lpCAn, donde SapES-BL es el
área apolar tota] de ES-BL, S“, ES-BLC " es el área apolar total de la variante acertada en n
residuos, y SapCAn es el área apolar total expuesta en el estado nativo por el péptido
removido.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Expresión, purificación y replegado preliminar

El nivel de expresión de las variantes ES-BLCAg,ES-[3LCAMy ES-BLCA” fire cercano a

80 mg por litro de cultivo. Los lisados de E. coli (BL21) sin transformar y los lisados de

bacterias expresando ES-BLCAl9no presentaron actividad B-lactamasa. Por el contrario,

dicha actividad sí fue detectada en lisados conteniendo ES-BLCA9 o ES-BLCA“,

demostrando de manera preliminar que, en estos dos últimos casos, una fracción de las

moléculas, puede adquirir estructura nativa. Para las tres variantes acortadas, la mayor parte

de la proteína producida aparece en cuerpos de inclusión, agregados insolubles que se

acumulan en el citoplasma (ver Figura 36A). Esta es la primer prueba experimental de que,

in vivo, los residuos eliminados juegan un papel importante en el proceso de plegado.

Con el objetivo de purificar las proteínas para analizar su comportamiento in vitro, los

cuerpos de inclusión de las variantes se disolvieron en urea concentrada (6.5 M) y luego de

una cromatografía de intercambio iónico se obtuvieron una pureza cercana al 98 % y un

rendimiento del 80-90 %. En la Figura 36 se muestra, como ejemplo, el resultado del

proceso de purificación de ES-BLC”. Las fracciones del intercambio iónico (ver Materiales

y Métodos) fireron analizadas por espectroscopia UV (Figuras 36B y 36C) y por

SDS-PAGE (Figura 36D). Este paso de purificación permitió no sólo eliminar otras

proteínas presentes en los cuerpos de inclusión, sino también, trazas de ácidos nucleicos

contaminantes. A pH 3.5, el DNA y el RNA no se retienen en la columna (SP-sepharose),
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Figura 36. Expresión y purificación de variantes acortadas. (A) Fracciones totales
(TO) después de la lisis de las bacterias. Después de una serie de extracciones (ver
Materiales y Métodos) se obtienen los cuerpos de inclusión (CI). (B) Cada variante
se purificó en su forma desplegada (urea 6.5 M). Se muestra una purificación de
ES-BLCAg.Absorción a 280 nm de las fracciones de intercambio iónico. (C)
Espectros de absorción UV de muestras recolectadas durante el proceso de
purificación. (D) Análisis por SDS-PAGE de la purificación. CI, cuerpos de
inclusión; NR, no retenido; L, lavado; 5 -12, fracciones; TO, total (lisis de las
bacterias inducidas).
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mientras que la proteína de interés sí lo hace (el punto isoeléctn'co teórico de las variantes

va desde 5.15 a 4.91).

La identidad y la estructura covalente de las proteínas purificadas, fue corroborada por

eSpectrometria de masa. Las masas de ES-BL, ES-BLC”, ES-BLCA“, ES-BLCA19 fueron

29,373.9:k1.1, 28,383.8i1.7, 27,887.9i0.7, y 27,333.1:k1.7dalton, respectivamente. Estos

valores difieren en no más de dos dalton con respecto a los valores calculados a partir de la

secuencia. Un segundo componente en los espectros de masa (30 a un 50 %), correspondió

a la masa molecular esperada más 131.2 Da. Este resultado indica que la remoción de la

metionina iniciadora de la traducción de las tres variantes acortadas fire incompleta.

De manera preliminar, se probó el replegado de las variantes desnaturalizadas (urea 6.5 M)

por diálisis (16 h, 4 °C) contra buffers fosfato de sodio. A juzgar por la actividad específica

y por la masa de proteína soluble (SDS-PAGE) obtenidas, tanto la concentración inicial de

proteina, como la temperatura fueron variables a considerar. Para poder comparar a ES-BL

con el resto de las variantes, todas fueron sometidas a las mismas condiciones óptimas de

replegado, las actividades específicas relativas obtenidas fueron 100, 10, y 0.1% para

ES-BL, Es-BLC”, y ES-BLCA” respectivamente. El replegado de ES-BLCA” no rindió

actividad enzimática.

También se ensayó el replegado de las variantes acortadas por dilución (20-100 veces) en

buffer fosfato de sodio a 20 °C. La variante ES-BLCM, triplicó la actividad especifica

obtenida por diálisis, llegando a un máximo (N30% de la actividad de ES-BL) en

aproximadamente 24 h. A 4 °C el replegado fire extremadamente lento (después de 24 h la

reacción progresó linealmente un N2 %). Por el contrario la variante ES-BLCAMno mostró

un incremento del rendimiento de replegado con respecto al obServado por diálisis y por
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último, en la solución de replegado de ES-IBLCAl9no se detectó actividad enzimática

B-lactamasa.

Propiedades hidrodinámicas y resistencia a la

tripsinólisis

La baja actividad enzimática específica, con respecto a ES-BL, observada después del

replegado de ES-[3LCAgpodría indicar que coexisten moléculas activas e inacfivas, o que se

trata de una población homogénea con una alteración menor en la estructura del sitio

activo. Para poder distinguir entre estas dos posibilidades, la mezcla de replegado obtenida

mediante diálisis (4 °C por 16 h) de cada variante acortada fue analizada por SEC

(Figura 37 y Tabla 8). A diferencia de ES-BL (Figura 13, capítulo III), IES-BLI:A9eluyó en

varias fracciones correspondientes a monómero, dímero y agregados de mayor grado. Las

variantes ES-BLCAMyES-BLCM9se comportaron de manera similar a ES-BLCA9, pero en

estos casos, la fracción monomérica fiie indetectable. Las fracciones diméricas y los

agregados carecieron de actividad enzimática y la proporción de ambas especies fue muy

variable entre experimentos. Por el contrario, las actividades enzimáticas específicas de

ES-BL y de la fi'acción monomérica de ES-BLCAgfueron similares.

Una de las características sobresalientes de la forma nativa de ES-BL es su resistencia a la

proteólisis enzimática (ver Figura 38A). Por lo tanto, las mezclas de replegado de las

variantes acortadas se sometieron a tripsinólisis controlada para estudiar la flexibilidad de la

cadena polipeptídica y la integridad estructural de la proteína replegada. Tanto ES-BLCAM

como ES-[3LCAI9fueron degradadas inmediatamente (primeros 5 min de reacción). La

LCA9variante ES-B también fue mayoritaria degradada; no obstante, una fracción (8 %)
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Figura 37. Análisis por SEC-FPLC de las variantes ES-BL CA"después de ser replegadas por
diálisis a 4 °C por 16 h. Se usó una columna Superosa 12 a un flujo de 0.5 ml/min equilibrada a
20 °C con buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0.
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Tabla 8. Propiedades hidrodinámicas de las variantes aconadas de B-lactamasa’

Variante Monómero Dímero

Es-BLCA"nativa 25.4 i 0.6 (24.5) ndb
1PEs-BLCAg nd 31.2 :t 0.6 (31.7)
ES-BLCA” nd 30.7 :t 0.5 (31.5)
ES-BLCA” nd 31.1 d:0.7 (31.3)

E_S-[3L 25.3 i 0.7 (24.9) 33.0 i 0.5 (32.9)f

aLos Rs fueron determinados por SEC-FPLC (ver texto y Fig. 37). Las unidades son
angsu'oms. En paréntesis se muestran los valores calculados asumiendo una forma esférica
[34]. bNo determinado. Ctrazas.
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Figura 38. Resistencia a la proteólisis enzimática (250:1, proteínaztn'psina) de las
variantes acortadas. (A) Las variantes ES-BL CA“ y ES-BL CA” son completamente
degradadas en minutos (la variante ES-BL CAM,que no se muestra, se comporta de
manera idéntica a ES-BL CA19).En cambio una fracción de ES-BL CA9resiste el
tratamiento. —T, incubación sin tripsina; +T, con tripsina. ‘ES-BL permanece
inalterable por a juzgar por SDS-PAGE después de 16 hs de tripsinólisis. (B) La
resistencia a la tripsinólisis de ES-BL CM fue seguida por actividad enzimática y
SDS-PAGE. Durante los primeros 20 min de proteólisis la actividad enzimática
permaneció constante, sin embargo la fracción de moléculas resistente es sólo un 8 %
del total.
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fue resistente (ver Figura 38). La resistencia a la tripsinólisis de ES-BLC” sugiere su

correcto plegado. De acuerdo con estos resultados en este trabajo se referirá a esta fiacción

como ES-BLCAQnativa.

Estudio de los estados conformacionales

alternativos de ES-BLCA"
Aislamiento

Para estudiar detalladamente las características fisicoquímicas de la forma IES-[BLCA9nativa

y de sus estados parcialmente plegados se generaron dos protocolos de purificación.

En el primero, las especies parcialmente plegadas fueron selectivamente degradadas con

tripsina y la ES-BLCM nativa fire aislada por cromatografia de intercambio iónico

(Figura 39A). La purificación fue seguida por actividad enzimática y SDS-PAGE.

ES-BLCA9nativa se obtuvo con una pureza 298 % por esta vía y la masa del producto activo

fue corroborada por espectrometn’a indicando que ES-BLCA9nativa no sufrió ningún tipo de

modificación en su estructura covalente después de este tratamiento. También fileron

verificadas sus dimensiones hidrodinámicas (SEC-FPLC Figura 39A, inserto) y los

parámetros catalíticos. ES-BLCMnativa posee una actividad específica del 76i5 % respecto

a ES-BL. La KMES-BLCA9es 0.16i0.03 mM (para ES-BL la KM = 0.18:t0.05 mM). Estos

valores indican que ES-BLCAgnativa posee un sitio activo correctamente estructurado,

similar al de la proteína natural.

Con el segundo protooolo, la fracción de ES-BLC” nativa fue purificada de los agregados

por SEC preparativa a 4 °C (Figm'a 39B). Este procedimiento además permitió el

asilamiento de la fiacción ‘dimérica’, y de los agregados observados previamente por
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Figura 39. Aislamiento de los distintos estados confonnacionales de ES-B
(A) Purificación de la fracción nativa por proteólisis-intercambio iónico. En el
inserto se muestra el análisis del pico l por SEC, con el correcto tamaño de ES-BLC”
monomérica; nr, no retenido, 1 es la fracción enzimáticamente activa, 2 un
fragmento inactivo. (B) El aislamiento de una fi'acción dimén'ca parcialmente
plegada fue realizado por cromatografía de exclusión molecular preparativa en la que
se sembró el producto de replegado por diálisis a 4 °C, 16 h. Este procedimiento
permitió también separar la fracción nativa y agregados de alto peso molecular. El
dímero así obtenido fue estable a 4 °C por lo menos por 48 h.
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FPLC-SEC analítico. La fiacción dimérica será denominada en este trabajo Ip ES-BLCA9(Ip

de intermediario ‘productivo’), ya que como se verá mas adelante, en condiciones

Lcasadecuadas, se pliega rindiendo ES-B nativa.

Para corroborar el estado de agregación de IpES-BLw (su naturaleza dimérica), se

efectuaron experimentos de entrecmzamiento químico con glutaraldehído seguido por

SDS-PAGE (Figura 40). A juzgar por el análisis de las imágenes digitalizadas de los geles,

Ip ES-BLCA9presentó más de un 30 % de dímero estabilizado covalentemente, mientras que

en el caso de ES-BL sólo se observaron trazas. Los agregados de ES-BLCA9(Figura 39B)

generaron productos de muy alto peso molecular, en correspondencia con los pequeños

volúmenes de elución observados en experimentos analíticos de SEC-FPLC (ver Figura

37). Por otro lado, los perfiles de SEC a 4 °C de IpES-BLC” purificado o preparado por

dilución (ver más adelante) fueron consistentes con un equilibrio lento,

dímero <-)monómero, dependiente de la concentración de proteína. El carácter lento del

equilibrio se infiere de la habilidad de la cromatografía para resolver las especies presentes

(Figura 41). La proporción relativa de cada especie, en fimción de la concentración total de

proteína (entre 1.5 y 28.4 uM) sugiere un valor de KD de N5 uM. A 25 °C se obtuvieron

resultados similares, aunque a esta temperatura la conversión entre especies fue más rápida

y los picos fueron menos definidos. En ambos casos (4 y 25 °C), ni el monómero ni el

dímero contaron con actividad enzimática. El pico correspondiente al monómero fue mucho

más ancho que el correspondiente a la forma dimérica sugiriendo que la disociación lleva a

un conjunto de estados con una amplía distribución de valores de Rs. El aislamiento exitoso

LCA9de ambos estados conformacionales de ES-B , nativo e Ip [dímero <—>monómero],

posibilitó la caracterización espectroscópica detallada que se describe a continuación.
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Figura 40. Entrecruzamíento químico con glutaraldehido.
Ip ES-[ÏSLCA9y los agregados de ES-BLCAg(Ag ES-BLCAg)se obtuvieron por SEC (ver
Figura 39). La reacción de entrecruzamiento se detuvo con buffer muestra para el
SDS-PAGE (ver Capítulo H). l. Muestras incubadas en ausencia de glutaraldehido.
2. Muestras incubadas con glutaraldehido. 3. Muestras a las que se les agregó buffer
muestra antes de la adición de glutaraldehido. M. Marcadores de peso molecular.
Obsérvese que el glutaraldehido estabilizó la forma dímérica de Ip ES-BLCAgen una
proporción N30 %.
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Figura 41. Caracterización del equilibrio dímero-monómero de 1pES-BLCMpor
SEC-FPLC. La columna cromatográfica fue equilibrada a 4 °C. ES-BLCA9desplegada
fue diluida a 20 °C en buffer de replegado y a distintas concentraciones finales de
proteína e inmediatamente inyectada.



Espectroscopía de ES-BL C“ nativa e IpES-B °A9
Absorción UV

Se aprovechó la sensibilidad de la cuarta derivada (ver Figura 15, Capítulo III) para

estudiar los estados conformacionales Ip ES-BLCAgy ES-BLCAQnativa (Figura 42).

ES-BLC’19nativa, posee un espectro prácticamente superponible al de ES-BL (Figura 42A).

En cambio en IPES-[EiLcA9claramente se pierden las características típicas del estado nativo

(banda a 280.7 nm) y la exposición de los residuos aromáticos es menor que la observada

para el estado desplegado (Figura 42B, conimiento parcial de bandas de triptofano y

tirosina 291.9—>290nm, 285-)282.9 nm, respectivamente hacia el azul). Cuando

ES-I3LCA9nativa se lleva a 45 °C se evidencia un proceso de desplegado parcial (ausencia

de la banda a 280.7 nm , incremento en la exposición al solvente de los residuos de Trp

(291 .9—>291.4 nm).

DicroÍsmo circular

El contenido de estructura secundaria y terciaria de los estados conformacionales de

ES-BLCA9se estudió por CD. ES-BLCA9nativa exhibió un espectro de CD-lejano muy

similar a ES-BL (Figura 43A). Las diferencias en intensidad fireron muy pequeñas como

para cuantificar cambios en el contenido de estructura secundaria. En cambio Ip ES-BLCA9

presentó un espectro claramente distinto. Los espectros diferencia entre las distintas

variantes y ES-BL (Figura 44) permitieron conjeturar una disminución en el contenido de

a-hélicc relativo a estructura B para IpES-BLCM. La presencia de minima estructura

LCA9secundaria residual en Ip ES-B se dedujo por comparación con el espectro de ES-BL

desplegada térmicamente (80 °C). De acuerdo con los resultados de SEC (ver Figura 41),

146



4.002....¡....,....¡....,.. z
3.00 Ï- A r": é

2.00 f- ‘.

1.00 Ï ,-' —Ï
É I ­

0.00 z ¿4 _. _

A -1.oo :- '-.ï.: y:
cn I ES-BL ' " 5

‘2'00 :- ....... .. cAg . '_
a ; ES-BL nativa ;
E '3'°° 5‘ "-- ES-BLCASnativa a45°C 1'24_00'....P.........l....ll...
g 250 260 27o 280 290 300
a)n 4.oo_...................l
<5 :

29 3.00 :­
C :
3 2.00 :­

QK :
.0 1.oo

3 0.00 ["­
U _

—1.oo :­

-2.oo í __ CAS
É ¡PES-[3L

-3.00 L- _ CAQ _
c ES-BL nativa

—4.oo n n ' '
250 260 27o

Longitud de onda (nm)

Figura 42. Cuarta derivada de espectros de absorción UV de ES-BLCAg.La fonna
nativa de ES-BLCA9fue obtenida por proteólisis-intercambio iónico, IpES-BLCAg,fue
obtenido por SEC preparativa. El estado U (desplegado) de ES-BL fue simulado por
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bajo las condiciones de CD en el UV-lejano (concentración de proteína = 1.5 pM),

Ip ES-BLC” se encuentra en estado monomérico. Es importante mencionar que los

espectros de CD en el UV lejano, obtenidos por dilución de ES-BLCA9desde 5 a 0.05 M de

deCl, fireronsuperponibles a los obtenidos de experimentos de diálisis y purificación.

Los eSpectros de CD en el UV cercano de ES-BLC” nativa y ES-BL (Figura 43B) fireron

muy similares sugiriendo no sólo que la variante acortada puede alcanzar una estructura

terciaria rígida, sino que posee el mismo arreglo espacial de los aminoácidos aromáticos

LCA9mostró ausencia deque la variante de longitud completa. En oposición, Ip ES-B

estructura terciaria. Por razones técnicas (sensibilidad) el UV cercano requiere

concentraciones 10 veces mayores que el UV lejano, por lo que la mayor parte de las

moléculas de Ip ES-BLC” se encuentran en estado dimérico.

Fluorescencla de triptofano

El máximo de emisión de fluorescencia y el rendimiento cuántico para ES-[3LCA9fue

337 nm y 0.22 :i:0.02, respectivamente (Figura 45), ambos valores son cercanos a los

observados en el caso de ES-BL, confirmando la presencia de estructura terciaria y rigidez

en el entorno de Trp. Si bien el acortamiento no remueve ningún Trp, el Trp 229 (ver

Figura 46) se ubica en el estado nativo a distancias de van der Waals de la Met 287, uno de

los residuos eliminados. Por lo tanto, la pequeña diferencia en la fluorescencía de ES-BL y

ES-BLCA9nativapodria reflejar una perturbación en el entorno de este último residuo. Ip

ES-BLCMtambién presentó el máximo de fluorescencia centrado a 337 nm, sin embargo, su

intensidad fire mínima comparada con ES-BLC” nativa. Q para Ip ES-BLCMfue 0.14 :1:0.02,
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Figura 46. Ubicación espacial del Trp229. Se muestran en un modelo de ES-BL
(4BLM) cinco de los nueve residuos eliminados en la variante ES-BLCA9(en rojo) y
su cercanía (distancia de VDW) al Trp229 (amarillo).
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lo que corresponde al Q de Trp libre (a fines comparativos se muestra también el espectro

ES-BLdesplegada en deCl, 5 M). Estos resultados permiten concluir que los residuos de

tn'ptofano en Ip IES-[3LCA9están protegidos del solvente (Mm) pero adoptan una

conformación no nativa. En esta conformación se incrementa el decaimiento de

fluorescencia por vias no radiativas, debido, probablemente, a un aumento de la flexibilidad

por la pérdida de interacciones terciarias. En el experimento de fluorescencia la

concentración de proteína fue 4 uM y las formas monoméricas y dirnéricas de

Ip ES-BLCA9estuvieron igualmente representadas.

Unión de ANS

El ANS se une a proteínas que presentan cavidades hidrofóbicas accesrbles al solvente [14].

La interacción produce un fuerte incremento del rendimiento cuántico del fluoróforo y un

con-¡miento del máximo de emisión hacia el azul (480 nm). De la misma manera que la

mayor parte de las proteinas, la B-lactamasa en sus estados nativo y desplegado no une

ANS. Como se muestra en la Figura 47A, ES-BLwnau'va no une ANS. Este resultado

indicó, como fue anticipado por los datos de CD y proteólisis, que ES-BLCA9posee

estructura terciaria bien formada. En contraste, Ip ES-BLCMprodujo un fuerte incremento

de la fluorescencia del ANS (Figura 47A). Asumiendo estequeometría 1:1, la constante KD

calculada de los datos en la Figura 47B fiJe de 38 pM, un valor compatible con la unión a

un molten globule [129].

U I c 9 lEstabilidad de ES-BL A nativa y de lp

El equilibrio de desplegado de ES-BLCMen deCl reveló que su actividad enzimática se

pierde en una forma no sigmoidea con el incremento en la concentración de

desnaturalizante (Figura 48). El hecho de que la curva de actividad no tenga carácter
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Figura 47. Unión de ANS a ¡ss-mcA9 nativa y a IpEs-pLC” seguida por
fluorescencia. (A) Espectros de emisión de ANS 53 pM en presencia o en ausencia
de las variantes indicadas. (B) Soluciones de proteína fiieron timladas con ANS y la
emisión fue medida a 480 nm. Asumiendo una estequiomem'a de 1:1, se ajustó una
curva de saturación a los datos (después de restar la fluorescencia del ANS libre)
permitiendo el cálculo de ligando unido en función de ligando libre y de una KD
N38 pM. La concentración de proteína fue 3 pM en bufl'er fosfato de sodio 100 mM,
pH 7. La excitación fue realizada a 350 nm.
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emisión a 335 nm o a la actividad enzimática (símbolos llenos), hidrólisis de
penicilina.
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sigmoideo, sugiere un proceso de desactivación que podría comprender sólo un pequeño

cambio en área expuesta. En contraste, la variación en la fluorescencia, se produce a

concentracionesmayores de deCl e indica un cambio cooperativo (Figura48 y Tabla 9)

con AGONHU=3.78kcal mol", m=5.79 kcal mol'l M'l y Cm=0.65 M. A concentraciones de

deCl cercanas a 0.5 M se advierte un estado conforrnacional singular (104mmIES-[3ng)

que, a diferencia de Ip ES-BLCA9,posee fluorescencia (intensidad y Ámx) nativa pero es

enzimáticamente inactivo. El agregado de sulfato de sodio (250 mM) desplazó la curva de

fluorescencia hacia concentraciones mayores de desnaturalizante (por desestabilización del

estado desplegado) sin incrementar la actividad específica y permitió corroborar el carácter

cooperativo de la transición (Figura 48).

Para juzgar la estabilidad de ES-I3LCA9nativa se analizó el desplegado inducido por

temperatura seguido por cambios en la elipticidad a 220 nm, como medida del contenido de

esn'uctura secundaria del tipo a-hélice. Para poder estimar correctamente la capacidad

calor-¡fica a presión constante, ACP en el proceso de desnaturalización (ecuación (6) en

Materiales y Métodos), el experimento se realizó a tres valores de pH distintos, 6, 7 y 8 [42]

y se hizo un ajuste múltiple en el que el parámetro mencionado se calcula simultáneamente

para los tres experimentos. El mismo procedimiento se utilizó para ES-BL.

HIDR)se cor-relaciona con el MSA, laLa contribución de hidratación al parámetro ACP(ACP

variación de superficie accesible al solvente [130] y puede calcularse en forma teórica

[130-132]. Además, se puede generar una cota superior para AASA(realizando el cálculo de

AASA de la proteína extendida) y una inferior (realizando el cálculo de AASA sobre

fragmentos aislados. Esto permite establecer un rango para el AASA [133, 134]. En

definitiva este procedimiento permitiría calcular un intervalo de confianza para ACP.
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Los valores obtenidos experimentalmente de ACP para ES-BL y ES-I3LCA9son similares,

"4 kcal/K, y dado que la contribución de la hidratación sobre el parámetro es mayoritaria

(N95%) [132], se puede concluir que en ambos casos se produce una variación similar de

área entre los estados N y U.

No hay razones para sospechar que el estado U difiera significativamente entre las variantes

ES-BL y ES-BLC'”, y de acuerdo con los experimentos de SEC, descriptos más arriba,

ES-BLC'” sería tan compacta como ES-BL. Por otro lado, el desplegado parecería ser

global ya que el valor teórico de ACPM)Rpara la ES-BL es de 3 a 5 kcal/K. Para el cálculo

teórico de ACPHIDRse usaron los valores tabulados para péptidos N=17 y para las formas

extendidas de la cadena [134], y se aplicaron las ecuaciones de Myers y colaboradores

[130].

En la Figura 49 se muestra la curva de desplegado por temperatura para ES-BLC‘”nativa a

pH 7.0. A este pH el AGNBUtiene su máximo (3.09 kcal mol") a 23.1 °C (Tabla 10). La

pequeña discrepancia con el valor calculado para el desplegado por deCl seguida por

fluorescencia (3.78 kcal mol") podn'a estar relacionada con la presencia de una transición

adicional en la última fase del desplegado de ES-BL CMpor temperatura. Por otro lado, la

curva de desnaturalización de Ip ES-BL CMpresenta por lo menos dos transiciones. Primero

una desnaturalización por fi'ío (con un T"1cercano a los 10 °C), y una segunda transición

(calentamiento) muy poco cooperativa con una Tmcercano a los S3 °C. La observación de
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Tabla 9. Parámetros termodinámicos y cinétícos para el desplegado de ES-BLC'”

AGONHUc m Cmd kou kof mu mr BN-vf
(kcalmol") (kcal mor'M") (M) (5") (5") (kcal mol" M") (kual mol" M") (kcalmo' M")

SO4N82
0.00M
Equilibrio“ 3.73‘ 5.79 0.65
Cinética" 0.84 — — 6.43x10‘6 3.oox10“ 2.01 — —

SO4Naz
0.25M
Equilibrio 4.37 4.37 1.o
Cinética 3.1 3.87 0.8 3.7><10'7 7.52x10'5 2.35 1.51 0.39

SO4Na2
1.00M
Equilibrio nd nd nd
Cinética 8.09 4.08 1.98 9.34><10'9 0.01 2.24 1.85 0.45

l'El desplegado fue inducido por deCl a 20 °C y seguido por fluorescencia de triptofanos
(ver Figura 48).

l’La cinética de plegado y desplegado fue monitoreada por actividad enzimática (ver
Figura 53). Los datos cercanos al punto medio de la transición fueron ajustados mediante la
ecuación (7). kofCSla constante de velocidad observada a 50 mM deCl.

°AG°NHUes el cambio de energía libre a 0 M deCl.

“La concentración de desnaturalizante que causa el 50 % de desplegado fire calculada como
AGONHU/m.

emy EN.“ fueron calculados con las ecuaciones (9) y (10) respectivamente.

fEl error en los parámetro estimado por el método Monte Carlo fue del 10 % o
menos [104].
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Figura 49. Desnaturalización inducida por temperatura a pH 7. Ip ES-BLCAgfue
preparado por dilución desde 5 a 0.05 M de deCl. La forma nativa fue obtenida
por proteólisis-intercambio iónico. La forma ES-[3LCA9nativa tiene un desplegado
cooperativo mientras que Ip ES-BLCMno. La concentración de proteína fue 1.5 HM.
La muestra se equilibró a 0-4 °C llevándola posteriormente a 95 °C con una
variación de 2 °C / min.
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Tabla 10. Estabilidad de la estructura secundaria de ES-BL C” nativa .

PH AHNeU ACP NHU Tm AG NHU
(kcalmol'l) (kcal/K) (°C) (kcalmol'l)

6 93.4 3.96 48.8 3.33 (26°C)
7 89.4 3.96 45.2 3.09 (23.1 °C)
8 78.9 3.96 41.4 2.44 (22°C)

Las transiciones, seguidas por el cambio de elipticidad a 220 nm se índujeron con una
variación de 2 °C por minuto entre 4 y 95 °C. La concentración de proteína fue
1.5 pM. ACPfue calculado a partir del ajuste simultáneo de los tres expen'mentos (pH
6.0, 7.0 y 8.0). La curva de ES-BL CMa pH 7.0 se muestra en la Figura 49.
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desplegado por fi'ío a temperaturas mayores que 0 °C, es tipico de proteínas severamente

desestabilizadas. En general la desnaturalización por calor de estructuras tipo molten

globule se caracterizan por alto ACp (alto grado de compactación) y bajo AH debido

posrblemente a la disminución de interacciones terciarias estabilizadoras en el estado

parcialmente plegado.

Variantes truncadas S—>C

Para avanzar en la caracterización de los estados conformacionales de ES-BLC” se

prepararon variantes acertadas en las que se introdujo por mutagénesis un residuo de

cisteína reemplazando una sen’na (Figura 10, Capítulo II y Tabla 2). Las cisteínas, usadas

como sondas químicas permiten caracterizar la accesibilidad del solvente a su entorno.

Para explorar si el extremo C-tenninal de la cadena polípeptídica de ES-BLCA9nativa y de

Ip ES-BLCAgestáubicado sobre la lámina [3,se hizo el reemplazo 8265€. Como se vio en el

capítulo anterior, en 8265€ ES-BL nativa, el tiol está completamente oculto en la interfase

que se forma entre los dos elementos de estructura secundaria pero se expone en

SZóSCES-BL desplegada con deCl o urea reaccionando con el DTNB en un 100 % y

con velocidades similares al BME.

La variante SZ65C ES-BLCAg,nativa es enzimáticamente activa, compacta (Rs=25.5Á) y su

residuo de cisteína no es reactivo fi'ente al DTNB. IpSZóSC ES-BLC'19, en cambio,

reacciona rápida y completamente (relación molar [SH]/[proteína] = l).

Estos resultados indican que el subdominio formado por la hélice corta y la plataforma [3,

de ES-BLCAgnativa y de la ES-BL tienen probablemente arreglos similares. En cambio,
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la conformación de 8265€ IpES-BLCA9expone al tio], revelando una conformación no

nativa, abierta o fluctuante por lo menos en el entorno de la cisteína introducida.

Resultados idénticos fueron obtenidos con la segunda variante estudiada, 8126€ ES-BLCAg,

revelando que el subdominio a helicoidal permanece plegado en la forma truncada nativa y

se encontrada desorganizado en SlZ6C IpEs-BLCA".

Antes de extrapolar las conclusiones obtenidas a la estructura de IpES-I3LCAghay que

verificar que las mutaciones S—>Cno tengan efecto severo sobre la estabilidad de esta

forma conformacional. Los resultados del desplegado térmico de las variantes mostrados en

la Figura 50 indican que la estructura residual de Ip no estaría significativamente

desestabilizada como consecuencia de los reemplazos efectuados. Estudios cínético futuros

podrían ayudar a clarificar este punto [42] y a definir la participación de estos residuos en el

estados de transición en las distintas reacciones de plegado (por ejemplo: Ip-)N).

Cinética de plegado de ES-BLCAQ

La incubación de IpES-I3LCA9a 20-25 °C produce ES-BLCAgenzimáticamente activa,

dejando ver que Ip ES-BLC” está conectado con la forma nativa (Figura 51A). El efecto

más impactante del acortamiento de la hélice C-terminal de ES-BL es el enlentecimiento

del plegado: ES-BL se pliega en segimdos, ES-BLC‘”en horas. Al plegado de ES-BLC'19le

sigue un proceso de desnaturalización, posiblemente por agregación, cuya amplitud es

fiJertemente dependiente de la temperatura y que puede ser explicado por una serie de

reacciones sucesivas [42] (Figura SlB). A 20 °C, se optimiza la velocidad de plegado con

mínima desnaturalización posterior.
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Figura 50. Efecto de los reemplazos 8126C y 8265€ sobre la estabilidad térmica de
las variantes indicadas. Las condiciones fueron idénticas a las utilizadas en el
experimentos de la Figura 49.
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Figura 51. Plegado de ES-BLCAQ.(A) Ensayos preliminares de replegado de
ES- [3LCA9a distintas temperaturas a partir de Ip preparado por SEC-preparativa. (B)
Plegado de ES-BLCA9a 20 °C por dilución 1:100 desde 5 M de deCl. El proceso
fue seguido por actividad enzimática.
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Figura 52. Conversión de Ip ES-BLCA9(dimérico) en la forma ES-BLCAgnativa
seguida por SEC-FPLC a 20 °C. La reacción fue frenada por enfriamiento a 4 °C a
tiempo 0 (O), 3 (V), 6 (Ó), 8 (A) y 22h (El) e inyección en una columna
Superosa 12 equilibrada a la misma temperatura. La fracción plegada (inserto) fue
calculada como la fracción de área que eluye a N132 ml (volumen de elución
nativo). La concentración de proteína durante el plegado fue 8 pM.
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