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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-lactamase of
Bacillus 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 bridges that would additionally complicate the folding reaction: d) it is

representative of medium-size proteins with two domains and a moderately intricate topology.

In 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—Cys265 replacement destabilized selectively 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-BL ! and ES-BL*"’. respectively). For ES-BL*. ES-BL"*!*. most of the protein was was
found forming inclusion bodies (insoluble aggregates) in transformed E. coli cells. Neither lvsates

of untransformed E. coli cells nor cells expressing ES-BLC“‘)

had detectable lactamase activity.
Contrastingly. lysates containing ES-BL* or ES-PL*'* exhibited enxymatic activity. which

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

A thorough characterization of ES-BL*® (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
acquisition of native structure. Also Ip ES-BL**. a partially folded state. was discovered and
characterized. Ip ES-BL®®® 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 dimer in a concentration dependent process. ES-BL*® folds 10* times more slowly than

ES-BL. From a thorough thermodynamic and kinetic study of ES-BL"*. 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 biologicas de las proteinas dependen de su estructura tridimensonal
(3D). Hoy sabemos que el plegado proteico permite la conversion de la informacién
existente en la secuencia de aminoacidos en informacién 3D. pero no sabemos como se
lleva adelante este proceso. Tampoco se conoce la logica con que se distribuye la
informacion 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

ultimos en el plegado proteico.

Si existen algunas pruebas de que la informacion conformacional no estaria distribuida
homogéneamente en la secuencia proteica. En una misma cadena polipeptidica existen
fragmentos o bloques que pueden ser eliminados sin producir alteraciones en el plegado
final. por lo que no formarian 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 utiliz6 a la B-lactamasa de Bacillus licheniformis. ES-BL
como modelo experimental para estudiar el proceso de conversiéon de informacion

1D—3D e investigar la existencia de modulos de informacion para el plegado.

Se eligié a ES-BL como modelo principalmente porque a) la existencia de proteina
correctamente plegada (nativa) es facilmente detectable por actividad enzimatica. ain
en trazas: b) se conoce su estructura cristalografica con gran resolucidn: c) no posee
puentes disulfuro que compliquen adicionalmente el plegado: v d) ES-BL no es un
modelo excesivamente reduccionista: posee dos dominios y una topologia

medianamente intrincada.



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 estudio a partir de experimentos de modificacion quimica de cisteinas introducidas a

tal fin en la cadena polipeptidica como sondas conformacionales.

El desplegado de ES-BL inducido por urea presentd mas complejidad que el desplegado
por GdmCl. En el primer caso. se detectaron por lo menos cuatro estados parcialmente

plegados.

Inesperadamente. el reemplazo de Ser265—Cys265 tuvo consecuencias importantes
para el plegado. El efecto desestabilizador de la mutaciéon sobre los estados
parcialmente plegados indicé que el residuo formaria parte de un médulo estructurado
en dichos estados.

La observacion de estados parcialmente plegados. curvas de desnaturalizaciéon no
coincidentes. transiciones multifasicas. 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 manipuld la secuencia de la proteina para estudiar la
interdependencia de los niveles jerarquicos de estructura en el proceso de plegado.

Se evaluo el contenido de informacion para el plegado de ES-BL codificado por la
hélice o C-terminal. Para estudiar el papel de esta hélice se prepararon y caracterizaron
tres variantes de ES-BL acortadas. en nueve. catorce y diecinueve residuos desde el
C-terminal. ES-BL“Y. ES-BL**y ES-BL“*!°. respectivamente. Los lisados de
LC319

bacterias expresando ES- no presentaron actividad pB-lactamasa. Por el contrario.

dicha actividad si fue detectada en lisados conteniendo tanto ES-BL*® como ES-BL**"*.



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

estructura nativa.

La caracterizacion rigurosa de ES-BLC” permitid demostrar que la secuencia de
residuos eliminada tiene un rol en el mecanismo de plegado pero que su ausencia no
impide la formacion de estructura 3D nativa.

L6

También se caracterizd en detalle lp ES-BL™"". un estado parcialmente plegado. que

esta conectado con la forma nativa de ES-BL®. I, ES-BL* solo posee estructura
secundaria residual. pero es muy compacto. Posee las caracteristicas de un globulo

fundido y puede estabilizarse formando un dimero.

La eliminacion de los residuos 287-295 afecta dramaticamente la velocidad de

replegado de la B-lactamasa: ES-BL* se pliega 10° veces mas lentamente que ES-BL.

A partir del estudio termodinamico y cinético de ES-BL* se concluyo que los residuos
eliminados proveen informacion para formar estructura secundaria. evitar trampas
cinéticas y asociacion erronea de unidades de plegado. acelerar el pasaje a través del

estado de transicidn y estabilizar al estado nativo.

Los resultados obtenidos con la B-lactamasa se compararon con otros datos de literatura
referidos a proteinas 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 polipeptidica tiende a plegarse guiada principalmente por informacion local en
la secuencia. Las interacciones entre residuos alejados secuencialmente jugarian un
papel secundario en el proceso de plegado y aparecerian posteriormente. luego de que la

cadena polipeptidica adopte el recorrido espacial apropiado.
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ABREVIATURAS

ANS (1,8)-anilinonaftalensulfonato

BSA albimina sérica bobina

CD dicroismo circular

Ci cuerpos de inclusion (fraccién insoluble)

Go capacidad calorifica a presion constante

DNA acido desoxirribonucleico

dNTP desoxinucledtidos trifosfato

DO densidad optica

DTNB 5,5"-ditiobis-( 2-nitrobenzdico) acido

DTT (%)-treo-1,4-dimercapto-2,3-butanediol (ditiotreitol)
EDTA acido etilendiaminotetracético

ES-BL variante exo-small de la B-lactamasa de Bacillus licheniformis

ES-BL®" variante de ES-BL en la que se han removido n residuos del extremo

C-terminal
€ coeficiente de extincién
N fraccién nativa
Ju fraccion desplegada
GdmCl cloruro de guanidinio
HPLC cromatografia liquida de alta performance



K4

Km

ky

Kuon

NATA

NAYA

PCR
PDB

PM

estado intermediario
B—-D-isopropil-tiogalactopiran6sido.
constante de disociacién

constante de equilibrio

constante de Michaelis-Menten
constante cinética de velocidad
constante de velocidad de plegado
constante de velocidad de desplegado
constante de equilibrio de desplegado
medio de cultivo Luria-Bertani
estado nativo
N-acetiltriptofanoamida
N-acetiltirosinamida

resonancia magnética nuclear
reaccion en cadena de la polimerasa
Protein Data Bank

peso molecular

rendimiento cuantico

revoluciones por minuto

acido ribonucleico

radio de Stokes



SDS dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

SEC cromatografia de exclusién molecular.

FPLC cromatografia rapida liquida de proteinas y péptidos

T tiempo de relajacion (1/kg)

Ty estado de transicion (TS)

TFA acido trifluoroacético

TCA acido tricloroacético

U estado completamente desplegado

uv ultravioleta

AGNoU variacion en la energia libre para el proceso de desplegado
AMax maximo de longitud de onda

Vmax velocidad méxima



Residuos de aminoacidos

Ala A alanina

Arg R arginina

Asn N asparagina
Asp D acido aspartico
Cys C cisteina

Gln Q glutamina

Glu E acido glutdmico
Gly G glicina

His H histidina

Ile I isoleucina

Leu L leucina

Lys K lisina

Met M metionina

Phe F fenilalanina
Pro P prolina

Ser S serina

Thr T treonina

Trp w triptofano

Tyr Y tirosina

Val \% valina
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INTRODUCCION

Las proteinas y su plegado espontaneo

Uno de los problemas cientificos no resueltos es como las proteinas alcanzan su estructura
tridimensional (3D) nativa. Hace 30 afios, 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 proteinas pequeiias, las fuerzas
que dirigen el plegado derivan de principios bésicos de la quimica y de la fisica, que el
proceso es independiente de la maquinaria celular, y que la secuencia de aminoacidos es
suficiente para especificar el plegado espontaneo. Aunque inicialmente parecia simple,
después de treinta afios de investigaciones ain no fue posible resolver el problema de

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

Estados conformacionales de las proteinas

El estado nativo y el estado desplegado

El plegado proteico puede entenderse entonces como un proceso fisico quimico que permite
la conversion de la informacién existente en la secuencia de aminoacidos en informacién
3D. Las conformaciones alternativas que una proteina puede adoptar difieren en los angulos
de rotacién de los enlaces del esqueleto polipeptidico (phi y psi; ver Figura 1). También
debe tenerse en cuenta la presencia de puentes disulfuro, que restringen fuertemente la
libertad conformacional. En el proceso de plegado, la conformacién final nativa es estable y

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

magnética nuclear (RMN).
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Figura 1. Los angulos torsionales (diedros), phi y psi, determinan la conformacion de la cadena
polipeptidica. El angulo phi se define como el angulo diedro formado por los atomos
CN--CAC. Psi esta definido por los cuatro atomos NCA--CN. Donde N es nitrégeno amida,
CA es carbono alfa y C carbono carbonilico. En casi todos los casos, el angulo diedro omega
CAC—NCA, es 180°; constituyen una excepcion algunos enlaces Xaa-Pro en los que omega es
0°.
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La mayor parte de las proteinas se pliegan en formas intrincadas, relativamente rigidas y
compactas, con una minima superficie accesible al solvente, y estableciendo una
complicada red de interacciones no covalentes (puentes de hidrégeno, puentes salinos,
interacciones hidrofébicas e interacciones de van der Waals, y en muchos casos uniones de
coordinacion con metales). Participan de estas interacciones atomos de las cadenas laterales
y atomos de la cadena principal (backbone) formando elementos de estructura secundaria y
estabilizando una estructura terciaria fija. Generalmente el estado nativo es la forma
biolégicamente activa, lo que transforma el estudio de la relacién entre estructura y funcién

en el eje fundamental de la investigacion biofisica de las proteinas.

El estado desplegado inicial de la reaccién esta mucho menos caracterizado que el estado
nativo. En cierta medida esto es consecuencia de su naturaleza fluctuante: no se trata de una
sino de muiiltiples conformaciones. El estado desplegado de las proteinas naturales se
estabiliza en presencia de agentes caotropicos. Su estudio podria ser una de las claves para
comprender cdmo una proteina se pliega espontineamente. Su volumen es tipicamente 5-10
veces el volumen del estado nativo. Inicialmente el estado desplegado se modelé como un
ovillo estadistico (random coil), un conjunto dinamico de ‘infinitos’ microestados
conformacionales que exponen un maximo de superficie y no cpntienen interacciones
preferenciales entre residuos. En los ultimos afios, mediante nuevas técnicas de RMN, se ha
demostrado que en urea 6-8 M puede existir estructura secundaria residual fluctuante,
grupos o clusters dinamicos de residuos apolares, interacciones electrostaticas y resabios de
topologia nativa [2, 3]. El estudio del estado desplegado ha sido abordado también por
dinamica computacional, una herramienta importante complementaria al RMN para el

estudio de cada uno de los microestados conformacionales [4].
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Termodinamica de la reaccién de plegado

Las proteinas nativas son sistemas altamente cooperativos y ma.rginélmente estables. Dicha
estabilidad esta representada por la diferencia de energia libre entre los estados nativo (N) y
desplegado (U) (AGneu = AH Nou - TASNeu). Desde el punto de vista entalpico, en el
estado nativo, las interacciones intramoleculares, las interacciones de atomos superficiales
con el solvente y las interacciones entre moléculas de solvente tienden a cancelarse. El
resultado a temperaturas fisiolégicas es una minima estabilizacién entalpica del estado
nativo. La entropia de la cadena polipeptidica y de las moléculas de solvente ordenadas
sobre la superficie expuesta, también se compensan mutuamente. Al plegarse la cadena, la
entropia conformacional disminuye y la del solvente aumenta (por liberacién de moléculas
retenidas sobre la superficie de los residuos que se exponen en el estado desplegado). Dicho
de otra manera, la expulsién de moléculas de agua durante el proceso de plegado compensa
la pérdida de entropia que se produce como consecuencia de la disminucién en los grados
de libertad conformacional de la cadena. El balance neto de los términos entalpicos y
entropicos 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 torno a la superficie molecular forman una
cubierta ordenada de solvatacion. 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 fusién contribuye significativamente a la capacidad calorifica
a presion constante (Cp). En conclusion la variacion de Cp, para la reaccién de desplegado

(AC,) toma valores positivos.
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Como la entropia y la entalpia no tienen la misma dependencia funcional con la
temperatura, ocurre que el AG n-u se hace negativo a altas y a bajas temperaturas, llevando
al desplegado por calor y frio respectivamente [5-7]). Basicamente puede visualizarse al
sistema proteina-solvente como un sofisticado conjunto de interacciones capaces de
responder plasticamente a cambios de temperatura [8-12]. A bajas temperaturas la cubierta
de hidratacién adquiere tal energia de estabilizacién entilpica que fuerza a la proteina a
exponer mayor superficie, venciendo la restriccion entropica del solvente y desplegando la
cadena. A altas temperaturas el término entrépico conformacional adquiere tal peso que
vence al término entdlpico de las interacciones intramoleculares, llevando a la expansion
maxima de la cadena. Asi, tanto el frio como el calor desestabilizan la estructura nativa.

Estados parcialmente plegados

Las proteinas se pliegan lo suficientemente rapido como para hacer dificil la acumulacion
de estructuras parcialmente plegadas. Sin embargo, en algunos casos, existen barreras
energéticas lo suficientemente altas que permiten la acumulacién trapsitoria de
intermediarios cinéticos con estructuras dinmicas y fluctuantes. A veces estos
intermediarios son estructuras incorrectamente plegadas, y para que la reaccién de plegado
prosiga deben volver a desplegarse. Pero también se observan intermediarios cinéticos con
estructura nativa parcial, sugiriendo un mecanismo de plegado jerarquico (ver mas
adelante). Bajo ciertas condiciones experimentales, en presencia de agentes caotropicos
(cloruro de guanidinio, urea o tiocianato de guanidinio) se observan intermediarios en
equilibrio. Las razones termodinamicas que permiten la observacion de estados
intermediarios en el equilibrio se resumen en el modelo mostrado en la Figura 2. Es
importante destacar que los agentes caotrépicos 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 anién sulfato, algunos disacaridos, glicerol, e incluso
algunos aminoacidos se caracterizan por inestabilizar conformaciones 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 concentracién del agente caotrépico o del osmolito. Como es de esperar por lo
mencionado mas arriba, la dependencia est4 determinada por el area polar y apolar expuesta

al solvente que presenta en promedio cada estado.

En el equilibrio, el factor limitante para la caracterizacion estructural es la heterogeneidad
de conformaciones y la velocidad de interconversion entre las mismas [13].

Glébulos fundidos

Los glébulos fundidos o molten globules son estructuras parcialmente plegadas que se
observan en el equilibrio bajo ciertas condiciones moderadamente desestabilizantes (pH
bajo, concentraciones bajas de caotropicos, incrementos en la temperatura, eliminacién 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 goébulos fundidos estan
estabilizados por factores entropicos, como el aumento de libertad conformacional de las

cadenas laterales. Ademas, en ellos, el area hidrofébica es mayor que en el estado nativo.
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Figura 2. Modelo de la dependencia de AGy«n con el poder desnaturalizante. En el
panel A se muestra el caso de una proteina en la que los estados parcialmente
plegados (I) nunca tienen una energia suficientemente baja como para estabilizarse
con respecto al estado nativo (N) y al estado desplegado (U). En cambio en el panel B,
I posee minima energia a concentraciones de cadtropo cercanas a 6 M por lo que I,
estabilizado muy probablemente por entropia del solvente y entropia de las cadenas
laterales, se observaria en el equilibrio de desplegado. A concentraciones bajas se
estabiliza N y a concentraciones altas de cadtropo U. Tanto los valores de energia
libre como los de concentracién de agente caotrépico son arbitrarios. Cada estado
conformacional proteico puede representarse con una recta en este tipo de esquemas.
La pendiente de cada recta es proporcional al 4rea expuesta al solvente en cada estado
conformacional. El modelo esta firmemente fundado en observaciones experimentales
[5-9].
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Experimentalmente se ha determinado que el (1,8)-anilinonaftalenosulfonato (ANS)
interacciona con las superficies hidrofobicas del globulo fundido, siendo esta interaccion
diagnostica de este estado [14]. La RMN ha mostrado que, en los glébulos fundidos, la
cadena polipeptidica posee mayor flexibilidad que en el estado nativo: la menor dispersién
del desplazamiento quimico observada indica la desaparicion de numerosas interacciones

intramoleculares [15, 16].

Es importante destacar que existe una extensa variedad de globulos fundidos més o menos
estructurados. En general los factores de proteccion al intercambio hidrégeno-deuterio de
los hidrégenos amida indican que su estructura secundaria es inestable [13]. Estudios de
RMN, experimentos de intercambio de disulfuros y relevamiento de exposicién al solvente
mediante radicales libres demuestran que los molten globules poseen elementos de
topologia nativa [17, 18].

Es necesario saber como se mantiene la topologia nativa de los molten globules en ausencia
de interacciones terciarias fijas para comprender como se genera la estructura terciaria.

El estado de transicion en la reaccion de plegado

Para descubrir los principios que gobiernan el proceso de adquisicién de estructura nativa
es necesario, ademas, comprender la naturaleza de las barmreras que lo bloquean y las
fuerzas que lo impulsan. Durante el proceso de plegado se generan muchas uniones no
covalentes. La formacién de estas interacciones limita la velocidad, imponiendo una barrera
energética debido a los notables cambios en la entropia conformacional y de hidratacion a

medida que avanza la reaccion de plegado.

El conjunto de estructuras en formacion que estan en la cima de la barrera energética, y

constituyen el maximo de energia en la coordenada de reaccion, se conoce como estado de
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transicién de la reaccién de plegado (T3). El estado de tramsicién estd formado por un
conjunto de estructuras inestables que, por definicién, tienen un 50 % de probabilidad de

progresar al estado nativo.

Una de las técnicas més poderosas de la quimica orgénica para probar la estructura de Ty en
una reaccion simple consiste en el estudio de la relacién ‘estructura-reactividad’. Este tipo
de estudio comienza con la preparacion de una serie de reactivos que poseen pequefias
modificaciones quimicas con respecto al reactivo original. Posteriormente se mide el
cambio en la constante de equilibrio y en las constantes de velocidad de la reaccién. En

base a los resultados pueden inferirse aspectos de la estructura de Ty.

Para estudiar el estado T; del plegado proteico, se desarrollé un procedimiento
experimental basado en los mismos conceptos, pero sustentado en la ingenieria de
proteinas. Este procedimiento permite medir la magnitud y la importancia de una
interaccion particular, y como esta afecta la cinética, el equilibrio y el mecanismo de
plegado [19]. La estrategia, muy sintéticamente, incluye la modificacién por ingenieria
genética de una interaccion. Se reemplaza un residuo por otro eliminando una parte de la
cadena lateral. También es necesario establecer el efecto de la modificacién sobre los
estados nativo y desplegado [20]. De los cambios en la energia libre de activacién para
distintas mutantes (AAG3) y de los cambios en la energia libre de desplegado en el
equilibrio (AAGneu ), realizando el andlisis de los valores @ (@ =AAG3/AAGneu), puede
inferirse la estructura del estado de transicion. En efecto, cada mutacion actia como una
sonda especifica del grado de formacion de estructura en el micro entorno del residuo
modificado. Un valor de & = 0 (cero) para el plegado significaria que la interaccién medida

no estd formada en Ty. Por el contrario, un valor ¢ =1 (uno) denotaria que la interaccion
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est presente tanto en el estado nativo como en el Ty (ambos estados se desestabilizan de la

misma manera en ausencia de la interaccion estudiada).

Este tipo de procedimientos es mas facilmente aplicable al proceso de desplegado que al
proceso de plegado, principalmente, porque la reaccién de desplegado suele ser monofasica
mientras que la de plegado suele ser multifisica, ademas, porque la estructura inicial,
nativa, es la mejor caracterizada.

La aplicaci6én en forma rigurosa de este tipo de procedimiento experimental esta limitada a
proteinas que se pliegan en dos estados (U<>N) o a ‘tramos’ del proceso de plegado. Por
ejemplo, en la reaccion de plegado U—I)—N se limita al proceso I} >N que puede
considerarse como una reaccién de plegado de dos estados. Es importante notar que las
mutaciones que desestabilicen al estado de transicién tendran un efecto sobre la velocidad
de la reaccion de plegado (ver Figura 3). De esta manera, cuanto mas alta es la barrera

energética, mas lento sera el proceso de plegado.

Existen evidencias de una fuerte correlacién entre la velocidad de plegado de proteinas
simples (que poseen un inico dominio) con parametros que miden la complejidad
topoldgica del estado nativo. Esta correlacion sugiere que la topologia podria ser
determinante para alcanzar el estado de transicion. Por el contrario no hay correlaciones
entre el tamafio o la estabilidad y la cinética de replegado. Este tema sera abordado
nuevamente mas adelante. Sin embargo, resulta interesante ver que las barreras energéticas
para el plegado pueden tener base entdlpica (interacciones nativas ausentes o interacciones
no nativas presentes) o base entrépica (topologias complicadas). En definitiva ambos

términos intervienen en el plegado de la cadena polipeptidica en el espacio.
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Energia libre

Coordenada de reaccidn

Figura 3. Reaccién de plegado hipotética a través del estado de transicién (Ty) para
una proteina y para una de sus variantes (mutante). La mutaciéon afecté a Ty
produciendo su desestabilizacién (AAG Ty). También el reemplazo de la cadena lateral
determina la desestabilizacién del estado nativo (AAG Ty). Ambos términos tienen
la misma magnitud. Esto es lo esperado si la interaccién removida forma parte tanto de
la estructura nativa, como del conjunto de conformaciones presentes en el estado de
transicion (® = 1, ver texto). La energia de U, el estado desplegado, no fue alterada
por la mutacién introducida.



La paradoja de Levinthal

Por mucho tiempo coexistieron dos conceptos muy interrelacionados en torno al estudio del
proceso del plegado de las proteinas: la paradoja de Levinthal y la supuesta necesidad de la

existencia de intermediarios o vias especificas del plegado.

Levinthal dedujo hace 30 afios [21, 22] que si la bisqueda de la conformacién nativa desde
el estado desplegado fuera un proceso aleatorio, las moléculas deberian cambiar su
conformacion tantas veces que seria un proceso irrealizable en tiempos razonables. Por

ejemplo, si una cadena de cien residuos tiene 10'%

posibles conformaciones (un promedio
de diez conformaciones por residuo), y si una conformacién se convierte en otra en el
tiempo mas corto posible (tal vez 10 s), el tiempo promedio requerido para explorar todas
las posibles conformaciones hasta hallar el minimo energético seria 107 afios. Las

observaciones, por el contrario, indican que las proteinas 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 vias discretas de

plegado que eviten las conformaciones no productivas.

Modelos de plegado

‘Nucleacién’

En el contexto descripto anteriormente surgieron una serie de modelos sobre las rutas de
plegado. El estudio de las vias de plegado debia, en teoria, revelar el mecanismo de plegado
y ayudar a determinar el cédigo por el cual la secuencia determina la estructura. El propio
Levinthal, en el afio 1968, sugiri6 que una parte de la cadena polipéptidica podria servir
como nucleo para una posterior propagacion de la estructura 3D. Este modelo requiere que

el nicleo sea suficientemente pequefio para que una bisqueda al azar permitiera encontrar
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localmente la estructura nativa. Una vez que el nicleo alcanza la estructura nativa se
posibilita el plegado secuencial y esencialmente independiente de cada residuo.

Difusién, colisién y coalescencia

Otros modelos simplificaron la bisqueda conformacional desacoplando la formacién de
estructura secundaria y terciaria. Asi Martin Karplus y David L. Weaver (1976)
propusieron el modelo de difusién, colisién y coalescencia. (Diffussion-Collision Model)
[23, 24]. Este modelo asume que las proteinas estan compuestas por una serie de partes
fluctuantes (microdominios) suficientemente pequefias y simples como para que en ellas la
bisqueda conformacional sea rapida. Los microdominios no tienen acceso a estructura
secundaria estable por busqueda al azar pero si a estructura secundaria incipiente y a grupos

o clusters de interacciones hidrofébicas.

El proceso de plegado es descrito como una serie de pasos unicos (ver Figura 4), de
difusion, colisién y coalescencia, en la que se estabilizan mutuamente los microdominios.
Las fuerzas que gobiernan el movimiento de microdominios son las interacciones
especificas entre microdominios y las colisiones al azar con el solvente y con otras partes
de la cadena polipeptidica. La estabilizacién final de estructura secundaria esta ligada a la

formacion de estructura terciaria.

El modelo permite postular multiples vias (paralelas) de secuencias de pasos de difusién y
colisién. La informacién 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 relacién a la
secuencia lineal de la proteina. El modelo reduce en definitiva la dindmica del proceso de

plegado, ya no considerando cada residuo, sino el analisis de las propiedades de los
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Figura 4. Esquema de la reaccién de plegado en cinco instantdneas segin el modelo
de difusidn, colision y coalescencia (Diffussion-Collision Model [23] para una
proteina ‘multimicrodominio’ presentado por Karplus y Weaver [24]. La linea de
tiempo de replegado corre desde arriba hacia abajo. El sistema parte de un conjunto
formado por infinitas conformaciones (random coil) en las que los microdominios
(A-G) son individualmente inestables (indicado por lineas 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 instantinea logran
estabilizarse mediante interacciones hidrofébicas, (denotado por las lineas llenas).
Ma4s adelante se forman intermediarios multimicrodominio, con estructuras mas
estables como la presentada en la instantinea 4. Finalmente, todos los microdominios
forman parte de una estructura compacta y con estructura terciaria bien definida

(instantdnea 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 determinacién 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 energia de la reaccién de plegado, haciendo ambigua la

interpretacion de los resultados.

Algunos resultados experimentales si pueden revisarse en estc marco conceptual. Los
experimentos de RMN realizados por Englander y colaboradores [25, 26] incubando el
citocromo C a bajo pH y baja fuerza iénica, condiciones en las que esta molécula no es
compacta, muestran una estructura helicoidal que los autores atribuyen ‘unidades estables
submoleculares de plegado’. Estas unidades estarian compuestas por mas de un segmento
helicoidal con un ‘empaquetamiento liviano’, (presumiblemente de naturaleza hidrofébica y
no relacionado con el interdigitado de cadenas laterales caracteristico del estado nativo).
Por otra parte Fersht y colaboradores encontraron que el plegado de la barnasa es un
proceso multifasico en el que la estructura o y la estructura B se forman previamente a la
adquisicion del plegado global [27]. Ademas realizando experimentos de competencia entre
el replegado y el intercambio de hidrégeno Miranker y col. (1991) [28] han encontrado
especies de vida corta en el replegado de la lisozima que poseen caracteristicas
estructurales semejantes al globulo fundido de la a-lactalbiumina [29]. Ademas encontraron
que los dominios estructurales de la lisozima son dominios independientes de plegado. El

dominio helicoidal se pliega primero y el dominio 3 se pliega subsecuentemente.



El modelo jerarquico

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 jerarquico conocido como framework model
en el que inicialmente se forman elementos locales de estructura secundaria nativa,
independientes e intrinsecamente estables (con estructura de puentes de hidrégeno nativa),
en ausencia de estructura terciara. Posteriormente estos elementos se empaquetan para
formar estructuras mas complejas. Este modelo se ve apoyado por la evidencia de que una
hélice o se forma, en muchos péptidos y proteinas, en microsegundos [31], mientras que la

estructura terciaria tarda en aparecer milisegundos o mas.

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 caotropicos (desnaturalizantes), un caso de particular interés es el de la
B-lactamasa. Las sefiales de dicroismo circular (CD) en el UV cercano (sonda de estructura
terciaria) se desvanecen conjuntamente con las de actividad enzimética y con las de
fluorescencia del triptofano, mientras que las sefiales 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
carbonica [35, 36] y como se mencioné anteriormente de la a-lactalbumina [29] se forma

rapidamente y antes que se fije la estructura terciaria.
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El estudio de las vias del plegado (gj: UoliLe...Iné>N) se hace muy complicado o
imposible para proteinas pequefias con un unico dominio, porque generalmente no se
observan intermediarios. Su ausencia, es explicada en el modelo framework 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
hidrégeno (2H-1H) [37]. Los resultados de estos experimentos indicaron la presencia de un
intermediario temprano en el que la lamina f3 estd protegida, sugiriendo que ésta se forma
antes que el resto de la estructura. Los autores detectaron que el factor de proteccion de
intercambio aumenta con el tiempo de plegado, pudiendo inferir que, si bien su formacion
es temprana, eventos subsecuentes la estabilizan, y proponen que esta estabilizacion se
alcanza a través de interacciones hidrofébicas de cadenas laterales. Otro ejemplo es el de la
interleukina-1p, una proteina con estructura 8, 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 hidrégeno comienzan a detectar formacién de estructura
terciaria luego del primer segundo de reaccién. Esta discrepancia entre CD e intercambio
refleja que, aunque la topologia temprana es B, la proteccién de los hidrégenos amida
requiere mayor estabilidad dada por el empaquetamiento posterior [38].

Rompecabezas

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

mecanismo de plegado. Por analogia con el juego de el rompecabezas, recibié el nombre de
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Jigsaw puzzle model. Los autores sugirieron que las proteinas se pliegan por vias
alternativas paralelas y no por una secuencia de eventos definida. Incluso para proteinas
pequeiias con unos pocos microdominios, estos, por combinatoria, podrian generar un
importante nimero de vias alternativas para alcanzar la estructura nativa. Este modelo
podria representar un caso limite de la teoria de difusién y colisiones y su aplicacién podria
ser dependiente de caracteristicas especificas de ciertas proteinas en relacién a las
propiedades de los microdominios y sus interacciones. Llevado al extremo, seria
equivalente a armar el ‘rompecabezas’ comenzando por cualquier pieza. Se generarian asi
nicleos de plegado y la estructura creceria entorno a estos centros, pero cada molécula
elegiria su propia via hacia el estado nativo.

El colapso hidrofébico
A fines de la década del 70 surgi6 la hipdtesis de que un ‘colapso hidrofébico’ podria tener

lugar antes de la formacién de estructura secundaria y terciaria. Bajo condiciones de
replegado, el polipéptido adoptaria conformaciones compactas, incrementando
notablemente la probabilidad de alcanzar la topologia nativa. El efecto hidrofébico es, para
este modelo, la fuerza impulsora del plegado y, en definitiva, responsable de la
deshidratacién 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 mas inestables podrian estabilizarse posteriormente. Dicho de otra
forma, la formacién de estructura secundaria nativa (fija) podria estar dirigida por
interacciones terciarias, existentes en la estructura del intermediario o incluso por la
topologia global que adopta la cadena polipeptidica restringiendo el espacio
conformacional. Hay indicios de que el colapso y la aparicion de estructura secundaria

podrian darse de manera simultanea [40].
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Nucleaclén-condensacion

En el mecanismo de nucleation-condensation o nucleation-collapse [41, 42] un grupo de
residuos adyacentes forma un nicleo, pero a diferencia de la visién clasica de ‘nucleacién’,
en la que el nicleo es fuertemente localizado, por ejemplo dos o tres vueltas de hélice a,
este modelo predice un nicleo local inestable, que se estabiliza o consolida como
consecuencia de interacciones de largo alcance y que, en definitiva, a su vez, extienden el
nicleo. La formacién del nicleo no es el paso limitante porque para que éste se estabilice
una fraccién importante de la cadena polipeptidica debe estar correctamente posicionada
para proveer los contactos de largo alcance que estabilizan al nicleo. Debe haber entonces
un nimero critico de interacciones locales y de largo alcance del que depende el plegado
global [42]. Un ejemplo es el inhibidor de proteasas CI2, un polipéptido o/} de 64 residuos.
En este caso no hay elementos de estructura secundaria completamente formados en el
estado de transicion, que por otro lado tiene estructura expandida. La estructura secundaria
y la terciaria se forman paralelamente. Este modelo podria proveer el marco tedrico para
cada unidad de plegamiento en proteinas complejas.

Plasticidad del mecanismo de plegado

Las visiones actualizadas de los modelos del framework y Diffussion-Collision se solapan.
Un elemento de estructura secundaria estable o parcial (microdominio elemental), deberia
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 podrian ser muy variables. De esta
forma ambos modelos coinciden en que el plegado es un proceso jerarquico 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 mas complejas.
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(Existe un inico mecanismo de plegado? Esto parece poco probable teniendo en cuenta las
evidencias experimentales. Que el plegado sea un proceso concertado, o en pasos
sucesivos, podria 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-condensation. Si las subestructuras individuales fueran suficientemente estables,
en forma independiente, podrian alcanzar el estado nativo siguiendo un modelo de

framework o Diffussion-Collision.

Las proteinas estudiadas no siguen un inico modelo y ain hoy luego de treinta afios de
controversia, cada modelo mecanistico tiene sus adeptos y ninguno se impone claramente

sobre los otros.

Una vision nueva del plegado
Conceptos nuevos

Hace algunos afios se propuso una visién del plegado alternativa que permite sortear la
paradoja de Levinthal y generar hipétesis con respecto al mecanismo de plegado. Esta
vision surgio de la simulacion extensiva en computadoras de los cambios conformacionales
posibles para representaciones simplificadas de la cadena polipeptidica. En estas
representaciones los residuos son considerados esferas de dos tipos, polares (P) y no polares
(NP), y su ubicacion en el espacio esta limitada por la conectividad de la cadena y la
localizacién en un enrejado cubico [43]. La energia de las interacciones entre esferas es
asignada como favorable o desfavorable, de acuerdo a su caracter en polaridad. Para un
numero pequefio de residuos pueden ser enumeradas todas las conformaciones y su energia
puede ser evaluada. Para estas proteinas conocidas como ‘toy proteins’ el estado nativo es

aquel que presenta el mayor nimero de contactos favorables ( NP-NP, P-P) y maxima
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compactacién. Mientras los modelos fenomenoldgicos anteriores usan simbolos para
representar cada conformacién (U o D, el estado desplegado; Tj, el estado de transicién; I,
estados intermediarios), los nuevos modelos tedricos, basados en la mecénica estadistica,
reconocen que esos estados macroscopicos son en realidad ‘conjuntos moleculares’ de
conformaciones. La nueva visién [44] reemplaza el concepto de ‘via de plegado’ (eventos
secuenciales) con conceptos como ‘superficie conformacional’, ‘embudos de energia’ y

‘eventos paralelos’.

En estas superficies conformacionales con forma de embudos (ver Figura 5) se representa
en forma grafica 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 energia interna de la cadena. El area
del embudo para cada nivel de energia, una franja determinada de energia, es proporcional
a la entropia 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 energia interna y la entropia 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

conformacion inicial.
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Figura. 5 La ‘nueva vision’ del problema del plegado. Este tipo de superficies con
forma de embudos representan el conjunto de todas las trayectorias posibles que
conducen a una proteina desde el conjunto de estados desplegados (U) hacia la forma
nativa (N). El eje z representa el descenso de energia interna para una dada
configuracion de la cadena polipeptidica. Los infinitos puntos en la superficie del
embudo enumeran cada una de las conformaciones discretas que puede adquirir la
cadena polipeptidica. Notese que el nimero de conformaciones (entropia) disminuye
a medida que disminuye la energia del sistema. El panel A, muestra un paisaje suave,
sin frustracion, sin trampas cinéticas, tipicamente representa proteinas de plegado
rapido y en dos estados. El panel B representa el caso de maxima frustracion (paisaje
tipo ‘campo de golf’) de la paradoja de Levinthal. La cadena busca la conformacion
nativa suponiendo un nivel plano de energia y por esto no llega en un tiempo
razonablemente corto al estado nativo. Ademas, no hay correlacion entre la energia
de una conformacion y la cercania al estado nativo. El panel C, representa como se
solucionaba la paradoja con la vieja vision: una via de plegado. En el panel D, un
paisaje algo mas complicado que el del panel A, un camino lento (1) y uno rapido (2)
con barreras cinéticas y con un estado intermediario.
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Las cinéticas de plegado rapido, 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 minimo
global y hacerlo rapidamente 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
conformacién nativa suponiendo un paisaje plano de conformaciones. En este caso todas
las conformaciones estan igualmente alejadas del estado nativo en términos energéticos por
lo que la chance de encontrar el estado nativo se desvanece. La bisqueda conformacional
que propone la nueva visién del proceso de plegado es mas directa, cada conformacion
alternativa del conjunto de las moléculas desplegadas se reconfigura rapida 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 angulos diedros y
no por ensamblado secuencial de estructuras especificas y homogéneas. En definitiva una
via esta definida por una ruta unidimensional a través del espacio conformacional, mientras
que los embudos, primero multidimensionales, reducen progresivamente la ‘dimensién’ del
espacio conformacional hacia el estado nativo (practicamente sin grados de libertad). Los
intermediarios ahora pueden explicarse como minimos de energia locales (ver Figura 5D),
valles en el embudo, o alternativamente trampas de alta entropia configuracional. En este
ultimo caso las moléculas deben gastar mucho tiempo de busqueda (regiones llanas en el
embudo). La prueba experimental del modelo requiere demostrar que el cambio de cada par

de angulos diedros no esta correlacionado con el cambio de ningiin 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 rapidamente. Por esto, hasta recientemente, se
han estudiado las regiones mas 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].

Frustracién energética y topolégica

En la nueva vision, una secuencia que es capaz de plegarse en una estructura bien definida
es considerada como de minima frustracion. El balance entre interacciones nativas y no
nativas en el proceso de plegado determina el grado de ‘frustracién’. Si en el proceso de
plegado las interacciones nativas no entran en conflicto con otras (no nativas), estamos en
el caso de minima frustracién. Para este tipo de secuencias, cada parte de la cadena es a su
vez un minimo energético. El resultado es un embudo con una superficie suave y un
plegado rapido. En el extremo opuesto, en el caso de méaxima frustracion, el estado nativo
es un minimo pero no hay ninguna pieza que aisladamente lo sea, la similitud estructural
con el estado nativo no esta correlacionada con la energia, en otras palabras, midiendo
solamente la energia no se puede saber cuan cerca del estado nativo se estd (nuevamente el
paisaje es un campo de golf, ver Figura 5B) y el plegado se vuelve practicamente imposible
(paradoja de Levinthal). Ademas del factor de frustracién energética la topologia final que
adopta la cadena polipeptidica puede jugar un rol dominante en la capacidad de plegado de
una secuencia dada (hay topologias sencillas y otras complicadas, con orden de contacto
variable (se define el orden de contacto, largo o corto, a partir de la separacién secuencial
de residuos que interactian en la estructura plegada, ver Figura 6). El grado de frustracién
topologica depende, desde un punto de vista practico, de la dificultad que exista en el

disefio de secuencias que se plieguen rapidamente en la estructura final. Las proteinas
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reales poseen distintos grados de frustracion energética y topol6gica. Cambios en el grado
de frustracion energética o topoldgica pueden determinar cambios en el mecanismo de
plegado [49, 50].

Existe mucho interés en contrastar la nueva visién del plegado con los sistemas reales. Un
caso interesante, reportado recientemente, es el de la proteina S6 permutada [51]. Esta
proteina no presenta intermediarios cinéticos ni de equilibrio. Su estado de transicion posee
interacciones de largo y corto alcance, distribuidas homogéneamente en la secuencia, un
hallazgo tipico en proteinas con sélo dos estados durante el plegado. En S6, todas las partes
de la proteina deben adquirir estructura simultineamente (lo mismo ocurre en el caso de
CIL2, el inhibidor de quimiotripsina). Una variante circularmente permutada de S6, que se
pliega correctamente posee en cambio un intermediario cinético y el estado de transicién, 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
frustracién de la cadena sin alterar la estructura 3D final. En las secuencias ‘ideales’ no sélo
se favorecen las interacciones nativas (que en este caso son todas igualmente importantes)
sino que se desfavorecen los contactos no nativos. La compensacion entre entropia
conformacional y entalpia 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 entropia y entalpia, asociado con una fraccién de contactos nativos en la

coordenada de bisqueda conformacional, dando lugar al estado de transicién 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 minima frustracién, el conjunto de conformaciones
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Figura 6. Orden de contacto. Este parametro se define en funciéon de la separacion
secuencial de dos residuos que interactian. Se considera que existe un contacto entre
dos 4tomos si estos estin separados por no mas de 5 A. Por ejemplo, el orden de
contacto de la interaccion entre Met 252-Ile 216 es mayor que el de Lys 234-Asp 236
ya que el primer par de residuos estd separado por 35 residuos, en cambio, el
segundo par esta solo separado por un residuo. El orden de contacto global para una
proteina se correlaciona con su complejidad topoldgica.
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que forma el estado de transicién real posee interacciones no localizadas, pero a su vez
posee un grado de heterogeneidad estructural importante [52]. La participaciéon de cada

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

Otros modelos actuales relacionados

Unidades auténomas de plegado y fragmentos

El plegado en médulos fue postulado por Wetlaufer [53, 54] como una manera de resolver
la paradoja de Levinthal. Si distintas partes de la cadena pudieran realizar la bisqueda
conformacional en forma independiente, la cadena completa podria plegarse en tiempos
razonables. Siguiendo este concepto, fueron definidas las ‘unidades auténomas de plegado’
(AFUs) [55], como subestructuras capaces de adoptar el plegado nativo en forma aislada
del resto de la cadena polipeptidica. Originalmente se pensé que el analisis de las AFUs
podria proveer informacion sobre los principios que gobieman el plegado y simplificaria el
problema del plegamiento desde un punto de vista computacional. En la definicion de las
AFUs estd implicito el concepto de las interacciones que definen subestructuras locales e
interacciones que participan en el ensamblado global de la macromolécula. La
caracterizaciéon de las primeras podria ayudar a comprender cdmo se codifica la
informacion para el plegado (por ejemplo si se trata de informacion local en la secuencia o
no). La caracterizacion del segundo tipo de interacciones permitiria entender cémo se
produce el reconocimiento entre bloques y cémo se lleva a delante el proceso de unién o
ensamblado. Se han propuesto algoritmos de prediccion de AFUs que permitirian su
identificacion a partir de la estructura nativa [55, 56, 57]. También se han utilizado diversas
metodologias experimentales para identificar AFUs. Los experimentos clasicos hacen uso
de proteélisis limitada, con eficacia demostrada para disecar dominios completos [58, 59].

En los tdltimos afios, con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, se
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produjeron numerosas proteinas fragmentadas o abreviadas, la barnasa, la nucleasa de
S. aureus, la Rnasa H, la adenilato kinasa, la termolisina, el represor triptofano, el
citocromo C, la triptofano sintetasa, la mioglobina, y la iFABP entre muchas otras. Algunos
de estos fragmentos de proteina poseen estructura terciaria definida e incluso actividad
biolégica. Otros, en cambio, alcanzan sélo estados intermedios de plegado y serin
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 hidrofobicas de plegado, unidades
termodindmicamente estables, independientes, compactas y con un core hidrofébico, que
fueran propuestas por R. Nussinov y colaboradores [60]. Las unidades hidrofébicas de
plegado, a su vez, se forman por el ensamblado combinatorio de bloques de construccion
mas pequefios 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
estructura secundaria o super secundaria. Los embudos conformacionales y la ‘nueva
vision’ (ver arriba) proveen un sustento tedrico para las AFUs anticipando, para proteinas
pequefias de plegado rapido, que el plegado es un proceso de minima frustracién
energética, garantizado en parte por el caracter local de las interacciones. Cada bloque
constituiria primero una estructura en un minimo local de energia. La subsiguiente
asociacion y estabilizacion mutua de las AFUs produciria el plegado final (minimo global
del sistema). En este caso cada building block poseeria su propio embudo de plegamiento.
Alguno de los bloques podria ser mas importantes que otros a la hora de ‘dictar’ el plegado
correcto de la cadena polipeptidica. En algunos casos la ausencia de un médulo

determinado podria permitir la asociacién incorrecta (no nativa) del resto [62].
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El modelo experimental, la B-lactamasa

Aspectos generales de las B-lactamasas

Los antibidticos B-lactamicos inhiben un grupo de proteinas conocidas como ‘proteinas de
unién a penicilina’ (PBPs), que poseen actividad transpeptidasa y juegan un papel muy
importante en la construccién de la lamina de péptido glicano bacteriano. La inhibicién de
las PBPs durante el crecimiento bacteriano resulta en la construccion incompleta de la

pared y tiene como consecuencia la muerte celular por lisis osmotica.

Las [-lactamasas bacterianas, destruyen con alta eficiencia a los antibiéticos B-lactamicos
(penicilinas y cefalosporinas), mediante la catalisis de la ruptura del anillo B-lactdmico
(Figura 7A). La mayor parte de las 3-lactamasas poseen en su centro de catélisis una serina,
la gran excepcion son las metalo [B-lactamasas, que poseen un centro catalitico con zinc. Se
han descripto un gran numero de (-lactamasas y cada afio se descubren y caracterizan
nuevos miembros de cada clase. En 1980 Ambler propuso una clasificaciéon en base a la
estructura primaria [63]. Esto permitié identificar cuatro clases. Las clases A, C y D en
conjunto con las PBPs, forman parte de la supcrfamilia de las peniciloil serina transferasas.
La clase B comresponde a las metalo [-lactamasas mencionadas anteriormente. Las
B-lactamasas de clase C estin 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
homoélogas, exhiben un grado de variabilidad mucho mayor. Las clases A y C podrian haber
evolucionado de las transpeptidasas bacterianas que transfieren péptidos X-D-Ala-D-Ala a
el péptidoglicano en crecimiento durante la sintesis de pared extracelular. Sélo las

DD-peptidasas reconocen péptidos de pared, pero los miembros de la clase C exhiben
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Figura 7. La reaccién enzimatica catalizada por las B-lactamasas. A, degradacién
de la penicilina. B, un esquema del mecanismo cinético en tres pasos. E es la
enzima, S es el sustrato, ES es un complejo no covalente Henri-Michaelis, ES® es
el complejo covalente acil-enzima, P es el producto hidrolizado, biolégicamente
inactivo.
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significativa actividad esterasa, mientras que los miembros de clase A son, en este sentido,

completamente inactivos .

Todas las serin [-lactamasas y las PBPs de estructura conocida comparten un plegado
general similar. Estas enzimas también se caracterizan por poseer tres patrones secuenciales
conservados que estan localizados en posiciones similares del sitio activo. El primer motivo
SXXK incluye a la serina catalitica. 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 estd conservada. En la clase A es el Glul66 (ver mas adelante). Ademés en las
enzimas de clase D la lisina del motivo SXXK se encuentra carbamilada. La evidencia de la
participacion de este grupo funcional como base general esta dada por la dependencia que
tiene la actividad enzimatica con la concentracion de CO;. Las enzimas de clase C y las
PBPs aparentemente no poseen un residuo adicional con estas caracteristicas quimicas. A
diferencia de las PBPS, en el sitio activo de las B-lactamasas de clase C se ha identificado
una red de puentes de hidrogeno que pareceria ser clave en la catalisis y en la transmision
de cargas del sistema [64]. La catalisis de las serina [-lactamasas puede representarse
esquematicamente con un modelo de tres pasos (Figura 7B). Usualmente la reaccién es
caracterizada mediante K., y Ky, que describen la maxima velocidad de hidrélisis y la
afinidad por el sustrato, respectivamente. Una 3-lactamasa eficiente posee por lo tanto una
alta Ko pero ademads el cociente Kc./ Km también es elevado. Este tltimo valor refleja la
velocidad de acilacion. El mismo esquema puede aplicarse a la interaccion entre los

B-lactimicos y las PBPs, pero en este caso k3 (Figura 7B) es muy pequefia.
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Desde un punto de vista epidemiolégico la B-lactamasa de clase A TEM-1, codificada por

DNA plasmidico, es la P-lactamasa mas comun en bacterias Gram negativas. Fue
identificada en aislamientos de E. coli y Salmonella paratyphi en el afio 1965, poco después
de la introduccién de la ampicilina para el uso clinico. En 1979 fue identificada en 28
especies de bacterias Gram-negativas y en Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae
y Pseudomonas aeruginosa. La aparicion de variantes resistentes a antibidticos
B-lactimicos y a inhibidores de las serina [-lactamasa a progresado con una velocidad
alarmante. Actualmente la bisqueda racional de antibidticos e inhibidores en base a la
evaluacién estructural de estas mutantes resistentes, emergentes o producidas en el
laboratorio, se ha convertido en un campo fundamental para la contencién de estos
organismos patdgenos [65]. Acompaiiando a mutaciones que incrementan la eficiencia en la
catalisis de antibidticos y la resistencia a inhibidores como el acido clavulénico, se
seleccionan también mutaciones que actian alterando la via de plegado impidiendo la
estabilizacién de estructuras parcialmente plegadas e inhibiendo la formacién de agregados
sin afectar la estabilidad termodindmica del estado nativo [66]. En otras palabras,
mutaciones que optimizan el plegado de la enzima.

p-lactamasas de clase A

Estructura general

Son moléculas globulares monoméricas de tamafio intermedio (~30kDa) con una topologia
general compleja. Poseen dos dominios: uno o/f y otro o. El primero esta formado por una
lamina (3 central de cinco hebras cubierta por tres hélices-a superficiales (dos de ellas son
las hélices N y C-terminales). El segundo es un arreglo de elementos helicoidales (de ocho

a 11 hélices y dos pares pequefios de cordones 3). El sitio catalitico esta 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 enzimética y sitio activo

El mecanismo catalitico de las 3-lactamasas de clase A comprende el ataque nucleofilico al
grupo carbonilo del anillo B-lactAmico por el hidroxilo de la serina para rendir el ester
intermediario correspondiente. Aunque los mecanismos finos de acilacién o deacilacién
estan ain en debate, se sabe que el sitio activo es complejo. Una serie de residuos y
moléculas de H,O participan en estos procesos, entre estos, la Lys73 y la Serl130 son
importantes en la formacién del intermediario acil-enzima. Por otro lado el Glul66, un
residuo conservado (base general) que posee un bajo valor de accesibilidad al solvente —
1.5 A% 0.8 % con respecto al grado de exposicién en el tripéptido Gly-Glu-Gly- ubicado en
el loop omega (~16 residuos), estd vinculado en una primer etapa a la activacion de la Ser
catalitica para el ataque nucleofilico. Posteriormente el Glu166 participa en la activacién de
una molécula de agua estructuralmente conservada en el paso de deacilacién necesario para
la regeneracion de la enzima libre. La eliminacién del loop omega en la B-lactamasa de S.
Aureus (PC1), impide la hidrélisis de penicilina y disminuye la velocidad de hidrdlisis de
cefalosporinas unas 1000 veces [67]. La Arg244 ubicada sobre la hebra 34 participa en
interacciones con el sustrato. La Ala237 situada en la hebra B3 interacciona con el sustrato
a través del grupo amida y del carbonilo quienes ayudan a posicionar correctamente al
grupo carbonilo del anillo B-lactdmico para su deacilacién. La Asn132 posee un rol crucial

en el posicionamiento adecuado de los sustratos [3-lactamicos [68].
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ID PDB Resolucion  Fecha

Proteus vulgaris 1HZO 1.75 ENE 2001
Pseudomona aeruginosa 1E25 1.9 MAY 2000
Mycobacterium fortuitum 1MFO 24 SEP 1998
Klebsiella pneumoniae 1SHV 1.98 FEB 1999
Streptomyses albus G 1BSG 1.89 JUL 1998
E.coli 1BTL 1.8 NOV 1993
Bacillus licheniformis 4BLM 2.0 DIC 1990
Staphylococcus aureus 3BLM 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 P-lactamasa de B. licheniformis. Los
alineamientos estructurales de los atomos del backbone fueron realizados con el programa
Swiss-Pdb Viewer 3.7 (Glaxo Wellcome Experimental Research).




Experimentos de plegado y caracterizacion de estados conformacionales

Las B-lactamasas de clase A son proteinas estables y compactas (Tabla 1). 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, GdmCl 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 (GdmCl, 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 mas compacto que H pero mas
expandido que el estado nativo y con el 85 % de estructura secundaria, pero con una
reduccion dramatica 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 dindmica de ciertas cadenas laterales del sitio activo podria ser similar a la nativa
[71]. El desplegado a alta temperatura de la B-lactamasa se ha estudiado mediante dindmica
molecular. Se hallé que podria existir estabilidad diferencial de hélices o y laminas (3 frente
al desplegado térmico, dando lugar a posibles intermediarios en los que prevalece la
lamina B frente a la estructura helicoidal. Llamativamente, la hélice o N-terminal
(altamente expuesta al solvente) permanece estable durante toda la simulacién. En cambio
la hélice o C-terminal, que posee menor exposicién al solvente en el estado nativo, se
desestabiliza y se despliega completamente. Mediante digestion proteolitica a 48 °C se ha

podido demostrar que se estabiliza un intermediario con la hélice o C-terminal desplegada
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Tabla 1. B-lactamasas de clase A para las cuales se describieron estados parcialmente plegados

Organismo  Variante Estabilidad Radio Referencia
Nel) A)

B. licheniformis exo-small 8 kcal mol’ 25 (29500 Da) [81]

E. coli RTEM 6.5 kcal mol”! 24.5 (29000 Da) [111]

S. aureus PCI 6kealmol! 23.5(30000Da)  [34,114]




pero que conserva una superficie hidrofobica considerable capaz de interactuar con la
chaperona GroEL [72].

Péptido sefial y efecto en el plegado

La B-lactamasa es una molécula de localizacién periplasmatica. Por lo tanto debe ser
translocada desde el citoplasma para ejercer su funcion bioldgica. En el caso general de las
‘proteinas de exportacién’ se ha podido determinar que contienen una secuencia auxiliar o
‘péptido sefial’ que codifica informacién para la ubicacién subcelular y modula el plegado.
El péptido sefial posee un efecto notable sobre las estabilidades relativas del estado
desplegado y estado nativo (efecto termodindmico) y sobre la velocidad de plegado y
desplegado (efecto cinético) [73, 74]. Se ha postulado que, in vivo, la interaccion del
péptido sefial con regiones hidrofobicas de la molécula la mantiene parcialmente
desplegada, y de esta manera, permite la interaccién con chaperonas y otras moléculas de
los distintos sistemnas de exportacién de proteinas [75, 76].

La B-lactamasa de Bacillus licheniformis
Expresion

El gen de la B-lactmasa de B. licheniformis (Bacillus licheniformis 749/C B-lactamasa,
BL-BL, penicillin amido-B-lactamhydrolase, EC 3.5.2.6) es cromosomal y codifica para
una preproteina de 307 residuos (Figura 9A), de los cuales los primeros 34 residuos
comprenden la sefial de secrecién y anclaje a membrana. Después de la exportacién y de la
remocion proteolitica de los primeros 26 residuos, la lactamasa permanece unida a
membrana a través de un tioester entre la Cys27 y un diacilglicérido, procesada y orientada
externamente como lipoproteina unida a membrana. Ademas, por accion de proteasas, una
fraccion de las moléculas puede perder los primeros 34 residuos originando la variante

soluble exo-large (Fig 9B). Posteriormente, esta variante puede sufrir una segunda
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digestion en el N-terminal para rendir la variante exo-small de 264 aminodcidos [77-80).
Cuando el precursor BL-BL es expresado en E. coli, la proteina es exportada, procesada y
orientada externamente como lipoproteina 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 peptidasa
de la sefial de exportacion, es translocada sin sufrir procesamiento y también queda unida al
lado externo de la membrana interna. Una proteasa aun no identificada libera de esta

variante la forma exo-large.

La sobreexpresion en E. coli de la variante mas corta, exo-small (ES-BL) rinde 100 % de
proteina soluble, correctamente plegada [81]. Curiosamente la variante ES-BL se obtiene
masivamente en el fluido de shock osmotico en su conformacion nativa [81]. No obstante,
las células que expresan esta variante no son resistentes a la ampicilina cuando son crecidas
en medio sélido (resultados del laboratorio no publicados), mostrando que la (3-lactamasa
no posee realmente ubicacién periplasmatica. La extraccion en fluido osmoético puede
relacionarse con aspectos mecanicos del procedimiento y con una ubicacién citoplasmatica
atipica (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-pL

La secuencia de aminoacidos completa de ES-BL se muestra en la Figura 9. Su estructura
3D a alta resolucién (2 A) se conoce desde hace varios afios [85]. Cuenta con 19 % de
lamina 3, 35 % de hélicea y 7 % de hélices 0. La estructura de la B-lactamasa de B.
licheniformis es bésicamente superponible a la del resto de las lactamasas de clase A

(Figura 8). En el afio 2002 pudo resolverse la estructura de la enzima BS3 (que difiere en
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A

MKLWFSTLKL KKAAAVLLFS CVALAGCANN QTNASQPAEK NEKTEMKDDF AKLEEQFDAK
LGIFALDTGT NRTVAYRPDE RFAFASTIKA LTVGVLLQQK SIEDLNQRIT YTRDDLVNYN
PITEKHVDTG MTLKELADAS LRYSDNAAQN LILKQIGGPE SLKKELRKIG DEVTNPERFE
PELNEVNPGE TQDTSTARAL VTSLRAFALE DKLPSEKREL LIDWMKRNTT GDALIRAGVP
DGWEVADKTG AASYGTRNDI AIIWPPKGDP VVLAVLSSRD KKDAKYDDKL IAEATKVVMK
ALNMNGK

B

MKLWFSTLKL KKARAVLLFS CVALAGCANN QTNASQPAEK NEKTEMKDDF precursor
CANN QTNASQPAEK NEKTEMKDDF lipoproteina

QPAEK NEKTEMKDDF exo-large

TEMKDDF eXxo-small

MTEMKDDF exo-small*

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



sélo siete residuos de la 749/C) y del complejo acil-enzima con cefoxitin a 1.7 A de
resolucion. La estructura de los primeros cinco y los ultimos cuatro residuos no ha podido
ser determinada en ningiin caso, presumiblemente debido a su alta movilidad. Sin embargo,
como se muestra en la Figura 8, en varios 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 o, por lo que no puede
descartarse un grado de estructuraciéon mayor para los primeros cinco residuos. Se han
reportado y caracterizado estructuras parcialmente plegadas de ES-PBL estabilizadas tanto en
GdmCl como en medio acido con la adicién de sales [71, 81]. Su plegado es aparentemente
complejo y multifasico. Posee tres triptofanos once prolinas, y ninguna cisteina. Su pl es

5.15 y su peso molecular tedrico, considerando el promedio isotépico, es de 29508.96 Da.
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HIPOTESIS SOBRE LA DISTRIBUCION
DE LA INFORMACION PARA EL
PLEGADO EN LA SECUENCIA DE

ES-BL

Existen pruebas de que la informaciéon para que la cadena polipeptidica adquiera la
estructura nativa no estaria distribuida homogéneamente en la secuencia proteica [86]. En
una misma cadena polipeptidica existen fragmentos o bloques que pueden ser eliminados
sin producir alteraciones en el plegado final, por lo que no formarian parte del conjunto de
residuos determinantes de la estructura 3D nativa. Otros fragmentos aparentemente no
pueden ser removidos. La eliminacion de estos ultimos, muchas veces compromete el
proceso de adquisicion de estructura terciaria fija, interrumpiéndolo y dando lugar a la
estabilizacién de estados parcialmente plegados, a veces con topologia (recorrido de la
cadena polipeptidica en el espacio) similar a la nativa [17] y en otros casos, con una

asociacion no nativa de elementos estructurales [62].

Este conjunto de resultados experimentales podria ser reinterpretado introduciendo un
mecanismo general de plegado jerarquico en el que la informacion podria estar codificada
en forma de ‘bloques con topologia’ 0 médulos. Algunos de ellos podrian ser determinantes
de la topologia 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 confirmacién de este tipo de mecanismo seria una clave para poder comprender porqué
ciertos estados parcialmente plegados sin estructura terciaria fija poseen topologia nativa y

también permitiria explicar la presencia de topologia y arreglos de estructura secundaria en
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presencia de altas concentraciones de agentes caotropicos. El estudio de las propiedades de

los médulos podria contribuir en la prediccion de estructura 3D.

Por ultimo, la ES-BL es un buen modelo experimental de proteinas con cierta complejidad
topoldgica para investigar la existencia de médulos como los mencionados maés arriba y
cémo se balancea en ellos la contribucion entre interacciones locales y de largo alcance
para la formacion de estructura 3D nativa. El concepto modular reemplazaria el plegado
concertado del polipéptido por reacciones locales de plegado y reacciones posteriores de
unién (binding), similares a las que rigen numerosos procesos bioldgicos, reduciendo

considerablemente la complejidad de la bisqueda conformacional del estado nativo.

OBJETIVOS GENERALES

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

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

de vista del plegado.

C) Determinar el efecto de la eliminacién de informacién sobre el plegado y la estructura

final de ES-BL.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS



GENERALIDADES

Electroforesis

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) fue
realizada utilizando el sistema de Schigger 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 HC1 50 mM, glicerol 12 %, azul de bromofenol 0.005 %, SDS, 8 %, pH 6.8) y se les
agreg6, en el momento, 4 % de B-mercaptoetanol. Paralelamente se prepar6 un patrén de
pesos moleculares adecuado. Luego de un calentamiento a 100 °C durante 5-10 min, se
sembré cuidadosamente, con una jeringa Hamilton, un volumen determinado (tipicamente
entre 5 y 20 pl) de cada mezcla por calle y se dejé correr 1100 Vh (geles 16.5 %) o 250 Vh
(geles 10 %). Usualmente se establecié un voltaje constante menor o igual a 100 V y el
tiempo de corrida se ajustd de manera que la integral del voltaje en funcién del tiempo
fuera la indicada. Al finalizar la corrida, los geles se desmontaron y se tifieron con
Coomassie Brilliant Blue R250 0.3 % en metanol:acido acético:agua (3:1:6) y luego, se
decoloraron en una solucién de metanol:acido acético:agua (3:1:6) hasta la visualizacién de
las bandas. Los geles se conservaron en acido acético 5 % en agua, o simplemente en agua.
Los geles no desnaturalizantes 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-HC1 0.31 M, azul de bromofenol 0.05 % y glicerol 50 %,
pH 6.8 y se sembraron. El gel concentrador se prepar6 a pH 6.8 y el separador a pH 8.8. A
pH 8.8 la B-lactamasa posee carga negativa y por lo tanto migra hacia el polo positivo. La

tincién fue como se describié mads arriba.
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Western blotting

En la transferencia de proteinas a floruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad, CA, USA) se
utilizé 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 dilucién 1:2000 TBST (TBS,
Tween 0.05 %) de un suero hiperinmune anti ES-BL obtenido de conejo con un protocolo
convencional. Después de tres lavados de 10 min con TBS, tween 0.05 %, se realiz6 una
incubacién con un anticuerpo anti FC de conejo conjugado a peroxidasa (Santa Cruz, CA,

USA) y un revelado a 20 °C con 4-cloro-1-naftol y H20,.

Espectrometria de masa

Las muestras de proteinas purificadas se acondicionaron con microcolumnas de
octadecilsilano (Vydac, Bio-select, CA, USA). Las microcolumnas se equilibraron con 1 ml
de acetonitrilo 100 %, luego se lavaron con H,0, TFA 0.05 %. Las muestras (0.5 ml)
fueron filtradas por centrifugacién 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 eluyé la muestra con
1 ml de acetonitrilo al 75 %, TFA 0.05 %. Las muestras asi acondicionadas se analizaron en
un VG Quatro II (Micromass) de cuadrupolo triple con una fuente de ionizacién
electrospray, operando en modo positivo, calibrado con mioglobina equina. El analisis de
los datos se realizo mediante el programa Mass Lynx 2.1 (Fisons Instrument, Altrincham,

UK). La masa se calcul6 considerando la abundancia isotépica promedio con la rutina Bio

Lynx.
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Coeficientes de extincién molar, espectros-UV y

concentracion de proteina

La concentracién proteica se midi6 por absorcién UV a 280 nm en GdmC], 5 M. Se utilizd
para el cilculo el coeficiente de extincién tedrico comespondiente, 24750 M'cm™,
calculado como € Gamci sM 280nm=y % 1280 + w x 5690 dénde w es el niimero de triptofanos
e y es el nimero de tirosinas por molécula [89]. La composicion en residuos aromaticos de
las variantes preparadas y utilizadas en esta tesis es idéntica a la composicién de ES-BL.
Para determinar por el mismo método la concentracion de lactamasa en soluciones no
desnaturalizantes, se utilizaron coeficientes de extincién determinados como se describié
previamente [86]. Los espectros de absorcién fueron adquiridos entre 340 y 240 nm. En los
casos en los que se observé light scattering, en los espectros se hicieron las correcciones

correspondientes (ver mas abajo).

Técnicas computacionales para el analisis de la
estructura proteica

Para analizar interacciones terciarias se utilizé el programa de visualizacion molecular
Insight II (Molecular Simulations Inc. CA, USA). Cuando no se indica otra cosa, los
calculos 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
utilizd una estacion de trabajo Octane Silicon Graphics (SGI, USA) con dos
microprocesadores y 256 MB de memoria RAM. La determinacion de areas accesibles fue
realizada con el programa ACCESS (M. D. Handschumacher and F. M. Richards, Yale
University, 1983) [90, 91], con una sonda de 1.4 A de radio. Para representar grificamente

elementos sencillos en las estructuras proteicas se utiliz6 el programa Rasmol (Raswin
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Molecular Graphics, 1993-1995,R. Sayle), o alternativamente Swiss-Pdb Viewer

3.7 (Glaxo Wellcome Experimental Research).

Reactividad Quimica de tioles y conformacion
proteica, modificaciéon con DTNB

Para la determinacién de tioles libres [92] se utiliz6 5,5'-ditiobis-( 2-nitrobenzéico)
(DTNB); la reaccion se realizd en 1 ml de fosfato de sodio 100 mM, pH8.0y a una
concentracién proteica exactamente conocida de ~0.5 mg/ml. A las muestras se les agregd
5 ul de DTNB 3.9 mg/ml disuelto en buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 7, y se determiné
la absorbancia a 425 nm hasta lectura constante (5-10 min). Luego de corregir por el
blanco, en el que se omitié la proteina, se calculd la concentracién de tioles reactivos
usando un coeficiente de extincidn € 425 nm= 12400 M! x cm’! [93]. En las condiciones
utilizadas, la absorbancia del blanco fue despreciable. Para analizar la velocidad de
reacciéon de los tioles libres se utilizd un equipo de cinética rapida (stopped flow)
RX2000 (4pplied Photophysics) conectado a un espectrofotémetro. Se prepararon
soluciones de buffer fosfato de sodio 100 mM, DTNB 7.8 mg/ml, urea 0-8 M, pH 7.0.
Paralelamente se incubé la proteina por tres horas en urea 0-8 M. Mediante el sistema de
jeringas del aparato se mezclaron volimenes iguales de la solucién proteica y del reactivo y
se registraron las lecturas a 425 nm cada 0.1, 1 o § s, dependiendo de la reactividad del tiol

en cuestion. A los datos se ajustaron, por regresion no lineal, ecuaciones de seudo primer

orden [94].

Modificacién quimica con glutaraldehido
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 incubacién de 5-30 min en un volumen de 100 pl. La concentracion de
proteina fue 0.2-03 mg/ml en fosfato de sodio 100 mM. La reaccién se frené6 mediante la

adicién de Tris-HCI, 50 mM, pH 7.5 o buffer de muestra.

Concentracion y almacenamiento de proteinas

Cuando fue necesario concentrar variantes proteicas en el estado nativo se recurri6 a filtros
concentradores CENTRIPREP® YM-10 (Millipore, Bedford, MA) con corte de 10000 Da.
En el caso de proteinas parcialmente plegadas se pudo determinar que no es conveniente la
utilizacién de dichos filtros ya que se detectd agregacion y posible unién de las proteinas a
la membrana. Siempre que se concentr6 una muestra por Centriprep se determiné
posteriormente el estado de agregacion por SEC-FPLC (ver “Comportamiento
hidrodinamico™).

Cuando fue necesario concentrar variantes en el estado desplegado se recurri6 a la resina de
intercambio catidnico SP-Sepharose. La desnaturalizacion y la unién a la matriz se realizo
en batch, en tubos de 150 50 ml, en urea 6.5 M, acido fosférico 25 mM, glicina 5 mM,
pH 3.5. La unién fue corroborada espectrofotométricamente y la elucion se realizd con
GdmCl 8 M en H;0. La urea residual y el exceso de GAmCI fueron eliminados por dialisis.
Las proteinas purificadas en su estado nativo fueron dializadas extensivamente contra agua
destilada. Posteriormente se prepararon alicuotas de 20 ml y se congelaron a -20 °C. Las
alicuotas ya congeladas fueron enfriadas a -80 °C por 2 h y finalmente liofilizadas. Las

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

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

5-6.5 M, acido fosférico 25 mM, pH 3.5 y en presencia de glicina 5 mM como atrapador de
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cianato —contaminante formado por descomposicién de la urea. Las variantes Ser—Cys
fueron almacenadas de la misma manera pero con el agregado de DTT 1 mM [95].
Dialisis

Las dialisis se realizaron a 4 °C. Las membranas fueron previamente lavadas con agua a
50-60 °C y luego con HO destilada. Después de llevar adelante dialisis renaturalizantes (en

experimentos de replegado) las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 20 min con el

fin de eliminar agregados insolubles.

Determinacion de actividad B-lactamasa

La actividad enzimatica se determind a 4, 106 25 °C por medicion de la hidrdlisis de
bencilpenicilina (A&40 =570 M'cm?, [81, 96]) en fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0, y en
presencia de albimina 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 (tipicamente 10 °C ) para evitar el replegado durante la determinacién de
actividad enzimatica [81] (ver “Cinética del plegado”).

Cuando fue relevante se determinaron los parametros enzimaticos Ky y Pmax o la
actividad especifica relativa a ES-BL. Las soluciones de bencilpenicilina se prepararon en

¢l buffer de reaccidn utilizando €249 nm= 820 M'em™.

Variantes de la B-lactamasa

La nomenclatura y caracteristicas de las variantes de [3-lactamasa utilizadas en este trabajo
se indican en la Tabla 2. También se detalla el tipo de mutacion que se introdujo en cada

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

Variantes de longitud completa

ES-BL Es la protefna salvaje [81].

S126C ES-BL Se ha reemplazado la Ser 126 (-OH) por Cys
(-:SH)

S265C ES-BL Se ha reemplazado la Ser 265 (-OH) por Cys
(-SH)

S126C-8§265C ES-BL Se han reemplazado ambas Serinas por Cistefnas

Variantes recortadas

ES-BL*Y Se eliminaron nueve residuos de la hélice a
C-terminal

ES-pL® Se eliminaron catorce residuos de la hélice o
C-terminal

ES-BL®4" Se eliminé por completo la hélice a C-terminal
(diecinueve residuos)

ES-pLMA' Recortada en los primeros catorce residuos. Se
elimina por completo la hélice N-terminal

S126C ES-BLC” Recortada en los ultimos nueve residuos de la
hélice a C-terminal en la que se ha modificado la
Ser 126 por Cys

$265C ES-BL* Recortada en los iltimos nueve residuos de la
hélice a C-terminal en la que se ha reemplazado
la Ser 265 por Cys
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INGENIERIA GENETICA

Mutagénesis

El gen de la B-lactamasa de B. licheniformis clonado en el vector pET-95 (Novagen,
Madison, WI), que confiere a las bacterias resistencia al antibiético kanamicina, fue
gentilmente cedido por el Dr. Anthony Fink. En dicho plasmido (pET-BLA1), el gen de la
B-lactamasa se encuentra bajo el control regulatorio del promotor de la RNA polimerasa del
fago T7 [97] y esta polimerasa se encuentra codificada en el DNA genémico (cromosomal)
de las bacterias BL21. Su induccion mediante IPTG 1mM o simplemente lactosa 1 % activa
la transcripcion del gen de la f-lactamasa. En nuestro laboratorio (ver introduccién) se
subcloné en el mismo vector de expresion la variante de B-lactamasa mas corta presente en
cultivos de Bacillus licheniformis: exo-small (ES-BL). El DNA fue secuenciado y la masa
del producto proteico fue determinada [81]. Utilizando el vector pET-BLA1 como DNA
molde se prepararon las variantes de cisteina de la ES-BL mediante la reaccién en cadena
con polimerasa (PCR) segun lo descripto en la literatura [98]. El esquema general para la
produccidn 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 Figura 10 B. Los

oligonucledtidos iniciadores utilizados en las reacciones PCR (Tabla 3).

y fueron disefiados utilizando el programa Amplify (Bill Engels® 1992, University of
Wisconsin, Genetic, Madison, WI 53706). Con este programa se simularon los posibles
productos de amplificacion utilizando la secuencia del gen y los oligonucledtidos
correspondientes. Para evitar la formacién de estructura secundaria, que podria disminuir el

rendimiento en las PCR, también se utiliz en el disefio de los oligonucledtidos el programa
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RNAdraw de Ole Matzura del Departamento de Biofisica, Karolinska Institute, Solna,
Sweden.

La amplificacion de los fragmentos se realiz6 en tubos de 500 pul. El volumen de reaccién
fue 25, 50 o 100 pl para seleccion de clones, PCR preparativa o tercer PCR (ver protocolo
de unién de 2 fragmentos), respectivamente. La mezcla de reaccién (50 pl) consistié en
5 pl de buffer de reaccién (buffer Pfu 10 x), 4 ul de ANTP 2.5 mM (cada uno) y 1 pl de
polimerasa Pfu. A la mezcla de reaccion se adicionaron ~10 ng totales de DNA molde y
0.5 pl de una solucién de cada oligonucledtido (1 pM concentracion final). El agregado de
la polimerasa se llevo a cabo después de una preincubacion de 1 min a 94 °C y se utilizaron

extensiones de 2 min por kb.

Visualizacién y aislamiento de los productos de
PCR

Los productos de amplificacién de cada PCR se resolvieron por electroforesis en geles de
agarosa 1% o 2%, dependiendo del tamafio del producto, >500y <500 pb
respectivamente, en buffer TBE (Tris-Borato 0.045M, EDTA 1mM). Las bandas
separadas se visualizaron por su fluorescencia al ser iluminadas con luz UV de 254 nm. Las

corridas electroforéticas se realizaron en una cuba horizontal a 80 V utilizando TBE como

buffer de corrida [99)].
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Tabla 3. Oligonucledtidos iniciadores utilizados en la construccion de las variantes de

ES-BL.
Nombre Secuencla Especificidad Uso, variante®
(bases)*
3'BamH I CA9 ttaaggatccttataccacctttgttgeet | +746 « +781 ES-BL*%
ctgcaa .
3’'BamH 1 CAl4 | ccacggatecttactctgcaataagttta | +726 « +766 | BS-PLES
tcatacttg
3'BamH 1 CA19 | ctgcggatecttaatcatcatactigge | +720 « +751 ES-BL4Y
gtee
S265Cs geagtattargcagcagggataaaaag [ +694 — +723 S265C ES-BL™*
gac S265C ES-BL
S2656C S126C ES-BL
$265Cy atccetgetgeataatactgcaagaacg | +687 « +714 idem S265Cg
S126Cy cttgcggatgctrgecticgatatagtga | +280 — +313 S126C ES-pL™
caatg S126C ES-BL
S265C S126C ES-BL
S126Cg actatatgcaaggcaagcatccgeaag | +277 « +306 idem S126C:
ctc
3'BLA-T cctgtggatatceggatatagttectce | +1028 « +1055 | general
T7 prom taatacgactcactataggg -80 - -61 general
C'BLA gggttccatatgatgeegetee -622 > -643 general
5° Xbal BLA agaccacaacggtttccctetagaaa |-59 — -35 general
In pEtren gcatcaaattgttcctcaagt +30 « +50 general
3’'BAMHI Bla gttttgacggatccatcgeaatgttttta | +811 « +840 general

® La posicion en la que el primer ‘hibridiza’ en la secuencia del gen de la B-lactamasa de B.
licheniformis, gentilmente cedido por el Dr. Anthony Fink.
® Ver Tabla 2.



Purificacion de fragmentos de DNA

Extraccion fisica

Las porciones de agarosa conteniendo las bandas de interés se escindieron de los geles
utilizando un bisturi, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml y fueron disgregadas con
una punta de pipeta. La suspensién resultante se centrifugé 10 min a 14000 rpm en una
microcentrifuga y la solucién sobrenadante fue separada y almacenada a 0 °C. La fraccién
particulada se mezcl6 mediante un vortex a maxima velocidad con 100 pl de agua destilada
y se incubé a 37°C durante 30 min. Luego, se repitid la centrifugacion, el nuevo
sobrenadante se mezclé con el anterior y se filtr6 por un microfiltro de centrifuga de
0.22 pm para eliminar cualquier resto de agarosa. El DNA de la mezcla se precipité por
adiciéon de 1/10 volimenes de acetato de sodio 3.0 M, pH 5.6 y 2.5 voliumenes de etanol
absoluto [99]. La mezcla se incubé durante 30 min a —86 °C, se centrifugé 10 min a
14000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Al precipitado adherido a la pared del tubo se le
agregéd suavemente 100 pl de etanol 70% sin resuspender el material y se volvid a
centrifugar en las mismas condiciones. El DNA precipitado se disolvi6 en 20 pl de agua o
en buffer TE al décimo (Tris-HCI 1 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.5) y se almacené a —20° C.
Esta técnica permitio recuperaciones cercanas al 50 % del material inicial.

Extraccién quimica

Las porciones de agarosa conteniendo las bandas de interés se escindieron como en el
protocolo mencionado mas arriba y se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml. El DNA
fue extraido empleando un ki¢ comercial basado en la utilizacién de resinas de intercambio
iénico (Concert™, Life Technologies GIBCO BRL, U K.). El porcentaje de recuperacién

fue superior al 70 %. El DNA se recupero en 25 pl de buffer TE al décimo.
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Subclonado de productos obtenidos por PCR

La ligaciéon de los productos de PCR a los plasmidos lineales purificados se realizo6
mezclando el fragmento a clonar y el vector, previamente digeridos con las enzimas de
restriccion adecuadas, en una relacion aproximada de 3:1. Se uso ligasa del fago T4 (3 U,
en Tris-HC130 mM, pH 7.8, MgCl; 10 mM, DTT 10 mM, y ATP 0.5 mM) durante 15h a

22 °C. La reaccion de ligacion se almacen6 a —20 °C.

Preparacion de bacterias competentes

Las bacterias se cultivaron durante 16 h en 2 ml de medio LB (NaCl 10 g/l, triptona 10 g/1,
extracto de levadura 5 g/) a 37 °C con agitacion 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 6ptica a 600 nm fue aproximadamente 0.4-0.6.
El cultivo se transfirié a un tubo de centrifuga estéril y se dejé reposar en hielo por 10 min.
Seguidamente se centrifugé a 5000 rpm en rotor JA-14 (Beckman, USA) por 10 min a 4 °C.
La fraccion sobrenadante se descartd y las bacterias se resuspendieron suavemente en
200 ml de glicerol 10 %, en bafio de hielo. Posteriormente, se volvié a centrifugar y se
repiti6 la operacion resuspendiendo primero en 100 ml, luego en 50 ml, 25 ml y finalmente
0.4 ml. Este volumen se fracciond en alicuotas de 80 pl que fueron almacenadas a -86 °C

hasta su utilizacion.

Transformacién de bacterias E. coli JM109 y
BL21(DE3)

Con el fin de replicar y almacenar los nuevos plasmidos se utilizaron bacterias E. coli
JM109. La electroporacion se realizo con 80 ul de bacterias descongeladas a 4 °C,

agregando 1 a 2.5 pl del resultante de la ligacion 6 con 10 ng de plésmido superenrollado.
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Las celdas de electroporacion (de 0.2 cm) fueron preenfriadas a 0 °C y el electroporador (E.

coli-Bio-Rad) se ajust6 en 2.5 kV.

Con el objeto de expresar eficientemente los genes subclonados, los plasmidos, con el
inserto correspondiente, fueron introducidos en bacterias E. coli BL21(DE3). El protocolo
de transformacion fue el mismo que se utilizd para las E. coli JM109. El DNA para estas
transformaciones provino de las preparaciones de plasmidos en gran escala replicados en
E. coli IM109, y fue previamente secuenciado. Luego de la transformacién las bacterias se
sembraron en placas de Petri con kanamicina. Las colonias positivas se identificaron por la
expresion a pequeiia escala (ver mas adelante) de la proteina 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

EXPRESION Y PURIFICACION DE
PROTEINAS

Expresion en pequeia escala

Se realizaron cultivos liquidos a 37 °C de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los
plasmidos correspondientes (10 ml de medio liquido con kanamicina 100 pg/ml). Luego de
alcanzar una DOggo~ 1.0 se extrajo 1 ml del cultivo y se almacené a 0 °C como control de

preinduccion. El volumen restante se suplementé con IPTG 1 mM 6, alternativamente,
lactosa 1 % (P/V) final, y se crecié a 37 °C por 3 h con agitacion a 250 rpm. Las bacterias

se cosecharon por centrifugaciéon
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Purificaciéon de variantes de longitud completa en

condiciones nativas

Las variantes de longitud completa de PB-lactamasa fueron purificadas esencialmente como
se describe en un trabajo previo del laboratorio [81]. Brevemente, el fluido aislado por
shock osmético preparativo (~900 ml) fue acidificado con 100 ml de acetato de sodio
100 mM, pH 5.0. La suspension 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 columna fast flow S-Sepharose (1.5 x 7.0 cm) previamente equilibrada
con acetato de sodio 10 mM, pH 5.0. La proteina fue eluida con un gradiente lineal de
150 ml, entre 0-250 mM NaCl en el mismo buffer. Las fracciones colectadas se analizaron
por SDS-PAGE, y absorcion a 280 nm. Ademas, en el eluido se midié actividad
enzimatica. Las fracciones conteniendo proteina pura fueron dializadas contra agua y

posteriormente liofilizadas.

Purificacion de variantes truncadas en condiciones

desnaturalizantes

Preparacién de cuerpos de inclusién

Las proteinas que se pliegan incorrectamente durante la expresién en E. coli, suelen
degradarse por protedlisis intracelular y/o se agregan formando ‘cuerpos de inclusién’.
Estos ultimos pueden ser separados facilmente del resto del material celular mediante una
serie de lavados con detergentes y tratamientos con enzimas. Se ha visto que por lo general
la proteina sobreexpresada presenta ya en esta etapa de purificaciéon pocos contaminantes,
entre los que se encuentra una proteina de membrana de ~40 kDa (de acuerdo a datos de

secuencia N-terminal obtenidos en el laboratorio, AEITYNKDGNKVDLY, se trata de la
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porina OMPF). A continuacién se describe el protocolo usado para la preparacién de
cuerpos de inclusién, una adaptacion del descripto por Jenssen y col. [100]. Las células
centrifugadas (6-8 g) fueron resuspendidas en 15 ml de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y rotas por sonicacion en un baiio de agua-hielo (en
fracciones de Sml y con cinco pulsos de 30 s a 4 W). Los cuerpos de inclusién crudos
fueron aislados por centrifugacion (12,000 x g, 10 min a 4 °C), mediante sucesivos ciclos
de incubacién/centrifugacion con (a) MgCl; 10 mM y DNAsal 10 pg/ml en buffer de lisis
(30min a 37°C), (b) lisozima 0.2 mg/ml en buffer de lisis (15 min a 25°C), (c)
deoxicolato de sodio 2 mg/ml 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) H,O desionizada.

Intercambio i6nico

Los cuerpos de inclusién limpios fueron solubilizados en urea 6.5 M, acido fosférico
25 mM, glicina S mM, pH 3.5 (buffer de solubilizacién). La fraccion insoluble fue separada
por centrifugacién a 14000 rpm, 20 min a 4 °C. La fraccién soluble se sembré en una
columna fast flow S-Sepharose (1.5 x 7.0 cm). La elucion fue realizada con un gradiente de
100 ml, de 0 a 500 mM de NaCl en buffer de solubilizacion. 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 mg/ml 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
centrifugé a 4 °C (14.000 rpm por 15 min).

S265C ES-BL*’y S126C ES-BL®® fueron purificadas con las siguientes modificaciones
(a) Se agregé ditiotreitol (DTT) al buffer de solubilizacién (10 mM) y al buffer para la

cromatografia en SP-Sepharose (1 mM); (b) la mayor parte de la urea y del DTT fueron
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removidos en un segundo paso de intercambio i6nico (matriz SP-Sepharose), en buffer
acido fosférico 25 mM, pH 3.5, y eluicion con GdmCI 5 M en H,O desionizada; (c) la urea
y el DTT residual fueron eliminados con una filtracién en gel (columna PD10 de
Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) equilibrada con GdmCl; (d) el replegado fue
realizado mediante una dilucién (1:100) en fosfato de sodio 75 mM, sulfato de sodio
250 mM, pH 6.0 (la dilucién también se realizé a pH 6.5y a pH 7.0, ver Resultados); ()
Las proteinas S126C y S265C ES-BL®*’, puras y plegadas, fueron concentradas hasta

20 pM usando filtros CENTRIPREP® YM-10.

Protedlisis controlada, analitica y preparativa

Para estudiar la susceptibilidad a la protedlisis, ES-BL y las variantes recortadas fueron
incubadas a 20 °C con tripsina en una relacion proteasa:B-lactamasa de 1:100 en peso. El
buffer de protedlisis fue fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0. La reaccion fue seguida por
SDS-PAGE, actividad enzimatica y western blotting.

La tripsindlisis también se realizd en forma preparativa con el objeto de purificar
ES-BL “*’ en su estado nativo, aprovechando la resistencia a la tripsina de esta Gltima, 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 reaccién fue
terminada después de 5 min, mediante la inyeccion 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 elucion fue realizada con fuerza iénica creciente (NaCl) hasta 200 mM.
La tripsina a pH 7.0, no se retiene, por lo que esta técnica permitidé su eliminacién muy
eficientemente. Los experimentos se realizaron con un instrumento Fast Protein-Peptide

and Polynucleotide Liquid Chromatography (FPLC, Pharmacia), equipado con una cimara
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de inyeccién de 1.5 ml, y un detector con longitud de onda fija UV a 280 nm (Pharmacia)

conectado a una computadora para la recoleccion de datos.

Separacidén preparativa por tamaino molecular
Los experimentos preparativos de filtracién molecular, con el objetivo de aislar formas

parcialmente plegadas de ES-PL®*

, se realizaron en una columna Sephacryl S-100 HR
(2.6 x90 cm; Pharmacia, Uppsala, Sweden) equilibrada con fosfato de sodio
150 mM pH 7.0. La elucién fue realizada en el mismo buffer. La columna se calibré
previamente con una mezcla de BSA (66 kDa), ES-BL (30 kDa) y lisozima de clara de

huevo (14 kDa).

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Comportamiento hidrodinamico

Para estudiar el grado de expansioén y agregacion de las distintas variantes se determiné el
radio de Stokes (Rs) mediante cromatografia liquida de exclusion molecular (SEC) en
presencia o en ausencia de urea 0 GdmC]l. Esta misma técnica se utilizé para determinar la
presencia de agregados solubles de alto peso molecular. Los experimentos se realizaron
utilizando un instrumento FPLC, equipado con una camara de inyeccién de 100 pl, 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 recoleccion de datos. La columna se
calibro periédicamente inyectando una mezcla de proteinas globulares de peso molecular
conocido (tiroglobulina, y globulina bovina, ovoalbimina de pollo, mioglobina equina y

vitamina B)2). El Rs de esas proteinas se calculé mediante la ecuacién (1) [33, 34].

log(R; )= 0.369 log(PM) - 0.254 )
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donde PM es el peso molecular en Da de la proteina de interés.

Dispersion de luz por agregados proteicos

La intensidad de luz dispersada (light scattering), para moléculas pequefias 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 absorcién 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 absorcién proteica, a la region entre 300 y 240, donde si hay picos
proteicos. La extrapolacion se hizo por ajuste de ecuaciones a los datos experimentales y
minimizacién de la suma de ‘cuadrados’. Se utiliz6 el subprograma Solver de Excel para la

minimizacion. La ecuacion ajustada fue

Abs=kl+/%k4(2)

Esta ecuacién permiti6, ademas, realizar una correccién por linea de base (k). El parametro
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 tamafio de las moléculas o
agregados de las mismas se acerca a la longitud de onda, el parametro k4 puede adquirir
valores menores. En general resultd suficiente usar como datos los puntos del espectro entre
310 y 340 nm para el ajuste. En algunos 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 aromaticos de las variantes de B-lactamasa se

estudié mediante espectroscopia de absorcion UV y posterior calculo de la derivada cuarta
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del espectro [101]. Se utiliz6 un espectrofotémetros 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 derivacién de

segundo orden [101], utilizando la ecuacién (3)

NP AI D2 = (4 n~ 24+ A;_o0) AR (3)

Previamente los espectros fueron corregidos por sus respectivos blancos promediados,
suavizados y, en caso necesario, corregidos por dispersion de luz como se indicé mas
arriba.

Modelado de espectros

Los espectros correspondientes a la forma desnaturalizada de cada variante de 3-lactamasa
se simularon a partir de la combinacién apropiada de los espectros de fenilalanina,
N-acetyltriptofanoamida (NATA) y N-acetiltirosinamida (NAYA) en buffer fosfato de
sodio 100 mM pH 7.0. [86, 102). Este modelo es consistente con espectros de digeridos

exhaustivos con proteinasa K de las variantes.

Dicroismo circular

Se analiz6 el contenido de estructura secundaria y terciaria de las variantes de -lactamasa
por espectroscopia de dicroismo circular en el UV-lejano (180 y 240 nm) y cercano
(240-340 nm), respectivamente [103]. Se utilizd un equipo JASCO J-810 (Jasco Corp.
Japén) [86] calibrado de acuerdo a instrucciones de los fabricantes con &cido
(+)-10-canforsulfénico y equipado con un sistema de tipo Peltier para la regulacion de la
temperatura (20-22 °C). La fuerza idnica se ajusté con NaF (el fluoruro absorbe muy poco

en el UV lejano).
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CD en el UV lejano

Se utilizé una celda de 0.1 cm. La concentracion de proteina fue 1.5 uM. La sensibilidad
fue de 100 miligrados. La velocidad de barrido fue 20-50 nm/min, el tiempo de respuesta
fue de 1s y el ancho de banda fue 1 nm. Se obtuvieron unos diez espectros para cada
muestra. El promedio fue corregido por absorcién del buffer y posteriormente se corrigi6
por linea 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 elipticidad molar se calculé como
[6] = 8/ ([b]xnxdx10) ©)

donde [6] es la elipticidad molar (en gradosxcm®xdmol™), 8 es la elipticidad en miligrados,
n el nimero de residuos de la proteina menos uno (nimero de enlaces peptidicos), [5] la
concentracion molar de proteina y d es la longitud de la celda en centimetros.

CD en el UV cercano

Los espectros se obtuvieron a una velocidad de barrido de 20 nm/min, con una sensibilidad
de 5 miligrados. La absorcién en esta region es cerca de dos 6rdenes de magnitud menor
que en el UV lejano, por esto, la concentracion de proteina fue de 15 uM y se us6 una celda
de 1 cm de paso optico. 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 estatica de los triptofanos fue estudiada a 20 °C en un espectrofluorémetro
K2 ISS (ISS, Champaign, IL) y, salvo que se indique lo contrario, las soluciones de
proteina fueron preparadas en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7.0 a una concentracion

entre 2y 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 lampara fueron corregidas mediante la
utilizacién del canal de referencia sensando continuamente la emision de una solucién de
rodamina. La excitacién fue a 295 nm (con un ancho de banda de 8 nm), los datos fueron
adquiridos a intervalos de 1 nm entre 250 nm y 450 nm. La fluorescencia de las variantes
de B-lactamasa en su estado desplegado fue medida después de una incubacién de 5h en

fosfato de sodio 100 mM pH 7.0, GdmCl1 5 M.

Rendimiento cuantico de triptofano

El rendimiento cudntico de un fluor6foro es el numero de fotones emitidos relativo al
nimero de fotones absorbidos. Cuando dicho fluoréforo se encuentra en el estado excitado
puede retornar al estado basal emitiendo luz (proceso radiativo) o por medio de otros
procesos que no involucran la emisién de luz (procesos no radiativos). La sensibilidad de la
intensidad de fluorescencia a los cambios en el ambiente del fluoréforo y su rendimiento
cuantico se deben a los procesos no radiativos que compiten con la emisiéon de luz por la
desactivacion de estado excitado. Las muestras se prepararon en buffer fosfato de sodio
100 mM pH 7.0. Usando la celda del espectrofluorometro, se midié la concentracién
proteica en el espectrofotometro tomando un espectro de absorcion UV entre 240 y 340 nm
en modo lento. Se colocé inmediatamente la celda en el fluorémetro y se tomaron tres
espectros de emision entre 250 y 500 nm con un ancho de paso de luz de 8 nm. La longitud
de onda de excitacion se fij6 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 absorcién y de emision de

fluorescencia de una solucién de Trp de absorbancia ~0.1 en el mismo buffer. Los espectros
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de absorcién UV se analizaron graficamente y, cuando fue necesario, se corrigieron por
light scattering. Para calcular el rendimiento cuantico (Q), se midié el area total bajo la
curva para el espectro de emision y el area bajo la curva de absorcion entre 291y 299 nm.
Para esto se utilizaron los programas Kaleidagraph (Synergy Software, Reading, PA) y
Excel 2000 Microsoft®. Estos datos se combinaron con el rendimiento cuantico del Trp

(0.14) [105).
(2?°F1u b+ Abs b) : (zf"Flu Tp+ | Abs np) x0.14=Qb  (5)
500 299 500 299

donde Flu es la fluorescencia, Abs absorbancia, b es una solucién de la variante proteica

analizada con absorbancia a 280 nm ~0.1.

Union de ANS

La unién a proteinas de la sonda fluorescente 1-anilinonaftaleno-8-sulfonato (ANS) se
siguié mediante la emisioén de fluorescencia a 480 nm (excitacion a 350 nm) [14]. Tanto
para la excitacién como para la emisi6n se utilizaron rendijas de 8 nm. La concentracién de
proteina fue 3 pM. A la celda con la solucion de proteina o buffer se le agregé de manera
creciente alicuotas de una solucion madre de ANS 1 mM, fosfato de sodio 100 mM,
pH 7.0 (&350 nm= 4950 c™ M™'; [106]) y se agité 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 dilucion y ajustados adecuadamente. La constante aparente de

disociacion fue calculada asumiendo un vinico sitio de unién [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. Volimenes
iguales de esta solucion se agregaron a una serie de tubos de polipropileno que contenian
soluciones del mismo buffer con GdmCl para dar concentraciones finales del entre 0.0 y
3.5M. La concentraciéon final de proteina fue 3 pM en todos los tubos. Los tubos se
equilibraron a temperatura ambiente por 5 h. Se tomaron espectros con excitacién a 295 nm
y emisién 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 K2ISS (ISS, Champaign, IL). Los espectros
recolectados se guardaron en modo texto y se procesaron con Microsoft Excel. A cada
espectro de proteina se le resto el blanco correspondiente, se lo corrigié por la referencia y
se tabularon los valores de fluorescencia a 330 nm en funcién de la concentracién de
GuHCl. Los calculos 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 mas arriba.

Desnaturalizacion por temperatura

Las transiciones inducidas por la temperatura entre los estados nativo y desnaturalizado de
las variantes se estudiaron mediante la deteccion de cambio en las seiiales de dicroismo
circular (contenido de hélices a) a 220 nm. La concentracion de proteina fue 1.5 pM y la
celda utilizada de 1 cm de paso dptico. La sensibilidad 100 miligrados. La muestra se

equilibré a 0-4 llevandola posteriormente a 95 °C con velocidad de variacion de 2 °C/min.
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Se utilizd la ecuacion (6) para describir el sistema y calcular los pardmetros

termodindmicos.

AH
To) s ac, Ly (6
Tg Tg

AG(T) =AH(TC,) +ACp (T-Tg)-T(

El parametro ACp se obtuvo a partir de un ajuste miltiple donde se combinan las
transiciones realizadas a distintos valores de pH (ver resultados). Existe una relacién lineal
entre AH y T, cuya pendiente es ACp [42]. Esto permite utilizar un ACp global para calcular

simultaneamente los AH a cada pH.

Cinética de plegado y desplegado

Para el replegado, las variantes de [-lactamasa fueron preincubadas por 5h en buffer
fosfato de sodio 100 mM, GdmCl 5 M, pH 7.0 y diluidas en el mismo buffer pero variando
la concentraciéon de desnaturalizante entre 0.05y 1.5M final. Para el desplegado, la
proteina nativa en fosfato de sodio 100 mM, 7.0. fue diluida con GdmCl 1.5-5 M. En
ambos casos la temperatura fue 20 °C y la concentracion final de proteina fue 1 pM. En el
caso de la variante ES-BLCA se realizo un experimento en el que se varié la concentracién
final de proteina entre 0.3-30 pM.

En todos los experimentos se tomaron alicuotas del tubo de reaccion a distintos tiempos y
se midié inmediatamente la actividad enzimatica como se describié6 anteriormente [81].
Sintéticamente, las muestras fueron ensayadas con la celda termostatizada a 10 °C (ES-BL)
0, alternativamente, a 20 °C (ES-BLC”). se tomaron datos de absorbancia a 240 nm en

funcién 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 30s, con lo que la fraccién

replegada durante la medicién no resulté ser significativa (<2 %).

Las siguientes formulas fueron utilizadas para analizar la cinética de plegado de las

variantes estudiadas [42].

Ik, =In(k2 exp(—%[deCl])+k8 exp(Rl [GdmC])) (7)
AGy_y4 = AGY _y4 +mgGdmC1] (8)

mkin =my + mf (9)

Priost =g 0

Donde kops €s la constante de velocidad observada; k°f y K, son las constantes de velocidad
para replegado y desplegado respectivamente en ausencia de desnaturalizante; m¢ y m, se
relacionan con el cambio en area (superficie expuesta) para las transiciones U—>} y N—{,
respectivamente; AGOU_,¢ y AGON_>: son el cambio de energia libre hacia el estado de
transicién; y myin es el equivalente cinético de meq, la dependencia de AGny con la

concentracion de desnaturalizante.

El replegado de ES-BL también fue seguido por cromatografia de exclusién 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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CAPITULO Il

ESTRUCTURAY PLEGADO DE ES-fL
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INTRODUCCION

Por diversos motivos, la ES-BL es muy atractiva como modelo para el estudio del plegado
de proteinas de mediana complejidad con dominios no continuos en la secuencia [108] y
plegado multifasico. 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, 111]; (c) ES-BL no 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 capitulo 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
capitulo se trata la estructura de formas parcialmente plegadas a partir de experimentos de
modificacién quimica de una cisteina, introducida a tal fin en la cadena polipeptidica, como
sonda conformacional [94].

Para los estudios de modificacion quimica se reemplazé una serina (-CH20H) por cisteina
(-CH2SH) en variantes de longitud completa (S126C ES-BL, S265CES-BL y
S126C/S265C ES-BL). La variante S126C se preparé para estudiar la estabilidad del
dominio a-helicoidal (Figura 11). La variante S265C se prepar6 para investigar la posicion

de las hélices o, N y C-terminales, sobre la 1amina {3 en estados parcialmente plegados (ver
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Figura 11). Al respecto, estudios de dindmica molecular computacional [112] y de
resistencia a protedlisis de la B-lactamasa TEM de E. coli [72] sugieren que la hélice a 11
(C-terminal) es un elemento inestable frente a cambios térmicos. Las variantes con una
tinica mutacién posibilitarian caracterizar termodindmicamente el efecto de cada
reemplazo. Por ultimo, la variante que posee ambas mutaciones permitiria comparar
estabilidades relativas de dominios (o subdominios) ya que cualquiera de las dos
mutaciones podria producir una desestabilizacién general que seria interpretada

equivocadamente como local al analizar la variante puntual.

82



S126

Figura 11. Modelo de cintas de ES-BL. Se muestra la ubicacion de los residuos

Ser70 (serina catalitica), Serl26, Ser265 y las hélices aly oll(N y C
respectivamente). En color rojo se sefala el &tomo de oxigeno de cada una de las tres

cadenas laterales de las serinas mencionadas.




RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion y purificacion de ES-SL

La ES-BL fue sobreexpresada en E. coli (250 mg/l de cultivo) y purificada a partir del
extracto obtenido por shock osmético preparativo. A juzgar por el andlisis por SDS-PAGE
del producto obtenido, la pureza fue >95 % y el rendimiento del ~50 % (Figura 12). El
espectro de masa del producto indicé 29,373.9+1.1 Da, lo que concuerda con la estructura
covalente esperada. Se detectdé un segundo componente, 131.2Da mais pesado,
consecuencia de la remocién parcial (30—50%) de la metionina iniciadora. Los
parametros cataliticos (Ky=0.1810.05 mM) y la actividad especifica del producto
concordaron con resultados previos [81]. El comportamiento hidrodindmico
(Rs=25.310.7 A, Figura 13) fue el esperado para una proteina monomérica (M) y globular
del peso molecular de la ES-BL (el Rs teérico de ES-BL es 24.9 A) [34]. También se
observaron trazas de fraccién dimérica (D), con un Rs=33.040.5 A (el Rs tedrico de la
forma dimérica es 32.0 A). En su estado nativo, la ES-BL resulté ser sumamente resistente
a la accion de la tripsina (ver capitulo IV, Figura 38).

Caracterizacion espectroscopica
Espectroscopia UV

En los espectros de absorciéon UV de las proteinas, las bandas correspondientes a los
residuos aromaticos no siempre se resuelven suficientemente, y resulta dificil extraer
conclusiones acerca de la conformacion proteica basandose 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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Figura 12. SDS-PAGE de la ES-BL después de la purificacién y liofilizacién. Se
sembraron en el gel 10 pg de proteina liofilizada disueltos directamente en 15 pl de

buffer de muestra. M, marcadores de peso molecular, ES-BL , albiimina de huevo y
albumina sérica.
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Figura 13. Cromatografia de exclusién molecular. ES-BL conserva sus propiedades
hidrodinamicas luego de su purificacién, congelado, liofilizacién y redisolucién (ver texto).
Se utilizd6 una columna Superosa 12, equilibrada con buffer fosfato de sodio 100 mM,
pH 7.0 a un flujo de 0.5 ml/min. Se inyectaron 100 ul de una solucién 1.5 mg/ml.
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Figura 14. Espectro de absorcion UV de ES-BL en el estado nativo. La determinacién
de las bandas de absorcién de los residuos aromaticos Trp, Phe y Tyr posibilita
inferir cualitativamente el estado conformacional de la macromolécula. En el inserto
se muestra una relacion tipicamente nativa entre las bandas 277 y 280.5nm La
observacion de pendiente en el rango de 340-320 nm permite inferir y cuantificar el
efecto de la dispersion de luz producida por agregacién sobre el espectro (ver
Capitulo II).
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numérica (Figura 15B) la resolucion aumenta significativamente: las bandas anchas en el
espectro original tienden a desaparecer y los componentes agudos aparecen aumentados. En
la derivacién de orden cuatro, los maximos y minimos coinciden con los maximos y
minimos del espectro original y su amplitud es inversamente proporcional a la cuarta

potencia del ancho de la banda original [113].

Los espectros de absorcion UV y cuarta derivada resultaron ser una herramienta sencilla
para el analisis del plegado de ES-BL. En la region del UV cercano, entre 250 y 300 nm, se
observan las transiciones electrénicas 'L, y 1L, de los residuos aromaticos. Las bandas 'Ly,
se manifiestan para Phe, Tyr y Trp. 1L, se observa tinicamente para Trp. Como se muestra
en las Figuras 14 y 15A, la regi6n por debajo de 270 nm esta dominada por las transiciones
'Ly de Phe. Entre 270 y los 285 nm, la seiial corresponde principalmente a las transiciones
'Ly de Tyr y 'Ly+'L, de Trp. Por encima de 290 nm el Trp domina la absorci6n. El entorno
promedio de los residuos de triptofano en el estado nativo de ES-BL es claramente no polar:
la banda lLt. del triptofano en el contexto nativo esta centrada en 291.6 nm. En un modelo
del estado desplegado, generado mediante la simulacién del espectro de la proteina con
espectros de N-acetil triptofanoamida (NATA) y N-acetil tirosinamida (NAYA) y
fenilalanina disueltos en H,O, la banda 'Ly esti centrada en 289 nm. Un espectro
practicamente superponible se obtuvo después de tratar con proteinasa K durante 16 h a
ES-BL®!%, variante que conserva la composicién de residuos aromaticos de ES-BL pero, a
diferencia de esta iltima, es muy ficilmente degradada por proteasas. Asi en la transicion
NeU se produce un desplazamiento de mas de 2 nm para esta banda de absorcion. Este
resultado sugiriere que la técnica es suficientemente sensible para la deteccion de cambios

conformacionales en el entorno de los residuos de Trp.
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Figura 15. Analisis de cuarta derivada de espectros de absorciéon UV. Promedios de
espectros de absorcion UV correspondientes a residuos aromaticos preparados
individualmente en buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 7.0 fueron sumados y
derivados (panel A) con el objeto de identificar bandas de absorcion en espectros de
cuarta derivada de ES-BL. El espectro de cuarta derivada del estado desplegado
(panel B) fue simulado mediante la combinacién correspondiente de los espectros de
NATA, NAYA y Phe. También se muestra el espectro obtenido luego de protedlisis
exhaustiva de la variante ES-BL®2!’, un modelo experimental razonable del estado
desplegado (ver texto y Capitulo IV).
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La banda centrada en 280.7 nm (probablemente Trp) como consecuencia del corrimiento
hacia el ‘rojo’ de las bandas 'Ly 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 mas arriba. En conclusién, la banda de
280.7 nm pudo ser utilizada en este trabajo para el ‘diagnéstico rapido’ del estado
conformacional de cada preparacion de ES-BL y de sus variantes.

Dicroismo circular

Los croméforos mas abundantes en péptidos y proteinas son los grupos amida de los
enlaces peptidicos. Estos poseen tres orbitales 7. La transicién TooT esta electrénicamente
permitida y posee un €max ~ 10°M ! x em™ (~190 nm). El momento dipolar magnético de
esta transicion esta dirigido aproximadamente a lo largo de la direccién N—O. El par de
electrones n, relacionado con la transicion n11:°, esta localizado fundamentalmente en el
oxigeno carbonilico (80-90 %), en un orbital ~2p, con su eje en el plano amida y diagonal
al enlace carbonilico. El otro par de electrones del oxigeno (n) tiene caracter 2s y 2p, y su
eje se encuentra en la direccion del enlace carbonilico. La transicion nn en amidas estd
prohibida electrénicamente y tiene un € max~ 100 M x cm’, sin embargo esta transicion
tiene un gran momento dipolar magnético direccionado a lo largo del enlace carbonilico. La
longitud de onda de la transiciéon amida nn’ es muy sensible al solvente. En ambientes
proteicos tipicamente esta 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) esta de
acuerdo con reportes previos [71]. El espectro a 20 °C es el esperado para una proteina a+f3

y coincide en forma general con espectros de otras 3-lactamasas [70, 109, 114]. Cuenta con

90



[v T Y T Lo T L | 4
o~ 3 A-
5 | , -
2 I —ESPL20°C -
S L 4
o 20F -++ES-BL 80 °C .
E [ ]
o ! ]
8 4
S 10 .
o ]
o) 4
N’

l"|1 o
L N e §
e D S SRR ]
X 1
= _-
= 10 i

o ST T WY U T W (N ST WA WK S N TN T W W Y WA SN WO W A TN WY O B
190 200 210 220 230 240
50 T T T T T Y Y T ™ LA T Y T T T T

<> or

© L

E I

O 50 [

o~ =

E 3

(6] -

& ol

g -100

S [ —ES-L20°C

e L

L, 150 [ }

200 J PR U SN N ST SR SN N SR ST S N T S

240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

Figura 16. Panel A, CD en el UV lejano. Estructura secundaria en el estado nativo y
el estado desplegado inducido por calor. Panel B, CD en el UV cercano, las bandas
de absorcién estin asociadas a la existencia de asimetria en el entorno de los residuos
aromaticos (estructura terciaria fija).
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un méximo a 193-194 nm (transicién 7% con polarizacién perpendicular al eje de la
hélice o y dos minimos, tipicos de estructura rica en hélices o, uno a 208 nm, también
relacionado con la transicién 7_,m" pero con una polarizacion en el eje de la hélice, y otro a
218-222 nm (transicién n,w’).

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 maximo hacia longitudes de
onda menores (190—185 nm) es tipico de estructuras parcialmente plegadas y no de

moléculas completamente desestructuradas.

En el UV cercano (Figura 16B), la contribucién de las cadenas laterales aromaticas al
espectro de CD de proteinas es producto de asimetria en su entorno y tipica del estado
nativo. La actividad dicroica en esta region es consecuencia de la existencia de estructuras
rigidas y perfectamente empaquetadas en el entorno de los residuos aromaticos. El espectro
obtenido para ES-BL concuerda con resultados previos [71] y se caracteriza por poseer
bandas de absorcién negativas, con excepcion de la banda L, de triptofano, positiva y
ancha.

Fluorescencia

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 emision centrado en 334 nm (Figura 18),
tipico de residuos de Trp en un entomno hidrofébico. Otro indicador de que los Trp estan
protegidos del solvente en el estado nativo es su rendimiento cuantico (Q= 0.24 £ 0.02). El

desplegado inducido por GdmCl desplazé el pico de fluorescencia a 356 nm y provocé una
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disminucion de Q a 0.13+0.01, resultado tipico de transferir residuos de Trp a soluciones

acuosas (para Trp libre en solucién, Q = 0.14, [105]).

Equilibrio de desplegado en GdmCI

Los experimentos de desplegado inducido por GdmCl seguidos por intensidad de
fluorescencia, indicaron que ES-BL es una proteina sumamente estable (Figura 19A y
Tabla 4). Aunque la transicién en el equilibrio seguida por actividad enzimatica fue
practicamente superponible a la curva de fluorescencia, una pequefia inflexién en la zona de
pretransicion sugiere una perturbacion del equilibrio de dos estados (N«>U), indicando la
estabilizacion de un intermediario (Igamci05—1). Este fenémeno fue observado maés
claramente usando un protocolo alternativo [81], en el que el tiempo de incubacién en
presencia de desnaturalizante es menor. Un comportamiento similar ha sido reportado para
la B-lactamasa de E. coli (TEM-1) cuando la transicién es seguida por CD a 220 nm y el

agente desnaturalizante es GAmCl [66].

Las mediciones de Rs en el mismo rango de concentraciones de GdmCl (Figura 19B)
demostraron la existencia de un estado levemente expandido de ES-BL (Igiamcii2), €n
equilibrio con especies desplegadas. El grado de compactacion de estas ultimas, a su vez,
fue dependiente de la concentracién de GdmCl. En la segunda parte de este capitulo se
estudia el desplegado en urea y, como se vera, ES-BL posee multiples estados parcialmente
plegados, algunos descriptos anteriormente, que se estabilizan a distintas concentraciones

de desnaturalizante en el equilibrio.
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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 o),
229 (dominio o+f) , y 251 (interfase) con 2, 15, y 16 % de accesibilidad al solvente,
respectivamente. Panel B, representacion de espacio lleno (Trp en color azul). Se usé
el programa Rasmol para representar la molécula.
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Figura 18. Espectros de emisién de fluorescencia de Trp. ES-BL posee un A maximo
de emision a 334 nm mientras que el estado desplegado inducido por la adicién de
GdmCl posee un A maximo completamente desplazado hacia el rojo (356 nm). Como
consecuencia de la plena exposicién al solvente, el espectro de Trp en solucién
acuosa muestra un maximo a 356 nm. La excitacidn se realizé a 295 nm.
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Tabla 4. Parametros termodinamicos cinéticos y de equilibrio del plegado de ES-BL

AGON«-)Uc m Cn d kou kof my mg —>§
(kcal mol"') (kcal mol'M™") ™) s ™M ") (keal mol' M) (kcal mol' M’ )

equilibric® 8.39" 6.58 128
cinética® 7.25 7.27° 1.00 1.16x10° 029 2.02 524 028

* El desplegado fue inducido por GdmCl a 20 °C y seguido por fluorescencia de Trp (ver
Fig. 19, panel A).

b La transicién fue seguida por actividad enzimatica (ver Figura 20, Capitulo I). Los
datos cercanos al punto medio de la transicién fueron ajustados mediante la ecuacion (7).

© A concentracién cero de desnaturalizante.

d 1a concentracién de desnaturalizante que causa el 50 % de desplegado fue calculada
como AGNeu/m.

*my Pn-y fueron calculados con las ecuaciones (9) y (10), respectivamente.

T'El error en el pardmetro 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 GdmCl. Panel A: La
disminucién en la intensidad de fluorescencia pudo ser ajustada a un equilibrio de
dos estados. La disminucién en la actividad enzimatica, por el contrario, muestra
perturbaciones que podrian indicar la presencia de un intermediario a
concentraciones de GdmCl ~1 M. Panel B: Por SEC-FPLC, a concentraciones de
desnaturalizante 1-1.2 M se observé una pequeiia expansion de las moléculas. En
GdmCl 1.2 M es evidente la presencia de una fraccién con propiedades intermedias
entre el estado nativo y el desplegado.
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Cinética del plegado de ES-L
El replegado de ES-BL a 10 y 20 °C, por dilucién desde 5 a 0.05 M GdmCl fue seguido por
actividad enzimatica (Figura 20A). El resultado pudo ser ajustado a una funci6n

exponencial simple y el tiempo de relajacion (1/kg) fue de 1.7 min a 20 °C, y de 3.3 min a

10 °C. En estas condiciones experimentales la recuperacion de proteina replegada fue del

100 %.

Graficos de Chevron

Las velocidades de replegado y desplegado a 20 °C en funcién de la concentraciéon de
desnaturalizante (GdmCl) se muestran en la Figura 20 y Tabla 4. Alicuotas de proteina en
estado nativo o desplegado, 0 y SM GdmCl, respectivamente, se diluyeron rapidamente
hasta la concentracién de desnaturalizante indicada (concentracion de proteina final
constante) y se midio el incremento o la disminucion de actividad enzimatica en funcién del

tiempo de replegado o desplegado respectivamente.

La medicion de actividad se hizo por medio de un ensayo éptico rapido (15-20 s, ver
Materiales y Métodos) para minimizar cambios en la fraccién nativa durante la medicién.
Para cada concentraciéon de desnaturalizante se calculd la constante cinética para la
formacion o el desplegado del sitio catalitico. Como el tiempo muerto fue ~15s,
incluyendo dilucién y transferencia a la celda de las muestras, slo las reacciones con
tiempos de relajacion mayores que 20 s pudieron ser estudiadas con esta metodologia.

Afortunadamente, esta no fue una limitacion porque todos los tiempos de relajacién fueron

230s.
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Por debajo de 0.4 M de desnaturalizante, la velocidad del replegado de ES-BL fue constante
con T = 105s. Como la dependencia del logaritmo de la velocidad de replegado con
respecto a la concentracién de desnaturalizante es proporcional a la diferencia en superficie
expuesta entre el estado basal y el estado de transicién, se deduce que, bajo condiciones
fuertemente nativas, el plegado de ES-BL atraviesa el paso limitante con poco o ningin
cambio de superficie. En otras palabras, el estado de transicién en esta condicién 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
GdmCl da mayor sustento experimental a la conclusién anterior (con una mayor area
expuesta se observaria un mayor efecto del sulfato de sodio). Alternativamente el
aplanamiento de la curva podria deberse a la presencia de intermediarios cinéticos en
equilibrio rapido [42].

Entre concentraciones de desnaturalizante de 0.6 y 2 M el diagrama de ES-BL exhibe la
tipica forma en "V’ para procesos de plegado que involucran dos estados y los datos pueden
ser ajustados adecuadamente a la ecuacion (7), con los parametros cinéticos listados en la
Tabla 4. Los resultados obtenidos de AGONHU y m de experimentos de cinética estin
razonablemente de acuerdo con los obtenidos en el equilibrio. Sin embargo la Cp, calculada
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 desnaturalizacion que la actividad (ver
Figura 19A). El Byt (ver ecuaciones (9) y (10) fue 0.28, implicando que el estado de
transicion es, en cuanto a la superficie expuesta, mas cercano a N que a U. El replegado

desde 2.5 M a 0.3 M de GdmCl a 20 °C seguido por fluorescencia de los Trp (excitacién a
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295 nm y emisién por encima de 320 nm) indicé un mecanismo complejo con varias
fases (por lo menos tres).
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295 nm y emisién por encima de 320 nm) indic6 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 rapida (k; = 0.25 s, donde se gana mas 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 ") que
da cuenta del resto de la amplitud y se corresponde con la aparicion de actividad enzimatica
(kp, 0.4 M Gama1 = 0.007 s)). Esto implica que la formacién 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 (PC1) [115-117] se propuso que los
eventos tardios en el plegado estan relacionados con la configuracién cis del enlace
peptidico 166-167 (a pesar de que ¢l residuo 167 no es prolina). Como ES-BL si posee una
prolina en la posicion 167, una proporcion de enlaces en cis deberia ya existir en el estado
desplegado, y por lo tanto se esperaria para la ganancia de actividad enzimdtica una fase
rapida y una lenta. Sin embargo, como la curva de actividad para ES-BL sigue una
exponencial simple que extrapola a cero, parece poco probable que la isomerizacion de

prolinas fuese la limitante de la velocidad.

Equilibrio de desplegado en urea

El desplegado de ES-BL inducido por urea seguido por fluorescencia de Trp presenté mas
complejidad que el desplegado por GdmCI (Figura 22 y Figura 19A, respectivamente). Por
lo tanto el ajuste del modelo de dos estados (N<>U) a los datos experimentales resultd
inadecuado y se apeld al modelo de tres estados (NeIe—>U). Los parametros
termodinamicos derivados del ajuste a los datos se muestran en la Tabla 5. El experimento
reveld una primer transicién poco definida entre 2 y 4 M urea (transicion N«>Iyrea2—4). El

estado intermediario I posee cerca del 80 % de la fluorescencia nativa y podria
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Tabla 5. Propiedades termodinamicas de ES-BL y de las mutantes de cisteina

Desplegado en urea seguido por fluorescencia de Trp (tres estados, N> I«—>H)

Variante AG Nol MNol Cmynot AGioH MioH  Cmien
ES-BL 7.4 2.5 3.0 6.4 14 4.6
S126C ES-BL 79 24 33 7.2 1.7 43

Desplegado en urea seguido por fluorescencia de Trp (dos estados, N«>U)

Variante AGnou mNou Cmneu

S265C ES-BL 8.7 36 24
$126C S265C ES-BL 10.3 41 25

Desplegado en urea seguido por CD a 220 nm (tres estados, NeoH«>U)

Variante AGnoH Mmyol CmnoH  AGHou muou Cmuou
ES-BL 9.2 1.8 5.1 17.0 23 7.4
S126C ES-BL 8.8 1.8 4.8 16.5 23 73
S126C S265C ES-BL 9.5 2.8 34 6.5 1.3 4.9

Desplegado en urea seguido por CD a 220 nm (dos estados, N<>U)

Variante AGNeu mnou Cmneou

$265C ES-BL 1395 41 34

Las unidades de los pardmetros termodindmicos calculados para el proceso de desplegado
genérico ze&w en el equilibrio son AGzeow, keal mol; Cmeow, M; maeow (keal mol"M").
En el mecanismo de tres estados se indica la fraccion de estructura presente en el
intermediario. Los parametros fueron calculados a partir de las figuras 22, 28 y 29. En el
texto se describen las estructuras I y H.
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corresponderse con los intermediarios compactos observados en los experimentos de
desplegado en GdmCl seguido por actividad enzimitica (ver mas 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 bifésicas, las curvas de fluorescencia y CD claramente no coinciden
(Figura 22). La estructura secundaria resulté mucho mas estable que la estructura terciaria.
La transicién 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 habia descrito para la (-lactamasa de S. aureus PC1 un intermediario
estable a 0.8 M GdmCl, 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 (globulo fundido) se ha descrito en el caso de la B-lactamasa de E. coli
RTEM [111] para el que ambas sondas, CD a220 nm e intensidad de fluorescencia,
tampoco coinciden. Vale la pena destacar que H posee una conformacién mas 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
concentracion de desnaturalizante que la disminucién de elipticidad a 220 nm [34]. Ademas
el estado H no posee sefial dicroica en el UV-cercano (240-340 nm). Esto representa
ausencia de asimetria en el entorno de los residuos aromaticos, dicho de otra manera
ausencia de estructura terciaria rigida. Sin embargo H, al igual que U esta conectado

cinéticamente a N a través de I [69]. I no posee actividad enzimatica, es méas compacto que
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H y tampoco posee sefial dicroica en el UV-cercano. Los espectros de RMN de alta
resolucion demuestran que I posee una reduccién dramatica de interacciones terciarias.

La curva de desplegado por urea seguida por elipticidad a 220 nm (Figura 22) revel6 por
primera vez la existencia de H para ES-PBL. A diferencia de la B-lactamasa PC1, que exhibe
una sola transicion, la curva de desplegado de ES-BL exhibe dos. La segunda transicién
implica la existencia de un segundo estado H, Hurea 6.7, que tiene ~50 % de 1la elipticidad
nativa y la fluorescencia de U. El proceso de desplegado en el equilibrio para ES-BL,
entonces, podria representarse minimamente como el equilibrio entre las conformaciones

N Turea 24 Hurea 356 Hyrea 676U,

Variantes de cisteina

Purificacion de las variantes S—C

Las tres variantes fueron purificadas en condiciones nativas utilizando el mismo protocolo
que fue usado para purificar la ES-BL natural. La variante S126C ES-BL fue aislada con el
mismo rendimiento que ES-BL. S265C ES-BL y S126C/S265C ES-BL mostraron durante
las incubaciones a pH 5.0, una tendencia mucho mayor a la agregacion, comparadas con la
ES-BL.

Caracterizacién general de las variantes S—C

Las caracteristicas hidrodinamicas (Tabla 6) y espectroscopicas (Tabla 6 y Figuras 23,24 y
25) de las variantes S—C son practicamente indistinguibles de las de ES-BL. Por lo tanto
puede afirmarse que la ES-BL y sus variantes con cisteina poseen el mismo grado de
compactacion, topologia, y en general el mismo empaquetamiento de las cadenas laterales

de sus residuos aromaticos. Los tioles incorporados en las variantes no reaccionaron con el

106



Tabla 6. Propiedades generales de las variantes S—C.

Variante Rs 0° [SH]® AE®
A) (%)
ES-BL 25.310.7 0.24+0.02  0.00 100
S126C ES-PL 25.4 0.2640.01  1.0410.05  52.0+4.5
S265C ES-BL 25.6 nd 1074003  86.0+5.6
S126C S265C ES-BL 25.5 0.2940.02  2.08+0.06  53.6+2.9

“Es el resultado de dos experimentos independientes. Como estandar se utilizé Trp libre en
buffer fosfato 100 mM, pH 7.0. El célculo y otras condiciones experimentales se describen

en Materiales y Métodos.

bSe calculé 1a relacién de concentraciones molares [SH)/[proteina] en urea 6 M, pH 7.0.
‘Actividad enzimética especifica observada con respecto a ES-BL. El experimento se
realiz6 a 25 °C y concentraciones saturantes de sustrato (ver Materiales y Métodos).
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Figura 26. Empaquetamiento en la region del sitio activo. La Ser 126 estd ubicada a
solo 7.44 A (distancia entre O-O de las cadenas laterales) de la serina catalitica
(Ser70).
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Figura 27. El —-OH de la Ser 265 interacciona a través de un puente de hidrégeno con
el oxigeno de Arg 244. La cadena lateral de este ultimo residuo estabiliza a la hélice
o1 sobre la lamina B a través de un puente salino con el Asp 276.



DTNB en condiciones nativas, sin embargo en urea 6-8 M fueron completamente
accesibles al reactivo (Tabla 6). La variante S126C ES-BL posee s6lo cerca del 50 % de la
actividad especifica de ES-BL (Tabla 6). Esta disminucién probablemente esté relacionada
con cambios sutiles en el empaquetamiento de residuos en la region del sitio activo (Figura
26). La serinas 126 y 70 estan separadas por 7.44 A (distancia entre oxigenos de las
cadenas laterales). En cambio, la ligera disminucion de actividad especifica en el caso de la
variante S265C ES-BL (AE= 80-90 %) podria estar asociada simplemente a un cambio
pequeiio en la dinamica general de la conformacion nativa (la distancia entre O-O de las
cadenas laterales es de 13.88 A). Ademas, esta tltima variante podria contar con un puente
de hidrégeno menos (Figura 27), ya que el grupo OH de la Ser 265 participa de una unién
no covalente con el oxigeno peptidico de la Arg 244 y el reemplazo de oxigeno por azufre
podria debilitar esa interaccion.

Desplegado por urea de las variantes S—C

Para determinar el efecto termodindmico 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
desnaturalizacion en urea. Se siguid la integridad de la estructura terciaria y secundaria por
fluorescencia y CD, respectivamente (Figuras 28, 29 y 30 y en la Tabla 5). A continuacion,
dada la complejidad de los equilibrios, sélo se realizara un anélisis semicuantitativo de los
resultados. En particular, debe tenerse en cuenta que al asumir modelos, éstos son siempre

los mas sencillos y la eleccién no descarta modelos mas complejos.
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Figura 28. Equilibrio de desplegado de S126C ES-BL inducido por urea, seguido por
fluorescencia de triptofanos (excitacion a 295 nm y emision 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 siguid por la accesibilidad del tiol.
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Figura 29. Equilibrio de desplegado de S265C ES-BL inducido por urea. Se midi6 la
fluorescencia de triptofanos (excitacion a 295 nm y emision 336 nm) y el CD a
220 nm. Notese la falta de [,4 (curva de fluorescencia) y la ausencia del
intermediario H (ver figuras 22 y 28). El desplegado también se siguié por la
accesibilidad del tiol incorporado.
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Figura 30. Equilibrio de desplegado de S126C S265C ES-BL inducido por urea,
seguido por fluorescencia de triptofanos (excitan a 295 nm y emision a 336 nm y CD
a 220 nm y accesibilidad del tiol.
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El comportamiento de la variante S126C ES-BL fue muy similar al de la proteina natural.
La primer conclusion es, entonces, que la mutacién S—C en la posicién 126 no tiene
mayores consecuencias sobre el complejo equilibrio y la estabilidad global de ES-BL.

Esta conclusion es muy importante para la interpretacion de los datos de modificacién

quimica que se analizardn mas adelante.

El resultado de los estudios de equilibrio para S265C ES-BL es muy diferente al observado
para ES-BL y S126C ES-BL. El efecto de la mutacién, por demas inesperado, es la
desestabilizacion de los estados intermedios de plegado respecto al estado nativo. En
efecto, ¢l cambio de energia para la pérdida de estructura nativa es de ~9 kcal mol’,
practicamente equivalente a la energia involucrada en la primer transicién que sufren
ES-BL y S126C ES-BL. Lo notable es que no existe una segunda transicién. En S265C
ES-BL, se pasa directamente a U, no se observan los estados con fluorescencia parcial, y
s6lo uno de los estados H es lo suficientemente estable como para ser observado por
dicroismo circular. La mutacion transforma el equilibrio de plegado de tal forma que ahora
el experimento puede ser explicado globalmente asumiendo solo tres estados:
NeHuyrea 3.52U. La existencia de H, sdlo se denota por el pequeiio desfasaje de las curvas,
ya que ambas sefiales, individualmente, pueden ajustarse a un mecanismo de sélo 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 transformacion (tres estados) que sufren
ES-BL y S126C ES-BL. Esto es lo esperado, ya que el m total debe ser proporcional al
cambio de area expuesto entre N y U, y confirma que en verdad, los estados intermedios en
la variante S265C ES-BL estan ausentes o severamente desestabilizados respecto a Ny a U.

Existen antecedentes de un resultado como este: ¢l trabajo de Sideraki sobre la B-lactamasa
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TEM1 de E. coli en el que se describe una mutacion puntual natural que in vivo e in vitro
modifica la estabilizacién de estados parcialmente plegados y la tendencia a la agregacién

sin alterar la estabilidad de la estructura final [66].

La doble mutante S126C/S265C ES-BL se comporta de acuerdo a lo esperado si el efecto
de las mutaciones fuera aditivo o hubiera una ligera potenciacién. Por una parte se
desestabilizan los intermediarios (efecto de la mutacién S265C), y por otra la diferencia
entre N y U se hace energéticamente mas pequeiia (comparese los AG totales en Tabla 5).
Esto ultimo puede deberse a la inestabilizacién de N o a la estabilizacién de U. No
pudiéndose distinguir con los datos actuales, cudl de estas dos posibilidades es la mas
probable. Parece extrafio hablar de la estabilizacion de U, un estado en el que teéricamente
no habria interacciones especificas, sin embargo la definicién experimental de U es muy

diferente de la tedrica (ver Capitulos Iy V).

Teniendo en cuenta los equilibrios observados para la proteina natural y las mutantes S—>C
se puede concluir que en los estados parcialmente plegados de ES-BL el residuo 265
establece interacciones especificas, presumiblemente mediadas por un puente de hidrégeno.
Estas interacciones desaparecen en la mutante S265C, presumiblemente por debilitamiento
de dicho puente de hidrégeno. La observacién del modelo 3D de la ES-BL indica que el
puente de hidrégeno 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 formacién de un puente de hidrégeno 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 topologia nativa. Para la barnasa se ha detectado en el estado
desplegado por métodos computacionales y por RMN estructura secundaria e interacciones
terciarias fluctuantes [4].

Los datos de modificacién quimica de las cisteinas sirven para explorar mas profundamente
el grado de preservacién 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 entomno y su hidrofobicidad.

En el caso de S126C ES-PL, resulta muy claro de la inspeccién de la Figura 28 que la
cisteina permanece parcialmente oculta en Hyea 3-5 Y que se expone completamente antes
de que ocurra la iltima transicion, Huea 67 —U. Estrictamente, pues, el modelo de
desplegado de esta variante debe ser ampliado para incluir un nuevo intermediario:
N Lirea 24 Hurea 3-5¢>Hsu>Hurea 6-7¢2U. Siendo Hsy 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 triptofanos estin parcialmente
solvatados, precediendo ligeramente a la formacion de H yeas-7. Para ES-BL S265C, el tiol
se hace accesible concomitantemente a la exposicion de los triptofanos (Figura 28), en total
acuerdo con la propuesta esbozada mas arriba de la desestabilizacion de los estados
parcialmente plegados. Por ultimo, la modificaciéon quimica de la doble mutante prueba
nuevamente la desestabilizacién de los estados parcialmente plegados por la mutacién

$265C. Como era de esperar, los dos residuos de cisteina son accesibles aqui en forma
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coincidente con la curva de fluorescencia. Indicando que el unico intermediario observable
en esta variante es Ha (H urea 67 €n la variante salvaje), pero que en este estado ambos tioles
son accesibles.

Resumiendo los estudios de equilibrio y modificacién quimica se puede concluir que los
intermediarios tempranos de plegado de ES-BL identificados en este trabajo conservan
cierto grado de estructuracion, presumiblemente nativa, alrededor de los residuos 126 y
265. Los resultados no permiten una elaboracién mas fina: no se puede determinar cual de
estas dos estructuras residuales es mas resistente a la desnaturalizacién. Sin embargo si 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 sdlo tres.
Cuando se pensaron estos experimentos se supuso que el modelo de desplegado por
dominios originaria una curva bifasica para la accesibilidad de los tioles de la doble
mutante. Esto no fue asi, sin embargo la desestablizacién de los intermediarios causada por
la mutacién S265C impide usar la inexistencia de una curva bifasica como argumento en
contra del desplegado por dominios. Por lo tanto, nuestra unica evidencia contra este \iltimo
modelo descansa por el momento en la existencia de por lo menos cuatro estados

parcialmente plegados.

Topologia y estados parcialmente plegados

La relacién entre complejidad topologica, plegado, y superficies energéticas de la estructura
proteica es indudable. Los pardmetros que describen la topologia (por ejemplo el orden de

contacto) se correlacionan muy bien con la velocidad de plegado [41, 120, 121]. Las

estructuras proteicas no secuenciales (con dominios no continuos, como la ES-BL), mas
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intrincadas que las que poseen dominios continuos tendrian mas ‘inconvenientes’, por lo
menos desde un punto de vista entrépico, durante el proceso de plegado (por ejemplo por
estabilizacién de estados no nativos parcialmente plegados, ‘cuasi-topémeros’, ver
Capituo I y trampas cinéticas), por lo que contarian, seguramente, con embudos de plegado
mas rugosos (ver Figura 31) [108]. Por dltimo, la posibilidad de modificar la superficie del
embudo de plegado sin modificar la topologia final de la estructura proteica podria tener
relevancia desde un punto de vista biotecnolégico. La prediccién de las interacciones que se
deben remover o reforzar para modular el plegado, posibilitaria simplificar sustancialmente
el estudio basico del plegado y realizar ‘ingenieria racional de proteinas’ para impedir, por

ejemplo, la agregacién en procesos industriales de produccion.

Prediccion de moédulos estables e interacciones

A lo largo de los ultimos afios se han desarrollado distinto tipo de algoritmos de bisqueda
de médulos, un ejemplo muy interesantes es el desarrollado por Nussinov y col., Anatomy,
[61, 62] que se describié en Modelos de Plegado, Capitulo 1. Este algoritmo se basa en la
basqueda de unidades estables con ciertas propiedades de hidrofobicidad, ‘aislabilidad’ y
grado de compactacion. La aplicacion del algoritmo a ES-BL se muestra esquematicamente
en la Figura32. Otro ejemplo es el algoritmo de busqueda de unidades de plegado
auténomo, RAFT, desarrollado por S. Marqusee y col. [55]. En este caso, el resultado esta
fundamentado en la hipétesis de que un segmento, con predominio de contenido de
interacciones entre sus propios atomos y bajo contenido de interacciones con otros
fragmentos, podria tener plegado auténomo y estable en forma aislada. En otras palabras,
RAFT cuantifica la independencia estructural de cada fragmento, comparandolo 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 lalq en el PDB) se muestra en la Figura 33.
La estructura residual presente en el estado H descripto en este capitulo podria
corresponderse con esta unidad de plegado. Futuros experimentos de NMR podrian
contribuir a identificar las regiones estructuradas, las interacciones mais importantes en
estos estados conformacionales y tal vez los determinantes de la topologia general de la

molécula.
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Figura 31. Hipotesis de Chun-Jung Tsai sobre la relacion entre complejidad
topolégica y la superficie de los embudos conformacionales, basada en
consideraciones entrépicas [108]. (A) una proteina con ‘dominios continuos’
(secuenciales), (B) una proteina con dominios discontinuos (no secuenciales), esta
ultima contaria con un embudo conformacional mas rugoso, con trampas mas
profundas y una cinética de plegamiento mas compleja.
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Figura 32 Bloques de plegado obtenidos mediante la implementacion del algoritmo
desarrollado por Tsai y colaboradores [61]. De acuerdo con el modelo de plegado en
bloques la conformacion nativa es el resultado del ensamblado por combinacion de
un conjunto de fragmentos contiguos (para mas detalles ver en el Capitulo I,
Modelos de plegamiento). (A) Primer nivel, se trata de la proteina nativa; (B) La
primer division genera dos unidades hidrofobicas de plegado. Una primer unidad
compuesta por los residuos 1-33 (amarillo) y 184-252 (rojo), y una segunda unidad
mas estable compuesta por los residuos 36-182 (naranja); (C) La region 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 mas estable es 45-111 (magenta). Por
razones de claridad no se muestra el Gltimo nivel de corte sobre esta ltima unidad.
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RAFT Score: 21.67

Figura 33 Resultado de la implementacion del algoritmo RAFT sobre la B-lactamasa
circularmente permutada de S. aureus (homoéloga estructural de ES-BL) [45]. El panel de
la izquierda muestra la unidad de plegado auténoma de méxima 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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CAPITULO IV

ESTUDIO DEL CODIGO DE PLEGADO
PROTEICO
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INTRODUCCION

Conceptos generales y estrategia

Desde un punto de vista estatico, la conformacion proteica muestra niveles jerarquicos: la
estructura secundaria, o periodicidad local de la cadena polipeptidica (hélices-ot y
cordones B); los motivos de plegado o arreglos topolégicos de elementos de estructura
secundaria; y la estructura terciaria que esta definida por el conjunto de interacciones fijas

resultantes de la asociacion entre estos motivos o bloques.

Desde el punto de vista dindmico, para comprender el mecanismo de plegado, es
importante agregar dos niveles jerarquicos intermedios mas: Las ‘unidades auténomas de
plegado’ y el ‘topémero’.

Las unidades autonomas de plegado som, por definicién, subestructuras o moédulos que
tienen capacidad de plegarse en ausencia del resto de la proteina. Son mas pequeiias que lo
que normalmente se considera como un dominio proteico y estan estabilizadas por

interacciones locales.

El concepto de topomero fue creado para definir el recorrido espacial de la cadena
polipeptidica con prescindencia del empaquetamiento terciario de las cadenas laterales
[122]. Asi una proteina puede adquirir una conformacién aproximadamente nativa sélo a
nivel de la cadena principal, el topémero nativo, antes de que se fijen en el espacio las
interacciones terciarias de las cadenas laterales, y aun antes de que se estabilicen los
puentes de hidrogeno de la estructura secundaria. Este concepto tiene gran valor teérico y

sirve como explicacion de un buen nimero de resultados experimentales [120, 122].
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En principio, para estudiar la interdependencia de los niveles jerarquicos de estructura en el
proceso de plegado se puede manipular la secuencia de la proteina utilizada. Es decir, se
puede eliminar informacién que codifique para alguno de los niveles jerarquicos,
deteniendo la reaccion de plegado en los distintos niveles de complejidad estructural. En
este contexto resulta fundamental averiguar el grado de ‘degeneramiento’ de cada nivel de
estructura: ;cual es la correspondencia entre secuencia y estructura para cada nivel? Un
ejemplo permite aclarar mejor esto. Si bien muchas secuencias permiten la formacién de
hélices, la correspondencia entre la estructura terciaria completa es univoca con respecto a
la secuencia. Por otra parte, seria deseable saber como esta codificada esta informacién

para cada nivel de organizacién conformacional.

En este trabajo de tesis se adopté como estrategia experimental la manipulacién de la
informaciéon conformacional mediante la eliminacién de residuos. Por razones de
factibilidad, las eliminaciones fueron en el extremo de la cadena. La remocion de ciertas
interacciones terciarias podria impedir el progreso de la reaccion de plegado por lo menos
en dos niveles: eventos tempranos de plegado, afectando la formacién de unidades
auténomas y por consiguiente impidiendo la formacion del topémero o, en las etapas
finales de la reaccion, impidiendo el progreso desde el topémero nativo hacia la estructura
terciaria rigida.

Como se sefialé en el Capitulo I, ya existen antecedentes de que el acortamiento de la
cadena polipeptidica estabiliza conformaciones no nativas. Pero también se conocen
secuencias que pueden ser removidas sin alterar la conformacion del resto de la cadena
polipeptidica. Dado que en la mayor parte de los casos los extremos N y C son superficiales

[123], 1a eliminacién de informacion por acortamiento moderado de la cadena no produce
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cavidades internas o impedimentos estéricos que puedan complicar ain mas la
interpretacién de los experimentos. La superficie expuesta como consecuencia del recorte
puede ser evaluada usando modelos moleculares. Si la superficie estd balanceada en
términos de hidrofobicidad, los efectos observados en el proceso de plegado pueden ser
adjudicados a la pérdida de los contactos locales y/o terciarios que fueron removidos por la
escision. Esta parece ser entonces, una excelente herramienta para identificar regiones o
unidades de informacion conformacional cruciales para el plegado [86, 121, 124, 125].

El objetivo especifico de los experimentos descriptos en este capitulo fue la evaluacién del

contenido de informacién para el plegado de ES-BL codificado por la hélice o C-terminal.

Las interacciones de la hélice a11

El dominio o +  de ES-BL (Figura 34) estd compuesto por los extremos terminales Ny C
de la cadena polipeptidica (las hélices ol y al1), y la hélice 10. Estas hélices superficiales
tienen sus caras hidrofobicas en contacto entre si, y con la superficie hidrofébica formada
por una lamina B de cinco cordones (que a su vez esta formada por piezas de la secuencias
N y C terminales). La lamina y las hélices ol y 10 forman una especie de contenedor,
dénde los costados y el piso de la hélice 11 (formada por los residuos 276-295) quedan
protegidos del solvente. Los primeros cinco residuos (31-35) y los ultimos cuatro
(292-295), estan desordenados en la estructura de difracciéon determinada por rayos-X
[126]. De acuerdo al programa AGADIR (programa que calcula la propensién de un
péptido a formar estructura o helicoidal en solucién [127, 128]) la hélice a1l es instable y
presumiblemente se pliega solo mediante la interaccién con las hélices que la flanquean y

con la lamina [3 subyacente.
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Para estudiar el papel de la hélice all se disefiaron, prepararon y caracterizaron tres
variantes de ES-BL recortadas en nueve, catorce y diecinueve residuos desde el C-terminal:
ES-BL®Y, ES-BL"y ES-BL®", respectivamente (ver Figura 35).

En el caso de ES-BL*"’ 1a remocién de 1a hélice a1 completa produce un incremento del
area apolar local del 33 % (ver Tabla 7), incremento que podria desestabilizar a la molécula
de manera significativa. Se genera ademas una gran cavidad en la superficie molecular. Es

de suponer, en este caso, que el dominio podria reorganizarse conduciendo a un plegado,

erroéneo.

En el caso de ES-BL®! se eliminan 10 de los 16 residuos de la hélice a1l y los tltimos
cuatro residuos desordenados de la cadena polipeptidica. La inspeccién del modelo
molecular revela que el area no polar local expuesta se incrementa en un 21%. La
interaccion del péptido removido con el cuerpo de la enzima esta mediada por 86 contactos
de van der Waals (2.5-4.5A). No hay ni puentes de hidrogeno ni puentes salinos
estabilizando la interaccion. 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-BLC* estan firmemente integrados al cuerpo de la enzima.

Por 1dltimo, la remocién de 5 de los 16 residuos (una vuelta y media de hélice) y los cuatro

LCA9

residuos desordenados rinde ES-B , con un incremento del area apolar expuesta

LCA9

localmente del 21 %. El péptido removido en ES-$ participa en la mayor parte de las

interacciones con la lamina [3, pero sélo en una de las interacciones interhelicoidales

(Met 287-Trp 229).

130



Figura 34. Modelo de cintas del Dominio o+ de la B-lactamasa de B. liceniformis.
Se muestra la hélice a1, residuos 31-41 (rojo), la hélice 10, residuos 216-226,
(magenta), hélice o 11 residuos 276-296 (verde) y la lamina B 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 « + « LAVLSSRDKRKDAKYDDKLIAEATKVVMKALNMNGK

ES-BL®” .. .LAVLSSRDKKDAKYDDKLIAEATKVV
ES-BL*'* ... LAVLSSRDKKDAKYDDKLIAE

CAl9
ES-BL . . . LAVLSSRDKKDAKYDD

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-terminal) abarca los residuos
subrayados, y los ultimos cuatro residuos de la cadena estan desordenados
en la estructura cristalografica.
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Tabla 7. Analisis del cambio hipotético de area accesible al solvente (ASA) en las variantes
acortadas de ES-BL.

Variante Cambio en la superficie expuesta® (%)
ES-BL®® +21
ES-pLM +21
ES-BLCA® +33

® Los calculos fueron realizados con el programa ACCESS vy el archivo 4BLM del PDB.
Los porcentajes son respecto del érea expuesta por el péptido removido en la estructura de
la proteina de longitud completa. El cambion en el area apolar expuesta por la remocion se
calcul6 como: 100x[Sap ES-BLY"- (S,, ES-PL - Sep CAn))/ S¢p CAn, donde S, ES-BL es el
area apolar total de ES-BL, Sqsp ES-BLC " es el area apolar total de la variante acortada en n
residuos, y S;p CAn es el area apolar total expuesta en el estado nativo por el péptido
removido.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion, purificacion y replegado preliminar

El nivel de expresién de las variantes ES-BL®°, ES-BL2" y ES-BL®'® fue cercano a
80 mg por litro de cultivo. Los lisados de E. coli (BL21) sin transformar y los lisados de

L no presentaron actividad (-lactamasa. Por el contrario,

bacterias expresando ES-f
dicha actividad si fue detectada en lisados conteniendo ES-BL®Y o ES-BLCA
demostrando de manera preliminar que, en estos dos ultimos casos, una fracciéon de las
moléculas, puede adquirir estructura nativa. Para las tres variantes acortadas, la mayor parte
de la proteina producida aparece en cuerpos de inclusién, 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 proteinas para analizar su comportamiento in vitro, los
cuerpos de inclusion de las variantes se disolvieron en urea concentrada (6.5 M) y luego de
una cromatografia de intercambio idnico 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 purificacion de ES-BL®. Las fracciones del intercambio iénico (ver Materiales
y Mcétodos) fueron analizadas por espectroscopia UV (Figuras 36B y 36C) y por
SDS-PAGE (Figura 36D). Este paso de purificacion permitié no solo eliminar otras
proteinas presentes en los cuerpos de inclusidn, sino también, trazas de acidos 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. Expresion y purificacién 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 inclusién (CI). (B) Cada variante
se purificé en su forma desplegada (urea 6.5 M). Se muestra una purificacién de
ES-[?&LCAg . Absorcién a 280 nm de las fracciones de intercambio idnico. (C)
Espectros de absorcién UV de muestras recolectadas durante el proceso de
purificaciéon. (D) Analisis por SDS-PAGE de la purificacién. CI, cuerpos de
inclusion; NR, no retenido; L, lavado; 5 -12, fracciones; TO, total (lisis de las
bacterias inducidas).
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mientras que la proteina de interés si lo hace (el punto isoeléctrico tedrico de las variantes
va desde 5.15 a 4.91).

La identidad y la estructura covalente de las proteinas purificadas, fue corroborada por
espectrometria de masa. Las masas de ES-BL, ES-BL, ES-BL®", ES-BL®" fueron
29,373.9+1.1, 28,383.8+1.7, 27,887.940.7, y 27,333.1£1.7 dalton, respectivamente. Estos
valores difieren en no més 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 %), correspondi6
a la masa molecular esperada mas 131.2 Da. Este resultado indica que la remocion de la
metionina iniciadora de la traduccién de las tres variantes acortadas fue incompleta.

De manera preliminar, se probé el replegado de las variantes desnaturalizadas (urea 6.5 M)
por dialisis (16 h, 4 °C) contra buffers fosfato de sodio. A juzgar por la actividad especifica
y por la masa de proteina soluble (SDS-PAGE) obtenidas, tanto la concentracion 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 6ptimas de
replegado, las actividades especificas relativas obtenidas fueron 100, 10, y 0.1 % para
ES-BL, ES-BL®®, y ES-BLCAM respectivamente. El replegado de ES-BL®" no rindi6
actividad enzimatica.

También se ensayd el replegado de las variantes acortadas por dilucion (20-100 veces) en
buffer fosfato de sodio a 20 °C. La variante ES-BL’, triplicé la actividad especifica
obtenida por dialisis, llegando a un maximo (~30% de la actividad de ES-BL) en
aproximadamente 24 h. A 4 °C el replegado fue extremadamente lento (después de 24 h la
reaccién progres6 linealmente un ~2 %). Por el contrario la variante ES-BL®!" no mostré

un incremento del rendimiento de replegado con respecto al observado por dialisis y por
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LCAl9

iltimo, en la solucién de replegado de ES-8 no se detectd actividad enzimatica

[-lactamasa.

Propiedades hidrodinamicas y resistencia a la
tripsindlisis

La baja actividad enzimitica especifica, con respecto a ES-BL, observada después del
replegado de ES-BLY’ podria indicar que coexisten moléculas activas e inactivas, o que se
trata de una poblacién homogénea con una alteracién menor en la estructura del sitio
activo. Para poder distinguir entre estas dos posibilidades, la mezcla de replegado obtenida
mediante dialisis (4 °C por 16h) de cada variante acortada fue analizada por SEC
(Figura 37 y Tabla 8). A diferencia de ES-BL (Figura 13, capitulo III), ES-BL™? eluyo6 en
varias fracciones correspondientes a mondmero, dimero y agregados de mayor grado. Las

variantes ES-BL!*y ES-BL®!®se comportaron de manera similar a ES-BL

, pero en
estos casos, la fraccion monomérica fue indetectable. Las fracciones diméricas y los
agregados carecieron de actividad enzimatica y la proporcién de ambas especies fue muy

variable entre experimentos. Por el contrario, las actividades enzimaticas especificas de

ES-BL y de la fraccién monomérica de ES-BL®Y’ fueron similares.

Una de las caracteristicas sobresalientes de la forma nativa de ES-BL es su resistencia a la
protedlisis enzimatica (ver Figura 38A). Por lo tanto, las mezclas de replegado de las
variantes acortadas se sometieron a tripsin6lisis controlada para estudiar la flexibilidad de la
cadena polipeptidica y la integridad estructural de la proteina replegada. Tanto ES-BL%'"

como ES-BLCA"’ fueron degradadas inmediatamente (primeros 5 min de reaccién). La

variante ES-BL®’ también fue mayoritaria degradada; no obstante, una fraccién (8 %)
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Figura 37. Analisis por SEC-FPLC de las variantes ES-BL " después de ser replegadas por
dialisis a 4 °C por 16 h. Se us6 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 hidrodinamicas de las variantes acortadas de B-lactamasa®

Variante Monémero Dimero
ES-BL® nativa 25.4 £ 0.6 (24.5) nd®
Ip ES-PL nd 31.2+0.6 (31.7)
ES-pLC4! nd 30.7 £0.5 (31.5)
ES-BL®? nd 31.1+0.7 (31.3)
ES-BL 25.3 + 0.7 (24.9) 33.0 + 0.5 (32.0)°

®Los Rs fueron determinados por SEC-FPLC (ver texto y Fig. 37). Las unidades son
angstroms. En paréntesis se muestran los valores calculados asumiendo una forma esférica
[34]. ® No determinado. € trazas.
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Figura 38. Resistencia a la protedlisis enzimatica (250:1, proteina:tripsina) de las
variantes acortadas. (A) Las variantes ES-BL ks y ES-BL “4° son completamente
degradadas en minutos (la variante ES-BL Al que no se muestra, se comporta de
manera idéntica a ES-BL ®'®). En cambio una fraccién de ES-BL ° resiste el
tratamiento. —T, incubacién sin tripsina; +T, con tripsina. ES-BL permanece
inalterable por a juzgar por SDS-PAGE después de 16 hs de tripsinélisis. (B) La
resistencia a la tripsinlisis de ES-BL ° fue seguida por actividad enzimatica y
SDS-PAGE. Durante los primeros 20 min de protedlisis la actividad enzimatica

permaneci6 constante, sin embargo la fraccion de moléculas resistente es sélo un 8 %
del total.
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fue resistente (ver Figura 38). La resistencia a la tripsinélisis de ES-BL%% sugiere su
correcto plegado. De acuerdo con estos resultados en este trabajo se referira a esta fraccién
como ES-BL® nativa.

Estudio de los estados conformacionales

alternativos de ES-BL*’

Aislamiento

Para estudiar detalladamente las caracteristicas fisicoquimicas de la forma ES-BL®* nativa

y de sus estados parcialmente plegados se generaron dos protocolos de purificaci6n.

En el primero, las especies parcialmente plegadas fueron selectivamente degradadas con
tripsina y la ES-BL® nativa fue aislada por cromatografia de intercambio i6nico
(Figura 39A). La purificacion fue seguida por actividad enzimatica y SDS-PAGE.
ES-BL® nativa se obtuvo con una pureza 298 % por esta via y la masa del producto activo
fue corroborada por espectrometria indicando que ES-BL®* nativa no sufti6 ningun tipo de
modificacién en su estructura covalente después de este tratamiento. También fueron
verificadas sus dimensiones hidrodinamicas (SEC-FPLC Figura 39A, inserto) y los
parémetros cataliticos. ES-BL"Y’ nativa posee una actividad especifica del 765 % respecto
a ES-BL. La Ky ES-BL es 0.16+0.03 mM (para ES-BL la Ky = 0.1840.05 mM). Estos
valores indican que ES-BLCAQ nativa posee un sitio activo correctamente estructurado,

similar al de la proteina natural.

Con el segundo protocolo, la fraccién de ES-BLC nativa fue purificada de los agregados
por SEC preparativa a 4°C (Figura39B). Este procedimiento ademas permiti6 el

asilamiento de la fraccidn ‘dimérica’, y de los agregados observados previamente por
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Figura 39. Aislamiento de los distintos estados conformacionales de ES-B
(A) Purificacion de la fraccién nativa por protedlisis-intercambio iénico. En el
inserto se muestra el analisis del pico 1 por SEC, con el correcto tamafio de ES-BL®*
monomeérica; nr, no retenido, 1 es la fraccidn enzimaticamente activa, 2 un
fragmento inactivo. (B) El aislamiento de una fraccién dimérica parcialmente
plegada fue realizado por cromatografia de exclusién molecular preparativa en la que
se sembro el producto de replegado por didlisis a 4 °C, 16 h. Este procedimiento
permiti0 también separar la fraccién nativa y agregados de alto peso molecular. El

dimero asi obtenido fue estable a 4 °C por 1o menos por 48 h.
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FPLC-SEC analitico. La fraccién dimérica sera denominada en este trabajo Ip ES-BLY (Ip
de intermediario ‘productivo’), ya que como se verda mas adelante, en condiciones

adecuadas, se pliega rindiendo ES-[SLCA9 nativa.

Para corroborar el estado de agregaciéon de Ip ES-BL®Y (su naturaleza dimérica), se
efectuaron experimentos de entrecruzamiento quimico con glutaraldehido seguido por
SDS-PAGE (Figura 40). A juzgar por ¢l andlisis de las imagenes digitalizadas de los geles,
Ip ES-BL® presenté mas de un 30 % de dimero estabilizado covalentemente, mientras que
en el caso de ES-BL s6lo se observaron trazas. Los agregados de ES-[SL""A9 (Figura 39B)
generaron productos de muy alto peso molecular, en correspondencia con los pequefios
volimenes de elucion observados en experimentos analiticos de SEC-FPLC (ver Figura
37). Por otro lado, los perfiles de SEC a 4 °C de Ip ES-BL®Y purificado o preparado por
dilucion (ver mas adelante) fueron consistentes con un equilibrio lento,
dimero <> mondomero, dependiente de la concentracién de proteina. El caracter lento del
equilibrio se infiere de la habilidad de la cromatografia para resolver las especies presentes
(Figura 41). La proporcioén relativa de cada especie, en funcion de la concentracion total de
proteina (entre 1.5 y 28.4 uM) sugiere un valor de Kp de ~5 pM. A 25 °C se obtuvieron
resultados similares, aunque a esta temperatura la conversion entre especies fue mas rapida
y los picos fueron menos definidos. En ambos casos (4 y 25 °C), ni el mondémero ni el
dimero contaron con actividad enzimatica. El pico correspondiente al monémero fue mucho
mas ancho que el correspondiente a la forma dimérica sugiriendo que la disociacion lleva a
un conjunto de estados con una amplia distribucion de valores de Rs. El aislamiento exitoso
de ambos estados conformacionales de ES-ﬁLCAg, nativo e Ip [dimero <> monémero],

posibilitd la caracterizacion espectroscopica detallada que se describe a continuacién.
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Figura 40. Entrecruzamiento quimico con glutaraldehido.

Ip ES-BL*’ y los agregados de ES-BLY’ (Ag ES-BL®) se obtuvieron por SEC (ver
Figura 39). La reaccién de entrecruzamiento se detuvo con buffer muestra para el
SDS-PAGE (ver Capitulo II). 1. Muestras incubadas en ausencia de glutaraldehido.
2. Muestras incubadas con glutaraldehido. 3. Muestras a las que se les agreg6 buffer
muestra antes de la adicién de glutaraldehido. M. Marcadores de peso molecular.
Obsérvese que el glutaraldehido estabilizé la forma dimérica de Ip ES-BLCA9 en una
proporcién ~30 %.
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Figura 41. Caracterizacién del equilibrio dimero-monémero de I ES-BLY’ por
SEC-FPLC. La columna cromatogréfica fue equilibrada a 4 °C. ES-BLY desplegada
fue diluida a 20 °C en buffer de replegado y a distintas concentraciones finales de
proteina e inmediatamente inyectada.
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Espectroscopia de ES-BL ““° nativa e Ip ES-B ©°

Absorclén UV
Se aprovechd la sensibilidad de la cuarta derivada (ver Figura 15, Capitulo IIl) para

estudiar los estados conformacionales Ip ES-BLC‘”y ES-BLC” nativa (Figura 42).
ES-BL nativa, posee un espectro précticamente superponible al de ES-BL (Figura 42A).
En cambio en Ip ES-BL®’ claramente se pierden las caracteristicas tipicas del estado nativo
(banda a 280.7 nm) y la exposicion de los residuos aromaticos es menor que la observada
para el estado desplegado (Figura 42B, corrimiento parcial de bandas de triptofano y
tirosina 291.9—5290 nm, 285—282.9 nm, respectivamente hacia el azul). Cuando
ES-BL* nativa se lleva a 45 °C se evidencia un proceso de desplegado parcial (ausencia
de la banda a 280.7 nm, incremento en la exposicion al solvente de los residuos de Trp
(291.95291.4 nm).

Dicroismo circular

El contenido de estructura secundaria y terciaria de los estados conformacionales de
ES-BL® se estudié por CD. ES-BL® nativa exhibié un espectro de CD-lejano muy
similar a ES-BL (Figura 43A). Las diferencias en intensidad fueron muy pequefias como
para cuantificar cambios en el contenido de estructura secundaria. En cambio Ip ES-BL®%
presenté un espectro claramente distinto. Los espectros diferencia entre las distintas
variantes y ES-BL (Figura 44) permitieron conjeturar una disminucién en el contenido de
o-hélice relativo a estructura B para Ip ES-BL®®. La presencia de minima estructura
secundaria residual en Ip ES-BL®’ se dedujo por comparacién con el espectro de ES-BL

desplegada térmicamente (80 °C). De acuerdo con los resultados de SEC (ver Figura 41),
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Figura 42. Cuarta derivada de espectros de absorcion UV de ES-BLC” . La forma
nativa de ES-BL’ fue obtenida por protedlisis-intercambio iénico, I ES-BL®’, fue
obtenido por SEC preparativa. El estado U (desplegado) de ES-BL fue simulado por
combinacion de espectros como se describe en Materiales y Métodos. Después del
calentamiento a 45°C la muestra de
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Figura43. CD de los estados conformacionales de ES-BL®’. (A) CD en el
UV lejano a una concentracion de proteina de 1.5 pM y a 20 °C. Como modelo de
estado desplegado se utiliz6 ES-BL a 80 °C, nétese sin embargo que puede
observarse estructura residual. (B) CD en el UV cercano. La concentraciéon de
proteina fue de 15 pM.
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ES-BL®® fue desplegada durante 3h en GdmCl, 1M.
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bajo las condiciones de CD en el UV-lejano (concentracién de proteina = 1.5 uM),
Ip ES-BL?se encuentra en estado monomérico. Es importante mencionar que los
espectros de CD en el UV lejano, obtenidos por dilucion de ES-BLC% desde 5 a 0.05 M de

GdmCl, fueron superponibles a los obtenidos de experimentos de dialisis y purificacion.

Los espectros de CD en el UV cercano de ES-BL®* nativa y ES-BL (Figura 43B) fueron
muy similares sugiriendo no sélo que la variante acortada puede alcanzar una estructura
terciaria rigida, sino que posee el mismo arreglo espacial de los aminoacidos arométicos
que la variante de longitud completa. En oposicion, Ip ES-BL”’ mostré ausencia de
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.

Fluorescencia de triptofano

El méximo de emisién de fluorescencia y el rendimiento cuéntico para ES-BL®’ fue
337nm y 0.22+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 entomo de Trp. Si bien el acortamiento no remueve ningin Trp, el Trp 229 (ver

Figura 46) se ubica en el estado nativo a distancias de van der Waals de 1a Met 287, uno de
los residuos eliminados. Por lo tanto, la pequeiia diferencia en la fluorescencia de ES-BL y
ES-BL® nativa podria reflejar una perturbacion en el entormo de este ultimo residuo. Ip
ES-BL también presentd el maximo de fluorescencia centrado a 337 nm, sin embargo, su

intensidad fue minima comparada con ES-BL® nativa. O para Ip ES-BL fue 0.14 + 0.02,
p
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Figura 45. Fluorescencia de Trp de los estados conformacionales de ES-BL°. La
excitacion fue a 295 nm, el ancho de banda de 8 nm, y los datos fueron adquiridos a
intervalos de 1 nm entre 250 nm y 450 nm.
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Figura 46. Ubicacion espacial del Trp229. Se muestran en un modelo de ES-BL
(4BLM) cinco de los nueve residuos eliminados en la variante ES-BLY’ (en rojo) y
su cercania (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-BL desplegada en GdmCl, 5 M). Estos resultados permiten concluir que los residuos de
triptofano en Ip ES-BL™’ estan protegidos del solvente (Ams) pero adoptan una
conformacién no nativa. En esta conformacién 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
concentracion de proteina fue 4puM y las formas monoméricas y diméricas de
I ES-BL™’ estuvieron igualmente representadas.

Union de ANS

El ANS se une a proteinas que presentan cavidades hidrofobicas accesibles al solvente [14].
La interaccion produce un fuerte incremento del rendimiento cuantico del fluoréforo y un
corrimiento del maximo de emisién 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-BL® nativa no une ANS. Este resultado
indicd, como fue anticipado por los datos de CD y protedlisis, que ES-BLC” posee
estructura terciaria bien formada. En contraste, Ip ES-BLCAgprodujo un fuerte incremento
de la fluorescencia del ANS (Figura 47A). Asumiendo estequeometria 1:1, la constante Kp
calculada de los datos en la Figura 47B fue de 38 pM, un valor compatible con la unién a

un molten globule [129].

Estabilidad de ES-BL®*° nativa y de Ip

El equilibrio de desplegado de ES-BL*’ en GdmCl revel6 que su actividad enzimética se
pierde en una forma no sigmoidea con el incremento en la concentracién de

desnaturalizante (Figura 48). El hecho de que la curva de actividad no tenga caracter
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Figura 47. Unién de ANS a ES-BLY nativa y a Ip ES-BL®®’ seguida por
fluorescencia. (A) Espectros de emisiéon de ANS 53 uM en presencia o en ausencia
de las variantes indicadas. (B) Soluciones de proteina fueron tituladas con ANS y la
emision fue medida a 480 nm. Asumiendo una estequiometria de 1:1, se ajusté una
curva de saturacién a los datos (después de restar la fluorescencia del ANS libre)
permitiendo el calculo de ligando unido en funcién de ligando libre y de una Kp
~38 puM. La concentracion de proteina fue 3 pM en buffer fosfato de sodio 100 mM,
pH 7. La excitacion fue realizada a 350 nm.
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en base a la intensidad de fluorescencia de Trp (simbolos vacios), excitacion a 295 y
emisién a 335nm o a la actividad enzimatica (simbolos llenos), hidrolisis de
penicilina.
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sigmoideo, sugiere un proceso de desactivacién que podria comprender sélo un pequeiio
cambio en 4rea expuesta. En contraste, la variacién en la fluorescencia, se produce a
concentraciones mayores de GdmCl e indica un cambio cooperativo (Figura 48 y Tabla 9)
con AG°N9U=3.78 kcal mol'l, m=5.79 kcal mol" M y Cn=0.65 M. A concentraciones de
GdmCl cercanas a 0.5 M se advierte un estado conformacional singular (Igam-o.5 ES-BLC”)
que, a diferencia de Ip ES-BL®, posee fluorescencia (intensidad y Ams) nativa pero es
enzimaticamente inactivo. El agregado de sulfato de sodio (250 mM) desplazo la curva de
fluorescencia hacia concentraciones mayores de desnaturalizante (por desestabilizacion del
estado desplegado) sin incrementar la actividad especifica y permitié corroborar el caracter
cooperativo de la transicion (Figura 48).

Para juzgar la estabilidad de ES-BL"” nativa se analizé el desplegado inducido por
temperatura seguido por cambios en la elipticidad a 220 nm, como medida del contenido de
estructura secundaria del tipo a-hélice. Para poder estimar correctamente la capacidad
calorifica a presién constante, ACp en el proceso de desnaturalizacién (ecuacién (6) en
Materiales y Métodos), el experimento se realizo a tres valores de pH distintos, 6, 7 y 8 [42]
y se hizo un ajuste multiple en el que el parametro mencionado se calcula simultaneamente

para los tres experimentos. El mismo procedimiento se utiliz6 para ES-BL.

HIDR) se correlaciona con el A4S4, la

La contribucion de hidratacion al parametro ACp (ACp
variacién de superficie accesible al solvente [130] y puede calcularse en forma tedrica
[130-132]. Ademas, se puede generar una cota superior para A4S4 (realizando el calculo de
AASA de la proteina extendida) y una inferior (realizando el calculo de A4SA sobre

fragmentos aislados. Esto permite establecer un rango para el A4SA [133, 134]. En

definitiva este procedimiento permitiria calcular un intervalo de confianza para ACp.
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Los valores obtenidos experimentalmente de ACp para ES-BL y ES-BL’ son similares,
~4 kcal/K, y dado que la contribucién de la hidratacion sobre el parametro es mayoritaria
(~95 %) [132], se puede concluir que en ambos casos se produce una variacién similar de
area entre los estados N y U.

No hay razones para sospechar que el estado U difiera significativamente entre las variantes
ESBL y ES-BLY, y de acuerdo con los experimentos de SEC, descriptos mas arriba,
ES-BL®Y seria tan compacta como ES-BL. Por otro lado, el desplegado pareceria ser
global ya que el valor teérico de ACp'™° para la ES-BL es de 3 a 5 kcal/K. Para el clculo
teérico de ACp'™°} se 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-BL* nativa a
pH 7.0. A este pH el AGneou tiene su maximo (3.09 kcal mol™) a 23.1 °C (Tabla 10). La

pequeiia discrepancia con el valor calculado para el desplegado por GdmCl seguida por

fluorescencia (3.78 kcal mol™) podria estar relacionada con la presencia de una transicién

adicional en la Gltima fase del desplegado de ES-BL *°

por temperatura. Por otro lado, la
curva de desnaturalizacién de Ip ES-BL “° presenta por lo menos dos transiciones. Primero

una desnaturalizacion por frio (con un T, cercano a los 10 °C), y una segunda transicién

(calentamiento) muy poco cooperativa con una I, cercano a los 53 °C. La observacién de

157



Tabla 9. Parametros termodinamicos y cinéticos para el desplegado de ES-BL®*

AGONHUc m Cmd kou kof my ms¢ BN—D::
(kcal mol ') (kcal mot'M™") (M) " s (keal mol! M) (kcal mol' M')  (kcal mol’ M)
SO4Naz
0.00 M
Equilibrio® 3.78" 5.79 0.65
Cinética® 0.84 — —  6.43x10° 3.00x10° 201 — —
SO4Naz
025 M
Equilibio 437 437 1.0
Cinética 3.1 3.87 08 3.7x107  7.52x10° 2.35 1.51 0.39
SO.Na;
1.00 M
Equilibio nd nd nd
Cinética 8.09 4.08 198 9.34x10° 0.0l 2.24 1.85 0.45

“El desplegado fue inducido por GdmCl a 20 °C y seguido por fluorescencia de triptofanos
(ver Figura 48).

La cinética de plegado y desplegado fue monitoreada por actividad enzimatica (ver
Figura 53). Los datos cercanos al punto medio de la transicion fueron ajustados mediante la
ecuaci6n (7). Kres la constante de velocidad observada a 50 mM GdmCl.

€ AG’Nou es el cambio de energia libre a 0 M GdmCl.

9La concentracién de desnaturalizante que causa el 50 % de desplegado fue calculada como
AG® Nou/m.

‘my PBn-y fueron calculados con las ecuaciones (9) y (10) respectivamente.

'El error en los parametro estimado por el método Monte Carlo fue del 10% o
menos [104].
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—* | ES-pL® )

—°— ES-BL* nativa
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[6] x 107 (grados cm® dmol™) a 220 nm

Temperatura ( °C)

Figura 49. Desnaturalizacién inducida por temperatura a pH 7. Ip ES-BL® fue
preparado por diluciéon desde 5 a 0.05 M de GdmCI. La forma nativa fue obtenida
por protedlisis-intercambio iénico. La forma ES-BLCAg nativa tiene un desplegado
cooperativo mientras que Ip ES-BL no. La concentracién de proteina fue 1.5 pM.
La muestra se equilibr6 a 0-4 °C llevandola posteriormente a 95°C con una
variacién de 2 °C / min.
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Tabla 10. Estabilidad de la estructura secundaria de ES-BL 4° nativa .

pH AHwneou ACp noU Tm  AGnou
(kcalmol™)  (kcal/K) (°C) (kcal mol™)

6 934 3.96 48.8 3.33(26 °C)
7 89.4 3.96 45.2 3.09(23.1°C)
8 78.9 3.96 414 244 (22°C)

Las transiciones, seguidas por el cambio de elipticidad a 220 nm se indujeron con una
variacion de 2 °C por minuto entre 4 y 95 °C. La concentracién de proteina fue
1.5 pM. ACp fue calculado a partir del ajuste simultaneo de los tres experimentos (pH
6.0, 7.0 y 8.0). La curva de ES-BL “° a pH 7.0 se muestra en la Figura 49.
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desplegado por frio a temperaturas mayores que 0 °C, es tipico de proteinas severamente
desestabilizadas. En general la desnaturalizacion por calor de estructuras tipo molten
globule se caracterizan por alto ACp (alto grado de compactacion) y bajo AH debido
posiblemente a la disminucién de interacciones terciarias estabilizadoras en el estado

parcialmente plegado.

Variantes truncadas S—C

Para avanzar en la caracterizacién de los estados conformacionales de ES-BLY se
prepararon variantes acortadas en las que se introdujo por mutagénesis un residuo de
cisteina reemplazando una serina (Figura 10, Capitulo II y Tabla 2). Las cisteinas, usadas
como sondas quimicas permiten caracterizar la accesibilidad del solvente a su entorno.

Para explorar si el extremo C-terminal de la cadena polipeptidica de ES-BL®’ nativa y de
Ip ES-BL™esta ubicado sobre la lamina B, se hizo el reemplazo $265C. Como se vio en el
capitulo anterior, en S265C ES-BL nativa, el tiol esta completamente oculto en la interfase
que se forma entre los dos elementos de estructura secundaria pero se expone en
S265C ES-BL desplegada con GdmCl o urea reaccionando con el DTNB en un 100 % y
con velocidades similares al BME.

La variante S265C ES-BLCA9 , nativa es enzimaticamente activa, compacta (Rs=25.5A) y su
residuo de cisteina no es reactivo frente al DTNB. IpS265C ES-BLCA9 , en cambio,
reacciona rapida y completamente (relacién molar [SH]/[proteina] = 1).

Estos resultados indican que el subdominio formado por la hélice corta y la plataforma f3,

de ES-BL“”nativa y de la ES-BL tienen probablemente arreglos similares. En cambio,
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la conformacién de S265C Ip ES-BL®Y’ expone al tiol, revelando una conformacién no

nativa, abierta o fluctuante por lo menos en el entorno de la cisteina introducida.

Resultados idénticos fueron obtenidos con la segunda variante estudiada, S126C ES-BLCAg,
revelando que el subdominio a helicoidal permanece plegado en la forma truncada nativa y

se encontraria desorganizado en S126C Ip ES-BLCM.

Antes de extrapolar las conclusiones obtenidas a la estructura de Ip ES-BL®® hay que
verificar que las mutaciones S—C no 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 estaria significativamente
desestabilizada como consecuencia de los reemplazos efectuados. Estudios cinético futuros
podrian ayudar a clarificar este punto [42] y a definir la participacion de estos residuos en el
estados de transicion en las distintas reacciones de plegado (por ejemplo: [p—>N).

Cinética de plegado de ES-BL®*°

La incubacién de IpES-PL® a 20-25°C produce ES-BLCY enzimaticamente activa,
dejando ver que Ip ES-BL™’ esta conectado con la forma nativa (Figura 51A). El efecto
mas impactante del acortamiento de la hélice C-terminal de ES-BL es el enlentecimiento
del plegado: ES-PL se pliega en segundos, ES-BL™’ en horas. Al plegado de ES-BLY le
sigue un proceso de desnaturalizacion, posiblemente por agregacién, cuya amplitud es
fuertemente dependiente de la temperatura y que puede ser explicado por una serie de
reacciones sucesivas [42] (Figura 51B). A 20 °C, se optimiza la velocidad de plegado con

minima desnaturalizacion posterior.
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Figura 50. Efecto de los reemplazos S126C y S265C 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-BL. (A) Ensayos preliminares de replegado de
ES-[.’SLCA9 a distintas temperaturas a partir de Ip preparado por SEC-preparativa. (B)
Plegado de ES-BL® a 20 °C por dilucién 1:100 desde 5 M de GdmCl. El proceso
fue seguido por actividad enzimatica.
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Figura 32, Conversion de Ip ES—[?%LC’\N(dimérico) en la forma llS-[’)l‘("‘\\" nativa
seguida por SEC-I'PLC a 20 “C. La reaccion fue frenada por enfriamiento a 4 °C' a
tiempo 0(O), 3 (W), 6(<), 8(4) v 22h (L2 ¢ inveecion en una columna
Superosa 12 cquilibrada a Ta misma temperatura. La fraccion plegada (inserto) fue
calculada como la fraccion de drea que cluye a ~13.2 ml (volumen de¢ elucidn

nativo). La concentracion de proteina durante ¢l plegado fue S pM.
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