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Abstract

Riboflavin is an essential cofactor for all organisms. The penultimate step
in riboflavin biosynthesis involves the condensation of 3,4- dihydroxy-2-
butanone 4-phosphate with 5-amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-
pyrimidinedione, catalyzed by 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase (LS).
LS is composed of monomers that assemble into pentamers which, in turn,
can associate into icosahedrical particles or remain as pentamers,
depending on the organism analyzed. Pathogenic Brucella species present
two genes involved in riboflavin synthesis, ribH1 and ribH2, located on
different chromosomes. The ribH2 gene codifies for the P18 (or RibH2)
enzyme and previous studies demonstrated that it is a dominant antigen
during Brucella spp. infection, capable of eliciting a strong cellular and
humoral response in-vivo. The present thesis determined that the P18
protein presents a novel quaternary arrangement, consisting of a dimer of
pentamers as well as low catalytic LS activity (LS type-Il). The lack of LS
activity was related to the protein’s structure, which diverged to give rise
to a different and unknown function. Also, we show that the RibH1 enzyme
(LS type-l), codified by the ribH1 gene, fulfills the classical LS role in B.
abortus. The results presented in this work promoted an evolutionary
study of LS, which set the grounds for understanding divergent biological

functions of this protein.

Keywords:
Lumazine synthase; riboflavin; structural stability; Brucella; virulence

factor.



Resumen

La riboflavina es un cofactor esencial de todos los organismos. El
penultimo paso de su via biosintética involucra la condensacion de 3,4-
dihidroxiy-2-butanona 4-fosfato con 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidinediona, catalizada por la enzima 6,7-dimethil-8-ribitilumazina
sintetasa (LS). Las LS se encuentran compuestas por mondémeros que se
unen formando pentameros, los cuales a su vez segun el tipo de
organismo del cual provienen, pueden asociarse en estructuras
icosahédricas o permanecer como pentameros aislados. Las bacterias
patégenas del género Brucella spp, poseen dos genes con similitud de
secuencia para dicha enzima: ribH1 y ribH2, ubicados en diferentes
cromosomas. La proteina P18 (6 RibH2) de B. abortus codificada por el
gen ribH2, es un antigeno dominante durante la infeccién por Brucella,
capaz de generar una fuerte respuesta celular y humoral. En la presente
tesis, se determiné que P18 presenta un arreglo cuaternario novedoso,
descrito como un dimero de pentdmeros con una baja afinidad por el
sustrato 1 (LS tipo Il). La novedosa estructura de P18 se relaciono
estrechamente con su falta de actividad, permitiendo postular que la
proteina divergié hacia una funcion diferente y aun desconocida. Por
otro lado, se mostré que la enzima RibH1 de B. abortus (LS tipo 1),
codificada por el gen ribH1, cumpliria el rol enziméatico clasico. Los
resultados presentados en éste trabajo promovieron un analisis
evolutivo de las LS y sentaron las bases para la busqueda de funciones

biolégicas derivadas.

Palabras claves:
Lumazina sintetasa; riboflavina; estabilidad estructural; Brucella; factores

de virulencia.
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» Introduccidon

Clasificacion del género Brucella spp.

Brucella spp. son bacterias gram-negativas que pertenecen a la clase
02 de las proteobacterias heterotréficas filogenéticamente relacionadas a
patégenos de plantas y simbiontes como Rhizobium y Agrobacterium, a
parasitos intracelulares de animales como Rickettsia y Bartonella y a bacterias
de vida libre como Ochrobactrum y Caulobacter (De Ley 1987; Moreno 1990;
Velasco 1998; Ugalde 1999) (Tabla 1). Mediante técnicas de biologia molecular
(hibridizacién ADN-ADN) se ha observado que existe una homologia a nivel
nucleotidico mayor del 95% entre los miembros pertenecientes a Brucella spp.
Por este motivo se ha propuesto considerar a Brucella spp como un género
monoespecifico (Verger 1985). Sin embargo esta nomenclatura no fue
ampliamente utilizada, como si lo fue la cual divide al genero en especies a su
vez subdivididas en biotipos (biovars) (Corbel 1984; Moreno 2002a). Esta
division estd basada principalmente en las caracteristicas metabdlicas,
patogenicidad y preferencia de huésped de cada una (Corbel 1984; Moreno

2002a). Las especies conocidas hasta el momento son: B. abortus, B.

melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis y B. neofomae. Recientemente se aislaron y
caracterizaron algunas especies de una variedad de animales marinos, los
cuales difieren en términos de fenotipo y caracteristicas moleculares de las seis
especies de Brucella spp. reconocidas y reciben el nombre (aun no oficial) de B.
pinnipediae y B. cetaceae (Ewalt 1994; Foster 1996; Cloeckaert 2001). En los
ultimos afos (2002-2005) se obtuvieron las secuencias gendémicas completas de
B. suis, B. melitensis y B. abortus (DelVecchio 2002; Paulsen 2002; Chain
2005; Halling 2005) pudiéndose confirmar la alta identidad existente al nivel de
secuencia nucleotidica en la mayoria de los genes (100% identidad en 90% de
los genes) y también la conservacion del orden de los mismos. Brucella spp.
posee dos cromosomas circulares cuyos tamafios en promedio son: 2.12 Mb
(cromosoma ) y 1.18Mb (cromosoma Il), y no presenta plasmidos (Tabla 2). El
contenido de G+C de sus dos cromosomas es practicamente el mismo (57%),
también poseen la misma proporcién de secuencias codificantes (ORF) en
relacion con el tamafio del cromosoma, asi como una cantidad similar de genes
“housekeeping”. Estas caracteristicas dan a suponer que ambos cromosomas
poseen una larga coexistencia evolutiva (Moreno 2002a). Como excepcion, el
biotipo 3 de B. suis posee un Unico cromosoma de 3,1 Mb (Tabla 2) (Jumas-
Bilak 1998a). Al igual que Brucella spp., varios organismos pertenecientes a las

a-proteobacteria presentan una organizaciéon gendémica multipartita (Tabla 1).
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El género mas cercano evolutivamente a Brucella spp. es Ochrobactrum
(Jumas-Bilak 1998b), el cual también posee dos cromosomas, sugiriendo que el
antecesor de estos dos géneros poseia dos megareplicones y probablemente

plasmidos (Moreno 1998). Algunos autores especulan que el cromosoma menor

Bacteria Plasmido Cromosomal Cromosoma G+ C Habitat y huésped
(Mb) Il (Mb) (%) preferencial

Rickettsia prowazekii - 1,11 - 29 Patégeno intracelular de
humanos

Rickettsia conorii - 1,27 - 33 Patégeno intracelular de
perros

Rickettsia typhi - 1,40 - 29 Patégeno intracelular de
ratas

Bartonella quintana - 1,60 - 39 Patégeno pericelular de
humanos

Bartonella henselae - 1,90 - 41 Patégeno intracelular de
gatos

Brucella suis - 1,85 1,35 57 Patégeno intracelular de
cerdos

Brucella abortus - 212 1,17 57 Patoégeno intracelular del
bovino

Brucella melitensis - 2,12 1,18 57 Patégeno intracelular de
ovinos y caprinos

Rhodobacter + 3,70 - 66 Pato-organotrofos acuaticos

capsulatus y de vida libre

Sphingomonas + 3,80 - 64 Vida libre en sedimentos

aromaticivorans

terrestres profundos

Rhodobacter + 3,05 0,91 65 Pato-organotrofos acuaticos
sphaeroides y de vida libre
Caulobacter + 4,00 - 67 Vida libre acuatica
crescentus
Magnetospirillum + 4,50 - 65 Vida libre acuatica
magnetotacticum
Agrobacterium + 3,15 2,15 62 Patogenos de suelo
tumefaciens
Rhodopseudomonas + 5,46 - 65 Patégenos de suelo y
palustris acuaticos de vida libre
(fotoorganotrofos)
Sinorhizobium + 3,65 1,35; 1,68 63 Patégenos de suelo y
meliloti endosimbiontes de
leguminosas
Mesorhizobium loti + 7,00 - 62 Patégenos de suelo y
endosimbiontes de
leguminosas

Tabla 1. Caracteristicas de algunos miembros pertenecientes a las a-proteobacterias.
Adaptado de (Moreno 2002b).
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NUmeroy
tamafo de
cromosomas
(Mb)
B. abortus 2 2,10; 1,15
B. melitensis 2 2,10; 1,15
B. ovis 2 2,10; 1,15
B. suis Biovar 2 2,10; 1,15
1
B. suis Biovar 2 1,85; 1,15
2
g. suis Biovar 1 310
4B. suis Biovar 5 1,85:1.15

Tabla 2. Numero y tamaino de

cromosomas

Brucella spp.
(Ugalde 1999).

en el género

Adaptado de

de Brucella/Ochrobactrum pudo haber evolucionado a partir de un
megeplasmido, el cual sufrid multiples inserciones de los genes “housekeeping”
(por ejemplo, por eventos de transposicion) los cuales terminaron por convertirlo
en cromosoma (Moreno 2002a). Por cierto, algunos clusters de genes como
arginina y ornitina ciclodeamidasas y el operdon virB, localizados en el
cromosoma |l, son homdlogos a los genes encontrados con el mismo orden en

el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens (Moreno 1998).

La brucelosis.

Brucella spp. es una bacteria patégena para animales y ocasionalmente
para humanos, aunque la infeccion en humanos no constituye una via de
diseminacién de la bacteria. La infeccidn por cualquiera de las especies causa
una enfermedad crénica conocida como brucelosis. La brucelosis es una
zoonosis, en la que cada una de las especies de Brucella spp. esta adaptada
a la vida intracelular de una variedad de células de mamiferos de manera
especifica, aunque no exclusiva. Brucella melitensis generalmente infecta a
ovejas y a cabrasy es la especie mas virulenta en humanos. Brucella abortus
es la responsable en mayor medida de la infeccién bovina y es la especie mas
diseminada en el mundo. Brucella suis fue aislada de cerdos. Estas tres
constituyen las especies mas patogénicas (Ko 2003; Godfroid 2005). Las
especies menos distribuidas son Brucella ovis (ovejas), Brucella canis
(perros), Brucella neotomae (ratas silvestres) y Brucella cetaeceae y B.
pinnipediae (mamiferos marinos) (Moreno 2002a). La brucelosis esta
diseminada en todos los continentes, afectando a muchos de los paises sub-
desarrollados.

Las caracteristicas principales de la enfermedad en animales infectados son
la placentitis y aborto de las hembras prefiadas, e infeccidon en el aparato
genital de los machos (esterilidad y orquitias), afectando la capacidad
reproductiva de los animales (Corbel 1997). Esta enfermedad es responsable
de importantes pérdidas econdémicas en los paises afectados, particularmente
en América del Sur (en especial Brazil y Argentina), principales paises de

exportacion de productos de origen vacuno (Poester 2002; Samartino 2002).
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Establecimiento del nicho replicativo de Brucella spp.

Brucella invade a células fagociticas profesionales o no profesionales y
se replica dentro de un compartimiento con caracteristicas semejantes al
reticulo endoplasmatico luego de evadir la fusién con el lisosoma (via endocitica
clasica) (Figura 1) (Detilleux 1990a; Detilleux 1990b; Pizarro-Cerda 1998b;
Pizarro-Cerda 2000; Celli 2003). En los ultimos afios se han publicado trabajos
en los que se caracterizan algunas de las moléculas claves para la infeccién,
evasion y adquisicion del nicho replicativo (Sola-Landa 1998; Comerci 2001;
Lopez-Goni 2002; Roop 2002; Ficht 2003; Roop 2004; Arellano-Reynoso 2005).
Ciertas evidencias demuestran que existen diferentes mecanismos de entrada
de la bacteria a la célula huésped, dependiendo tanto del tipo de célula como de
la cepa de Brucella spp. (Moreno 2002b). Algunos autores afirman que incluso el
destino intracelular de Brucella spp. puede variar dependiendo de cual
mecanismo de entrada haya sido utilizado (lfion de lannino 2004). Los
macrofagos unen e internalizan a Brucella spp. en un alto grado, probablemente
por la naturaleza fagocitica de los mismos (Celli 2003). En estas células los “lipid
rafts” parecen proporcionar un puerto de entrada de la bacteria (en condiciones
que la misma no esta opsonizada). Caso contrario los macrofagos internalizan a
la bacteria via receptores Fc, fibronectina 6 complemento. Esta via de entrada
parece afectar negativamente la sobrevida del patégeno en la célula huésped
(Gross 1998; Gross 2000a). En células epiteliales, Brucella spp. interacciona
con extensiones celulares y aparentemente la infeccion ocurre a través de
moléculas receptoras en un mecanismo que demanda energia de la célula
huésped (Detilleux 1991). Varios estudios mostraron que las “small GTPases”
poseen un rol importante durante estos eventos de internalizacién (Guzman-
Verri 2001). Una vez dentro de la célula la bacteria se localiza en el fagosoma
temprano y comienza un proceso de escape de la via endocitica clasica
(evadiendo la fusién con el endosoma tardio y los lisosomas). Sélo una pequefia
parte de las bacterias que son internalizadas son capaces de redireccionar el
tréfico intracelular hacia el nicho final, mientras que la gran mayoria son
destruidas dentro del fagolisosoma (Gorvel 2002). Aquellas bacterias que logran
evadir eficientemente la fusién con el lisosoma, finalmente alcanzan su nicho
replicativo dentro de un compartimento semejante al reticulo endoplasmatico
(Figura 2).
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Figura 1. (a) Biogénesis del fagosoma
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(b) factores de virulencia.
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Se conocen pocas de las moléculas necesarias durante la invasion y el
establecimiento del patégeno (Figura 1). Por ejemplo, el sistema de regulacién

de dos componentes BvrS/BvrR, que funciona como un sensor histidina



Figura 2.
Inmunofluorescencia de
Brucella spp. (rojo) dentro de
una célula Hela. En verde se
muestran los filamentos de
actina y los dos nucleos
celulares en azul. La division
celular procede pese a que la
célula esta completamente
infectada. Imagen obtenida
de (Moreno 2002b) .
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quinasa, esta involucrado en la internalizacion de la bacteria y en los eventos
tempranos de infeccidén tanto en células fagociticas profesionales como no
(Sola-Landa 1998; Lopez-Goni 2002). Recientemente se encontré que los 3-1-
2-glucanos ciclicos sintetizados por Brucella spp. son utilizados por la bacteria
para sortear las defensas del huésped: interacttan con el colesterol y
reorganizan los “lipid rafts”, perturbando el trafico intracelular y contribuyendo
a la supervivencia del patégeno (Arellano-Reynoso 2005). Otro complejo
proteico, el sistema de secrecion tipo IV (VirB) esta involucrado en el trafico
intracelular de Brucella spp. desde el autofagosoma al compartimiento donde
se multiplicara la bacteria (Comerci 2001; Gorvel 2002). Sin embargo se
desconoce de qué manera este sistema de secrecion controla esta fase de la
infeccion. Probablemente la identificacion de los sustratos secretados por
dicho sistema permitira entender mejor la patogenicidad de Brucella spp.
(Sieira 2004).

Entre 12 y 24 h post infeccion, Brucella spp. crea su propio ambiente dentro
del macréfago, denominado por algunos autores “brucelosoma” o “viruloma”
(Kohler 2003). Mediante microscopia electréonica se vio que este
compartimiento colocaliza con marcadores del reticulo endoplasmatico como
sec61b, calnexina y PDI (Anderson 1986; Pizarro-Cerda 1998a), sin embargo
se encuentra separado de los nutrientes citoplasmaticos y del reticulo
endoplasmatico funcional del huésped (Pizarro-Cerda 2000). La bacterias alli
comienza su exhaustiva replicacion, sin inducir un dafio evidente en el
huésped ni restringirle sus funciones celulares basicas o inhibir procesos como
mitosis (Moreno 2002b; Kohler 2003) (Figura 2).

A partir del analisis de los genes involucrados durante la replicacion de Brucella
spp. en su nicho, se piensa que este compartimiento tiene las siguientes
caracteristicas metabdlicas (Figura 1): a) se encuentra privado de aminoacidos y
pobre en nutrientes, ya que es requerido el funcionamiento de todas las vias
biosintéticas de los mismos, b) su pH es neutro, ya que Brucella spp. no es
capaz de multiplicarse activamente a pH menores de 5, c) esta caracterizado
por una baja tension de oxigeno (Brucella spp. tiene la capacidad de adaptarse
a ambientes aerobicos y anaerdbicos) y d) presenta disponibilidad de iones de
nitrato, los cuales pueden ser utilizados tanto en respiracion anaerodbica o en la
asimilacién de nitrégeno (Kulakov 1997; Jubier-Maurin 2001; Kohler 2003; Roop
2004).

La comprension de la patobiologia de Brucella spp. es relevante no sélo porque

se trata de una enfermedad infecciosa grave, que aun no ha sido controlada,
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sino también porque servira para aclarar los aspectos basicos de la replicaciéon

de parasitos intracelulares y de los mecanismos de inmunidad celular.

Factores de virulencia de Brucella spp.

Brucella spp. es un patégeno inusual en varios aspectos. En primer lugar la
bacteria no posee los factores (6 mecanismos) de virulencia clasicos presentes
en otros patdgenos, tales como exotoxinas o endotoxinas, citolisinas, fimbrias,
variacion antigénica, flagelos, formas resistentes, plasmidos, fagos lisogénicos e
islas de patogenicidad (Detilleux 1991; Gorvel 2002; Ko 2003; Pappas 2005).
En algunos casos se vio que existen las secuencias cromosomicas que
codifican para algunas de estas proteinas, indicando que se pueden expresar
durante la vida parasitaria aunque bien podrian representar secuencias
ancestrales “fésiles” remanentes (Moreno 2002a). En segundo lugar, Brucella
spp. tiene la capacidad de invadir y persistir en la célula huésped resistiendo los
efectos bactericidas de la misma e inhibiendo la muerte celular programada
(Gross 2000b). Es por ello que los factores de virulencia reales en Brucella spp.
no son los clasicos, sino aquellas moléculas que permiten a la bacteria invadir la
célula huésped, resistir la lisis intracelular y alcanzar su nicho replicativo dentro
del huésped (Roop 2002; Ficht 2003; Roop 2004).

Vacunas contra la brucelosis.

En los ultimos afios se han probado numerosas vacunas contra la
brucelosis, sin embargo ninguna ha permitido erradicar la enfermedad en
animales y prevenir el contagio en humanos. Entre las mas estudiadas y
utilizadas en el mundo, se encuentra la cepa atenuada S19 de B. abortus
(Nicoletti 1990), la cual aporta un alto nivel de proteccién en bovinos, pero
presenta algunas desventajas. Por ejemplo, no permite la discriminacion entre
animales vacunados o infectados (ya que posee similitud antigénica con las
cepas mas virulentas), no se la puede administrar en hembras prefadas
debido a que induce aborto, y en humanos presenta virulencia residual (no
pudiéndosela utilizar como vacuna) (Nicoletti 1990; Lopez-Goni 2004). Otras
cepas atenuadas estudiadas para su utilizacion como vacunas son RB51 6
deltapgm de B. abortus (Al-Mariri 2001; Schurig 2002; Ugalde 2003). Sin
embargo, las vacunas atenuadas han presentados hasta el momento

inconvenientes que imposibilitan su uso en humanos. Existen ciertos trabajos
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en la literatura en los que se han identificado antigenos obtenidos de Brucella
spp. cuya administracion en forma recombinante junto con adyuvantes
podrian representar potenciales candidatos para el desarrollo de vacunas.
Entre éstas estan: la proteina ribosomal L7/L12 (Oliveira 1996), Cu-Zn
superoxido dismutasa (Tabatabai 1994; Onate 2003), la proteina 22,9 kDa
(Cespedes 2000), p39 (Al-Mariri 2001), la gliceraldehido deshidrogenasa
(Rosinha 2002) y la proteina P18 (Velikovsky 2000; Velikovsky 2002). Alguno
de estos antigenos tienen la capacidad de inducir la respuesta de los
linfocitos T, activar a los macréfagos e incluso promover la activacion de
células T CD8 citotoxicas. Sin embargo, estos posibles candidatos recién
estan empezando a ser investigados en cuanto a su capacidad de generar
una respuesta inmune protectiva y a ser utilizados como vacunas
recombinantes. Por otra parte el desarrollo de vacunas a ADN (en las que se
administra por medio de un vector viral el gen que codifica para el antigeno
responsable de la estimulacion de la respuesta inmune protectiva), constituye
una herramienta promisoria en el campo de la inmunologia (Robinson 1997).
Si bien algunas han mostrado éxitos parciales en modelos murinos (Kurar
1997; Al-Mariri 2002; Velikovsky 2002), aun no se ha demostrado que este
tipo de metodologia pueda ser transferible a animales de campo. Una
desventaja observada en varios de estos trabajos es que no se logré obtener
altos niveles de inmunidad protectiva, probablemente debido a una baja
expresion del antigeno dentro de la célula eucariota o bien el silenciamiento
de su expresion después de un corto periodo de tiempo (Schurig 2002).

En definitiva,no existe en la actualidad una vacuna protectiva contra la
brucelosis, suficientemente segura como para ser utilizada en humanos. La
prevencion de la enfermedad depende principalmente de la erradicacion de la
misma en animales y una adecuada higiene alimenticia (Schurig 2002; Thakur
2002). Dado el potencial epidemiologico de Brucella spp. (la ausencia de
vacunas humanas y la eficiencia de contagio por particulas en aerosol), éste
patégeno se clasifica como un organismo de nivel 3 de bioseguridad y es
considerado como un potencial agente utilizable en armas bioldgicas
(Kaufmann 1997; Moreno 2002b). Por ello, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha definido al desarrollo de una vacuna humana contra la
brucelosis como una de las maximas prioridades actuales. Para lograrlo,
resulta fundamental tanto descubrir los mecanismos utilizados por este
patégeno durante el establecimiento de la infeccion, asi como identificar

moléculas 6 factores de virulencia implicados en dicho proceso.
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El antigeno de 18 kDa.

El requerimiento de nuevos marcadores serologicos de la brucelosis
llevd en el afio 1992 al grupo dirigido por el Dr. C. A. Fossati, a buscar
anticuerpos monoclonales (ACMO) que reconociesen componentes
citoplasmaticos de Brucella spp. (libres de lipopolisacaridos, LPS), para el
desarrollo de ensayos de diagnéstico por ELISA. Para obtenerlos realizaron
una fusion de bazo de ratén infectado con B. ovis con células del
plasmacitoma NSO. La fusion produjo diferentes hibridomas secretores de
ACMO anti-proteinas. Entre ellos, encontraron un ACMO (denominado Bl24)
que reconocia a una proteina cuyo peso molecular (PM) calculado mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) era de 18 kDa, y que
llamaron P18 (Goldbaum 1993). Este antigeno estaba presente en todas las
cepas de Brucella spp. analizadas, como por ejemplo, B.abortus, B. melitensis,
B. suis, B. canis 'y B. ovis (Goldbaum 1993). Un ELISA de captura utilizando al
anticuerpo BI24 mostré tener utilidad diagndstica, es decir, es capaz de
discriminar entre pacientes que poseian brucelosis activa e inactiva
(serolégicamente positivos pero sin infeccion activa). La purificacion del
antigeno P18 y la obtencién de su secuencia aminoacidica, permitié
determinar que dicha secuencia era idéntica a la traduccién de un gen clonado
posteriormente por Hemmen et al. (Hemmen 1995) y facilit6 el clonado del
mismo a partir del ADN cromosémico de B. abortus (Goldbaum 1998). Una vez
clonado el gen, se logré obtener la proteina recombinante en E. coli. Los
estudios de similitud de secuencia aminoacidica realizados posteriormente,
revelaron que P18 compartia una baja pero significativa homologia con la
enzima "lumazina sintetasa" de otros organismos (Goldbaum 1999). En
estudios iniciales de identificacion estructural de P18, se encontré que su PM
estimado a partir de una cromatografia de exclusion molecular era de 90 kDa
(Goldbaum 1999). ElI PM calculado de ese modo resultaba compatible con un
ordenamiento pentamérico de los mondmeros de 18 kDa. Este tipo de
estructura cuaternaria se encuentra en otras lumazinas sintetasas
provenientes de diferentes organismos. En el mismo trabajo se vio que P18
tenia una actividad de lumazina sintetasa reducida en comparacién con
enzimas provenientes de diferentes organismos. Sin embargo en estos
estudios enzimaticos preliminares no se logré comprender la causa de su baja

actividad catalitica.
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Biosintesis de riboflavina.

La vitamina B2 ¢ riboflavina (10, Figura 3) es el precursor de la flavina-
mononucleodtido (FMN) y de la flavina- adenina-dinucleétido (FAD), cofactores
esenciales para multiples y variadas enzimas redox involucradas en
numerosos procesos fisiolégicos (Massey 2000). Estos cofactores tienen un
rol central en el metabolismo aerdbico dado que poseen la capacidad de
catalizar la deshidrogenacién de dos electrones de numerosos sustratos y
también participar en la transferencia de un electron en varios centros
metalicos (gracias a su estado de semiquinona). Debido a eso,
frecuentemente forman parte de centros enzimaticos multirredox tales como
succinato y NADH deshidrogenada, citocromo P450 y 6xido nitrico sintetasa. A
las flavinas también se las vincula en el metabolismo anaerébico. Se sabe que
la deficiencia de FMN induce el incremento de los niveles del Citocromo bd,
una oxidasa terminal que se activa en condiciones microaerofilicas (Bogachev
1993; Way 1999). Ciertas flavoproteinas estan implicadas en procesos de
apoptosis celular y regulacion del ritmo circadiano (Massey 2000). A su vez,
se la vincula en varias reacciones dependientes de luz como fotosintesis,
reparacion del dafio del ADN y fototropismo en plantas (Massey 2000). La
vitamina es biosintetizada en plantas, hongos y bacterias, sin embargo los
organismos superiores deben adquirirla de su alimentacion ¢ a partir de la flora
intestinal. La ruta biosintética de la riboflavina fue muy estudiada y se detalla
en la Figura 3. De manera resumida, comienza con la hidrdlisis del fosfato y
del pirofosfato inorganico del GTP (1), catalizado por la enzima GTP-
ciclohidrolasa Il (paso ). El producto 2,5-diamino-6-ribosilamino-4(3H)-
pirimidinona 5’-fosfato (2), es convertido en 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidinadiona 5"-fosfato (5) via 2,5-diamino-6-ribitilamino-4(3H)-
pirimidinadiona 5°-fosfato (4) en arqueas y hongos o via 5-amino-6-ribosil
amino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona 5°-fosfato (3) en eubacterias y plantas
(Figura 3, pasos Il y Illl 6 IV y V). La 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidinadiona 5°-fosfato (5) es desfosforilada mediante un proceso aun
desconocido (Figura 1, paso VI). La pirimidina resultante, 5-amino-6-
ribitlamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona (RPD, 6) se transforma en 6,7-dimethil-
8-ribitilumazina (9) por condensacién con 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato
(But-F, 8), la cual se obtiene a partir de rearreglos (quimicos o estructurales)

de la ribulosa 5-fosfato (7).
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Finalmente ocurre una dismutacion del compuesto 9 obteniéndose la
riboflavina (10) y regenerando el compuesto 6. Segun la bibliografia, las
enzimas involucradas en la biosintesis de la riboflavina representan
potenciales blancos especificos de inhibidores de crecimiento bacteriano,
dado que no estan presentes en humanos o animales y en la mayoria de los
casos son esenciales para el patégeno (Massey 2000; Cushman 2005;

Morgunova 2005; Mack 2006). Esta teoria, junto con la necesidad de conocer
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Figura 3. Biosintesis de la riboflavina. Los sustratos/productos de la via son: GTP (1), 2,5-diamino-6-ribosilamino-4(3H)-
pirimidinona 5’-fosfato (2), 5-amino-6-ribosil amino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona 5°- fosfato (3), 2,5-diamino-6-ribitilamino-
4(3H)- pirimidinadiona 5°- fosfato (4), 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona 5°- fosfato (5), 5-amino-6-
ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona (RPD, 6), ribulosa 5-fosfato (7), 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato (But-F, 8), 6,7-
dimethil-8-ribitilumazina (9) y riboflavina (10). Las enzimas involucradas: (paso I) GTP-ciclohidrolasa II; (paso IlI) 2,5-
diamino-6-ribosilamino-4  (3H)-pirimidinona 5’-fosfato deaminasa; (paso Ill), 5-amino-6-ribosilamino-2,4 (1H,3H)-
pirimidinedione 5°-fosfato reductase; (paso V) 2,5-diamino-6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinone 5°-fosfato reductasa; (paso V),
2,5-diamino-6-ribitilamino-4 (3H)-pirimidinadiona 5’-fosfato deaminasa; (paso VI) hipotética fosfatasa; (paso VII) 3,4-
dihidroxi-2-butanona 4-fosfato sintetasa; (paso VIII) 6,7-dimethil-8-ribitlumazina sintetasa; (paso IX) riboflavina sintetasa;
(paso X) riboflavina quinasa; (paso Xl), FAD sintetasa.
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en detalle los mecanismos de sintesis de cofactores importantes, motivo el
estudio de las enzimas involucradas en esta ruta metabdlica con un abordaje

tanto enzimatico como estructural.

Muchos de estos trabajos se centraron en el estudio particular de las enzimas
que catalizan los ultimos dos pasos de esta ruta metabdlica: la 6,7-dimethil-8-
ribitlumazina sintetasa (LS 6 lumazina sintetasa, VIIl) y la riboflavina sintetasa
(RB, IX). Hasta el momento se conoce la estructura, obtenida por cristalografia
de rayos X, de nueve LS las cuales provienen de eubacterias (Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus y Aquifex
aeolicus), arqueas (Methanococcus jannaschii), hongos (Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Magnaporthe grisea) y plantas
(espinaca) (Ladenstein 1988; Goldbaum 1993; Ladenstein 1994; Mortl 1996;
Persson 1999; Meining 2000; Zhang 2001; Fischer 2002; Gerhardt 2002;
Haase 2003; Zhang 2003; Koch 2004; Morgunova 2005). Pese al gran
conocimiento general que se tiene hoy en dia de las LS y al descubrimiento de
inhibidores especificos para la misma, los resultados de la utilizacion de los
mismos en quimioterapias aun son controversiales. Sin embargo, los estudios
estructurales de las LS revelaron una caracteristica llamativa de esta enzima:

la divergencia estructural existente en los diversos organismos.

Divergencia estructural de las LS.

Las cadenas polipeptidicas de LS conocidas hasta el momento,
provenientes de distintos organismos, se pliegan presentando una estructura
terciaria altamente conservada a pesar de la relativamente baja homologia de
secuencia primaria existente entre las mismas (Figura 4). Sin embargo, la
disposicion espacial de los monémeros, o dicho de otra forma, la estructura
cuaternaria de las distintas LS presenta cierta diversidad (Figura 5). Los grupos
de trabajo encabezados por Bacher, A. , Ladenstein, R. y Fischer, M,
basandose en un analisis estructural, propusieron la existencia de dos clases de
LS: las LS icosahédricas y las LS pentaméricas (Figura 5). En ambos casos las

cadenas polipeptidicas que conforman dichas enzimas se disponen formando
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de diferentes LS y superposicion de los monémeros. A la
izquierda se muestra el alineamiento de ocho LS diferentes de estructura conocida. En rojo se sefialan los residuos que
forman parte del sitio activo. En magenta, la insercién presente en las LS que no son icosahédricas. Abajo se muestran los
elementos de estructura secundaria. A la derecha se muestra una representacién del plegamiento de cada uno de los
monomeros de LS superpuestos. M. tuberculosis (MbtLS) (rojo), S. pombe (rosa), S. cerevisiae (amarillo), B. abortus
(marrén), M. grisea (naranja), B. subtilis (violeta), A. aeolicus (cian), y Sp. oleracea (verde). Los elementos de estructura
secundaria fueron asignados respecto a MbtLS, la estructura e identificaciones acorde a la LS de B. subtilis. Figura
adaptada de (Morgunova 2005).
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Figura 5. Diferentes tipos de orden
cuaternario  encontrados en las
proteinas pertenecientes a la familia de
LS. (@) LS icosahédrica, (b) LS
petamérica. (Persson 1999)
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homopentameros con el sito catalitico comprendido invariablemente en la
interfaz de contacto entre sus mondémeros. Por ejemplo, la LS de B.subtilis es
una proteina de tipo icosahédrica (Figura 5a), en la que 12 homopentameros se
asocian formando una capside de simetria icosahédrica, en total 60 monémeros
constituyen la particula formando 60 sitios cataliticos. Dentro de la capside se
asocian tres subunidades de la enzima riboflavina sintetasa (Ladenstein 1988;
Ladenstein 1994; Ritsert 1995), conformando el complejo enzimatico LS/RB
sintetasa. Otras LS con estructura similar se encuentran en E. coli, A. aeolicus y
S. oleracea (Mortl 1996; Persson 1999; Zhang 2001), con la diferencia que en
ellas la asociacion entre LS y RB no esta presente. La segunda clase de LS, fue
encontrada en M. grisea, S. cerevisiae, S. pombe, (Persson 1999; Meining 2000;
Fischer 2002) y mas recientemente en M. tuberculosis (Morgunova 2005). Se
trata de particulas homopentaméricas equivalentes a las particulas que
conforman la cépside, soélo que éstas no se asocian en forma icosahédrica sino
que permanecen como pentameros aislados (Figura 5b). En el intento de
comprender las ventajas adaptativas de una u otra clase de LS, se propuso para
la LS icosahédrica proveniente de B.subtilis un mecanismos catalitico llamado
“channeling” de sustrato (Kis 1995a; Spivey 1999). En dicho trabajo, Kis et al.
postuld que el producto naciente de la LS es rapidamente utilizado por la RB
(que en esta bacteria forman el complejo LS/RB) aumentando la velocidad de la
reaccién, ya que se crea una concentracion local mayor de productos y
reactivos, y un microambiente que favorece la estabilizacién de los mismos. Por
consecuencia, este complejo favoreceria la actividad catalitica. Sin embargo, en
el trabajo de Kis et al. quedaron establecidas ciertas dudas sobre la validez de
tal mecanismo enzimatico; si bien fue demostrado para otras enzimas (como la
triptofano sintetasa, (Ovadi 1991)), la existencia del mismo en las LS de tipo

icosahédricas no fue probada hasta la fecha.

Por otro lado, desde hace tiempo se intenta encontrar cuales son los patrones
estructurales determinantes para la formacion de una u otra clase de LS, tema
que persiste aun en estudio y discusion (Mortl 1996; Persson 1999; Braden
2000; Meining 2000; Zhang 2001; Gerhardt 2002; Haase 2003).

Caracteristicas estructurales de P18.

En el trabajo realizado por Braden et al. (Braden 2000) se logré

cristalizar y obtener patrones de difraccion de P18 con una resolucion de 2,7 A.
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Figure 6.
monoémero de la LS tipo icosahédrica

(@) Superposicion del

de B. subtilis (verde) con la LS
pentamérica de S. cerevisiae enzyme
(azul). Notar la diferencia en el bucle
entre las hélices as y as (flecha)
(Meining 2000). (b) Superposiciéon del
monoémero de P18 (azul) con el de una
LS icosahédrica (violeta) o]
pentamérica (celeste). La flecha indica
la region no superponible. Notar que
P18 en dicha regiéon presenta una
hélice extendida.
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Este trabajo permitid caracterizar estructuralmente al pentamero y a las
interfases de contacto existentes entre los mondémeros y comparar la estructura
de P18 con una lumazina sintetasa ya caracterizada como la de B.subtilis. En
este estudio se encontraron varias caracteristicas sobresalientes de P18. En
primer lugar, se vio que P18 no formaba una particula icosahédrica como si lo
hacia la LS de B.subtilis. En este sentido los autores del trabajo propusieron la
las LS

icosahédricas, presente en una region cercana al C-terminal, comprendida entre

existencia de una secuencia altamente conservada en todas

las hélices a4 y a5 y compuesta por cinco residuos (GT(G)KAG). Estos residuos
estan involucrados en la estabilizacion de los contactos pentamero-pentamero
durante la formacién de la capside. Se propuso que aquellas proteinas que no
secuencia serian

contuviesen tal incapaces de formar una estructura

icosahédrica, permaneciendo los mondémeros de LS unidos en forma
pentamérica y sin un mayor grado de polimerizacion (como en el caso de las LS
pentaméricas). Sumado a esto, la LS pentamérica de S. cerevisiae, (Meining
2000), presentaba en la misma regiéon una insercion de 4 residuos, que
aportaban un bucle de mayor longitud entre las hélices a4 y a5 (Figura 6a),

dificultando la asociacion entre los pentameros.

La particularidad que se observd en P18 fue que si bien presentaba una
insercion en aquella regidon del monémero, ésta no formaba un bucle (como
ocurria en sus homodlogas pentaméricas) sino que los residuos que formaban
parte de dicha insercion contribuian al establecimiento de una hélice a4-a5
continua, o dicho de otro modo una hélice a4 extendida (Figura 6b). En la Figura
6b se puede observar que dicha region de P18 resulté ser no superponible con

la de una LS pentamérica 6 icosahédrica.

Por otro lado, se analiz6 la estructura terciaria de los sitios activos de P18
(Braden 2000). Se encontr6 que la proteina de B. abortus tenia altamente
conservado el sitio de union del sustrato RPD (compuesto 6), ya que este sitio
se superponia perfectamente bien con el de B.subtilis (Figura 7). Sin embargo,
P18 no tenia conservado el residuo His 88, el cual se encontraba presente en
todas las LS conocidas hasta ese momento. Se conocia que éste residuo
cumplia un rol catalitico importante, ya que actuaba como el aceptor de un
proton durante la remocion del fosfato de la But-F (segundo sustrato, compuesto
8). La Figura 7 muestra una comparacion entre el sitio catalitico de la LS de B.
subtilis y el presente en P18. Notablemente, en P18 la His 88 se encuentra

desplazada una posicion (His 89) y a su vez adquiriendo una orientacion
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Figura 7. Superposicion de
los sitios de union de los
sustratos de la LS. LS de B.
subtilis  (celeste) 'y P18
(amarillo). Notar la orientacion
de la His 89 en P18. En verde
se muestra al andlogo de
sustrato RPD:  (5-nitro-6-(D-
ribitilamino)-2,4(1H,3H)-
pirimidinediona, NRP). Los
residuos 112* y 113* estén
formando parte del monémero
vecino (Ritsert 1995).

» Introduccidon

diferente, inadecuada para tal funcién catalitica. En el trabajo descrito quedaron
planteadas las diferencias estructurales de P18 en comparacion con las LS tanto
icosahédricas como pentaméricas. Por otro lado, el impacto de estas
particularidades en la actividad biolégica de P18 no pudo ser elucidado, lo cual
abrié nuevos interrogantes que fueron esclarecidos a lo largo de mi trabajo de

tesis.

Inmunogenicidad de P18.

Varios trabajos demostraron que P18 es un inmunégeno potente
(Goldbaum 1999; Baldi 2000; Velikovsky 2000; Velikovsky 2002; Berguer
2006). Sueros de animales infectados con las distintas especies de Brucella
presentan una alta reactividad contra la proteina (Goldbaum 1993; Goldbaum
1999; Baldi 2000). La inmunizacién experimental (en modelo murino) con P18
recombinante produce una alta y perdurable respuesta inmune humoral, aun
cuando se inmuniza en ausencia de adyuvantes. La utilizacion de adyuvantes
puede modular al sistema inmune de manera de inducir una respuesta celular.
Por ejemplo, la utilizacion del adyuvante MPL/TDM resulta en una fuerte
respuesta celular antigeno especifica (Baldi 2000; Velikovsky 2000). También
fue ensayada la inmunizacion con ADN, utilizando un vector viral portador del
gen que codifica para P18. Los ratones inyectados desarrollaron una fuerte
respuesta humoral y celular especificas, y resultaron parcialmente protegidos
contra la infeccion experimental con B. abortus (Velikovsky 2002).
Recientemente se encontré que P18 es capaz de activar a células dendriticas
(CD), tanto en modelos de exposicion antigeno-célula in vitro como al
inmunizar a ratones con bajas dosis de la proteina recombinante (Berguer
2006). Las CD son ceélulas presentadoras de antigeno especializadas
fundamentales durante la iniciaciéon y regulacién de las respuesta inmune. La
activacion de CD mediada por P18, ocurre a través del receptor TLR4, el cual
se postulé que esta involucrado tanto en la respuesta inmune innata como en
la adaptativa (Berguer 2006). En este ultimo sentido, la via de sefalizacion en
la que los TLR4 estan involucrados deriva finalmente en la activacion,

expansion y diferenciacion de células T (Barton 2002; Underhill 2002).

Por otro lado varios trabajos sugieren la existencia de una relaciéon entre la
estructura de un antigeno y su inmunogenicidad (Dintzis 1976; Man 1989;
Bachmann 1999; St Clair 1999; Korematsu 2000; Nieba 2000; Fraser 2003). Los

estudios de Bachmann M. F., y Zinkernagel R. M., demostraron que la proteina
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Respuesta de capside viral purificada del virus de la estomatitis (VSV-G) puede ordenarse
humoral de tres maneras diferentes: 1) formando una envoltura viral hueca cuasi
: VP cristalina de aproximadamente 22 nm (VLPs); 2) micelas de estructura variable o

Miscelas ol 3) como mondmeros solubles (Figura 8) (Bachmann 1993; Bachmann 1995;

Proteina % Nieba 2000). Los autores demostraron que la repetitividad y ordenamiento de
so.;uﬂe - los epitopes es fundamental para determinar el grado de respuesta
Al ) inmunolégica: cuanto mayor es el grado de organizacion estructural y

P i repetitividad del epitope, mayor es la respuesta humoral inducida (Figura 8).

Organizacién molecular

Figura 8. Correlacion entre el
grado de repetitividad,
organizacion del antigeno y la
eficiencia de induccion de
respuesta B

VSV-G: Glicoproteina de Ia
envoltura del virus de estomatitis
vesicular (Nieba 2000).

Estos estudios conformaron la base para el desarrollo de vacunas acelulares
con proteinas de capside viral. Se ha postulado que el orden molecular y
repetitividad de un antigeno afecta su inmunogenicidad en al menos tres formas
relacionadas entre si. Primero, por la alta capacidad de estas estructuras de
promover el entrecruzamiento de receptores y la transduccién de sefales
mediada por los receptores de las células B (Bachmann 1995; Sulzer 1997).
Segundo, una proteina con estructura polimérica ordenada generalmente
implica una mayor estabilidad molecular del polimero y mayor tiempo de vida
media del antigeno. Esto probablemente aumente la eficacia de estimulacion de
los linfocitos B especificos. En tercer lugar, la capacidad de las particulas
poliméricas de inducir fuertes respuestas inmunoldgicas sugiere que éstas
pueden impactar células presentadoras de antigeno, particularmente a las CD a
través de sus receptores (como los TLR), los cuales reconocen patrones
estructurales definidos (Underhill 2002).

En este sentido las evidencias experimentales indican que la alta
inmunogenicidad de P18 estaria relacionada a su organizacion polimérica. Si
bien se demostré6 la capacidad de P18 de inducir una alta respuesta
inmunolégica (tanto humoral como celular) y que al menos parte de esta
respuesta se debe a que es capaz de activar a las CD, no se conoce aun de qué
manera cambios en la estabilidad global de la proteina modifican sus
propiedades inmunoldgicas. Dicho de otra manera, queda aun por explorar la

relacion estructura/estabilidad/inmunogenicidad de P18.

Utilizacidon de P18 como carrier inmunoldgico.

Los datos cristalograficos de P18 mostraron que los 10 residuos del extremo
amino terminal de cada cadena polipeptidica no presentan densidad electrénica

definida, indicando una alta flexibilidad en esta regién y sugiriendo que estos
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residuos no aportan contactos que contribuyan a la estabilizacion de Ila
estructura del estado nativo (Braden 2000; Meining 2000). Por otro lado, las
propiedades estructurales e inmunolégicas de P18 Ila convierten en una
herramienta util para su uso como carrier de péptidos foraneos, contra los
cuales se quiera obtener anticuerpos especificos. Dadas las caracteristicas de
su extremo amino terminal, éste seria un buen sitio para la insercién de los
mismos. Los trabajos realizados en el laboratorio en los ultimos afios
demostraron que es posible obtener proteinas quimeras, las cuales poseen el
extremo amino terminal reemplazado por algun péptido de interés, sin modificar
la estabilidad estructural de P18 (Laplagne 2004; Craig 2005). En estos
trabajos se demostr6 que P18 posee propiedades adyuvantes cuando un
antigeno foraneo, o bien un dominio proteico foraneo, es insertado en la porcion
amino terminal. La mezcla de los péptidos (o dominios proteicos) y P18 por

separado no producen dicho efecto.

Los estudios funcionales y estructurales presentados hasta aqui proporcionan
un conocimiento basico sobre P18. Sin embargo resta profundizar en algunos
aspectos importantes, tales como la estructura cuaternaria de P18, la
estabilidad conformacional de la molécula, las bases estructurales de su funcién
catalitica y la relaciéon estructura/inmunogenicidad. Estos conocimientos podran
ser aplicados al desarrollo de vacunas acelulares utilizando a P18 como
plataforma 6 carrier de inmundgenos, y en una posible utilizacién de P18 como

blanco terapéutico.
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Capitulo I:

“Caracterizacion estructural de una
proteina antigénica de Brucella

abortus”
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Capitulo I- Parte A

Parte A

“Estado nativo y mecanismo de

desplegamiento de P18”
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Objetivos - Capitulo I — Parte A

Los estudios estructurales preliminares de P18 determinaron que el PM de la
misma en soluciéon era de 90 kDa, compatible con una asociacion pentamérica
de sus monomeros. Estas determinaciones fueron realizadas utilizando
cromatografia de exclusiébn molecular, técnica que ocasionalmente puede
resultar inapropiada para tal propdsito. Sumado a ésto, los estudios
cristalogréficos descartaron la posibilidad de que P18 formarse una particula
icosahédrica, y a su vez revelaron ciertas caracteristicas estructurales de la
proteina que la convertian en una LS singular. Debido a que hasta ese momento
solamente se encontraban descriptas las LS de tipo icosahédrico o pentamérico,
se clasifico a P18 como una particula pentamérica. No obstante existian
numerosas razones por las que parecia necesario realizar un estudio estructural
mas detallado de la molécula: 1). P18 presentaba una hélice continua a4ab,
inexistente en las proteinas homdlogas. Esta regién conformaba un
determinante estructural de todas las LS, por lo que la diferencia encontrada en
P18 merecia ser estudiada. 2). P18 presentaba algunas variaciones importantes
en los sitios cataliticos, conservados en el resto de las LS. Por ejemplo no
poseia la His en la posicion 88 y existia una His en vez de arginina en la
posicion 127. Los resultados enzimaticos preliminares demostraron que P18
catalizaba la formacién de 6,7-dimethil-8-ribitilumazina de un modo
notablemente menos eficiente que lo reportado para otras LS. Sin embargo no
existian evidencias experimentales que relacionasen las particularidades de P18
con su actividad catalitica. 3). P18 es una proteina altamente inmunogénica. Su
estructura polimérica la convertia en un sistema modelo para el estudio de la
relacion entre estructura 6 estabilidad molecular e inmunogenicidad. 4). Dado
que era posible utilizar a P18 como portadora de péptidos foraneos en su
extremo amino terminal y de ese modo obtener una respuesta inmune
especifica contra dichos péptidos, ésta podria ser utilizada en la formulacién de

vacunas acelulares.

Por lo tanto, las particularidades inmunoldgicas y los interrogantes estructurales
y funcionales suscitados, resaltaban la importancia de ampliar los
conocimientos generales sobre P18. La primera parte de mi tesis consistié en la

caracterizacion de P18 desde un enfoque principalmente biofisico.
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Objetivos - Capitulo I — Parte A

Los objetivos puntuales de esta parte de la tesis son:

e Determinar el estado de polimerizacion de P18. Para ello se
utilizaran diversas técnicas espectroscépicas (por ejemplo Static Light
Scattering, Dicroismo circular, Fluorescencia intrinseca), y se realizara

una reevaluacion de la estructura cristalografica de la misma.

e Estudiar la estabilidad conformacional de P18. En este sentido, se
quiere determinar el mecanismo termodinamico de desplegamiento de
P18. En este estudio se intentara desplegar a la proteina mediante
diferentes agentes desnaturalizantes, caracterizar intermediarios de
plegamiento y medir los parametros termodinamicos asociados a dicho
fendmeno. A su vez nos proponemos realizar un estudio sobre la

estabilidad térmica de P18.

e Desarrollar un método para la obtencién de quimeras de P18
portadoras de péptidos foraneos. Se tomara como base el
mecanismo de desplegamiento de P18 para desarrollar una estrategia

racional para la obtencién de este tipo de moléculas.
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Figura 9. Purificacion de P18.
(a) SDS-PAGE al 15% en el que
se sembraron las fracciones
correspondientes a los cuerpos de
inclusion (calle 2), citoplasma
(calle 32) o fraccion soluble del
replegado de los cuerpos de
inclusion (calle 4), todas
provenientes de un ensayo de
sobreexpresion de P18. (b) SDS-
PAGE en el que se corrieron
muestras de los diferentes pasos
de purificacion de P18, realizada a
partir de los cuerpos de inclusion
replegados. Pico mayoritario de
una corrida de mono-Q eluido al
30% de buffer B (calle 6). Esta
muestra fue posteriormente
inyectada en una columna S-200
(tamiz molecular) en la cual se
colectd el pico proteico mayoritario
(calle 7). Las calles 1y 5 de los
geles corresponden a los
marcadores de peso molecular.
Notar que P18 corrié entre los
marcadores de 14 y 20 kDa,
compatible con el PM de un
monodmero de P18 (18 kDa).

Resultados - Capitulo I — Parte A

Obtencion de P18y caracteristicas del estado nativo.

Inicialmente se realizé la puesta a punto de la expresion y purificacion de P18.
Brevemente, se utilizé un plasmido pET11a-P18, el cual poseia el gen que
codifica para la proteina P18, previamente clonado a partir del genoma de
Brucella abortus (Goldbaum 1998). Este vector fue utilizado para transformar
células E. coli competentes. Se trabajo con dos tiempos diferentes de
induccion de las células transformadas. A tiempos cortos (4 h), se logré una
mejor sobreexpresion de la proteina en el citoplasma bacteriano, mientras que
tiempos largos de induccién aumentaron la proporcion de P18 en los cuerpos
de inclusion (Cl) de la bacteria (Figura 9a). ElI material proteico obtenido a
partir de los Cl fue solubilizado con 8M urea durante 48 h, luego sometido a
una dialisis y centrifugado a fin de remover agregados insolubles.
Posteriormente la muestra (proveniente del citoplasma 6 de los CI) fue
sometida a dos pasos de purificacion (Figura 9b): primero un intercambio
idnico (mono-Q) y luego un tamiz molecular (S-200). Finalmente se obtuvo a
P18 recombinante altamente purificada con un rendimiento aproximado de 45
mg por litro de cultivo. P18 posee un residuo de cisteina en el extremo amino
terminal (C7) el cual, como se nombré en la Introduccién, permanece
expuesto al solvente. A causa de esto, la muestra proteica tiende a agregar
(por la formaciéon de mudltiples puentes disulfuro), lo cual se revierte con el
afadido de algun agente reductor (como por ejemplo, 1 mM DTT). Para evitar
conservar a la muestra proteica en presencia de reductor, una vez concluida la
purificacion de P18, se tratd con lodoacetamida a la proteina, bloqueando de
esta manera su cisteina terminal. Caso contrario se trabaj6 con el agregado de
1 mM DTT.

El conocimiento del PM de una proteina o complejo proteico en solucion
representa en muchos casos un paso elemental para el entendimiento de su
funcién bioldgica. Muchos trabajos en la literatura basan la determinacion del
peso molecular de una proteina segun la medicion de su volumen de elucién
utilizando una columna de exclusién molecular (SEC) y un detector de
absorbancia-UV acoplado (Wen 1996). Sin embargo esta técnica presenta
algunas desventajas: una de ellas es que el volumen de elucién de una
muestra no soélo depende del PM de la misma sino que también de su forma;
otra es que algunas proteinas pueden tener una tendencia a interactuar con la
matriz de la columna. Esto hace que en muchos casos la determinacion del

PM de una proteina basado solamente en esta técnica sea incorrecto (Wen
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Figura 10. Determinacién de
PM de P18. Corrida de una
muestra de P18 purificada (200
Mg) por una columna SEC (S-
200) en buffer 50 mM fosfato,
1mM DTT, pH 7,0, acoplada en
serie a los detectores de
SLS/IR/UV. Se grafico la sefal
de SLS en funcién del volumen
de elucién.

1996). Por otro lado, las técnicas de Light scattering (dispersion de luz) han
sido ampliamente aplicadas en el estudio de la masa, forma y agregacién de
proteinas en solucidon (Velev 1998; Banachowicz 2006). Una de éstas se
conoce como “Static Light Scatterig” (SLS) e involucra la medicion de la
intensidad de luz dispersada como funcién de la concentracién de particulas
dispersantes (Banachowicz 2006). Generalmente esta técnica se aplica en
condiciones de equilibrio para la determinacion de la masa y tamafio de
proteinas, o se la utiliza comiunmente en el estudio de interacciones
intermoleculares en funcion por ejemplo de la fuerza idnica (Velev 1998). Esto
ultimo facilita el hallazgo de las condiciones 6ptimas de cristalizacion (Wilson
2003). Una manera factible, precisa y confiable de determinar el PM de una
proteina en solucidon es la combinaciéon de SEC con una detector de
absorbancia UV, indice de refraccién y SLS (SEC-SLS/IR/UV) (Wen 1996).
Esta metodologia permite estimar el PM de la proteina independientemente de
su volumen de elucion pero conserva la ventaja de separar la muestra de
interés de los posibles contaminantes o agregados.

Teniendo esto en cuenta, una muestra purificada de P18 fue sometida a una
cromatografia de exclusion  molecular utilizando una columna (S-200),
acoplada a detectores de SLS/IR/UV dispuestos en serie. Como se puede ver
en la Figura 10, P18 eluyd como unico pico cuyo PM resulté ser 180 kDa.
Este valor corresponde a diez veces el PM de un mondmero, sugiriendo que
los mismos permanecen asociados en solucion, conformando una particula
decamérica. El radio hidrodinamico calculado de P18 fue de 4,5 nm (45A),
consistente con el radio de una particula globular decamérica. EI PM de P18
obtenido mediante esta técnica resulté inesperadamente mayor al reportado
anteriormente mediante el uso de SEC bajo las mismas condiciones
experimentales. No obstante, la utilizacién de SLS para la determinacion del
PM de una particula en solucién esta ampliamente aceptado en la literatura y
en este caso no parecia ser un error metodolégico. Este resultado
posteriormente fue corroborado por difraccion de Rayos-X.

Continuando con la caracterizacion del estado nativo de P18, se realizaron
determinaciones de la fluorescencia intrinseca de la proteina y de su actividad
Optica. El fluoréforo natural mas sensible de una proteina es el triptofano,
seguido de la tirosina y por ultimo la fenilalanina (Lakowicz 1999; Lakowicz
2002; Buchner 2005). Cada monémero de P18 posee un solo residuo de

triptofano (el de la posicion 22), 7 tirosinas y 10 fenilalaninas.
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Figura 11. Absorbancia de
P18. Espectro de absorbancia
UV de una muestra purificada
de P18.

Figura 12. Espectro de emision
de fluorescencia intrinseca de
P18. Una muestra de P18 (10 uM
de mondémeros) en buffer 50 mM
fosfato, 1mM DTT, pH 7,0 fue
excitada a 280 nm 6 295 nm y se
midié su emision de fluorescencia
entre 300 y 410 nm.

La absorbancia maxima de la proteina reside en la regién aromatica del
espectro (entre 250 y 295 nm; con un maximo a 280 nm) (Figura 11). Es por ello
que se emplearon en los ensayos de fluorescencia intrinseca las longitudes de
onda de excitacién de 280nm, u ocasionalmente de 295 nm cuando resultaba
preciso excitar especificamente al triptofano. Como se puede observar en la
Figura 12, el espectro de emision de fluorescencia de P18 presenté un maximo
de emisioén a los 358 nm, independientemente de la luz de excitacion (280 nm 6
295 nm). Segun este resultado, la predominancia de la luz emitida es debida al
triptofano y no a las tirosinas que también absorben luz a los 280 nm pero
practicamente no lo hacen a longitudes de onda mayores de 290 nm (Schmid
1997; Lakowicz 1999). Generalmente en proteinas nativas que poseen los dos
tipos de fluoréforos, el espectro de emisién de fluorescencia intrinseca esta
dominada por el triptofano, siendo la emision de las tirosinas apenas detectable
(Eftink 1995; Schmid 1997; Lakowicz 1999). Este efecto es debido a que la
absorbancia y rendimiento cuantico del triptofano es mayor que el de la tirosina
y a que en proteina nativas pueden ocurrir procesos de transferencia de energia
desde las tirosinas a los triptofanos (Eftink 1995; Schmid 1997). Por otra parte,
es sabido que el valor maximo de emision del triptofano, si el mismo esta
presente en un ambiente no polar como lo es dentro del nucleo proteico (ocultos
al solvente), se ubica cercano a los 340 nm (Teale 1960; Schmid 1997). Sin
embargo, tal como se observd en la Figura 12, el maximo de emisiéon de

fluorescencia intrinseca de P18 se presentd en longitudes de onda mayores
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Resultados - Capitulo I — Parte A

(corrimiento hacia el rojo). Este fendmeno indica que el triptofano 22 presenta un
alto grado de exposicion al solvente cuando la proteina se encuentra en su
estado nativo; resultado coincidente con la posicion del residuo en la estructura
cristalina de la proteina. Existen ejemplos en la literatura de proteinas con un
comportamiento similar, las cuales también presentaban un triptofano expuesto

al solvente en la estructura nativa (Kundu 1999; Dubey 2003; Duy 2006).

La estructura nativa de P18 en solucion también fue estudiada mediante la
técnica de dicroismo circular (DC). El dicroismo circular es una medida de la
actividad optica de moléculas asimétricas en solucion y refleja la diferente
absorcién de la luz circularmente polarizada hacia la izquierda o la derecha
(Fasman 1996). Las sefales espectrales de DC de una proteina entre las
longitudes de onda de 180 y 300 nm estan compuestas por la contribucion de
los elementos de estructura secundarias y los aminoacidos individuales. La
region de DC UV-lejano (180-250 nm) esta dominada principalmente por la
absorbancia de la uniones peptidicas y sensa cambios en la estructura
secundaria. La region de DC UV-cercano (250-300 nm) esta dominada por la

contribucién de los amino acidos aromaticos y sensa la asimetria del entorno del
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Figura 13. Espectros de dicroismo circular de P18. (a) Espectro CD UV-lejano de una muestra de P18 (10 uM de
monomero) en buffer 50 mM fosfato, 1mM DTT, pH 7,0. Se grafico la elipticidad molar de la proteina en funcion de la
longitud de onda. (b) Espectro CD UV-cercano de P18 (200 yM de mondmero = 3,6 mg/ml) en buffer 50 mM fosfato,

1mM DTT, pH 7,0.
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residuo (Eftink 1995; Schmid 1997). La Figura 13a muestra el espectro de DC-
UV lejano de P18 el cual mostré dos bandas negativas predominantes (a 222 y
208 nm) y otra positiva (entre190-195 nm). Este tipo de espectro es
caracteristico de proteinas correctamente plegadas con una estructura o, como
lo es P18 (Figura 4 y 6), en el cual la contribucion al espectro de las o hélices
es predominante (Venyaminov 1996). La Figura 13b, muestra un espectro de
DC-UV cercano de P18, como se puede apreciar la proteina no presenté una
sefial importante, pese a haber realizado la mediciéon con una concentracién de
la muestra de 10 a 50 veces mayor que la utilizada para el DC-UV lejano. Se
sabe que la sefial y magnitud de los residuos aromaticos no pueden ser
calculadas dado que dependen de la estructura cercana y del entorno
electrénico de los croméforos asimétricos (Buchner 2005). Por lo tanto, el
resultado obtenido puede deberse a varias causas, principalmente a que el
triptofano no se encuentra en un entorno asimétrico en la estructura nativa de
P18, semejante a lo observado por emisién de fluorescencia intrinseca. Otras
causas pueden ser: la baja absorbancia de las tirosinas, un efecto de anulacién
de sus sefales (en el caso que algunas contribuyan positivamente y ofras
negativamente), que las mismas no se encuentren en un entorno asimétrico, o

bien a la combinacion de todas estas posibilidades.

El tipo de asociacion de mondémeros de P18 sugerida por el resultado de
SLS/IR/UV no tenia precedentes dentro de la familia de las lumazina sintetasas.
Por lo tanto resultaba importante profundizar en la caracterizacion estructural de
esta proteina. La caracterizacion estructural de una proteina implica entre otras
cosas, tener conocimiento sobre la ruta de plegamiento de la molécula,
identificar posibles intermediarios y conocer la estabilidad termodinamica de la
misma. A su vez la estabilidad de una proteina es funcién de variables externas
como el pH, temperatura, fuerza iénica y composicién del solvente, dado que
éstas alteran diferentes tipos de uniones que pueden ser responsables de la
estabilidad intrinseca de la molécula. Por lo tanto para conocer las fuerzas
responsables de la estabilidad conformacional de una proteina es necesario
realizar un analisis cuantitativo del rol de estas variables en la formacion de su
estructura. Una metodologia para dichos estudios consiste en el monitoreo de
los cambios conformacionales debidos a la perturbacion de la molécula proteica
por diferentes agentes. En este trabajo se evalué la estabilidad conformacional
termodinamica de P18 frente a urea, cloruro de guanidinio y pH, asi como su

termoestabilidad. Los efectos de los diferentes agentes desnaturalizantes sobre
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P18 fueron estimados utilizando variadas técnicas de estudio conformacional de
proteinas: fluorescencia intrinseca del triptofano (FT), dicroismo circular y Static
Light Scattering. Por otro lado se reanalizé la estructura cristalina ya descripta y

se llevaron a cabo en el laboratorio nuevos experimentos cristalograficos.

Estabilidad termodinamica de P18.

). Urea

En primer lugar, y con el fin de estudiar el efecto de la urea en la estructura
cuaternaria de la proteina, se realizaron determinaciones de SLS/IR/UV de P18
incubada en diferentes concentraciones del agente desnaturalizante. Todas las
mediciones se realizaron luego de un periodo de incubacion de las muestras (2
h) en las diferentes condiciones de buffer, de manera de asegurar condiciones
de equilibrio. Para este tipo de mediciones se utilizé una columna G-25 acoplada
a los diferentes detectores. Estas columnas, a diferencia de la S-200, no
permiten una separacion por tamano de las moléculas, por lo tanto en los
experimentos se evalué el cambio del PM promedio de la muestra. En este caso
resultaba ventajosa la utilizacion de éste tipo de columna dado que permitia
realizar un mayor numero de mediciones en tiempos mas cortos. En la Figura
14a se ve que el PM promedio de la muestra permanecié constante
independientemente de la concentracion de urea ensayada y el mismo equivalio
al PM de una particula decamérica. Este resultado indica que P18 no sufre un
cambio en su estructura cuaternaria general debido a la urea. Dicho de otro
modo, la estructura cuaternaria de P18 es altamente estable a juzgar por el
efecto que en ella tiene la urea. Posteriormente, se evalud el efecto de la urea
sobre la estructura terciaria y secundaria de P18, para lo cual, se midi6 la
fluorescencia intrinseca de la proteina y su sefial de DC al ser incubada con

concentraciones crecientes del desnaturalizante.

Es de esperar que cuando una proteina se despliega, sus residuos aromaticos
pasen a estar mas expuestos al solvente de los que se encontraban en el
estado nativo. Estos cambios conformacionales generalmente son los
responsables de importantes modificaciones en la emision de fluorescencia de
una proteina (Schmid 1997). Tanto la intensidad de fluorescencia como la
posicién del maximo de intensidad de un triptofano pueden variar durante el
desplegamiento de una proteina (Schmid 1997). Por lo tanto es necesario

evaluar ambos parametros al analizar el efecto de un desnaturalizante sobre la
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estructura de una proteina. La Figura 14b muestra los espectros de FT
obtenidos para P18, los cuales fueron analizados segun se detalla en materiales
y métodos, obteniendo el grafico de la Figura 14c. Segun los resultados, la
intensidad de fluorescencia, asi como el centro de masa permanecieron
practicamente constantes en todas las concentraciones de urea ensayadas.
Como se mostré anteriormente, la proteina nativa presentd una sefal de
fluorescencia intrinseca caracteristica de un triptofano expuesto. Por lo tanto, a
partir de este resultado no se puede discriminar si la urea no produjo
importantes cambios en el entorno del triptofano o bien si el triptofano 22 es
incapaz de sensar dichos cambios debido a su ubicacion espacial dentro de la

proteina.

Por ultimo se analizé el estado de la estructura secundaria de P18 en presencia
de urea. La Figura 14d muestra los espectros de DC obtenidos de la proteina
nativa o incubada con 8 M urea (en el detalle se grafican algunos de los
espectros tomados). Se puede notar que el contenido de estructura secundaria
de P18 en presencia de 8 M urea es idéntico al existente en la proteina nativa
(buffer fosfato, pH 7). A partir de estos resultados, se puede concluir que P18
es una proteina resistente al desplegamiento inducido por urea, conservando
estable su estructura cuaternaria y secundaria aun en presencia de altas
concentraciones de tal desnaturalizante. El grado de compactacion de la
proteina o su estructura terciaria no parecié afectada por el agregado de urea,
esto es cierto siempre y cuando consideremos que el triptofano refleja toda

perturbacion producida por el agente desnaturalizante en la molécula.
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Figura 14. Efecto de la urea en la estructura de P18. (a) Efecto de la urea en el grado de polimerizacion de
P18. Muestras de proteina (50 pg) en buffer 50 mM fosfato, 1mM DTT, pH 7,0 fueron incubadas con
concentraciones crecientes de urea. Luego de 2 h de incubacién fueron corridas por una columna G-25
preequilibrada en el mismo buffer en el que se encontraba la proteina y acoplada a los detectores de
SLS/IR/UV. Todos los PM fueron determinados por triplicado y segun se explicd en materiales y métodos. Se
utilizé una muestra de BSA como proteina control. (b) Efecto de la urea en la estructura terciaria de P18.
Muestras de proteina (10 uM de monémero) en buffer 50 mM fosfato, 1mM DTT, pH 7,0 fueron incubadas con
concentraciones crecientes de urea. Luego de 2h. de incubacion se excité a las muestras (280 o 295 nm) y se
midieron los espectro de emision de las mismas (de 300 a 400 nm). La misma curva se repitié con diferentes
concentraciones de proteina. (¢) Centro de masa (CM) e intensidad de fluorescencia de P18 en funcién de la
concentracién de urea, calculadas a partir de los espectros de emision. EI CM se calculo mediante la ecuacion
2 (ver materiales y métodos). (d) Efecto de la urea en la estructura secundaria de P18. Las muestras de P18
preparadas de la misma manera que para el ensayo de fluorescencia, fueron monitoreadas por CD UV-lejano.
Se muestran espectros de la proteina nativa y de la incubada con 8M urea. En el detalle se muestran
espectros de DC de las muestras de P18 incubadas en las diferentes concentraciones de urea. En todos los
casos se trabajo con una solucién madre de urea fresca, la cual fue preparada en el mismo buffer de la
muestra proteica.
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Efecto del

II). Cloruro de guanidinio (GdnHCI).

De un modo similar a los ensayos realizados con urea, se midié el efecto del
GdnHCI en la estructura cuaternaria (PM) de P18. Para ello se acoplé una
columna G-25 a los detectores de SLS/IR/UV y se calculdé el PM promedio de
las muestras eluidas, previamente incubadas y equilibradas con
concentraciones crecientes de GdnHCI. Como se observa en la Figura 15, la
variacion del PM de P18 en funcion del agregado de GdnHCI siguié un
comportamiento bifasico, sugiriendo la presencia de un intermediario de
plegamiento. Una de las transiciones observadas tuvo lugar entre 1,5M -2 M y
la otra entre 2,3M - 3M de GdnHCI (sefialadas con una flecha sobre la Figura
15). En la primera transicion, ocurrié una disminucion cooperativa de la sefial de
intensidad de SLS, equivalente a una reduccion del PM de la proteina a la mitad
del valor obtenido en condiciones nativas, esto es de 180 kDa a 90 kDa. Este
fendmeno fue interpretado como una disociacion de la estructura nativa
decameérica (180 kDa), en pentameros de un PM correspondiente a la mitad del
valor (90 kDa). Este resultado, nos aportd una informacidon complementaria
importante sobre la estructura de P18: El arreglo decamérico de la proteina se
debe a la unidon de dos particulas pentaméricas, capaces de disociarse en
concentraciones intermedias de GdnHCI. En la segunda transicién (2,3M - 3M),

se evidencié una reduccion de 5 veces la sefial de SLS, equivalente a un

guanidinio en el grado de polimerizacion
de P18. Muestras de P18 (50 ug) en buffer
50 mM fosfato, 1mM DTT, pH 7,0 fueron
incubadas con concentraciones crecientes
de cloruro de guanidinio. Luego de 2 h. de
incubaciéon fueron corridas por una
columna G-25 preequilibrada en el mismo
buffer en el que se encontraba la proteina y
acoplada a los detectores de SLS/IR/UV.
Todos los PM fueron determinados al
menos por triplicado. Se trabajé con una
solucion madre fresca de cloruro de
guanidinio la cual fue preparada en buffer
50 mM fosfato, 1mM DTT, pH 7,0.
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Figura 16. Obtencion del
intermediario pentamérico de
P18. Se incubo a 50 ug de P18
(en buffer 50 mM fosfato, 1mM
DTT, pH 7,0) con 2,3 o 3M cloruro
de guanidinio (preparado en el
mismo buffer) y se inyecté a cada
muestra en la columna S-200
previamente estabilizada en el
buffer correspondiente (OM, 2,3M
o0 3M Cloruro de guanidinio). Se
determiné el PM del pico eluido y
se grafico la sefial de SLS en
funcion del volumen de elucién
para cada condicion de
incubacion.
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cambio del PM de 90 a 18 kDa. Este equilibrio fue interpretado como la
disociacion del pentamero (90 kDa) en sus 5 mondmeros constituyentes (18
kDa).

Como se aclaré anteriormente, la utilizacion de una columna G-25 acoplada al
detector de SLS/IR/UV solamente permite determinar el promedio del PM de
todas las especies coexistentes en una determinada muestra. A partir de estos
datos no es posible discriminar si en una determinada condiciéon de
desnaturalizante existe un equilibrio entre moléculas de variados PM o bien una
poblacion de moléculas homogéneas. Por lo tanto, resultaba interesante aislar
las especies existentes antes y después de cada una de las transiciones y
calcular el PM de las mismas. Para ello, se acoplé a los detectores SLS/IR/UV
una columna S-200 preequilibrada (al igual que la muestra proteica que se
sembrd) con diferentes buffers de interés: 50 mM buffer fosfato (para la
condicion nativa); 2,3M GdnHCI 6 3M GdnHCI. Como muestra la Figura 16, en
cada condicion eluyé de la columna un unico pico cuyo PM resulté ser: 180
kDa, 90 kDa 6 18 kDa respectivamente. Estos ensayos indicaron que
concentraciones intermedias de GdnHCI (2,3M) estabilizan a un intermediario
pentamérico, por ello en dicha condicién existe una predominancia de una sola
poblacion de 90 kDa. Sumado a esto, nos permitié pensar a P18 en solucién
como una particula decamérica, mejor descripta como un dimero de
pentameros. Cabe aclarar que la informacién que aportd la técnica de
SLS/IR/UV por si sola, no nos permitié inferir sobre el estado conformacional del
intermediario de 90 kDa o sobre la conformacion de la particula de 18 kDa. Es

decir si conservan o no cierta estructura terciaria y/o secundaria .

Con la intencion de evaluar el efecto del GdnHCI sobre la estructura terciaria y
secundaria de P18, se incubaron las muestras proteicas con buffers de
concentraciones crecientes del desnaturalizante y se midieron los cambios
producidos en la fluorescencia intrinseca o en la sefial de DC. La Figura 17a
muestra como ejemplo los espectros obtenidos de FT. Se pudo lograr una
mejor interpretacion de los datos al graficar la evolucion del centro de masa en
funcién de la concentraciéon de GdnHCI (Figura 17b) o bien el porcentaje de
intensidad de fluorescencia a una longitud de onda fija (Figura 17c). El primer
fendmeno que surge de observar la curva, es que fue posible obtener un cambio
en la sefal de FT en funcion del agregado de GdnHCI no obstante P18 en
estado nativo presenta un triptofano bastante expuesto al solvente. Por otra

parte, como se puede apreciar, esta curva mostré una sola transiciéon que tiene
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lugar en un rango de concentraciones entre 2,3 My 3 M de desnaturalizante.
En este equilibrio la proteina perdié mas del 60% de su emisién de fluorescencia
total, indicando que ocurri6 una importante modificacién en el entorno del
triptofano, propio de un desplegamiento de la cadena polipeptidica. Es
importante resaltar que en este mismo rango de concentraciones de GdnHClI,
(entre 2,3 y 3 M) se determiné mediante SLS/IR/UV que la proteina sufrié un
cambio de un estado pentamérico a otro monomérico (Figura 15, segunda
transicion). Adicionalmente, el resultado de FT sugiere que durante dicha

transicion existe un fenédmeno de desplegamiento de P18.

Llamativamente, al desplegarse P18 la intensidad maxima de emisién de
fluorescencia sufrié un corrimiento hacia longitudes de onda menores (de 358
nm a 353 nm). Este fendmeno no coincide con lo reportado en la literatura para
la mayoria de las proteinas durante el desplegamiento de sus cadenas
polipeptidicas. Estda comprobado que al excitar a un triptofano presente en un
entorno no polar, el mismo emite fluorescencia en una longitud de onda cercana
a los 320 nm (grupo indol en ciclohexano). Por el contrario, cuando se excita a
un triptofano expuesto a un solvente polar, éste emite a mayores longitudes de
onda (350-360 nm). Por esto se espera que durante el desplegamiento de una
proteina ocurra un corrimiento del maximo de emisién de fluorescencia
intrinseca de 320 nm a 360 nm (Schmid 1997). Esto es valido para proteinas
que en estado nativo presenten un triptofano oculto al solvente, pero es lo
contrario de lo observado para P18. Por lo tanto, el corrimiento anémalo de la
emision de fluorescencia durante el desplegamiento de P18 esta relacionado
con el entorno del triptofano en uno u otro estado. Aparentemente, cuando la
proteina se encuentra plegada, su triptofano presenta mayor accesibilidad al
solvente y un menor micro ambiente no polar que el existente cuando la
proteina se encuentra desplegada. Existen algunos trabajos en la bibliografia
en los que también se observé un corrimiento andémalo del maximo de emisién
de fluorescencia intrinseca de una proteina; en estos trabajos se demostré que
eran debidos a una causa similar a la postulada por nosotros (Dubey 2003; Duy
2006).

33



Resultados - Capitulo I — Parte A

Es oportuno aclarar que si bien sélo se observé una Unica transicion en la sefal

de FT durante el desplegamiento de P18, no se puede descartar la posibilidad

de que existan intermediarios los cuales no fueron detectados por esta técnica.

Esto es debido a la posiciéon del unico

triptofano de P18, el cual no

necesariamente refleje toda perturbacion ocurrida en la estructura terciaria de la

molécula proteica durante su desplegamiento.
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Figura 17. Efecto del cloruro de guanidinio en la FT
de P18. (a) Espectros de FT de muestras proteicas (10
puM de mondmero) incubadas con concentraciones
crecientes de cloruro de guanidinio (de OM a 6 M). Las
muestras fueron equilibradas durante 2 h a temperatura
ambiente y posteriormente se midié la emision de
fluorescencia (de 300 a 400 nm) al excitar a las
muestras a 295 nm (6 280 nm). La solucion madre de
cloruro de guanidinio (7 M) se realizé en el mismo buffer
en que se encintraban las muestras (50 mM fosfato, pH
7,0, 1 mM DTT). (b) Centro de masa de la curva de
desnaturalizacion de P18. Para el calculo del CM se
utilizé la ecuaciéon 2 (ver materiales y métodos). (c)
Porcentaje de FT (a 358 nm) en funcién del agregado de
cloruro de guanidinio.
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Figura 18. Efecto del GdnHCI en la estructura secundaria de P18. (a) Espectros de DC UV-lejano de muestras proteicas ( 10 uM de
mondmero) incubadas con concentraciones crecientes de GdnHCI (de OM a 6 M). Las muestras fueron equilibradas durante 2 h a
temperatura ambiente y posteriormente se midié el espectro de DC (de 260 a 200 nm). La solucion madre de GdnHCI (7 M) se realiz6 en
el mismo buffer en que se encontraban las muestras (560 mM fosfato, pH 7,0, 1 mM DTT). (b) Porcentaje de DC a 222 nm en funcién del
agregado de GdnHCI.
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Para completar el estudio conformacional de P18, fue necesario analizar el
efecto del GdnHCI en su estructura secundaria. En la Figura 18a se puede
apreciar la pérdida de sefal de DC al preincubar y equilibrar a P18 con
concentraciones crecientes de GdnHCI. En la Figura 18b se grafico el
porcentaje de cambio de elipticidad molar a 222 nm en funcién de la
concentracion del desnaturalizante. Se puede observar que el GAnHCI provocé
una pérdida cooperativa de la estructura secundaria de P18. En presencia de
altas concentraciones del agente desnaturalizante, la pérdida de estructura
secundaria fue practicamente total (mayor al 80%). Al igual que lo observado
mediante FT, el cambio cooperativo tuvo lugar en un rango de concentraciones
de GdnHCI entre 2,3 My 3 M. Segun los datos obtenidos por S-200-SLS/IR/UV,
al comienzo de ésta transicion (2,3M) el PM de P18 correspondia al de una
particula pentamérica y hacia el final de la misma (3M de GdnHCI) al de una
monomeérica. Sumado a esto, los datos de DC indicaron que a 2,3 M de GdnHCI
la proteina conservé totalmente su contenido de estructura secundaria mientras
que a 3M de GdnHCI la misma perdi6 mas del 80%. Asociando los datos, se
deduce que el estado conformacional de P18 previo a la transicién observada
por FT o DC (2,3M GdnHCI) es el de un pentamero plegado (intermediario de
90 kDa) mientras que al final de la transicion (3M GdnHCI) el estado

conformacional de P18 es monomérico y desplegado.
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Figura 19. Esquema de
disociacion y desplegamiento de
P18 inducido por GdnHCI. D=
decamero, P= pentamero, M=
mondmero.

Figura 20. Superposicion
de las curvas de
desplegamiento de P18
inducido por cloruro de
guanidinio y monitoreada
por SLS/IR/UV, FT y DC.
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Superponiendo las curvas de SLS/IR/UV, FT y DC se logré comprender en
conjunto el mecanismo de desnaturalizaciéon de P18 inducido por GdnHCI
(Figuras 19 y 20): La proteina en estado nativo es decamérica y puede ser
disociada en sus constituyentes pentaméricos, al ser incubada con
concentraciones intermedias del desnaturalizante. Dado que durante este
equilibrio las sefiales de FT o DC permanecieron constantes en el rango de
concentraciones de 1 a 2,3M GdnHCI, se deduce que el pentamero disociado
permanecié plegado sin pérdida de estructura secundaria (con respecto a su
estructura terciaria vale la aclaracion realizada anteriormente). A mayores
concentraciones de GdnHCI (entre 2,3 y 3M) ocurre una disociacién de los
pentdmeros y desplegamiento de los mondmeros. La coincidencia de las
sefiales de SLS/IR/UV, FT y DC indican que estos dos eventos ocurren de
manera concertada, sin encontrarse evidencias de la existencia de un

intermediario monomeérico plegado o de algun otro tipo de intermediario durante

tal equilibrio.
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Estabilidad termodinamica de P18 medida por desnaturalizacion quimica.

Las dos transiciones descriptas para la disociacion y desplegamiento de P18
inducida por cloruro de guanidinio resultaron ser reversibles. Esto se comprobo
dializando una preparacién proteica previamente incubada y equilibrada con 6M
GdnHCI hasta alcanzar una concentracion del agente desnaturalizante nula y
posteriormente analizando a la muestra mediante diferentes técnicas. Las
muestras replegadas recobraron los valores normales de las medidas de
SLS/IR/UV, FT y DC (resultado no mostrado). Resultaba importante estimar
ciertos valores termodinamicos de P18 a partr de las curvas de
desnaturalizacién por GdnHCI seguidas mediante SLS/IR/UV, FT y DC. Los dos
equilibrios fueron evaluados separadamente, de ésta manera se lograron
calcular los parametros termodinamicos que caracterizan por un lado la
disociacion del decamero y por el otro el desplegamiento de los pentameros
(Figura 19). La valores de SLS/IR/UV obtenidos para la disociacion de P18, en
el rango de concentracion de GdnHCI de 1,5-2,3M fueron ajustados a un
modelo de "dos estados" (decamero < 2 pentameros) (ver materiales y
métodos). Se estimé la energia libre de disociacion (AGy) por el método de
extrapolacion lineal (LEM). Este método permite estimar la estabilidad
conformacional de una proteina asumiendo que la dependencia entre la energia
libre (AG) y la concentracion del desnaturalizante se mantiene lineal hasta OM
de dicho agente (Greene 1974; Pace 1986). La diferencia de energia libre
asociada a la disociacion de P18 fue de 90 + 20 kJ/mol de decamero. A partir
del dato de energia libre, se obtuvo una constante de disociacion Kp = 2,48*10°
Y (ver apéndice), indicando que en las condiciones de trabajo y en
condiciones fisioldgicas (nano-micro molar) el equilibrio de disociacién de P18
se encuentra muy favorecido hacia su forma decamérica. Por el mismo método
se obtuvo la pendiente de la transicion m = 20 kJ/mol*M, que representa una
medida de la dependencia del AG con la concentracion del desnaturalizante y
esta linealmente relacionada con el cambio de superficie accesible durante la

disociacion. La misma sera util en estudios conformacionales posteriores.

Por otro lado, el segundo equilibrio observado, interpretado como la transicion
de un pentamero plegado a un monémero desplegado es un proceso que pudo
ser detectado mediante multiples metodologias al incubar a la muestra con
concentraciones mayores de GdnHCI (Figura 20). Independientemente de la
metodologia utilizada, este equilibrio fue siempre detectado en un mismo rango

de concentraciones de GdnHCI (2,3-3,0M), lo cual indica que la pérdida de
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Proteina  °Dso) (M) °AG (kJ/mol)
(LM)
0.25 2,55 322+ 30
0.5 2,6 334 + 27
5 2,65 337 £ 28
25 2,88 320+ 30

Tabla 3. Parametros termodinamicos del
desplegamiento de los pentdmeros de P18
(segunda transicion) en funcion de diferentes
concentraciones de proteina. # concentracion
media de GdnHCI, ° diferencia de energia
libre asociada al desplegamiento del
pentamero. Ver materiales y métodos para
mas detalle.

estructura cuaternaria, terciaria y secundaria ocurrié de manera concertada. Los
valores obtenidos por DC y FT en el rango de GdnHCI mencionado fueron
analizados mediante una ecuacion matematica considerando que se trata de un
equilibrio de "dos estados" entre una particula pentamérica y cinco monémeros
desplegados (pentamero <« 5 mondmeros) (ver materiales y métodos, Figura
19). En éste analisis no se utilizaron los valores obtenidos mediante SLS/IR/UV,
dado que el numero de determinaciones realizadas era menor a las
aconsejadas para calcular fehacientemente el valor de energia libre. A partir del
ajuste matematico, se obtuvo un valor de AG, (diferencia de energia libre
asociada al desplegamiento de P18) de 320 + 30 kJ/mol de pentamero (Tabla 3)
y una pendiente de 68 kJ/mol*M. Las mismas determinaciones de FT y DC se
repitieron para diferentes concentraciones iniciales de proteina y los parametros
termodinamicos resultantes se resumen en la Tabla 3. Se puede observar que
el valor de Ds;, medida de la concentracion media de cloruro de guanidinio
necesaria para desnaturalizar el 50% de las moléculas (ver materiales y
métodos), resultd dependiente de la concentracion de proteina utilizada. Esto
representa otra evidencia de la existencia de un fenémeno de disociacién
durante el equilibrio evaluado (Pace 1986). Por otro lado, la pendiente de la
curva de desnaturalizacién asi como el valor de energia libre, no mostraron
relacion con la concentracion de proteina utilizada, reforzando la precision con la
cual se determinaron dichos parametros. Teniendo en cuanta los valores de AG
de la primera y segunda transicion, se puede concluir que P18 es una proteina
termodinamicamente muy estable cuyo valor de energia libre asociada al
desplegamiento total de la particula decamérica es de aproximadamente 730

kJ/mol (90 kJ/mol +2*(320 kd/mol)) (disociacién + desplegamiento).

). pH

Resultaba interesante determinar el efecto del pH sobre la estabilidad
conformacional de P18. Para ello, se diluyé a una muestra concentrada de P18
en buffer citrato 50 mM desde pH 6 hasta 2,5 o bien en buffer fosfato 50 mM pH
7,5 6 6,0. Luego de dos horas de incubacién de las muestras a temperatura
ambiente se realizaron determinaciones de SLS/IR/UV y DC de las mismas
(Figura 21). El punto isoélectrico (pl) de P18, determinado experimentalmente
(no se muestra) es 6,6, coincidente con el pl teérico. En el rango de pH entre
6,5 y 5,5 se pueden notar dos fendmenos diferentes: Por un lado se produjo un
cambio de la sefal de Static Ligth Scattering a la mitad (correspondiente a una

disminucién del PM al medio), caracteristico de un proceso de disociacion
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(Figura 15). Por el otro lado, en el rango evaluado, el contenido de estructura
secundaria de P18 permanecié invariable (Figura 21). Estos resultados indican
que una disminucion del pH levemente por debajo del pl de P18 (entre 6,5 y
5,5), induce la disociacion del decamero. A su vez los pentameros disociados
mantienen el contenido de estructura secundaria inalterado (en comparacion

con los mismos asociados).

Un modo original de evaluar el impacto del pH en la estructura terciaria de P18,
o bien evidenciar la existencia de un intermediario de tipo “glébulo fundido”, es a
través de la medicion de la capacidad de unién de la proteina al ANS en funcién
del pH de incubacion de la muestra. El ANS es capaz de unirse con alta afinidad
sobre superficies hidrofobicas expuestas (parches hidrofébicos) comunmente
encontrados en intermediarios proteicos parcialmente plegados (glébulos
fundidos); mientras que no presenta gran afinidad de unién por proteinas nativas
0 en estado totalmente desplegado (Daniel 1966; Semisotnov 1991; D'Alfonso
1999). Esta interaccion resulta en un incremento en la emision de la
fluorescencia del ANS en comparacion con la emision del ANS libre. Como se
ve en la Figura 21, a pH neutro el ANS no presentoé afinidad por P18, propio de
un estado nativo compacto de la proteina. En el rango de pH que ocurri6 la
disociacion de P18 (entre 6,5 y 5,5) se vio una pobre union del ANS a la
proteina, indicando que no se expusieron regiones hidrofébicas durante éste
proceso o, dicho de otro modo, el pentamero resultante presenta una estructura
terciaria compacta. A pH menores de 4,0 (entre 4,0 y 3,0) ocurrié un importante
aumento de la sefal de fluorescencia del ANS, concomitantemente la proteina
comenz6 a perder sefal de elipticidad molar a 222 nm. Este proceso fue
interpretado como el desplegamiento de los pentameros, lo cual implica una
importante exposicion de regiones hidrofébicas originalmente ocultas. En el
mismo pH en el que comenzé a ocurrir la pérdida de estructura secundaria de
P18 (pH menores a 4,0), se observé una importante tendencia de la proteina a
agregar (resultado no mostrado). Esto imposibilité monitorear cambios en las
sefiales de SLS/IR/UV a pH menores de 4,0. A diferencia de lo observado en el
desplegamiento del intermediario pentamérico con altas concentraciones de
GdnHCI, el inducido por pH menores a 4,0 resultd ser irreversible. A partir de
estos resultados se puede deducir que el estado decamérico posiblemente se
encuentre estabilizado por una red de interacciones en que participan, entre
otros, algunos residuos que al variar sus cargas inducen un cambio global del
estado cuaternario de P18 (disociacion). Entre estos residuos podrian participar

histidinas cuyo pKa (del grupo imidazol) es alrededor de 6,0, coincidente con el
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Figura 21. Efecto del pH en la estructura de P18. (a) Espectros de DC UV-lejano de P18 incubada en buffers de
diferentes pH. Las muestras proteicas (10 uM mondémero) fueron diluidas en buffers de diferentes pH (entre 7,5 y 2,5).
Luego de 2 h de incubacion se tomaron los espectros de DC UV-lejano. (b) Superposicién de las curvas de DC (sefal a
222 nm), SLS/IR/UV y unién a ANS de muestras incubadas con buffers de diferentes pH (entre 7,5y 2,5). El PM se calculd
utilizando una columna G-25 acoplada a los detectores de SLS/IR/UV previamente equilibrada en el mismo buffer que la
muestra proteica. A las mismas muestras que se les midi6 la sefial de DC UV-lejano, se les adicion6 una cantidad de ANS
(100 uM), luego se midio la emisién a 470 nm (excitacion a 360 nm). Los buffers utilizados fueron: 50 mM citrato, 1 mM DTT,
(pH 6.0-2,5) 6 50 mM fosfato. 1 mM DTT. (pH 7.5-7.0)

pH en el cual P18 se disocio. No es posible descartar un efecto del pH en
alguna otra region de la proteina (ademas de la interfaz de contacto entre
pentameros) que participe en tal fendomeno. El efecto de la disminucién del pH
por debajo de 4, condicion en la cual la proteina se encontraria
mayoritariamente protonada, conduce a un cambio radical en la estructura del
intermediario pentamérico induciendo su desplegamiento y agregacion de

manera irreversible.

Cabe destacar que tanto la disociacién inducida por GdnHCI como por pH acido,
no produjeron modificaciones en el contenido de estructura secundaria de P18.
Sin embargo puede ser que el intermediario pentamérico estabilizado por una u
otra condicion no necesariamente sean conformacionalmente iguales. Para
afirmarlo seria necesario realizar estudios estructurales especificos (como por

ejemplo RMN), los cuales no forman parte de los objetivos de esta tesis.
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IV). Estabilidad térmicade P18.

La estabilidad térmica de P18 fue analizada monitoreando el cambio de la
sefal de elipticidad molar de la proteina a 222 nm en funcién del aumento de
la temperatura. La Figura 22a muestra una curva tipica de desnaturalizacion
térmica de P18 en la que se observa una pérdida importante y cooperativa de
elipticidad molar entre 85 °C y 95 °C. La desnaturalizacion térmica de P18
resultd ser totalmente irreversible. Se observé una importante tendencia de la
proteina a la agregacion al ser sometida a altas temperaturas, posiblemente
relacionado con la irreversibilidad del proceso. Esta reportado en bibliografia
que la incubacion de una muestra proteica con bajas cantidades de urea o
cloruro de guanidinio produce una disminucién de la temperatura de
desnaturalizaciéon de la molécula y favorece la reversibilidad del proceso
(Buchner 2005). Esto es debido a que estabilizan y aumentan la solubilidad
del estado desplegado de la proteina. Teniendo esto en cuenta, se incubd a
P18 con pequenas cantidades de urea o cloruro de guanidinio previo a su
desnaturalizaciéon térmica. Pese a los esfuerzos realizados, no fue posible
encontrar una condicioén tal que favoreciese la reversibilidad de la transicion
analizada. Por este mismo motivo, no fue posible determinar el mecanismo
especifico por el cual P18 se despliega al aumentar la temperatura como asi
tampoco calcular los parametros termodinamicos propios de esta reaccién. Sin
embargo es posible considerar al parametro Tm, (temperatura media aparente
de desnaturalizaciéon) como indicador de la estabilidad térmica de P18. La Tm,
de P18 obtenida fue de 89°C, temperatura elevada si consideramos que se
trata de una proteina proveniente de un organismo mesofilico.

Resulté interesante obtener el valor de Tm, del intermediario pentamérico
obtenido mediante acidificacion de la muestra proteica o por incubacion de la
misma con 2,3 M GdnHCI. Como se observa en la Figura 22b, en dichas
condiciones, las Tm, disminuyeron notablemente. Coincidentemente, en ambos
casos se obtuvo un valor de Tm, de 69 °C (ATm,= 20 °C). Analizando con
mayor profundidad este resultado y relacionandolo con los obtenidos
anteriormente, se barajaron dos posibilidades: La primera, es que la asociacién
de los pentameros en una estructura de mayor tamafo contribuye a la
estabilidad global de P18. Con esto estamos asumiendo que las diferencias
observadas en la estabilidad térmica (ATm,= 20 °C) se debieron al aporte de
los contactos que se establecen durante la asociacion de los pentameros. La
segunda alternativa es que la disminucion en la Tm, observada sea a causa del

efecto de los desnaturalizantes (pH acido o GdnHCI) sobre los pentameros
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Figura 22. Estabilidad térmica de P18 y
del intermediario pentamérico. (a)
Estabilidad térmica de la proteina nativa
(en PBS 06 buffer fosfato pH 7,0). Se midio6
la variacién en la seial de DC UV lejano (a
222 nm) en funcion del incremento de
temperatura (de 25 a 100°C a una
velocidad de 4 °C/min). Se tomaron
medidas de DC cada intervalo de 0,5 °C.
La Tm, se calculé como el punto medio de
la transicion. (b) Se mididé la transicion
térmica de muestras proteicas previamente
incubadas en buffer 50 mM citrato pH 5,0 6
en buffer 50 mM fosfato, pH 7,0
conteniendo 2,3 M GdnHCI.
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libres, afectando la estabilidad conformacional de los mismos. Existen algunos

datos experimentales que sustentan la primera de las posibilidades, entre ellos,

la coincidencia de los valores de Tm, de los intermediarios pentaméricos; otro

dato es que los pentameros libres estabilizados en una u otra condicién, poseen

el contenido de estructura secundaria inalterado en comparaciéon a cuando

formaban parte del decamero (Figuras 18 y 21). Seria necesario evaluar la

estructura terciaria de cada uno de los pentameros a fin de poder concluir al

respecto.
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Figura 23. Tres formas
cristalinas de P18. En los
tres tipos de grupos
especiales en que P18
cristalizé (R32, P3121, P24),
el grado de estructura
cuaternaria fue el mismo.
P18 se pliega como dimero
de pentameros (cada
decamero se marca en un
color diferentes).
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Estudios cristalograficos de P18.

Los estudios cristalograficos confirmaron el rearreglo cuaternario propuesto
para P18 y permitieron profundizar en la caracterizacion de las interfaces de
contacto entre monémeros y pentameros que la forman. P18 fue cristalizada
en diversas condiciones: en buffer de pH 4,8 o pH 6,5 y en presencia o no del
analogo de sustrato (5-nitro-6-(D-ribitilamino)-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona:
NRP). Independientemente de la condicién de cristalizacion, se determind que
la estructura cuaternaria de P18 esta formada por 10 mondémeros idénticos
dispuestos en dos pentameros los cuales se asocian generando la estructura
decamérica nativa (Figura 23). Al superponer la estructura de un monémero
de P18 con la estructura del monémero de una LS de tipo pentamérica o

icosahédrica (Figura 24); se logré comprender la importancia de la region

comprendida entre las hélices a4 y a5, y su implicancia estructural. Como se

mencion6 anteriormente, las LS icosahédricas poseen un pequefio bucle
comprendido entre estas hélices, cuyos residuos estan involucrados en el
contacto entre monémeros de pentameros adyacentes, durante la formacién
de la estructura icosahédrica. En comparacioén, las LS de tipo pentaméricas
poseen un bucle en esa misma region que es mas protuberante, a causa de
una insercion de 4 residuos, lo cual no favorece la interacciéon entre

pentameros. P18 también posee una insercion en esta region, pero en lugar
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Figura 24. Comparacion entre
monomeros de diferentes LS. P18
(azul), LS pentaméricas (amarillo,
celeste y magenta), LS
icosahédricas (verde y naranja)
(Gerhardt 2002).

Figura 25. Diferentes vistas del
decamero de P18. (a) Vista de
frente, notar el compromiso de la
hélice a4a5 en el contacto entre
pentameros. (b) Vista de la cara
de contacto pentamero-pentamero
de P18. En rojo se sefialan las
histidinas y en amarillo las
fenilalaninas.
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de un bucle, los residuos presentes contribuyen en la estabilizacién de una
hélice a4/ab5 continua. En dicha estructura secundaria se encuentran
comprometidos 32 residuos (entre los aminoacidos 122 a 153). Los residuos
que forman parte de esta hélice alargada a su vez, son los responsables en su
mayoria de interactuar con residuos pertenecientes a monoémeros del
pentamero enfrentado (Figura 25a), estabilizando los contactos ente los
mismos y colaborando en la formacion del decamero. Estas observaciones
indican que la particular estructura cuaternaria de P18 depende en gran parte
de las caracteristicas de esta zona del monémero. Analizandola con mayor
detalle, se observo que esta compuesta por un alto numero de histidinas (7
histidinas en un segmento de 16 residuos). En la Figura 25b, se puede notar
que las histidinas se ubican en la zona de contacto entre pentameros,
coronando dicha interfaz. No resulté extrafio encontrar que la misma region
presenta una dependencia estructural importante con el pH del buffer de
cristalizacion: La estructura resuelta a pH 6,3 mostré que 5 de las 7 histidinas
de cada mondomero estan involucradas en contactos con el pentamero
enfrentado, mediante contactos tipo van der Waals y puentes salinos entre
imidazoles. En la estructura resuelta a menores pH (menores a 6,0) se
observo una pérdida de algunos de éstos contactos, adjudicada a la repulsién
de las cargas entre histidinas protonadas. Este resultado explica el motivo por
el cual el pH acido induce la disociacion del decamero, tal como se observo

experimentalmente.

Se analiz6 detalladamente el numero y tipo de contactos que estabilizan la
estructura polimérica de la proteina (Tablas 4 y 5). Segun este analisis, si
consideramos que cada monémero de P18 posee 8026,8 A? de area de
superficie total accesible al solvente (ASA: correspondiente al mondmero
aislado plegado en solucion), al formarse la estructura pentamérica, se ocultan
2847,7 A? de dicho area de superficie (corresponde a un 35,5% del area de
superficie total de cada mondmero). Este ocultamiento se debe a la interaccién
de un mondémero con otros dos mondmeros pertenecientes al mismo
pentamero. La mayor parte del area de superficie ocluida es no polar (64,8%,
Tabla 4). ElI pentamero resultante presenta una estructura entrelazada,
estabilizada predominantemente por contactos de tipo Wan der Waals (245
contactos van der Waals por mondmero, Tabla 5). Cada mondémero también
aporta 6 puentes de hidrogeno y 1 puente salino en la estabilizacion del
ensamblado pentamérico. Por otra parte, 736 A? del area de superficie

accesible de cada mondémero, se oculta al formarse la estructura decamérica,
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(equivalente al 9,2% del total de su ASA). La mayor parte de ese area de
superficie es no-polar (61,5%) y la interaccion entre pentameros esta
principalmente estabilizada por contactos de tipo hidrofébicos (92 contactos
van der Waals por monémero). Cada mondémero aporta 2 puentes de
hidrégeno que estabilizan a la estructura decamérica. Llamativamente hay 10
grupos fosfato que forman 20 puentes de hidrogeno en la interfaz de contacto
entre pentameros. En total, cada monémero de P18 oculta un 45% de su area
de superficie accesible al formar parte de la estructura decamérica,
estableciendo contactos mayoritariamente de tipo hidrofébicos tanto con
monodmeros de un mismo pentamero como asi con monémeros pertenecientes
al pentamero enfrentado (Tabla 4). Notar que se oculta mayor area de
superficie accesible de un mondémero cuando éste forma la estructura

pentamérica que cuando forma el decamero.

En conclusion, el analisis cristalografico de P18 permitié por un lado, identificar
algunos de los motivos estructurales intimamente involucrados en la
disposicion decamérica de P18 vy, por otro lado, permitié6 comprender a fondo
las caracteristicas de las interfaces de contacto entre sus subunidades. Esto
ultimo junto con los resultados del analisis conformacional y termodindmico de
P18, llevd a postular un mecanismo integrado de disociacion y desplegamiento

de P18, el cual se detalla en la discusion de la Tesis.

45



Resultados - Capitulo I — Parte A

Total ASA AASA AASA AASA

Monomero (A%) Pentamero (A?) Penta-Penta (A?) Total del decamero (A?)
Area total 8026.8 2847.7 736.0 3583.7
(100%) (35.5%) 9.2%) (44.6%)
Area polar 3262.8 1003.2 283.2 1286.4
(40.6%) (352%) (38.5%) (35.9%)
Area no polar 4764.0 1844.5 452.8 2297.3
(59.4%) (64.8%) (61.5%) (64.1%)

Tabla 4. Analisis de las areas de superficie de las interfaces monémero- monémero o pentamero-
pentamero. Se muestran las areas de superficie ocultas polares o no polares (AASA) de un monémero en
la interaccion de él con otro perteneciente al mismo pentamero o de él con otro monédmero del pentamero
adyac?&nte. Todos los calculos fueron realizados utilizando una de sonda de una molécula de agua de radio
de 1,7A.

Contactos P.H Puente Van der Puente Fosfato Aguas
totales salino Waals
Numero P.H Numero P.H

Interfaz
Mondémero- 252 6 1 245 0 0 2/3 6
monoémero
Interfaz
Pentamero- 94 2 0 92 10 20 0 0
Pentamero

Tabla 5. Contactos polares y no-polares, puentes iones fosfatos y moléculas de agua en
interfaces monémero-monémero o pentamero-pentamero. Se tomo a un atomo aceptor o dador de
unién puente de hidrégeno cuando la distancia entre ellos no superd los 3,4 A, con un angulo mayor a
90°. Se definid a un puente salino cuando los atomos cargados estaban en una distancia entre ellos
menor o igual a 3.9 A . Todos los contactos no-polares fueron calculados usando un cut-off de 4,0 A.
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Figura 26. (a) Estructura de P18 en
la que se marca (esferas de colores) el
sitio en el que se ubica el extremo C-
terminal del péptido foraneo. (b)
Esquema de la estrategia utilizada en
la construccidon de las quimeras. Se
disefid un vector conteniendo un
cassete que permite insertar diferentes
oligos que codifican para los péptidos
de interés. Para ello, en el extremo N-
terminal del gen de P18 se insertaron
las secuencias de sitio de corte para
Nsi | y Afl Il. Los oligos de interés se
enviaron a sintetizar conteniendo las
mismas secuencias en sus extremos.
Posteriormente se utilizé este plasmido
para la expresion recombinante de la
proteina quimera (Laplagne 2002).
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Obtencion de quimeras mixtas segun el modelo de desplegamiento de
P18.

Segun se menciond en la Introduccion de ésta tesis, P18 es un potente
inmundgeno cuando es utilizado como antigeno soluble o bien como vacuna a
ADN (Velikovsky 2000; Velikovsky 2002). Por otra parte, varios estudios
preliminares demostraron que era posible insertar péptidos foraneos en el
extremo amino terminal de P18 sin modificar la estructura y estabilidad general
de la proteina (Braden 2000, Laplagne 2002). Estas dos caracteristicas de la
proteina, junto con los resultados presentados hasta el momento respecto a la
estabilidad conformacional de P18 y su novedosa estructura cuaternaria,
constituyeron la base de la investigacion sobre la utilizacion de P18 como carrier
de péptidos foraneos (variantes quiméricas de P18). Una quimera de P18 es
una proteina la cual tiene reemplazado el propio extremo amino terminal por
una secuencia polipeptidica foranea de especial interés, principalmente
inmunolégico (Figura 26). Como parte de estos estudios resultaba interesante
obtener una molécula que presente simultaneamente diferentes péptidos
foraneos. La disposicion combinada de distintos péptidos de interés
inmunolégico bajo un mismo andamiaje (P18), le conferiria a esta molécula
(denominada quimera mixta) una capacidad polivalente, combinando los
efectos individuales de cada uno de ellos (por ejemplo utilizando epitopes T
junto con péptidos troyanos). Esto ultimo podria representar una gran ventaja en
el desarrollo de vacunas acelulares y en otras aplicaciones biomédicas,
aportando un modo de regular la respuesta inmune. La estrategia general
utilizada para la obtenciéon de las quimeras consisti6 en la modificaciéon, por
técnicas de biologia molecular, de la secuencia codificante de P18, clonada en
el vector pET11a. En ella, se reemplazé el extremo correspondiente al amino
terminal de la proteina (SNQSCP) por una secuencia de 42 6 81 nucleétidos
que codificaba para un péptido llamado Ketc1 6 Omp31, respectivamente. La
metodologia empleada para la obtencién de las quimeras se describié en
detalle en la Tesis de licenciatura del Lic. Diego Laplagne (Laplagne 2002,
Laplagne 2004), y brevemente en la leyenda de la Figura 26. Los dos péptidos
seleccionados para realizar los primeros ensayos representaban posibles
epitopes protectivos contra la infeccion causada por el parasito Taenia solium
(Ketc1: APMSTPSATSVRGS) o por la bacteria Brucella melitensis (Omp31:
NAGYAGGKFKHPFSSFDKEDNEQVSGS). A su vez se diferenciaban en

tamafio y punto isoeléctrico (pl), caracteristicas ventajosas como se vera mas

47



(b)

Figura 27. Esquematizacion de
las quimeras mixtas tipo | 6 tipo Il.
(a) Las quimeras mixtas tipo | se
logran desnaturalizando por
completo a cada una de las
quimeras de P18 (agregando 3 M de
cloruro de guanidinio), y luego
realizando el replegamiento
conjuntamente. Asi se obtienen
decameros con diferentes
proporciones de cada uno de los
monomeros. (b) Las quimeras
mixtas tipo Il se logran disociando a
cada wuna de las quimeras
(agregando 2,3 M GdnHCI), luego
mezclando a los pentdameros (estos
no se disocian) y dializando contra
buffer nativo (PBS 6 50 mM fosfato,
pH 7,0). En verde se esquematiza
un tipo de péptido y en rojo el otro.
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adelante. El vector pET11a-P18-Ketc1 6 pET11a-P18-Omp31, fue empleado
para transformar bacterias competentes E. coli DE3. Luego se procedio a la
sobreexpresion y purificacion separadamente de cada quimera de P18 (P18-
Ketc1 6 P18-Omp31), de la misma manera que se reportd para la proteina
salvaje. Posteriormente se comprobé que la termoestabilidad y estabilidad
termodinamica de las quimeras coincidia con la reportada para la proteina
salvaje (Laplagne 2004). Es decir, la presencia de los péptidos foraneos no
modifica la estabilidad conformacional de P18. Una vez obtenidas y
caracterizadas estructuralmente cada una de las quimeras, se procedid a
generar las quimeras mixtas. El conocimiento del mecanismo de
desplegamiento de P18 inducido por GdnHCI, permiti6 pensar en diferentes
estequeometrias y orden espacial posibles de los péptidos en el carrier, dicho de
otro modo, diferentes tipos de quimeras mixtas (Figura 27). Por ejemplo, un tipo
de quimera mixta resultaria de desplegar por completo cada una de las
quimeras de P18, agregando altas concentraciones de GdnHCI, y en estado
desplegado realizar una mezcla equimolar (o no) de ellas, para luego replegar.
De este modo se podria obtener una clase de quimera mixta (tipo 1) compuesta
por una mezcla de diferentes proporciones y ordenamiento en la particula
decamérica de cada uno de los mondémeros de P18-Ketc1 y P18-Omp31 (Figura
27a). En el trabajo que mostraré a continuacion, se penso en disefiar otro tipo
de quimera mixta. Teniendo en cuenta el mecanismo de desplegamiento de P18
inducido por GdnHCI, se incubd por separado a cada una de las quimeras de
P18 con 2,3 M del desnaturalizante, induciendo la disociacion de las particulas
decaméricas (Figura 19). Posteriormente se realizé la mezcla equimolar
proteica y la renaturalizacion por dialisis contra buffer PBS. La muestra
replegada en teoria tendria que estar formada por tres diferentes poblaciones:
decameros formados por la asociacion de una sola clase de pentameros (P18-
Ketc1 6 P18-Omp31) y quimeras mixtas (tipo Il), formadas por ambos tipos de
pentameros asociados (esquematizado en la Figura 27b). Es importante aclarar
que segun los valores termodinamicos de los equilibrios de disociacion y
desplegamiento de P18, y dadas las concentraciones de desnaturalizante y
proteina en que se trabajo, resultaba improbable encontrar una quimera mixta
en la cual coexistiesen en un mismo pentamero diferentes tipos de subunidades.
Las diferentes poblaciones presentes en la mezcla de replegamiento fueron
separadas por una columna de intercambio i6nico (mono-Q), previamente
equilibrada con buffer A (50 mM Tris, pH 8,5). En paralelo se corrieron bajo las

mismas condiciones, muestras de cada una de las quimeras (muestras control)
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(Figura 28a). En la corrida de la muestra proveniente del replegamiento, se
pudieron distinguir tres picos proteicos: El primero (pico 1) eluyé a menores
concentraciones de buffer B (50 mM Tris, 1M CINa, pH 8,5) y coincidié con el
pico de P18-Ketc1. El segundo (pico Il) eluyd a concentraciones intermedias de
buffer B y estuvo ausente en la corrida de las muestras control. El tercero (pico
[l) correspondi6 con el pico de P18-Omp31 (presentd contaminacion del pico
anterior). Las diferencias en los porcentajes de buffer B requeridos para la
elucién de que cada quimera se relacioné con sus diferencias en los pls, (pl =
7,2 para P18-Ketc1 6 pl = 6,35 para P18-Omp31). Coincidiendo con nuestra
suposicion, solamente se observé una fraccidon intermedia, lo cual indica que
durante la dialisis ocurrié una combinacioén de pentameros y que los mismos en
ningin momento sufrieron una disociacién y reasociacion de sus subunidades.
Las muestras eluidas de la columna fueron colectadas y analizadas por
electroforesis con geles de poliacrilamida desnaturalizantes (Figura 28b, SDS-
PAGE) o nativos (Figura 28c, PAGE-nativo). Como se puede ver en la Figura
28b, la fraccién que eluyd en condiciones intermedias (pico I, calle 2) estaba
compuesta estequeométricamente por subunidades de dos tamafos diferentes:
la mas pesada corresponde a P18-OMP31 (197,780 Da), y otra de un tamafo
menor coincidente con el PM de las subunidades de P18-Ketc1 (182,220 Da). El
analisis de la misma fraccion (pico Il, Figura 28c, calle 2), mediante PAGE-
nativo reveld que se trataba de una sola especie molecular, ya que corria como
una unica banda intermedia entre una particula decamérica de P18-Omp31 y
otra de P18-Ketc1. Es decir, el decamero reconstituido estaba formado por dos
pentameros, cada uno presentaba homogéneamente un péptido foraneo
distinto. Por lo tanto, segun la condicién de disociacion inicial y la metodologia
separativa posteriormente implementada, fue posible generar y aislar esta clase
de quimeras mixtas. Independientemente de los multiples usos inmunoldgicos 6
tecnolégicos que se les pueden atribuir a estas moléculas, los resultados
obtenidos validan el mecanismo de disociacion y desplegamiento propuesto
para P18, presentando una manera distinta de evidenciar la existencia del
intermediario pentamérico de P18 y a su vez otorgando una metodologia para la

preparacion de las quimeras mixtas.
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Figura 28. Obtencion de quimeras polivalentes (quimeras mixtas tipo Il). (a) Cromatogramas obtenidos de tres corridas de
mono-Q superpuestas. En negro se muestra el cromatograma de la muestra de quimeras disociadas, mezcladas y reasociadas. El
pico Il corresponde a la fraccién de quimeras mixtas. En gris se muestra los cromatogramas de cada una de las quimeras por
separado (control). El buffer de siembra fue 50 mM tris, pH 8,5 (buffer A) y el buffer de elucion fue el mismo con el agregado de 1M
CINa (buffer B), se utiliz6 un gradiente lineal (de 0 a 100% de B en 30 min). (b) Analisis por SDS-PAGE del pico de quimeras mixtas
(pico I). LMW, representa los PM de los marcadores de peso molecular (c) Andlisis del pico Il en un PAGE nativo. Calles 1,2y 3
corresponden a P18-Ketc1, quimera mixta y P18-Omp31, respectivamente.

Por ultimo se realizé una inmunizacién murina con la quimera mixta de tipo Il

La Figura 29 muestra los resultados de un ELISA, utilizando sueros
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provenientes de ratones inmunizados (3 dosis) con una muestra proteica
correspondiente al pico de elucién intermedio (pico Il, Figura 28a). Sobre la
placa de ELISA se adsorbieron los péptidos Ketc1, Omp31 o bien la proteina
P18; de manera de cuantificar los anticuerpos contra cada uno de los péptidos
o carrier, especificamente. Se puede ver claramente que la inmunizacién con
la quimera mixta promovié una respuesta fuerte contra los dos tipos de
péptidos insertados. Posteriormente se comprobd que esta respuesta se logra
aun en ausencia de adyuvante (resultados no publicados). Cabe resaltar que
la inmunizacién con los péptidos (Ketc1 6 Omp31) no provoca respuesta
inmunogénica alguna. Es decir, a partir de este resultado también se puede
demostrar la capacidad adyuvante del propio carrier. Por otra parte, se
confirmé que P18 como carrier es capaz de presentar simultaneamente al
sistema inmunolégico dos epitopes peptidicos foraneos distintos. Como se
observa en la Figura 29, los sueros presentaron a su vez una alta respuesta
contra la proteina carrier. Los resultados de este trabajo alentaron a continuar
con investigaciones sobre la utilizacion de P18 como carrier de muiltiples
péptidos e incluso dominios proteicos enteros, presentados al sistema
inmunoldégico de manera polivalente (Laplagne 2004; Craig 2005). Estos
trabajos constituyeron la base para el desarrollo de un método novedoso de

vacunacion acelular.

Figura 29. Inmunogenicidad de las
quimeras mixtas P18-OMP31-Ketc1.
En una placa de ELISA se inmovilizaron
muestras de P18 &6 de los péptidos
Omp31 & Ketc1. Posteriormente se
ensayaron los sueros de raton
inmunizados con P18-Omp31-Ketc1 en
adyuvante completo de Freund (muestra
obtenida del pico Il de la corrida de
mono-Q) (barras vacias). Como control
se utilizd suero normal de ratén (barras
grises). En todos los casos se utilizé una
dilucién de los sueros de 1/100.
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Parte B

“Mutantes de estabilidad
conformacional reducida y de

triptofano”
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Ciertos resultados obtenidos en el laboratorio (Goldbaum 1999; Baldi 2000;
Craig 2005; Berguer 2006) sugerian que el arreglo polimérico de P18 estaria
directamente relacionado con su alta inmunogenicidad y capacidad adyuvante.
Los resultados presentados en la primera parte de esta tesis mostraron que P18
es una proteina conformacionalmente muy estable. Valiéndonos de los
conocimientos estructurales adquiridos, nos preguntamos si era posible modular
la respuesta inmunolégica de P18 modificando su estabilidad conformacional.
Para ello, se pensé en disefar racionalmente diferentes mutantes puntuales de
la proteina, sustituyendo en cada una un residuo implicado en mdultiples
contactos entre subunidades. De la misma manera que se realizaron los
estudios conformacionales de la proteina salvaje, se buscé analizar el impacto
de cada una de las mutaciones en la estabilidad conformacional de P18. Es de
esperar que alguno de los cambios realizados altere la estabilidad estructural de
P18, pero no su plegamiento general. Aquellas variantes de P18 que presenten
una estabilidad conformacional reducida seran evaluadas en un futuro respecto

a su capacidad inmunogénica o de carrier de péptidos.

A su vez, el andlisis estructural detallado de las diferentes mutantes puntuales
nos permitird conocer la contribucion de cada uno de los contactos removidos
en la estabilidad general de P18, y de como estos influyen sobre los demas

componentes no modificados.

Por otra parte, segun el analisis mostrado en la Parte A, durante la disociacion
de P18, el contenido de estructura secundaria permanece invariable y sélo el
monitoreo del PM de la proteina permite identificar al intermediario pentamérico
estabilizado por GdnHCI. No fue posible evidenciar la disociacion del decamero
mediante técnicas fluorimétricas, dada la ubicacion del tnico triptofano de P18.
Sin embargo, el conocimiento de la naturaleza de los residuos que estan
presentes en las interfaces de contacto entre las subunidades, nos persuadié de
generar variantes de P18 con un cromoéforo en una ubicacion estratégica que
permitiese monitorear la disociacion del decamero asi como el desplegamiento
de los pentameros por técnicas de fluorescencia intrinseca del triptofano. Una
técnica fluorimétrica tiene la ventaja de permitir realizar los experimentos en
tiempos mas cortos y generalmente constituye una metodologia de mayor
precision y sensibilidad que la técnica de SLS, permitiendo utilizar menores
cantidades de proteina para cada ensayo. La obtencion de una proteina con
dichas caracteristicas también abriria la posibilidad de realizar ensayos cinéticos

de disociacion y desplegamiento de P18 (por ejemplo “Stopped-flow”), y serian
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de gran utilidad por ejemplo en el mejoramiento de la metodologia de obtencion
de las quimeras mixtas. Con respecto a esto ultimo, permitiria emplear presion
atmosférica junto con el monitoreo de la fluorescencia (técnica desarrollada por

Gregorio Weber) para obtener dichas moléculas.

Los objetivos puntuales de esta parte de la tesis son:

e Realizar un estudio de las interfaces de contacto entre mondémeros
de P18 a partir de mutagénesis sitio dirigida. Se generaran diversas
mutantes y se caracterizara la estabilidad conformacional de ellas en

comparacion con la estabilidad de la proteina salvaje.

o Desarrollar un modelo de estudio de la relacion entre estabilidad
conformacional e inmunogenicidad. A partir del estudio estructural de
las diversas mutantes de P18 se seleccionaran aquellas que presenten
una estabilidad conformacional reducida. Se planteara la evaluacion de
ellas en cuanto a su capacidad de inducir respuesta inmunogénica o
como adyuvante de péptidos foraneos.

e Generar una mutante de P18 capaz de sensar cambios en la
fluorescencia intrinseca durante la disociacion del decamero. Para
ello, se seleccionaran algunos residuos presentes en la interfaz de
contacto pentdmero-pentamero y se medirdn las sefales

espectroscopicas de las mismas durante la disociacion.
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Figura 30. Denominacién de
los monoémeros que
conforman a la estructura
decamérica de P18 (Figura
superior). Los mondmeros A
(rosa), B (amarillo), C, Dy E
(rojo) conforman un
pentamero (Figura medio) y
los monomeros F (celeste),
G, H | y J (verde) del
pentamero enfrentado (Figura
inferior).
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). Mutantes de estabilidad conformacional reducida.
Obtencion y caracterizacion de mutantes de interfaz de contacto.

Con el fin de obtener mutantes puntuales de estabilidad conformacional
reducida, se postuld el siguiente criterio de seleccion de los residuos a sustituir:
En primer lugar, se analizaron tanto la superficie de contacto entre pentameros
como entre mondmeros de un mismo pentamero. De todos los residuos
presentes en dichas superficies, se seleccionaron aquellos involucrados en
multiples contactos. De este modo, la sustitucién de alguno de estos residuos
producira una disminucion del area de superficie de contacto entre subunidades.
Se optdé por comenzar a estudiar el efecto de la pérdida de los contactos
generados por los residuos: Y57, L61,Y87, F91, M101, L105, H119, H120,H134
y 1153. En cada caso se realizaron sustituciones por alanina (alanine-scanning),
anulandose asi los contactos efectuados por la cadena lateral de dicho
aminoacido seleccionado (a partir del carbono beta). A fines practicos,
nombraremos como A, B, C, D y E a los monémeros que forman parte de un
mismo pentamero, y F, G, H, | y J a los monémeros que constituyen el
pentamero enfrentado (Figura 30). En la Tabla 6 se resume el area de la
superficie de contacto que se afecta en teoria para cada mutante de P18,
calculada por monémero. Este valor fue computado en forma tedrica (utilizando
el software CSU), a partir de la estructura tridimensional de la proteina, tomando
al mondémero “A” como modelo y considerando que los otros mondmeros que
conforman a la proteina perderan la misma area de superficie de contacto que el
mondémero de estudio. Segun este analisis, algunas de las mutantes perderan
contactos entre monémeros de un mismo pentamero (A-B) y/6 contactos entre
pentameros (A-J 6 A-F) (Figura 30). Por ejemplo, en teoria el mondémero A de la
variante P18-L105A, tendra 109,3 A? menos de area de superficie de contacto
con el mondémero B en comparacion con el mismo en la proteina salvaje. Si
consideramos a la particula decamérica, esta variante de P18 podra tener 1093
A? menos de area de superficie de contacto que la proteina salvaje. El area de
superficie afectada en esta mutacién representa sélo entre un 4 y 5% del total
de area de superficie que se oculta durante la asociacion de los monémeros en
una estructura pentamérica (2847,7 A? Tabla 6). En el caso del monémero A de
la variante P18-H120A, hipotéticamente tendra 83,8 A? de area de superficie de
contacto menos que la proteina salvaje, y perdera contactos que originalmente
estabilizaban a los pentameros entre si (contactos A-F 6 A-J). En este caso, €l

residuo H120 no aporta contactos para la estabilizacion de la interaccion entre
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mondémeros de un mismo pentamero, y por lo tanto el area de superficie que se
afecta representa un 11% del area de superficie total ocluido durante la
formacién del decamero (736A2, Tabla 6). La Figura 31 muestra los residuos
L105A y H120A pertenecientes al monodmero A (éstos se repetiran en cada uno
de las subunidades) y una ampliacion en la que se muestran los residuos con
los cuales interactian. En todos los casos hablamos de pérdidas de area de
superficie tedricas, ya que cabria la posibilidad que la perturbacion realizada
afecte la topologia de plegamiento de la proteina 6 que existan cambios en la
estabilidad de otros enlaces de la red de interacciones que pudieran compensar
los efectos de dicha mutacion.

Contactos entre % del area ocluida en
Mutante monomeros Contactos entre la formacion del % del area ocluida en la
de P18 (A%? pentameros (A?%)° pentamero (2847,7 formacion del decamero
A?)° (736 A»)°

L61A 112,9 (A-E) - 4 0

L105A 109,3 (A-B) - 3,8 0

M101A 104,9 (A-B) - 3,7 0

FO91A 112 (A-E) - 4 0

Y87A 137,2 (A-E) - 4.8 0

1153A 101,3 (A-B) - 3,6 0

H134A 50,6 (A-B) 40,8 (J) 1,8 5,5

H120A 0 14,5 (A-F) + 69,3 (A-J) 0 11,4

H119A 112,3 (A-B) 19,4 (J) 4 2,6

Tabla 6. Calculo de las areas de superficie de contacto de las diferentes mutantes de P18. a) area de superficie
de contacto que aporta el residuo correspondiente, en la interaccion entre monémeros pertenecientes a un mismo
pentamero (la misma representa en teoria el area de superficie que se perdera en la mutante). b) area de superficie de
contacto que aporta el residuo correspondiente, en la interaccidon entre pentameros c) porcentaje que representa el
area de superficie de contacto que aporta cada residuo sobre el total de area de superficie ocluida durante la formacion
del pentamero. c) porcentaje que representa el area de superficie de contacto que aporta cada residuo sobre el total de
area de superficie ocluida durante la formacion del decamero. Los valores de area de superficie para cada mutante
fueron calculados segun el programa LPC/CSU (Sobolev 1999), utilizando el PDB: 1T13, 1XN1 6 1DIO.
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Figura 31. Ubicacion de
los residuos L105 vy
H120 en la estructura
tridimensional de P18.
Los residuos de interés
fueron indicados sobre el
mondémero A (rosa) en
color azul (estilo esfera).
Se  utilizé la misma
denominacion que la
implementada en la
Figura 30. Se incluyé una
ampliacion en la que se
muestran los residuos
con los cuales la L150 6
H120 realizan contactos
(trazo grueso).
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La técnica por la cual se generaron las mutantes puntuales se describe en
materiales y métodos. En todos los casos se verificd la sustitucién por
secuenciacion de los plasmidos empleados para la transformacion de las
bacterias competentes en los ensayos de sobreexpresion de las proteinas. Las
variantes de P18 fueron obtenidas y purificadas de la misma manera que la
proteina salvaje, sin tener mayores dificultades durantes estos procedimientos.
En la generalidad de los casos la masa total de proteina obtenida fue
aproximadamente de 35 mg por ml de cultivo, exceptuando los casos de las
mutantes L105A y M101A en las que la masa obtenida fue bastante menor

(entre 4 y 10 mg/ml de cultivo). Seguidamente, las proteinas fueron evaluadas
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por SLS/IR/UV a fin de determinar el PM de las mismas. En todos los casos el
PM calculado de las variantes de P18 coincidid con el valor del PM de la
proteina salvaje (resultado no mostrado). Esto indica que las mutaciones
realizadas en P18 no afectaron la capacidad de formacién de la particula
decamérica, lo cual resulta un control importante, principalmente para aquellas
mutantes en las que se modificaron residuos importantes de contacto entre
pentameros. Por el alto nimero de interacciones que estabilizan la interfaz de
contacto entre pentameros, es de esperar que se necesite mas de una
modificacion para interferir en la formacién del decamero. Lo mismo se supone
con la formacién de los pentameros. A juzgar por los espectros de DC UV-
lejano, todas las mutantes de P18 presentaron un grado de estructura
secundaria comparable con el de la proteina salvaje (Figura 32). Este resultado
muestra que las diversas modificaciones no interfirieron en la polimerizacion ni
en la formacion de la estructura secundaria, es decir sélo se esperan cambios
marginales en la estabilidad conformacional de las proteinas a causa de las

mutaciones introducidas.
Estabilidad conformacional de las mutantes de P18.

Como se mostré anteriormente, la determinacion de la Tm, de una muestra es
una mediada util a fin de detectar cambios en la estabilidad conformacional de
P18 (ver Figura 22). Por lo tanto como primera medida de la estabilidad
conformacional de las mutantes puntuales, se midié la temperatura de
desnaturalizacién (Tm,) de las mismas. La Tabla 7 resume los valores de Tm,
obtenidos (cabe aclarar que al igual que lo observado para la proteina salvaje,
todas las transiciones resultaron ser irreversibles). Segun éstos resultados, las
sustituciones de los residuos M101 & L105 por alanina afectaron
significativamente la estabilidad conformacional de P18. En estas proteinas se
registré una disminucion importante de la Tm, alcanzando los 13 6 15 °C de
diferencia con respecto a la proteina salvaje (para L105A 6 M101A
respectivamente) (Figura 33). Las proteinas en las que se sustituyeron los
residuos L61, F91 6 1153 por alanina también mostraron una menor estabilidad
conformacional, registrandose variaciones en la Tm, entre 6 y 7 °C respecto a la
proteina salvaje. En el caso de las variantes Y87A, H134A y H119A la
modificacion introducida produjo leves variaciones en la Tm,. La variante
H120A presentd la misma estabilidad térmica que la proteina salvaje. No se
encontré una relacion directa entre el area de superficie afectada en cada

mutante (A2) con la variacion en la estabilidad térmica de las mismas. Es decir,
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Figura 32. Espectros de CD
UV-lejano de las diferentes
mutantes de P18. Se graficé
la elipticidad molar de cada
proteina (calculada segun la
ecuaciéon 1, ver materiales y
métodos) en funcion de la
temperatura. Todas las
proteinas se encontraban en
el mismo buffer (50 mM
fosfato, pH7,0, 1mM DTT)
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la disminucién en la estabilidad conformacional se relaciona con la calidad de
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Figura 33. Estabilidad térmica de las mutantes 1153A, L105A y M101A
determinado por DC. Se graficé el porcentaje de cambio de elipticidad molar
a 222 nm en funcion del aumento de temperatura. En todos los casos se
trabajo con muestras iodoacetiladas y equilibradas en buffer 50 mM fosfato, pH

7,0.

— \\/ T F91A

H119A L61A
H120A L105A
Y87A M101A

H134A == [153A

Mutante Tm, ATm,
de P18 (°C) (°C)
L61A 81+ 1* 7
Y87A 86+ 1* 2
F91A 82+ 1* 6
M101A 71+ 1* 17
L105A 75+ 1* 13
1153A 81+ 1* 7
H119A 87 +1 1

H120A 88+ 1 -

H134A 86,5+ 1* 1,5

WT 88 £ 1 -

Tabla 7. Estabilidad térmica de las
mutantes de P18. Tm, obtenidos
mediante DC de las diferentes
mutantes.
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los contactos particulares que se afectaron en cada variante y con la posicién
espacial en la que se encuentra el residuo y la superficie afectada dentro de la
molécula proteica. En este ultimo sentido, y analizando con mayor detalle la
posicion espacial de los residuos mutados, se puede ver con claridad que el
residuo L105, al igual que el residuo M101 del monémero A (Figura 34, en rojo),
esta contiguo a los residuos del mismo mondmero que contactan con el residuo
L105 6 M101 del monémero E (Figura 34, en amarillo). Cada una de éstas
mutaciones entonces, producirian un volumen continuo que esta siendo
truncado. En el caso del resto de las mutantes (Figura 34) las zonas de contacto
se encuentran alejadas con lo cual no se produciria una aditividad de los
volumenes truncados. Por lo tanto, la zona en la que estan presentes los
residuos L105A y M101A sera considerada como “Hot Spot” para la
estabilizacion de la estructura cuaternaria de P18. Las mutantes en las cuales
se afectaron contactos que estabilizaban la superficie de contacto entre
pentameros (H119A, H120A y H134A), no mostraron grandes variaciones en la
estabilidad conformacional (0 ninguna en el caso de H120A), a juzgar por los
valores de Tm, obtenidos (Tabla 7). De estas tres variantes, en el caso de las
mutantes H119A y H134A ademas se perjudicaron contactos que participaban
en la estabilizacion de la superficie de contacto entre monémeros de un mismo
pentamero (Tabla 6). Por lo tanto no es posible discriminar si la variacion en la
Tm, observada para las mismas se debe principalmente a una modificacién en
las redes de enlaces que estabilizaban la unién de los monémeros, de los

pentameros 6 por un efecto combinado.

De todas las mutantes, se seleccionaron las dos que mostraron mayor variacion
respecto a la salvaje (M101A y L105A) y se les midi6 la estabilidad
termodinamica. En estos ensayos se estudid la desnaturalizacion de las
proteinas inducida por GdnHCI, monitoreando el cambio en las sefales de DC y
FT. Es decir, se estudié el segundo equilibrio (desplegado y disociacion
concertada de los pentameros). Las razones por las cuales no se estudié la
termodinamica de la disociacion del decamero de cada mutante fueron
principalmente los requerimientos de las altas cantidades de proteina que se
emplea en la técnica de SEC acoplada a SLS/IR/UV, (éstas fueron las mutantes
de las cuales se logro purificar menor masa). Ademas, cada punto de una curva
de SLS/IR/UV implica la estabilizacion de la columna de SEC con el respectivo

buffer, la corrida de la muestra proteica y de la muestra control.
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Esto hace que la caracterizacion de dicho equilibrio se vuelva engorrosa vy dificil
de llevar a cabo en tiempos cortos. Para las mutantes M101A y L105A, se

supuso inicialmente que la modificacion introducida alteraria la estabilidad

Cara de contacto
con el monémero E

Cara de contacto
con el monémero B

Figura 34. Ubicacion de los residuos mutados y las zonas de contacto sobre el monémero A.
En rojo se muestra el volumen del residuo analizado sobre wuna de las caras de contacto
monomero-mondémero. En amarillo, el volumen correspondiente a los residuos ubicados en la cara
opuesta que estan involucrados en el contacto con el mismo residuo (del monémero adyacente).
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conformacional del pentamero, pero que dicho cambio no interferiria con la

asociacion de los mismos.

En el laboratorio se adquirié recientemente un nuevo equipo de medicién de
scattering de luz, de mayor sensibilidad (Nanosizer, MALVERN) y que cuenta
con la ventaja adicional de poder realizar las medicidones en una cubeta, sin la
necesidad de una columna separativa. Por lo tanto las mutantes M101A y
L105A seran reevaluadas en un futuro mediante esta metodologia a fin de
confirmar dicha presuncion. La Tabla 8, resume los parametros termodinamicos
obtenidos. Como puede apreciarse, las dos mutantes presentaron un cambio de
energia libre asociada al desplegamiento de los pentameros (AG,) menor que al
obtenido para la proteina salvaje. Lo mismo ocurrié con el valor de D5y y con la

pendiente de la curva de desplegamiento. Como se menciono anteriormente,

Mutante de P18 Dsg m AG, ANG,
(M) (kJ/mol*M) (kJ/mol) (kJ/mol)
M101A 2 35 205+ 25 115
L105A 2,2 25 200 £ 19 120
WT 2,75 68 320 + 30 -

Tabla 8. Parametros termodinamicos de la desnaturalizacion de las mutantes
de P18, inducida por GdnHCI. Las curvas de desplegamiento de las diferentes
mutantes obtenidas mediante DC fueron analizadas de la misma manera que lo
reportado para la proteina salvaje (ver materiales y métodos). En todos los casos se
utilizé la misma concentracion de proteina (10 uM de monémeros).

este parametro esta relacionado con el cambio en el area de superficie
accesible del estado nativo y desnaturalizado (Courtenay 2000).

El hecho que las mutantes posean una pendiente de desplegamiento menor
puede estar relacionado conque, en el estado nativo, las mismas presentan
mayor superficie hidrofdbica expuesta en comparacion con la proteina salvaje.
En el futuro se evaluara la importancia de las interacciones individuales
afectadas y el cambio local causado en cada una de las mutantes generadas

mediante cristalografia de rayos X. Estos resultados seran relacionados con los
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valores experimentales que describen la estabilidad conformacional de las

mismas.

Se determind que P18 es sumamente resistente a la protedlisis en ensayos de
digestion in vitro utilizando diversas proteasas (papaina, tripsina, quimotripsina)
(resultado no mostrado). La Figura 35 muestra un el gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) en el cual se puede observar que P18 es resistente a la degradacioén por
tripsina aun luego de ser incubada durante 24 h con la enzima. En estos
ensayos se utilizé a la proteina BSA como control (la misma comienza a ser
degradada luego de los 45 min). En comparacién con la proteina salvaje, la
mutante L105A se degradd casi en su totalidad luego de dos horas de
incubacion con la enzima. Esta diferencia puede deberse al grado de

compactacion de una u otra proteina, relacionado a su vez con la estabilidad

Figura 35. Protedlisis limitada de

P18 y L105A. Una muestra de P18, Tripsina
L105A 6 BSA fue incubada con

tripsina a 37 °C durante el tiempo 0 ©
indicado. Pasado dicho lapso, se tomo hs o & © 6 S o

una fraccion, incubé con buffer de
corrida, calentd y se sembrd en un gel
de poliacrilamida al 15 % (SDS-
PAGE). Una muestra de cada una de
las proteinas utilizadas, fue incubada a
37 °C durante 24 h sin el agregado de
tripsina a modo de descartar un evento
de degradacién no enzimatica (6 bien
por enzimas presentes en la muestra
proteica). En todos los casos, la
relaciéon sustrato enzima utilizada fue
de K01

conformacional de las mismas. Por ejemplo

la

<

mutante

<
N

termodinamicamente menos estable, podria exhibir alguna secuencia especifica
para la protedlisis, mientras que este sitio permaneceria oculto en la proteina

salvaje.
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En resumen, se logré obtener mediante mutagénesis sitio dirigida al menos dos
variantes de P18 que presentaron la misma estructura cuaternaria global y
contenido de estructura secundaria, pero con una estabilidad conformacional
reducida (M101A y L105A). En el mismo analisis se identificé una region en la
estructura tridimensional considerada como “Hot Spot” importante para la
estabilizacion de la estructura cuaternaria de P18. En general, los “Hot Spot” son
responsables de la mayor parte de la energia de unién de una interaccion
oligomérica (Ali 2005). Esto pudo ser evidenciado por el gran compromiso de
estos dos residuos en la estabilidad general de P18. Las mutantes M101A y
L105 seran utilizadas como antigenos en ensayos de inmunizacién murina a fin
de evaluar su capacidad inmunogénica. Sera de sumo interés
determinar si la disminucién en la estabilidad conformacional de estas proteinas
respecto a la variante salvaje causa alguna modificacion en la capacidad
inmunogénica o adyuvante de las mismas. De esta manera se implementara un
modelo interesante de estudio de la relacion entre estructura e inmunogenicidad
para un antigeno bacteriano. Adelantandome a los préximos resultados, los
ensayos inmunologicos se complementaran utilizando variantes de P18 de

mayor estabilidad conformacional que la proteina salvaje.
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II). Mutantes de triptofano.

Obtencién de P18-W22A-F121W y P18-W22A-F130W.

El razonamiento que se siguid en la seleccion de los aminoacidos a
mutagenizar, consistid primero en distinguir a los residuos ubicados en la
cercania de las caras de contacto entre pentameros y ocultos al solvente.
Segundo, dado que se deseaba agregar un triptofano en las posiciones
elegidas, por ser un croméforo natural de alta sensibilidad, se tuvieron en cuenta
particularmente las fenilalaninas, de manera de producir la menor perturbacion
posible en la estructura de P18 (mutaciéon conservativa). De todos los residuos
posibles, se seleccionaron a las fenilalaninas 121 y 130, ya que estaban
comprometidas en un alto numero de contactos y en teoria podrian exponerse al
solvente o cambiar su orientacién durante el desplegamiento de la proteina. La
Figura 36, muestra la ubicacién de la fenilalanina 121 6 130 y los residuos con
los cuales establecen contactos. Si tomamos como mondmero de estudio a la
cadena A (Figura 36), entonces la F130 (azul) realiza contactos intra-
monoméricos (A-A) con tres residuos diferentes (H127, F131 y H134), contactos
con el monémero contiguo (A-B) (ILE 86) y con el mondémero de un pentamero
enfrentado (A-J) (H127, F130 y E123) (ver denominacion de los mondémeros en
la Figura 30). Estos mismos contactos se repiten en cada una de las
subunidades de P18. Por el otro lado, la F121 (Figura 36, en azul) realiza
multiple contactos, pero solamente intra-monoméricos (A-A) (los residuos con
quien contacta son: H23, | 26, F80, | 82, H122, E123, H128, F131). Luego de
éste analisis, se realizaron las mutaciones puntuales sitio dirigidas en las que
cada fenilalanina fue reemplazada por un triptofano y el triptofano natural de la
posicién 22 por una alanina generando las dos variantes proteicas P18-W22A-
F121Wy P18-W22A-F121W. La modificacion en la posicion 22 se realizé con
el objetivo de simplificar el nimero de sefales a obtener en la medicion de la
fluorescencia intrinseca. También se generé la mutante W22A como proteina
control, a fin de evaluar una posible modificaciéon en la estabilidad de P18 a

causa de la ausencia del triptofano en dicha posicién.
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Figura 36.

Ubicacion de las fenilalaninas
seleccionadas en la estructu-
ra tridimensional de P18. En
los paneles izquierdos se
muestra la posicion de los
residuos F121 6 F130 en cada
uno de los monémeros de P18
(en azul). En los paneles
derechos se muestran los
residuos con los que contactan
(linea y esfera).
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La metodologia utilizada en la generacién de las mutantes fue la del “mega-
cebador”, (descripta en detalle en materiales y métodos). Las proteinas fueron
sobreexpresadas en E. Coli y purificadas a homogeneidad de la misma manera
que la variante natural, obteniéndose un rendimiento aproximado de 30 mg de
proteina por litro de cultivo. Seguidamente se calculd6 mediante SLS/IR/UV el
PM de las mismas. En todas los casos fue de 180 kDa (resultado no mostrado),
compatible con el PM de una particula decamérica, indicando que las
mutaciones no afectaron la dimerizacion de los pentameros. A juzgar por los
espectros de DC en el UV-lejano, las variantes proteicas recombinantes se
encontraban correctamente plegadas, mostrando espectros superponibles con
el de la proteina salvaje (Figuras 37a).
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Figura 37. Espectros de DC de la mutantes de triptofano. (a) Espectros de DC UV-lejano de las diferentes
mutantes de P18. Se graficé la elipticidad molar de las muestras (ecuacion 1) en funcién de la longitud de
onda. (b) Espectros de DC UV-cercano de las variantes W22A-F121W (celeste) y W22A-F130W (azul) en
comparacion con el espectro de la proteina salvaje (negro). Para este ensayo se utilizé una concentracion
proteica de 100 uM de mondmero.

A diferencia de la proteina salvaje, P18-W22A-F121W y P18-W22A-F130W
mostraron una importante sefal a los 280 nm en el DC UV-cercano (Figura
37b). Esta sefal pudo ser asignada al triptofano adicionado (tanto en la posicién
121 como 130), indicando que este residuo se encuentra en un entorno
asimétrico (oculto al solvente). Los resultados presentados hasta aqui,
mostraron que las mutaciones introducidas no modificaban el plegamiento
general de la proteina. Sumado a esto, P18 mostré la capacidad de ubicar al

triptofano en cualquiera de las dos posiciones.

Estudios fluorimétricos y de DC de W22A-F121Wy P18-W22A-F121W.

Seguidamente, se realizaron ensayos de fluorescencia de ftriptofano con las
diferentes variantes proteicas. La Figura 38 muestra los espectros obtenidos por
FT en condiciones nativas para P18, P18-W22A-F121W y P18-W22A-F130W.
Como se puede apreciar, las dos variantes presentaron un maximo de emision
de fluorescencia ubicado en longitudes de onda menores al obtenido para la
proteina salvaje (maximo de 340 nm para P18-W22A-F130W, 350 nm para P18-
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W22A-F121W y 358 nm para P18). Este fendmeno esta relacionado con la
posicién del triptofano en cada una de las diferentes proteinas. Segun este
resultado, y coincidiendo con el obtenido por CD UV-cercano, los triptofanos 121
6 130 se encuentran en un entorno mas asimétrico (u ocultos al solvente) que el
triptofano 22 de la proteina salvaje. Por otro lado, las diferencia en la longitud
de onda del maximo de emision observada entre la variante P18-W22A-F121W
y P18-W22A-F1301W (350 nm y 341,5 nm, respectivamente), puede deberse al
tipo de interacciones que realiza el triptofano y con el grado de accesibilidad al

solvente en cada posicion.

180

W22A-F121W

Figura 38. Espectros de FT de las
mutantes de triptofano. Se midieron las
sefiales de FT de las diferentes muestra
proteicas (10 uM de mondmero)
incubadas en buffer 50 mM fosfato, pH
7,0 con 1mM DTT. La longitud de onda
de excitacion se fijo en 295 nm y se
colect6 el espectro de emisién entre 300
y 400 nm.
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Dado que la mutante P18-W22A-F130W muestra un mayor corrimiento hacia el
azul (indicando un ambiente mas hidrofébico entorno al triptofano agregado),
decidimos caracterizar en mayor detalle a esta variante. Seguidamente, se
estudio el desplegamiento de P18-W22A-F130W inducido por GdnHCI. Se
monitored su sefal de FT y de DC al agregar concentraciones crecientes del
agente desnaturalizante (Figura 39). Analizando los resultados de FT, se
pudieron distinguir dos transiciones, la primera ocurrié entre 1,2 y 2,3 M GdnHCI

y la segunda entre 2,6 y 3,5 M GdnHCI. La concentracion de GdnHCI en la que

se observo la primera transicion, correlaciond con la concentracién en la que
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sucedié la disociacion del dimero de pentamero en la proteina salvaje
(observado por SLS/IR/UV, Figura 15). En este caso, el corrimiento del CM no
fue andmalo, si no que a medida que se disoci6 la proteina su espectro de
emision de fluorescencia mostré un corrimiento hacia el rojo (triptofano mas
expuesto al solvente). Por lo tanto, fue posible sensar la disociacion del
decamero mediante técnicas fluorimétricas. Otro resultado que avala la
existencia de un fenémeno de disociacion de P18, es el hecho que durante
este rango de GdnHCI, la proteina no sufrié pérdida de estructura secundaria
(Figura 39, notar que no hay cambio en la sefial de DC). La segunda transicién
evidenciada por FT, a mayores concentraciones de GdnHCI, correlacioné con la
pérdida de estructura secundaria de la proteina, sugiriendo que se produjo el
desplegamiento y disociacion concertada de los pentameros de P18-W22A-
F130W. Este resultado también indica que el triptofano 130 permanece
parcialmente oculto al solvente en el intermediario pentamérico, exponiéndose
en mayor medida durante el desplegamiento de los mismos. Los resultados en
conjunto sefalan que la medicién de la fluorescencia intrinseca de la mutante
P18-W22A-F130W en funcién del agregado de desnaturalizante, revela los dos
equilibrios descriptos para la proteina salvaje. Es decir, se logré disenar y
generar una variante de P18, capaz de ser utilizada como sonda fluorescente

para la deteccién de diferentes transiciones estructurales de la molécula.
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Figura 39. Superposicion de las curvas de desplegamiento de la variante W22A-F130W seguidas por DC y FT. Las
muestras proteicas (10 uM de mondmero) en buffer fosfato 50 mM pH 7,0, 1mM DTT fueron incubadas con
concentraciones crecientes de desnaturalizante, equilibradas durante 2 h y luego se midieron las sefiales de DC y FT.
CM= centro de masa.

69



Resultados- Capitulo - Parte B

Estabilidad termodindmica de P18-W22A-F130W.

El analisis detallado de las curvas de fluorescencia y dicroismo circular de P18-
W22A-F130W en funcién de la concentraciéon de GdnHCI, permitié conocer los
valores termodinamicos correspondientes tanto a la disociacion del decamero
como a la desnaturalizaciéon de los pentameros. Se realizé el mismo ajuste
matematico que el descrito para la proteina salvaje, en el que se consideré la
existencia de dos equilibrios de dos estados cada uno. Se compararon los
valores de AG con los obtenidos para la proteina salvaje a fin de descartar
posibles variaciones en la estabilidad de la proteina producto de la misma
modificacion realizada. En la tabla 9 se resumen los resultados obtenidos. Los
parametros termodinamicos de las mutantes son comparables con los obtenidos
para la proteina salvaje (y para la variante W22A), indicando que las mutaciones
no afectaron la estabilidad global de la proteina. El valor de AG de disociacién
(AGy) de P18-W22A-F130W fue menor al estimado para la proteina salvaje
(AAGd1= 32 kJ/mol). Si bien a partir de éste resultado se puede especular que la
insercion de un friptofano en tales posiciones desestabilizaron la interfaz de
contacto entre pentameros, cabe recordar que el valor de AGy para cada
proteina fue estimado mediante el ajuste de los datos adquiridos por diferentes
metodologias. Es probable que el ajuste realizado a partir de los datos de FT (de
la mutante) sea mas preciso que el realizado a partir de los datos de SLS/IR/UV
(de la proteina salvaje). Por lo tanto, también se puede pensar que el AGy
calculado para la mutante P18-W22A-F130W, refleja fehacientemente Ia
diferencia en la estabilidad conformacional de la particula decamérica con
respecto a la pentamérica. El Dsy y la pendiente del equilibrio de disociacion
obtenido para P18-W22A-F130W fueron semejantes a los reportados para P18
salvaje. Pace et al. (Pace 1997), propuso una forma alternativa de estimar las
diferencias en la estabilidad entre una proteina salvaje y mutantes puntuales de
ella. Esto es a partir de un parametro AAG, que resulta de la multiplicacién de la
diferencia entre los valores de D5y por el promedio de las pendientes m de la
transicion evaluada (Tabla 9). Si lo analizamos de este modo, obtenemos un
AAG4” = 0,72 kJ/mol, lo que sugiere que ambos intermediarios pentaméricos
(proveniente de P18 6 P18-W22A-F130W) son igualmente estables.

Llamativamente, la mutante P18-W22A-F130W presenté un valor de AG de
desplegamiento y disociacion de los pentameros (AG,) significativamente mayor
que el de la proteina salvaje, ambos calculados a partir de los datos colectados

mediante la misma metodologia (FT o DC) y trabajando bajo las mismas
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concentraciones de proteina. El valor de Dsy, para esta transicién también fue
mayor en el caso de la mutante (comparar 3,05 M con 2,65 M), mientras que la
pendiente m, no sufrié variacion. Las modificaciones en la estabilidad
conformacional de P18-W22A-F130W en comparacion con la proteina salvaje
fueron estimadas a partir de los parametros AAG,' (-23 kJ/mol) y AAG,? (-27
kJ/mol), provenientes de la diferencia entre los AG, calculados para cada
proteina 6 por el método propuesto por Pace et al. (Pace 1997),
respectivamente. Ambos valores fueron coincidentes e indicaron que el
pentamero de P18 es conformacionalmente mas estable cuando un triptofano

en lugar de una fenilalanina ocupa la posicion 130 de la cadena polipeptidica.

Disociacion del AGy Dsoq Mgy ADsog "AAG,' °AAG4*
decamero (kJ/mol) (M) (kJ/mol*M) (M) (kd/mol) (kJ/mol)
WT 90+20 1,75 20 - -
W22A-F130W 58+8 1,71 16 0,04 32 0,72
Desplegamiento AG, Dsou m, °ADso,  ‘AAG,"  °AAG,’
(y disociacién) (kJ/mol) (M) (kJ/mol*M) (M) (kdimol)  (kJ/mol)

del pentamero

WT 320+ 22 2,65 68 - -

W22A-F130W 343+25 3,05 67 -0,4 -23 -27

Tabla 9. Parametros termodinamicos asociados al desplegamiento de la mutante W22A-
F130W y de la proteina salvaje, deducidos a partir de la curva de desplegamiento inducida
por cloruro de guanidinio y medida por DC y FT (y SLS en el casp de la proteina savaje).

2 Diferencia entre el Dy, de la proteina salvaje y mutante. ® Calculado como la diferencia
entre el AGy de WT y mutante. ° Calculado segun: ADsyq X My (se tomé la pendiente
promedio entre WT y mutante). 4 Diferencia entre el AG, de WT y mutante. 4 Calculado
segun: AD50, x m, (se tomo la pendiente promedio entre WT y mutante). Las curvas se
realizaron en paralelo y por duplicado, utilizandose la misma concentracion de proteina
(5 UM mondmero). Los ajustes de las curvas fueron realizados segun se informo en
materiales y métodos.
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Una posible explicacion para este fenédmeno surge de analizar por un lado, los
contactos realizados por la fenilalanina 130 en la proteina salvaje y por el otro,
de estimar los contactos perdidos o ganados a causa de la sustitucion de la
fenilalanina por un triptofano. A partir de un modelado de la proteina en la cual
se simulé la mutacion F130W, se vio que el triptofano adicionado podria realizar
un mayor numero de contactos que la fenilalanina, los cuales estabilizarian la
interfaz de contacto mondmero-monémero y pentamero-pentamero. Este
aumento en el numero de contactos podria ser el causante del incremento en la
estabilidad conformacional del intermediario pentamérico de la mutante
analizada. Resulta oportuno recordar, que la curva de FT de la variante P18-
W22A-F130W en funcién del agregado de desnaturalizante (Figura 39), mostré
que ésta era capaz de sensar el segundo equilibrio (desplegado y disociacion de
los pentameros). Este hecho refuerza la idea que el triptofano 130 realiza
contactos intra-monomeéricos como los hallados en el modelado, los cuales se
perderian durante el desplegamiento de la proteina. A causa de ello, el
triptofano se expondria aun mas al solvente; experimentalmente reflejado por

una disminucién de su emision de fluorescencia.

Desnaturalizacion térmica de P18-W22A-F121W y P18-W22A-F130W.

Por ultimo se estudio la estabilidad térmica de las variantes generadas. En la
Figura 40 se observa una curva realizada por CD UV-lejano en funcion del
aumento de la temperatura. La proteina P18-W22A-F121W presentd un valor de
Tm, semejante al obtenido para la proteina salvaje (89 °C), sin embargo en
comparacion, el valor de Tm, obtenido para la proteina P18-W22A-F130W fue
mayor en 6 °C (Tm, = 95 °C). El incremento en la estabilidad térmica podria
estar relacionado con la contribucién de nuevos contactos que aportaria el
triptofano en dicha posicion. Este aumento en la estabilidad conformacional,
principalmente del intermediario pontamérico, se traduciria en un incremento en

la estabilidad general de la proteina (tanto quimica como térmica).
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Figura 40. Estabilidad térmica de
las mutantes de triptofano
medidas por DC. Se midi6 el cambio
de la sefial de DC UV-lejano (222
nm) en funcién del incremento de
temperatura para las diferentes
variantes de P18. Todas las curvas
se realizaron con la misma
concentracion de proteina
iodoacetilada y estabilizada en buffer
fosfato 50 mM, pH 7,0.
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Los resultados obtenidos en el estudio de la estabilidad térmica de la proteina
salvaje (Figura 22), indicaron que la asociacién de los pentameros en una
estructura decamérica contribuye a la estabilidad global de P18. Ampliando éste
concepto, los resultados recientes muestran que un aumento en la estabilidad
de la proteina puede ser causado por la asociacion de las subunidades en una
estructura polimérica y a su vez por una estabilizacion de las superficies de

contacto entre sus subunidades (de un mismo pentamero).

Resumiendo, el reemplazo de una fenilalanina en la posicion 130 de P18 por un
triptofano, permiti6 monitorear mediante el uso de técnicas fluorimétricas el
cambio en la estructura cuaternaria durante la disociacion del decamero, asi
como la transicion a un mondémero desplegado. Por otra parte, la mutante
generada, presento un incremento en la estabilidad conformacional, mostrando
una mayor resistencia a la desnaturalizacion quimica y térmica que la proteina
salvaje. Las dos caracteristicas de esta variante de P18 seran sumamente Utiles
en los futuros estudios cinéticos, inmunolégicos, y en el mejoramiento de la
técnica de obtencion de quimeras mixtas. También podran ser aplicadas en la

caracterizacion de las mutantes de estabilidad conformacional reducida.
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Capitulo II
“Actividad de lumazina sintetasa en

Brucella abortus: Evolucion de la

familia de proteinas”
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Capitulo I —Parte A

Parte A

Las Lumazinas sintetasas de B.
abortus. “Caracterizacion de RibH1y

divergencia evolutiva de las LS”
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Objetivos - Capitulo II —Parte A

En el afio 2005 fue concluida y publicada la secuencia completa del genoma
de Brucella abortus. Un analisis detallado realizado a partir del genoma
bacteriano, revelé que B. abortus, posee dos genes diferentes que comparten
similitud de secuencia con la enzima Lumazina Sintetasa. Cada uno de los
genes se encuentra ubicado en un cromosoma diferente de la bacteria. La
proteina que nombramos hasta el momento como P18, caracterizada
estructuralmente durante la Parte |, esta codificada por el gen denominado
ribH2, mientras que la segunda secuencia genética (denominada ribH1) que
codifica para una proteina aun no descripta, RibH1, se encuentra ubicada en
el cromosoma |. Este hallazgo junto con algunas ofras evidencias
experimentales abri6 nuevas e interesantes preguntas. En el plano
enzimolégico resultaba interesante saber si las dos proteinas poseian
actividad de lumazina sintetasa. Por otro lado nos propusimos conocer las
diferencias estructurales de las dos proteinas homologas y por ultimo nos
parecio adecuado estudiar algunos aspectos evolutivos de las LS dado la gran
divergencia estructural que presentan. En la segunda parte de esta tesis me

propuse responder a algunos de estos interrogantes.

Los objetivos puntuales de esta parte de la tesis son:

e Estudiar la ubicacién y entornos genémicos de los genes de LS de
B. abortus. Se analizaran las secuencias y entornos de los genes ribH1
y ribH2 de B. abortus y se realizara un estudio comparativo de los

mismos abarcando diferentes organismos.

e Clonar y caracterizar estructuralmente a la proteina RibH1 de

Brucella abortus.

e Realizar un estudio enzimatico comparativo de las proteinas RibH

de B. abortus.

e Estudiar la evolucién de las proteinas de la familia de LS.
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Resultados- Capitulo II —Parte A

Organizacién genémica de los genes ribH de B. abortus.

B. abortus posee dos cromosomas circulares de 2,12 Mpb (cromosoma 1) y
1.16 Mpb (cromosoma II) (Halling 2005). El origen de replicacién (ori) de
cromosoma | es uno tipico bacteriano, mientras que el del cromosoma |l es un
ori plasmidico (Paulsen 2002; Halling 2005). Sin embargo, el contenido de C-G
de los dos cromosomas es practicamente idéntico (57,2 y 57,3%), consistente
con la teoria de un evento de asimilacion y estabilizacion ancestral del
plasmido (Moreno 2002a). A partir de un estudio del genoma completo de B.
abortus, encontramos dos ORFs que codifican para dos proteinas con similitud
de secuencia primaria de entre un 20 a 30% con la enzima lumazina sintetasa
(Figura 41). Este grado de similitud es el que comparte la mayoria de las
enzimas pertenecientes a esta familia de proteinas cuando se las compara
entre si. Los genes en cuestion fueron llamados ribH1 y ribH2 y en la Figura
42, se pueden ver los entornos genémicos de los mismos en cada uno de los
respectivos cromosomas. El gen ribH2, que codifica para la proteina RIBH2, la

cual nombramos anteriormente como P18, se encuentra ubicado en el
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Figura 41. Alineamiento de diferentes LS. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes a
una LS icosahédrica (A. Aeolicus), LS pentamérica (S. cerevisiae) y a las proteinas RibH1 y RibH2 de B.
abortus. Se utilizé el programa ClustalW para realizar el alineamiento. En negro y blanco se marcan los residuos
idénticos entre las cuatro proteinas, en gris los residuos idénticos entre alguna de las cuatro LS. Segun e

programa ClustalW “ :”

significa una sustitucion conservativa y

” semiconservativa.
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cromosoma Il y estd rodeado por genes cuyos productos no estan
directamente relacionados con la via biosintética de la riboflavina. Entre ellos
estan las proteinas: formato dehidrogenasa, FdhD (Bab2-0534), una proteina
de funcién desconocida (Bab2-0536) y transportadores ABC de hierro (Bab2-
0531/3) o de azucares (Bab2-0537/9); en paréntesis se indica el niumero del
locus. Estos genes a juzgar por la orientacion de los ORFs y la localizacion de
sus promotores no parecerian compartir un control transcripcional comun. Un
analisis de la secuencia 5" no codificante de gen de ribH2 (5’'UTR), revelo la
presencia de un riboswitch, denominado "elemento RFN" (Figura 42). Los
elementos RFN son secuencias de RNA mensajero altamente conservadas,
como asi la estructura tridimensional que adoptan y estan implicadas en la
regulacioén transcripcional de diferentes genes por un mecanismo dependiente
de la concentracion de flavina adenina mononucledtido (FMN) del medio
(Winkler 2002). EI mecanismo por el cual el riboswitch ejerce dicha regulacion
fue ampliamente estudiado en diferentes bacterias, y se clasifico a estos
reguladores segun si afectan la terminacion de la transcripcién o bien la
traduccion del gen (Nudler 2004; Tucker 2005). Un analisis tedrico-estructural
realizado por Vitreschak et al. (Vitreschak 2004) de los riboswitch que
responden a la concentracion de FMN en bacterias, revelé que en el caso de
B. abortus esta secuencia estaria implicada en la regulaciéon de la traduccion
del gen ribH2. Se cree que la alta concentraciéon de FMN induce cambios
estructurales en el elemento RFN, los cuales modifican la accesibilidad del
ribosoma en la regién de Shine-Dalgarno (Winkler 2002), disminuyendo la
traduccion del gen que se encuentra rio-abajo. La secuencia hallada en la
region no codificante (promotor) de ribH2 (Figura 42 b y ¢), posee todas las
posiciones nucleotidicas altamente conservadas para este tipo de regulacion.
Por lo tanto, segun la alta conservacion de secuencia, se podria pensar que la
expresion de ribH2 de B. abortus es dependiente del metabolito FMN, aunque

experimentalmente esto aun no fue comprobado.
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Figura 42. Estructura conservada del
5" UTR del mensajero de RibH2 de B. Stem-loop
abortus. (a) Ubicacién de los genes ribH dicional
en el genoma bacteriano. ribH2  esta adiciong KN
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Al analizar el entorno gendmico del gen ribH1 presente en el cromosoma |,
que codifica para la proteina aun no caracterizada RIBH1, se encontré que se
encuentra formando parte de un potencial operon “rib’. Este operdn
comprende cuatro ORFs con similitud de secuencia a ribD (putativa
deaminasa/reductasa bifuncional), ribH (putativa lumazina sintetasa), ribB
(putativa riboflavina sintetasa) y nusB (putativo factor antiterminador) (Figura
43). Las tres primeras son enzimas que forman parte de la via biosintética de
la riboflavina como se ilustré en la Figura 3. El operén esta precedido por un
gen cuyo producto tiene una funcién desconocida y presenta similitud de
secuencia con el gen ytcG de B. subtilis. El operén rib de B. abortus como
entidad, presentd una alta similitud con los operones rib de varias otras
eubacterias. La Figura 43, muestra la localizacion genémica de los genes ribH
de una variedad de organismos. Llamativamente, existen otros organismos
ademas de Brucella spp., cuyos genomas fueron secuenciados, en los que se
encontraron dos diferentes ORFs con similitud de secuencia a una lumazina
sintetasa. Estos genes fueron designados como ribH1 y ribH2 segun si
codifican para proteinas con similitud de secuencia primaria a una RibH1 o
RibH2 de B. abortus, respectivamente. Algunos de estos organismos se
incluyeron en el analisis, por ejemplo: Mesorhizobium loti, Sinorhizobium
meliloti, Rhodopseudomonas palustris, Bradyrhizobium  japonicum 'y
Pseudomonas syringae. En la Figura 43, se esquematizd la organizacién
gendmica de los genes ribH provenientes de éstos organismos junto con los
provenientes de algunas otras eubacterias. Aquellas proteinas presentes en
organismos que solamente presentan un unico ORF, se las denominé RibH.
Curiosamente, en éste analisis no se detect6 a ninguin organismo presentando
solamente el gen ribH2. Por el otro lado, en ningun caso se vio al gen ribH2
formando parte de un operdon. Caulobacter crescentus, representa el Unico
caso de un organismo que presenta dos genes de tipo ribH1, ambos formando
parte de un operodn rib. Existen varios organismos, incluyendo Brucella spp.,
en los cuales el gen ribA no forma parte del operon rib, en estos casos se
encontré6 al mismo ubicado en otro locus dentro del cromosoma |. Otra
particularidad encontrada, fue el caso de Sinorhizobium meliloti, en el que los
genes ribD-ribB y ribH-nusB se encontraron espaciados por tres ORFs (2,555
pb) cuyas funciones son desconocidas y sus orientaciones opuestas.
Buchnera aphidicola es el Unico organismo en este estudio que mostré genes
separados que codifican para la deaminasa y reductasa (ribD1 y ribD2),
posicionados de manera contigua.
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En la mayoria de los operones analizados en este estudio (32 de 33) el gen

nusB apareci6 rio debajo de los genes rib y generalmente seguido de por el

gen thiL (codifica para una tiamina monofosfato quinasa). Los genes rib se

encuentran invariablemente orientados en la misma direccién que nusB vy thil,

sin embargo la relevancia funcional de ésta asociacion es aun desconocida.
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Figura 43. Topologia del operon involucrado en la biosintesis de la riboflavina y genes ribH2 de diversos organismos.
Las secuencias provienen de los genomas que fueron totalmente secuenciados disponibles del GenBank. La orientacion de
los genes esta dada por las flechas (no esta representado en escala). El nimero de acceso de los organismos es el siguiente:
Brucella meliloti 16 M cromosoma | (NC 003317), Brucella suis (NC 004310), Brucella abortus (NC 006932), Sinorhizobium
meliloti (NC_003047), Mesorhizobium loti (NC 002678), Bartonella henselae (NC 005956), Rhodopseudomonas palustris (NC
005296), Bradyrhizobium japonicum (NC 004463), Caulobacter crescentus (NC_002696), Xanthomonas axonopodis pv. citri
(NC 003919), Xanthomonas oryzae (NC 006834), Xylella fastidiosa (NC_004556), Pseudomonas syringae pv. tomato
(NC_004578),
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Continuacién leyenda de la Figura 43. Pseudomonas putida (NC 002947), Methylococcus capsulatus (NC 002977),
Acinetobacter sp. (NC 005966), Escherichia coli (NC_000913), Shigellasonnei (NC 007384), Shigella flexneri (NC_004337),
Salmonella enterica (NC_006905), Yersinia pestis (NC_004088), Photorhabdus luminescens subsp. laumondii (NC 005126),
Haemophilus influenzae (NC_007146), Geobacter sulfurreducens (NC 002939), Aquifex aeolicus (NC 000918), Helicobacter
pylori (NC_000921),Candidatus (Blochmannia) floridanus (NC_005061), Buchnera aphidicola  (Schizaphis graminum)
(NC_004061), Caulobacter crescentus (NC_002696), Ralstonia solanacearum GMI1000 (NC 003295), Chromobacterium
violaceum (NC 005085), Azoarcus sp. EbN1 (NC 006513), Nitrosomonas europaea (NC 004757), Bordetella bronchiseptica
(NC 002927), B. meliloti (NC003318), Brucella suis (NC 004311), B. abortus biovar 1 (NC 006933), M. loti (NC002678), S.
meliloti (NC_003047), R. palustris (NC 005296), B. japonicum (NC 004463), P. syringae pv. tomato (NC_004578).

Segun el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de RibH1 y RibH2 de
B. abortus (Figura 41), las dos proteinas comparten baja identidad de
secuencia (21%) entre si. Curiosamente, RibH1 y RibH2 comparten mayor
similitud en la secuencia primaria con proteinas RibH1 y RibH2 pertenecientes
a otros organismos que entre ellas. Dada la baja similitud en la secuencia
primaria existente entre estas dos proteinas, asumimos que la separacion
evolutiva de los genes ribH1 y ribH2 (duplicacion y diferenciaciéon) ocurrié
mucho tiempo atras o bien que uno de los genes ribH fue adquirido en una
etapa previa a la especiacion de las a-proteobacterias por transferencia lateral
(esto ultimo esta relacionado con el idéntico contenido G+C de los genes al
igual que el de los cromosomas). Hasta el momento no hay ninguna evidencia

experimental que permita discriminar entre una y otra opcion.

El descubrimiento de que B. abortus posee dos secuencias diferentes con
homologia a la lumazina sintetasa fue un hallazgo intrigante, suscitandonos
ciertos interrogantes tales como: §Es posible que la actividad de LS en B.
abortus sea redundante, es decir que dos proteinas presenten el mismo rol
biologico? ¢Qué ventajas adaptativas representa este hecho? ;Por qué se
previno la pérdida de alguna de las dos proteinas durante la especiacion de
las a-proteobacterias?. Ciertamente, no estaba a nuestro alcance poder
contestar algunas de éstas preguntas. Sin embargo, y a fin de ampliar
nuestros conocimientos en el tema, nos propusimos estudiar a éstas dos
proteinas, desde un punto de vista estructural y funcional en un contexto

evolutivo.

Clonado y caracterizacién estructural de RibH1 de B. abortus.

Con la finalidad de comparar estructural y funcionalmente a RibH1 y RibH2, se
clond el gen ribH1 a partir del DNA cromosémico de B. abortus. En la Figura

44a, se puede ver el resultado de la PCR en la que se utilizaron dos

cebadores disefiados especificamente (ver secuencias en materiales vy
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Figura 44. Clonado y purificacion

de RibH1
Clonado de

de B. abortus. (a)
ribH1 a partir del DNA

de B. abortus y mediante la técnica
de PCR. Se utilizaron cebadores
especificos tal como se indica en

materiales y

métodos. El fragmento

amplificado corrio al igual que un
fragmento de tamaiio de 500 pb,

coincidiendo

con el tamainio

esperado. (b) Ensayo de deteccién

por PCR de
Purificacion

los clones positivos. (c)
de RibH1: Gel de

ploacrilamida desnaturaliante al 15%
(SDS-PAGE). En la calle 1 se corrio
el pico mayoritario que eluy6 de una
columna monoQ al 50 % de buffer B.
En la calle 2 se corri6 el pico
mayoritario eluido de una columna

$-200.

métodos) de manera que se apareen con el extremo 5 y 3’ del gen en
cuestion. El producto de esta PCR fue clonado en un plasmido PT7-7 el cual
fue utilizado para transformar bacterias competentes E. coli DH5a. A partir de
cultivos de éstas bacterias crecidas en presencia de Ampicilina (para
asegurarnos de seleccionar colonias transformadas) se realizé un ensayo de
deteccion por PCR utilizando los mismos cebadores especificos que los
implementados durante el clonado. El resultado del mismo puede observarse
en la Figura 44b. Cuatro de los clones positivos fueron seleccionados y se
verificé mediante secuenciacion que los mismos poseian en el sitio de clonado
del vector el gen ribH1. Se transformaron bacterias E. coli BL21 (DE3) con el
DNA plasmidico de uno de los clones positivos y se realizaron ensayos de
expresién de la proteina recombinante. La proteina RibH1 de B. abortus
recombinante, pudo ser purificada a homogeneidad a partir de los cuerpos de
inclusion de las bacterias transformadas, asi como también de la fraccién
citosodlica (Figura 44c). El peso molecular aproximado de la proteina
recombinante, calculado mediante electroforesis (SDS-PAGE, Figura 44c) fue
de 17 kDa, coincidente con el esperado considerando la secuencia primaria de
la proteina (16,79 kDa). Se realizé una degradacién de Edman del extremo
amino terminal de la proteina purificada, obteniéndose la secuencia
MEFLMSKHEADA, que coincide con la traduccion de su ORF (Figura 41).

Con la intencion de comenzar a determinar cual es el arreglo cuaternario de la
proteina en estado nativo, se realizaron ensayos de medicion del promedio de
la masa molecular relativa de la muestra RibH1 purificada, mediante
SLS/IR/UV. Dado que no se conocia el tamafio de la proteina nativa y se
podia pensar que estaria comprendido entre 18 kDa y 1 Mda (considerando a
una particula pentamérica 6 icosahédrica), se utilizaron dos columnas
diferentes de separacion por tamafio (tamiz molecular): Superdex-200 (rango
de separacion de moléculas entre 20 y 200 kDa) o Sephacryl-400 (hasta 1
MDa). Cada columna fue acoplada a los diferentes detectores. El perfil de
elucion obtenido utilizando la columna S-200 se muestra en la Figura 45 en
donde se la compard con el perfil de elucion de RibH2. Independientemente
de la columna utilizada, la senal de SLS/IR/UV obtenida para la proteina,
segun la calibracion realizada, corresponde al de una particula cuyo tamafo
es de 88 kDa. Este valor coincide con una asociacion pentamérica de los
monoémeros de RibH1 (17 kDa). Si solo nos guiaramos por éste dato,

podriamos pensar que RibH1 es una proteina polimérica, cuyos monémeros
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Figura 45. Corrida S-200 acoplada a
los detectores de SLS/IR/UV de las
proteinas RibH1 y RibH2 de B.
abortus. Se graficé la sefial de SLS en
funcion del volumen de elucion. Las dos
proteinas  fueron  sembradas por
separado en wuna columna S-200
(equilibrada en el mismo buffer que las
muestras, fosfato 50 mM, pH 7,0). En el
grafico se sefiala el PM del pico
proteico.
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se asocian de manera semejante a como lo hacen en las LS de tipo
pentameéricas.

Para confirmar este estado cuaternario, se realizaron estudios de ultra-
centrifugacion analitica (resultado no mostrado). En primer lugar se calcul6 el
coeficiente de sedimentacion de RiBH1 (una funcion de la masa, la densidad y
la forma macromolecular), que resulté ser de 5,9 S a 20 °C. En comparacion,
las LS pentaméricas provenientes de S. cerevisiae y S. pombe poseen un
coeficiente de sedimentacion similar de 5,5 S y 5,0 S respectivamente (Mortl
1996; Fischer 2002). También se realizaron ensayos de equilibrio de
sedimentacion, que permiten determinar entre otras cosas, la masa molecular
de las especies que sedimentan. Los ensayos indicaron que RibH1 posee una
masa molecular de 88 kDa. El valor del peso molecular de cinco subunidades
de 17 kDa implica un pentamero de 88 kDa, coincidiendo perfectamente con
los datos experimentales obtenidos.

Recientemente, en nuestro laboratorio se logro cristalizar a RibH1. Los
resultados del analisis de su estructura cristalina terminaron de confirmar que
RibH1 de B. abortus es una proteina pentamérica, siendo éste el estado

polimérico que adopta en solucién (manuscrito en preparacion).

Detecciéon de RibH1 en extractos de B. abortus.

Como se mostré anteriormente, el gen que codifica para la proteina RibH1 se

encuentra formando parte del operén rib. Este hecho nos sugeria que B. abortus
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Ac. Anti RibH2 Ac. anti RibH1
B. abortus B.abortus Proteina Proteina Proteina Proteina B.abortus B.abortus
ARibH1 RibH1 RibH2 RibH2 RibH1 ARibH1
20 .
- - —— . -
14 = |

Figura 46. Deteccion de RibH1 y RibH2 en extractos de B. abortus. Se utilizaron extractos bacterianos de
cepas salvaje o de una cepa la cual presenta una delecion del gen ribH1 (ARibH1). Como controles positivos se
sembraron en el gel muestras de las proteinas recombinantes RibH1 y RibH2. Los extracto bacterianos asi como
las muestras proteicas fueron corridas en un gel de poliacrilamida al 15 % desnaturalizante (SDS-PAGE) y
transferidas a las membranas. Las membranas fueron bloqueadas ON, posteriormente incubadas con los
anticuerpos anti RibH2 ¢ anti RibH1 segun corresponde (durante 2 h) y luego con los anticuerpos secundarios. Las
membranas fueron reveladas mediante autorradriografia.

expresa la proteina RibH1, resultando poco probable que sea, por ejemplo, el
producto de un pseudogen. Con la intenciéon de confirmarlo, y a fin de obtener
anticuerpos policlonales anti-RibH1, se inoculd a un conejo con una preparacion
de RibH1 en adyuvante de Freund en forma intraperitoneal. Estos anticuerpos
fueron utilizados como sonda de deteccion de la proteina en extractos de B.
abortus, mediante la técnica de Western-blot. En paralelo se realizé la deteccion
de la proteina RibH2 en los mismos extractos bacterianos, siendo este ensayo
una confirmacion del realizado por Goldbaum et al. (Goldbaum 1993). Como se
observa en la Figura 46, fue posible detectar a RibH1 y a RibH2 en el extracto
de B. abortus. Conformemente, un extracto bacteriano proveniente de una
mutante de B. abortus la cual posee una deplecion del gen ribH1 (AribH1)
(Marchesini, 1., y colegas, resultados no publicados), no mostré la banda

correspondiente al producto de éste gen, pero si al producto del gen ribH2.

Resumiendo, hasta aqui demostramos que B. abortus expresa dos proteinas
diferentes, ambas poseen similitud de secuencia primaria con una LS. RibH1 es
una proteina de tipo pentamérica que forma parte del operén rib, ubicado en el
cromosoma |. Por su parte, RibH2 esta codificada por un gen aislado en el otro
cromosoma bacteriano, y presenté una novedosa estructura cuaternaria la cual

fue caracterizada durante el capitulo | de la presente Tesis.

85



Resultados - Capitulo II —Parte A

Estudios enziméticos de RibH1 y RibH2 de B. abortus.

En la Introduccion de ésta Tesis, fueron descriptas las reacciones enzimaticas
involucradas en la biosintesis de la riboflavina (Figura 3). En particular, la LS
cataliza la condensacion de sus dos sustratos: RPD (6) y But-F (8), generando
el compuesto 6,7-dimetil-8-ribitilumazina (9). El producto de la reaccién
posteriormente es transformado en riboflavina, reaccion catalizada por la
enzima RS (Figura 3). La metodologia utilizada en la medicion de la actividad
enzimatica de la LS fue descripta hace ya varios afios (Bacher 1986;
Sedimaier 1987; Richter 1992) y adaptada mas recientemente por Fischer et
al. (Fischer 2003), siendo ésta la utilizada en el presente trabajo. Para ello, se
requiere contar con los dos sustratos de la enzima, los cuales son obtenidos
mediante sintesis organica (sustrato 6) 6 enzimatica (sustrato 8) en solo muy
pocos laboratorios en el mundo. Es por ello, que los estudios enzimaticos
los realicé en Alemania en el laboratorio de los Dres. Bacher A., y Fischer, M.,
en un marco conjunto de colaboracion. Se empleé una técnica
espectrofotométrica para la deteccion del producto de la reacciéon enzimatica
(6,7-dimetil-8-ribitillumazina) tal como se detallé en materiales y métodos. Se
midieron las constantes de Michaelis-Menten (Ky) para cada sustrato y las
Vmax de la reaccién para las proteinas recombinantes RibH1 y RibH2 de B.
abortus (Tabla 10). Sorprendentemente, RibH2 no mostré tener actividad
enzimatica detectable en las condiciones de medicion. Por este motivo, fue
necesario analizar distintas variables que pudieran afectar la actividad de la
enzima, como por ejemplo: el pH, agregado de sal, diferentes tipos de buffer,
temperatura de incubacion y concentracion de sustratos. En ningun caso se
logré detectar el producto de la reaccion, sin embargo al aumentar
considerablemente la concentracion de But-F (a 4 mM), se registrd6 una
moderada reaccion catalitica (20 nmol/mg*min a 37 °C). Consideramos que
este valor de V.« calculado no representa un fiel indicador de la actividad
enzimatica de la proteina in vivo, ya que la concentracion de But-F requerida
para obtener dicha actividad probablemente no refleje la concentracion
fisiologica del mismo. Teniendo en cuenta ésto, se calculd el parametro
Kea/Kym, €l mismo contempla tanto la actividad catalitica de la proteina como su
afinidad por cada sustrato. Como puede apreciarse, el valor de KCm/KM8 es tres
6rdenes de magnitud mayor que el de K./Ku® (1,5 M*s™ y 600 M*s™
respectivamente), relacionado con las diferencias en las afinidades por los

sustratos.
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Por otra parte, la proteina RibH1 cataliza la formacién de 6,7-dimetil-8-
ribitillumazina a una velocidad de 18 nmol/mg*min a 37 °C (Tabla 10). La
ecuacion matematica que mejor describid la dependencia de la velocidad de la
reaccion en funcion del agregado del sustrato 8 fue la ecuacion de Hill:

V = V5 "S"/(K"+ S")

En donde V es la velocidad de la reaccion, Vmax €s la velocidad maxima, S la
concentracion de But-F, K la constante de reaccion y n es el coeficiente de
Hill. A partir de dicho ajuste, se determind que la constante de la reaccién para
But-F es de 125 + 10 uM (y por lo tanto Ke/Ky® = 42,5 M*s™). Notar que este
valor de Kcat/KM8 es significativamente mayor que al obtenido para RibH2. Los
experimentos cinéticos de RibH1 en estado estacionario revelaron una
disminucién de la velocidad de la reaccion a elevadas concentraciones de
RPD. Por lo tanto, los datos de velocidad de la reaccion en funcién del
agregado de RPD fueron ajustados al modelo de inhibicién representado por
la ecuacion:

V =Vnax' S/ [Ku + S * {1+(S/Ks)}

Donde V es la velocidad de la reaccion, Vg, la velocidad maxima, S la
concentracién de RPD, Ky la constante de Michaelis-Menten y K, la constante
de inhibicion. A partir de este analisis se estimaron las constantes KM6,
KeaKn' Y Ks que fueron de 90 + 16 uM, 58,9 M*s™ y 370 uM respectivamente
(Tabla 10).

La concentracion celular de But-F no esta reportada. Exceptuando que dicha
concentracion se encuentre en el orden numérico de la Ky de RibH2 (4 mM),
asumiremos que la mayor parte del producto 6,7-dimetil-8-ribitilumazuna en B.
abortus sera generado por la enzima que presente menor Ky, en este caso
RibH1 (124,9 uM para RibH1 y 4000 uM para RibH2). Aun teniendo en cuenta
estas consideraciones, no se puede descartar la posibilidad que RibH2 in vivo
presente una actividad residual de LS. Al comparar las caracteristicas
enzimaticas de RibH1 de B. abortus con la de otras LS provenientes de
bacterias mesdfilas o de plantas (S. oleracea), se pueden destacar algunas
diferencias: Primero, la V.« de la reaccién catalizada por RibH1 es un orden
de magnitud menor que la del resto de las LS. Segundo, RibH1 presenta una
Ku para el sustrato 6 mayor a la reportada para otras enzimas homologas y
una afinidad por el sustrato 8 similar (Tabla 11). Un analisis de la secuencia
primaria junto con un analisis estructural preliminar de RibH1 no revelo
mayores modificaciones en torno a los sitios activos de la enzima, en

comparacioén con otras LS ya caraceterizadas. Por lo tanto, se puede decir que
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la presion de seleccidon que controld la ruta metabdlica de las flavinas en
Brucella abortus, favorecié la evolucion de la catalisis a baja tasa de reaccién
(enzima RibH1). Contrariamente, al analizar la estructura de RibH2 entorno a
los sitios activos, se encontraron importantes variaciones. Por lo tanto,
aprovechando la existencia de esta estructura cristalina y la de otras LS, nos

parecié adecuado realizar un analisis comparativo a fin de dilucidar posibles

determinantes estructurales responsables en parte de tal resultado

experimental.

B. Kn  Ku®  Via Keat KealKm®  KeatlKu'

abortus (M)  (uM)  (nmol/mg* (s7) (M*s™)  (M*s™)
min)

RibH2 4000 10 20 0,006 1,5 600

(P18)

RibH1 124,9 90,0 18,1 0,0053 42,5 58,9

Tabla 10. Parametros enzimaticos de RibH1 y RibH2 de B. abortus. 6y 8

corresponden a los sustratos  5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidinadiona (RPD) y 3,4-dihidroxi-2-butanona  4-fosfato  (But-F)
respectivamente. * Coeficiente de Hill (n = 2 + 0,3). Ket = Vimax'PM
monomero/1000*60.
Organismo Ky’ Ky’ Vimax (37 °C) Referencia
(nM) (LM) (nmol/mg*min)
Bacillus subtilis 55 9.0 242 (Kis 1995a)
Escherichia coli 62 4.2 197 (Paulsen
2002)
Saccharomyces 90 4.0 257 (Paulsen
cerevisiae 2002)
Schizosaccharomyces 67 5.0 217 (Fischer
pombe 2002)
Spinacea oleracea 26 20.0 275 (Jordan 1999)

Tabla 11. Parametros enzimaticos reportados para LS provenientes de

diversos organismos.
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Figura 47. Divergencia en el sitio de
uniéon de la 3,4-dihidroxi-2-butanona
4-fosfato en diferentes proteinas. (a)
LS icosahédrica proveniente de A.
aeolicus, (b) RibH2 decamérica de B.
abortus. Se muestra con linea
punteada la interaccion electrostatica
entre el fosfato y el residuo cargado.
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Bases estructurales de la actividad residual de LS en RibH2 de B.
abortus.

Se llevd a cabo un analisis comparativo entre la estructura cristalografica de
RibH2 de B. abortus y la LS proveniente de A. aeolicus, evaluando
principalmente los sitios de unién a RDP y But-F. En este estudio se comprobo
que RibH2 presenta importantes modificaciones en torno al sitio de union de la
But-F, las cuales se detallan a continuacién. La LS de A. Aeolicus, al igual que
otras LS, une But-F por medio de un puente salino en el que participa un
residuo muy conservado en las LS: la Arginina 127 (Figura 47a). Este residuo
se ubica en el extremo de la hélice a4 e inmediatamente después de él, le
sigue un bucle postulado como un determinante del estado cuaternario de las
LS . A diferencia de otras LS, RibH2 de B. abortus presentd una estructura
primaria y una disposicion de la cadena polipeptidica completamente distinta
en esta posicion. En primer lugar, el residuo equivalente a la Arginina 127,
esta ocupado por una Histidina (His 119, Figura 47b). En segundo lugar, en

vez de un bucle, RibH2 presenta una hélice a4a5 continua (Figuras 6 y 24), y

este cambio genera una modificacion en la posicién y orientacion del residuo
que hipotéticamente deberia interactuar con la But-F (His 119, Figura 47). Es
decir, la disposicion de la cadena polipeptidica de RibH2 en esa region, se

relaciona con la ausencia de un grupo cargado positivamente capaz de
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Figura 48. Superposicion de
los sitios de unién de los
sustratos de la LS. LS de B.
subtilis (azul) y RibH2 de B.
abortus (amarillo). En gris se
muestra al analogo de sustrato
NRP. Los residuos 112* y 113*

Resultados - Capitulo II —Parte A

interactuar con la carga opuesta del grupo fosfato del sustrato. Sumado a ésto,
y tal como se detallé en el capitulo A, esta disposicion espacial como asi los
residuos presentes en dicha region, estan intimamente relacionados con la
formacion de la estructura decamérica de RibH2 (Figura 25). Otro residuo que
fue nombrado en la introduccion como implicado en la catalisis y union de But-
F, altamente conservado en las LS, es la His 88 (tomando como referencia a
la secuencia de B. subtilis). Como se puede notar en la Figura 48, este residuo
se encuentra desplazado una posicion en RibH2 de B. abortus (la posicion 88
esta ocupada por una arginina). No solo que se encuentra desplazado, si no
que al superponer las dos estructuras se puede notar que la His 89 de B.
abortus se encuentra en una orientacion diferente a la presente en B. subtilis.

Por otra parte, al analizar la estructura del sitio de union del segundo sustrato
(RPD) en RibH2 de B. abortus, se encontr6 que el mismo permanecio
conservado en comparacion con el de otras LS. La Figura 49, muestra los

residuos involucrados en el contacto entre RibH2 y un analogo del sustrato

estan formando parte del
mondémero  vecino  (Braden

2000) NRP (estructuralmente equivalente). Como puede observarse en la Figura

493, el ligando es reconocido por residuos de dos subunidades adyacentes de

un mismo pentamero por multiples interacciones hidrofébicas e hidrofilicas. El

Figura 49. Residuos involucrados en el reconocmiento del sustrato RPD. (a) Estructura del sitio de unién del analogo de sustrato
NRP estructuralmente equivalente al sustrato. En la figura se marcan con linea punteada los contactos hidrofilicos que participan en el
reconocimiento del mismo. Los residuos involucrados en el reconocimiento de este sustrato forman parte de dos mondmeros vecinos
(de un mismo pentamero). Los residuos marcados con apostrofe forman parte del monémero B. Residuos sin apdstrofe forman parte
del mondmero A. (b) Interaccion entre el anillo pirimidina del analogo de sustrato y del triptofano 22. Las figuras se realizaron a partir de
la estructura de RibH2 resuelta en presencia del analogo de sustrato (Klinke 2005).

90



Resultados - Capitulo II —Parte A

reconocimiento a su vez se complementa por una interaccion coplanar entre el
grupo indol del Triptofano 22 y una de las dos cara del anillo de la pirimidina
(Figura 49b). Esta descrito en varios trabajos que esta ultima interaccion juega
un rol fundamental en el reconocimiento del sustrato y también en la catalisis
(Meining 2000; Fischer 2002; Fischer 2003). En la mayoria de las LS
conocidas, en esta posicion esta presente un triptofano o una fenilalanina. Es
importante resaltar que los contactos y el sitio de unién de este andlogo de
sustrato en RibH2 de B. abortus, se superpone con el de otras LS unidas al
mismo o semejante analogo, indicando una alta conservacion entre especies
(Ritsert 1995; Persson 1999; Meining 2000; Gerhardt 2002; Zhang 2003;
Morgunova 2005).

Las particularidades estructurales de cada uno de los sitios de unién de los
sustratos de RibH2 de B. abortus se relacionaron con sus constantes de
disociacion medidas durante el estudio enzimatico de la proteina. La constante
de disociacion entre RibH2 y But-F fue significativamente mayor a la reportada
para otras LS y coincidentemente su sitio de unién se encontro
estructuralmente distorsionado. Por otra parte en cuanto a RPD, tanto las
caracteristicas estructurales del sitio de unién como la afinidad de la proteina
por el mismo fueron comparables a las reportadas para otras LS.

En resumen, los estudios enzimaticos y estructurales en conjunto revelaron
que RibH2 de B. abortus, como consecuencia de su arreglo cuaternario
especial, solo conservd una débil afinidad por uno de sus sustratos vy
consecuentemente una actividad de LS residual. Estos hechos, junto con el
hallazgo de un segundo gen que codifica para una enzima que cataliza la
reaccion enzimatica mas eficientemente (RibH1), descartaron practicamente
la posibilidad de postular a RibH2 como una LS en B. abortus.

Hasta el momento, se describio un analisis enzimatico y estructural de las
proteinas RibH de B. abortus, en el cual hallamos importantes caracteristicas
de las mismas. Dado que RibH2 sélo presenté actividad residual, permanecia
sin responder la pregunta sobre cual pudo haber sido la presién de seleccion
que previno la pérdida del gen ribH2 (en el caso que los genes ribH1 y ribH2
fueran evolutivamente ancestrales en Brucella) o bien que favorecié su mas
reciente adquisicion por transferencia horizontal (previo a la especiacion). Para
abordar estas preguntas nos parecidé ventajoso realizar un analisis filogenético
de las diferentes proteinas que presentan similitud de secuencia con una LS

(es decir, proteinas pertenecientes a la familia de LS).
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Organismo con dos

Reino, orden o

secuencias ribH. grupo
Bradyrhizobium a-proteobacteria;
japonicum (Bja) Rhizobiales
Brucella melitensis a-proteobacteria;
(Bme) Rhizobiales
Brucella suis (Bsu) a-proteobacteria;
Rhizobiales
Mesorhizobium loti a-proteobacteria;
(Mlo) Rhizobiales
Rhodopseudomo- a-proteobacteria;
nas palustris (Rpa) Rhizobiales
Sinorhizobium a-proteobacteria;
meliloti (Sme) Rhizobiales

Silicibacter pomeroyi
(Sipo)

a-proteobacteria;
Rhodobacterales

Caulobacter
crescentus (Ccr)

a-proteobacteria;
Caulobacterales

Pseudomonas y-proteobacteria;
fluorescens (Pfl) Pseudomonadales
Pseudomonas y-proteobacteria;
syringae pv. tomato Pseudomonadales
(Psy)

Nocardia farcinica Actinobacteridae;
(Nfa) Actinomycetales

Aeropyrum pernix
(Ape)

Archaea;
Desulfurococcales

Archaeoglobus
fulgidus (Afu)

Archaea;
Archaeoglobales

Methanocaldococcus
jannaschii (Mja)

Archaea;
Methanococcales

Methanopyrus
kandleri (Mka)

Archaea;
Methanopyrales

Methanosarcina Archaea;
acetivorans (Mac) Methanosarcinales
Methanosarcina Archaea;

mazei (Mma) Methanosarcinales
Methanothermo- Archaea;

bacter Methanobacteriales

thermautotrophicus
(Mth)

Pyrobaculum
aerophilum (Pae)

Archaea;
Thermoproteales

Sulfolobus

Archaea;

solfataricus (Sso) Sulfolobales
Sulfolobus tokodaii Archaea;
(Sto) Sulfolobales

Tabla 12. Organismos cuyos genomas
fueron secuenciados y presentaban dos
genes diferentes con similitud de secuencia

a LS (ribH1 y ribH2).

Evolucién de la via biosintética de la riboflavina.

Se llevd a cabo una busqueda informatica en la cual se seleccionaron aquellos
organismos cuyos genomas fueron secuenciados y que presentaban dos
genes diferentes con similitud de secuencia a LS (ribH1 y ribH2). En la Tabla
12, se muestran los diversos organismos que comparten esta caracteristica;
entre ellos se encontraron principalmente bacterias pertenecientes al grupo a-
protobacterias, y-proteobacterias, actinobacteria y organismos pertenecientes
al reino Arquea. Utilizando las secuencias aminoacidicas de éstas hipotéticas
LS junto con las secuencias de las LS actualmente caracterizadas (tanto de
tipo icosahédrico como pentamérico), se realizé un alineamiento multiple
utilizando el programa Clustal X. A partir de este alineamiento se llevé a cabo
un estudio filogenético, cuyo resultado se muestra en la Figura 50.
Globalmente, se puede observar que el arbol filogenético de las proteinas que
forman parte de la familia de LS, presenta una divergencia evolutiva
generando cuatro ramas bien definidas. Todas las proteinas bacterianas,
fungicas o de plantas que fueron caracterizadas como LS activas, se ubican
dentro de una sola rama. A las proteinas que se agruparon en esta rama se
las denomind: “LS tipo I” y en todos los casos la secuencia codificante se
encuentra formando parte del operodn rib. Resulta importante recalcar que este
grupo esta definido funcionalmente ya que las proteinas pertenecientes al
mismo resultan agrupadas independientemente de su estructura cuaternaria.
Dentro de este grupo, se pueden distinguir cuatro ramificaciones, que en sélo
una de ellas se ubican las LS de tipo icosahédricas caracterizadas hasta el
momento. En las otras tres ramificaciones encontramos algunas proteinas que
fueron clasificadas como LS pentameéricas. Las proteinas RibH1 (provenientes
de organismos en cuyos genomas existen dos genes distintos, ambos con
similitud de secuencia a la LS), se encuentran siempre dentro de la rama “LS
tipo I” y mayoritariamente agrupadas entre si. Entre ellas se ubica RibH1 de
B. abortus. Existen algunas particularidades como por ejemplo la RibH1 de P.
Fluorescens (Pfl) y P. syringae pv tomato (Psy), que segun nuestra prediccion
se agrupan junto con las LS icosahédricas. Otro caso es el de RibH1 de N.
farcinica, la cual comparte mayor similitud de secuencia con la enzima de M.
tuberculosis, recientemente caracterizada como pentamérica, pero que por
alguna razén desconocida no se agrupan junto con el resto de las LS

pentaméricas.
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En otra de las ramas se encuentran las proteinas provenientes de eubacterias
que comparten similitud de secuencia primaria con RibH2 de Brucella abortus
y que no forman parte del operén rib (Figura 43). Las proteinas pertenecientes
a esta rama fueron denominadas “LS tipo II”. Todos éstos organismos a su
vez poseen en su genoma otra secuencia que codifica para una proteina LS
tipo 1.

Llamativamente, C. crescentus, una a-proteobacteria, posee dos secuencias
con similitud a la LS, sin embargo, ninguna de ellas se ubica dentro del grupo
de las “LS tipo II". Segun este estudio filogenético, una de ellas se agrupa
junto con las enzimas RibH1 y la otra junto a la LS pentamérica de M.
tuberculosis. Este organismo seria el Unico (hasta el momento) que tendria

dos proteinas LS tipo I.
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Figura 50. Analisis filogenético de la familia de proteinas de LS. Se puede observar una divergencia en cuatro ramas: (i) “LS tipo I”,
provenientes de eubacterias, plantas y hongos, (ii) “LS tipo II” de eubacterias (decaméricas), (iii) “LS de Arqueas” y (iv) “RS de Arqueas”
(pentaméricas). + (proteinas icosahédricas), ** (proteinas decaméricas), * (proteinas pentaméricas). Los organismos se indican de la
siguiente forma: Aae, A. aeolicus (Zhang 2003); Afu, Archaeoglobus fulgidus; Ape, Aeropyrum pernix; Bab, B. abortus; Basu, B. subtilis
(Ladenstein 1994); Bja,Bradyrhizobium japonicum; Bme, B. melitensis; Bsu, B. suis (Zylberman 2004); Ccr, Caulobacter crescentus;
Eco, E. coli (Mortl 1996; Moreno 2002a);Fac, Ferroplasma acidarmanus; Mac, Methanosarcina acetivorans; Mgr, M. grisea (Persson
1999); Mja, Methanococcus jannaschii (Fischer 2004); Mka, Methanopyrus kandleri; Mlo, M. loti;, Mma, Methanosarcina mazei, Mth,
Methanobacterium thermoautotrophicum; Mtu, M. tuberculosis (Ross 1994, Foster 1996; Watson 2003; Morgunova 2005); Nfa,
Nocardia farcinica; Pae, Pyrobaculum aerophilum; Pfl, Pseudomonas fluorescens; Pfu, Pyrococcus furiosus; Psy, P. syringae; Rpa, R.
palustris; Sce, S. cerevisiae (Jahans 1997; Meining 2000); Sipo, Silicibacter pomeroyi; Sme, S. meliloti; Sol, S. oleracea (Persson 1999);
Spo, S. pombe (Gerhardt 2002); Sso, Sulfolobus solfataricus; Sto, Sulfolobus tokodaii.
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Figura 51. A, representacion del
mondémero de RS de M.
jannaschii. B, Superposicion del
mondémero de RS de M. jannaschii
(rojo) con el monémero de LS de
S. pombe (verde). C,
Representacion del pentamero de
la RS M. jannaschii acomplejada
con 6,7-dioxo-8-ribitilumazina
(rojo), cada mondémero se mostro
en un color diferente. Obtenido de
(Braden 2000; Ramsperger 2006).
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Por otra parte, se encuentran los organismos pertenecientes al reino Arquea
que presentan dos ORF, ambos con similitud de secuencia primaria a la LS.
Estos divergieron evolutivamente, conformando las otras dos ramas del arbol
filogenético de la Figura 50. En una de las ramas (derecha) se encuentran las
proteinas que se agrupan junto a la proteina de Methanocaldococcus
jannaschii (Mja), enzima caracterizada funcional y estructuralmente por Haase
et al. (Haase 2003). En este trabajo los autores demostraron que la misma
presenta actividad de LS y forma una estructura icosahédrica en solucién. Por
lo tanto, segun nuestro analisis y prediccidon, éste grupo de proteinas
conforman las llamadas "LS de Arquea". La otra rama de Arquea (arriba,
Figura 50), constituye un grupo sumamente interesante. En trabajos recientes
se analizd la estructura y funcion de dos miembros de éste grupo:
Methanocaldococcus  Jannaschii (Mja) y a  Methanothermobacter
thermautotrophicus (Mth) (Fischer 2004; Fischer 2005; Ramsperger 2006). En
estos trabajos se demostré6 que ambas son proteinas que si bien comparten
similitud en la secuencia primaria con una LS y también un plegamiento
general parecido (se ordenan en forma pentamérica) (Figura 51), en realidad
poseen actividad enzimatica de RS, enzima siguiente de la via metabdlica de
las flavinas (Figura 3). Los representantes de ésta rama fueron denominados
"RS de Arquea".

Interesantemente, los representantes de las RS de arquea, se asemejan a
RibH2 de B. abortus (LS tipo Il) en algunos aspectos, tales como: 1) Las RS
de arquea presentan conservado el sitio de unién de uno de los sustratos de la
LS, el de unidon a RPD, nos referiremos a él como “sitio A“. En ese sitio en
lugar del sustrato de la LS, en las RS de Arquea, se une una molécula de 6,7-
dimethil-8-ribitillumazina (sustrato de la reaccion catalizada por la RB, Figura
3). Es importante recordar que el andlisis de la estructura cristalografica de
RibH2 de B. abortus, reveld que también esta proteina mantuvo conservado a
lo largo de la evolucion el “sitio A”. Este sitio, cualquiera sea la proteina,
invariablemente esta comprendido entre dos mondémeros (A y B) de un mismo
pentamero. 2) La interaccién entre la RS de arquea y la 6,7-dimethil-8-
ribitillumazina en el “sitio A”, es semejante a la interaccion entre RibH2 de B.
abortus o entre una LS tipo | y el anillo isoaloxazina de RPD. En la Figura 52
se muestra una superposicion de una RS de Arquea con una LS tipo | y una
LS tipo I, donde se observa que presentan un plegamiento general semejante
en torno al “sitio A”. Cada proteina fue cristalizada acomplejada con el analogo

de sustrato (LS tipo Il: 5-nitro-6-ribitilamino-2,4-pirimidinadiona, NRP), sustrato
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Figura 52. Comparacion
estructural de una LS tipo |, tipo
Il'y una RS de arquea. (Arriba)
Superposicion de RS M. jannaschii
(rojo), LS tipo | de S. pombe (verde),
y una Ls tipo Il de B. abortus (gris).
Los sitios activos se forman entre
dos mendmeros adyacentes (A y B).
La LS de S. pombe fue cristalizada
unida a riboflavina (verde; residuos
E17 a D112y S113 a L158), RibH2
fue cristalizada unida a NRP
(residuos S12 a E106 y T107a
L156), y la RS de M. jannaschii
unida a 6,7-dioxo-8-ribitillumazina
(residuos T2 a M90 y T91a Y135).
La denominacion de los elementos
de estructura secundaria se refieren
ala LS de S. pombe. Se muestra
solamente la estructura en torno al
“sitio  A”, conformado entre el
monomero A y B. Los ligandos se
muestran en los respectivos colores.
(Abajo) Ampliacion de la ubicacion
del Trp27 (de S. pombe), Trp22 (de
B. abortus) y Phe12 (de M.
jannaschii) (Zylberman 2006).

Resultados - Capitulo II — Parte A

(RS: 6,7-dimethil-8-ribitilumazina) ¢ inhibidor de sustrato (LS tipo I: riboflavina)
(Figura 52); notar que los triptofanos 6 fenilalaninas a su vez se superponen
perfectamente bien (Figura 52). 3) Las RS de arquea como asi RibH2 de B.
abortus, no presentan en su estructura un sitio de unién para But-F semejante
al existente en las LS tipo | o en las LS de arquea (denominado “sitio B”).
Coincidentemente, ninguna de las dos proteinas presentaron alta afinidad por
tal sustrato y solo mostraron actividad catalitica residual de LS.

Segun las similitudes planteadas entre una LS tipo Il y una RS de arquea,
resultaba pertinente determinar si RibH2 de B. abortus era capaz de catalizar
la sintesis de riboflavina. Los estudios enzimaticos realizados por nuestros
colaboradores en Alemania, determinaron fidedignamente que RibH2 de B.
abortus no cataliza tal reaccién enzimatica, descartando la posibilidad que
esta proteina fuese una RS.

El analisis filogenético presentado junto con la determinaciéon estructural y
caracterizacion enzimatica de algunas proteinas involucradas, develaron una
posible relacion evolutiva para la topologia de las LS. El plegamiento
polipeptidico relacionado con la funcién catalitica de lumazina sintetasa dio
lugar a al menos tres funciones diferentes: (a) la LS propiamente dicha, (b) la
RS de arquea, que son “lumazinas sintetasas-like” sin actividad de LS
detectable y (c) la LS tipo Il de eubacterias, cuya funcion biolégica permanece
aun sin ser descripta. A partir de los estudios filogenéticos aqui presentados,
no es posible determinar cual fue la funcién catalitica ancestral. Por lo tanto,
aunque estructuralmente relacionadas, las proteinas que presentan una
similitud de secuencia y un plegamiento general de LS, no necesariamente
poseen ésta funcidn bioldgica.

Estos resultados nos indujeron en parte a contestar y en parte a reformular la
pregunta: ” cual pudo haber sido la presién de seleccion que previno de la
perdida del gen ribH2 (en el caso que los genes ribH1 y ribH2 fueran
evolutivamente ancestrales en Brucella) o bien que favorecid su mas reciente
adquisicion por transferencia horizontal (previo especiacion)”. Posiblemente, la
presion de seleccion previno la pérdida del gen ribH2 porque existié una
ventaja adaptativa otorgada por la proteina codificada por el mismo. ¢ Pero,
cual es la funcidén bioldgica que otorgaria tal ventaja adaptativa? Esta
pregunta, aunque sencilla de formular, constituye un problema complejo de

contestar. En la ultima parte de mi Tesis intenté acercarme a su respuesta.
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Parte B

“P18, RibH2 6 LS tipo II: ¢;Funcion

biologica?”
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P18, posteriormente denominada RibH2 (6 LS tipo 1l), proteina
inmunolégicamente relevante y postulada como marcador serolégico de la
brucelosis fue considerada durante un tiempo como una enzima pentamérica
con actividad de lumazina sintetasa. A lo largo del capitulo | de esta tesis se
demostré que verdaderamente presenta una estructura cuaternaria novedosa,
nunca antes descripta para una LS. A partir de los estudios enzimaticos y el
hallazgo de un segundo gen que codifica para una LS en B. abortus (RibH1),
se determiné que RibH2 sélo presenta actividad residual de LS, siendo RibH1
la enzima funcional en dicho organismo. A continuacién y a raiz de una
evaluacion filogenética, se encontré que el plegamiento caracteristico de las
LS dio origen a diferentes funciones cataliticas fuera de la LS tipo | y LS de
arquea. Por ejemplo, en el caso de Arquea, dio origen a la actividad de
riboflavina sintetasa (RS de arquea). Por otra parte, las LS tipo Il, son
proteinas que se asemejan a las LS en cuanto a su topologia general, pero no
comparte la misma funcién biolégica. En la ultima parte de esta Tesis, me
propuse indagar acerca de cual podria ser el posible rol biolégico de dicha
proteina. Dado que como integrante de las LS tipo Il, solamente contabamos
con RibH2 de Brucella abortus, parecia adecuado clonar y caracterizar una
RibH2 de otro organismo filogenéticamente relacionado como por ejemplo
Mesorhizobium loti. De este modo por un lado se podra en parte validar las
predicciones realizadas a partir del estudio filogenético de ésta familia de
proteinas, y por el otro abriria la posibilidad de analizar el rol biolégico de

RibHZ2 en un organismo no patogénico para humanos.

Los objetivos puntuales de esta parte de la tesis son:

e Clonar, purificar y caracterizar estructuralmente las proteinas
RibH1 y RibH2 de M. loti.

e Analizar posibles ligandos de RibH2 de B. abortus.
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Clonado y caracterizacion de RibH1 y RibH2 de M. loti.

Mesorhizobium loti, al igual que B. abortus posee dos genes cuyos productos
presentan similitud con la LS. La Figura 53 muestra un alineamiento de las
secuencias aminoacidicas codificadas por tales genes, con las secuencias de
B. abortus. Se puede notar la gran similitud en la estructura primaria existente
entre las proteinas RibH2, como asi entre las RibH1 (Figura 53). Segun la
hipétesis que se planted en la parte A de este capitulo, la proteina RibH1 de
M. Ioti tendria una funcion en la biosintesis de las flavinas (LS tipo I), mientras
que la funcion bioldgica de la proteina RibH2 de M. loti no estaria relacionada
a ésta via metabdlica (LS tipo Il) (Figura 50). Resultaba interesante validar
experimentalmente algunas de las predicciones basadas en el estudio
filogenético de esta familia de proteinas. A su vez estos datos seran utiles
para abordar el estudio de la funcionalidad biolégica de RibH2 también en M.

loti.

M. loti-RibHl MAG I SQHGKAF I RPKAKAHLL I'VEARFHDDLADAL LDGATSALEEAGATYDWTVPGSLE 60
B. abortus-RibH1  MEFLMSK-———- HEADAPHLL IVEARFYDDLADALL DGAKAAL DEAGATYDWTVPGALE 55
* - T ..- - *A‘I&‘A‘I&‘A‘I&‘A‘k *‘A*A*mk *‘k - *x
M. loti-RibHl 1PAVITFALDGAAEGGTNYDGFVALGT I IRGDTYHFDIVANESSRALMDMSVQDSVCIGN 120
B. abortus-RibH1  IPATISFALDGADNGGTEYDGFVALGTVIRGETYHFDIVSNESCRALTDLSVEESIAICN 115
M. loti-RibHl GILTTENDAQAWTRAKRSEGDKGGFAARAAL TMIALKEQLGARS 164
B. abortus-RibH1  GILTVENEEQAWHARREDKDKGGFAARAALTMIGLRKKFGA-- 157
M. loti-RibH2 MNQHSHKDYETVRIAWRARNMHAD 1VDQCVSAFEAEMAD | GGDRFAVDVFDVPGAYEIPL 60
B. abortus-RibH2  MNQ-SCPNKTSFKIAFIQARWVHAD IVDEARKSFVAELAAKTGGSVEVEIFDVPGAYEIPL 59
***k * - :_:*k:*kkkkkk** -**k* *- . ::**kkkkkkkk*
M. loti-RibH2 HARTLAETGRYGAVLGTARVWNGG I YRHEFVASAV IDGVMNVQLSTGVPVLSAVLTPHNY 120
B. abortus-RibH2  HAKTLARTGRYAAIVGAARVIDGG I YRHDFVATAV INGVMQVQLETEVPVLSWLTPHHF 119
*k:*kk-****_*_ :*-*k* *'*'k**k **k **k T ] *'*'k-* *****-*kkk* -
M. loti-RibH2 HDSAEHHRAFFEHFTVKGKEAARACVE I LAAREKIAA— 157
B. abortus-RibH2  HESKEHHDFFHAHFKVKGVEAAHAALQIVSERSRIAALY 158

K=k Fhk Kk Kkk KAk KEkKk-Kk --k-- Kk -Kkkk

Figura 53. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de RibH1 y RibH2 provenientes de M. loti con las
provenientes de B. abortus. Las secuencias provinieron de la base de datos HMM (Gough 2001) y se utilizé el programa
para alineamiento Clustal W. Los simbolos denotan el grado de conservacién, “*” idénticos, “” sustitucién conservativa, “.”
sustitucion semi-conservativa.
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Con la intencion de estudiar estructural y funcionalmente a las proteinas
RibH1 y RibH2 de M. loti, se clonaron los genes ribH1 y ribH2 a partir del ADN
de dicho organismo. Brevemente, la metodologia empleada fue la de PCR
haciendo uso de cebadores especificos disefiados para cada gen (mas
detalles en materiales y métodos). Los productos de PCR fueron subclonados
en un vector (pET11a) y se seleccionaron mediante PCR (utilizando los
mismos cebadores) aquellos clones positivos que contenian el gen en
cuestion. Por ultimo se realizd una secuenciacion de los clones positivos para
la PCR. Una vez confirmada la presencia de los genes ribH1 o ribH2 en el
vector de subclonado se comenzaron con los ensayos de sobreexpresién del
producto de los mismos. Se selecciond un clon que mayor sobreexpresién
presenté de RibH1 o de RibH2, a fin de realizar el mismo procedimiento a
mayor escala. Las fracciones citosdlicas de los cultivos bacterianos (que
sobreexpresaban cada una de las proteinas) fueron sometidas a dos pasos de
purificacion; la primera con una columna de intercambio idnico y la segunda
por un tamiz molecular. Finalmente se logré purificar a las proteinas RibH1 y
RibH2 de M. loti recombinantes a homogeneidad. ElI PM de las proteinas
desnaturalizadas corridas en un SDS-PAGE coincidi6 con el PM tedrico
calculado segun la estructura primaria de las mismas (17,19 kDa para RibH1)
y (17,28 kDa para RibH2) (resultado no mostrado). Las muestras proteicas
purificadas fueron sometidas a SLS/IR/UV con el objetivo de determinar el PM
de las mismas en solucion. La Figura 54 muestra el perfil de elucion de RibH1
y RibH2 de M. /oti. EI PM calculado para RibH1 fue de 85 KDa, compatible con
un arreglo pentamérico de sus subunidades. Por otro lado, como se ve en la
Figura 54, RibH2 de M. loti es una proteina de mayor tamafo que RibH1,
coincidentemente su volumen de elucion por una columna S-200 fue mayor. El
PM calculado por SLS/IR/UV para la misma fue de 178 kDa, indicando que
RibH2 de R.loti en solucion se comporta como una particula decamérica.

Segun los resultados preliminares obtenidos, RibH1 de M. /oti comparte el
mismo grado de estructura cuaternaria qua RibH1 de B. abortus, 1o mismo

ocurre con las proteinas RibH2 de las bacterias comparadas.

100



Resultados — Capitulo II — Parte B

Figura 54. Corrida S-200 acoplada a los
detectores de SLS/IR/UV de Ilas
proteinas RibH1 y RibH2 de M. loti. Se
grafico la sefial de SLS en funcion del
volumen de elucién. Las dos proteinas
fueron sembradas por separado en una
columna S-200 equilibrada en el mismo
buffer que las muestras (fosfato 50 mM, pH
7,0). En el grafico se sefiala el PM del pico
proteico.
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Recientemente se comenzd a llevar a cabo en Alemania, junto con nuestros
colaboradores, la determinacién de la actividad enzimatica de las proteinas de
M. loti. Segun las primeras mediciones, RibH1 de M. loti es una enzima la cual
presenta alta actividad de LS (LS tipo I), mientras que RibH2 solamente tiene
una actividad LS residual (resultado no mostrado). Sumado a ésto,
ultimamente se obtuvieron en el laboratorio cristales de RibH2 de M. /oti. El
estudio cristalografico preliminar de los mismos reveld que la proteina es un
dimero de pentdmeros, semejante a su homdloga en Brucella abortus. En
conclusion, el hallazgo que RibH2 de M. loti presenta una estructura
decamérica y solo una actividad catalitica residual, y a su vez que RibH1 del
mismo organismo es una proteina pentamérica con actividad de LS, coicide
con la informacién inferida a partir del estudio filogenéticos de esta familia de
proteinas. Estos resultados abren la posibilidad de comenzar a encarar
diversos estudios funcionales de RibH2 en M. loti. En este sentido seria
interesante conocer si la mutante de delecion del gen ribH2 en M. loti presenta

algun fenotipo interesante 6 alteraciones en su relacion con el huésped.
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Caracterizacion bioquimica de la unién de RibH2 de B. abortus a

diferentes moléculas.

Como se mostré en la parte A de éste capitulo, RibH2 de B. abortus mantuvo

su capacidad de unir RPD (en el "sitio A”), pese a no catalizar tal reaccion

enzimatica. Es mas, todas las proteinas pertenecientes a la familia de las LS

que fueron caracterizadas hasta el momento, presentan conservado a lo largo

de la evolucion el “sitio A”, independientemente si poseen 6 no actividad de

LS. Por otra parte, se conoce que la riboflavina actia como inhibidor de la

algunas LS (en particular de las LS tipo I). El mecanismo por el cual se postulé

que la riboflavina inhibe la reaccion catalitica es el de inhibicibn competitiva
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Figura 55. Unién RibH2-riboflavina
determinada por apagamiento de la senal de
fluorescencia de la riboflavina. (a) A una
muestra de riboflavina (45 uM) se le fue
adiciononando  cantidades crecientes de
proteina (RibH2, mutantes 6 BSA). Se midi6 el
apagamiento de la sefial de emisién a 520 nm,
utilizando una longitud de onda de excitacién de
445 nm. La emision inicial de riboflavina se
considerd como el 100 % de emision. BSA fue la
proteina utilizada como control negativo. (b)
Estructura quimica de la riboflavina, FMN y FAD.
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por unién al “sitio A”. En este caso, la accién de la riboflavina es interpretada
como un punto de regulacion en la biosintesis de la riboflavina, ya que el
producto final actia como inhibidor de una de las enzimas involucradas en su
propia sintesis (“feedback” negativo). Dada la conservacion que RibH2 de B.
abortus presentd en este sitio, se pensd en estudiar su facultad de unir la
riboflavina, en este caso no como inhibidor, sino como un posible ligando
fisioldgico. Un modo posible de medir y cuantificar la unién de riboflavina a
RibH2, es mediante una técnica fluorimétrica. La riboflavina emite
fluorescencia a 520 nm cuando es excitada a 445 nm y es de esperar que su
emisién disminuya en tanto interaccione con la proteina (Becvar 1982; Eftink
1997; Lakowicz 2002). Se trabajé con una solucién de riboflavina (45 uM) a la
cual se le adicioné cantidades crecientes de proteina y se monitoreé la sefial
de fluorescencia a 520 nm (correspondiente a la riboflavina libre). Como
muestra la Figura 55a, al agregar cantidades crecientes de RibH2, se pudo
observar una disminucion significativa en la emision de fluorescencia de la
riboflavina, reflejando la uniéon especifica de ambas moléculas. Como se
mencioné anteriormente, las proteinas de la familia de la LS conocidas hasta
el momento, presentan conservado en la posicion 22 (tomando como
referencia a RibH2 de B. abortus) un residuo fenilalanina 6 triptofano. La
conservacion de dicha posicion se relaciona con la estabilizacion de la
interaccion con el sustrato (por los contactos entre el grupo fenilo ¢ indol de
la posicion 22 con el anillo isoaloxazina del sustrato). Nos pareciod interesante
estudiar la importancia de la conservacién del triptofano 22 de RibH2 de B.
abortus, en la union a la riboflavina. Para ello, se disefiaron y obtuvieron dos
mutantes de RibH2 a las que se les reemplazé el triptofano natural por una
fenilalanina 6 por una alanina: RibH2-W22F 6 RibH2-W22A (ésta ultima fue
caracterizada estructuralmente en el capitulo |, parte B). Tal como muestra la
Figura 55a, el reemplazo del triptofano por una fenilalanina disminuy6 la
capacidad de RibH2 de unir riboflavina. Sin embargo al mutagenizar este sitio
por una alanina, no se detectd6 cambio alguno en la emision de fluorescencia
de la riboflavina. Estos resultados destacan la importancia del residuo indol
presente en la proteina salvaje para la estabilizacion de la interaccién con la
riboflavina. En el presente ensayo se asume que la disminucion en la sefal de
fluorescencia de la riboflavina es principalmente debida al apagamiento de la
emision producido por la interaccion entre el anillo isoaloxazina de la misma y
los grupos indol 6 fenilo de la proteina. Sin embargo la ausencia de un cambio

en la emisiéon (como ocurrié con la mutante RibH2-W22A), no descarta que
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exista una interaccion fisica débil que no resulte en cambios de la sedal
medida. Una vez formado el complejo RibH2-riboflavina, esta ultima es capaz
de ser desplazada de su sitio de unién por el analogo de sustrato NRP (Figura
56a), el mismo que fue empleado para la cristalizaciéon de la proteina. En el
andlisis cristalografico, se encontré que este analogo interactia con el “sitio A”
de RibH2. Por lo tanto, el resultado de desplazamiento demuestra que el sitio
de unidn de la riboflavina es el mismo que el de union a NRP. Segun los
ensayos de union y desplazamiento, se determiné que RibH2 de B. abortus,
une riboflavina con una relaciéon equimolar (mol de riboflavina por mol de
mondémero de RibH2, Figuras 55 y 56a). A fin de determinar la constante de
disociacion (Kp) de ésta interaccion, se realizaron ensayos de titulacion de
riboflavina libre. En cada ensayo se trabajo con una concentraciéon fija de
proteina (1 a 10 uM mondémero) y se adiciond cantidades crecientes de
riboflavina (de 0,1 a 100 uM); en cada paso de titulacion se determino la
cantidad de ligando libre midiendo la emision de la muestra a 520 nm (Figura
56b). Para cada experimento se realizd en paralelo un control en el cual se
titulé la concentracion de riboflavina libre en una muestra sin proteina y bajo
las mismas condiciones experimentales. La constante de disociacién para la

riboflavina resulté ser de 7 + 1 uyM (para mas detalles ver materiales y

Riboflavina unida

60

) |
90 120 150

uM analogo

pM riboflavina

Figura 56. Desplazamiento de la unién RibH2-riboflavina determinada por apagamiento por el analogo de
sustrato y determinacién de la Kp. (a) Se formé el complejo RibH2-riboflavina (30 uM riboflavina y 30 uM mondémero
de RibH2), luego se adicioné cantidades crecientes de analogo (5-nitro-6-ribitilamino-2,4-pirimidinadiona, NRP). Se midio
el aumento de la sefial de emision de riboflavina (520 nm, excitacién a 445 nm) causado por el desplazamiento de la
misma de su sitio de unién a RibH2 inducido por el analogo de sustrato. (b) Titulacién de riboflavina. Se utilizé 5 uM de
mondémero de RibH2 y se adicion6 cantidades crecientes de riboflavina. Se midié la sefal de fluorescencia de riboflavina
en cada paso de titulacion. Los datos fueron ajustados a la ecuacion 16 y se obtuvo el valor reportado de Kp.
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métodos). Dado que la riboflavina es el precursor de FMN y FAD, y estas
moléculas solo difieren en su estructura por la presencia de un sustituyente en
la cadena ribitilo (grupo fosfato en el FMN 6 adenina dinucledtido fosfato en
FAD) (Figura 55b), se ensay6 la capacidad de RibH2 de B. abortus de unir
tales moléculas. El estudio de la union de FMN y FAD se llevd a cabo
utilizando el mismo procedimiento que el reportado para los ensayos de unién
de la riboflavina. Los resultados demostraron que RibH2 no posee la
capacidad de unir FMN 6 FAD (resultado no mostrado). Al modelar en el sitio
A de la estructura cristalografica de la proteina, una molécula de FMN o FAD,
se encontrd que los sustituyentes fosfato 6 AMP en la cadena ribitilo de la
riboflavina, producian un impedimento estérico importante imposibilitando la
captacion de dichas moléculas y coincidiendo con los resultados

experimentales obtenidos (ver materiales y métodos).

Recientemente, el grupo dirigido por el Dr. Baldi, estudiaba una proteina cuya
funcion creian estaba relacionada con su capacidad de unién a la hemina
(Fe3+, protoporfirina 1X). Estos investigadores pretendian demostrar la
supuesta interaccion, realizando una prueba fisica la cual requeria de la
utilizacion de una resina de hemina-agarosa (Delpino 2006). Para tales
experimentos utilizaron como control negativo una muestra de RibH2 de B.
abortus. Sorprendentemente, RibH2 mostré tener la capacidad de unirse a tal
resina. Este resultado dirigid nuestro interés hacia el analisis y caracterizacion
de la interaccién entre RibH2 y la hemina, estudio que actualmente se
encuentra en desarrollo. Los resultados que se mostraran a continuacion
fueron obtenidos recientemente y forman parte de una evaluacién preliminar
del tema. Inicialmente se analiz6 la capacidad de RibH2 de interactuar con la
hemina utilizando una resina hemina-agarosa comercial. Se incubd una
muestra proteica con la resina durante 1 h a 4 °C y posteriormente se realizo
una centrifugacion de la misma aislandose dos fracciones, sobrenadante y
precipitado, que corresponden a la proteina libre 6 a la que permaneci6 unida
a la resina, respectivamente. Ambas fracciones fueron sembradas en un gel al
15 % de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE). Se utiliz6 como control
negativo de dicho ensayo a la proteina recombinante RibH1 de B. abortus, la
cual fue sometida a la misma prueba. Como se puede apreciar en la Figura
57a, la proteina RibH2 fue detectada en la fraccion correspondiente al
precipitado, implicando que permanecié unida a la hemina-agarosa, mientras
que RibH1 solo se encontrd en el sobrenadante de la centrifugacion, es decir
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no persistié unida a la resina. Se obtuvo el mismo resultado cuando se realiz6
la incubacion de RibH2 y la resina en presencia de 8 M urea, indicando una
fuerte interaccion entre las moléculas (resultado no mostrado). La mutante de
RibH2 carente de ftriptofano (RibH2-W22A) también mostré ser capaz de
interactuar con la hemina-agarosa del mismo modo que la proteina salvaje
(Figura 57a), sugiriendo que el triptofano no asume un rol importante en dicha
interaccion contrariamente a lo ocurrido para la interaccién con la riboflavina.
Sumado a esto, la incubacion de RibH2 con la resina y en presencia de
elevadas concentraciones de riboflavina no afecté la unién de la proteina con
la hemina (Figura 57b). Este resultado, junto con el obtenido para la mutante
de triptofano, sugiere que RibH2 de B. abortus posee dos sitios diferentes, uno
de unién a la hemina y otro a la riboflavina (sitio A), a su vez permite postular
que la proteina puede unir simultaneamente ambas moléculas. Una vez unida
RibH2 a la resina, resultd dificil poder separar ambas moléculas, aun
utilizando altas concentraciones de NaCl, de urea o modificando el pH de la
muestra, indicando una fuerte interaccién entre las mismas.

Posteriormente se pretendié determinar mediante una técnica fluorimétrica la
constante de disociacion de la interaccion analizada. Para ello se derivatizé a
RibH2 en su extremo amino terminal, especificamente en la cisteina 7, con
una sonda fluorescente, 5-iodoacetamidafluoresceina (RibH2-IAEFL). Dado
que el compuesto fluorescente se encuentra unido a la cisteina y siendo ésta
una region flexible de la proteina, se pensé que seria factible que la hemina
produzca un apagamiento de la emisién de fluorescencia de la sonda al
interactuar con la proteina. De comprobarse tal efecto, seria posible
determinar la Kp de la interaccion, midiendo la fluorescencia de la sonda en
funcion del agregado de hemina libre (no como hemina-agarosa). La Figura
57c y d, muestra el resultado de dos titulaciones independientes en las cuales
se adiciono cantidades crecientes de hemina a una muestra de proteina (250
6 450 nM de mondmero) y se midio para cada caso el cambio en la emision de
fluorescencia a 515 nm (con una longitud de onda de excitacién a 492 nm).
Como puede observarse, la unién de la hemina a la proteina produjo el
apagamiento de la emision de fluorescencia de la sonda. El cambio en la sefal
de emisién de fluorescencia se relacioné con la fraccién de hemina unida a la
proteina. Segun este resultado la estequometria de la reaccién es un mol de
hemina por mol de monémero de RibH2. El mismo ensayo de titulacion se

repiti6 para concentraciones mas bajas de proteina (entre 1 a 50 nM de
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Figura 57. Unién RibH2-Hemina. (a) Muestras de RibH2, W22A-RibH2 6 RibH1 fueron incubadas con la resina hemina-
agarosa durante 1 h a 4 °C y posteriormente centrifugadas. Se sembraron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 15 %
las fracciones solubles (proteina libre) 6 el precipitado (proteina unida a la resina) de cada una de las muestras. Previo a la
siembra los precipitados fueron incubados con buffer de siembra y calentados durante 10 min a 100 °C, posteriormente
centrifugados (en el gel se corrid la fraccion soluble). 20 y 14 representan los marcadores de PM. (b) Previo a la incubacion
con la resina, una muestra de RibH2 se incub6 con exceso de riboflavina. Posteriormente se realizd el mismo procedimiento
que el descrito en (a). (¢) Titulacion de hemina en una muestra de RibH2 cuyas cisteinas fueron tratadas con iodo acetamida-
fluoresceina (IAE-FL). En este caso se utilizé una concentracién de 450 nM de mondmero de RibH2-IAE-FL y se tituld con
hemina libre (de 10 a 2000 nM). Se midi6 el decaimiento de la sefial de emisiéon a 515 nm (excitacion a 492 nm). (d) Se
realiz6 el mismo procedimiento que en (c) pero con una concentracion de RibH2-IAE-FL de 250 nM de mondmero.
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Figura 58. Titulacion de hemina
por fluorescencia.
Ensayo de titulacion utilizando 1
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realizado de los datos.

mondmeros de RibH2) a fin de calcular la constante de disociacion,

obteniéndose una Ky de 0,3 nM (Figura 58).

Las hemoproteinas, independientemente de las diferentes funciones en las
que estan implicadas, poseen como grupo prostético al hierro-protoporfirina 1X
(en su forma reducida como Fe®*, denominada hemo, 6 bien en su forma
oxidada como Fe*, denominada hemina). Las protoporfirinas se clasifican por
el tipo de sustituyentes periféricos, responsables del anclaje a las distintas
proteinas. Las porfirinas son monociclos tetrapirrdlicos aromaticos capaces de
coordinar metales muy eficientemente. Las hemoproteinas estabilizan a una
determinada coordinacién del hierro presente en el nlcleo de la porfirina. La

reactividad del hemo esta relacionada con el hierro, que posee la capacidad
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Figura 59. Esquema del Hierro.
Hierro, Protoporfirina IX. La
porfirina es un tetrapirrol ciclico
compuesta por cuatro cadenas
aromaticas de pirrol enlazadas, en
su centro se encuentra el hierro.
Se puede apreciar que este se
una a cuatro N.
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de formar 6 enlaces en una geometria tipo octogonal. Debido a la ubicacién
del hierro en el plano porfirinico, es capaz de formar enlaces con cada uno de
los 4 nitrégenos de la porfirina (Figura 59). De este modo presenta dos
enlaces adicionales con distintos ligandos, uno de cada lado del plano,
conocidos como ligando proximal y distal. Comunmente en las hemoproteinas
el ligando proximal es un residuo de la misma proteina (generalmente un
residuo electronegativo como histidina, cisteina, metionina o tirosina). Del otro
lado el plano, se encuentra el sitio distal, que cuando se encuentra libre (no
unido a un residuo proteico) es capaz de interaccionar con un ligando
exogeno. Estos son generalmente moléculas chicas (por ejemplo oxigeno en
la hemoglobina u 6xido nitrico en la guanilato ciclasa) las cuales al unirse en
este sitio son transportadas 6 modificadas quimicamente. En el caso de las
hemoproteinas involucradas en el transporte de electrones (por ejemplo el
citocromo bs) el hierro se encuentra hexa-coordinado a dos aminoacidos. Las
caracteristicas de los entornos proximales y distales (lo cual depende de la
estructura proteica), es lo que otorga a las hemoproteinas su diversidad
funcional (transporte de electrones, transporte de oxigeno, sensado de
oxigeno o de monédxido de carbono, catalisis de reacciones redox, transporte
de hemo o hierro) (Ozaki 2001).

Existen varios trabajos publicados en los que deducen el mecanismo por el
cual una determinada hemoproteina ejerce su funcion bioldgica, determinando
la coordinacion que el hierro adopta en dicha estructura y su reactividad con
ligandos exdégenos (Yonetani 1987; Ikeda-Saito 1992; Shipulina 1998; Ozaki
2001; Roberts 2003). La coordinacion del hierro en una porfirina puede ser
inferida utilizando diferentes técnicas espectroscépicas como espectroscopia
de resonancia paramagnética electronica (EPR), espectroscopia de
resonancia Raman, dicroismo circular magnético (MDC), absorbancia de luz y
coeficiente de absorcion.

Como primer acercamiento, nos propusimos comenzar a estudiar las
caracteristicas de los espectros de absorciéon de luz UV visible del complejo
RibH2-hemina. En las apoproteinas, la union del hemo 6 hemina, se
caracteriza por promover la apariciéon de una banda de absorcién de luz UV
visible conocida como “banda de Soret”; a su vez la modificacion de esta sefal
inducida por el agregado de un determinado reactivo, es un indicador de la
existencia de algun sitio de coordinacién accesible en el hierro. Con el
propdsito de obtener el complejo RibH2-hemina, se incubd a la proteina con

una concentracién en exceso de hemina y posteriormente se sembr6 a la
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Figura 60.

Purificacion y caracterizacion
espectroscopica del complejo
RibH2-Hemina. Se incubé a una
muestra proteica (en PBS, pH 7,5) con
un exceso de hemina y se sembré la
preparacion en una columna G-25. Se
seleccion6d la fraccion eluida que
present6 mayor DO a 280 nm. Se
grafico el espectro de absorbancia UV
visible de dicha fraccién (linea negra).
Como control, se graficé el espectro
UV visible de una muestra proteica sin
incubar con hemina (linea punteada) y
el de una muestra de hemina libre
(linea gris).
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muestra en una columna G-25. Se recuperaron las diferentes fracciones
eluidas y se selecciond aquella fraccion que presenté mayor absorbancia a
280 nm para realizar un espectro de absorbancia UV visible. En paralelo se
sembrd en la columna una muestra proteica control (la cual no fue incubada
con hemina) y de la misma manera, se realizé un espectro de la fraccion
eluida que presentdé mayor absorbancia a 280 nm. También se corridé por la
columna una preparacién de hemina libre, la cual permanecié retenida en la
columna. La Figura 60, muestra la superposicion de los espectros de
absorbancia de luz UV visible de las dos fracciones proteicas seleccionadas y
un espectro de una muestra de hemina preparada en el mismo buffer de
elucion. Como se puede notar, el espectro correspondiente a la fraccion
proteica eluida de la G-25 y previamente incubada con hemina mostré dos

picos de absorbancia, uno a 280 nm (caracteristico de los grupos aromaticos

0,25
RibH2-Hemina
Hemina
o224 £\ . RibH2
fa I-
= N
1 0,15 1
2
E:
s 0,11
Q
) /—//
0,05 A

250 300 350 400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

de la proteina) y otro a 410 nm que no se encuentra presente en la muestra
control. Este ultimo, se adjudica a la absorbancia del grupo hemo acomplejado
con la proteina que difiere de la absorbancia de este grupo en su forma libre

(pico ancho a 385 nm) y por lo tanto representa la banda de Soret.
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Adicionalmente, este ensayo proporciond otra prueba fisica de la interaccion

entre RibH2 y la hemina, permitiendo aislar dicho complejo.

Por ultimo se comenzaron a realizar estudios sobre la coordinacion y

la

reactividad del nucleo metalico de la hemina unido a la proteina. Los ensayos

preliminares (utilizando el complejo RibH2-hemina obtenido de la misma

manera que se detallé anteriormente), mostraron que el hierro es capaz de ser

reducido de su forma férrica a ferrosa (Fe®*) con el agregado de pequefias

concentraciones de ditionito de sodio. Esta reduccion, como muestra la Figura

61, es reflejada por un corrimiento de la banda de Soret (de 410 nm a 430

nm). En su forma reducida, el hierro reacciona con el oxigeno molecular,

Figura 61. Una muestra del
complejo hemina-RibH2 (10 puM
monodémero) (purificado por la
columna G-25) se transfirié a una
cubeta hermética y sellada de 3
m y se desgased.
Posteriormente se colecté el
espectro de absorbancia UV
visible. La muestra fue reducida
con el agregado de ditionito de
sodio y se colecto el espectros de
absorbancia. Por ultimo se inyecto
repetidas veces oxigeno y se
colectd la sefial espectroscopica
de la muestra. La reaccion de
reduccion y  oxidacion  fue
reversible.
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produciéndose un corrimiento de la banda de Soret (de 430 a 420 nm) y una
modificaciéon en la absorbancia en la region comprendida entre las longitudes
de onda de 500 y 600 nm (Figura 61, grafico inferior). Este resultado sugiere
que el hierro se encuentra penta-coordinado: 4 enlaces son aportados por el
nucleo porfirinico y la posicién proximal estaria ocupada por un residuo
proteico. La sexta coordinacion podria estar libre y dispuesta para interactuar
con algun ligando exégeno (como peroxido, oxigeno molecular, 6xido nitrico,

etc.).

Hasta aqui se mostraron los primeros indicios los cuales sugieren que RibH2
de B. abortus es una proteina que contiene una hemina como grupo prostético
y es capaz de unir flavina. Por lo tanto consideramos que RibH2 podria ser
una flavohemoproteina.  Sin embargo resulta preciso continuar con la
caracterizacion bioquimica y estructural de dichas interacciones, ya que
estos conocimientos nos orientaran en la investigacion sobre el rol bioldgico
de la proteina en cuestion. Los futuros experimentos que se llevaran a cabo,
estaran focalizados en la identificacién de él o de los residuos proteicos que
interactuan con el hierro como asi de los posibles ligando exégenos, es decir
la coordinacion y reactividad del hierro en el nucleo porfirinico. Para ello, sera
necesario realizar diferentes tipos de estudios espectroscopicos del complejo
RibH2-hemina. Adicionalmente se intentaran obtener cristales del complejo
RibH2-hemina y RibH2-hemina-flavina a fin de determinar, a partir de un
analisis cristalografico, el sitio o bolsillo hirdrofébico donde se aloja la porfirina
en la estructura de la proteina y su relacién o distancia con la flavina.

Por otra parte, llegado a éste punto, resultaba necesario comenzar a indagar
cual podria ser el rol biolégico de RibH2 de B. abortus no solamente a partir de
un enfoque bioquimico/estructural sino que también fisiolégico. Para esto
ultimo, se establecié una colaboracion con el grupo dirigido por el Dr. Ugalde
(UNSAM), en la que actualmente se estan llevando a cabo diversos ensayos

en Brucella abortus como asi en M. loti.
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A lo largo de la primera parte de mi tesis, he realizado una caracterizacion
estructural de P18 (posteriormente denominada RibH2 de B. abortus) y de su
estado de agregacion. La motivacion inicial por la cual decidimos comenzar con
estos estudios fue comprender si la capacidad inmunogénica de la proteina
estaba relacionada con su estabilidad y estructura polimérica. Ademas, nos
interesaba comprender las diferencias estructurales y funcionales entre RibH2
de B. abortus y otras lumazinas sintetasas pertenecientes a diversos
organismos. El conocimiento de la relacion entre estructura y funcién bioldgica
de una proteina es fundamentalmente importante tanto en aspectos tedricos
como aplicados de la biologia. Estos estudios proveen indicios sobre las bases
moleculares de la estabilidad de la molécula asi como de su funcién;
conocimientos que pueden ser utilizados, por ejemplo, para el desarrollo de
protocolos biotecnolégicos en proteinas con propiedades aplicables especificas.
Como primer resultado interesante, se descubri6 que RibH2 de B. abortus
presenta una estructura cuaternaria novedosa, diferente a las LS pentaméricas
6 icosahédricas descriptas hasta el momento. Segun un analisis
espectroscépico de la proteina (principalmente SLS/IR/UV) y de su estructura
cristalina, RibH2 es una proteina globular cuyo estado cuaternario es
decamérico, mejor descrito como un dimero de pentameros. Este tipo de
asociacion de los pentameros que componen a la particula nativa nos llamé
mucho la atencién, ya que nunca antes habia sido descripta para otra LS. Este
resultado constituy6 el puntapié inicial por el cual nos propusimos profundizar en
el estudio estructural de RibH2 de B. abortus, y especificamente estudiar el
mecanismo de desnaturalizacion de la proteina. Por otra parte resultaba
necesario contar con dichos conocimientos para ser aplicados en el estudio de
la relaciéon entre estructura e inmunogenicidad de la proteina, asi como en el
desarrollo de una plataforma proteica capaz de ser utilizada como adyuvante de

péptidos foraneos.
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Estructura cuaternaria y mecanismo integrado de desnaturalizacién de
RibH2 de B. abortus.

Los estudios realizados en solucion mostraron que RibH2 de B. abortus es una
proteina conformacionalmente estable, resistente a altas temperaturas y a la
desnaturalizacion por urea. El analisis conjunto de las caracteristicas
termodinamicas de la proteina y de su estructura cristalografica permitié postular
un mecanismo integrado de desnaturalizacion para la misma (Figura 62). La
estructura decamérica puede ser disociada en al menos dos diferentes
condiciones, generando una particula pentamérica plegada. Interesantemente,
una de las condiciones disociantes es el pH acido (levemente por debajo del pl
de la proteina). El efecto del pH puede ser adjudicado a la alta densidad de

histidinas presentes en la interfaz de contacto entre pentameros (ver Figura 25).

pH5 6
2.3M
GdnHcl >2.3M GdnHCI
(pH7) (PHT)
B B E
AG (1120) = AG 20y =
90 + 20 320 + 30 kJ/mol
kJ/mol
Monéme ro
desplegado
18 kDa
Pentamero
90 kDa

Figura 62. Mecanismo de disociaciéon y desplegamiento de RibH2 de B. abortus. En la Figura se indican los
parametros termodinamicos determinados experimentalmente.

Los residuos de histidina se protonan en condiciones de pH por debajo de 6,
este fendmeno seria capaz de producir una repulsion de las cargas y pérdida de
contactos que estabilizan al dacamero, resultando en la disociacién del mismo.
El efecto del pH en las histidinas de la interfaz y la propagacion de dicho efecto
en la estructura global de la proteina, también puede ser comprendido al

comparar la estructura cristalografica de RibH2 de B. abortus resuelta a pH 6,5
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6 pH 4,8. En condiciones cristalograficas de pH por debajo del pl de la proteina,
no ocurre la disociacién de los pentameros (debido a la alta concentracion de
proteina local), sin embargo se puede observar un reacomodamiento de las
histidinas, producido por la repulsién de sus cargas en dicha condicién (Figura
63). Contrariamente, el pH entre 6-5 no produce un alto efecto desestabilizante
del pentamero, pudiéndose relacionar este hecho con la gran superficie de
contacto existente entre monémeros de un mismo pentamero (35% del ASA
total de cada mondémero) que es principalmente hidrofébica y en la cual no
participan enlaces aportados por residuos protonables. Cada monémero aporta
245 contactos de tipo van der Waals durante la formacién de un pentamero,
haciendo un total de mas de 1200 contactos de este tipo por pentamero. El alto

valor de AG asociado a la estabilidad del pentamero, es probablemente

(b)

All9

J120 —
/ J119

Figura 63. Comparacion de la posicion de las His de la interfaz de contacto entre pentameros en
diferentes pH. (a) Estructura cristalografica de RibH2 obtenida en condiciones de cristalizacion de pH 4,8 (pdb:
1DI0). (b) Estructura cristalografica de RibH2 obtenida en condiciones de cristalizacién de pH 6,3 6 6,5 (pdb:
1T13 6 1XN1). En rosa se muestra el monémero A y en verde el monémero J.

consecuencia de la estrecha (entrelazada) interaccién entre monémeros y de la

naturaleza hidrofébica de esta superficie de contacto, resistente al efecto del pH.

Las interacciones cuaternarias tienen un rol dominante en la estabilizaciéon de

proteinas oligoméricas (Boudker 1997). EI mecanismo de desplegamiento
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puede variar notablemente entre proteinas oligoméricas. La disociacion de las
subunidades que la conforman puede ocurrir antes 6 después del
desplegamiento de la cadena polipeptidica, o bien estas dos reacciones
pueden ocurrir en simultaneo en ausencia de un intermediario en equilibrio
(Guidry 2000). Se han reportado en la bibliografia diferentes casos de
equilibrio de disociacién entre una proteina plegada y sus mondmeros
seguidos del desplegamiento de los mismos, asi como casos de disociacién
de subunidades acoplada al desplegamiento de las mismas (Pace 1986; Mok
1996; Dams 1999; Reddy 1999). El desplegamiento de RibH2 de B. abortus
contiene elementos de ambos tipos de mecanismos. La disociacion del
dimero de pentameros y el aislamiento de un intermediario pentamérico que
conserva su estructura puede ser consecuencia de una adaptacion estructural
durante la divergencia evolutiva de dicha proteina. También es posible
suponer que la disociacion esté relacionada con la funcidon 6 regulacion
catalitica. En este sentido, la hélice continua a4a5 de RibH2 de B. abortus
(Figuras 24 y 25) genera una superficie complementaria entre pentameros
estabilizada por interacciones hidrofébicas, en la cual hay una marcada
presencia de residuos de histidinas y fenilalaninas (Figura 25). En cambio, el
pentamero de RibH2 presenta una estructura entrelazada en la cual cada
mondmero interactia extensivamente con el mondmero adyacente via
multiples interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno y puentes salinos.
Como consecuencia, la disociacion del intermediario pentamérico y el
desplegamiento de los mondémeros ocurre de manera concertada. Las
metodologias empleadas en este trabajo indicaron un equilibrio de dos
estados para esta transicion, es decir no identificaron ningun intermediario
termodinamicamente estable. Si consideramos que en todas las LS el sitio
activo se forma a partir de la interaccién de dos monémeros (de un mismo
pentamero), no existiria una razén estructural que justifique la existencia de un

mondmero plegado.

Estabilidad térmica de RibH2 de B. abortus: relacidon con el grado de
polimerizacion.

La Tm, de RibH2 es elevada (88 +1 °C). Sin embargo, si la comparamos con
las Tm reportadas para otras proteinas relacionadas se puede notar que
RibH2 presenta un comportamiento intermedio entre proteinas pentaméricas e
icosahédricas (Figura 64) (Zhang 2001). Las proteinas RibH1 pentaméricas

aisladas de B. abortus y de S. cerevisiae presentan una Tm reversible, de 74
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Figura 64. DSC (calorimetria
diferencial de barrido) de
diferentes LS (se indica el orden
polimérico). Adaptado de
(Zhang 2001).
S. cerevisiae 74,1 P
B. abortus RibH1 63 P
B. abortus RibH2 88 D
A. aeolicus 119,9 |
B. subtilis 93,3 [
Tabla 13. Tm, de LS
provenientes de diferentes
organismos.  Adaptado de

(Zhang 2001).

y 60 °C respectivamente, mientras que la Tm, de una proteina RibH1 de tipo
icosahédrica es de 93 6 120 °C dependiendo si el organismos del cual fue
aislada es mesdfilo (B. subtilis) 6 termdfilo (A. Aeolicus). Zhang et al. (Zhang
2001) postuldé que la estabilidad térmica de la proteina aislada de A. Aeolicus
esta relacionada con la naturaleza de la interfaz de contacto mondémero-
mondmero, predominantemente hidrofébica. A su vez en esta familia de
proteinas se observa una clara relacion entre la estabilidad térmica y el orden
de polimerizacion de las mismas (Tabla 13). En este sentido, nuestros
resultados muestran la importancia de ambos tipos de interacciones. Por
ejemplo, los experimentos en los que RibH2 fue previamente disociada
(Figuras 22b) revelaron que la molécula en dicha condicion presentaba una
transicion térmica de 70 °C, cercana al valor obtenido para las RibH1
pentaméricas (Tabla 13). Con respecto a las interacciones que estabilizan al
pentamero, fue importante el analisis de las Tm, de las mutantes puntuales de
RibH2. Algunas mutantes puntuales de RibH2 disefiadas con la intencién de
modificar la estabilidad conformacional del pentamero sin afectar la formacion
de la estructura decamérica (aunque esto ultimo quedd sin ser comprobado)
revelaron la influencia de ciertas interacciones en la estabilidad
conformacional global de la proteina. Tal es el caso de las mutantes L105A y
M101A, las cuales mostraron Tm, cercanas a los 70 °C, a pesar de ser
proteinas decaméricas (Figura 33). En el caso de la mutante de triptofano
(W22A-F130W) se logr6 aumentar la estabilidad conformacional de la
proteina, incrementando el numero y probablemente la calidad de los
contactos que participan en la estabilizacién de ambas interfaces (Figura 40).
Resumiendo, tanto las caracteristicas de los contactos responsables de la
estabilizacion del pentamero como la formacién de una estructura de mayor
grado de polimerizacion (asociacion pentamero-pentamero) juegan un rol
importante en la estabilidad conformacional de la molécula. Es por ello, que
los resultados presentados en este trabajo permiten postular a RibH2 de B.
abortus como un buen modelo para el estudio de los mecanismos de

desplegamiento y estabilizacion termodinamica de una proteina oligomérica.
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Estabilidad conformacional de RibH2 de B. abortus y su aplicabilidad
como sistema de presentaciéon de péptidos 6 carrier de inmundégenos.
Las proteinas han evolucionado adaptandose al cumplimiento de una
determinada funcién fisiolégica. En este proceso las propiedades estructurales
de una proteina han evolucionado principalmente a favor del incremento de su
funcionalidad, lo cual no viene acompafiado necesariamente con un aumento
de su estabilidad (Buchner 2005). La estabilidad es una de las muchas
restricciones evolutivas para una proteina. Las proteinas deben ser capaces
de plegarse en un tiempo razonable y ser lo suficientemente estables para
poder ejercer su funcion biolégica durante un periodo de tiempo adecuado. No
existen otras presiones selectivas que justifiquen una proteina “mejor 6 mas
estable” de lo fisiolégicamente necesario (Zavodszky 1998; Taverna 2002;
Buchner 2005). De hecho la mayoria de las proteinas son marginalmente
estables (en orden de 52 kJ/mol) (Jaenicke 2000). Sigue siendo materia de
discusion si la estabilidad marginal de las proteinas es una caracteristica que
ha sido seleccionada durante la evolucion de las mismas (por ejemplo, para
permitir la degradacion o aumentar la funcionalidad de ellas), 6 si por lo
contrario es sélo un efecto lateral de la falta de presion de seleccion para una
alta estabilidad. En cambio, algunas condiciones experimentales (la utilizacion
de una proteina en una formulacién a altas concentraciones, su actividad
prolongada a 37 °C, su expresidbn a larga escala, cristalizacion y
almacenamiento entre tantas otras), pueden demandar una mayor estabilidad
conformacional de la proteina que la que se encuentra en su ambiente natural.
La remarcada estabilidad conformacional de RibH2 combinada con su alta
inmunogenicidad (comprobada en modelos de inmunizacién murina, y en
pacientes y animales infectados) ha provocado interés en su utilizacion como
vehiculo de péptidos foraneos en el desarrollo de una vacuna (Laplagne 2004;
Sciutto 2005; Rosas 2006). Algunas caracteristicas de RibH2 de B. abortus se
asemejan a las de la subunidad B de la enterotoxina de E. coli (EtxB)y a la
toxina colérica (CtxB). Ambas toxinas se ensamblan in vivo en complejos
homopentaméricos altamente estables, los cuales mantienen su estructura
cuaternaria en una variedad de condiciones que normalmente causan la
desnaturalizacién proteica (Ruddock 1996a). Esta remarcada estabilidad
conformacional, asi como la inmunogenicidad inherente de los pentameros
EtxB y CtxB, ha promovido el uso de las mismas como carriers para el
desarrollo de vacunas acelulares (Ruddock 1996a; Arakawa 1998; Fraser

2003). Notablemente, RibH2 de B. aborfus es mas resistente a Ia
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desnaturalizacién térmica que las toxinas EtxB y CtxB (Tm de 84 y 75 °C,
respectivamente) (Bhakuni 1991; Ruddock 1996b).

En este trabajo de tesis se mostr6 una metodologia para la obtencion de
proteinas quiméricas de RibH2 de B. abortus, las cuales representan sistemas
multivalentes de presentacion de péptidos foraneos de interés (Figura 28)
(Laplagne 2004). Recientemente, ha comenzado a ser estudiado un sistema
de vacunacién oral similar contra la cisticercosis, encontrandose apto para tal
proposito (Rosas 2006). Esto significa que la proteina carrier (RibH2 de B.
abortus) resistid su degradaciéon durante la absorcién en el tracto digestivo y
mantuvo su capacidad de presentacion al sistema inmunoldgico de los
péptidos foraneos responsables de la proteccion contra la cisticercosis. Este
resultado se relaciona intimamente con la estabilidad conformacional de
RibH2, evidenciada también por su alta resistencia a la degradacion por la
tripsina (enzima digestiva) (Figura 35). Por otra parte, se identificé a una
variante de RibH2 (W22A-F130W) que presentd mayor estabilidad
conformacional que la proteina salvaje, caracteristica util en cuanto a la
aplicabilidad de la misma. En el futuro se medira la capacidad inmunogénica y
adyuvante de esta variante, a fin de ser utilizada como plataforma proteica

para el desarrollo de vacunas acelulares.

Evolucién de la familia de proteinas de LS.

El analisis gendmico de B. abortus realizado en este trabajo, revel6 dos ORFs
relacionados (ribH1 y ribH2), ubicados en diferentes cromosomas y que
codifican para dos proteinas designadas como RibH1 y RibH2 de B. abortus (6
LS tipo | y IlI, respectivamente). La similitud de secuencia entre éstas es
relativamente baja, pero se encuentra dentro de los niveles de similitud
encontrados entre las proteinas pertenecientes a la familia de LS. Por ello
asumimos que la separacion evolutiva de los genes ribH1 y ribH2 6 la
adquisicion de uno de estos genes por transferencia lateral, ocurrié con
anterioridad a la especiacion de las a-proteobacterias. La Tabla 14 resume las
caracteristicas gendémicas, estructurales y bioquimicas de las proteinas RibH
de B. abortus.

Dentro de la familia de LS, un estudio reciente mostré la existencia de
proteinas pentaméricas con actividad de riboflavina sintetasas (RS, enzima
siguiente en la via metabdlica de la riboflavina) (Fischer 2004; Ramsperger
2006), pero estructuralmente relacionadas con las LS. Estas enzimas fueron

encontradas Unicamente en Arqueas, las cuales no poseen la enzima RS
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Nombre previo Nombre del Cromosoma en Orden Actividad LS
gen/proteina el que se ubica cuaternario
el gen
- ribH1/RibH1 | Pentamérica +
P18 ribH2/RibH2 Il Decamérica Residual

Tabla 14. Resumen de las caracteristicas principales de las proteinas RibH de B. abortus.

caracteristica de las eubacterias, plantas u hongos (RS trimérica con una
estructura totalmente diferente a la estructura de las LS).

El sitio activo de las RS de Arquea presenta similitudes con el de las LS,
exceptuando que en vez de los sustratos de una LS, la RS pentamérica une
dos moléculas de 6,7-dimethil-8-ribitillumazina. Una de ellas se une en el “sitio
A” (descrito en el capitulo 1) de manera semejante a la unién de RPD en las
LS (Figura 52). Lo mas notable es que este tipo de enzimas son
evolutivamente ancestrales y no presentan actividad de LS (Fischer 2004;
Fischer 2005; Ramsperger 2006). Los genomas de Arquea secuenciados
hasta la fecha, mostraron dos genes con similitud de secuencia, uno de ellos
codifica para una LS clasica y el otro para una RS pentamérica. La situacion
presentada en Arquea es comparable a la encontrada en algunas eubacterias,
con las LS tipo | y Il. Sin embargo las LS tipo Il mostraron una funcion
diferente. Es decir, no presentan actividad de RS y soélo conservaron una
actividad residual de LS. El estudio filogenético de esta familia de proteinas
permitié postular la existencia de una proteina ancestral que originé diferentes
funciones cataliticas, una de ellas aun no descripta (LS tipo Il). Las proteinas
pertenecientes a esta familia mantuvieron conservado una topologia de
plegamiento similar: En todos los casos el menor grado de polimerizacién es el
de un pentamero, los cuales pueden asociarse (6 no) conformando las
proteinas decaméricas 6 icosahédricas. La manera mas simple de explicar la
divergencia estructural seria pensar que la proteina ancestral presentaba una
estructura pentamérica (tal vez similar a la RS de Arquea), la cual a partir de
modificaciones restringidas a ciertas partes de la molécula origind el resto de
las estructuras conocidas.

En el caso de las proteinas decaméricas (LS tipo Il), la formacion de esta
estructura cuaternaria origind una incompatibilidad con su fucion catalitica de
LS. Sin embargo esta modificacion otorgé una ventaja adaptativa a los
organismos que la contienen, relacionada con la funciéon adquirida que aun

resta descubrir.
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Actividad LS en B. abortus.

Las enzimas LS tipo |, caracterizadas funcionalmente en diversos trabajos
(Kis 1995b; Jordan 1999; Fischer 2002; Paulsen 2002) mostraron una
actividad catalitica moderada, en el orden de los 200 a 300 nmol/mg*min
(ensayos realizados a temperaturas de crecimiento 6ptimo). En comparacion
con estos datos, la actividad enzimatica de la LS tipo | de B. abortus fue un
orden menor (Tabla 10). La baja actividad catalitica general de estas enzimas
no resulta de una reaccion cuya barrera de energia libre de activacion sea
alta. Es mas, la condensacion de But-F con RPD se caracteriza por ser una
reaccion de tan baja barrera de energia de activacion que puede proceder a
una velocidad apreciable, aun a temperatura ambiente, en solucién acuosa y
pH neutro, y sin intervencién enzimatica (Kis 2001). La baja actividad de las
LS es una caracteristica compartida con otras enzimas involucradas en la
biosintesis de la riboflavina. Todos los valores de actividades reportados para
las enzimas de esta via metabdlica en E. coli, B. subtilis vy levaduras, se
encuentran en el rango de nanomoles sobre miligramo por minuto (Harvey
1966; Richter 1992; Eberhardt 1996; Scheuring 1996; Eberhardt 1997; Liao
2000; Fischer 2002; Graupner 2002; Kaiser 2002; Fischer 2003; Echt 2004).
Por lo tanto, al menos en el caso de las RS y LS, la barrera de energia libre de
activaciéon inherente a las reacciones cataliticas no seria una razén para las
bajas velocidades enzimaticas reportadas. De hecho, esta postulado que esta
via metabdlica existia antes de la vida bidtica (periodo denominado “RNA-
World”), previo a la aparicion de las proteinas, cuando el metabolismo estaba
guiado enteramente por RNA (Benner 1989; Joyce 2002). El hipotético “RNA
World” probablemente requeria de procesos redox, y las flavinas (junto con
sus derivados) son candidatos excelentes para llevar a cabo este tipo de
procesos (Fischer 2004). De hecho ciertos genes de la biosintesis de
riboflavina, presentes en algunas eubacterias, son regulados por una
secuencia particular de RNA, 6 riboswitch que responde a FMN (como en el
caso del gen ribH2 de B. abortus), pudiéndose tomar esto como un rastro
actual del periodo del RNA catalitico. Por lo tanto debemos asumir, a falta de
otros argumentos, que la presidbn de seleccidbn que controlé esta via
metabdlica favorecié la evolucién de la catélisis con baja velocidades de
reaccion. Por otra parte la riboflavina es requerida por los organismos en

pequefas cantidades, ya que un exceso de la misma produciria una deplecion
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innecesaria de sus precursores y un efecto negativo en la supervivencia de la
bacteria.

De todos modos, aun queda por entender por qué la actividad catalitica de la
LS tipo | de B. abortus es menor a la reportada para otras enzimas de la

misma clase.

LS tipo Il de B. abortus, su posible rol bioldgico.

A lo largo de este trabajo se mostraron las razones tanto enzimaticas,
estructurales como evolutivas por las cuales consideramos que las proteinas
LS tipo Il sélo conservaron una actividad LS residual. Estas proteinas tendrian
una funcién asociada que explicaria su seleccion positiva en el discurrir
evolutivo. En particular, nos interesaba comenzar a indagar cual es la funcion
de RibH2 de B. abortus. Contabamos con el dato que esta proteina constituia
un antigeno inmunodominante durante la infeccién bacteriana (Goldbaum
1993; Goldbaum 1999), es decir, que su expresién in vivo (demostrada
también en cultivo, Figura 46) mostraba que no se trataba del producto de un
pseudogen. Es por ello que comenzamos a indagar desde diferentes puntos
de vista cual podria ser su rol biologico. Se establecioé una colaboracion con el
grupo del Dr. Ugalde (UNSAM), para investigar la importancia de esta proteina
en la fisiologia de la bacteria. Actualmente, se estan llevando a cabo ensayos
de infeccidn ex vivo e in vivo (es decir en macrofagos y en ratones) utilizando
una cepa de B. abortus mutante de delecion para el gen ribH2 (denominada
ribH2::Gm). A su vez se estan desarrollando ensayos de “gen reportero” para
dilucidar el momento en el cual se expresa la proteina RibH2 asi como
posibles reguladores traduccionales y/o transcripcionales. Los primeros
estudios realizados mostraron un dato revelador. En estos ensayos se
inyectaron 5x10° unidades formadoras de colonia (UFC) de la cepa salvaje
(S2308) 6 mutante (ribH2::Gm) intraperitonealmente en ratones Balb/c. A los
10 6 40 dias post-infeccidon se recuperaron del bazo las bacterias persistentes.
Llamativamente, la cepa mutante presentd una marcada disminuciéon en su
infectividad (se recuperaron 4 ordenes de magnitud menos UFC que de la
cepa salvaje). Sumado a este resultado, en los ensayos de infecciéon ex vivo
(utilizando macrofagos J774. A1) se vio que la cepa mutante (ribH2::Gm)
presentaba menor capacidad infectiva a tiempos cortos de infeccion (durante
las primeras 4 h) (I. Marchesini, resultados no publicados). En cambio, una
cepa mutante de delecion complementada con el mismo gen

(ribH2::Gm+pBBR4ribH2) mostré mayor infectividad que la cepa salvaje. Estos
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resultados indican que RibH2 puede ser considerada como un factor de
virulencia de Brucella ssp. involucrado probablemente durante la fase
temprana de infeccion, cuando el macréfago comienza a producir un fuerte
stress oxidativo. De hecho se vidé en pruebas de crecimiento de Brucella ssp.
en medio de cultivo, que la cepa de delecion es sumamente sensible al
agregado de peroxido de hidrégeno, mientras que la cepa complementada
(ribH2::Gm+ pBBRA4ribH2) es resistente a elevadas concentraciones de dicho
compuesto (I. Marchesini, resultados no publicados). Este resultado apoya la
hipotesis de un rol de RibH2 durante la primera etapa infectiva, etapa en la
cual la bacteria requiere de la activacion de numerosos sistemas de defensa

contra el huésped (Roop 2004).

RibH2 de B. abortus no es el Unico caso en el cual una proteina de la via
metabolica de las flavinas esta relacionada con ofra funcion enzimatica
esencial para la supervivencia de un patégeno. H. pylori, un patégeno de
humanos, posee la enzima RibBA, cuya funcién es la de reduccion del hierro
férrico. Por lo general, al colonizar o invadir una célula de mamiferos, las
bacterias patogénicas encuentran un ambiente deficiente en hierro (Worst
1998). La reduccion del hierro férrico a ferroso es esencial para la
supervivencia de la bacteria, dado que ésta ultima es la forma mas soluble del
hierro. La enzima RibBA en E. coli, como asi en otros organismos, esta
involucrada en la sintesis de riboflavina (Figura 3). Esta reportado (Fontecave
1994; Pierre 2002) que en algunos organismos la riboflavina puede ser
utilizada como un sistema de reduccién del hierro férrico. Esta funcion fue
descripta como uno de los tantos mecanismos que tienen los patégenos para
introducir hierro (Olczak 2005). En el caso de H. pylori, la transcripcién del
gen ribBA es regulada a su vez por el hierro (a través del “fur-box”). Los
autores postularon que, bajo condiciones pobres de hierro, el sistema de
reduccién de hierro de H. pylori se activa, lo cual implica un incremento en la
demanda de riboflavina. Dado que el paso limitante de esta reaccion esta
catalizado por el producto de gen ribBA (enzima bifuncional), un aumento en
su expresion resultara en un aumento de la riboflavina, lo cual finalmente
aumentara la disponibilidad de hierro (Worst 1998). Este es un claro ejemplo

de interconexion entre el metabolismo del hierro y la flavinogénesis.

Durante la ultima parte de esta Tesis se mostraron los primeros experimentos

por los cuales se puede considerar a RibH2 de B. abortus como una
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flavohemoproteina. Si analizamos en general que tipo de proteinas son
capaces de unir en simultaneo hemina y flavinas, nos encontramos con una
clase interesante de proteinas: las flavohemoglobinas y hemoglobinas
truncadas. Estas estan involucradas en diversas funciones (Wittenberg 2002;
Frey 2003; Fabozzi 2006), aunque generalmente se las asocia en la defensa
contra el stress nitrosativo, ya que algunas son capaces de oxidar el NO a
nitrato  (Ouellet 2002). Es conocido que Brucella spp. es capaz de
contrarrestar el dafio oxidativo producido por el macréfago (Wang 2001).
Incluso, es capaz de respirar nitratos (Haine 2006; Loisel-Meyer 2006). Sin
embargo, en la literatura no esta descripta ninguna proteina de Brucella spp.
capaz de llevar a cabo dicha funcion biolégica. Una busqueda en la base de
datos KEGG (Kyoto Enciclopedia of Genes and Genoms) en la que se
analizaron todos los ORF de B. abortus, reveld la inexistencia de una
anotacion correspondiente a dicha funcion. Otras flavohemoproteinas
caracterizadas, son enzimas con centros multi-redox, involucradas en el
transporte de electrones. Entre ellas se encuentra la flavocitocromo b2 (Xia
1990) 6 P450 BM3 (Daff 1997) (Roberts 2003). Llamativamente, en el genoma
de Brucella abortus, tampoco se encontré una secuencia gendémica a cuyo
producto se le haya adjudicado dicha funcién. Por otra parte, si consideramos
que la unién de RibH2 a la riboflavina es una caracteristica que no estaria
involucrada con su funciéon bioldgica (podria ser una propiedad “residual’
compartida con el resto de las proteinas que conforman a la familia de LS),
entonces podriamos pensar que RibH2 de B. abortus es una hemoproteina.
Existen diferentes tipos de hemoproteinas en bacterias que cumplen funciones
relacionadas con: transporte de hemo, transporte de electrones (citocromos),
catdlisis de reacciones redox (catalasas, peroxidasa, NO reductasas) y
proteinas sensoras de oxigeno (Beyer 1988; Perutz 1999; Ozaki 2001; Olczak
2005). Es probable que la funcion de RibH2 de B. abortus sea alguna de
todas las nombradas, aunque no se pueda inferir cual de todas es soélo a partir
de su homologia en la secuencia primaria con proteinas conocidas. Entonces
RibH2 podria considerarse como una proteina que adopté una funcién
necesaria en Brucella spp. con un plegamiento atipico para dicha actividad. El
hecho de que esta proteina sea un factor de virulencia convierte a esta
hipétesis en una aun mas interesante. Futuros trabajos multidisciplinarios

validaran dicha presuncion.
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Mediante el analisis espectroscépico y cristalografico, se determind
que RibH2 de B. abortus es una proteina cuyo estado nativo puede
ser descrito como dimero de pentameros.

El mecanismo de desplegamiento de dicha proteina (inducido por
cloruro de guanidinio) involucra a un intermediario pentamérico
estable, caracterizado por presentar un plegamiento comparable al
existente cuando éste forma parte de la particula decamérica.

La particula decamérica esta estabilizada por multiples contactos
principalmente hidrofébicos, y por una interfaz de contacto monémero-
mondmero entrelazada. Estas caracteristicas, junto con su importante
grado de polimerizaciéon, explican la elevada estabilidad
conformacional de la molécula. Existe una corona de histidinas
ubicadas en la interfaz de contacto pentamero-pentamero que
estabilizan a la particula decamérica, y juegan un rol dominante en la
disociacion del decamero inducida por el pH.

Acorde al analisis estructural, se lograron disefar diferentes mutantes
puntuales de RibH2. Al comparar la estabilidad conformacional de
cada una de ellas, se identificé una regién en la proteina capaz de ser
considerada como “Hot Spot” para la estabilizacién de la misma,
ubicada en la interfaz de contacto monémero-monémero. La remocion
de algunos residuos presentes en dicha region genera un efecto
desestabilizante importante, ya que se forma un volumen continuo
carente de enlaces estabilizantes.

El reemplazo de la fenilalanina natural por un triptofano en la posicién
130 de la secuencia polipeptidica de RibH2, permitié obtener una
proteina capaz de ser utilizada en estudios fluorimétricos para el
monitoreo del estado cuaternario de la molécula durante su
desplegamiento. A su vez, dicha modificaciéon aumento la estabilidad
conformacional general de la proteina.

Se desarrolld la base para evaluar la relacion entre la estabilidad
conformacional de RibH2 y su capacidad de inducir una fuerte
respuesta humoral. A tal fin, se usaran las mutantes de estabilidad
conformacional reducida y aumentada. Se evaluara ademas la
capacidad adyuvante de estas proteinas.

Se demostré la factibilidad de utilizar a RibH2 en el desarrollo de
quimeras mixtas, capaces de presentar al sistema inmunoldgico

diversos péptidos de manera simultanea. Estos estudios se basaron
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en el mecanismo de desplegamiento propuesto para RibH2 y
representan, a su vez una reconfirmaciéon del mismo. Estos sistemas
seran de gran utilidad, por ejemplo cuando se utilicen epitopes T 6
péptidos troyanos.

B. abortus posee dos ORFs diferentes para proteinas con similitud de
secuencia primaria a las LS. Cada uno de los genes se encuentra en
un contexto gendémico diferente, siendo el gen ribH1 el que forma
parte del operdn rib.

A partir de un estudio filogenético, se determind que las proteinas que
conforman la familia de LS divergieron evolutivamente en al menos
cuatro funciones diferentes (las cuales se originaron a partir de un
plegamiento polipeptidico comuin). A las proteinas que conforman
cada una de las ramas divergentes del arbol filogenético, se las
denomind segun su funcion bioldgica conocida o hipotética.

Se logré clonar a ribH1 de B. abortus y se determind que es una
proteina pentamérica con actividad enzimatica de LS (LS tipo I). No se
encontraron razones estructurales que justifiquen su baja actividad
catalitica.

RibH2 de B. abortus presenta soélo actividad catalitica residual. La baja
actividad enzimatica de LS se relaciona intimamente con su estructura
cuaternaria. Siendo una, causa 6 consecuencia de la otra.

Las proteinas RibH1 y 2 de M. loti (clonadas en el presente trabajo)
presentaron las caracteristicas estructurales y enzimaticas esperables
segun el analisis filogenético realizado. Es decir RibH1 es una
proteina pentamérica con actividad de LS, mientras que RibH2 sélo
presenta actividad residual y una estructura cuaternaria compartida
con la proteina RibH2 de B. abortus.

Se piensa que la posible funcion biolégica de RibH2 de B. abortus
estaria dada por su capacidad de unir simultaneamente riboflavina y
hemina.

El conocimiento adquirido a partir del trabajo presentado en esta
Tesis, servira de base y puntapié inicial en variados estudios
fisioldgicos, bioquimicos o de ciencia aplicada en los que la proteina
RibH2 de B. abortus jugara un rol protagénico. Varios de estos
aspectos fueron ampliados a lo largo del presente trabajo. Sin

embargo quiero recalcar la importancia y lo provechoso que resulta
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estudiar en forma asociada aspectos estructurales, enzimaticos y

evolutivos de una proteina proveniente de un organismo patogénico.
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1.A.1. Expresion recombinante de P18 (RibH2 de B. abortus).

Se transformaron bacterias competentes E. Coli BL21 (DE3) de (Straragene,
La Jolla, CA) con el vector pT11a-P18, (Figura 1) (Novagen) (Goldbaum 1999)
el cual contenia el gen que codifica para la proteina P18 (6 RibH2),
previamente clonado por el Dr. F. Godbaum (Goldbaum 1999) a partir del
genoma de Brucella abortus. EI mismo vector porta el gen cuya expresion
confiere resistencia al antibiotico Ampicilina, lo cual permitié seleccionar a las
bacterias transformadas en una placa de LB-Ampicilina (100 pug/ml). Se tomé
una unica colonia de aquella placa y se inocularon 5 ml de LB Ampicilina (100
ug/ml), permitiendo que el cultivo llegue a saturacion (ON). Con este cultivo se
inocularon 500 ml de LB Ampicilina (100 pug/ml) a 37 °C con agitacion (300
rpm) hasta alcanzar una DO g0 nm= 1. En dicho estado se procedi6 a inducir a
las bacterias agregando 1 mM de IPTG, a 37 °C, durante 4 6 12 h con
agitacion. La induccion corta (4 h) favorece la solubilizacion de la proteina y su
acumulacion en el citoplasma bacteriano, mientas que inducciones largas (12
h) aumentan la acumulaciéon de la misma en los cuerpos de inclusion de la
bacteria. Por ultimo se centrifugo al cultivo y se congelé a 20 °C las bacterias

hasta su utilizacion.

1.A.2. Purificacion de P18 (RibH2 de B. abortus) recombinante

El pelett bacteriano se resuspendié en 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 1% Tritén, pH
8,0 y se sonico durante 5 minutos (con pulsos de 20 seg y pausas de 40 seg),
luego se centrifugo la muestra a una velocidad de 15,000 x g durante 15 min.
El precipitado de dicha sonicacion corresponde a los cuerpos de inclusion (ClI)
mientras que la fraccién soluble (S) al citoplasma bacteriano. Los Cl se
solubilizaron en 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 8 M urea pH 8,0 durante una noche
a temperatura ambiente con agitacion constante. El material solubilizado se
replegé por didlisis contra PBS, 1 mM DTT, durante 72 h, realizandose al
menos cuatro cambios de buffer. Si por el contrario se opté por un protocolo
de purificacién a partir del citoplasma bacteriano (induccién corta), se sometié
a la fraccion S a una didlisis durante 48 h contra PBS, 1 mM DTT. En
cualquiera de los dos casos, una vez completada la dialisis se realiz6 una
centrifugacion a 15,000 x g durante 10 min, descartandose el precipitado. La
fraccion citoplasmatica 6 la proveniente del replegamiento de los cuerpos de
inclusién fue sometida a dos pasos de purificacion: un intercambio iénico con
una columna de Q-sepharosa de 30 ml de lecho (Amersham Pharmacia),

acoplada a un equipo de FPLC. Se utilizé como buffer de equilibrio de las
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muestras y de siembra 50 mM Tris, pH 8,5, 1 mM DTT (buffer A). La elucién
de las muestras se logré implementando un gradiente lineal de 0 a 1M de
NaCl en 30 ml formulado en el buffer 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8,5, 1 mM
DTT (buffer B). El eluido enriquecido con la proteina de interés fue
seguidamente purificado utilizando como tamiz molecular una columna
Superdex-200 (S-200, Amersham Biosciences) equilibrada en buffer PBS, pH
7,0; 1 mM DTT. El grado de pureza de la preparacion fue determinado en un
PAGE-SDS 15% poliacrilamida tefiido con Comassie-Blue. La proteina
purificada fue concentrada y cuantificada mediante la medicion de su
absorbancia a 280 nm. En esta determinacion se tuvo en cuenta el valor de
coeficiente de extincidon molar teérico de P18, calculado por monémero es de
9970 M'ecm™. La concentracion de P18 fue validada, midiendo su
concentracién por el método de Bradford. Parte de la proteina purificada fue
iodoacetilada, para ello se la incubé con 25 mM de iodoacetamida (IAA)
durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad, se elimind el excedente
de reactivo a través de una dialisis contra PBS durante 24 h. Finalmente, la
preparacion se fracciond, congelé con N, liquido y almacend en freezer a -20
°C hasta su utilizacion. A la muestra proteica sin tratar con IAA, se le adicioné
1 mM DTT previo a su congelamiento.

1.A.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida y las corridas electroforéticas se realizaron segun el
método de Laemmli (Laemmli 1970). Los marcadores de peso molecular fueron
provistos por Sigma.

1.A.4. Determinacién del peso molecular de las proteinas por Static Light
Scattering/indice de refraccién/UV (SLS/IR/UV).

El peso molecular promedio (Mr) de todas las proteinas estudiadas en ésta
tesis y en las diferentes condiciones de buffer, fue determinado utilizando un
sistema de cromatografia de alta resolucion (HPLC) conectado en serie a un
detector de Light scattering a 90° (Precision Detectors PD2010), a un
refractémetro diferencial (IR) (LKB 2142) y a una lampara UV. En términos
generales, se inyectd en una columna de cromatografia de exclusién
molecular (SEC), por ejemplo Superdex 200 HR-10/30 (24 ml) o Sephadex G-
25 (1 ml) (Amersham Biosciences), de 20 a 500 pl de proteina de
concentracion entre 0,3 a 1 mg/ml, equilibrada previamente en el buffer de
elucion durante 2 h. Los buffers utilizados fueron 50 mM fosfato, 1 mM DTT,
pH 7,0 conteniendo o no diferentes concentraciones de urea, cloruro de
guanidinio y NaCl segun correspondié en cada caso. En el caso de la

determinacion del Mr en funcién del pH de incubacion, se utilizaron las
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siguientes composiciones de buffers: 50 mM citrato, 1 mM DTT, pH 6,0-2,5 6
50 mM fosfato, 1 mM DTT, pH 7,5-7,0. En todos los casos la columna fue
equilibrada en el mismo buffer de la muestra. Las sefiales de scattering a 90°,
IR y UV fueron colectadas en una PC y analizadas mediante el software
Discovery32, acreditado por Precision Detectors. El detector de Light
scattering a 90° fue equilibrado en cada determinacion, empleando como
estandar de peso molecular a la albumina bovina (BSA), de Mr = 66,5 kDa,
previamente incubada en las mismas condiciones del buffer que el utilizado
para cada ensayo en particular.
1.A.5. Dicroismo Circular
Todos las medicidnes de DC se realizaron en un espectropolarimetro (JASCO
J-810) implementando cubetas de quarzo de 0,1-0,5 cm de ancho. El
desplegamiento de las proteinas se monitore6 midiendo la sefial de las
mismas en DC UV-lejano (260 nm a 200 nm) en funcién del agregado de
concentraciones crecientes de diferentes agentes desnaturalizantes (cloruro
de guanidinio o urea). Se trabajé con concentraciones de proteina entre 0,25 y
25 uM de subunidades monomeéricas incubadas durante 2 h a temperatura
ambiente en los diferentes buffers, de acuerdo a lo indicado en cada caso. En
los experimentos de DC en funcién del pH, se incubé a las muestras proteicas
en los mismos buffers reportados para los ensayos de SLS/IR/UV en funcién
del pH. El valor de elipticidad molar se calculd6 mediante la siguiente ecuacion:
Omrw = 8/10*M *r * p (Ecuacién 1)
Donde s representa el valor de elipticidad en mdg, M es la concentracién
molar de proteina utilizada, r el paso de luz expresada en cm y p es el numero
de enlaces peptidicos de la proteina (nimero de aminoacidos monos uno). En
los casos en que se informé la disminucién del porcentaje de elipticidad molar
a 222 nm de las muestras, se tomo al valor de elipticidad molar a 222 nm de la
proteina en buffer nativo (PBS, pH 7,0 6 50 mM fosfato, pH 7,0) como el
100%. Para las determinaciones de DC UV—cercano (360nm a 260nm) se
utilizaron concentraciones de proteina, en el rango de 10 a 100 uM de
subunidades monoméricas. En todos los ensayos de DC, se realizaron
mediciones “blanco” con el buffer correspondiente y sin el agregado de
proteina. Los resultados informados corresponden a tres mediciones
independientes.
1.A.6. Desnaturalizacion térmica
Los ensayos de desnaturalizacion térmica de las proteinas se llevaron a cabo
incubando a las muestras en PBS, pH 7,0 ¢ buffer 50 mM fosfato, pH 7,0 y
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midiendo la variacion de la sefial de elipticidad molar a 222nm en funcién del
incremento de temperatura (de 25 a 100 °C a una velocidad de 2 °C/min). Se
tomaron medidas de DC cada intervalo de 0,5 °C. Se utilizé un Peltier (Jasco)
acoplado al equipo de DC. La Tm, se calculd6 como el punto medio de la
transicion. En los casos en que se determino la Tm, del intermediario
pentamérico, se incubo a la muestra proteica en presencia de 2,3 M cloruro de
guanidinio (en buffer 50 mM fosfato, pH 7,0) o bien se la diluyo en buffer de pH
5,0. En todos los casos en los que se determino la Tm, se trabajo
preferentemente con proteina iodoacetilada; caso contrario se agregd 1 mM
DTT previo a la mediciéon. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado y se graficd una curva representativa.
En los intentos de encontrar una condicion de reversibilidad de la
desnaturalizacion térmica de P18, se incubd a la muestra proteica en buffer 50
mM fosfato pH 7,0 con variadas concentraciones finales de urea (de 0,05 a 2
M) o bien de cloruro de guanidinio (de 0,05 a 1 M). Posteriormente se
determino la Tm, se enfri6 a la muestra (a una velocidad de 2 °C) y se realizd
un espectro de DC UV-lejano. En todos los casos, la transicion térmica fue
irreversible y se observaron agregados en la muestra.
1.A.7. Ensayos de replegamiento
En los ensayos de renaturalizacion, una muestra de P18 (RibH2) fue incubada
durante 2 h con altas concentraciones de guanidinio (6 M) en buffer fosfato 50
mM, pH 7,0. Posteriormente se dializé la preparacion ON contra buffer
fosfato 50 mM, pH 7,0 y con al menos 4 cambios de solvente. Seguidamente,
se centrifugd a la muestra y cuantific6 mediante DO a 280nm la concentracion
de proteina replegada. Por ultimo se le realizé un espectro de CD UV-cercano
y se compard su elipticidad molar a 222 nm con la obtenida previo al
tratamiento de desnaturalizacién.
1.A.8. Fluorescencia intrinsecay del ANS.
Los espectros de emisibn o excitacion fueron tomados en un
espectrofluorimetro Jasco FP-770 a 25 °C. Se fij la luz de excitacion de las
muestras a 280 nm o bien a 295 nm y se tomaron los espectros de emision en
un rango de 300 a 450 nm. Las muestras proteicas fueron incubadas durante
2 h previo a cada medicién en diferentes solventes de acuerdo a lo indicado
en cada caso (cloruro de guanidinio, urea). El centro de masa (CM) de cada
espectro se calculé como:

CM = ZA*I/Z]; (Ecuacion 2)
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Donde A representa la longitud de onda i (en nm), y li la intensidad de
fluorescencia intrinseca en la longitud de onda i. En los casos que se informé
el porcentaje de intensidad de fluorescencia, se tomé como el 100% de
fluorescencia intrinseca al valor de emisién obtenido a una determinada
longitud de onda, para la proteina incubada con el buffer sin desnaturalizante
(PBS, pH 7,0 6 50 mM fosfato, pH 7,0). En todos los casos se realizaron
mediciones “blanco” con el buffer correspondiente y sin el agregado de
proteina. Los resultados informados corresponden a tres mediciones
independientes.
Los ensayos de fluorescencia del ANS se llevaron a cabo bajo las mismas
condiciones de pH de incubacién de las muestras que se informé para los
experimentos de DC, o SLS/IR/UV y con el agregado de un exceso de ANS en
cada muestra. Los valores de emisién obtenidos para estas muestras fueron
normalizados con la emisién del ANS libre (50 uM) en el mismo buffer. Las
longitudes de excitacién y emision fueron ajustadas a 365 y 470 nm,
respectivamente.
1.A.9. Obtencién de los parametros termodinamicos del desplegamiento
de P18 inducido por cloruro de guanidinio
La evaluacion termodinamica del desplegamiento de P18 inducido por GdnHCI
fue ajustado a un modelo de dos equilibrios:
N1 < (2)Ns < 5U. El primer paso (N10 < (2)Ns ) representa la disociacion
del decamero de P18 (N4o) en dos pentameros plegados (Ns) y el segundo
paso (N5 «— 5U), representa la concomitante disociacion y desplegamiento de
la estructura pentamérica en 5 mondmeros desplegados (U). Dado que se
encontr6 que ambos equilibrios estaban bien resueltos uno de otro, los
parametros termodinamicos de cada transicion fueron analizados
independientemente utilizando un método de extrapolacion lineal (Ecuacion 3)
y asumiendo una transicion de dos estados para cada caso.

AGpy = AGpo- m * [D] (Ecuacién 3)
En donde AGpy es el cambio de energia libre de disociacion (AGp) o
desplegamiento (AG,) de la proteina a una determinada concentracion de
desnaturalizante, AGy,o es el cambio de energia libre de desplegamiento en
ausencia de desnaturalizante, m, representa la dependencia del parametro de
energia libre con la concentracion de desnaturalizante ([D]).
Paso 1— Para el caso de la proteina salvaje, el primer paso fue monitoreado
por SLS/IR/UV en el rango de 1,5 a 2,2 M GdnHCI. Las concentraciones en
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equilibrio de las especies N1g y N5 fueron calculadas utilizando las ecuaciones
6 y 7 obtenidas a partir de un arreglo de las ecuaciones 4 y 5.
Mr = (Mryo* ccN4o + Mrs * ccNs)/ ccT (Ecuacion 4)
ccT = ccNy + ccNs (Ecuacion 5)
[N10] = ccT(Mr - Mrs)/(Mryo - Mrs)Mryo (Ecuacion 6)
[Ns] = (ccT - ccNyo)/Mrs (Ecuacion 7)
Donde Mr representa el peso molecular promedio de P18; ccN4, ccNs, y ccT
representan la concentracion en mg/ml de decamero, pentamero y proteina
total respectivamente; [N4o] y [Ns] representan la concentracion molar; Mrygy
Mrs los pesos moleculares promedio de las especies decaméricas (174,4 kDa)
y pentaméricas (87,2 kDa) de P18 respectivamente.
La constante al equilibrio kp y el cambio de energia libre asociado al paso 1 se
definié segun las ecuaciones 8 y 9.
ko = [Ns]*/[N1o] (Ecuacion 8)
AGp =-RT In kp (Ecuacion 9)
Los valores de AGhxo Y my para ésta transicién fueron obtenidos de la
ecuancion 3, extrapolando a cero de concentracidon de desnaturalizante y por
la pendiente de la regresion lineal, en el rango de 1,5 a 2,2 M de GndHCI. La
constante de disociacion de la particula decamérica (Kp) fue estimada a partir
del valor de AGyy,o obtenido para ésta transicién utilizando la siguiente
ecuacion: Kp = e AH20MRN)
El valor de Ds, fue obtenido por la Ecuacion 9, suponiendo una condicién en
la que la fraccién de N4p = Ns.
En el caso de las mutantes de triptofano (W22A-F121W o W22A-F130W), el
segundo paso fue monitoreado por FT y DC en el rango de 1,5 a 22 M
GdnHCI. Dado que en este caso se obtuvieron la fraccion de proteina en
estado decamérico (Fn4g) o pentamérico (Fns), y considerando que Fnyo + Fns
=1, las ecuaciones 6 y 7 fueron modificadas de la siguiente manera:
[N1o] = [T] * (1- Fns)/ 10 (Ecuacién 67)
[Ns] = [T] * Fns/ 5 (Ecuacion 77)
donde [T] es la concentracion molar total de proteina, expresada en unidades
monomeéricas. La kg, AGp y AGyy0se obtuvieron de la misma manera que con

la proteina salvaje, a partir de las ecuaciones 8,9y 3.

Paso 2— El Segundo paso fue monitoreado por CD y FT en el rango entre 2,3

y 3,5 M GdnHCI, tanto para la proteina salvaje como para las mutantes de
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triptofano. La constante al equilibrio k, y el cambio de energia libre asociado a
ésta transicion AG, se definieron segun las ecuaciones 10 y 11.
ku = [U]”/[N5] (Ecuacién 10)
AG, =-RTInk, (Ecuacién 11)

Las fracciones de moléculas en el estado nativo pentamérico (Fns) o
desplegado monomeérico (Fu) fueron calculadas segun las ecuaciones 12y 13.
[T] =5*[Ns] + [U] (Ecuacion 12)

F.=5[Ns)/ [T] (Ecuacién 13)

Fo =1-Fa= (Fa = Y) (Fn = Fu) = (m¢ * [D]+ F) - Y/ (m¢ * [D]+ F) — (mu * [D]+ U)
(Ecuacion 14)

Donde Y es el valor espectroscopico experimental, [D] la concentracion de
desnaturalizante, F y U son las ordenadas al origen de las lineas de bases
pre y post desplegamiento respectivamente, y m; y m, las pendientes de
dichas rectas. La constante al equilibrio para cada concentracién de GdnHCI
ensayada se calculd segun: k, = ([T] * Fu)® ([T] * (1-Fu)/10) (surge de
combinar las ecuaciones 10, 12, 13 y 14); el AG, se calculé reemplazando k,
en la ecuancion 9 y el AGy,0 mediante una extrapolacion lineal (ecuacion 3).
El valor de D5, se obtuvo segun la ecuacién 15, la cual surge de la condicion

enque F,=F,

Dso=-R*T*In ([T]4 *5/6) - AGuxo] * (- m) (Ecuacion 15)
Independientemente se realizé una extrapolacion no lineal de los datos,
obteniéndose los mismos valores para los diferentes parametros.
1.A.10. Cristalizacion, coleccion de datos y determinacion de la
estructura.
Sumado al analisis cristalografico de P18 previamente realizado por Braden
etal. (Braden 2000) el cual permiti6 la resolucion de su estructura
tridimensional, se obtuvieron dos estructuras cristalograficas adicionales en le
laboratorio por el método “hanging drop” (método de difusién de vapor). El
primero, utilizando 30% (p/v) polietileno glicol 400, 0,1 M acetato de sodio en
0,1 M buffer MES, pH 6,5 difracté a 2,9 A y pertenecié a un grupo espacial
trigonal P3121. El segundo se obtuvo en 12% (p/v) polietileno glicol 4000, 0,1
M acetato de sodio en 0,1 M buffer HEPES, pH 7,5, el cual difracté a 3.0 A y
pertenecio al grupo espacial P21. La difraccion de rayos-X fue colectada en un
anodo rotatorio Bruker M18XH6 MAC Science comunicado con un detector
Siemens X-1000 multiwire (Fundacion Instituto Leloir) 6 en la linea
cristalografica DO3B en el Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, Campinas,

Brasil (Polikarpov 1998). La reduccion y procesamiento de datos fue llevada a
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cabo utilizando los programas MOSFLM, Scala y Truncate (Navaza J 1994).
El empaquetamiento del cristal fue determinado utilizando el método de
reemplazo molecular implementado en MoRe (Navaza J 1994); como modelo
se empled a la estructura de P18 previamente resuelta. La construccion de la
simetria cristalografica fue llevada a cabo hacienda uso del programa O
(Jones 1991). El analisis cristalografico de RibH1 y RibH2 forma parte de la
Tesis de doctorado de Sebastian Klinke.

1.A.11. Analisis de areas de superficie e interfaces de contacto.

El area de superficie total accesible y el area de superficie de interaccion
oculta (AASA) entre mondmeros y pentameros en la estructura pentamérica 6
decamérica respectivamente fueron calculados con el programa Surface
Racer 1.2 (Tsodikov 2002), implementando un algoritmo de Lee y Richards
(Lee 1971) y como sonda una molécula de H,O de radio de 1.7 A. Las
interacciones intermoleculares polares o no-polares fueron calculadas por
medio de los programas Molmol 2k.2 (Koradi 1996) y Structural Units (Sobolev
1999). Se considerd a un par de atomos en contacto, cuando la distancia
entre ellos fue menor a4 A.

1.A.12. Construccion de un plasmido-Cassete para la ingenieria de las
quimeras.

Este tipo de plasmido-casete fue desarrollado por Laplagne et al. (Laplagne
200, Laplagne 2003). Brevemente: una preparacion de DNA plasmido de
pET11a-P18 (Goldbaum 1999) fue digerido con las enzimas de restriccion
BamH | y Xba | (Promega) y el inserto liberado (secuencia que codifica para la
proteina) fue subclonado en el vector (Promega). Se utilizé el kit de
mutagénesis dirigida “Altered Sites II” (Promega) para introducir dos sitios
nuevos de restriccion: sitio Nsi | en los primeros dos codones del extremo 5’ y
el sitio Afl Il en los dos codones que codifican para los residuos 8 y 9 de la
secuencia aminoacidica de la proteina salvaje. La secuencia resultante
contiene un residuo de His en lugar de una Ala en la posicion 1 y una Leu en
lugar de Asn en la posicidon 8 de la secuencia codificante. La construccion fue
subclonada nuevamente en el vector pET11. El plasmido fue digerido con las
enzimas de restriccion Nsi | y Afl I, removiendo los primeros 8 codones. Para
cada péptido utilizado se enviaron a sintetizar dos oligonucleoétidos (Integrated
DNA Technologies, Inc.) de manera que luego del apareamiento entre si,
presenten la secuencia de interés y en sus extremos las secuencias
complementarias para la ligacion con el plasmido previamente digerido con

las enzimas Nsi | y Afl II.
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La mezcla de ligacion se utilizd para transformar células competentes E.coli
DH5a y BL21 (DE3). La insercion se verific6 mediante Colony-PCR. La
construccion final fue chequeada por secuenciacion.

1.A.13. Expresién y purificacion de las quimeras de P18.

Las proteinas quimeras fueron expresadas y purificadas de la misma manera
que la proteina salvaje (1.A.1y 1.A.2).

1.A.14. Produccion de quimeras mixtas (o polivalentes)

Las quimeras P18-Omp31 y P18-Ketc1 en una concentracién de 300 yM de
mondmero (ambas en buffer 50 mM fosfato, pH 7,0) fueron incubadas durante
2 h con una concentracion final de 2,3 M cloruro de guanidinio (de manera de
inducir la disociacion de los decameros). Posteriormente se mezclaron las
muestras proteicas y se la dializé contra buffer 50 mM fosfato pH 7,0. Luego
de la didlisis, se centrifugd la mezcla de quimeras. El sobrenadante fue
nuevamente dializado en el buffer de siembra (50 mM Tris, pH 8,5) de una
columna de intercambio idénico (mono-Q, Amersham Pharmacia). Se trabajo
con un gradiente lineal de 0 a 1 M NaCl. El pico correspondiente a la quimera
mixta fue analizado mediante un gel al 15% de poliacrilamida desnaturalizante
(SDS-PAGE) 6 bien mediante un gel al 12,5 % de poliacrilamida nativo
(Phastgel, Phast system). Como control cada quimera fue tratada por
separado de la misma manera.

1.A.15. Inmunizacion de las quimeras mixtas.

Ratones Balb/c de seis semanas fueron inmunizados con 40 ug de la
preparacion de quimera mixta (P18-Omp31-Ketc1) obtenida mediante el
procedimiento detallado en el punto 1.A.14 en presencia de adyuvante
completo de Freund (Sigma). Se realizaron 4 inmunizaciones intraperitoneales
alos 0, 22, 45 y 60 dias. Al dia 70 del protocolo de inmunizacién, se sangraron

a los ratones y se obtuvieron los sueros.

1.A.16. Ensayo de ELISA.

Se inmovilizaron sobre una placa de ELISA 0,4 ug/well de la proteina P18, o
de los péptidos Omp31 o Ketc1. Se ensayé la reactividad de los sueros
(dilucion 1/100 y obtenidos segun se explicd en 1.A.15) por incubacién con un
anticuerpo policlonal conjugado con peroxidasa contra IgG de raton (Dako).
1.A.17. Representacion gréfica

Las figuras mostradas en este trabajo se realizaron implementando los
siguientes programas: MOLSCRIPT (Uchoa 2004), Raster3D (Merritt 1994),
Chimera (Pettersen 2004), PyMOL (Liang 2003) y Swiss-Pdb Viewer (Kaplan
2001).
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1.B.1. Mutagénesis sitio dirigida de P18. Mutantes de estabilidad
conformacional reducida y mutantes de triptofano.

El método de mutagénesis sitio dirigida de P18 implementado, fue descrito por
Kammann et. al. (Kammann 1989). Para ello se requirio de tres reacciones de
amplificacion en cadena (PCR). En todas las PCR se utilizé la enzima pFu
(purificada en la Fundacion Instituto Leloir), los buffers apropiados (Promega)
y el termociclador (TECHNE). En la primera PCR (PCR) se utilizé6 como
templado al plasmido pET11a-P18 y como cebadores al oligonucleétido
universal Sp6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG), cuya secuencia se encuentra
rio abajo del sitio de clonado (Figura 65) y a alguno de los oligonucleétidos
que aparecen en la Tabla 15, segun la variante de P18 que se desed obtener
(sintetizados por IDT Integrated DNA Technologies). Este ultimo contiene una
secuencia de 25-35 nucleétidos los cuales son complementarios a una regién
del gen de P18 salvo en un determinado codoén (ubicado en el centro de dicha
secuencia), éste codon codifica para el aminoacido que se desea que
reemplace al aminoacido salvaje. El producto de ésta PCR fue purificado y
utilizado como “mega-cebador’ para la segunda reaccion de amplificacion
(PCRy). En esta PCR; se utilizé al plasmido pET11a-P18 como templado y
como segundo cebador al oligonucleétido universal T7 (57-
TAATACGACTCACTAT AGGG). El producto purificado de esta reaccion fue
utilizado como templado de la ultima PCR (PCR;j), realizada solamente con la
finalidad de aumentar la masa del producto de PCR,. En la misma se utilizaron
los dos cebadores universales Sp6 y T7. Generalmente, se realizaron 30
ciclos de amplificacién: 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, y 72 °C
durante 1 min, concluido el ultimo ciclo se mantuvo la reaccién durante 10 min
a 72 °C. Como paso final, se purifico al producto de la PCR3, se lo digirié con
las enzimas de restriccion Xbal y BamHI (Promega) y ligé al vector pET11a, al

cual se traté previamente con las mismas enzimas de restriccion.
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TV terminator primer #59337-3

Figura 65. Vector pET-11a y su sitio de

La mezcla de ligacion se utilizé para transformar bacteria E. coli DH5a. Se
seleccionaron las bacterias transformadas por placa LB-Ampicilina y se tomé
una colonia para inocular 5 ml de medio LB-Ampicilina. Se procesoé el cultivo
ON, a fin de obtener una preparacién de DNA plasmidico. Esta preparacién se
utilizé para una secuenciacion (realizada en la Fundacion Instituto Leloir). Una
vez confirmada la mutacion introducida, se transformaron bacterias E. coli
DE3 con el mismo plasmido secuenciado y se procedié con la expresion y
purificacion de la proteina como lo indica en los puntos 1.A.1 y 1.A.2. En el
caso de la obtencion de las mutantes dobles P18-W22A-F121W y P18-W22A-
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Variante de P18  Qligonucleétido utilizado en la PCR;.

P18-W22F 57 -ATTCAGGCCCGCTTCCACGCCGACATC
P18-W22A 5° ATTCAGGCCCGCGCCCACGCCGACATC
P18-L61A 57 -TATGAAATTCCCGCTCACGCCAAGACA
P18-Y87A 57 -GACGGCGGCATCGCTCGTCATGATTTC
P18-F91A 5" -TATCGTCATGATGCCGTGGCGACG
P18-M101A 57 -ATCAACGGCATGGCGCAGGTGCAGCTT
P18-L105A 57 -ATGCAGGTGCAGGCTGAAACGGAAGTG
P18-H119A 57 -GTGCTGACGCCGGCCCATTTCCATGAA
P18-H120A 57 -GTGCTGACGCCGCACGCCTTCCATGAAAGCAAG
P18-F121W 57 -ACGCCGCACCATTGGCATGAAAGCAAGGAG
P18-E123A 57 -CCGCACCATTTCCATGCCAGCAAGGAGCAT
P18-E126A 57 -TTCCATGAAAGCAAGGCGCATCACGACTTC
P18-F130W 57 -AAGGAGCATCACGACTGGTTCCATGCTCAT
P18-H134A 57 -GACTTCTTCCATGCTGCTTTCAAGGTGAAG
P18-1153A 57 -GAGCGCAGCCGCGCCGCGCTTGTCTGA

Tabla 15. Oligonucleétidos diseiiados para ser utilizado como cebadores en la
reaccion de PCR1, en la cual se genera el mega-cebador (conteniendo la
mutacion de interés).

F130W, se realizdé el mismo procedimiento que el reportado arriba, con la

diferencia que en las PCR, se utilizé el templado pET11a-P18-W22A en vez

del pET11a-P18, el cual ya presentaba la mutacion W22A. La masa de

proteina para cada una de las mutantes se estimé mediante la medicién de la

absorbancia a 280 nm de las muestras, considerando que el coeficiente de

extincién molar tedrico para las mutantes de triptofano es de 4470 M'cm™ y el

de la mutante Y87A es de 8480 M'cm” (calculados por mondémero). En el
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caso de las mutantes de triptofano, la concentraciéon de proteina se estimé
complementariamente mediante la técnica de Bradford.

1.B.2. Calculo de las areas de superficie de contacto de las mutantes de
estabilidad conformacional reducida.

El area de superficie de contacto perdido en las mutantes puntuales de P18,
fue calculado utilizando el programa Ligand-Protein Contacts & Contacts of
Structural Units del Instituto Weizmann, Israel (Sobolev 1999), utilizando el
software CSU: http://bip.weizmann.ac.il/oca-bin/Ipccsu/.

1.B.3. Static Ligth Scattering, DC, temperatura de desnaturalizacién
térmica, FTy estabilidad termodinamica de las mutantes de P18.

El PM, espectros de DC (lejano y cercano), Tm, FT y estabilidad
termodinamica de las mutantes de P18 se calcularon del mismo modo como
se indico en los puntos 1.A4, 1.A5, 1.A.6, 1.A.8 y 1.A9.

1.B.4. Digestion enzimatica de P18 y de L105A.

Una muestra de P18, L105A o BSA en PBS pH 7,5, fue incubada a 37 °C en
presencia de la enzima Tripsina (Invitrogen), (equivalente a una relaciéon molar
1:50 de Sustrato:Enzima, respectivamente), en un volumen final de 0,5 ml. A
diferentes tiempos se tomaron pequefias muestras de cada una de las
reacciones de digestion (10 ul), se las diluyd con el buffer de siembra de un
SDS-PAGE y calenté a 100 °C durante 5 min, a fin de detener la reaccion
enzimatica. Se reservé una muestra de cada una de las proteinas, las cuales
fueron incubadas a 37 ‘C durante el tiempo que durd el procedimiento sin el
agregado de Tripsina (control). Concluido el tiempo de la digestion (24 h) se
sembraron todas las muestras en un gel desnaturalizante al 15 % de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se revel6 por tincién con Coomassie Blue.

2.A.1. Clonado de RibH1 de B. abortus.

La secuencia nucleotidica del gen que codifica para RibH1 de B. abortus se
obtuvo de la base de datos NCBI. Se utilizo esta informacién en el disefio de
los cebadores especificos conteniendo los extremos 5" y 3" del gen y
adicionando las bases de reconocimiento especifico para las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll. Las secuencias disefiadas y sintetizadas (IDT
Integrated DNA Technologies) fueron las siguientes: RibH1-Ndel-V0, 5'-
ATAATAATACATA TGGAGTTTCTCATGTCCAAGCAC-3" y RibH1-HindllI-Hi,
5-TATTATTATAA GCTTAGGCTCCGAATTTTTTGCGCAGGC-3". El clonado
del gen se realizé mediante una reaccion de amplificacion en cadena (PCR) a
partir del DNA total de B. abortus. Se realizaron 30 ciclos de amplificacion de

94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, y 72 °C durante 1 min. El producto
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de la amplificacién fue purificado por gel de agarosa (kit de extraccion en gel,
Qiagen, Hilden, Germany) y utilizado en el ensayo de restriccion con las
enzimas apropiadas. Seguidamente se purificd el producto de digestion y se
realizo la ligacién al plasmido pT7-7 (Tabor 1990), previamente digerido por
las enzimas BamHI y Hindlll. El fragmento clonado fue secuenciado a fin de

descartar errores introducidos durante la amplificacion.

2.A.2. Expresion recombinante y purificacion de RibH1 de B. abortus.

RibH1 de B. abortus clonado en el vector pT7-7 fue utilizado para transformar
células competentes BL21 (DE3). A continuacion se llevd a cabo el mismo
protocolo de sobreexpresion que el utilizado para P18 (RibH2) con 4 h de
induccion con IPTG a 37 °C. Las células inducidas fueron tratadas con buffer A
(50 mM fosfato, pH 7,0), sonicadas durante 5 min y centrifugadas a 15,000 g
durante 15 min. Posteriormente se realizé una centrifugacion para eliminar
posibles agregados. La preparacion fue inyectada en una columna Q-
sepharose (Amersham Pharmacia), preequilibrada en buffer A. Se le aplicé un
gradiente lineal de 0 a 1 M fosfato de potasio en buffer 50 mM fosfato, pH 7,0
(buffer B) a fin de eluir la proteina adsorbida. El eluido enriquecido en RibH1
fue sembrado en una columna Superdex-200 (S-200) 6 Sephacryl-400 (S-400)
(Amersham Biosciences), equilibradas con el buffer de siembra (100 mM
fosfato de potasio, pH 7,0). Las fracciones conteniendo la proteina de interés
fueron agrupadas y concentradas por ultrafiltracion. La pureza de la muestra
fue chequeada por geles PAGE-SDS. La concentracion de RibH1 se calculd
segun el valor de absorbancia de la muestra a 280 nm, utilizando su
coeficiente de extincion molar tedrico calculado por monémero (11460 M'cm’
1).

2.A.3. Determinacién del PM de RibH1 de B. abortus.

El PM de RibH1 de B. abortus fue determinado por SLS/IR/UV tal como se
indicé en 1.A.4. y por ultracentrifugaciéon analitica (UA). Los experimentos de
UA se llevaron a cabo en colaboraciéon con el grupo de los Dres. Fischer y
Bacher en Alemania. Para ello, se utilizé una ultracentrifuga analitica Optima
XL-A de Beckman Instruments (Palo Alto, California). La concentracion de
proteina fue monitoreada fotométricamente a 280 nm. Para la determinacion
del coeficiente de sedimentacion se incubd 1,2 mg/ml de proteina en buffer
100 mM fosfato de potasio, 300 mM cloruro de sodio, pH 5,0 y se centrifugd a
la muestra a 59,000 rpom a 20 °C. Los ensayos de sedimentacion al equilibrio
se realizaron con una solucién de 0,4 mg/ml de proteina en buffer 100 mM

fosfato de potasio, 300 mM cloruro de sodio, pH 5,0. La muestra se centrifugd
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a 10,000 rpm durante 72 h. a 4 °C. El volumen especifico fue estimado a
partir de la composicién aminoacidica obteniéndose un valor de 0,733 ml/g
(Laue 1992).

2.A.4. Ensayo de medicion de la actividad enzimatica de lumazina
sintetasa.

El ensayo de medicién de la actividad de LS fue descrito por Kis et al. (Kis
1995b). En todos los casos, la soluciéon a la cual se le medio actividad
enzimatica contenia: 100 mM fosfato de potasio (pH 7,0), 5 mM EDTA, RPD
(8), But-F (6) (Figura 3) y proteina (RibH1 o RibH2) en un volumen final de 200
pl. A fin de determinar la Ky y Vimax para RPD, las proteinas (40 uM de
monomero de RibH2 o 10 yM de monémero de RibH1) fueron preincubadas
con varias concentraciones de RPD, comenzando con 5 yM. La reaccion se
inicio con el agregado (en una cantidad en exceso) de But-F. Por otra parte, a
fin de estimar la Ky y Vmax para But-F, las mismas concentraciones de proteina
fueron preincubadas con una cantidad creciente de But-F, comenzando con 10
UM. En este caso, la reaccidon enzimatica se inicid6 con el agregado de un
exceso de RPD. En ambos casos, se monitoreé la absorbancia a 410 nm cada
15 min a 37 °C. La concentracion del sustrato variable fue incrementada en
cada ensayo hasta no observarse cambio alguno de la velocidad de la
reaccion (a la misma se le asocio el valor de vn,). Para cada experimento, se
realizd un control (blanco de reaccion) en el cual se procedié de la misma
manera y con los mismos buffers y sustratos pero sin el agregado de proteina.
Las velocidades iniciales de los blancos fueron sustraidas a las velocidades
correspondientes de las muestras con proteinas. Las velocidades iniciales
corregidas, fueron ajustadas con la ecuacion de Michaelis-Menten o de Hill
utilizando el programa Origin o DynaFit version 3.28.024 (Kuzmic 1996). Cada
determinacién se realizé al menos por triplicado.

2.A.5. Alineamiento y estudio filogenético de las proteinas pertenecientes
ala familiade LS.

Las secuencia utilizadas para el analisis filogenético de las proteinas
pertenecientes a la familia de la LS fueron obtenidas a partir de la base de
datos de NCBI y del programa Superfamily 1.69. Las secuencias
aminoacidicas fueron alineadas con el programa ClustalX (version 1.81) para
el alineamiento de multiples secuencias (Thompson 1997). El analisis
filogenético de dicho alineamiento fue inferido a partir del programa PHYLML
version 2.4.2, implementando un algoritmo de maxima parsimonia y un modelo
de sustitucion JTT (Jones 1992; Guindon 2003). La fiabilidad de los nodos

fueron analizados generando 1000 arboles independientes (Felsenstein 1987).
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2.A.6. Deteccion de las proteinas RibH1 y RibH2 de extractos de B.
abortus (experimentos de western blot).

En este ensayo se utilizé6 un extracto bacteriano de una cepa salvaje de B.
abortus y de una cepa mutante de B. abortus la cual presenta una delecion del
gen ribh1. Como controles positivos se utilizaron las proteinas recombinantes
RibH1 y RibH2 de B. abortus. Los extractos bacterianos y las muestras
proteicas fueron diluidos en buffer de corrida de un gel al 15% de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y calentados a 100 °C durante 10 min.
Posteriormente las muestras fueron sembradas en el gel y transferidas a una
membrana de celulosa (BIO-RAD). La membrana transferida fue bloqueada en
presencia de PBS conteniendo 5 % de leche descremada ON a 4 °C . Se
utilizaron dos anticuerpos diferentes segun la proteina a detectar: Para la
deteccion de la proteina RibH2 se utilizd el anticuerpo monoclonal Bl24
(Goldbaum 1993) y para la deteccion de RibH1 se utilizd un suero proveniente
de un conejo inmunizado con la proteina recombinante RibH1. La dilucién de
los anticuerpos utilizada fue 1/1000 para el anti-RibH2 y 1/100 para el anti-
RibH1 (siempre en PBS con 5 % de leche descremada). Cada membrana fue
incubada en presencia de alguno de los anticuerpos durante 2 h a temperatura
ambiente. Finalmente fueron lavadas exhaustivamente con PBS e incubadas
en presencia del anticuerpo secundario (de raton o conejo segun
correspondié) conjugado a la peroxidasa HRP, durante 1 h a temperatura
ambiente. Luego de lavar varias veces, las membranas se incubaron por un
minuto con el sustrato de la enzima HRP, LumiGlo (New England Biolabs) y se
reveld por autorradiografia.

2.A.7. Modelado molecular.

La molécula de FMN 6 FAD se model6 en el sitio activo de RibH2 de B.
abortus utilizando como patrén la ubicacion del anillo pirimidinico y la cadena
de ribosa del andlogo de sustrato NRP (pdb 1T13) y el programa
cristalografico de visualizacion y modelado "O" (Jones 1991).

2.B.1. Clonado, expresion recombinante, purificacién y determinacién del
PM de RibH1 y RibH2 de M. loti.

Las secuencias nucleotidicas de los genes ribH de M. loti se obtuvieron de la
base de datos NCBI. Se utilizo esta informacion en el disefio de los cebadores
especificos conteniendo los extremos 5" y 3" de los genes y adicionando las
bases de reconocimiento especifico para las enzimas de restriccion Ndel y
BamHI. Las secuencias fueron las siguientes:

RIBH2-Ndel 5°- ATA ATA ATA CAT ATG AAT CAG CAT TCC CAC AAA GAC TAT
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RIBH2-BamHI 5°- TAT TAT TAT AAG GAT CCT TAT CAT GCC GCGATCTTT TC

RIBH1-Ndel 5’- ATA ATA ATA CAT ATG GCT GGT ATA TCC CAA CAC GGC
RIBH1-BamHI 5'- TAT TAT TAT AAG GAT CCT TAT CAC GAT CGG GCT CCC AAT

El clonado de los genes se realizé mediante una reaccion de amplificaciéon en
cadena (PCR) a partir del DNA total de B. abortus. Se realizaron 30 ciclos de
amplificacion de 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, y 72 °C durante
1 min. El producto de cada amplificacién fue purificado por gel de agarosa (kit
de extraccion en gel, Quiagen, Hilden, Germany) y posteriormente utilizado en
el ensayo de restriccion con las enzimas apropiadas. Seguidamente, el
producto de digestion fue repurificado y ligado al plasmido pT7-7 previamente
digerido por las enzimas BamHI y Ndel. Los fragmentos clonados fueron
secuenciados a fin de descartar errores introducidos durante la amplificacion.
La expresion y purificacion de las proteinas recombinantes se realizoé de la
misma manera que la reportada para las proteinas homologas de B. abortus.
La concentracion de las proteinas RibH1 y RibH2 de M. loti fue estimada por
la medicidon de la absorbancia de las muestras considerando los coeficientes
de extincion molar tedricos (9970 M'cm™ y 12950 M™'ecm™, respectivamente).
La determinacion del PM de las proteinas se realiz6 mediante la técnica de

SLS/IR/UV de la misma manera que se detallo en 1.A.5.

2.B.2. Caracterizacion de la union RibH2-riboflavina y RibH2-hemina
mediante técnicas fluorimétricas.

Los experimentos se realizaron en un espectrofluorimetro Jasco FP-770 a 25
°C en cubetas de cuarzo de 10 nm. Se trabajé con soluciones madres de
riboflavina, 5-nitro-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinediona (NRP) y hemina,
preparadas frescas previo a cada medicion. La concentracion de cada una fue
estimada fotométricamente: €45 rivoiavina = 12.500 M™-cm™: € 303 nrp = 14.200 M
Y-em™ y € 385 hemina = 58.4 mM™-cm™ (Kirschner-Zilber 1982). La solucién madre
de hemina (1 mM) fue preparada disolviendo a la hemina en 0,1 ml de 0,1 M
NaOH y 0,9 ml de PBS.

Unién RibH2-riboflavina. La unién RibH2-riboflavina se determiné de
diferentes maneras: a) La titulacion del ligando (riboflavina) libre se llevé a
cabo adicionando 100 pL de la solucién de riboflavina en pasos (cada 5 pL) a
1 ml de una solucién de RibH2. El buffer de la reaccion fue 50 mM fosfato de
sodio, pH 7,0. El ligando libre fue estimado fluorimétricamente (utilizando una
longitud de onda de excitacién de 445 nm y de emision de 520 nm). Para

cada experimento se llevo a cabo un blanco sin el agregado de proteina y un
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control inespecifico en el cual se trabajé con la proteina BSA. La constante de
disociacion (Kp) fue calculada utilizando la siguiente ecuacion:
Rf = 0.5*{(-P+R-Kd)+ [(P-R+Kd)*+(4*Kd*R) ]>°} (Ecuacion 16)

Donde Rf representa el ligando libre, R el total de ligando y P la cantidad de
proteina. b) Se trabajo con una concentraciéon constante de riboflavina (45 uM,
en buffer 50 mM fosfato, pH 7,0) a la cual se le agreg6 cantidades creciente de
la proteina RibH2, o de las mutantes RibH2-W22A o RibH2-W22F en el mismo
buffer. La concentracion de riboflavina libre se estim6 fluorimétricamente de la
misma manera que la descripta anteriormente. ¢) El desplazamiento de la
riboflavina de su sitio de unién por el compuesto NRP también fue evaluado
fluorimétricamente. Para ello, se incubdé a la proteina RibH2 con una
concentracion equimolar de riboflavina (30 uM) y se adiciondé una cantidad
creciente del compuesto NRP (en pasos de a 5 0 10 ul) hasta alcanzar una
concentracion final de 150 pM. El desplazamiento de la riboflavina de su sitio
de unién en RibH2 fue evidenciada por el aumento de la emisiéon de
fluorescencia a 520 nm (excitacion a 450 nm).

Uniéon RibH2-hemina. A fin de analizar la unién de la hemina a RibH2, la
proteina fue marcada con una sonda fluorescente 5-
iodoacetamidofluoresceina (IAEFI) (Invitrogen), mediante un protocolo general
(Hermanson 1996). La sonda presenta afinidad preferencial por tioles libres.
Se titulé6 a una concentracion fija de proteina marcada (entre 1 y 500 nM de
monodmero) con una cantidad creciente de hemina. Se midié el decaimiento de
la sefal de emisién de fluorescencia de la sonda (excitacion a 492 nm vy
emision a 515 nm). La Ky fue calculada segun la ecuacion 16.

2.B.3. Unién RibH2- Hemina-agarosa.

El ensayo de union fue realizado segun se describié en Lee et. al. (Lee 1992).
Inicialmente, 100 ul de la resina hemina-agarosa (Sigma-Aldrich) fue lavada
tres veces por suspension en 1 ml de buffer PBS seguido de una
centrifugacion corta (10,000 x g, 5 min.). Se utilizaron 20 ug de cada una de
las muestras proteicas (RibH2 o RibH2-W22A) y se las incubd con la resina
durante 1 h a 4 °C, en constante agitacion. En uno de los ensayos previo a la
incubacion con la resina, se preincubd a la muestra proteica con un exceso de
25 veces de riboflavina. Posteriormente, se centrifugaron a las muestras
(10,000 x g, 5 min), y se separd el sobrenadante (S;= proteina libre) del
precipitado (proteina unida a la resina). El precipitado fue lavado tres veces
con buffer PBS conteniendo 0,05% Tween. El material que permanecié unido

a la resina fue eluido de la misma agregando 30 pl de buffer de siembra del
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gel de poliacrilamida, calentando la muestra a 100 °C durante 5 min y
posteriormente centrifugando (12.000 x rpom, 2 min). El sobrenadante de esta
ultima centrifugacion junto con el S; fueron analizados mediante SDS-PAGE,
seguido de una tinciéon por Commassie-Blue. Como control negativo se utilizd

una muestra de RibH1, tratada de manera idéntica.

2.B.4. Caracterizacion espectroscdpica del complejo RibH2-hemina.

Se incubd a una muestra proteica (en PBS, pH 7,5) con un exceso de hemina
y se sembro la preparacion en una columna de Sephadex G-25. Se utilizé el
buffer PBS pH 7,5 para la elucion. Se colectaron diferentes fracciones a las
cuales se les midi6 la DO a 280 nm. La fraccion de mayor DO fue
seleccionada y se le realizé un espectro de absorbancia UV visible. Como
control, se sembré una muestra de proteina sin incubar con hemina y una
muestra de hemina libre.

Una muestra del complejo hemina-RibH2 (10 uM mondmero) (purificado por la
columna G-25) se transfirio a una cubeta hermética y sellada de 3 ml y se
desgased inyectando nitrdgeno gaseoso, por medio de una canula, durante 45
min. Posteriormente se colectd el espectro de absorbancia UV visible del
complejo. La muestra fue reducida con el agregado de pequefas cantidades
de ditionito de sodio (Sigma-Aldrich) y en cada paso se colectaron los
espectros de absorbancia hasta que el mismo se mantuvo constante. Por
ultimo se inyectd repetidas veces oxigeno y se colectdé la sedal
espectroscopica de la muestra. Se confirmé la reversibilidad de la reaccion de
reduccion y oxidacion repitiendo el ensayo (agregado de ditionito de sodio y

luego oxigeno) al menos dos veces.
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