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Del &tomo a la célula: determinantes moleculares

que definen la funcion de galectinas humanas

RESUMEN

Las galectinas constituyen una familia de proteinas altamente conservadas a
través de la evoluciéon con capacidad de unir carbohidratos presentes en diferentes
glicoproteinas de la membrana plasmatica y la matriz extracelular. Estas proteinas
reconocen en forma especifica unidades repetidas de N-acetil lactosamina [LacNAc,
GalP1-4-NAcGlc] presentes en N- y O-glicanos. El énfasis del trabajo se centré en
determinar los detalles estructurales que diferencian a cada una de estas proteinas,
buscando correlaciones entre la dindmica molecular, la estabilidad y la selectividad de
unién a glicanos para desencadenar la funcién celular para la que han sido
evolutivamente seleccionadas.

A través de una aproximacién multidisciplinaria, se emple6 una variedad de
técnicas de simulacion computacional y diversas estrategias experimentales para
estudiar los mecanismos y determinantes moleculares de regulacién de la unién a
glicanos en galectinas y posterior activacion de su funcién en diversos cultivos
celulares. Las metodologias empleadas consistieron desde simulaciones de dindmica
molecular clasica hasta la expresion y purificacion de proteinas recombinantes y
ensayos de unién a ligando, cinéticas de oxidacién y apoptosis in vitro mediante
citometria de flujo y diversas técnicas de microscopia optica y electrénica.

En primer lugar, este estudio se ha centrado en la caracterizacion y
comparacioén estructural y dindmica de cada galectina y su especificidad por diversos
glicanos fisioldgicamente relevantes. En segundo lugar, se ha estudiado el mecanismo
de oxidacién y formacién de enlaces disulfuro en galectina-1, proponiendo la existencia
de un interruptor molecular presente sélo en este miembro de la familia. El mismo
explicaria el cambio de funcién al cambiar de estado redox. Por dltimo, se estudi6 el
impacto de la estructura cuaternaria en la union a glicanos especificos en glicoproteinas

y la formacion de redes supramoleculares de glicanos en la superficie de la célula.

Palabras clave: galectina, dinamica molecular, oxidacién, dicroismo circular,
fluorescencia, glicosilacion.



From the atom to the cell: molecular determinants

that define the function of human galectins’

ABSTRACT

Galectins are members of a family of highly conserved proteins characterized
by the ability to bind saccharide motifs in various cell surface glycoproteins and the
extracellular matrix. These proteins specifically recognize repeating units of N-acetyl
lactosamine [LacNAc, GalB1-4-GlcNAc] present in N- and O-glycans. The aim of this
work was to define the details and structural motifs that distinguish each individual
member of the galectin family, seeking for correlations between the molecular
dynamics, stability and selectivity for glycans displayed by these lectins and their
proposed functional activity.

Using a multidisciplinary approach, in the present study we used a wide
variety of computational simulation tools and different experimental approaches to
explore the mechanisms and molecular determinants that regulate glycan binding of
galectins in cell cultures. The employed methodologies ranged from classical molecular
dynamics simulations to the expression and purification of recombinant proteins and
ligand-binding assays, oxidation kinetics and apoptosis assays using flow cytometry
and various optical and electronic microscopy techniques.

First, we have focused on the structural characterization and comparison of
molecular dynamics of each galectin in the vicinity of their ligand binding sites and
their specificity for a set of physiologically relevant glycans. Secondly, we studied the
mechanism of oxidation and disulfide bond formation in galectin-1 protein, suggesting
the presence of a molecular switch that explains the function change during redox state
turnover. Finally, we studied the impact of the quaternary structure in the binding
properties of galectins to specific glycans and analyzed the ability of galectin-1 to form
supramolecular membrane structures called lattices when they interact with specific

glycans on the surface of target cells.

Keywords: galectin, molecular dynamics, oxidation, circular dichroism, fluorescence,

glycosylation.
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INTRODUCCION
GENERAL

1.1 Biologia estructural: donde las disciplinas convergen

1.1.1 ;:Qué es la biologia estructural?

a biologia estructural, como lo han propuesto Hendrickson y Klug [1], es una
L rama de la biologia molecular, la bioquimica y la biofisica que estudia la
estructura de macromoléculas biolégicas (tales como las proteinas y los 4acidos
nucleicos), el origen de esta estructura y como las alteraciones en la misma afectan su
funcién. Es notable destacar el interés de esta disciplina, en particular en la biologia,
dado que estas macromoléculas son encargadas de la mayoria de las funciones vitales
de las células y porque es solo a través de su estructura tridimensional particular que
son capaces de llevar a cabo dichas funciones.

Las biomoléculas tienen como méaximo un tamafio del orden de 100 A. Por ello,
son muy pequefas para ser vistas y estudiadas en detalle incluso a través del mas
avanzado de los microscopios 6pticos. Asi, los métodos experimentales usados por los
bidlogos estructurales generalmente involucran medidas promediadas de miles de
moléculas idénticas al mismo tiempo, utilizando diferentes estrategias, principalmente
espectroscopicas. Algunos de los métodos mas importantes son:

e Cristalografia de rayos X

e Resonancia magnética nuclear (RMN)

e Resonancia paramagnética electrénica (RPE)

e Microscopia crio-electrénica (Cryo-EM, del inglés cryo-electron microscopy)
e Resonancia de efecto Raman

e Dispersion dindmica de luz (DLS, del inglés dynamic light scattering)



e Dispersion de rayos X de dngulo pequefio (SAXS, del inglés small-angle X-ray
scattering)

e Dicroismo circular e interferometria de polarizacion dual

La mayoria de los investigadores utilizan estas técnicas para estudiar el estado
“nativo” de las macromoléculas, resultando igualmente poderosas también para
observar otros estados como el naciente o el desnaturalizado y la dinamica molecular
(DM) involucrada en la transicién entre los distintos estados. Es aqui donde sélo
algunas técnicas experimentales pueden ofrecer informacién de este tipo (RMN,
principalmente) y la necesidad de un nuevo enfoque permiti6 la introduccién de la DM
por simulacién computacional al dambito de la biologia estructural. Originalmente
concebida dentro de la fisica tedrica, y en especial para las ciencias de materiales [2-5],
la DM ha logrado ampliar la visién bioquimica del funcionamiento de las biomoléculas
gracias a la elevada resolucion espacial (descripcion atomistica de sistemas de entre
10.000 y 100.000 atomos) y temporal (desde los picosegundos hasta los milisegundos
[6]), gracias al crecimiento exponencial de los avances en hardware en las tltimas
décadas [7-10]. Y como no podia ser de otro modo, el campo de la DM es
multidisciplinario. Las leyes y teorias aplicadas provienen de las matematicas, fisica y
quimica, asi como también del uso de algoritmos recientes de las ciencias de la
computacion y de la teoria de la informacién [11]. Comprender el origen, el uso, el
alcance y las perspectivas del campo de las simulaciones computacionales requiere
necesariamente una interaccién dindmica entre todas esas ramas de la ciencia moderna.

Finalmente, es necesario considerar otra disciplina clave en el entendimiento
del problema de la biologia estructural: la bioinformatica. La arquitectura de las
biomoléculas (su estructura terciaria) depende, de manera todavia muy dificil de
predecir, de la estructura primaria, es decir, de la secuencia lineal particular de
aminodacidos/nucleétidos [12-14]. Es por ello que la bioinformatica, analizando los
diferentes patrones en las secuencias de estos bloques constructores trata de predecir la
forma, topologia, sitios de interaccion y caracteristicas fisicoquimicas relevantes de las
macromoléculas a partir del estudio minucioso de la estructura primaria. El aumento
de la calidad de dichas predicciones, tanto en tamafio molecular como en complejidad
del sistema, sera sin lugar a dudas el gran desafio de la biologia estructural del futuro

que pondréa a prueba a viejas y nuevas hipétesis de la biologia [15].



I.1.2 Biologia estructural: historia, actualidad y futuro

Los primeros intentos de explorar las propiedades de los materiales biol6gicos
mas alld del limite del ojo desnudo se realizaron gracias a los microscopios de R.
Hooke (1635-1703) y A. van Leeuwenhoek (1632-1723). Hacia finales del siglo XIX, la
microscopia 6ptica habia alcanzado su limite tedrico de resoluciéon dado por E. Abbé y
otros [16]. Para alcanzar resolucién atémica, se necesita normalmente del uso de
radiacion cuya longitud de onda sea similar a la dimensiéon de los atomos que
deseamos observar (~ 0,2 nm). La longitud de onda de la luz visible es varios 6rdenes
de magnitud mayor (~ 500 nm) que la necesaria para cumplir este requisito.
Afortunadamente, desarrollos varios en el drea de la fisica arrojaron nuevas fuentes de
longitudes de onda mads cortas: W. Rontgen descubrié los rayos X en 1895 y J. J.
Thomson, los electrones en 1897. Los descubrimientos de los neutrones por J.
Chadwick en 1932 y del efecto de RMN en 1946 completaron la fertilizacién del campo
que daria nacimiento a todas las técnicas modernas de espectrometrias utilizadas en la
resolucion de estructuras de biomoléculas.

Hace tan so6lo 100 afios se sabia muy poco acerca de la forma de las
biomoléculas debido a la escasez de herramientas y técnicas para el estudio de sus
estructuras. En la actualidad, la biologia estructural es una ciencia madura [17]. Las
coordenadas atémicas de mas de 96.000 proteinas, acidos nucleicos y sus complejos
estan hoy depositadas en la Protein Data Bank (PDB; ver Figura I.1). El estado avanzado
del campo en el presente se debe principalmente a los logros tecnolégicos que han
producido herramientas sofisticadas y comerciales, aunque todavia muy costosas. El
primer método usado para la determinacién de la estructura de macromoléculas fue la
interpretaciéon de los patrones de difraccion que se producen cuando cristales de
proteinas son irradiados con rayos X. A la cristalografia de rayos X y su técnica
relacionada, la cristalografia de neutrones, se les han unido la microscopia electrénica y
la resonancia magnética nuclear, asi como también los desarrollos en materia de
tecnologia computacional, los cuales han impactado de lleno en todas las técnicas
instrumentales de hoy en dia. La Figura 1.2 muestra la cronologia de algunos de los

avances mas importantes de la biologia estructural de los altimos cien afios.
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Figura I.1. Protein Data Bank (PDB). La Protein Data Bank es un repositorio mundial tinico para el
procesado y distribuciéon de estructuras tridimensionales de macromoléculas biologicas. La figura muestra
la evolucion en el numero de estructuras depositadas a lo largo de la vida del proyecto (20/10/1971-
06/01/2014). Datos provistos por la PDB (http:/ /www.rcsb.org/).
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Figura I.2. La evolucion de la biologia estructural. La linea de tiempo muestra algunos de los desarrollos
clave en cristalografia (negro), microscopia electronica (ME, verde), resonancia magnética nuclear (RMN,
azul) y métodos computacionales (rojo). DRX, difraccion de rayos X; DM, dinamica molecular; PDB, Protein
Data Bank.

Es notable el desarrollo particular de la biologia estructural en Sudamérica, a
pesar del esfuerzo constante que implica el avance de grandes plataformas regionales.
Un gran hito local ha sido la creacion del Centro de Biologia Estructural del Mercosur
(CeBEM) en el ano 2011. Se trata de un proyecto iniciado por nueve grupos de Brasil,
Argentina, Uruguay y Paraguay, destacados por su nivel de excelencia y
reconocimiento internacional (www.cebem.org.ar). Su objetivo principal es el de
asociar a estos grupos en una red regional, integrando competencias e infraestructura,
promover el intercambio de investigadores y graduados, y formar asi un aumento de
masa critica en el area que logre la creacion, puesta en marcha y finalizacién de
proyectos de investigacion de alto impacto cientifico y biotecnolégico. En particular, en

nuestro pais, son tres los centros de referencia en biologia estructural: Fundacion

Instituto Leloir (Ciudad Auténoma de Buenos Aires), la Facultad de Ciencias Exactas y



Naturales de la Universidad de Buenos Aires (Ciudad Auténoma de Buenos Aires) y el
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (Rosario, Santa Fe). La necesidad
de ampliar la diversidad de técnicas disponibles en la regién, asi como también la
profundizacién e integracion de cada una de ellas, serd fundamental para lograr un
crecimiento local sostenido de una disciplina que ha venido para instalarse como un

eslabon esencial en la cadena de la comprensiéon de la biologia molecular y celular.
I.2 Glicosilacidon y lectinas

El paradigma central de la biologia molecular moderna indica que la
informacion biolégica fluye desde el ADN hacia el ARN y luego hacia las proteinas. El
poder de este concepto no sélo radica en la precisién con la que este flujo se da, sino
también en la posibilidad que nos ofrece de manipular cualquier clase de biomoléculas
basdndonos en el conocimiento de otra y en los patrones de homologia de secuencia y
relacién que predicen funciones y relaciones evolutivas [18]. Con el descubrimiento de
la secuencia completa del genoma humano y de otras especies comtinmente estudiadas
como organismos modelo, se han anticipado descubrimientos atin mas espectaculares
en la comprension de los sistemas biol6gicos. Sin embargo, es frecuente encontrar una

acepcion errénea en la extension del dogma central (Esquema I.1).

ADN — ARN —— Proteinas — Célula — Orgaqisrﬁo

Esquema I.1. Dogma central de la biologia (I). Extension erronea desde ADN hacia un organismo.

De hecho, para crear una célula se requieren otras dos clases importantes de
moléculas: lipidos e hidratos de carbono. Estas moléculas sirven como intermediarios
energéticos, moléculas sehalizadoras o componentes estructurales de la célula. El rol
estructural de los carbohidratos ha sido esencial en la evolucién hacia complejos
multicelulares, 6rganos y organismos, lo que requiere de la comunicacién entre células
entre si y con la matriz que las rodea. Atn mads, todas las células y muchas
macromoléculas biolégicas llevan unido en forma covalente un complejo y denso
arreglo de aztcares (llamados oligosacaridos o glicanos). Dado que la mayoria de los
glicanos se encuentran en la superficie externa de las biomoléculas de la célula y en

aquellas que son secretadas, estos aztcares pueden modular o mediar una gran



variedad de eventos de comunicacion célula-célula y célula-matriz que son cruciales
para el desarrollo y la funcién de un organismo multicelular complejo, como puede ser
el cuerpo humano. Incluso, estos glicanos son capaces de permitir la interaccion entre
organismos (por ejemplo, entre huésped y parasitos durante una infeccién). Ademas,
es muy comdn encontrar glicanos mas simples y extremadamente mdviles unidos a
proteinas en el ntucleo y en el citoplasma, donde parecen servir como puntos clave de
regulaciéon. Por lo tanto, una vision mas amplia y completa del paradigma de la

biologia molecular deberia verse como el que se muestra en el Esquema I.2.

ADN —— ARN —— Proteinas —— Enzimas

l

Glicanos

|

Célula <«— Glicoconjugados

l \ IL'pid;s

Orgaqisrho

Esquema I.2. Dogma central de la biologia (II). Extension correcta
de un paradigma molecularmente mas completo.

En la primera parte del siglo XX, la quimica y la bioquimica de los
carbohidratos fueron definitivamente temas de interés. Sin embargo, durante la fase
inicial de la revolucién de la biologia molecular moderna, el estudio de los glicanos
qued6 relegado frente a aquellas clases de biomoléculas que recibieron toda la atencién
(ADN, ARN, proteinas). Algunas causas de este fenémeno se debieron a la inherente
complejidad estructural, la dificultad de determinar su secuencia y el hecho de que su
biosintesis no se puede predecir directamente del molde de ADN de las biomoléculas a
la cual modifica con su presencia. Fue recién a finales de la década de los ‘80 que el
desarrollo de una variedad de nuevas técnicas para explorar las estructuras de estas
cadenas de glicanos abrié un nuevo horizonte en la biologia molecular, que incluso ha
acufiado su propio nombre: glicobiologia [19]. Hoy en dia, la glicobiologia permite un
area de encuentro para las disciplinas tradicionales de la quimica y bioquimica de los
carbohidratos con el estudio moderno de la biologia celular y molecular de los

glicanos. De hecho, el término “glicobiologia” ha ganado su lugar en el mundo



cientifico: cuenta con dos revistas biomédicas prestigiosas, una sociedad cientifica
internacional en constante crecimiento, una Gordon Research Conference y un Keystone
Symposium que llevan su nombre. Investigar en glicobiologia requiere no sélo de los
aportes clasicos de la nomenclatura, biosinTesis, estructura, sinTesis orgénica y funcion
de glicanos complejos, sino también de disciplinas generales de la genética molecular,
la biologia y fisiologia celular y la quimica de proteinas que permitan entender en
profundidad el contexto biolégico donde estos hidratos de carbono cumplen su

funcion.

I.2.1 Vias de glicosilacion

La superficie de las células de mamiferos y las proteinas de la matriz
extracelular con la cual interaccionan se hallan cubiertas por diversos tipos de glicanos
unidos a proteinas (glicoproteinas) y lipidos (glicolipidos), cuya composicién varia de
acuerdo al estado de diferenciacién y activacion de las células. El proceso de biosintesis
de glicoproteinas estd mediado por glicosiltransferasas y glicosidasas que acttan en
forma coordinada a medida que las proteinas se sintetizan en el reticulo endoplasmico
(RE) y son transportadas por el aparato de Golgi hacia la superficie celular [20, 21]. Las
glicosiltransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un monosacarido de
un nucledtido dador a un sustrato aceptor. Las glicosidasas catalizan la hidrélisis de un
enlace glicosidico en un glicano precursor. Estas enzimas acttian en conjunto con
chaperonas y cofactores en el RE/Golgi a los fines de agregar y/o eliminar aztcares de
una glicoproteina o glicolipido y asi determinar su estructura final [18].

La maquinaria de glicosilacién representa un 1% del total del genoma y a la
fecha se han clonado mas de 100 glicosiltransferasas y glicosidasas [22]. Curiosamente,
el perfil de esta maquinaria de glicosilaciéon se halla altamente regulado y varia
sensiblemente frente a numerosos estimulos externos. En consecuencia, una misma
célula en dos contextos diferentes puede presentar variaciones en el patrén de
glicosilacion que afectan y modulan la funcionalidad de glicoproteinas de la
membrana, lo que constituye un nivel de regulacion adicional de los procesos
celulares. Es interesante destacar la complejidad del sistema, ya que debemos no sélo
considerar la variabilidad a nivel de la estructura proteica (protedmica) sino a su vez la
variabilidad creada a nivel del patrén de glicosilacion (glicomica). En este sentido,

durante el proceso de biosintesis de un glicano, la diversidad de monosacéridos



(fucosa, galactosa, N-acetilgalactosamina, glucosa, N-acetilglucosamina, acido
glucurénico, manosa, acido sialico y xilosa), las distintas uniones posibles entre dos
monosacéridos y la potencialidad de ramificaciones en la estructura sacaridica resultan
en una inmensa variedad de estructuras de glicanos posibles [18]. Dentro de las
distintas vias de glicosilacion en mamiferos, podemos destacar la N- y la O-
glicosilacion. Los N-glicanos estan covalentemente unidos al residuo asparragina de la
secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr. Por el contrario los O-glicanos se hallan unidos
covalentemente a un residuo Ser/Thr de la secuencia primaria y no estan
determinados por la presencia de secuencias consenso [23].

Una de las funciones biolégicas mas relevantes de los N-glicanos esta
relacionada con la regulacion y el control del plegado de las proteinas que se sintetizan
en el RE. En este sentido, cabe destacar que todas las células eucariéticas sintetizan N-
glicanos y que los primeros pasos de la via de biosintesis se hallan altamente
conservados. No obstante, en las tultimas etapas de dicha via, los N-glicanos adquieren
una gran diversidad estructural a medida que transitan por el aparato de Golgi. En los
vertebrados, las proteinas secretadas o de la membrana plasmatica pueden presentar
N-glicanos del tipo alta manosa, hibridos o complejos, siendo estos tltimos los mas

abundantes (Figura 1.3) [24].
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Figura 1.3. Biosintesis y diversidad estructural de N-glicanos. Se esquematizan N-glicanos de alta
manosa, hibridos y complejos. A su vez se detallan las distintas enzimas que participan en la sintesis.
Adviértase que en un N-glicano determinado no se encuentran todos los productos de las enzimas
detalladas, ya que algunas compiten por un mismo sustrato. Dol-P, dolicol-fosfato; GnT1, 2, 3 y 5, GlcNAc
transferasas; FuT, fucosil transferasas; GalT, galactosil transferasas; ST6Gal, o2,6-sialil transferasas;
ST3Gal, a2,3-sialil transferasas.

Las vias de O-glicosilacién comienzan con la unién de un monosacédrido como
a-GalNAc a un residuo de serina o treonina. A partir de este monosacérido pueden
sintetizarse diversas estructuras como los core 1, core 2, core 3 y core 4 O-glicanos. A su

vez estos core O-glicanos pueden ser extendidos para formar estructuras maés

complejas. Por lo tanto, el nimero de posibles sitios de N- y O-glicosilacion en una



secuencia primaria, asi como las enzimas presentes en el sistema RE/Golgi, son
elementos clave que determinan el grado y tipo de glicosilacién de una proteina [25].
Considerando la amplia diversidad y distribucion que poseen los
glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos), resulta sencillo
visualizar que estas estructuras median una amplia variedad de efectos bioldgicos.
Estos efectos en general se pueden agrupar en dos tipos: (1) funciones estructurales del
glicano en si mismo o la modulacién de la funcién de la molécula a la cual estan
covalentemente unidos y (2) funciones relacionadas al reconocimiento de la estructura
sacaridica por proteinas con dominios de reconocimiento de carbohidratos (lectinas).
Se han descripto diversos tipos de lectinas involucradas en la regulaciéon de multiples
procesos biolégicos (fertilizacién, embriogénesis y reconocimiento de patégenos).
Respecto a su participacion en procesos inmunolégicos, se ha observado que diferentes
familias de lectinas (colectinas, selectinas, siglecs, galectinas) cumplen papeles criticos
en procesos diversos como reconocimiento de patégenos, activacion y diferenciacion
linfocitaria y procesos de regulaciéon homeostatica. En el presente trabajo de Tesis se

focaliz6 nuestra atencion en la familia de las galectinas.

I.2.2 Descubrimiento de las lectinas animales

Las lectinas se definen como aquellas proteinas o glicoproteinas que unen
carbohidratos y que no cumplen funciones de anticuerpo o de enzima [26]. En la Tabla
I.1 se muestran los principales descubrimientos en la investigaciéon de lectinas que
catapultaron el campo de la glicobiologia a la era moderna de la ciencia. Aunque las
lectinas fueron descubiertas hace mas de 100 afios en plantas [27], hoy en dia sabemos
que se encuentran presentes en toda la Naturaleza (incluso en el mundo de los
microorganismos, donde reciben otros nombres como hemaglutininas, adhesinas, y
toxinas [28-30]). Las interacciones dependientes de glicanos entre células animales
fueron descubiertas al observar el fendmeno de reagregacion de células de esponjas
marinas disociadas, en una especie de reconocimiento especifico entre ellas. Asimismo,
se contaba con evidencia de la existencia de hemaglutininas (actividad de aglutinacion
de glébulos rojos) en los fluidos corporales de varios crustaceos y ardcnidos. Sin
embargo, no fue hasta la década de los '60 que dichas interacciones fueron descriptas
en animales multicelulares como los vertebrados. La primera evidencia directa de

lectinas de mamifero aparecié fortuitamente durante el trabajo de G. Ashwell y col,,



quienes estudiaban los mecanismos que controlan el reciclaje de glicoproteinas en la
circulacion sanguinea [31-34]. El resultado fue el descubrimiento del “receptor de
asialoglicoproteina”, un complejo proteico de la membrana de los hepatocitos que
reconoce de manera especifica residuos de f-Gal o GalNAc terminales presentes en
glicoproteinas o células circulantes. Posteriormente, se revel6 que la actividad de esta
lectina se inhibe por el plasma de aves y reptiles. De este modo, se descubri6 la lectina
hepatica de pollo, la cual presenta afinidad preferencial por residuos terminales de
GlcNAc. Por lo tanto, los pollos tienen un receptor hepatico GlcNAc-especifico en lugar
de uno especifico para residuos de Gal/GalNAc, lo que permite la circulacién de
asialoglicoproteina, pero no asi de glicoproteinas a las que se les han removido los
residuos de Gal terminales. Un magnifico cédigo de barras molecular de

reconocimiento especie-dependiente.

Aio Descubrimiento

1888  Descripcion de la primera fitoaglutinina (ricina) por parte de P.H. Stillmark en su Tesis doctoral
en la Universidad de Dorpat (Estonia)

1891  P. Ehrlich aplica ricina y abrina (hemaglutinina téxica de las semillas del regaliz americano Abrus
precatorius) como modelo antigénico en estudios inmunolégicos

1899  Descripcion de la primera lectina animal de la glandula de albtimina del caracol Helix pomatia
(M.L. Camus)

1902  Descripcion de la primera aglutinina bacteriana (R. Kraus)

1907  Descripcion de las aglutininas no téxicas de planta (K. Landsteiner y H. Raubitschek)

1919  ].B. Sumner cristaliza concanavalina A del grano de Canavalia ensiformis, obteniendo por primerea
vez una hemaglutinina pura

1936  Primera evidencia de que los carbohidratos en la superficie de los gléobulos rojos podrian ser los
ligando causantes de la hemaglutinacién inducida por concanavalina A

1941  Primera descripciéon de una aglutinina viral (G.K. Hirst)

1947  Descripcion de la especificidad de ciertas hemaglutininas por diferentes grupos sanguineos (W.C.
Boyd y K.O. Renkonen)

1952  Descubrimiento de la naturaleza sacaridica del grupo sanguineo H por W.J.T. Morgan y W.M.
Watkins, mediante el uso de aglutinina de anguila eléctrica

1954  W.C. Boyd y E. Shapleigh introducen el término “lectina” (del Latin lectus, elegir)

1959  N. Sharon descubre la presencia de amino-hexosas, primeros pasos en la demostracién de los
procesos de glicosilacién de proteinas

1960  P.C. Nowell describe la actividad estimuladora de linfocitos de la fitohemaglutinina de la semilla
de Phaseolus vulgaris (frijol)

1963  1]. Goldstein introduce la cromatografia de afinidad para la purificaciéon de lectinas

1972 Resolucion por primera vez de la estructura 3D de una lectina: concanavalin A (G.M. Edelman,
K.D. Hardman y C.F. Ainsworth)

1974  Primera obtencion de un lectina de mamifero pura (receptor de asialoglicoproteina) a partir de
higado (G. Ashwell)

1980  1J. Goldstein y col. definen a las lectinas como proteinas de unién a carbohidratos de un origen no
inmunolégico que aglutinan células

1988  S.H. Barondes amplia la definiciéon de lectina: son proteinas de unién a carbohidratos diferentes a
los anticuerpos y las enzimas

Tabla I.1. Principales descubrimientos en el drea de las lectinas

A partir de estos descubrimientos, el ritmo de la investigacion en lectinas se

aceler6 drasticamente, hecho que se debe principalmente a la introduccién de la



cromatografia por afinidad por Agarwal y Goldstein [35]. Desde el moho mucilaginoso
Dictyostelium discoideurn hasta tejidos de mamiferos, se han descubierto una gran
variedad de lectinas especificas por galactosa. La mayoria de ellas demostraron ser
muy diferentes del receptor original de asialoglicoproteina, siendo solubles en agua y
de menor peso molecular. Hoy en dia, dichas lectinas se conocen como galectinas.
Mientras tanto, Hill y col. reportaban otro tipo de sistema hepatico de reconocimiento
basado en residuos de fucosa [36-39]. A comienzos de los "70, Neufeld y col. reportaron
un sistema de captura de enzimas lisosomales a partir de fibroblastos dependiente de
carbohidratos [40, 41]. En 1977, Sly y col. demostraron el bloqueo especifico de este
sistema por parte del monosacarido manosa-6-fosfato (Man-6-P). En conjunto con los
trabajos de los grupos de Kornfeld, Jourdian, Von Figura y otros se arrib6é al
descubrimiento de los receptores de Man-6-P, los cuales reconocen oligosacéridos
fosforilados de alta manosa que son expresados selectivamente en las enzimas
lisosomales. Usando modificaciones de este tipo particular de sistemas de captura y
rastreo de enzimas glicosiladas se descubri6 el receptor de manosa en macréfagos [42,
43]. A comienzo de los '80, el concepto de lectinas en animales capaces de reconocer
ligandos sacaridicos endégenos era un hecho firmemente establecido. Durante la
preparacion de esta Tesis, una basqueda en PubMed en el sitio de Internet del National

Center of Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) arroj6é casi 96.000

resultados para la busqueda de “lectins”, mostrando el crecimiento exponencial del

campo.

I.2.3 Clasificacidon actual de las lectinas animales

Luego de su descubrimiento, las lectinas animales fueron clasificadas de
acuerdo con las secuencias de carbohidratos a las cuales se unian preferencialmente
(por ejemplo, lectinas de unién a B-galactésidos). Pero no fue hasta el advenimiento de
las técnicas modernas de la biologia molecular y la cristalizacion de proteinas que una
clasificacion mas consistente se desarrollaria, basandose en la homologia de secuencias
de aminoécidos y relacién evolutiva de dichas lectinas (Tabla 1.2 y Figura 1.4). La
primera de dichas clasificaciones fue propuesta por Drickamer [44], analizando dos
grupos mayoritarios de lectinas descubiertos hasta la fecha: el primer grupo requeria
Ca?* para el reconocimiento y fue asi llamado lectinas del tipo-C, y el otro grupo

requeria los tioles “libres” (reducidos) de los residuos de cisteina para ser estables y se



denominé lectinas del tipo-S (actualmente galectinas). Las lectinas que reconocian
Man-6-P se secuenciaron y se encontraron homologas pero distintas a los otros dos
grupos, por lo que se agruparon como lectinas del tipo-P (o también M6PR, del inglés
Man-6-P receptors). Mientras que las lectinas del tipo P y S reconocen una clase
particular de aztcares (Man-6-P y B-galactésidos, respectivamente), las lectinas del
tipo-C agrupan proteinas con diferente especificidad por glicanos aunque similares
motivos estructurales. Un descubrimiento clave ocurrié cuando al clonar en forma
independiente tres receptores de adhesina vascular homdlogos, éstos mostraron un
motivo estructural del tipo-C en su extremo N-terminal. Hoy en dia estos tres dominios
forman parte de la familia de selectinas (Figura I1.4). Del mismo modo, las colectinas y
dos lectinas que unen calcio (calnexina y calrreticulina) actualmente se incorporan
también al grupo de las lectinas del tipo-C. Estudios en la década de los "90 revelaron
que algunos miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas pueden reconocer
glicanos, dando origen asi a un nuevo grupo llamado lectinas del tipo-I. Un subgrupo
de estas lectinas que reconocen especificamente 4cidos sidlicos ha sido recientemente
designado como las “siglecs” (del inglés sialic acid/immunoglobulin superfamily/lectins).
Otra clase de lectinas solubles evolutivamente muy antiguas llamadas pentraxinas se
incluye como grupo no por su homologia de secuencia, sino por una organizacién
estructural pentamérica consistente y por un probable rol comdn en la respuesta

inmune primaria del huésped frente a infecciones [45, 46].

Caracteristicas estructurales

Grupo de Lectina Cazt Especificidad ]

que las definen
Tipo-C (selectinas, colectinas,) 4| Variable Motivo tipo-C
Tipo-S (galectinas) £ B-galactosidos Motivo tipo-S
Tipo-P (MPRs) Variable Man-6-P Motivo tipo-P
Tipo-I (siglecs) Variable Dominios tipo-Ig
Pentraxinas Mayormente Galactésidos Motivos multiméricos
Calnexina, calreticulina 4] GlciMany en el RE Motivo de calnexina
Tipo de unién a heparina (] Heparina/heparan-SOs Aminoécidos basicos en cluster
Tipo-F Variable L-fucosa Motivo tipo-F
Tipo-M | Mans Motivo tipo-M
Tipo-L | Variable Motivo tipo-L
Tipo-R Variable Motivo tipo-R
Caja-F GIcNAc, Motivo caja-F
Ficolinas ™ GlcNAc, GalNAc Motivo de ficolina
Tipo-quitinasa (quilectinas) [x] Quito-oligosacaridos Motivo de triosa-P isomerasa
Tipo-X (intelectinas) 4| Gal, galactofuranosa, pentosas Motivo de intelectina

Tabla 1.2. Clasificacion de las lectinas animales

Esta agrupacién esta basada principalmente en homologia de secuencias y

probables relaciones evolutivas, e incluye a la mayoria de las lectinas animales hasta
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oy conocidas. Sin embargo muchas otras, como las proteinas de union a
h das. S b h t 1 t d

glicosaminglicanos (GAG), y muchas nuevas “lectinas”, no forman parte de ninguna
de las familias bona fide hasta aqui descritas. Las mismas constituyen un grupo de
proteinas que quedan por estudiar y brindar nuevos paradigmas de relacién

estructura-funcién en el campo de la glicobiologia.

MPRs cD22
Selectinas

Lectina Hepatica

Tipo-5

Galectinas

DENTRO

Figura I.4. Ejemplos esquematicos de las lectinas animales, basados en la estructura y topologia. LC,
lectina tipo-C, LS, lectina tipo-S; LP, lectina tipo-P; LI, lectina tipo-I. Otros dominios marcados son: EG,
tipo-EGF (endotelial growth factor); IG (I2), dominio tipo inmunoglobulina-2; TM, dominio transmembrana,
C3, dominio regulatorio del complemento.

I.2.4 Galectinas: introduccidon

Luego del descubrimiento de las aglutininas en plantas y de las lectinas en
Dictyostelium discoideum (discoidina I) a principios de los '70 por Barondes y Rosen y
col.,, muchos investigadores salieron a la buasqueda de lectinas en tejidos animales.
Como se indic6 en el apartado anterior, la primera lectina animal reportada fue el
receptor de asialoglicoproteina hepético, una lectina del tipo-C. La siguiente lectina
descubierta en animales fue una proteina reconocida hoy como la primera del tipo-S, la
primera galectina. Esta fue originalmente descripta por Teichberg y col. durante sus
estudios sobre la posible presencia de lectinas en los 6rganos eléctricos de las anguilas
eléctricas [47]. La proteina, nombrada por aquel entonces electrolectina, poseia

actividad de hemaglutinina inhibida por p-galactésidos y pudo ser aislada por
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cromatografia de afinidad en soportes funcionalizados con p-galactdsidos.
Sorprendentemente, la correcta actividad de esta lectina requeria la presencia de B-
mercaptoetanol en los buffers de corrida, sugiriendo la presencia de una o mas
cisteinas en forma libre (reducida). La electrolectina tiene un peso de aproximadamente
15 kDa y se la encuentra como un homodimero no covalente.

La primera lectina del tipo-S hallada en mamiferos, hoy en dia llamada
galectina-1, fue aislada en 1976 por Kornfeld y col. a partir de extractos de corazén y
pulmoén de ternero [48]. Al igual que con la electrolectina de Teichberg, se requirieron
lactosa y condiciones reductoras para su correcta extraccion y purificacién a partir de
dichos tejidos. En el mismo afio, Barondes y col. identificaron también una lectina del
tipo-S en extractos de musculo de pollo [49]. A comienzos de 1980, Wang y col.
hallaron una proteina de unién a carbohidratos de 35 kDa de caracteristicas similares,
hoy conocida como galectina-3, en fibroblastos humanos y murinos que también tiene
afinidad por B-galactésidos [50]. La naturaleza soluble de todas estas proteinas, la
homologia de secuencias y los requerimientos por condiciones reductoras e
independencia de Ca?* para retener su actividad, permitieron a Drickamer agruparlas
como lectinas del tipo-S para remarcar su dependencia de -SH libres y su solubilidad.
La nomenclatura para las galectinas ha sido sistematizada en 1994 [51]. La primera
galectina hallada (electrolectina, lectina de unién a B-galactésidos, galaptina, L-14, etc.,
dependiendo del origen) se llama galectina-1 (Gal-1). Su homoélogo més cercano,
galectina-2 (Gal-2). La lectina de 35 kDa se llamo6 galectina-3 (Gal-3) y los otros
miembros de esta familia fueron asi numerados en forma consecutiva segtin su orden
de descubrimiento.

A la fecha, se han identificado 15 miembros en la familia de las galectinas en
vertebrados superiores [52], mostrando diferentes tipos de arquitecturas de un
dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) canénico de aproximadamente 130
aminodacidos [53] (Figura L.5). Las Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 y -15 son ejemplos de
galectinas prototipo, las cuales se pueden encontrar en forma monomérica o como
homodimero no covalentemente unido. Gal-4, -6, -8, -9 y -12 son las llamadas
galectinas de repeticiones en tindem, donde cada una de ellas se encuentra formada
por dos DRC diferentes pero vinculados por un péptido conector, haciéndolas dimeros
permanentes. Finalmente Gal-3 es la tnica galectina tipo quimera, ya que es la tinica

que posee tres dominios estructurales distintivos: un dominio no relacionado (BH3) de
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12 aminoacidos N-terminal, una secuencia del tipo colageno, rica en prolina y glicina y

un dominio C-terminal que contiene el DRC caracteristico [54].

Prototipo
Galectina-1, -2, -5, -7,
-10,-11,-13,-14 y -15

Un DRC que puede
homodimerizar

Quimera

Galectina-3

Un DRC conectado a
un dominio BH3 no relacionado

@‘@ Repeticiones
: % en tandem
Galectina-4, -6, -8, -9, y -12
@ﬁ Dos DRCs diferentes
conectados por un péptido

Figura I.5. Clasificacion estructural de las galectinas. De acuerdo a su estructura bioquimica las
galectinas se clasifican en tres grupos diferentes. Las galectinas prototipo contienen un sitio de
reconocimiento de carbohidratos (DRC) por subunidad que pueden homodimerizar. Galectina-3 (la unica
tipo quimera) posee un DRC en el extremo C-terminal y un dominio no relacionado (BH3) en el extremo N-
terminal. Este ultimo es responsable de los efectos intracelulares de esta lectina. Las galectinas del tipo
“repeticiones en tandem” son un grupo de galectinas bivalentes formadas por dos monémeros con CRDs de
distinta afinidad unidos por un péptido conector.

Todos los miembros de la familia de las galectinas carecen de péptido sefial o
dominios de anclaje a membrana y parecen ser sintetizadas en polisomas libres en el
citoplasma y acumularse alli previos a su secrecion [55, 56]. Las galectinas
recientemente sintetizadas en el citosol celular han demostrado ser funcionales en
cuanto a la unién de B-galactésidos. La complejidad de la biosintesis, secrecion y
oligomerizacion de las galectinas se encuentra ilustrada en la Figura I.6. Curiosamente,
la exportacion de las galectinas al exterior celular no involucra en forma directa el
movimiento a través del aparato secretor de la célula. El proceso por el cual estas
proteinas son secretadas ha sido explorado en varias ocasiones [57-60], pero el
mecanismo bdasico es actualmente desconocido. Se conoce de otros factores de
crecimiento pequefios y ciertos componentes de la matriz extracelular que son
excretados mediante mecanismos no clasicos, pero si se tratan de aquellos utilizados
por las galectinas, es todavia incierto. Por otro lado, la mayoria de las galectinas

pierden rapidamente su actividad en un ambiente no-reductor, como el que existe
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fuera de la célula en condiciones normales. Sin embargo, algunos estudios sobre la
biosintesis de Gal-1 hallaron que la proteina recientemente exportada es muy inestable
en ausencia de ligandos, pero que cuando se encuentran disponibles ligandos de alta
afinidad en el medio la proteina es estable. Asi, la secreciéon regulada y la
disponibilidad de ligandos podrian regular la actividad y estabilidad de las galectinas

a lo largo de su vida intra y extracelular.
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Figura I.6. Rutas biosintéticas posibles de Gal-1. La proteina es traducida en polisomas libres en el
citoplasma y asi como se sintetiza, tiene capacidad de unién a hidratos de carbono u otras proteinas en la
célula. Luego de su secrecion o exportaciéon por un mecanismo aun desconocido, la galectina recientemente
sintetizada es inestable, pero se asocia con glicanos para aumentar su estabilidad frente a la inactivacion
por variados y también poco explorados mecanismos. La proteina monomeérica estable puede dimerizar e
interactuar con ligandos en la superficie de la célula y en la matriz extracelular.

Mientras que algunas galectinas (como Gal-1 y -3) son ampliamente expresadas
en diferentes tejidos y compartimientos celulares de diferentes especies animales [20,
61-64], otros miembros de la familia tienen una localizacién mucho mas restringida.
Por ejemplo, Gal-7 se encuentra preferencialmente en la piel [65-67], Gal-4 en el tracto
gastrointestinal [68, 69], Gal-5 s6lo se expresa en reticulocitos de rata [70, 71], Gal-12 en
tejido adiposo [72-75] y Gal-10 est4 presente en eosindfilos humanos, pero no asi en los
murinos [76]. A pesar de esta distribucién todas, de una u otra manera, se encuentran
involucradas en procesos de destino y desarrollo celular [77], homeostasis de la
respuesta inmune [20], progresion tumoral [78] y neovascularizacion [79, 80]. Incluso

un sola galectina puede afectar distintas células dependiendo del tipo y las

circunstancias. Por ejemplo, Gal-1 puede estimular o inhibir la proliferacion celular [81-
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83] asi como también algunos procesos de adhesion celular a la matriz extracelular [84,
85]. Existe también evidencia de que las galectinas pueden simultdneamente poseer
diferentes funciones extra e intracelulares. Ejemplo de ello son los casos donde Gal-1 y
-3 demostraron estar implicadas en procesos de splicing del pre-mRNA [86, 87]. Un
resumen de las principales funciones de cada galectina se puede encontrar en la Figura

L.7.

Galectina-8 Galectina-1
Modula la interaccién de integrinas con la matriz extracelular + Induce la generacion de células dendriticas tolerogénicas

Mejora las propiedades de adhesién de neutrofilos » Induce apoptosis de células T activadas Y &
Suprime la migracién de celulas tumorales + Suprime respuesta Th1y Th17 | ﬂg )
W — -

Modula la endocitosis de receptores » Pramueve tolerancia materno-fetal z
Induce angiogénesis in vitro e in vivo Contribuye en la actividad inmunosupresora de las células T,
» Contribuye en la activacion alterna de macréfagos
+ Mejora la regeneracion axonal
Galectina-4 + Suprime la proliferacion de células B
+ Controla la funcién plaguetaria

s s s e

« Participa en la formacién de “balsas” lipidicas @ @
+ Induce la sintesis de IL-6 en células T

- Elevada expresion durante la progresion del cancer 5 s

« Induce apoptosis de células T @
*+ Se une a linfotoxina alfa

Galectina-9
+ Induce apoptosis de células Th1 a través de TIM-3
* Induce maduracion de células dendriticas @9
« Regula la estabilidad del transportador de glucosa Galectina-10 @
« Quemoatractante de eosindfilos « Posee un rol esencial en la funcién de las células Ty
Galectina-12
Galectina-3 @% « Induce apoptosis de adipocitos

.

Participa en el splicing del pre-mRNA « Participa en el control de la progresion del ciclo celular
Induce apoptosis de celulas T y monocitos (extracelular) + Participa en la diferenciacion del adipocito

Tiene actividad anti-apoptdtica (intracelular)

Participa en adhesion y agregacion celular

.

.

+ Induce migracion de macréfagos y monocitos ' Galctina? . e @

. Forma lattices con N-glicanos del complejo TCR « Participa en la diferenciacion del queratinocito

+ Promueve crecimiento tumoral, metastasis y angiogénesis + Media los efectos pro-apoptdticos de p53 en queratinocitos
+ Contribuye al crecimiento y diferenciacion de células T y B + Sobreexpresada en metastasis de linfomas murinos

Figura I.7. Efectos de diversas galectinas en la fisiologia del sistema inmune y los tumores.
Diferentes funciones han sido atribuidas a los diversos miembros de esta familia de proteinas de union a
carbohidratos. En la figura se resumen algunas de las mas relevantes. (Adaptado de [61]).

La presencia de tantas galectinas en gran cantidad de especies evolutivamente
divergentes sugiere, por un lado, un rol en procesos y funciones celulares basicas para
los organismos vivos. Por otra parte, la evidencia de que hay docenas de galectinas
dentro de una misma especie implica que han evolucionado para participar en una
variedad importante de funciones cada vez mas especificas, tal como se ha puesto en
evidencia en el parrafo anterior. Sin embargo, a pesar del crecimiento exponencial del
area de estudio de estas lectinas, la comprensién de la relacion entre la estructura y las
funciones bioquimicas ha sido escasamente explorada. La naturaleza molecular del
reconocimiento de cada glicano por cada galectina, la especificidad de las sefiales

intracelulares observadas y las diferentes funciones que se desencadenan por estas
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interacciones representan un conjunto grande de preguntas abiertas en un campo en

constante crecimiento.

1.3 Objetivos y lineamientos

En este trabajo de Tesis se estudi6 la familia completa de las galectinas humanas
utilizando un enfoque multidisciplinario. Basandonos en la hipétesis general de que la
estructura y dindmica de una proteina determina gran parte de su funcién, nos
abocamos al estudio comparativo de esta familia con el fin de aportar una visién
estructural a los mecanismos y determinantes moleculares de regulacién de la unién a
glicanos en galectinas y posterior activacion de su funcién en diversos cultivos
celulares. Para ello, se emplearon una variedad de simulaciones de dindmica molecular
clasica asi como también experimentos de mesada como ser la expresion y purificacién
de proteinas recombinantes y ensayos de union a ligando, cinéticas de oxidacién y
apoptosis in vitro mediante citometria de flujo y diversas técnicas de microscopia 6ptica
y electrénica.

Luego de esta introduccién general, se incluye un apartado de Metodologia en
el cual se presenta una descripcion de los métodos y materiales utilizados. Como todo
estudio moderno de la biologia estructural, los métodos escogidos pueden clasificarse
en dos grandes areas: aquellos que proveen una representaciéon de los sistemas
moleculares dindmicos a partir de simulaciones, y aquellos estrictamente
experimentales. En el primer caso, se ofrece una descripciéon de los métodos de
simulacién computacional; en el segundo, se tratan brevemente los fundamentos de la
expresion y purificacién de Gal-1 recombinante, proteina modelo utilizada en los
experimentos, asi como también una breve introduccién a las técnicas espectroscépicas
de fluorescencia y dicroismo circular. Los resultados obtenidos durante el trabajo de
Tesis se desarrollaran en tres capitulos (III a V). Dada la diversidad de técnicas y
disciplinas que se exploran en cada capitulo y con el fin de mantener siempre en claro
el origen de la problemética, se decidi6 incluir una introduccién especifica en cada uno
de esos capitulos para guiar al lector en los antecedentes mas importantes del tema a
desarrollar y las metodologias y ensayos particulares empleados en dicha seccién para
explorar las hipoétesis de estudio. Por ultimo, en el capitulo VI se resumen las
principales conclusiones de esta Tesis, junto a las perspectivas futuras de los temas

investigados.
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Como el titulo de esta Tesis bien define, es mi deseo que durante la lectura de
este trabajo uno pueda recorrer y comprender con mayor profundidad el mundo de las
galectinas: desde cada 4tomo de la proteina, hasta su solvatacion e interaccién con los
de los glicanos, pasando por agentes reductores y oxidantes a los que se enfrenta, y
finalmente visualizarla interactuando en cada célula, siempre volviendo a la estructura

como si tuviéramos un resorte que nos atrae nuevamente a ella.
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METODOS

II.1 Métodos computacionales

D esde principios del siglo XX, y luego de los descubrimientos realizados por
Planck, Young y Einstein, entre otros, la mecanica cuédntica se posicioné como
la teorfa adecuada para la descripcion de particulas de dimensiones atémicas. En este
contexto, debe recurrirse a metodologias basadas en ella para estudiar sistemas
moleculares.

La aplicaciéon de métodos basados en la mecanica cudntica a la quimica, hasta
aproximadamente mediados del siglo XX, se limitaba al estudio de las propiedades de
atomos aislados o moléculas pequenas, debido a su alto costo computacional. Con el
intenso desarrollo de la tecnologia informatica, en las dltimas décadas la mecanica
cuantica ha sido aplicada en la resolucién de una gran diversidad de problemas
quimicos. Sin embargo, atn hoy resulta imposible el estudio de un sistema de miles de
atomos, como por ejemplo una proteina, con un elevado nivel de teoria dentro del
contexto de la mecdnica cuantica. Debido a esto, en conjunto con el desarrollo de los
métodos de simulaciéon basados en la mecédnica cudntica, se han desarrollado
metodologias basadas en la mecanica clasica, y métodos hibridos cuantico-clasicos.

La utilizacion de la mecénica cuantica resulta indispensable cuando se desea
abordar un sistema en el que se requiere detalle de su estructura electrénica, en
particular para cualquier problema en el que se estudie la formacién o ruptura de
enlaces quimicos. Sin embargo, existen otro tipo de situaciones de interés, en especial
en macromoléculas, en los que se desean estudiar cambios conformacionales, aspectos
relacionados con las fluctuaciones y el comportamiento dindmico de la molécula. En

estos casos, los métodos basados en la mecanica clasica resultan de gran utilidad.
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A continuacién se explicaran solamente los métodos basados en la mecanica
clasica, dado que los estudios realizados no requirieron del detalle cudntico de la
estructura electronica de los sistemas. Luego, se explicaran los diversos esquemas

utilizados en este trabajo para explorar la superficie de energia potencial.

I1.1.1 Métodos basados en la Mecanica Clasica

Muchos sistemas de interés en quimica y biologia requieren del estudio
molecular de sistemas de gran cantidad de dtomos, como por ejemplo las proteinas.
Para este tipo de sistemas resulta practicamente imposible, atin con el poder
computacional existente hoy en dia, su tratamiento completo con mecénica cuédntica. Es
por esto que en gran cantidad de problemas en los que no se requiere detallar la
distribucién electrénica, se utilizan métodos basados en la mecanica clasica, lo que se
denomina mecénica molecular. En estos métodos se ignora el movimiento de los
electrones y se calcula la energia exclusivamente en funcién de las posiciones de los
nucleos. Sin embargo, la mecénica cuantica se utiliza para el desarrollo de los distintos

pardmetros requeridos para el calculo, que se explicardn en la préxima seccién.

I1.1.1.1 Campos de fuerza clasicos

En los métodos de mecénica molecular, la energia potencial viene dada por lo
que se denomina campo de fuerza, que no es mas que una expresion de la energia
potencial dependiente de las coordenadas de los nticleos y una serie de pardmetros [1].
La expresion del campo de fuerza AMBER [2, 3] - el cual fue utilizado para los célculos
realizados en este trabajo- contiene dos clases de contribuciones, las contribuciones de
unién y las de no unién. Las de unién se computan para atomos formando un enlace o
como maximo a 2 dtomos de distancia, e incluyen penalidades para las desviaciones
respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace, angulos y angulos diedros.
Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial armoénico
centrado en la distancia de equilibrio, los angulos diedros o torsiones estan descriptos
con una funcién periédica. Las contribuciones de no unién, se computan entre atomos
que estdn en diferentes moléculas o a mas de 3 enlaces de distancia, y se dividen en
interacciones electrostaticas basadas en la ley de Coulomb, por un lado, y un potencial

de Lennard-Jones que describe en forma aproximada las interacciones dispersivas y la
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repulsion originada por el principio de exclusion de Pauli a distancias muy cortas. La

expresion de la energia potencial resulta:

k i k i Vn
E(r")= >, —Hn=ro)+ 3, —H6,=6,)+ >, —cosfnm-y)+

enlaces angulos torsones
N-1 N 12 6 (I.1.1.1)
- o, o. q.9;
y y 3y
2208 AT e
=1 j—it1 i i T& ol

El primer término refiere a la contribucion de estiramiento de los enlaces, el cual se
describe a través de un potencial armoénico, donde k;,; corresponde a la constante de
fuerza asociada a la union i-ésima y ri a la distancia de equilibrio de la misma unién. El
potencial armonico resulta una buena y sencilla aproximacién al potencial real en la
zona cercana al minimo. El segundo término corresponde a las contribuciones dadas
por las flexiones angulares. Estas también se representan con un potencial arménico de
constante ko, y valor de equilibro 8;. Normalmente, la energia requerida para modificar
un angulo es menor a la requerida para variar la distancia entre dos d4tomos, por lo que
los valores de ke suelen ser menores que los de las constantes k.. El término asociado a
las torsiones o angulos diedros presenta tres pardmetros: V, corresponde a la barrera
energética asociada a la rotacion entre dos minimos sucesivos, n representa la
multiplicidad del potencial, es decir indica el nimero de minimos encontrados entre 0
y 360°, y por ultimo y corresponde a la fase de la funcién sinusoidal. El daltimo término
de la ecuaciéon II.1.1.1 contiene las contribuciones de no unién, y depende de la
distancia entre pares de atomos, r;. La primera parte corresponde al potencial de Van
der Waals, y contiene los pardmetros ¢; y 0y, asociados a la profundidad del pozo de
energia y a la distancia entre los dtomos correspondiente al minimo de energia,
respectivamente. La parte electrostatica contiene como pardmetros las cargas sobre los
atomos. En el campo de fuerzas de AMBER, la distribucion de cargas es representada a
través de cargas puntuales g; ubicadas en las coordenadas de cada atomo. Estas cargas
se obtienen de manera de reproducir el potencial electrostatico de la molécula,
calculado a partir de calculos cuanticos.

En las simulaciones en fase condensada, con el fin de representar un sistema
infinito se utilizan las llamadas condiciones periédicas de borde que son,
simplemente, la replicacién en todas direcciones de una caja (Figura II.1). El objetivo
de este esquema es lograr que cualquier particula dentro de esta caja tenga el mismo
entorno que el que tendria en el seno de un sistema macroscépico. El problema es

ahora cémo calcular las interacciones, ya que si el sistema es infinito, las interacciones
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también lo son. Para lidiar con esta suma infinita de términos se utilizan dos estrategias
diferentes. Para los términos de no unién, se utiliza un radio de corte, tal que para los
atomos que se encuentran a una distancia mayor que este radio estas interacciones no
se computan. En el caso de las interacciones de Lennard-Jones, al ser de corto alcance
decaen mucho mas rapido (1/7¢) de lo que crece el niimero de interacciones (72), y esto
no genera un problema siempre que el radio de corte sea lo suficientemente grande. En
el caso de las interacciones Coulémbicas, el problema es mas complejo ya que este tipo

de interacciones decrece como la inversa de las distancia, resultando de mayor alcance.
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Figura II.1. Condiciones periédicas de borde y radio de corte. Representacion esquematica de un
sistema con condiciones periddicas de borde y radio de corte, donde la celda central se repite en todas las
direcciones y una particula dada interactia (términos de no union) sélo con aquellas dentro del radio de
corte.

Para resolver esta situacion, se utiliza una metodologia denominada sumas de
Ewald [4], un método originalmente desarrollado para el estudio de cristales ionicos,
que en su implementacién se denominaba Particle Mesh Ewald [5, 6]. Esta metodologia
se utiliza para calcular las interacciones electrostaticas totales entre los atomos
presentes en una celda unidad de forma muy eficiente. La energia electrostética se
calcula en dos partes: una primera parte en la cual a las interacciones electrostéticas
asociadas a las cargas puntuales se les agrega una distribucién de carga Gaussiana, que
neutraliza cada carga. Esta parte se calcula en el espacio real y a diferencia de la suma
directa de las interacciones electrostaticas, la expresion resultante converge en forma
mucho mads rapida. Y en una segunda etapa, las correcciones necesarias debido a la
incorporaciéon de las densidades “neutralizantes” se calculan en el espacio reciproco.
Las sumas asociadas a los calculos en el espacio reciproco también presentan una

rapida convergencia. De esta manera se logra tener en cuenta las interacciones
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electrostaticas de largo alcance més alla del radio de corte de las interacciones de no
unién en forma altamente eficiente [7].

Finalmente, puede observarse que la mera expresion de la energia potencial no
es suficiente para definir un campo de fuerza. Se requiere ademas una gran cantidad
de parametros asociados a cada uno de los sumandos en la energia potencial. Para el
caso de simulacién de proteinas, el campo de fuerza de AMBER contiene los
pardmetros asociados a los aminoédcidos naturales (en sus distintos estados de
protonacién, segin corresponda) presentes en la mayoria de las proteinas. En este
contexto, puede hablarse de la transferibilidad del campo de fuerza, es decir, el hecho
de que el mismo conjunto de parametros puede utilizarse para moléculas asociadas.
Por ejemplo, los pardmetros para un residuo de arginina seran los mismos en todas las
proteinas estudiadas, y no serd necesaria su parametrizaciéon en cada proteina que se
desee estudiar. En el campo de fuerza de AMBER los atomos dentro de cada residuo
reciben un nombre de dtomo y un tipo de dtomo. Los tipos de d4tomo permiten que no
sea necesario incluir parametros para cada atomo incluido en cada uno de los
aminodcidos. Distintas especies pueden poseer el mismo tipo de atomo, y los
parametros asociados a las uniones, los dngulos y los diedros se dan por tipo de atomo,
en lugar de para cada 4tomo en particular. Si bien en el campo de fuerza se incluyen
pardmetros para todos los aminoacidos naturales y otras moléculas comtnmente
encontradas en los sistemas proteicos, para incluir grupos prostéticos o azticares o sus
sustituyentes, por ejemplo, serd necesario obtener los parametros necesarios para

realizar el célculo.

II.1.2 Modelos para el solvente

La gran mayoria de las reacciones quimicas de interés ocurren en solucion
acuosa; no es de extrafiar entonces el esfuerzo que quimicos y fisicos han hecho para
desarrollar modelos que permitan simular esta vital sustancia.

Dentro de los ingredientes utilizados para modelar al agua se encuentran
fluidos dieléctricos, cargas puntuales fijas, cargas fluctuantes, dipolos puntuales,
potenciales tipo Lennard-Jones, potenciales arménicos de enlace, entre otros. La
utilizacion de dichos ingredientes, asi como la parametrizacién de los mismos,
dependen en buena medida de qué propiedad interesa reproducir y con qué nivel de

precision en relacion al costo computacional asociado. A continuacion se describiran
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tres de los modelos de solventes més conocidos e implementados, ya que fueron los

utilizados en esta Tesis para describir la solvatacién en diferentes simulaciones.

I1.1.2.1 Solvente implicito: PB y GB

La energia libre de solvatacion (AGsi) se puede descomponer en tres

contribuciones:

AG,, =AG,,, +AG,, +AG, ,w (IL1.2.1)

elec

El primer componente es el electroestatico, el segundo es el costo de cavitacion
(trabajo necesario para generar un cavidad para el soluto en contra de la presién del
solvente y de la penalidad entrépica asociada a la reorganizacién de las moléculas de
solvente), y el dltimo se refiere a las interacciones de van der Waals entre solvente-
soluto, el cual puede ser dividido en un termino repulsivo (AG;) y otro de dispersion
atractivo (AGuisp). El término critico es el primero, relacionado con la contribucién
electrostatica a la solvatacion.

Para la contribucién electrostatica, uno de los modelos que mas se aplica en la
descripcion de la solvatacion de biomoléculas en forma implicita son los de Poisson-
Boltzmann (PB) y de Generalized Born (GB). La ecuacién de PB describe en forma muy
eficiente el entorno electrostatico de un soluto inmerso en un solvente con iones [8]. La

misma tiene la siguiente forma

_z,q%¥)

V- [e(rNW(r)=—py(r)-D c z,qA(r)e "' (I1.1.2.2)

donde ¢&(r) representa el dieléctrico en funciéon de la posicion, W(r) representa el
potencial electrostatico, p,(r) la densidad de carga del soluto, ¢;° la concentracion del

ion i-ésimo a una distancia infinita del soluto, zi es la valencia del ion i, g es la carga del
protén, kpla constante de Boltzmann, T'la temperatura y A(r)es un factor que tiene en

cuenta la accesibilidad de los iones en solucién en funcion de la distancia al soluto
(generalmente cercano a 1).

A pesar de tratarse de una ecuacion ampliamente estudiada y reformulada para
ser aplicable a diferentes problemas de la fisicoquimica de las interacciones, resulta ser
computacionalmente muy costosa de implementar sin realizar aproximaciones [9-11].
Por ello, la performance de los métodos basados en la ecuacion 11.1.2.2 atn no han

logrado la obtenida por los métodos mas comtinmente empleados de GB, los cuales
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son una aproximacién/linealizacion de la ecuacién de PB. El modelo de GB estéd
basado en una representacién del soluto como un grupo de esferas cuya constante
dieléctrica difiere de la externa propia del solvente [12]. La férmula que permite tener

en cuenta las interacciones resultantes es

1(1 1\&aq;
G, = —(— ——jzﬁ (11.1.2.3)
8m\e, ¢€)i7 fan
donde
fes=+1; +aze™” (IL1.2.4)
y
2
D=|2i |, g, =Jaa, (I1.1.2.5)
2al.j

siendo &, la permitividad del vacio, € la constante dieléctrica del solvente modelado, g;

la carga de la particula i-ésima, rijla distancia entre las particulas iy jy a, una cantidad
con unidades de distancia conocida como el radio efectivo de Born [12]. El radio
efectivo de Born de un dtomo describe el grado de inmersién del mismo dentro del
soluto; cualitativamente se podria pensar como la distancia del centro del 4tomo a la
superficie del soluto. Por lo tanto, una descripcion precisa de dichos parametros
resultan claves en el éxito de la descripcion en el modelo de GB [13].

El segundo y el tercer término de la ecuacién 11.1.2.1, correspondientes a la
pérdida de entropia para generar una cavidad en el solvente donde se aloja el soluto y
la estabilizacién debida a interacciones de van der Waals (balance entre repulsion y
dispersion), respectivamente, son los términos mas sencillos de calcular. La mayoria de
los modelos continuos utilizan parametros similares a los empleados en Mecénica
Clasica y hoy en dia existen pardmetros adecuados para la mayoria de los atomos de la

tabla periédica y dependen ampliamente de su polarizabilidad y tamafio atémico [14].

I1.1.2.2 Solvente explicito: TIP3P y TIP4P

Modelar de forma explicita el solvente consiste en considerar a cada una y todas
las moléculas de agua que constituyen el sistema de forma explicita, considerando su
estructura molecular con el grado de descripcion que el modelo imponga. En las
simulaciones clésicas en las que estos modelos explicitos son ampliamente empleados,

la estructura molecular del agua significa dar coordenadas a los nticleos de los atomos



| 31

que la forman, distancias y angulos de equilibrio, cargas puntuales, es decir,
parametros. Dos modelos bajo la misma filosofia de parametrizacién se han utilizado
en la presente Tesis. Uno de ellos es el TIP3P [15]. Este modelo presenta tres sitios
interactuantes, que corresponden a las posiciones de los nticleos de la molécula de
agua. A cada atomo se le asigna una carga puntual (-0,834 e para el oxigeno, y +0,417 e
para cada uno de los d4tomos de hidrégeno), y el 4tomo de oxigeno toma ademas los
parémetros de Lennard-Jones (¢ = 3,15061 A, & = 636,4 ] mol) (Figura IL.2A). El otro
modelo empleado es el TIP4P [16]. En este modelo se representa a la molécula de agua
también como un cuerpo rigido (sin grados de libertad internos) pero esta vez con
cuatro centros, uno centrado en cada atomo y uno extra en el eje Cy, situado en la
bisectriz del angulo H-O-H (sitio M) (Figura IL.2B). Las moléculas de agua TIP4P
interactdan entre si mediante interacciones Coulémbicas entre cargas situadas en los
hidrégenos (+0,520 e) y el sitio M (-1,040 e) y mediante un potencial de tipo Lennard-
Jones centrado solamente en el 4tomo de oxigeno sin carga (o = 3,15365 A, ¢ = 648,0 ]
mol?). En ambos modelos las distancias interatémicas O-H se fijan en 0,9572 A, al igual
que el angulo HOH, en 104,52° correspondiéndose con las observadas

experimentalmente [1, 15].

TIP3P TIP4P

Figura II.2. Modelos explicitos de agua. Representacion esquematica de distribucion de sitios, cargas,
angulos y distancias para los modelos A) TIP3P y B) TIP4P.

I1.1.3 Explorando la superficie de energia potencial

La superficie de energia potencial (SEP), definida en el contexto de la
aproximacion de Born-Oppenheimer [17, 18], es una funcién escalar que define el valor
de la energia potencial del sistema en funcién de las coordenadas de los ntcleos. Por
ejemplo, en un sistema de N atomos depende de 3N variables, asociadas a las

coordenadas cartesianas de cada uno de los ntucleos. El conocimiento de la superficie
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de energia potencial permite obtener informacién cinética y termodindmica de un
sistema. Exceptuando sistemas extremadamente simples, la SEP resulta compleja y es
imposible conocerla en su totalidad. En esta seccién nos centraremos en distintos
métodos desarrollados para explorar la SEP de forma eficiente, que permiten
concentrar la atencion en el drea de la SEP que se desea explorar. Si bien existe una
gran cantidad de metodologias para realizar esta tarea, se desarrollaran solamente las

metodologias aplicadas en los célculos realizados en este trabajo.

I1.1.3.1 Minimizacion de la energia

En cualquier problema de interés quimico siempre va a resultar importante
encontrar los puntos minimos de la SEP. En los minimos de la SEP se encuentran las
configuraciones o conformaciones estables, las mas relevantes para el sistema de
estudio. Para encontrar los minimos de la SEP debe aplicarse un algoritmo de
minimizacién. Debido a la complejidad con la que varia la SEP con las coordenadas
cartesianas, se utilizan métodos numeéricos para obtener los minimos de la funcion.
Dentro de los diferentes métodos, pueden distinguirse los métodos que usan las
derivadas de la funcién a minimizar, y aquellos que no. Dentro de los primeros, existen
métodos que utilizan solo la derivada primera (que es nula en la posicién del minimo),
llamados de primer orden, y los que utilizan ademas las derivadas segundas (deben ser
positivas), llamados de segundo orden. Los métodos utilizados en este trabajo
corresponden a métodos de derivadas de primer orden, en particular los métodos
llamados Conjugate Gradients y Steepest Descents [1]. La inclusion de la derivada primera
en la determinaciéon del minimo de energia resulta de mucha utilidad, dado que el
gradiente de la SEP indica la direccion hacia donde se encuentra el minimo, y su valor
absoluto otorga la pendiente en el punto. El gradiente de la SEP corresponde al
opuesto de la fuerza, por lo que siguiendo la direccién de la fuerza sobre cada atomo
puede gradualmente reducirse la energia del sistema.

El método Steepest Descents realiza movimientos en direccién paralela a la
fuerza neta con pasos de una longitud arbitraria fijada al inicio del cdlculo. En caso de
que se realice un paso que produzca una reduccién de la energia, la longitud del paso
se incrementa por un factor. En caso de producirse un incremento de la energia se
procede a reducir la longitud del paso.

El método Conjugate Grandients, por su parte, se diferencia del método de

Steepest Descents en que la direccion en la que se realiza el movimiento corresponde a la
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direccién de la fuerza neta més la direccién anterior multiplicada por un factor. Este
factor se calcula como el cociente entre el médulo del gradiente del paso actual y el
paso anterior. De esta manera, no se observa el fenémeno oscilatorio que se observa en
el método de Steepest Descents en las zonas donde hay minimos muy angostos.

Por altimo, debe tenerse en cuenta que estos métodos apuntan siempre ir a la
reduccion de la energia, por lo que el resultado final dependerd fuertemente de la
configuracién de partida. En otras palabras, simplemente a través de optimizaciones de
geometria como las descriptas en esta seccién no se podran atravesar barreras que
conecten distintos minimos, y el minimo que se obtenga serd el mas cercano a la
estructura de partida. Resulta entonces imprescindible la utilizacion de otras

metodologias que permitan un muestreo mas amplio de la SEP.

I1.1.3.2 Simulaciones de Dindmica Molecular

En los casos en que se desea estudiar un sistema complejo, como en el caso de
este trabajo en el que se realizan simulaciones de sistemas proteicos, la complejidad de
la superficie de energia potencial involucra la existencia de gran cantidad de minimos
locales. Esto implica que no existe un solo minimo representativo del sistema, sino que
existen una serie de conformaciones, que estaran presentes en mayor o menor
proporcién segin sus energias relativas.

Cuando se realiza una medida experimental, todas las conformaciones
relevantes estardn representadas en el ensamble de moléculas presente en el sistema.
Una manera de representar este ensamble es a través de la reconstruccion de la
evoluciéon temporal de la dindmica del sistema, asumiendo que el sistema ha
evolucionado un tiempo suficiente para que haya podido explorar las distintas
conformaciones disponibles. Justamente, la hipédtesis ergddica [1] postula que el
promedio temporal puede reemplazarse por el promedio sobre las configuraciones de
un sistema dado, dando origen asi a las simulaciones basadas en evolucién temporal,
diferenciandose de aquellas que buscan explorar el colectivo de configuraciones
espaciales. En una simulacién de dindmica molecular (DM), se realiza la reconstruccién
de la evolucién temporal de la dindmica de un sistema a través de la resolucion de las
ecuaciones de movimiento de Newton. En otras palabras, la trayectoria se obtiene a

través de la resolucién de las ecuaciones diferenciales asociadas a:



d’x, F,
dt2 :Z (11131)
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donde se describe el movimiento de una particula de masa m; en la coordenada x; con

F, lafuerza en esa direccion.

La fuerza sobre cada una de las particulas cambia cuando la particula modifica
su posicion, y es funcion del movimiento de todas las otras particulas. Esto convierte el
problema en no resoluble analiticamente por lo que debe recurrirse a métodos
numéricos. El método implementado en el programa AMBER se denomina Algoritmo
de Verlet [19], basado en el método de las diferencias finitas. En éste método, la
integracion se parte en pequefios pasos, separados por un intervalo de tiempo fijo t.
Se calcula la fuerza en cada particula como la suma de las interacciones con el resto de
las particulas, y a partir de la fuerza puede calcularse la aceleracion, y con ella la nueva
posicién de las particulas en el siguiente paso. Durante el 6t, la fuerza es considerada
constante. En el algoritmo de Verlet se utilizan estratégicamente las expansiones de

Taylor de las posiciones a diferentes tiempos, segtin

r(t+6t) =r(t) +v(t)dt + %&2 o (IL1.3.2)
r(t—6t) = r(t) —v(t)dt + %06# o (I.1.3.3)

Sumando miembro a miembro las expresiones 11.1.3.2 y 11.1.3.3, y despreciando los

términos de orden superior al segundo, se obtiene:
r(t + 6t) ~ 2r(t) —r(t — 5t) + a(t)6t° (11.1.3.4)

Las velocidades, necesarias para la estimaciéon de la energia cinética, no aparecen
explicitamente, pero pueden obtenerse de la resta de las mismas expresiones de antes:

1t +6t) — r{t — 6
26t

uY) (I11.3.5)

Debe prestarse especial atenciéon a la eleccion del intervalo de tiempo 6t
denominado time step. Cuanto menor sea el time step mayor sera la cantidad de pasos
que necesitaremos para realizar una simulacién de una dada cantidad de tiempo, con
lo que incrementaremos el costo computacional. Sin embargo, un intervalo de tiempo
demasiado grande dara origen a inestabilidades en el algoritmo de integracion. Por
otra parte, debe elegirse un time step que sea menor que las escalas de tiempo asociadas

a los movimientos que se desean observar, y que permita describir el movimiento de
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los 4tomos en la molécula. En la practica se utiliza un intervalo de tiempo que sea
aproximadamente un décimo del movimiento caracteristico mas rapido del sistema. En
el caso de un sistema de 4tomos simulado clasicamente, los movimientos mas rédpidos
estan asociados a las vibraciones de los enlaces, que se encuentran en el orden de los fs
(1 fs = 105 s). Por lo tanto, un intervalo de tiempo de 0,1-0,2 fs resulta apropiado. Las
vibraciones mas rdpidas estan asociadas a los enlaces en los que uno de los atomos
involucrados en la uniéon es un atomo de hidrégeno. Una estrategia para aumentar el
time step y asi acelerar los calculos consiste en utilizar el algoritmo SHAKE [20], que
permite fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio.

Normalmente, es deseable realizar las simulaciones de DM a temperatura
constante. La temperatura estd relacionada con la energia cinética (K), de la siguiente
manera:

K= imlv _ 3kpT

N (I1.1.3.6)
~ 2 2

donde v; y m; corresponden a la velocidad y la masa de la particula i y N el nimero de
particulas del sistema. Por lo tanto, una manera simple de mantener la temperatura
constante consiste en escalar las velocidades. Sin embargo, este método no refleja la
naturaleza fluctuante de la temperatura alrededor de un promedio, y por ello no
resulta ser el mejor de los enfoques de control térmico de las simulaciones.

Uno de los métodos mas utilizados para regular la temperatura en una
simulaciéon de DM es el algoritmo de Berendsen [21]. El mismo consiste en acoplar el
sistema a un bafio externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que
remueve o entrega calor segln sea necesario. Supongamos que a un tiempo dado ¢ el
sistema posee una temperatura T{(t). Puede verse de la ecuacion I1.1.3.6 que si las

velocidades se escalan por un factor 4, el cambio asociado en la temperatura resulta:
AT = (17 -1)T(t) (11.1.3.7)

En este método, las velocidades se escalan en cada paso, de manera que el
cambio en la temperatura es proporcional a la diferencia entre la temperatura del
sistema y la temperatura del bafio:

a1y 1

7 — ;[Tbaﬁo -T(1)] (I1.1.3.8)
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donde 7 es un pardmetro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el bafio
estd acoplado al sistema. El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos

separados por un time step 6t corresponde a:

AT = g[Tbafw -T(Y)] (I.1.3.9)
T
Con esta expresion, el factor de escalamiento de las velocidades A resulta:
Ot| T, .
A =1+ —|kae ] 11.1.3.10
: { Y } (1310

Cuanto mas grande sea este parametro, mas débil serd el acoplamiento, por lo que la
fluctuacion en la temperatura sera mayor. Normalmente, la utilizacién de un factor de
acoplamiento entre 100 y 1000 veces més grande que el time step elegido otorga buenos
resultados para los sistemas estudiados como en esta tesis.

Por otra parte, es también comun realizar simulaciones de DM en condiciones
de presién constante. Para mantener la presiéon constante, el sistema debe variar el
volumen de la celda en la que se realiza la simulacién. Berendsen propuso entonces un
esquema similar al planteado para la regulacién de la temperatura, por el cual se
acopla el sistema a un bano equilibrado a una cierta presion [21]. El volumen de la
celda se escala entonces en un factor y, lo que equivale a escalar las coordenadas

atémicas en y1/3. Resulta entonces:

ot
y=1+ KT_(P -Bono) (I1.1.3.11)
P
1(oV - PR
donde K =—-— ) es la compresibilidad isotérmica, y 7p corresponde al factor de
T

acoplamiento del bafio al sistema.

Luego de realizar una simulaciéon de DM, el resultado principal que se obtiene
es la trayectoria de cada uno de los atomos que conforman el sistema a lo largo del
tiempo simulado, el cual tipicamente no excede los 100 ns. La visualizacién de la
misma a través de algtin programa de representacion grafica aporta gran cantidad de
informacion sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolucién de pardmetros
geométricos claves, como distancias, angulos, angulos diedros y otros pardmetros de
relevancia estructural como interacciones de puente hidrégeno e hidrofébicas. Por otro
lado, en el caso de una macromolécula, puede observarse la dindmica de la estructura

terciaria, aunque los movimientos globales asociados a ella muchas veces requieren un
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largo tiempo de simulacion para ser observados. El programa de visualizacion
utilizado durante este trabajo fue el programa Visual Molecular Dynamics (VMD), el
cual presenta una gran cantidad de herramientas muy ftiles para el andlisis de una

simulacién de DM [22].

RMSD, RMSF y distribucién radial. Un parametro que permite estudiar la
estabilidad de la estructura a lo largo de la simulacién es la raiz cuadrada de la
desviacion cuadratica media (RMSD, del inglés root mean squared deviation) respecto a

una estructura de referencia, la cual se calcula de la siguiente manera:

1 N
RMSD = _[—) 67 11.1.3.12
,/ NZ]’ ; ( )

En la expresion 11.1.3.12, N corresponde al nimero de dtomos en el sistema, y 6; a la
distancia entre las posiciones del 4tomo ien dos estructuras distintas, una de ellas sera
la estructura de referencia. Realizando este cdlculo para cada una de las “fotos” de la
simulacion, se obtiene el RMSD en funcién del tiempo. La estructura de referencia
puede ser la estructura cristalografica, por ejemplo, o la estructura promedio, lo que
otorga una nocioén de la magnitud de las fluctuaciones del sistema a lo largo de la
dindmica, es decir, como una funcién del tiempo.

Ahora, si el promedio es sobre el tiempo, se puede tener una nocién de las

fluctuaciones pero por particula:

ti=1

RMSF = \/% i[xi (t,)-%F (I11.3.13)

donde T es el tiempo total de promedio y X, es la posicion de referencia de la particula

i. Esta es la expresion para calcular la raiz cuadrada de la fluctuacion cuadrética media
(RMSF), la cual resulta muy ttil para comparar las magnitudes de las fluctuaciones de
cada particula del sistema en un rango de tiempo de simulacién determinado, es decir,
como una funcién de cada particula.

Otra herramienta analitica muy dutil para obtener informacién estructural de
sistemas atémicos y moleculares (especialmente liquidos) es la llamada funcién de
distribucién radial, g(r). Esta funcién no es otra cosa que la probabilidad de encontrar
una particula a una distancia r de otra, y se define como sigue:

_ P(r,r+dr)

9(r) = V(r,r +dr)

(I1.1.3.14)
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donde P(r,r+dr) es la probabilidad de encontrar una particula encerrada en el volumen

V(r,r+dr) (Figura IL.3A).

Esta funcién contiene valiosa informacion acerca del sistema. En un gas ideal
esta funcion es constante: la probabilidad de encontrar una particula en un lugar del
espacio es constante y a través de ella se pueden calcular muchas de las propiedades
termodindmicas de los gases [23]. En un sélido consta de una serie infinita de crestas y
valles debido a la periodicidad del mismo y puede ser experimentalmente determinada
en experimentos de difraccién de neutrones o rayos X [24, 25]. En un liquido esta

funcioén resulta intermedia, por lo general tiene una serie de maximos y minimos cada

vez menos pronunciados hasta que se vuelve constante (Figura I1.3B).

Figura II.3. Funcién de distribucion radial. A) Representacion esquematica del calculo de la funcién de
distribucion radial; B) Forma grafica de una funcion de g(r) para un liquido ideal de esferas rigidas.

Dinamica esencial. En sistemas complejos como los sistemas proteicos, resulta
cominmente dificil por simple observacion de la trayectoria lograr detectar
movimientos globales de la estructura, como ser la variacién en la distancia entre dos
elementos de estructura secundaria o el movimiento de un loop. La determinacién de la
dindmica esencial (Essential Dynamics) [26] permite determinar los movimientos
principales que ocurren en el sistema, extrayendo principalmente los movimientos de
baja frecuencia, que ocurren globalmente a lo largo de la simulacién e involucran
normalmente gran cantidad de dtomos.

Técnicamente, el célculo implica la diagonalizacién de la matriz de covarianza
de las posiciones, lo que corresponde a una matriz de 3N x 3N, siendo N la cantidad de

atomos del sistema. Si definimos X como un vector de dimensién 3N que contiene las
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coordenadas x, y, z, de los N dtomos presentes en el sistema, la matriz de covarianza de

las posiciones en el lugar ij (C;) esta definida por la siguiente expresion:
C; =((x, (X)), ~(x,)) (I113.15)

donde < > denota el promedio temporal. Los autovectores de esta matriz representan

los movimientos esenciales, mientras que los autovalores indican el peso de cada uno
de ellos en la varianza estructural global. En la mayoria de los casos, se observa que
con no més de diez modos esenciales puede obtenerse una representacion de mas del
60% de la varianza estructural observada en la simulacién [26]. La animacion de la
trayectoria en la direccion dada por los autovectores de mayor peso permite observar
los movimientos globales asociados a los modos obtenidos.

Los autovectores de una trayectoria pueden ser comparados con los de otra
trayectoria, lo que permite obtener una medida cuantitativa de la similitud entre dos
trayectorias independientes, de la siguiente manera:

n n
Vs ZiZZ(U? v ) (I113.16)
njii=n

En la expresion 11.1.3.16, y,zrepresenta el coeficiente de similitud entre los modos

esenciales de dos trayectorias distintas A y B, mientras que v y v; corresponden a

los autovectores i y j de las trayectorias A y B, respectivamente. n es el namero de
vectores a utilizar en la comparacion, elegido de forma tal de representar un porcentaje
(elegido por el usuario) de la variacién estructural global.

Normalmente, resulta muy ttil para el anélisis de los modos esenciales evaluar
la proyeccion de cada uno de ellos sobre la trayectoria global. Si se grafica la
proyeccion de cada uno de los modos en funcién del tiempo de la simulacion, se puede
tener una idea aproximada de la cantidad de veces que fue explorado el movimiento
asociado al modo. Se observard un comportamiento aproximadamente ondulatorio,
donde cada ciclo representa un movimiento completo. En especial, para los modos de
muy baja frecuencia puede observarse si el movimiento fue realizado en forma
completa al menos una vez, indicando que el mismo fue muestreado correctamente.

Por altimo, al utilizar la técnica de dindmica esencial, no debe olvidarse que la
misma es muy sensible a la longitud de la trayectoria obtenida. Por otra parte, los
movimientos esenciales que se observardn seran exclusivamente los que ocurrieron
durante la simulacién, por lo que movimientos globales que involucren largas escalas

de tiempo (que excedan el tiempo de simulacién) no seran observados con esta técnica.
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Entropia conformacional. La variacién de entropia conformacional al cambiar
entre dos estados de un sistema resulta de gran interés. Por ejemplo, en sistemas
proteicos puede evaluarse el cambio de entropia conformacional asociado al cambio
entre dos estados conformacionales de la proteina o a la unién de un determinado
ligando, lo que puede modificar las fluctuaciones del sistema significativamente.
Schlitter en 1993 propuso un método [27], luego mejorado por Andricioaei y Karplus
en el 2001 [28], para estimar la entropia conformacional a partir de la diagonalizacién
de la matriz de covariancia de las posiciones. Este calculo se basa en la utilizacién de la
derivacién de la entropia para un oscilador arménico, por lo que es denominada
aproximacion cuasiarmonica.

El desarrollo de Schlitter se basa en la utilizacién de la entropia calculada para
un oscilador arménico cuéntico, es decir:

ka

e’ —

Sos =

- In(1-e™*) (I1.1.3.17)
donde a=hw/k;T,y o la frecuencia del oscilador armoénico. La frecuencia @ es un
parametro conectado con la varianza de las posiciones, o sea con <Ax2 > . En una DM,

. . L, . 2 , . z .
se obtiene la varianza clasica, que llamaremos <Ax > . En el limite clasico:

cl

(ax?) = :;7; (I11.3.18)

con lo que resulta:

;2 mlng (ax?) (11.1.3.19)

En esta dltima expresion queda entonces relacionado el valor de « con la varianza de

las posiciones, y por lo tanto la entropia también lo esta (ecuacién 11.1.3.17).
Inicialmente, Schlitter introduce una aproximacion para simplificar el calculo y

obtiene la siguiente expresion:
k e’
S, <S= Eh{l + —J (I1.1.3.20)

Generalizando este problema para N particulas, debe recurrirse a la matriz de
covarianza de las posiciones, ya definida en I1.1.3.15. En este caso, utilizaremos la

matriz de covarianza de las posiciones pesada por las masas, es decir

C'=M'"?CM"?donde M es una matriz diagonal que contiene las masas de las
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particulas. De esta forma, se obtiene la expresiéon para la entropia conformacional de

un sistema de N atomos, segtin el desarrollo de Schlitter:
L
S. zglnd t(l+kh c cj (I1.1.3.21)

donde I corresponde a la matriz unitaria.
Luego, Andronaeci y col. demostraron que no es necesario realizar la
aproximacion que deriva en la ecuacion 11.1.3.18, y obtuvieron la siguiente expresion

para la entropia:
3N-6 h k T o
=k Z [ mwl/;{B ~In(1-e" kBT)} (IL1.3.22)

En la expresion anterior, los valores de w; se obtienen de los autovalores (1) de la

matriz C’, dado que @, =/kzT/4; .

Para obtener la entropia conformacional a partir de una simulaciéon de DM,
debe entonces en primer lugar calcularse y diagonalizarse la matriz de covarianza de
las posiciones, pesada por las masas C’. Una vez obtenidos los autovalores de la matriz
C’, se calcula la entropia utilizando la ecuacién 11.1.3.21 (o la I1.1.3.22).

Finalmente, debemos tener en cuenta que el valor de la entropia conformacional
se incrementa a medida que aumenta el tiempo de simulacién, dado que aumenta la
exploracion del espacio de las fases del sistema. Es por ello que seria deseable obtener
una estimacion de la entropia a tiempo infinito (S.). Para lograrlo, se calcula la entropia
para intervalos crecientes de tiempo, y luego se ajusta alguna funcién S(t) que contenga
una asintota horizontal y otorgue el valor de S. extrapolando para t — . La funcién

elegida para el ajuste fue [29]:
Si)=S, t;% (I1.1.3.23)

Para realizar entonces el cdlculo de la entropia conformacional es conveniente dividir
la trayectoria en intervalos de tiempo de tamafio creciente, y calcular la entropia para
cada uno de los intervalos. Luego se grafica la entropia calculada para cada intervalo
en funciéon de la longitud de tiempo del intervalo, y se ajusta la funcién dada por la
ecuacion I1.1.3.23. Una alternativa al dltimo ajuste, y aprovechando la presencia de un
valor asintético de la entropia cuando la trayectoria tiende a infinito, es una
linealizacion por inversa de la abscisa, donde S(t) en funcién de 1/t genera una curva a

la que se le puede ajustar una recta y rescatar de la ordenada al origen la S...
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Energia libre de interaccion. Los cédlculos de energia libre y su variacién a lo
largo de un proceso otorgan informacién esencial de un sistema quimico. La energia
libre de Gibbs es la energia libre calculada en condiciones de ntimero de particulas,
temperatura y presion constantes (NTP), las cuales son normalmente utilizadas en las
simulaciones de DM, ademas de ser las condiciones experimentales mas frecuentes.

En muchos casos resulta necesario obtener una estimaciéon del cambio en
energia libre asociado a la unién de un ligando en una proteina, por ejemplo, cuando se
desea comparar la afinidad por distintos sustratos o inhibidores de una enzima. Para
ello, existe un modulo implementado en el paquete de programas de AMBER
denominado MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Solvent Accesible Surface
Area) o MM-GBSA (Molecular Mechanics generalizad Born Solvent Accesible Surface Area).
Estos modulos se utilizan luego de una simulacién de DM de la cual se colectan un
namero (alto) de estructuras o snapshots del sistema. Este método combina el calculo de
energia potencial dado por el campo de fuerzas de AMBER con un método de solvente
continuo, que puede tratarse del método de Poisson-Boltzmann (PB) o el método de
Born generalizado (GB) (ver seccion I1.1.2). Por otro lado, la contribucién a la
solvatacion no electrostatica (o no polar) se incorpora con el célculo de la SASA (Solvent
Accesible Surface Area). Originalmente descrito por Lee y Richards [30], los valores de
SASA se expresan comtnmente en A2 La SASA se calcula generalmente mediante el
algoritmo de Shrake y Rupley [31] en donde una esfera (de solvente) con un radio de
prueba determinado (1,4 A es el valor usado para probar agua como solvente) se hace
“rodar” a lo largo de toda la superficie de la molécula. Los valores de SASA fueron
calculados mediante el plugin vmdICE [32], implementado en el programa de
visualizaciéon VMD [33]. Asi, con este valor calculado sobre nuestro sistema es posible
estimar la energia libre de solvataciéon no electrostitica que se la define linealmente
dependiente de la superficie accesible al solvente. Los resultados de estos calculos si
bien en forma aislada cuantitativamente pueden resultar en valores no consistentes con
los valores experimentales, permiten obtener tendencias comparativas muy dtiles en el
estudio de las interacciones proteina-ligando [34-36].

Para realizar el calculo de AGunisn, explicitamente se requiere calcular todos los

términos del ciclo termodinamico mostrado en el Esquema II.1.
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Esquema II.1. Calculo de AGunisn. Representacion esquematica del ciclo termodinamico que permite el
calculo del cambio de energia libre de Gibbs de uniéon (AGunisn) de un ligando (Lig) a una proteina (Prot). AEgas
representa el cambio de energia potencial de union en vacio y AGsow, €l cambio de energia libre para el
proceso de solvatacién de cada molécula involucrada en la union. Finalmente, —TAS tiene en cuenta los
cambios de entropia

En primer lugar, se realiza una DM larga para el complejo proteina-ligando a
estudiar (en general alrededor de los 20-30 ns, dependiendo del sistema). Luego, debe
generarse un conjunto de entre 100 y 1000 fotos del sistema seleccionadas de manera
aleatoria, o bien fotos consecutivas pero separadas como minimo cada 4 ps [37]. A
continuacién, los médulos de AMBER se encargan de remover automdaticamente el
solvente explicito y finalmente a partir de la DM del complejo se construyen tres
trayectorias nuevas (la del complejo Lig:Prot, la del receptor Prot y la de ligando Lig).
Una vez que estos nuevos conjuntos de fotos son generados, se calcula el valor de AEg.s
como el promedio de la diferencia en la energia potencial derivada de la evaluacién de

cada estructura del sistema, utilizando el correspondiente campo de fuerzas (seccién

I1.1.1.1), como se muestra en las ecuaciones 11.1.3.24 y 11.1.3.25.

AE, . =E

gas Prot:Lig ~

Epy—E,, (I1.1.3.24)

Prot

E =EY°" 4 EMUOt = BVt 4 (E . + Egy ) (11.1.3.25)

El uso de la aproximacién de “trayectoria simple” [38, 39] (es decir, solo se calcula la
trayectoria del complejo y en base a ésta se construyen las trayectorias para el receptor
y el ligando), en el célculo de AE.s, todos los términos de unién se cancelan entre si y el
tnico aporte a AEgs proviene de los términos de no-union Egic y Evaw. Las ventajas de
la aproximacién de trayectoria simple para los calculos de energia libre de unién
radican en un menor costo de computo (al calcular menos trayectorias de DM), la
convergencia de los resultados se alcanza més rapido y se disminuye la dispersion de

los mismos ya que las diferencias conformacionales que se generan en regiones lejanas
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al sitio de unién para las biomoléculas (en particular para el receptor y la porcion
proteica del complejo) no se cancelan cuando el célculo se hace a partir de tres DM
generadas de manera independiente, una para el complejo y otras para el receptor y
ligando, respectivamente.

El proximo paso consiste en evaluar la solvatacion de las estructuras
provenientes de las fotos derivadas de la aproximacion de una trayectoria y calcular asi
la contribucién del AGsw a la energia de unién global, que puede ser separada en dos

términos segin

AGg)zU :AGpolar +AGnopolar :AGPB(GB) +AGSASA (111326)

ol ol ol ol

donde el primero corresponde a la componente polar y el segundo a la no polar de
AGson. La contribucién polar al término de solvatacion se calcula utilizando el modelo
de PB [40] o GB [41] (seccién II1.1.2), y el término no polar incluye un término de
cavitaciéon que tiene en cuenta el efecto hidrofébico de la desolvatacion cuando se
forma el complejo a partir de sus componentes libres en solucién. En particular, este
efecto no polar es debido mayoritariamente al cambio en el drea expuesta a solvente
cuando se forma el complejo y se suele estimar considerdndolo directamente
proporcional al cambio de area expuesta a solvente luego de la formacién del complejo,
utilizando parametros optimizados para cada tipo de solvataciéon [42] (ecuacién
11.1.3.27).

AGS5 = 5. ASASA+ fB =

ol (11.1.3.27)
=7 (SASAp,yy1;, — SASA,,, —SASA,, )+

rot:Lig
Un trabajo reciente de Hou y col. [34] muestra una comparacion sistematica entre MM-
PBSA y MM-GBSA para el célculo de la energia libre de unién de un conjunto de
complejos proteina-ligando, mostrando que si bien MM-PBSA funciona mejor para
predecir el valor absoluto de la energia libre, MM-GBSA es capaz de predecir mejor la
afinidad relativa entre complejos. Considerando que MM-GBSA es
computacionalmente menos costoso, este método surge como una herramienta
promisoria para ser utilizada en el disefio asistido de drogas y explicar selectividades
diferenciales segtin valores de afinidad, caracteristicas determinantes a la hora de
seleccionar el mejor ligando entre muchos.

Por ultimo, la entropia S se descompone en contribuciones traslacionales,

rotacionales y vibracionales [43] (ecuacion 11.1.3.28).



S — Stradacion al + Srotacional + Svibracional (111328)

~TAS = ~T(Spoe1i ~ Seroc = S1iy) (I1.1.3.29)

Los dos primeros términos de la ecuacién 11.1.3.28 se computan por expresiones
estindar de la termodindmica estadistica, y el altimo se calcula tipicamente utilizando
algtn andlisis de modos normales (armoénicos o cuasiarménicos) [44, 45]. En la practica,
la mayoria de las implementaciones de software actuales determinan las tres
contribuciones a S como parte de un analisis arménico de modos normales de
vibracion. El término correspondiente al cambio de la entropia del proceso (ecuaciéon
I1.1.3.29) es necesario si se esta en busqueda del orden de magnitud correcto del valor
absoluto del cambio de energia libre. Sin embargo, en algunos casos, no es necesario
para poder estimar cambios de energia libre relativos (cuando por ejemplo, los

complejos estudiados son muy similares entre ellos) [41, 46] .

I1.1.4 Modelado por homologia

Dentro de las herramientas mds importantes de la bioinformética, el modelado
por homologia es quiza la mas importante de las mas comtnmente utilizadas en el
rubro de la biologia estructural. Modelar por homologia consiste en predecir la
estructura de una proteina cuya estructura experimental no se conoce, utilizando como
molde la estructura experimental de otra proteina. Este método se basa en que ambas
secuencias son homologas, es decir, ambas proteinas comparten un antecesor comdn
en la evoluciéon de las mismas. La aproximacién estd basada principalmente en dos
observaciones:

* La estructura de una proteina es determinada tnicamente por su secuencia de
Aminoacidos [47].

* Durante la evolucién, los cambios en la estructura proteica tienen una
frecuencia menor que los cambios en la secuencia. Ergo, a pesar de que dos proteinas
relacionadas/homoélogas posean secuencias distintas, pueden seguir manteniendo
estructuras similares [48].

El modelado por homologia es la dnica manera de obtener informacion
estructural cuando las técnicas experimentales fallan. Esto se debe a que muchas
proteinas son demasiado grandes para un andlisis de RMN y/o resultan muy dificiles
de cristalizar para su analisis de rayos X, como por ejemplo, las proteinas de

transmembrana.



El modelado por homologia involucra tres etapas:

1. Alineamiento de secuencia. La secuencia de aminoacidos de la proteina cuya
estructura se quiere modelar (objetivo o target) se alinea con otra cuya
estructura experimental se conoce (templado o template). El alineamiento se
lleva a cabo utilizando una matriz de sustitucion que da un peso probabilistico
al alinear dos pares de aminoacidos de cada secuencia. Por ejemplo, alinear dos
aminodcidos similares como una serina con una treonina, tendrd una
probabilidad mayor que si se alinea esa serina con una fenilalanina. Para este
proposito las matrices de sustituciéon mas conocidas son PAM y BLOSUM. El
alineamiento secuencial es realizado por programas como Clustal-W [49],
BLAST [50], PSI-BLAST [51], los cuales también son capaces de buscar en base
de datos secuencias homoélogas a la de interés y establecer un orden de
similitud en forma mas automatizada.

2. Construccién del modelo. El alineamiento entre el objetivo y el templado
sirve de entrada para el programa que realiza la construcciéon del modelo. En el
caso de esta Tesis, el programa utilizado fue Modeller [52, 53], el cual aplica
restricciones espaciales obtenidas de dos maneras: 1) a partir del alineamiento y
2) restricciones estereoquimicas obtenidas del campo de fuerza CHARMM-22 y
de datos estadisticos obtenidos de un conjunto representativo de estructuras
proteicas conocidas. Luego, empleando gradiente conjugado y DM, se optimiza
el modelo aplicando restricciones espaciales, que pueden ser de origen
experimental [54].

3. Evaluacién del modelo. Luego de la construccién del modelo, éste debe ser
evaluado a fin de asegurar que las caracteristicas estructurales del modelo sean
consistentes con el sentido fisicoquimico. Una alternativa, puede ser la
evaluacion y correccion de anormalidades en los angulos -y (grafico de
Ramachandran), en la longitud de los enlaces, etc. Otra opcién es comparar
ciertos parametros estadisticos obtenidos a partir del anélisis de estructuras
determinadas experimentalmente con aquellos existentes en el modelo. De esta
forma, es posible reconocer qué regiones del modelo estan plegadas
correctamente y cuales no, y determinar si es necesario algin tipo de
refinamiento estructural. Entre las herramientas virtuales mas conocidas se

encuentran: Procheck [55], ANOLEA [56], WHATIF [57] y Verify3D [58].



II.2 Métodos experimentales

Simular es experimentar con un modelo. Pero cuando el modelo es la realidad,
el experimento cobra otro sentido. Por ende, para acercar la simulacién, el modelo y la
realidad a un tnico punto de encuentro, es necesario también realizar experimentos de
mesada que sean ttiles para poner a prueba las hipétesis de trabajo en un entorno lo
mas cercano posible al escenario real. Para ello, siempre es valiosa la colaboracion entre
grupos con experiencia en diferentes disciplinas. En ese sentido, luego de aprendidas
las principales técnicas computacionales se ha tratado de emplearlas también en la
asistencia a la resoluciéon de dos problemas concretos de la biologia de las galectinas
pero abordandolos asimismo con técnicas experimentales bioquimicas-biofisicas en
una manera interdisciplinaria. Para el autor de esta Tesis, el desafio y la motivacién son
dobles dado que se trata de traer grupos con diferentes enfoques de estudio a sentarse
a discutir sobre un mismo problema, coordinando experimentos in silico e in vitro de
manera estratégica y aportando a la vision de la relacién estructura-funcion en la
familia de las galectinas humanas. A continuacién, entonces, se introducen y resumen
las técnicas, ensayos y reactivos empleados en los ensayos experimentales de esta

Tesis.

II.2.1 Reactivos y anticuerpos

Todos los experimentos in vitro se realizaron a 25°C en buffer fostato salino 100
mM (PBS) conteniendo 0,1 mM de 4cido dietilentriaminopentaacético (DPTA) como
quelante de trazas de metales y a pH 7,4, salvo que se indique lo contrario.

Se utilizaron diferentes reactivos quimicos cuyo empleo ha de describirse en
cada capitulo en particular. A continuacién se citan para tener un registro de ellos: -
lactosa (Sigma), catalasa y seroalbtimina bovina (BSA) liofilizadas (Sigma), polimerasa
KOD Hot Start (Novagen), ligasa T4 DNA (Promega), H O, (Mallinckrodt Chemicals),
acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoéico) (DTNB) (Sigma), dodecilsulfato de sodio (SDS), 2-
mercaptoetanol (ME) (Gibco), ditiotreitol (DTT), paraformaldehido (PFA) vy
glutaraldehido de calidad microscopia electrénica (Electron Microscopy Science),
antibidticos (penicilina y estreptomicina) (Gibco), tripsina-EDTA (Gibco), Triton X-100
(Pierce), polivinilpirrolidona y sacarosa (Sigma), estreptavidina-PE (Sigma), lectinas

biotiniladas (Sigma): fitohemaglutinina-L (L-PHA), lectina de Lycopersicon esculentum
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(tomate) (LEL), lectina de Sambucus nigra (satco) (SNA) y lectina II de Maackia
amurensis (MAL-II).

Para los ensayos de apoptosis se utilizaron buffer de tincion (100 mM HEPES,
1,4 M NaCl, 25 mM CaCly), anexina V conjugada a FITC y ioduro de propidio.

Para los ensayos de microscopia, los anticuerpos anti-VEGFR2 monoclonal
(55B11 C-terminal) y anti-VEGFR2 policlonal (AF357 N-terminal) fueron obtenidos de
Cell Signaling y R&D Systems, respectivamente. Como anticuerpos secundarios se
utilizaron el  anti-IgGeonejo-Alexa488®  (Invitrogen) y  anti-IgGeabra  (Jackson
ImmunoResearch) segtn el caso. Para la tincién nuclear se utilizé 4’,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI). Las muestras se montaron con el reactivo ProLong® Gold Antifade
(Life Technologies). Para la inmunocitoquimica, se emple6é proteina-A conjugada con
nanoparticulas de oro (5 y 10 nm de didmetro) (Utrecht University, Netherlands). Se
empled acetato de uranilo para el contraste de membranas y metilcelulosa y sacarosa

en todas las soluciones como criopreservantes.

I1.2.2 Produccidn de galectina-1 recombinante

Una parte esencial del trabajo experimental de esta Tesis fue la optimizacion del
protocolo de produccién de galectina-1 (Gal-1) humana recombinante [59] y su
ejecucion en forma repetida y sostenida a lo largo del desarrollo de los diferentes
experimentos. Para tener una nocién de tiempos, cada tanda de producciéon llevé
alrededor de siete dias de trabajo con el actual equipamiento del laboratorio. En cada
produccioén se obtuvieron, en promedio, unos 20-30 mg de Gal-1 pura. Si bien para los
ensayos con células se requieren cantidades del orden de los nanogramos, ese no es el
caso de los ensayos in vitro, en donde se requieren usualmente mil veces mas de
proteina recombinante para lograr sefiales 6ptimas en los ensayos espectroscépicos
aqui presentados. Eso involucré muchos meses de trabajo solamente dedicados a la
optimizacion de la produccién y llevarla a cabo sucesivas veces para contar con el
reactivo en tiempo y forma para los posteriores ensayos. Es por ello que es pertinente
resaltar este apartado casi al nivel de una etapa mas de logros y resultados de esta
Tesis. A continuacion se citaran los procedimientos implementados y optimizados en el

laboratorio en més de quince producciones espaciadas en el tiempo de trabajo.

Generacion bacterias competentes, método quimico. Cultivar durante la noche (DN,

16 h aprox.) a 37°C y con agitacion orbital, 10 mL de bacterias Escherichia coli BL21
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(DE3) en medio liquido Luria Broth (LB) (10 g triptona de soja, 5 g de extracto de
levadura, 10 g NaCl y agua destilada c.s.p 1L; esterilizar en autoclave y llevar a pH 7,4
bajo esterilidad). Realizar una dilucién 1:100 del inéculo obtenido (volumen final 100
mL) y se espera en agitacién y 37 °C hasta que el medio adquiera una densidad 6ptica
a 600 nm de 0,6 (2-3 horas). Transferir a un tubo de centrifuga previamente enfriado y
mantener en hielo 15 min. Centrifugar 10 min a 3000 rpm a 4°C. Resuspender en 35 mL
de CaCl; 0,1 M y mantener en hielo durante 1 h, con agitacion ocasional. Centrifugar
nuevamente 10 min a 3000 rpm en centrifuga refrigerada. Resuspender el pellet en 1
mL de CaCl, 0,1M y 15% glicerol, todo estéril. Alicuotar la suspension resultante en

tubos eppendorf de 0,5 mL (20 pL/tubo), usar para transformar o congelar a -70°C.

Transformacion de las bacterias. En el tubo eppendorf conteniendo las bacterias
competentes (en bafio de hielo), agregar 2 pug de vector de expresion (plasmido pET22b
(Novagen) conteniendo el gen codificante de Gal-1 humana gentileza de la Dr. Linda
Baum, UCLA, USA). Incubar en forma secuencial: a) 2 min en hielo; b) 40 s a 42°C y c) 2
min en hielo. Agregar 80 uL de medio LB rico en glucosa (LB con glucosa 1M). Incubar
durante 1 h a 37°C en bafio o en incubador con agitaciéon. Sembrar 30 pL del cultivo
liquido con rastrillo de vidrio en placas con LB agar con ampicilina (Amp, 100 pg/mL).
Incubar DN a 37°C en estufa para bacterias. Realizar los controles adecuados para
probar la incorporacion del plasmido, la viabilidad de las bacterias y el funcionamiento
del antibiético selector (placas con bacterias sin transformar en LB agar con y sin
ampicilina). Inocular 100 mL de medio de cultivo liquido LB con Amp con una UFC
transformada proveniente de las placas correspondientes. Incubar DN a 37°C en

agitador.

Preparacion de la columna de afinidad. Para la separacion de la Gal-1 recombinante
del resto del lisado celular proveniente del cultivo de las bacterias productoras de
proteina recombinante, se utilizé una estrategia de recuperacion por afinidad. El
relleno de una columna de afinidad se prepar6é desde cero siguiendo el protocolo
original [59]. En forma resumida, en una columna de vidrio de 30 x 2,5 cm (GE
Healthcare) rellenar con 150 mL de Sepharose 6B (Sigma), lavar 3 veces con agua
destilada, luego 3 veces con NaxCOs 0,5 M pH 11,0 y descartar el liquido. Agregar 60
mL de una solucién al 40% v/v de divinilsulfona en Na,COs 0,5 M pH 11,0. La sefarosa

se oscurece y toda la suspension adquiere un color marrén claro. Agitar a temperatura
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ambiente durante 1,5 h. Luego de que la reaccién de activaciéon se completa, lavar el
relleno con 5 volimenes de agua destilada y luego con 2 voliimenes de una solucién de
NaxCOs 0,5 M pH 10,0. Agregar 60 mL de B-lactosa (Sigma) al 40 % m/v en Na,CO; 0,5
M pH 10,0. Dejar en constante agitacion durante 3 dias a 4 °C. Remover el
sobrenadante y agregar 60 mL de Na>COs; 0,5 M pH 8,8, 1 mL de ME y permitir
agitaciéon durante 3 h a temperatura ambiente. Lavar el relleno cuatro veces con agua
destilada y reservar a 4 °C hasta su uso, equilibrando el relleno con PBS pH 7,5 y 0,02%
NaN3 (Figura I1.4). Cada vez que se utiliza esta columna hay que seguir los siguientes
pasos para prepararla antes de cargarla con el lisado celular: 1) Lavar la columna con
500 mL de buffer de lavado; 2) Bloquear la unién inespecifica haciendo circular 300 mL
de buffer de bloqueo y dejando reposar la columna con este buffer DN a 4°C en cdmara
fria; 3) Lavar la columna con suficiente buffer de lavado (4 volimenes

aproximadamente) hasta que el eluido presente DO2sonm igual a cero.

. J

Figura II.4. Columna de afinidad, rellena con lactosil-sefarosa. Al costado de la columna, se muestra la
bomba peristaltica utilizada para hacer circular los diferentes buffers a través de la misma.
Inducciéon de la expresion de Gal-1. A partir del inéculo, transferir 10 mL por
Erlenmeyer de 2 L con 750 mL de medio de cultivo LB Amp en su interior. Utilizar por
produccién tres de estos Erlenmeyers para alcanzar las cantidades y rendimientos
manifestados en este protocolo. Incubar a 37 °C y con agitacion hasta una DOeo nm de
0,4 (inicio de la fase exponencial de crecimiento del cultivo). El vector de expresion
utilizado es un plasmido que posee el gen LGALST inserto bajo el operén lac el cual se
activa en la presencia de lactosa. La estrategia mas comun es utilizar un anédlogo no-

hidrolizable en lugar de lactosa: isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Por lo
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tanto, al alcanzar la DO indicada, agregar IPTG (concentracién final 100 uM) a cada
frasco Erlenmeyer, incubar 4 h a 37 °C con agitaciéon y centrifugar (5000 rpm, 10 min a

4°C).

Preparacion del lisado celular. Para recuperar la proteina recombinante del interior de
las bacterias, es necesario lisar las células y liberar todo el contenido de las mismas a la
suspension. En el laboratorio utilizamos dos estrategias diferentes, segtn la
disponibilidad de reactivos: a) empleo del buffer de lisis B-PER (Pierce) segun
indicaciones del fabricante, suplementado con ME 4mM; b) sonicado del pellet en
buffer PBS suplementado con ME y un inhibidor de proteasas (1 mM de fluoruro de
metilfenilsulfonio (PMSF) recién preparado), en frio y empleando 4 pulsos de 30 s cada
uno (80% potencia), esperando 30 s entre cada pulso para permitir la disipacién del
calor. En la experiencia propia de la puesta a punto de este protocolo particular, se
recomienda el lisado quimico con el buffer de lisis comercial por sobre el lisado
ultrasénico, ya que arroja mejores rendimientos y resulta mucho mas facil y seguro su
uso e implementacién, siendo el costo del mismo su tnica desventaja. Una vez lisado el
pellet de bacterias, centrifugar a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C. Transferir el

sobrenadante a un tubo limpio y proseguir inmediatamente a la carga de la columna

de afinidad.

Elucion de la columna de afinidad. Dejar fluir el buffer de lavado de la columna hasta
llegar casi al limite del relleno. Cargar el sobrenadante del paso anterior y permitir que
ingrese en su totalidad por gravedad al interior de la columna. Agregar suficiente
buffer de lavado para evitar que el relleno se seque. Cerrar la columna para evitar
movimiento del liquido y dejar en reposo DN a 4 °C. Lavar la columna con buffer de
lavado hasta DOzso nm igual a cero. Cambiar al buffer de elucién y comenzar a eluir la
Gal-1 de la columna. Guardar los primeros 30 mL para chequear ausencia de Gal-1 en
esta fraccion, e ir chequeando las fracciones (3 mL por fracciéon) ya sea midiendo Absaso
»m O mediante la reaccién de Bradford (Figura IL.5). Una vez que haya eluido toda la
Gal-1, lavar la columna haciendo circular 500 mL de buffer de stripping y luego 500 mL

de buffer de lavado. Cerrar la columna y reservar a 4 °C hasta préximo uso.
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Figura II.5. Elucion de Gal-1 de la columna de afinidad. A) Perfil de eluciéon de Gal-1 utilizando el
reactivo de Bradford (azul = presencia de proteina) y midiendo la absorbancia de cada fraccion eluida (~3 mL
por fraccion). Los puntos en rojo corresponden a las fracciones utilizadas para los pasos siguientes de

purificacion, los que contienen altas concentraciones de Gal-1 recombinante; B) Comprobacion mediante
electroforesis de la efectividad de cada paso de la purificacién; calles: M: marcador de peso molecular; B1:
lisado de bacterias antes de la induccion con IPTG; B2: lisado de bacterias luego de la induccién; C: lavado
de la columna antes de la elucion; F: fraccion final conteniendo la Gal-1 recombinante pura. Observar la
ausencia de Gal-1 durante el lavado de la columna de afinidad (C) y la pureza lograda del eluato (F), asi
como también la presencia de una banda caracteristica de dimero de Gal-1 tanto en B2 como en F.

Concentracion de la Gal-1 recombinante. Luego de todo proceso cromatografico, las
sustancias eluidas sufren dilucién con respecto a la concentraciéon que trafan
originalmente antes de ser sembradas en la columna. Para ello y para contar con
volimenes y concentraciones adecuadas de trabajo, se requiere un paso previo de
concentracion de las fracciones eluidas de la columna de afinidad. En nuestro caso,
empleamos una membrana de dialisis (SnakeSkin, Pierce MWCo 7000 Da) que se carga
con la solucién de Gal-1. Cerrar los extremos herméticamente con dos broches o clamps
y cubrirla con Aquacid II (Calbiochem) en un recipiente que pueda permanecer a 4 °C.
Este reactivo no es mas que la sal sédica de la carboximetilcelulosa con una gran
capacidad de absorcion de agua a través de la bolsa de didlisis (1 g de Aquacid puede
absorber 5 mL de agua en 1 h). Reducir hasta obtener un 20% del volumen original (6 h
aproximadamente). Lavar el exterior de la bolsa y abrir uno de los extremos de la

misma para remover con pipeta la solucion concentrada de Gal-1 en presencia de

lactosa. Almacenar a 4 °C.

Filtrado molecular. El proximo paso de purificacién implica un tamiz molecular de
Sephadex preparativa HiPrep Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare). Para ello, la
columna se lava con 3 volimenes de agua MilliQ y luego se deja DN a 4 °C haciéndole
circular buffer de elucion. Cargar no mas de 5 mL de la solucién concentrada de Gal-1

y hacer correr buffer de elucion. El volumen muerto de la columna utilizada es de
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alrededor 30 mL. Unos mililitros antes de ese volumen, comenzar la recoleccion de las
fracciones y chequear la presencia de Gal-1. Juntar las fracciones positivas y reservar a
4°C. Lavar la columna de filtracién molecular con 300 mL de buffer de elucién, seguido
de 30 mL NaOH 0,4 M y finalmente 4 volumenes de agua MilliQ. Mantener la columna

en un volumen de etanol acuoso al 20% y a 4°C hasta su préximo uso.

Dialisis final, deplecion de endotoxinas y liofilizacion. Luego de la elucion final a
través de la columna de tamiz molecular, a pesar de encontrarse muy pura, Gal-1 sigue
unida a lactosa y en presencia de azida sédica. Para recuperar la forma libre de la
proteina, se vuelven a utilizar las bolsas de dialisis y esta vez se realiza una extensa
dialisis frente a 2L de PBS con ME 4 mM a 4°C y agitaciéon. Cambiar 3 veces el buffer en
un periodo de 2 dias. Para depletar el lipopolisacarido (LPS) y otras endotoxinas
provenientes de las bacterias utilizadas para la producciéon de la proteina
recombinante, s6lo para aquellas tandas de galectinas que se emplearon para ensayos
in vitro con células (la presencia de trazas de LPS no afecta significativamente los
ensayos biofisicos), se utilizaron unas columnas de Polimixina-B acopladas a una
matriz de agarosa disefiadas para tal fin (Sigma) segtin las indicaciones del fabricante.
Finalmente, alicuotar la Gal-1 recuperada en tubos eppendorf de 1,5 mL llenados a la
mitad, cerrar, perforar en la tapa y liofilizar DN. La proteina liofilizada se guarda a -20
°C (o a -70°C en caso de almacenamiento prolongado). La pureza e identidad del
producto se verifico frente a su comportamiento en un protocolo de western blot (Figura

I1.6) y un anélisis de espectrometria de masas (LANAIS-UBA).

Gal-1 recombinante
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Figura II.6. Analisis de western blot para la Gal-1 recombinante purificada. Las cantidades sembradas
por calle fueron 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ng. M: marcadores de peso molecular; C: 20 ng de Gal-1 control.
Dilucién 1:1000 anticuerpo primario anti-Gal-1.



II.2.3 Lineas celulares

Cultivo de Jurkat. Se emple6 la linea celular de células T activadas Jurkat (donacién
Dr. Norberto Zwirner, Laboratorio de Fisiopatologia de la Inmunidad Innata, IByME,
Buenos Aires) en medio RMPI (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% y antibidticos/antimicéticos (Gibco).
Cultivo de B16. La linea celular de células melanoma murino no metastéatico (B16-FO
ATCC CRL-6322) se cultivo6 en medio DMEM (Gibco), 15% SFB vy
antibidticos/antimicéticos.
Cultivo de HUVEC. Se emplearon células endoteliales (HUV-ECs, del inglés, human
umbilical vein endothelial cells) de cultivo primario (donacién Dr. Silvio Gutkind, NIH)
en medio F-12K (ATCC 30-2004) suplementado con 20% SFB, antibi6ticos, un céctel de
crecimiento para células endoteliales basado en VEGF (ATCC PCS-100-041), L-
glutamina y heparina (ambos de Sigma). Las placas se recubrieron con coldgeno I (BD)
(solucion al 0,1% en acido acético 0,02 M, 1 h de tratamiento a temperatura ambiente,
enjuagadas posteriormente con PBS estéril y reservadas hasta su uso).

En todos los casos, medio completo y DMSO estéril (ATCC 4-X) al 5% y una
camara de 2-propanol fueron utilizados para criopreservar en nitrégeno liquido las

células y sus pasajes en crioviales de 2 mL (Corning) mientras no se utilizaban.

II.2.4 Instrumentacion

[1.2.4.1 Espectrofotometria

La espectroscopia UV-visible utiliza radiacion electromagnética de las regiones
visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana del espectroelectromagnético. La
energia de la radiacion de esta regién del espectro es absorbida por las moléculas, lo
que provoca diferentes transiciones electrénicas y asi, contar con una herramienta de
caracterizaciéon y cuantificacion molecular. Los espectros tipicos que se obtienen con
esta técnica representan la absorbancia medida a cada longitud de onda. La
absorbancia de un compuesto (Abs) a cada longitud de onda (A) se relaciona con su
concentracion molar (C), el camino 6ptico (I) y la absorptividad molar (g) a través de la

ley de Lambert-Beer, vélida para absorbancias menores a la unidad:

Abe =& I C (11241)
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I1.2.4.2 Fluorescencia: espectroscopia y microscopia

La fluorescencia refiere al proceso mediante el cual una molécula absorbe y
subsecuentemente emite luz, en un intervalo de tiempo, entre la absorcion de la luz de
excitacion y la emisién de la luz fluorescente, usualmente de pocos nanosegundos. La
disponibilidad de equipos capaces de detectar la emision por fluorescencia permite
estudiar materiales fluorescentes, ya sea de manera natural (materiales
autofluorescentes) o tratados con sondas fluorescentes. Dos son los equipos
particulares que poseen esta capacidad y han sido utilizados en esta Tesis:
espectrofluorimetro y microscopio de fluorescencia.

El espectrofluorimetro consiste en una fuente de luz de excitaciéon que puede
ser una lampara de UV o laser y un juego de lentes para dirigir el haz de luz, primero
hasta el monocromador de excitacion que selecciona la longitud de onda de la luz que
incidira en la muestra, y luego otro que realiza el mismo trabajo para llevar la luz
emitida hacia el sistema de deteccion (estratégicamente ubicado para evitar la llegada
de luz de la fuente de excitacién). Este Gltimo procesa la radiacién recibida y envia
dicha informacién a una computadora donde un software especial grafica el espectro
de excitacion o emisiéon correspondiente. De manera similar que para la
espectrofotometria, la grafica del espectro de emisién es la representacion de la
intensidad de luz emitida contra la longitud de onda de la misma. Para obtener este
espectro, se fija la longitud de onda en el monocromador de excitacién y se hace un
barrido en un intervalo de longitudes de onda para determinar los picos caracteristicos
de emision del material. El equipo de fluorescencia empleado para los ensayos en esta
Tesis fue un Jasco FP-6500 (colaboracion establecida con el Dr. Julio Caramelo, director
del Laboratorio de Biologia Estructural y Celular de la Fundacién Instituto Leloir,
Buenos Aires, Argentina).

La microscopia de fluorescencia es una herramienta de inestimable valor ya que
permite alcanzar altos niveles de sensibilidad y resolucién, permitiendo una
apreciacion diferente de la informacion que se puede obtener de los especimenes y que
generalmente pasa desapercibida, siendo hoy una técnica indispensable en biologia
celular. La principal diferencia del microscopio de fluorescencia con un microscopio
Optico convencional es que permite irradiar al espécimen con la luz de excitacién y
separar la luz fluorescente emitida, que es mucho mas débil, de la luz de excitacion.

Asi, s6lo la luz emitida por el espécimen es detectada por el ojo o el detector
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(usualmente una camara digital). Como resultado, las partes fluorescentes de la
muestra brillan contra un fondo (background) oscuro con suficiente contraste como para
permitir la detecciéon. Sin embargo, para muestras gruesas (es decir, méds grandes que
el tamafio de la profundidad de campo, unos 2-3 um para fluorescencia), las imagenes
que se obtienen se presentan muy borrosas debido a la recoleccién luz de emision fuera
del plano focal. Para el microscopio de fluorescencia convencional utilizado en esta
Tesis, una correccion matematica de las imagenes es posible gracias al desarrollo y
aplicacion de la deconvolucién de la imagen mediante procesamiento digital
incorporado en el microscopio (DeltaVision Olympus IX70 Deconvolution RT,
gentileza PhD. Tatiana Karpova del NCI Core Fluorescence Imaging Facility, Building 41,
Room C615, NIH, Bethesda, MD, USA) (Figura I1.7). En otros casos, el uso de técnicas
como la microscopia confocal o de dos fotones es altamente recomendable para evitar
este inconveniente tipico de esta microscopia, sin la necesidad de recurrir al post-

procesamiento de la imagen.

Figura II.7. Microscopio de Fluorescencia. DeltaVision Olympus IX70 Deconvolution RT.

El estudio de fluoréforos intrinsecos (emision de aminoacidos aromaticos en las
proteinas como Phe, Trp y Tyr y cofactores como el NAD, FAD y FMN) y fluoréforos
extrinsecos (proteinas verdes fluorescentes y sondas y sensores fluorescentes libres o
acoplados a proteinas/anticuerpos) ha permitido identificar células, componentes
celulares sub-micrométricos y otras entidades con un alto grado de especificidad [60].
Mas atn, esta técnica permite la deteccién del material fluorescente con una altisima
sensibilidad: puede ser detectada una cantidad muy pequefia de moléculas

fluorescentes (unas 50 moléculas por pm?). En una misma muestra, diferentes sondas
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fluorescentes permiten apreciar distintos tipos de moléculas gracias a las técnicas de

marcado especifico.

I1.2.4.3 Dicroismo circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica espectroscopica que se emplea
principalmente en el anélisis conformacional de sustancias 6pticamente activas.

La luz polarizada circularmente tiene naturaleza quiral, y se puede considerar
formada por dos componentes que son imédgenes especulares una de la otra y que
pueden ser diferenciadas por su interaccién con moléculas quirales. Esta interaccion
puede detectarse por dos maneras: por una diferencia en la velocidad de los dos haces
de luz a través de la muestra —que da lugar a la llamada dispersién 6ptica rotatoria—,
o bien por la diferente absorcién de cada haz por parte de la muestra —originando el
dicroismo circular—. El gran desarrollo y aplicabilidad de la técnica en el estudio de
sistemas biol6gicos permite interpretar directamente los cambios en la estructura
secundaria de un péptido o una proteina. En particular, el espectro de DC en la region
del ultravioleta lejano de proteinas es muy sensible a cambios en la estructura protéica.

La expresion del dicroismo circular. Las medidas de DC se realizan
determinando la diferencia de absorbancias entre la luz polarizada circularmente hacia
la derecha (AD) y hacia la izquierda (Al). Teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer

(I.2.4.1), puede expresarse esta diferencia de absorbancias como:
AAbs=Al-AD = (11 C) - (en [ C) (I1.2.4.2)

donde nuevamente C es la concentracién molar del soluto quiral, ¢ es el coeficiente de
extinciéon molar y [ es la longitud del paso de luz [61]. De aqui, se define Ae= ¢ - ep, de

donde resulta
AAbs=AclC (I1.2.4.3)

Al atravesar un medio quiral, los vectores eléctricos (E) de la luz polarizada
describen una elipse cuyo eje mayor se mueve hacia un nuevo angulo de rotacion.
Cuando los vectores eléctricos de las dos componentes circulares se encuentran en la
misma direccién, la suma de sus magnitudes proporciona el semieje mayor de la elipse
(Er+ Ep); cuando, por el contrario, se encuentran en direcciones opuestas, la diferencia

de sus magnitudes proporciona el semieje menor de la elipse (Ei- Ep). El DC se define,
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precisamente, a partir de la relacion entre los semiejes mayor y menor. Esta relacion es

la tangente del angulo 6, conocido como elipticidad (Figura ILS8).

Eje mayor
a= EI + ED
Eje menor

b=E,-E,

A B C

Figura II.8. Representacion del fenomeno de dicroismo circular. A) Luz circularmente polarizada hacia
la derecha (Ep) y hacia la izquierda (Ei). Al pasar por una muestra opticamente activa, la recomposicion de
los haces produce luz elipticamente polarizada. La diferencia entre la absorcion de ambos componentes es
la senal de dicroismo circular (0). B) Generacién de luz elipticamente polarizada sin corrimiento de fase, y C)
con un angulo ¢ de corrimiento (aqui no sélo la absorcion es diferencial en una direccién sino también la
fase de determinado vector campo-eléctrico, lo que da origen a este corrimiento angular).

Debido a que este dngulo es por lo general muy pequefo, la tangente de 6 es

aproximadamente igual a 6, por lo que:
1/2 _q1/2
—1Y

tan f(radianes)x f(radianes)= II

1D (11.2.4.4)
%/2 + 1113/2

donde se ha tenido en cuenta que la intensidad de la radiacién es proporcional al

cuadrado de la amplitud del vector eléctrico E. Si se sustituye la intensidad por la
definicion de absorbancia (I=I,e*>™°) en I1.2.4.4, la elipticidad ahora puede

reescribirse como:

AbSe APSppg
€ —¢€ AAbs P10
f(radianes)= =< St (IL.2.4.5)
Abs10 JAPSpyg AAbs% o
e > +e 2 e +1

Como AAbs << 1, la expresion exponencial se puede expandir en serie de Taylor y
truncarla hasta el primer orden. Agregando un factor de conversion de radianes a
grados (180/n), se llega a la expresion:

0 (grados) = AAbs [ln%j(@] (I1.2.4.6)

T
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Se define la elipticidad molar como aquella que no depende de la concentracién ni del
camino 6ptico, y que incluye arbitrariamente un factor de 100 para manejar ntiimeros

razonables. Utilizando ademas la expresion 11.2.4.3, queda definida como

_100 ¢ l(iradOS) _ 100 As (lnTle (@j = 3208 Ac (112.4.7)

T

[0]

Histoéricamente, la elipticidad molar se expresa en ° cm? dmol. Para calcularla a partir
de las mediciones de Ae es necesario conocer la concentracién de la muestra (g L), el
camino 6ptico I (cm) y la masa molar de la sustancia (g mol?). Si el compuesto de
estudio es una proteina, se suele utilizar la masa molar media residual (promedio de la
masa molar de todos los aminoacidos que la componen) en lugar de la masa molar de

la proteina, quedando las unidades ahora como ° cm? dmol residuo-.

La estructura secundaria/terciaria en espectros de dicroismo circular. Los
cromoforos de una estructura quimica que presentan un entorno asimétrico
interaccionan con la luz polarizada de forma tal que presentan un espectro de DC. En
las proteinas y péptidos, los cromoéforos mayoritarios son los grupos amida de los
enlaces peptidicos (UV-lejano 180-260 nm) y las cadenas laterales de los aminoacidos
aromaticos y enlaces disulfuro entre cisteinas (UV-cercano 260-320 nm). Es importante
notar que la mayoria de estos grupos quimicos no son 6pticamente activos por si
mismos, pero es el entorno quiral en el que se encuentran lo que hace que puedan ser
detectables por DC.

Las estructuras peptidicas poseen regiones donde los grupos cromoforos se
encuentran en disposicion altamente ordenada, tales como las hélices o o las hojas f3. El
enlace amida absorbe la luz en la region del ultravioleta lejano, a una longitud de onda
de entre 185 y 250 nm, y en su espectro pueden identificarse dos transiciones
electronicas: a 220 nm, una transiciéon n — 7*, y a 190 nm la correspondiente © — n*.
Por lo tanto, es esperable que sea este cromoéforo el que domine en el espectro de DC de
longitudes de onda del UV-lejano, dando asi informacién sobre la estructura
secundaria de la proteina.

Dependiendo del ordenamiento de los enlaces peptidicos, las transiciones
Opticas del enlace amida pueden dividirse en mdltiples transiciones de diferente
frecuencia e intensidad y, en consecuencia, las estructuras secundarias descriptas (ya

sea hélice a, ldmina B, giro f o desordenada) tendran espectros de DC caracteristicos
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(Figura I1.9). Se describe a continuacion sintéticamente el espectro caracteristico para
cada una de estas estructuras:

e Heélice-a. Es la estructura secundaria méds comun, observada con frecuencia en
proteinas globulares. El espectro presenta tres bandas caracteristicas que
corresponden a las transiciones n — n* (banda negativa a 220-222 nm), © — n*
paralela (banda negativa a 207-209 nm) y 1 — n* perpendicular (banda positiva
a 191-193 nm). La intensidad de estas tres bandas refleja la proporcion de
elipticidad en los péptidos analizados.

e Ldmina-p. El espectro muestra una banda negativa ancha sobre los 216 nm, una
banda positiva entre 190 y 200 nm, y otra banda negativa alrededor de 175 nm.
Estos espectros presentan mayor variabilidad que los de una hélice o, tanto en
la amplitud como en la posicion de las bandas.

e Giro-f. Las transiciones caracteristicas de un giro f son la n — n*, que muestra
una banda negativa débil alrededor de los 220-230 nm, y la © — ©* que muestra
una banda positiva a 200-215 nm y una banda negativa a 180-200 nm.

e Desordenada. El espectro tipico de una estructura desordenada —en inglés,
ampliamente usado, random coil— se caracteriza por una banda negativa
intensa alrededor de los 190 nm y otra banda muy débil, negativa o positiva, en

la region de los 220-230 nm.

sk = Hélice-OL
~ Lamina-§
— Giro-p
= Desordenada
6
il
°
5
NE 2
o
2.
e 0
x
o]
-4

1 1 1 1 1
190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda [nm]

Figura II.9. Dicroismo circular en proteinas. Apariencia general de los espectros de dicroismo circular en

la region del ultravioleta lejano para las conformaciones mas comunes que presentan las proteinas.
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Si bien estas bandas han sido caracterizadas para cada tipo de estructura
secundaria, en la practica es dificil interpretar con exactitud el espectro de DC para una
proteina. Sin embargo, cuando en una proteina predomina un tnico tipo de estructura
secundaria, el DC permite evaluarlo con certeza.

Cuando se investiga el espectro de DC utilizando radiacion UV-cercana, es
posible obtener como resultado una medida empirica de la estructura terciaria y
conformacién de la proteina de estudio, gracias a la absorciéon diferencial de las
cadenas laterales de los aminoacidos Phe (250-270 nm), Tyr (270-290 nm) y Trp (280-
310 nm), y también de los enlaces disulfuro entre Cys, que arrojan una sefal ancha y
débil a lo largo de todo el espectro. Mas alla de estas longitudes de onda, algunos
grupos prostéticos (como ser el grupo hemo) son capaces de mostrar actividad de DC
también. A diferencia de los espectros en el UV-lejano, los espectros de DC en el UV-
cercano no pueden ser asignados a una estructura 3D proteica en particular. Sin
embargo, pueden ser ttiles para confirmar un correcto plegamiento de la proteina: si la
proteina posee elementos de estructura secundaria pero no presenta una estructura
tridimensional definida (mal plegada o de glébulo-fundido), la sefial en esta region del
espectro sera cercana a cero. Por otro lado, la presencia de una buena sefial en esta
region espectral es un buen indicador de que la proteina se encuentra plegada en una
conformacioén bien definida. La intensidad en el UV cercano es mucho menor que en el
lejano debido a que en una proteina hay menos residuos aromaticos que enlaces
peptidicos (los croméforos en el UV-lejano) y la relacién sefial/ruido es muy débil para
soluciones diluidas. Por ello, estos experimentos requieren mayor concentracion de
proteina, generando en algunos casos inconvenientes practicos debido a la solubilidad
o agregacion de las mismas. Este tipo de DC es como una huella dactilar de la proteina
en condiciones nativas (plegada) y ha sido util en el estudio de interaccion proteina-
proteina y en el seguimiento de cambios conformacionales y de plegamiento.

El equipo de DC empleado para los ensayos en esta Tesis fue un Jacso J-815
equipado con un controlador de temperatura basado en el efecto Peltier en la celda en

donde se coloca la muestra (colaboracion establecida con el Dr. Julio Caramelo).

I1.2.4.4 Microscopia de transmision electrdnica

La microscopia de transmision electrénica se basa en la formacién de imagenes

por contraste producido al incidir sobre la muestra con un haz de electrones, que tiene
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la capacidad de atravesar una ldmina extremadamente delgada del material en estudio.
Dichos contrastes pueden deberse simplemente a la absorcién de electrones (modo de
operacion de campo claro), a la difracciéon de electrones o bien a diferencias de fases de
los electrones causadas por la interaccién con la muestra.

La resolucién de este tipo de microscopios es notablemente superior a la de un
microscopio 6ptico, ya que en ambos casos el limitante de la resolucién esta dado por
la longitud de onda del haz incidente, siendo la longitud de onda de De Broglie de los
electrones menor a la longitud de onda de la luz empleada en los microscopios 6pticos.
También depende de la potencia del haz incidente. Asi, es posible observar muestras
delgadas con una resolucién muy cercana a los nanémetros de forma aceptable.

El haz de electrones se genera por emisién termoiénica de algtn filamento (en
general de tungsteno). Los electrones se aceleran por un potencial caracteristico del
equipo, viajan a través de una camara de vacio e inciden sobre la muestra, que debe ser
delgada (espesor menor a 200 nm). Los electrones se enfocan con lentes
electromagnéticos.

En esta Tesis se utiliz6 esta técnica para la obtencién de imagenes de muestras
biolégicas (receptores y nanoparticulas de oro acopladas a anticuerpos) in situ en
preparados provenientes de células (ver seccion V.3). Estas imdagenes fueron
recolectadas en las muestras adecuadamente preparadas sobre grillas Quantifoil® Multi
A (Electron Microscopy Sciences) de cobre u oro, segtn el caso, en donde la malla de
metal es recubierta con un patron de diferentes formas y tamafios de hoyos en una

delgada capa de carbono (Figura I1.10).

Figura II.10. Grillas de Cu 6 Au Quantifoil® Multi A. A) Fotografia de las grillas utilizadas; B)
Representacion esquematica de la grilla metalica; C) Imagen microscopica del detalle de la malla de carbono
que recubre la grilla metalica
(Tomada de http:/ /www.emsdiasum.com /microscopy/products/grids/quantifoil.aspx).
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Se han obtenido imagenes utilizando dos equipos distintos, ambos ubicados en
Biophysics Section and Electron Microscopy Core, Laboratory of Cell Biology, en el
National Institute of Health (NIH) Bldg. 50, Bethesda, Maryland, Estados Unidos,
como parte de una estadia de tres meses (Beca Fulbright - Bunge y Born):

e Microscopio de Transmisiéon Tecnai G2 Polara (FEI, The Netherlands) operado a
200 kV y trabajando siempre a temperaturas menores a los 100 K (Figura
IL.11A), equipado con una cdmara CCD 2K X 2K al final del sistema de
filtracion GIF 2000 (Gatan Inc. Pleasanton, CA, USA). En estas condiciones se
alcanzan magnificaciones nominales de 30.000X, resultando en un tamafio de

pixel de aproximadamente 5 A en el plano de la muestra.

e Microscopio de Transmisién Tecnai T-12 (FEI, The Netherlands) operando a 120
kV (Figura IL.11B).

Figura II.11. Microscopios de Transmision Electréonica. A) Tecnai G2 Polara; B) Tecnai T-12.

I1.2.4.5 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica muy poderosa que permite evaluar
determinadas caracteristicas fisicas y quimica de las células en suspension mediante la
interaccion con la luz. Entrega informacion sobre el tamafio celular, la granularidad o

complejidad interna, asi como también de la intensidad de fluorescencia basal que
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poseen las células en estudio. Esta tecnologia hace posible la medicion de los mas
diversos pardmetros celulares como presencia y concentracién de antigenos de
superficie, citoplasmaticos y nucleares, acidos nucleicos, actividad enzimatica, flujo de
calcio, potencial de membrana, pH, entre otros [62].

El principio bésico de la citometria de flujo es la interaccién de una fuente de
luz, especificamente un rayo laser, con células en suspension, las cuales son
canalizadas en un flujo laminar de un fluido soporte y analizadas individualmente por
el laser, recogiéndose la informacién obtenida de dicha interaccién por un arreglo de
detectores y procesamiento computacional de las sefiales. De este modo, es posible la
medicién de un gran nimero de células, en forma individual, en un periodo de tiempo
muy corto y detectando mdas de un parametro en simultdneo mientras éstas se
desplazan en el sistema de flujo constante (llegando hasta valores de 100.000 células
por segundo). Cada célula pasa por un punto donde son impactadas por un laser de
longitud de onda caracteristico y cuya luz es desviada o alterada de acuerdo a la
interaccion caracteristica que resulte con cada célula. La variaciéon de longitud de onda
asi producida es captada y depurada por un complejo sistema de lentes, espejos y
detectores, los cuales codifican la sefal fotoeléctrica en una sehal digital que es
analizada por una computadora provista con el software adecuado. Existen equipos
que cuentan con uno, dos o mas rayos laseres, siendo el mds comtn un laser de Ar. El
citometro empleado para los ensayos en esta Tesis fue un FACSCanto (BD Biosciences).

La interaccion de una célula con la luz del laser puede producir el desvio de
ésta tltima en un angulo menor a 10° lo que se conoce como dispersién frontal o FSC
(del inglés, forward scatter) y a su vez la desviacion de la luz en mas de 10°, se conoce
como dispersion lateral o SSC (del inglés, side scatter). Es asi como FSC y SSC son
pardmetros intrinsecos de la célula, siendo la primera una medida proporcional al
tamafio de la particula que produce la dispersion y la segunda proporcional a la
complejidad de la estructura interna de la misma.

Si a la suspension celular se agrega un fluordforo excitable con el laser del
citometro que tenga afinidad por algtin componente celular, es posible detectar la
presencia de dicho componente (y su concentracién) mediante el registro de la emisién
del fluorocromo. Estratégicamente, y si el equipo posee mds de un canal de detecciéon
de fluorescencia, es posible la identificacion de mas de una molécula utilizando la
combinacién de diferentes fluoréforos para una misma célula, y asi reconocer

subpoblaciones celulares dentro de la muestra analizada. En los citémetros de flujo
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modernos y mayoritariamente empleados en la clinica, es posible hoy en dia de
reconocer hasta 12 canales de fluorescencia diferentes en forma simultanea,
légicamente usando fluorocromos de diferentes espectros de emision. Dados los
grandes avances en la tecnologia de anticuerpos y proteinas conjugadas, y la constante
apariciéon de nuevos colorantes con mejores rendimientos cudnticos, estabilidad y
versatilidad 6ptica, la fenotipificaciéon de células con una aplicacion clinica concreta
estd sobrepasando limites antes impensados [62-65].

En particular, en esta Tesis, se ha utilizado la técnica de citometria de flujo para
la medicion de apoptosis celular. La anexina-V es una proteina que se une
especificamente y con alta afinidad al fosfolipido fosfatidilserina, el cual se encuentra
en la cara interna de la membrana plasmaética y es expuesto en la cara externa de dicha
membrana cuando comienza el proceso de apoptosis. Para la unién de la proteina con
el fosfolipido es requerida la presencia de calcio, por lo que sera necesario tener en
cuenta este requerimiento durante la preparacién de la suspension celular. Uniendo a
la anexina-V un marcador fluorescente, por ejemplo isotiocianato de fluoresceina
(FITC), podemos detectar la apoptosis por citometria de flujo o por microscopia de
fluorescencia. La integridad de la membrana puede ser también evaluada con el
marcador catidnico llamado ioduro de propidio (IP) que se intercala en la doble cadena
de ADN, permitiendo la diferenciaciéon entre apoptosis temprana (IP negativo,
membrana celular adn intacta) y apoptosis tardia/necrosis celular (IP positivo,

membrana celular comprometida).
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LA RELACION
ESTRUCTURA-FUNCION
EN LA FAMILIA DE LAS
GALECTINAS HUMANAS

IT1.1 Introduccidén

asta la fecha, las galectinas mas estudiadas y caracterizadas a nivel de
H estructura han sido galectina-1 (Gal-1) [1, 2], galectina-3 (Gal-3) [3, 4] y
galectina-9 (Gal-9) [5-7]. Se han obtenido varios cristales de estas proteinas en
diferentes condiciones, es decir, unidos a diferentes ligandos y de varias mutantes. En
la mayoria de los casos, Gal-1 es siempre tomado como referencia para comparar la
actividad de los otros miembros de esta familia.

Recientemente, la estructura cristalina del dominio N-terminal de Gal-9 (Gal-
9N) en presencia de poli-N-acetil-lactosamina [6] y del extremo C-terminal de
galectina-9 (Gal-9C) en complejo con un oligosacarido biantenario y sialillactosa ha
sido reportada [7], sumando nuevos aportes al entendimiento del proceso de unién en
galectinas. También, la estructura del dominio C-terminal de una proteina humana
tipo-galectina (hGRPC, del ingles, human galectin-related protein C-terminus,
anteriormente conocida como HSPC159 por hematopoietic stem cell precursor) se obtuvo
en un estado libre (sin ligandos) [8, 9]. Es interesante que no se ha encontrado actividad
de lectina para esta proteina en particular, a pesar de poseer el plegado caracteristico
de galectinas. Con respecto a los otros miembros de la familia de galectinas humanas,
el dominio N-terminal de la lectina tipo repeticiones en tandem galectina-4 (Gal-4N) de
raton ha sido cristalizado en una iniciativa de proteémica [10] mientras que la
estructura del extremo C-terminal fue obtenida por espectroscopia de RMN [11]. Una
situacion similar se observa con galectina-8 (Gal-8), donde la estructura del extremo N-
terminal (Gal-8N) se encuentra disponible en presencia [12] y ausencia [13] de lactosa,
mientras que el dominio C-terminal (Gal-8C) se obtuvo por RMN [14]. Las estructuras

de galectina-2 (Gal-2) [15], galectina-7 (Gal-7) [16] y galectina-10 (Gal-10) [17] también
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han sido reportadas. Ninguna de todas estas estructuras ha sido descripta en detalle o
comparadas con todas las otras estructuras hasta el momento en que se ha comenzado
este trabajo de Tesis. Y eso es debido a que no se encuentran estructuras
experimentales para los miembros restantes de la familia de galectinas humanas, las
cuales incluyen Gal-4N, Gal-12 completa, Gal-13 (o también PP13, del inglés placental
protein 13) y Gal-14 (o PPL13, del inglés PP13-like protein). De hecho, los intentos para
completar los estudios estructurales de los miembros recientemente descubiertos sélo
han sido posibles gracias al uso de las herramientas de simulacién computacional
(cuando no existe aun informacién experimental directa), demostrando la importancia
de los estudios sistematicos de estructura-funcion. Este es el caso de Gal-13 (PP13) [18,
19] donde modelos por homologia son utilizados como tnica aproximacion posible al
problema del andlisis de la estructura.

Siguiendo la propuesta de Hirabayashi [20], las galectinas han sido clasificadas
entre los tres tipos discutidos en la seccién 1.2.4, segtin la organizacion de los Dominios
de Reconocimiento de Carbohidratos (DRC) en la estructura global de la proteina.
Aunque es operativa, esta clasificacion no tiene en cuenta la filogenia entre los distintos
miembros de la familia. Este tema particular ha sido considerado en un estudio
reciente [21], donde la comparacion de secuencias y un anélisis completo de la posiciéon
de intrones/exones revelan una clasificaciéon natural de las galectinas en dos grupos:
DRC del tipo F3 y F4 (Figura IIL.1). De este anélisis surge el resultado interesante de
que las galectinas tipo repeticiones en tandem estdn compuestas por un DRC de cada
tipo, formando asi las galectinas del tipo bi-DRC. El mapa filogenético proveniente de
este estudio e integrando todas las galectinas humanas y la hGRPC se muestra en la

Figura III.2.
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Figura III.1. Relaciones filogenéticas propuestas entre galectinas, basadas en ubicaciones de los genes,
estructura de intrones-exones y arbol filogenético de secuencias. Las flechas de puntos indican
desconocimiento en la secuencia de divergencia. Los dos tipos de DRC se muestran en negro (F4) o en gris
(F3). Las galectinas encerradas en recuadros estan identificadas en una gran variedad de especies. Aquellas
que no estan recuadradas s6lo han sido descriptas en un subtipo particular de especies (indicadas bajo el
nombre de cada galectina). Adaptado de [21].

Como ha sido mencionado previamente, de un total de 16 secuencias conocidas
que codifican galectinas, solo 9 han sido estructuralmente descriptas en humanos. Es
mas, no se ha realizado atn un estudio estructural a nivel comparativo del
plegamiento completo ni de los surcos de unién a ligando (LBG, del ingles Ligand
Binding Groove) de cada galectina. Es por eso que hemos encontrado en ese vacio de
informacién la motivaciéon de los estudios realizados usando herramientas
computaciones que han sido aplicadas durante las tltimas décadas como herramienta
fundamental complementaria a la informacién experimental [22, 23]. Partiendo de las
estructuras disponibles de las galectinas humanas y realizando modelos por homologia
(seccion I1.1.6) para las restantes, se llevaron a cabo simulaciones de DM en ausencia y
presencia de diferentes ligandos, con el fin de analizar las interacciones proteina-

glicano, la dindmica de dicha unién y caracterizar la unién mediante estudios de

energia libre de union.



_E: Gal-1
Gal-2

Gal-3 hGRPC

a Gal-12C
Gal-8C
' Gal-9C
Gal-4C
Gal-8N
Gal-12N

Gal-9N
Gal-4N
Gal-10
4{ l = PP13
PPL13
Gal-7

Figura III.2. Arbol filogenético de las galectinas humanas, basado en analisis de secuencias Este es un
esquema cualitativo reducido del arbol filogenético completo presentado en [21]. La figura es usada para
presentar la familia de galectinas humanas, su clasificacion y las relaciones filogenéticas entre ellas.

III.2 Métodos computacionales

Estructuras iniciales. Las estructuras iniciales de cada DRC de todas las

galectinas humanas se obtuvieron de la PDB (http://www.pdb.org) (Tabla IIL.1) en

caso de estar disponibles.

Galectina Grupo PDBID  Resolucion [A]*
Gal-1 F3 mono-DRC 1GZW 1,65
Gal-2 F3 mono-DRC THLC 2,90
Gal-3 F3 mono-DRC TA3K 2,10
Gal-4C bi-DRC 1X50 N.A.

Gal-7 F4 mono-DRC 1BKZ 1,90
Gal-8N bi-DRC 2YV8 1,92
Gal-8C bi-DRC 2YRO N.A.
Gal-9N bi-DRC 2ZHM 1,84
Gal-9C bi-DRC 3NV1 1,50
Gal-10 F4 mono-DRC 1LCL 1,80
hGRPC F3 mono-DRC 3B9C 1,90

Tabla IIL.1. Estructuras de galectinas humanas disponibles, determinadas por experimentos de rayos X o RMN. *N. A.
No Aplica, experimento de RMN.

Para aquellas galectinas cuyo DRC no estaba disponible, sus estructuras se
construyeron por modelado por homologia (secciéon II.1.4) usando el programa
Modeller. Para obtener el templado (template) adecuado para cada proteina objetivo
(target), estructuras similares se han buscado usando el servidor ModWeb para
modelado de estructuras proteicas.

(http:/ /modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi) (Tabla IIL.2). Alineamientos de

todas las secuencias de galectinas se realizaron utilizando el método y programa
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CLUSTAL-W, usando la matriz de sustitucion BLOSUM®62. Comenzando con estos
pairwise target templates, los alineamientos fueron determinados y refinados, poniendo
especial atencion al plegamiento particular del DRC de las galectinas. Todos los arboles
de alineamiento fueron construidos con el método de la matriz de distancia, usando

como distancia entre dos DRCs, su valor minimo de RMSD (seccién 11.1.3.2).

Galectina objetivo  Galectina de templado [PDB ID] Grupo
Gal-4N Gal-4N de raton [2DYC] bi-DRC
Gal-12N Gal-8N [2YV8] bi-DRC
Gal-12C# - bi-DRC
PP13 Gal-10 [1G86] F4 mono-DRC
PPL13 Gal-10 [1G86] F4 mono-DRC

Tabla II1.2. Pares templado-objetivo elegidos para modelar por homologia las estructuras de las galectinas humanas
faltantes. “Dado que el extremo C-terminal de Gal-12 presenta menos del 12% de identidad de secuencia con respecto a
las otras galectinas humanas (Figura IIL.2) y los modelos por homologia obtenidos mostraron alta flexibilidad en el loop
5556 (debido a la presencia de dos triptéfanos muy cercanos entre si), no se ha podido obtener en forma satisfactoria
una estructura estable para estudiar con el resto de los DRCs.

Simulaciones de DM. A partir del cristal, estructura por RMN o de la
estructura modelada por homologia, cada DRC fue sujeto al siguiente protocolo: los
atomos de H se agregaron autométicamente. El estado de protonacién estdndar a pH
tisiologico se aplicé a todos los aminoacidos protonables. Las estructuras se solvataron
en una caja de solvente explicito octaédrico con moléculas de agua tipo TIP3P (secciéon
11.2.3), localizando los limites de la caja a 10 A de la superficie de la proteina. La
cantidad total de atomos en cada sistema simulado va desde 15000 a 18000 atomos
aproximadamente, teniendo en cuenta el solvente. Simulaciones de DM se llevaron a
cabo a 1 atm y 300 K (barostato y termostato de Berendsen) (seccién 11.1.3.2), usando
condiciones periddicas de borde y suma de Ewald para tratar las interacciones de largo
alcance con un radio de corte de 10 A y contabilizar interacciones directas. El algoritmo
SHAKE se aplic6 a todos aquellos enlaces involucrando atomos de H, permitiendo asi
el uso de un time-step de 2 fs para la integraciéon de las ecuaciones de Newton,
pardmetros recomendados en el paquete de programas de AMBER. El campo de
fuerzas f99SB se utiliz6 para todos los residuos proteicos [24]. Para los ligandos
(glicanos) se emplearon los parametros provenientes de la base de datos GLYCAM [25,
26]. Para equilibrar el sistema se realizaron 8000 pasos de minimizacién, seguidos de
500 ps de una corrida a volumen constante para termalizar el sistema lentamente hasta
300 K. Finalmente, una corrida de 1 ns de duracion se llevé a presién constante para
alcanzar la densidad adecuada (1 g mL1). Para las estructuras experimentalmente

determinadas las DMs de produccién fueron de 50 ns, mientras que para los modelos
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construidos por homologia, estas DMs duraron 60 ns. Fotos (set de coordenadas y
velocidades a un tiempo particular) se colectaron a intervalos de 1 ps y se utilizaron

para el andlisis posterior.

Dindmica esencial y Entropia conformacional. Estos métodos fueron

descriptos en las secciones 11.1.3.2.

Construccién in silico del complejo Gal-9N con un octasacarido. Nagae y col
han reportado diferentes estructuras cristalinas del extremo N-terminal de Gal-9 en
complejo con diferentes oligémeros de N-acetillactosamina (LacNAc) [6]. Ellos
encontraron en particular dos cristales con diferentes estructuras: dimeros de LacNAc
en el LBG (PDBIDs 2ZHK y 2ZHL) y trimeros de LacNAc (PDBIDs 2ZHM y 2ZHN). En
la forma cristalina 2ZHM, encontraron cuatro complejos proteina-ligando (designados
A-D) que fueron divididos en dos grupos segtn la forma en que el ligando interactta
con la proteina: las moléculas de Gal-9N en los complejos A y B reconocen el extremo
reductor del azticar LacNAc, mientras que en los complejos C y D interacttan con la
porciéon central de la molécula de LacNAc. En la estructura cristalina 2ZHN, soélo se

observa un complejo donde la proteina reconoce el extremo no reductor del trimero de

LacNAc. De este modo, alineando con el programa VMD el complejo A del cristal

27ZHM con el complejo del cristal 2ZHN, se pudo recuperar un modelo de unién a

poli-N-acetillactosamina que ocupa el LBG completo de una galectina. Las
estructuras de las proteinas se superpusieron con un valor de RMSD de 0,27 A,
mientras que las unidades del extremo no reductor del complejo A de 2ZHM con la
primera y segunda unidad de LacNAc del extremo no reductor del complejo de 2ZHN
se superpusieron casi perfectamente (Figura IIL.3). A partir de esta superposiciéon
estructural, se almacen¢ la posicion de cada atomo en un tnico archivo para generar
un modelo in silico de Gal-9N unido al polisacarido tetra-LacNAc que ocupa el LBG

completo.
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Figura III.3. Construccion in silico del complejo tetra-LacNAc unido a Gal-9N. Eleccion de los
complejos adecuados de Gal-9N con sus ligandos y estructura final resultante del alineamiento estructural,
mostrando la total ocupacion del LBG y los MBSs Y-F. El ligando octamérico consiste en cuatro
subunidades repetidas del disacarido N-acetillactosamina (LacNAc: B-p-galactopiranosil-(1—4)-N-acetil- p-
glucosamina), unidas por un enlace f3,1—3.

Definiendo los sitios individuales de unién a monosacaridos (MBS, del
inglés monosaccharide binding sites) y calculos de energia libre de unién. Dos
enfoques se emplearon en este apartado. Uno involucra la definicién topolégica de los
MBS a partir del modelo in silico de Gal-9N unido a tetra-LacNAc y la comparacién de
ocupacion de cada MBS por las otras galectinas. El otro involucra el desarrollo de una
metodologia de comparacién basada en la construccién de otros modelos de unién
(utilizando un approach de superposicién de estructuras muy similar al empleado
arriba), enfrentando todas las galectinas con un set de ligandos biolégicamente
relevantes al mejor estilo de un in silico glyco-array. Se describiran por separado y en
detalle ambos enfoques a continuacion:

° Los ocho MBS se denominan Y, Z, A, B, C, D, E y F, siendo el sitio D en
el cual generalmente se ocupa el extremo reductor del galactésido (Figura IIL3).
Tipicamente, las unidades de LacNAc se unen a las galectinas ocupando los sitios C y
D, como se ha observado para LacNAc en la mayoria de las estructuras en complejo
para diferentes galectinas [27]. Los sitios E y F estan casi completamente fuera de la
proteina e inmersos en el solvente, tal como puede observarse en la Figura II1.3; estos
sitios no se incluyeron en el andlisis de la estructura pero si en el de los célculos de
energia libre. Para definir qué aminoécido contribuye a cada MBS, se alinearon todos

los DRCs con el complejo de Gal-9N/octasacarido y se definieron con el siguiente
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criterio topolégico: un residuo contribuye al i-ésimo MBS cuando la distancia entre

cualquier d&tomo pesado del residuo (en el DRC particular de estudio) se encuentra a

menos de 5 A de cualquier dtomo pesado del licando del complejo de Gal-9N. Los

pardmetros termodindmicos para cuantificar esta interaccion a partir de la simulaciéon
por DM fueron obtenidos a partir del método MM-GBSA (seccion I11.1.5.2). Se
registraron las energias electrostaticas (ELE) y de van der Walls (vdW), asi como la
contribucion a la energia libre por solvatacién (GBsolv) y el resultado de la contribucién
total del modelo a la uniéon (AGunisn).

e Para poder comprender en profundidad el origen molecular de la
selectividad entre galectinas, hemos desarrollado un screening de cada LBG frente a la
capacidad de unién con un set variado y determinado de ligandos (glyco-array in silico).
Partiendo de una estructura base/molde de la molécula de LacNAc, se han ido
reemplazando estratégicamente determinadas posiciones de éste disacarido por otros
monosacdridos o grupos sulfato, para contar con un total de 11 ligandos de relevancia
biolégica y con los cuales todas las galectinas, en principio, deberian interactuar de una

u otra forma (son todos derivados B-galactésidos) (Figura I11.4).
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Figura III.4. Representacion esquematica de los glicanos utilizados en el glycoarray in silico. Se
utilizaron so6lo los derivados tipo 2 de LacNAc por disponibilidad de estructuras tridimensionales
experimentales s6lo para estos glicanos. En un recuadro interior se encuentra la simbologia empleada para
cada monosacarido y en cada estructura esta detallado el tipo de enlace que los conecta.
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Hemos seleccionado estos ligandos basdndonos en un criterio
puramente biolégico: estos son los B-(1-4)-galactésidos mas comunes y presentes en el
cuerpo humano [28], y por ende potenciales ligandos in vivo para todas las galectinas.
En todos los casos, los conférmeros mas estables de estos glicanos fueron elegidos a
partir de los criterios impuestos en la base de datos GLYCAM (4ngulos y torsiones més
estables en vacio). Una vez que se obtuvo la estructura de cada aztcar derivada de la
molécula de LacNAc, y partiendo de algtin complejo Gal:B-galactésido experimental,
se realiz6 un alineamiento/superposicion estructural de este complejo proteico con el
azucar que se dese6 estudiar. Entonces, con la ayuda del programa VMD, fue posible
“acomodar” el nuevo azuicar en la posicién adecuada del LBG de la galectina bajo
estudio, eliminar el ligando original y dejar en su posicion, como resultado del mejor
alineamiento estructural posible, el nuevo ligando que se desea estudiar (de algtin
modo similar a lo realizado en la seccién anterior para construir el complejo Gal-
9N:tetraLacNAc). En los casos donde no se contaba con una estructura experimental de
partida de la galectina con un B-galactésido (Gal-8C y Gal-10), se aline6 también la
estructura proteica al molde de Gal-1:Lactosa. De esta manera, se construyeron in silico
(y una por una) las 99 estructuras tridimensionales de partida (9 galectinas x 11
ligandos), se solvataron con moléculas de agua explicitas TIP3P y se las prepar6 para
realizar una DM de cada una de ellas.

Dado que esta especie de docking manual puede no arrojar la estructura
del complejo real y ademads, sabiendo que las lectinas pueden unir el ligando pero en
una conformacién ligeramente diferente de la que los glicanos poseen en
vacio/solucién, se utiliz6 un protocolo particular de minimizacion/termalizaciéon
diferente del anteriormente descripto y utilizado para el andlisis de la estructura
secundaria de las galectinas. Aqui se emplea el protocolo de simulated annealing [29, 30].
Luego de unos 5000 pasos de minimizacién del sistema completo (steepest descendent los
10 primeros pasos y luego conjugate gradient, ver seccién 11.1.3.1), el protocolo implica
un calentamiento rapido del sistema (Gal-X:Lig Y + solvente explicito TIP3P) de 1 a 450
K en 2500 pasos, aplicando una restriccion al movimiento del esqueleto (backbone:
atomos pesados del enlace amidico (-N-CO-) y el C, de cada cadena lateral) de la
proteina y permitiendo que el sistema permanezca a esta temperatura durante 45 ps de
simulacién. De esta manera, la restriccion evita la desnaturalizacion de la proteina
durante el sobre-calentamiento del sistema y al mismo tiempo, dada la elevada

temperatura asignada en este intervalo de tiempo de simulacién, las cadenas laterales
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de los aminoacidos y todo el aziicar poseen la suficiente energia cinética para visitar
muchisimas conformaciones y tener mas oportunidades de encontrarse con la mejor
conformacién para el complejo. Inmediatamente después de transcurrida esta etapa de
calentamiento, el sistema se fuerza a un enfriamiento lento y controlado (3 K/ps) hasta
la temperatura final de simulacién (300 K). A continuacién, se corre 1 ns de
estabilizacion del sistema a NPT y finalmente se registran 3 ns de DM en las mismas
condiciones para cada complejo, con el fin de obtener la estructura final del complejo y
suficiente estadistica para realizar los estudios de comparacién de unién utilizando

MM-GBSA como criterio de discriminacion de la afinidad.

II1.3 Resultados

Para poder lograr una conexién entre estructura y funcién de diferentes
miembros de la familia de galectinas humanas, en primer lugar comparamos la
estructura global de plegamiento de los DRCs de todas las galectinas. Luego,
analizamos el comportamiento dindmico de los mismos y finalmente, se realizé6 un

estudio comparativo detallado de los LBG y selectividad de cada DRC.

II1.3.1 Comparacion global de las galectinas

La estructura global del DRC en una galectina consiste en 135-140 aminoéacidos
en un arreglo tipo B-sandwich a nivel estructura terciaria, formado por dos ldminas 3
sutilmente dobladas (Figura IIL5). El sitio concavo de la proteina (cara S) estd
constituido por seis hebras llamadas S1-S6 y la cara convexa (cara F) por cinco hebras
llamadas F1-F5, excepto en algunos miembros de la familia que poseen una hebra F
extra al comienzo de la secuencia proteica (Gal-3 y Gal-8N, por ejemplo). A lo largo de
la secuencia primaria, las hebras estan organizadas segtun S1-F2-S3-54-55-S6-F3-F4-F5-
S2-F1, con loops de longitud variable interconectdndolas. Los loops seran identificados
como las dos hebras beta que el loop conecta (por ejemplo loop “S556” es el loop que
conecta a la hebra S5 con la S6, siempre yendo desde el extremo N- al C-terminal). La
cara S forma el “surco” en el cual reposa el carbohidrato mientras se une a la lectina

(LBG).



Figura III.5. Representacion esquematica de la estructura tridimensional de Gal-1. La estructura de
Gal-1 se muestra como un ejemplo del plegamiento conservado para las galectinas humanas. Se muestra
también la nomenclatura utilizada para cada hebra-f y la ubicacion del LBG.

Para proveer una primera comparaciéon de todos los DRCs se realiz6 un
alineamiento de secuencia multiple (Figura IIL.6) con el programa CLUSTALW. En
promedio, encontramos un 29% de identidad y un 47% de similitud (sustituciones
conservativas) de secuencia. En este sentido, las galectinas humanas son otro ejemplo
maés de una familia de proteinas con relativamente baja identidad de secuencia pero

una elevada similitud estructural [31, 32].
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Figura III.6. Alineamiento miultiple de secuencias para todas las galectinas estudiadas. Gal-4C, -8N, -
9N y 12-N fueron truncadas por ocho residuos al comienzo de la secuencia para inducir un alineamiento
correcto en la subrutina CLUSTALW implementada en VMD. Residuos estrictamente conservados (fondo
azul) y residuos homologos (85% de conservacion en fondo cian y 70% en fondo verde) se encuentran
resaltados. La figura se realizo utilizando GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/).
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De los estudios cristalograficos previos se ha sugerido que un grupo de aminoécidos
altamente conservados son los responsables de la capacidad de seleccién y unién a
glicanos. Para Gal-1 ellos son His44, Asn46, Arg48, Val59, Asn6l, Trp68, Glu71 y
Arg73. En el alineamiento mostrado en la Figura IIL.6 resulta evidente que solo cuatro
residuos estdn altamente conservados en toda la familia (G25, N73, W80, E83 y R125,
numerados segin posiciones del alineamiento), mientras que el resto varia
considerablemente. De manera interesante, estudios de mutagénesis en Gal-1 han
demostrado que el residuo de triptéfano conservado en el LBG no es esencial y que
puede ser sustituido por Tyr o Phe [33, 34]. Como es evidente, un anillo aromatico en
dicha posicion es fundamental para asegurar la unién a ligando, garantizando el
correcto apilamiento entre el glicanos y las cadenas laterales de los aminoacidos. Sin
embargo, la naturaleza ha seleccionado en todos los casos de galectinas que éste sea un
triptéfano.

Con respecto a la comparacion estructural de todos los DRCs, en primer lugar
se realizé un alineamiento estructural basado en RMSD para todas las galectinas. Para
ello, comenzando por las estructuras experimentalmente descriptas o por los modelos
por homologia creados, se llevaron a cabo 50 ns de DM y se recolectaron las estructuras
promedio de dicho muestreo para cada DRC. El arbol basado en el RMSD entre dichas
estructuras promedio se muestra en la Figura III.7A. En la Figura III.7B se observa un

arbol similar pero considerando solamente las estructuras experimentales.

A Gal-1 B Gal-1
Gal-2 Gal-2
Gal-8C Gal-8C
Gal-4C — PPL13
PP13 L: PP13
: PPL13 Gal-10
Gal-10 hGRPC
1 Gal-12N Gal-4N
hGRPC Gal-9N
Gal-7 L4 Gal-8N
Gal-8N Gal-12N
Gal-9N Gal-7
Gal-4N Gal-9C
Gal-3 Gal-3
Gal-9C Gal-4C
o

1
0,10 A RMSD 0.10 ARMSD

Figura III.7. Alineamiento miltiple estructural, usando A) las estructuras promedio de las simulaciones
de DM de cada galectina y B) las estructuras experimentales y modelos por homologia construidos.
Representaciones de arbol basadas en RMSD provenientes de alineamientos in silico de las estructuras

secundarias en cuestion.
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La primera conclusion importante es que todos los DRC obtenidos experimentalmente
son muy similares: el méaximo valor de RMSD es de 2,16 A, entre Gal-1 y Gal-10. Estas
pequeias diferencias son atin mantenidas luego de la relajacién inducida por la DM
(RMSD maximo = 2,18 A). Durante la escala de tiempo explorada en nuestras
simulaciones, todas las proteinas se mantuvieron muy cerca de la posicién original de
sus coordenadas a pesar de la relajacién, termalizacion y solvatacion de la estructura
(RMSD maximo = 1,87 A). De manera interesante, para aquellas proteinas modeladas
por homologia uno espera que la estructura final tenga mucha relacién con el templado
utilizado. Sin embargo, durante las simulaciones de DM, cualquier tipo de nexo
estructural es perdido ya que los modelos no muestran necesariamente alta similitud
estructural (basado en RMSD) con respecto a sus templados (ni a las otras estructuras
en particular). De esta manera, estos resultados verifican que el proceso de relajacion y
muestreo de DM fue satisfactorio y los modelos por homologia finales no se vieron
afectados por la eleccion particular de un templado.

La comparacién entre el arbol basado en estructura (Figura II1.7) y el basado en
el alineamiento filogenético (Figura IIL.2) muestra algunas tendencias cualitativas
similares pero también diferencias notables. Por ejemplo, el grupo de las galectinas F3-
DRC Gal-1, -2, -8C y -4C se encuentra en una rama diferente de la observada para el
resto de las proteinas, principalmente del tipo F4-DRC, pero algunos miembros que
esperamos que se agruparan de igual manera estdn claramente ubicados en otras
ramas del arbol estructural (Gal-3, hGRPC). También es interesante que Gal-9C diverge
del comportamiento esperado si s6lo analizamos su filogenia y se ubica en una rama
particular del arbol estructural, separado del resto de la familia. Por lo tanto, la primera
conclusién del presente andlisis es que la estructura global de todos los DRCs es muy
similar (RMSD max. de s6lo 2,18 A, un valor que es del mismo orden de magnitud que
algunas de las resoluciones cristalogréficas) pero las similitudes estructurales no
parecen seguir ni la historia filogenética ni la clasificacién original de la arquitectura
del dominio.

Aunque los datos hasta aqui analizados demuestran que las estructuras de los
DRCs de las galectinas se encuentra altamente conservadas desde un punto de vista
global, algunas diferencias importantes existen entre cada DRC, las cuales estian
localizadas en regiones especificas. La Figura III.8 muestra un alineamiento estructural
de todas las galectinas, coloreadas segin RMSD (usando Gal-1 como plegamiento de

referencia). La figura muestra claramente que la mayor parte de la estructura terciaria
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se superpone casi perfectamente, pero que existen diferencias significativas en las

regiones de los loops que conectan las hebras de cada DRC.

Figura III.8. Comparacion estructural de todas las galectinas. Las regiones coloreadas de azul
corresponden a los valores mas bajos de RMSD (usando la estructura de Gal-1 como referencia), mientras

que las regiones rojas a los valores mas altos. Los loops mas relevantes estan expresamente resaltados.

Cuando comparamos estos loops, los que poseen més variabilidad son los loops
F552, F253, 5455 y S354, ordenados de menor a mayor RMSD. La diferencia en el loop
F552 es debida a que Gal-1 y -2 son las tnicas galectinas que se desvian
significativamente del resto de las conformaciones de los DRCs. Este corrimiento de
estas dos galectinas en particular (42% identidad, 59% similitud de secuencia) es
posiblemente debido al tipo de aminoécidos involucrados en la formacién de este loop
que no permite la formacién de una hélice-a muy corta, como la observada en la
mayorfa de las otras galectinas (Tabla IIL.3). Para el loop F2S3, su abanico de
estructuras puede dividirse en tres grupos diferentes: Gal-9N por un lado, luego Gal-
10, PP13 y PPL13 por el otro y el resto de las galectinas entre ambas conformaciones. El
grupo formado por las tres galectinas del tipo F3-DRC es consecuencia de que
comparten la misma pequefia hélice-a. en esta porcién particular de la secuencia. Para
Gal-9N, se presenta un loop de caracteristicas similares, aunque la presencia de un
aminodacido mas fuerza la secuencia a adoptar una conformacion totalmente diferente.
Para el loop S4S5 encontramos grandes diferencias, entre DRCs que presentan este
loop apuntando al LBG y otros que apuntan en una direccion totalmente opuesta, hacia
el solvente. Finalmente, para el loop S354 la variabilidad es sustancial. Cinco grupos
diferentes pueden distinguirse: (i) proteinas que presentan el loop S354 més pequefio
de todos: Gal-1 y -2, plegados en la misma forma; Gal-3 y -9C, con pequeias
diferencias; (i) Gal-10 y PP13, y una pequefia diferencia para PPL13; (iii) en Gal-4N y -
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8C este loop apunta al solvente; (iv) el loop S354 de seis aminoécidos en Gal-4C, -7 y -
9N es practicamente hidrofilico y ofrece otro plegamiento particular; y (v) el loop 5354
mas largo se observa para Gal-8N, -12N y hGRPC, cuyas conformaciones también se

diferencian de las observadas para los otros DRCs.

Galectina  Residuos  Triptéfanos  Cisteinas  Giros-p° Puentes-§*  Hélices 3;p*°
Gal-1 134 1 6 11 3 0
Gal-2 129 1 2 10 (11) 1(3) 0(1)
Gal-3 137 1 1 12 (10) 1 1(0)

Gal-4C 140 1 1 11 (9) 1(2) 1(0)
Gal-4N 142 1 0 13 (10) 1 1
Gal-7 135 1 1 11 1 1
Gal-8N 133 2 1 10 (8) 2 0()
Gal-8C 139 1 3 10 (8) 1 1
Gal-9N 127 2 3 12 (11) 2 1
Gal-9C 136 1 2 11 (10) 1 0
Gal-10 141 2 2 10 1 2

Gal-12N 145 2 4 10 1 1
PP13 132 1 2 8 0 2
PPL13 137 1 4 8(9) 0 2

hGRPC 134 0 4 12 (10) 1 1

Tabla II1.3. Datos estructurales relevantes, obtenidos del andlisis de los experimentos de rayos X o RMN y los modelos
por homologia. “En paréntesis, se muestran los cambios en estructura secundaria luego de haber realizado la DM sobre
dicha estructura. "Por hélice 310 se entiende a aquella estructura secundaria en forma helicoidal y sentido horario en
donde el grupo N-H de un aminoécido forma un enlace de hidrégeno con el grupo C=0 del aminoécido tres residuos
anterior (i + 3 — i), a diferencia de la tipica hélice-a. (i + 4 — i).

Estos datos estructurales muestran que el plegamiento del DRC en galectinas
humanas se encuentra altamente conservado. Las principales diferencias estan
localizadas en loops especificos, cuyas composiciones aminoacididas y conformaciones
promedio adoptadas durante las DMs permiten su agrupaciéon en diferentes DRCs
segin comportamientos similares. Sin embargo, como se mencioné previamente, no

hay correlaciéon de estos resultados con lo que se espera segun la clasificacion

tilogenética.

[1I.3.2 Comportamiento dinamico de los diferentes DRC

Con el fin de acercar una primera descripciéon a la dinamica del DRC, se
computé el RMSF de cada miembro. Como se indica en la seccién 11.1.5.2, los valores
de RMSF muestran la fluctuacién en el tiempo de la posicién de un atomo (el carbono
o, en este caso) a lo largo de toda la simulacién y se grafica contra el nimero de
residuo. Estos valores muestran la movilidad/flexibilidad de cada segmento en la
estructura de la proteina. Un primer acercamiento a los resultados arroja, como era de

esperar, que las regiones mas flexibles de los DRCs son los loops. Sin embargo, la
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magnitud de esta fluctuacién difiere significativamente entre los loops de una dada

galectina, resultando en diferentes patrones para cada DRC (Figura IIL.9).
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Figura III.9. Graficos de RMSF versus residuo, para galectinas seleccionadas. Galectinas tipo A) mono-

DRC y B) bi-DRC. Se agrega en cada grafica la localizacion de cada hebra-f y loop para mas claridad.

Se observa una fluctuacién principal en todas las galectinas debida a la
flexibilidad del loop S354 (residuos ca. 40-50) excepto para Gal-1, donde la principal
fluctuacion esta corrida al loop F4F5 (ca. residuo 100). Fuera de estos casos, el patron de
fluctuaciones de los loops parece ser distintivo de cada DRC. Todos los DRCs de
galectinas del tipo bi-DRC muestran una flexibilidad similar distribuida entre todos los
loops que cae por debajo de los 2,0 A, mientras que para galectinas del tipo F3- o F4-
DRC se tiene entre una y tres movilidades principales (de hasta 2,5 A), y ademés otros

segmentos més rigidos.
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Siguiendo con el andlisis dindmico de estos dominios, se calcularon los modos
esenciales (ME) segtn el analisis de dindmica esencial (secciéon 11.1.5.2) para todos los
casos. Las Tablas III.4 y IIL.5 muestran las contribuciones a los tres primeros MEs al

movimiento total de la proteina.

Galectina Gal-1  Gal-2 Gal-3 hGRPC Gal-7 Gal-10 PP13  PPL13
Tipo de DRC F3 F4
ME1 33 24 31 29 27 18 18 19
ME2 12 16 15 13 11 12 9 16
ME3 8 7 10 8 8 10 7 11
#ME > 50% 3 4 4 5 7 7 6 4
Tabla IIL.4. Contribuciones (%) de cada modos normal al movimiento global en las galectinas del tipo mono-DRC.
Galectina Gal-4C  Gal-8C  Gal-9C Gal-4N  Gal-8N  Gal-9N  Gal-12N
Tipo de DRC F3 F4
ME1 25 17 24 26 25 19 37
ME2 11 11 17 10 11 14 13
ME3 9 10 13 7 8 9 9
#ME > 50% 6 8 6 4 6 6 2

Tabla IIL5. Contribuciones (%) de cada modos normal al movimiento global en las galectinas del tipo bi-DRC.

Como puede observarse de las tablas, resulta muy dificil obtener alguna tendencia
general. Tal vez el resultado més interesante es que para todas las galectinas F3-DRC se
requieren menos MEs para describir la dindmica de la proteina, ya que mas de la mitad
de las fluctuaciones estructurales se explican con menos de cinco MEs, mientras que
entre seis y ocho MEs son necesarios para las galectinas mono-F4 y las bi-DRCs. Los
patrones de distribucién son similares siendo el ME1 aquel que aporta entre 20 y 40%
del movimiento total, el ME2 un 15% y el ME3 entre 5 y 10%. El primer ME muestra
generalmente movimientos de uno o dos loops, mientras que modos de baja amplitud
involucran muchos mas loops. Sin embargo, qué loop y cémo se mueve es una
caracteristica de cada DRC, apuntando a un patrén de comportamiento dindmico
completamente diferente para cada galectina. Por ejemplo, en Gal-1 el ME1 y ME2
estan localizados en el loop F4F5. Las otras galectinas mono-F3 (Gal-2, -3 y hGRPC)
presentan movimientos principales en el loop S354, acompafiados por un
desplazamiento del loop S556, imitando un movimiento de apertura/cierre del LBG.
Para las galectinas del tipo mono-F4 (Gal-7, -10 y PPL13) los principales
desplazamientos se observaron en el loop S354. En Gal-7 ademds acompana el loop
S1F2 y en PPL13 los loops F2S3 y F3S6. En Gal-13 todos sus loops participan de los
principales MEs. Para las galectinas del tipo bi-DRC no se observa ningtn patrén claro.
Gal-4C posee su movimiento principal focalizado en los loops S1F2 y S354, mientras

que el mismo ME en Gal-4N se encuentra en los loops F4F5, 5455 y F552. La
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flexibilidad del loop S354 se hace presente en Gal-9N, -12N y particularmente en Gal-
8N, en donde éste loop es notablemente mas largo. Los otros MEs son, sin embargo,
diferentes para cada sistema. Finalmente, Gal-8C y -9C son realmente rigidas y los
principales movimientos estdn localizados en los loops S556 y F5S2, respectivamente.
En conclusiéon, cada DRC parece moverse de manera diferente y el tnico loop

protagonista en la mayoria de estos movimientos es el S354.

II1.3.3 Comparacidon detallada del LBG de todos los DRC

Para comprender el detalle particular de cada surco de unién, lo que primero
hicimos fue comparar el LBG en las proteinas libres de ligando y luego analizar el
efecto de la unién sobre la estructura y dindmica de aquellos complejos
galectina:ligando cuya estructura era conocida experimentalmente.

Descripcion global del LBG. Como se mencion6 anteriormente, la cara S del DRC
estd determinada por las hebras S1-56, formando el LBG, un surco o bolsillo donde los
glicanos se unen. En la mayoria de los complejos galectina:ligando determinados hasta
la fecha, el glicano (usualmente un disacérido) se une a uno de los extremos del LBG,
formado por las hebras 54-56, justamente donde los aminoacidos conservados estan
localizados. Sin embargo, algunos DRCs son conocidos por unir oligosacédridos y por lo
tanto todo el LBG debe estar involucrado en el proceso de reconocimiento del ligando
[6]. Para comparar en detalle cada DRC LBG, se dividi6 el LBG en ocho MBS
diferentes, denominados Y, Z, A, B, C, D, E y F (Figura IIL.3). Se eligi6 una clasificacién
ordenada de los datos, basados en la topologia estructural del LBG, para poder resaltar
la relevancia de la posicion de un aminoédcido en particular en una hebra particular.

Los resultados se muestran en la Figura I11.10.
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Figura III.10. Composicion de aminoacidos de los LBGs basada en una organizacion topologica de

todas las galectinas. A) Grafico de barras que resume los resultados del analisis topologico de todas las

galectinas humanas. Cada residuo esta coloreado segiin su caracteristica fisicoquimica, usando el cédigo de

una sola letra. La topologia estructural corresponde a la porcion de estructura secundaria (sitio ocupado

por un aminoacido) bajo estudio, precedida por un nimero que indica la posicién relativa de dicha porcién

con respecto a la estructura secundaria de la que forma parte (por ejemplo, 3-S3S4 indica la posicion 3 del

loop S3S4, contando desde el comienzo del loop S3S4, y yendo en la direccion natural de traduccion). El

indice de probabilidad fue calculado contando el numero de veces que un residuo en particular aparece en

una posicion topolégica en particular, dividido el total de DRCs estudiados. B) Resultados del alineamiento

estructural de todas las galectinas con el templado del complejo tetra-LacNAc unido a Gal-9N, como se

explico en la seccion III.2. La topologia del LBG se resalta en la parte superior del grafico para (continua...)
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(...) mayor claridad. Se utiliza el mismo coédigo de colores que el de la Figura III.6. C) Alineamiento
estructural similar al realizado en B), en donde se resaltan aquellos aminoacidos con idénticas propiedades
fisicoquimicas. D) Representacion 3D de la construccion in silico del complejo Gal-9N:tetra-LacNAc en donde
se han resaltado los aminoacidos mas importantes. Basados en el analisis global en A), se han coloreado
con sombra amarilla los aminoacidos mas conservados y con sombra violeta los mas variables para

galectinas seleccionadas.

Los resultados mostrados en la Figura III.10A claramente revelan la existencia
de posiciones topolédgicas altamente conservadas, mientras que otras parecen permitir
la presencia de cualquier tipo de residuo. A medida que nos dirigimos desde la hebra
S1 hacia la S6, los aminoacidos y su posicion topoldgica se hacen cada vez maés
similares entre cada galectina, marcando la importancia de esa region para la
selectividad basal de B-galactésidos por parte de todos los miembros de la familia. Es
mas, incluso cuando sélo se encontraron dos o tres residuos diferentes por posiciéon
topologica, o en casos donde un residuo conservado es reemplazado por otro, no se
observo correlacion de este fenémeno con la definicién filogenética o segun la
arquitectura de la galectina en cuestion. Es importante resaltar también que los MBS Y,
Z y A son menos conservados que los B, Cy D (Figura III.10B y C). Ademas, el MBS E
se encuentra casi afuera del DRC y no pudo ser definido correctamente con este
conjunto de estructuras analizadas. Este sitio suele ser relevante cuando se estudia la
interaccién de las galectinas con ligandos que se encuentran en el extremo reductor del
azucar (en nuestro caso, solo se encuentra el -OH anomérico, son todos aztcares
reductores), como otros monosacaridos en glicanos complejos, lipidos o aminoacidos
en proteinas glicosiladas. Es mas, el tipo de unién del disacarido (1-3 6 1-4) en el sitio
C-D determina la direccion del enlace glicosidico y puede direccionar parte del ligando
hacia la direccion del sitio E y permitiendo que este sitio ahora sea relevante [27]. Las
posiciones mas conservadas son 5-S5 (Gln) y las hidrofébicas 1-S4 y 3-S5 (con Ile, Val o
Leu). También estdn muy conservadas las posiciones 2-S6 (con Trp, salvo para
hGRPC), 5-56 (con Glu, excepto para Gal-10 que lleva una Gln) y -1-S1 (ocupada por
Pro, excepto en Gal-1 y -2). Una situacién similar se observa para la His en la posicién
4-54, Gln en posiciéon 6-54 y Arg en posicion 8-54, salvo para hGRPC, PP13 y PPL13,
donde otro residuo diferente ocupa dicha ubicacién. hGRPC también difiere en la Arg
conservada en posicién 7-56 junto con Gal-8N, -10 y PP13. La Gly en posicién 3-56 es
reemplazada por residuos mas grandes en Gal-12N, -10, PP13 y PPL13. Otras

posiciones, como 1-S3, 5-S3 y 7-S5, muestran también cierto grado de conservacion.
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En particular, cada DRC posee al menos dos, uno o ningtin cambio en las
posiciones conservadas, excepto para hGRPC, Gal-10, PP13 y PPL13, las cuales
muestran mds desvios respecto del consenso. Como este andlisis estd enfocado en los
residuos del LBG, es de esperar que estas diferencias puedan explicar porqué Gal-10 no
posee afinidad por B-galactésidos pero al parecer puede unir manosa en una forma
particular [35]. Un comportamiento similar pero inesperado se encuentra para PP13 y
PPL13, cuyos LBGs son también bien diferentes. Finalmente, la ausencia de residuos
claves en el LBG de la proteina tipo galectina hGRPC, como el Trp en la posicién 2-56,
también podria explicar porqué esta proteina no muestra afinidad alguna por muchos
de los glicanos estudiados [8, 9]. Por lo tanto, de esta parte del estudio, hemos puesto
de manifiesto la presencia de algunos residuos altamente conservados en posiciones
topologicas determinadas, con diferencias particulares entre galectinas, sin encontrar
una relacion clara con la organizacién filogenética o estructural de las mismas. Gal-10,
PP13, PPL13 y especialmente hGRPC son los DRCs con mayor divergencia de estos
residuos conservados, lo que explicarfa justamente el porqué de las singularidades

encontradas en bibliografia de estas galectinas frente a la union a diferentes glicanos.

II1.3.4 Efecto de la unidn a ligando en el DRC

Estructura v dindmica

Como se menciond en la introduccién del capitulo, muchas de las estructuras de
los distintos DRCs se han obtenido en presencia de un carbohidrato. Los detalles de las
interacciones que ocurren en ese proceso de unién han sido extensamente analizados
en cada caso (por ejemplo [1, 4, 36]) y no es el objetivo de esta Tesis una comparacion
individual sino la basqueda de similitudes y diferencias globales. Para ello, se
realizaron simulaciones de DM de los complejos DRC:glicano disponibles a la fecha
(PDB ID de la estructura entre paréntesis): Gal-1:lactosa (1GZW), Gal-2:lactosa (IHLC),
Gal-3:LacNAc (1AK3), Gal-7:LacNAc (5GAL), Gal-8N:lactosa (2YXS) y Gal-9N:tetra-
LacNAc (construccién particular de esta Tesis, a partir de las estructuras 2ZHN y
27ZHM, ver secciéon 111.2). El complejo Gal-10:manosa (1QKQ) se ha procesado como el
resto de los sistemas proteina:ligando, pero dado que a los pocos nanosegundos de
simulacién de DM el ligando abandona el LBG (debido tal vez a interacciones muy
débiles), no se pudo analizar por falta de suficiente acumulacién de datos del ligando

en el sitio de union y lograr asi un resultado estadisticamente relevante.
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Se analiz¢ el efecto de la unién a ligando en la dinamica del DRC a través de la
comparaciéon de las RMSF de las estructuras con y sin ligando (Figura II1.11). Una
apreciacion general de los resultados indica que la unién al ligando disminuye la
movilidad de loops especificos de la estructura pero, curiosamente, no siempre
aquellos cercanos al LBG. Para algunos casos particulares, aunque en menor
proporcién, la union del ligando a la proteina provocaba el aumento de la movilidad
de ciertos loops, efecto estudiado experimentalmente para Gal-1 [37, 38].
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Figura III.11. Comparacion de las fluctuaciones estructurales asociadas al proceso de unién. A) RMSF
en funcion del numero de residuo de Gal-1 y el complejo Gal-1:lactosa. B) RMSF para Gal-2 y Gal-2:lactosa.
C) RMSF para Gal-3 y Gal-3:LacNAc. D) RMSF para Gal-7 y el complejo Gal-7:LacNAc. E) RMSF de Gal-8N y
Gal-8N:LacNAc. F) RMSF para Gal-9N y la construccion in silico Gal-9N:poli-LacNAc.
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Para ilustrar y desarrollar en profundidad estas tendencias, los resultados
particulares para Gal-1 (Figura IIL11A) demuestran que no ocurren cambios
particulares en los loops F4F5, S6F3 y S354, siendo los tltimos dos los méas cercanos al
LBG. Los loops F253 y S6F3, en contacto uno con el otro, reducen su movilidad al unir
lactosa. También, el loop corto S556 y parte de la hebra S6 sufren una disminucién en
la movilidad debido a que se encuentran directamente involucrados en la interacciéon
con el ligando. De forma interesante, regiones de contacto en la cara F del DRC, como
ser el loop F3F4 y el comienzo del loop F552 asi como también el comienzo del loop
S2F1, aumentan significativamente su movilidad al unir el ligando. Estos resultados
son consistentes con aquellos encontrados por un trabajo reciente donde se estudia la
unién de lactosa a Gal-1 por métodos espectroscopicos [37].

Para Gal-2 la unién a lactosa también reduce la movilidad de la proteina, pero
ahora estd principalmente focalizado en el loop F552 (Figura II1.11B). Para Gal-3, la
union de lactosa o LacNAc reduce significativamente la movilidad de regiones
especificas de la proteina (Figura III.11C), principalmente sobre la hebra S6 y el loop
F4F5. El principal contacto responsable de esta disminucién de las fluctuaciones en la
hebra S6 es el residuo Glu184 (indexado segin 1AK3.pdb), mientras que el efecto en el
loop F4F5 es sutil y no puede ser adjudicado a una interaccion especifica. Para Gal-8N
(Figura III.11E), la disminucién de la movilidad se observa en el pequefio loop F5F6 y
en el gran loop F6S2. La reduccién de la movilidad en el loop maés corto es debida a un
aumento en la interacciéon entre los residuos Asn126-Glulll (indices del 2YV8.pdb)
que no se encuentra definida en la proteina libre. Para el loop F652, se observa
directamente un cambio de estructura del loop, el cual adopta una conformacién de
hélice en el estado unido a ligando. Para Gal-9N (Figura III.11F), la hebra S6 y el loop
S6F3 son los mas afectados por la unién al oligosacarido. Los efectos mds importantes
son evidentes en 4reas cercanas a la Pro84 y la Argl25 (indices de la cadena A del
cristal 2HZM.pdb). Ambos efectos pueden ser causados por la unién del ligando, el
cual induce nuevas conformaciones de la Asn75 y la Pro84 permitiendo multiples
interacciones con los grupos NH de la Argl25. La cadena lateral de la Argl25 se
congela en una conformacién mas cercana a la cara S que lo evidenciado en Gal-9N
libre, donde la Arg125 esta mucho mas cerca de la cara F e interactuando fuertemente
con Glu86 y Phel23:0, aunque con una conformacién tal que el backbone de la
proteina es mucho mas libre para moverse. De forma interesante, la unién a ligando

por parte de Gal-7 no reduce significativamente la movilidad de ninguna parte de la
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proteina (Figura II1.11D) y esto ha sido recientemente comprobado experimentalmente
[39]. En resumen, a pesar de la tendencia general que muestra una reducciéon
generalizada de la movilidad de los loops de cada DRC luego de la unién a ligando, la
region particular que se ve afectada es caracteristica de cada DRC y dificilmente sea
facil de predecir para otros complejos y otras galectinas cuyas estructuras ain no han
sido experimentalmente descritas.

A continuacién se calcularon los correspondientes valores de entropia
conformacional para la proteina libre y unida a ligando, como se describe en la secciéon
I1.1.5.2. La entropia conformacional resume en un namero la flexibilidad (o la amplitud
del espacio conformacional de la proteina) donde valores grandes indican mas
flexibilidad y/o un espacio conformacional accesible mas grande. El analisis llevado a
cabo a partir de los 50-60 ns de simulaciéon de DM arroja una buena convergencia de la
entropia en la mayoria de las estructuras estudiadas (Figura III.12), obteniéndose
valores absolutos alrededor de las 2,5 kcal K1 moll. A partir de estos valores en la
proteina libre y unida a ligando, calculamos el cambio en entropia conformacional del

DRC por unién a ligando (AS). Estos valores se resumen en la Tabla IIL.6.
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Figura III.12. Resultados de entropia conformacional para algunos DRCs seleccionados: Gal-1, Gal-4N
y PPL13. A) Los valores de entropia conformacional alcanzan la convergencia en el tiempo de simulacion (50

6 60 ns, segun el caso). B) Analisis alternativo por regresion lineal de los datos transformados.
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Galectina MBS Ligando Energias [keal mol] =

ELE? vdW¢ GBsonw? AGuien® OH [cal K1 moll]

Gal-1 C f-D-galactopiranosil-(1— -30,1 -14,7 32,7 -12,1 2
D 4)-N-acetil-D-glucosamina -23,2 -8,4 20,8 -10,8 2

todo LacNAc -53,3 -23,2 46,7 -29,7 4 -41,2
Gal-2 C f-D-galactopiranosil-(1— -29,1 -12,7 32,1 9,6 2
D 4)-a-D-glucopiranosa 9,1 -4,4 10,9 -2,7 1

todo o-lactosa -38,2 -17,1 39,1 -16,2 3 -8,2
Gal-3 C f-D-galactopiranosil-(1— -4,4 -14,6 8,0 -10,9 2
D 4)-N-acetil-D-glucosamina -46,5 -6,5 43,7 93 2

todo LacNAc -50,9 -21,0 45,2 -26,8 4 -96,0
Gal-7 C f-D-galactopiranosil-(1— -10,5 -13,8 13,3 -11,1 2
D 4)-N-acetil-D-glucosamina -37,8 -5,9 36,3 -74 2

todo LacNAc -48,8 -19,8 43,8 24,7 4 -0,1
Gal-8N C f-D-galactopiranosil-(1— -6,1 -14,8 9,4 -11,5 1
D 4)-a-D-glucopiranosa -41,1 -4,7 43,2 2,4 2

todo o-lactosa -47,2 -19,5 48,4 -18,2 3 -30,2
Gal-9N Y f-D-galactopiranosil-(1— -2,3 -5,0 7,7 0,4 0
Z 4)-N-acetil-D-glucosaminil-(1— -7,8 -10,8 14,8 -3,7 1
A 3)-f-D-galactopiranosil-(1— 1,3 -7,1 6,4 0,6 1
B 4)-N-acetil-D-glucosaminil-(1— -4,3 -10,2 12,5 -1,9 1
C 3)-f-D-galactopiranosil-(1— -191  -15.2 20,3 -14,0 2
D 4)-N-acetil-D-glucosaminil-(1—  -27,7 -7,6 30,8 -4,5 2
E* 3)-p-D-galactopiranosil-(1— -0,9 -1,0 3,2 1,4 0
F* 4)-N-acetil-D-glucosamina -3,3 -0,2 4,1 0,6 0

todo tetra-LacNAc -63,9 -57,5 83,9 -37,7 7 -5,4

Gal-10 C manosa -20,2 -13,9 22,9 -11,2 2 Ry

Tabla IIL.6. Resultados de energia libre y cambio de entropia conformacional de unién para los MBS ocupados en las
galectinas estudiadas, usando MM-GBSA y el método de Schlitter respectivamente. “Para todos los casos, los desvios
estandar del andlisis de todas las estructuras provenientes de la DM de cada complejo fueron menores a 5 kcal mol-.
YELE: energia electrostitica. <vdW: contribucién debida a la energia de van der Waals. GBsonv: energia libre de
solvatacion. ¢AGunisn: cambio de energia libre de unién. /OH: nimero de grupos hidroxilo del ligando que poseen la
capacidad de interactuar con algin residuo de la proteina en el LBG. sLa entropia conformacional del complejo Gal-
10:manosa no pudo ser calculado debido a que el ligando no permanece en el LBG el tiempo de simulacion suficiente
para alcanzar convergencia de la entropia. Se incluye aqui la contribucién energética del ligando entero. *Para los MBS

E y F, se muestran los resultados como control.

En forma consistente con la tendencia observada en el anélisis previo de cambios en
RMSF, todos los resultados son menores a cero, es decir, la unién a ligando produce
una disminucién de la entropia conformacional de la proteina. Los valores van desde
cero para Gal-7 hasta casi 100 cal K1 mol?, lo que resulta en una contribucién de 30
kcal mol! a la pérdida de energia libre de unién a 300 K por costo entrépico en la
estructura de la proteina. El rango de valores aqui observado sugiere que la entropia
conformacional es una contribucién importante en la energia libre de union y, por lo
tanto, en la afinidad por el ligando. Luego de publicarse estos resultados teéricos [40],
es interesante remarcar que un trabajo experimental demuestra lo aqui predicho al

menos para Gal-3 [38].
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Finalmente, para proveer un punto de vista comparativo de la termodinadmica
de unioén a carbohidratos de las diferentes galectinas, se realizé un andlisis de MM-
GBSA para todos los complejos DCR:ligando estudiados en esta Tesis y por otro lado,
se introdujo una estrategia/metodologia para contemplar todos aquellos otros
complejos no caracterizados experimentalmente. El fin de ambos estudios fue la
diseccion de la selectividad de las galectinas por un grupo de [B-galactésidos
biolégicamente relevantes. Desglosaré ambos enfoques en apartados separados, dado

el diferente tenor y relevancia de ambos andlisis.

Termodindmica de los LBG

Los resultados (Tabla III.6) muestran que la mayoria de los disacaridos poseen
grosso modo una energia libre de uniéon negativa entre 20-30 kcal mol-, salvo para Gal-2
y la unién a manosa por parte de Gal-10 que presentan una unién mas débil al sitio de
unién D. Usualmente la contribucion electrostatica es més del doble que la de vdW
para este tipo de ligandos, pero esta componente energética estd compensada por el
costo de solvatacion. De forma interesante, en cada DRC, cada monosacarido
contribuye a la interaccion en forma significativamente diferente, poniendo de
manifiesto la variabilidad que puede ser el motivo de regulacién de la unién particular
de cada galectina a cada ligando. Observando de cerca cada MBS, los andlisis muestran
una variacion sustancial con valores yendo desde -30 a 0 kcal mol. Sin embargo,
algunas tendencias interesantes pueden remarcarse. La contribuciéon de vdW al sitio C
es siempre parecida, entre -11 y -15 kcal mol~, posiblemente debido a la interaccién de
apilamiento del ligando con el Trp conservado. Por otro lado, las interacciones
electrostaticas son muy variables. Para el sitio D, la contribucion de vdW es
significativamente menor (alrededor de 6 kcal mol?); otra vez, la contribucién
electrostatica muestra alta variabilidad a lo largo del andlisis de todos los DRC.
Finalmente, analizando los datos para el complejo de Gal-9N, se puede evidenciar que
el MBS que mas contribuye a la unién del ligando entero es el MBS C y en menor
medida, el D y el Z, mientras que los otros presentan una interaccién despreciable o
hasta incluso desfavorable. Cabe notar que a pesar de que no pudimos definir en
ningan complejo los MBS E y F (pues estos se encuentran casi completamente
expuestos al solvente; ver seccion II1.2), se realizaron los célculos de MM-GBSA para
estas regiones para el complejo Gal-9N:tetra-LacNAc para tener un control negativo de

unién del método y una idea de la dispersion de los resultados. Los valores de energia
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son muy bajos en comparacion con los anteriormente analizados, en donde realmente
existe interacciéon proteina-ligando. De este modo, estos resultados particulares
indican, por un lado, que los dos dltimos monosacaridos (hacia el extremo reductor)
del ligando para Gal-9N estan expuestos al solvente y por otro lado, que la energia
obtenida para los otros complejos galectina:ligando proveen resultados consistentes
con el error aceptado para el método.

Considerando todas estas tendencias en conjunto, los resultados
termodindmicos mostraron que ademads de las interacciones de vdW conservadas en el
MBS C (debido a la presencia del Trp), cada DRC muestra diferentes contribuciones y
energias libres totales de unién gracias a la topologia de cada MBS en particular y, por
lo tanto, posiblemente muestren diferente afinidad por estos ligandos in vivo. Algunos
resultados experimentales de energia libre de unién que se han reportado para estos
complejos se detallan a continuacién: Gal-1 de bazo bovino: LacNAc, -5,5 kcal mol?! (a
298 K); Gal-1 de corazén bovino:LacNAc, -5,7 kcal mol! (a 300 K); Gal-3 recombinante
de ratén:LacNAc, -5,9 kcal mol! (a 300 K); Gal-7 humana recombinante:LacNAc, -4,4
kcal mol? (a 300 K); y Gal-8N humana recombinante fusionada con GST:lactosa, -5,6
kcal mol! (a 298 K) [41-43]. Todos los resultados obtenidos mediante MM-GBSA son
mayores (en valor absoluto) que los experimentales, consistente con los problemas ya
conocidos de la metodologia, los cuales tienen una tendencia a sobreestimar la energia
libre de unién [44]. Por esa razoén, los resultados computacionales deben ser tomados
en cuenta solo en forma comparativa (seccién 1I1.1.5.2). De acuerdo al andlisis de las
uniones de hidrégeno, resulta claro que en cada MBS no existen mdas de dos de estas
uniones entre el ligando y la proteina por MBS. Esto es debido al hecho de que cada
monosacdrido se une a cada galectina exponiendo algunos de sus grupos hidroxilo al
interior de la proteina, mientras que otros apuntan al solvente. Finalmente, es notable
que mientras los valores de las energias libre de unién son todos bastante similares, el
cambio de entropia evidenciado por cada DRC es realmente variable, dando una idea
del impacto diferencial que puede llegar a tener en la movilidad de la proteina la unién

de uno u otro ligando.

Selectividad por ligandos

Validacion del método. Con el fin de determinar efectivamente si la capacidad de
unirse selectivamente a diferentes ligandos esta codificada en la topologia del LBG y

que el ajuste fino y diferencial de ocurrencia y posicién de aminoacidos es lo que hace a
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una galectina diferente de la otra, se muestran a continuaciéon los resultados del

glycoarray in silico antes descripto (ver seccion I11.2) (Figura II1.13).
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Figura III.13. Resultados del glyco-array in silico basado en los calculos de energia libre de unién con
MM-GBSA. Heat-map para los valores de cambio de A) energia electrostatica, B) energia de van der Waals y
C) energia libre de union, para todas las combinaciones posibles entre algunas galectinas humanas y los

ligandos de la Figura III.4.
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En la Figura IIL.13, se pueden apreciar tres gréficos diferentes, en donde se
ordena a modo de array, con escalas de colores para la energia de interaccién Elec (A),
vdW (B) y libre de unién ( C), el valor para cada galectina con cada ligando ensayado.

Para poder validar la comparacién de “todos contra todos”, es importante saber
las limitaciones y alcances de este tipo de screening. Teniendo en cuenta el problema
asociado a la metodologia de MM-GBSA para el calculo de los valores de energia libre
de unioén (discutidos en el apartado anterior de esta secciéon y en la seccién 11.1.3.2), y a
partir de los datos de bibliografia disponibles, se procedié a una validaciéon de las
tendencias actualmente descriptas y estudiadas. Por ejemplo, en el trabajo de Stowell y
col [45], se trabaj6 con un set un poco mas variado de ligandos y ensayos
experimentales con el fin de comparar la selectividad entre Gal-1, Gal-2 y Gal-3.
Nuestros resultados computacionales predicen acertadamente 20/27 tendencias.
Efectivamente, nuestro protocolo reproduce totalmente los resultados de afinidad
selectiva frente a 02,3 y a2,6-sialil-LacNAc y frente a los tres ligandos sulfatados (3S-,
4S- y 65-LacNAc) para estas tres galectinas. En el trabajo de Brewer [42], se comparan
Gal-1 bovina, Gal-3 murina y Gal-7 humana a diferentes temperaturas y con diferentes
ligandos. De este estudio, se pueden destacar algunas tendencias que se reflejan
también en nuestro array in silico, teniendo en cuenta que el estudio no se realiza sobre
galectinas de la misma especie y que una sustitucién en una posiciéon estratégica del
LBG puede cambiar dréasticamente la tendencia esperada para las galectinas humanas.
Se ha logrado predecir mayor afinidad de Gal-1 que Gal-7 frente a lactosa, similar
afinidad por LacNAc para las tres galectinas, que ninguna une o2,6-sialil-LacNAc, y
que Gal-1 y Gal-3 tienen afinidad por a2,3-sialil-LacNAc similar a la que tienen por
LacNAc y que resulta mayor que la afinidad que Gal-7 tiene por este aztcar sialilado.
En el trabajo de Ideo y col. [43] se estudia la unién de Gal-8N a algunos derivados
sialilados y sulfatados, demostrando una mayor afinidad de Gal-8N (y también de Gal-
3) por a2,3-sialil-LacNAc y por 3S-LacNAc (dato experimental disponible sélo para
Gal-3). Nuestro estudio logra reproducir también estas tendencias. En conclusion,
utilizando la bibliografia hasta la actualidad disponible fue posible verificar gran parte
de los resultados previos sobre la selectividad, indicando que la metodologia aqui
empleada permitira una prediccién adecuada para las otras galectinas que no han sido

aun analizadas.
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Tendencias generales. Una vez validada la metodologia, es posible comenzar a
analizar las tendencias generales de uniéon de todas las moléculas con todas. Ante todo,
es necesario hacer notar la ausencia del ligando a2,6-sialil-LacNAc en la Figura III.13.
Dado que en ninguno de los casos fue posible evitar la salida del LBG del ligando
durante la termalizacién, se puede concluir que este ligando no posee afinidad
significativa por ninguna de las galectinas aqui estudiadas. Este resultado cobra
relevancia, pues es bien sabido que las galectinas son incapaces de unir a derivados
sacaridicos que posean el acido neuraminico en posicion 6 del molde de LacNAc,
modulando asi, la funcionalidad de estas lectinas [46, 47]. Justamente, la presencia de
este monosacarido en dicha posiciéon es clave en otras propiedades bioldgicas de
funcionalizacién con glicanos, incluso no sélo para el ambiente de las galectinas
(revisadas en [46]) sino que sorprendentemente, poco han sido exploradas atn en la
actualidad maés alld del mundo de las galectinas. Estructuralmente, es muy facil
también de poner en evidenciar por qué esta unién no se puede dar en ningun caso.
Las galectinas poseen su estructura “tallada” para poder unir el disacarido LacNAc, lo
que no solo impone un cierto encastre de este ligando en el LBG, sino que también
restringe las posibilidades de los sustituyentes que podrian decorarla. Como muestra
la Figura II1.14, es fisicamente imposible permitir que la porcién de glicano en posiciéon
6 del disacarido LacNAc interactte con los MBS sin que se perturbe la unién del molde

de LacNAcenlos MBSDy C.

[

Figura III.14. Espacio disponible para los sustituyentes en posicion 6 del molde de LacNAc. Gal-1 y
LacNAc en una estructura promedio extraida de las DM ensayadas. El espacio entre el ligando y las cadenas
laterales de la proteina es limitado, siendo imposible, por ejemplo, acomodar un sustituyente de acido
neuraminico (como en a2,6-silalil-LacNAc) sin perturbar completamente la estructura secundaria de la

proteina.
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Ahora, analizando en forma global la Figura III.13C es posible identificar a
simple vista ciertas tendencias globales y algunas singularidades. Por ejemplo, es
notable la baja afinidad que posee Gal-10 por todos los derivados de LacNAc.
Basdndonos en la escasa bibliografia que hay sobre la afinidad de Gal-10, es un
resultado esperado. S6lo se encuentra una estructura de Gal-10 en complejo con
manosa, un monosacarido distinto de todos los aztcares aqui testeados [35]. Por otro
lado, si examinamos las afinidades particulares de cada ligando por todas las
galectinas, resulta evidente también que 65-LacNAc es el ligando que interactia menos
fuertemente con los distintos DRC. Analizando esta tendencia con lo observado para el
ligando a2,6-sialil-LacNAc, este resultado aporta atin mas evidencia de que la posicién
6 en el molde de LacNAc es muy sensible y determinante en la unién (o no) de B-
galactosidos por parte de todas las galectinas. En este caso en particular, si bien el
sulfato puede ubicarse en el espacio que queda disponible (ver Figura II1.14), la
presencia del residuo conservado Glu71 (numeracion de LGALS1) hace que esta
interaccion sea muy desfavorable electrostdticamente. Una excepcidon se observé en
casos como en Gal-8N, en donde en su lugar, debido a un corrimiento de secuencia,
esta posicion la ocupa la Arg88 (numeracion de LGALSS) que apunta al solvente la
mayorfa del tiempo de la DM, lo que deja claramente el espacio para que pueda
acomodarse el grupo sulfato en ese entorno. Las singularidades mas evidentes son los
complejos que presentan mayor afinidad (Gal-1:GSA, Gal-7 y Gal-9N por 45-LacNAc y
Gal-9C y -9N por GSA) y menor afinidad (Gal-8C:6S-LacNAc y todas las galectinas
frente al a2,6-sialil-LacNAc).

Para los ligandos mas sencillos de Lactosa y LacNAc se puede observar que
todas las galectinas son medianamente afines salvo unas interacciones mas débiles
para las galectinas tandem Gal-8N, -8C y -9C (y el caso de Gal-10 antes analizado).
Cuando se analiza en particular el cambio de energia libre de unién, se encuentra que
para estas galectinas la posicién del ligando es muy distinta de aquellas en donde éste
valor de energia libre es bien negativo y la unién se podria calificar como “maés
canénica” o estandar. A pesar de que la estructura secundaria no se ve afectada
significativamente, e incluso la cadena lateral de un residuo critico como es el Trp del
MBS D no difiere mucho uno de otro (RMSDrrp relativo a Gal-9N: Gal-8N = 1,21 A;
Gal-9C = 1,08 A; Gal-8C 1,47 A), el ligando sufre un posicionamiento desfavorable a la
union en las tres proteinas, siendo més pronunciado para Gal-8N, donde se obtiene el

valor de AGunisn menos negativo (RMSDracnac relativo a Gal-9N: Gal-8N = 4,45 A; Gal-
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9C = 3,31 A; Gal-8C = 2,00 A) (Figura IIL15). Lo interesante de este andlisis es que si
miramos ain mds en detalle la estructura y la secuencia particular de esta galectina,
podemos arribar a alguna explicacién. En las cercanias a la subunidad de Glc/GIcNAc,
existe en el MBS D una secuencia consenso que determina la afinidad tipica de las
galectinas por estos azucares. Si alineamos las estructuras aqui comparadas, veremos
claramente que Gal-8N posee la mayoria de los aminoédcidos adecuados, excepto una
Arg (Figura IIL16). La presencia de una Ile en lugar de una Arg clave para la
interaccién con el O2 (en lactosa)/NH del grupo amida (en LacNAc) y el O3 del
monosacdrido Glc/GIcNAc permitiria justificar puntualmente el porqué de Ia
tendencia. Uno de los trabajos fundamentales en Gal-1 indica que la mutacién de esta
Arg bloquea completamente la unién a glicanos [33]. Sin embargo, en un trabajo
especifico de Gal-8, los autores indican que sélo encontraron una leve disminucién en
la capacidad de unién a Lactosa en presencia de Gal-8 (completa) y las mutantes de

esta Arg en el extremo C-terminal y en la Ile del extremo N-terminal [48].

Figura III.15. Comparacion de la posicion del ligando en las distintas galectinas. En verde se observa

la estructura de Gal-9N junto al ligando LacNAc, utilizado como patron estandar de uniéon y por
consiguiente, comparacion con las otras galectinas en tandem. A) Gal-8C en naranja, B) Gal-8N en celeste y
C) Gal-9C en rosa. En todas las estructuras, se marca el Trp conservado para referencia espacial dentro del
LBG, la molécula de LacNAc del patron (Gal-9N:LacNAc) en esferas y bastones grandes y la molécula de
LacNAc de la galectina en cuestion en esferas y bastones pequenos y encerrada en una nube de superficie

de vdW, siguiendo el mismo coédigo de color.

S5 S6

Gal-8N KWCREEIT

Gal-8C sHWGE RN

Gal-ON sHcrEE: K

Gal-9C sWGcsEER S

Gal-l AWGTEQRE
Figura III.16. Alineamiento estructural de las galectinas en tandem aqui estudiadas, mostrando la una
de las regiones de interés a la unién a LacNAc y la misma regién para Gal-1 a modo de comparacion fuera

de las galectinas en tandem. Para un alineamiento completo, revisar la Figura III.6.
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Es notable la poca variabilidad en los valores de afinidad para todas las
galectinas frente a los ligandos Gala3-LacNAc y el antigeno H, mas evidente en el
altimo que en primero. Esto se puede justificar en base a la comparacién de estos
valores con los observados para Lactosa y LacNAc en donde sucede méds o menos lo
mismo, y teniendo en cuenta la arquitectura particular los ligandos en cuestion: los
nuevos monosacdridos que se agregan en los glicanos Gala3-LacNAc y antigeno H, se
encuentran unidos en posiciones 3 y 2 a la subunidad de Gal, respectivamente.
Mirando de cerca la estructura de estos ligandos en complejo con las galectinas, resulta
claro que estos monosacaridos estan orientados en direccion al solvente (aquellos
unidos en posicién 2 mucho més que aquellos en posicién 3) y, por lo tanto, no se ve
reflejada su presencia por parte de una interacciéon puntual con el LBG de la proteina
(Figura II1.17). Al calcular la SASA (secciéon I1.1.5.2) por monosacarido en ambos
ligandos encontramos el mismo resultado. Tanto para el monosacarido Gala3- en el
ligando Gala3-LacNAc como para el residuo de fucosa en el antigeno H se encontraron
valores muy elevados de exposicion al solvente en comparacién, por ejemplo, al valor
para el monosacarido de galactosa del molde de LacNAc, casi completamente
enterrado en el LBG (Figura II1.17). Si uno observa con mds atencién, la diferencia es
notable: para el antigeno H, la presencia de fucosa en posicién 2 practicamente no
cambia el AGunisn con respecto a LacNAc (Figura I11.13C). Sin embargo, aunque puede
llegar a ser despreciable, algunas diferencias si comienzan a ser notorias para el
ligando Gala3-LacNAc, en particular para las galectinas en tdindem, donde la presencia
de este monosacarido pareciera aumentar un poco mas la afinidad por este trisacarido
que por LacNAc. Es mas, si esto es cierto, deberia observarse que la afinidad de las
galectinas por el grupo sanguineo B, una combinacién estructural entre el antigeno H y
el glicano Gala3-LacNAc, deberia seguir el mismo patrén de afinidades que el antigeno

Hy, en lineas generales, es lo que se observa también experimentalmente [45].
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Figura III.17. Los sustituyentes en posiciéon 2 y 3 apuntan al solvente. Se utilizaron las estructuras de
A) Gal-1:Gala3-LacNAc y B) Gal-3:antigeno H para demostrar la orientacion de estos sustituyentes en
relacion al LBG y el solvente. Encerrado en una nube de vdW se encuentra la estructura de la galectina y
también el monosacarido en posicion 2 6 3 a la estructura de LacNAc, segin corresponda. Al lado del
esquema de cada ligando, se muestra entre paréntesis, la SASA (en A?) para cada monosacarido en

cuestion.

Cuando pasamos al estudio de la comparaciéon de los ligandos cargados
(sialilados y sulfatados) el efecto debido a la presencia de estos sustituyentes es
evidente en la energia de unién. Resulta muy claro al analizar la Figura III.13A, en
donde se observa que en la parte superior del grafico, donde se encuentran estos
ligandos, la variabilidad en energias electrostdticas es muy grande, marcando asi parte
de la fuerza impulsora a la selectividad y afinidad por estos ligandos en particular. A
pesar de que la magnitud de las fuerzas dispersivas (Figura III.13B) es mucho menor
que la de las electrostaticas, se puede observar que son mdés importantes (mas
negativas) para los tetrasacaridos de los grupos sanguineos y para el a2,3-sialil-
LacNAc, mientras que para los residuos sulfatados no muestran diferencias
significativas con respecto a lo observado para Lac/LacNAc (salvo casos puntuales
como Gal-2:4S-LacNAc y Gal-8:65-LacNAc, en donde claramente el aporte a la uniéon
de parte de las fuerzas no polares es casi nulo). Si bien el sustituyente SOs- puede
ocupar la posicién 6, como antes hemos discutido, el resultado final es una energia
libre de union la mayoria de las veces menos negativa que para el ligando canénico de
LacNAc. Por otro lado, no se observa mucha variabilidad de estos mismos valores de
energia libre cuando miramos el ligando 35-LacNAc, en donde podemos justificar esta
tendencia por lo anteriormente dicho sobre la exposicion al solvente de la posicion 3.
Solo se muestra una singularidad de un valor muy negativo en la energia electrostatica
para el complejo que 3S-LacNAc forma con Gal-3 que no se propaga al valor final de

energia libre de unién. Esto es debido a la presencia particular de una Arg apuntando
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en direccion al grupo sulfato en la region del MBS B, estabilizando la unién del ligando
a la proteina mediante una fuerte interacciéon carga-carga que no es posible en otras
galectinas (por ejemplo, Gal-1 y Gal-2 presentan un residuo de Val en dicha posicion)
(Figura II1.18). Notablemente, esta Arg se encuentra también en Gal-7, -8N y -9 (N y
C) donde se observan valores de energia electrostatica de union mas negativos que los

observados para el complejo de dichas galectinas con LacNAc.

Figura III.18. 3S-LacNAc en Gal-3. La presencia singular de una Arg en el MBS B (Argl44) permite

justificar la estabilizacion electrostatica particular de este complejo.

Finalmente, para los complejos formados con 4S-LacNAc es posible observar una
mayor variabilidad tanto a nivel electrostatico como de balance final en la energia libre
de unioén. Resultan interesantes los valores mas negativos para Gal-7 y Gal-9N (y en
menor medida Gal-1) y los valores menos negativos para Gal-2 y los DRC de las otras
galectinas en tdindem estudiadas (Gal-8N, -8C y -9C). Los valores muy negativos para
Gal-7 y Gal-9N se justifican al observar una fuerte interaccion entre el grupo negativo
sulfato y un grupo de aminodacidos variados que incluyen Arg, Asn e His (Figura
IIL1.19). A pesar de que esta region topolégica de analisis es bastante similar para Gal-2
y las galectinas en tandem, dado que por defecto estas son un poco menos afines por
LacNAc, parece ser que la presencia de un grupo sulfato en posiciéon 4 del ligando, si
bien no rompe la interacciéon por completo (en el tiempo simulado), ésta no parece ser
tan favorable como en los casos de Gal-7 y -9N pues efectivamente el ligando se
encuentra en estas galectinas en tindem un poco mas alejado, en direccién al solvente,

de los mismos aminoécidos citados en la Figura II1.19.
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Figura III.19. 4S-LacNAc en A) Gal-7 yB) Gal-9N. Disposicion de los aminoacidos claves que participan en

la estabilizacion del grupo sulfato en estas galectinas.

I1I.4 Discusion y conclusiones

En el capitulo presente, se ha provisto el primer andlisis comparativo de
estructura, dinamica y propiedades de union de ligandos de los diferentes miembros
de la familia de galectinas humanas. Los resultados proveen explicaciones racionales
para las diferentes especificidades por diferentes glicanos, actividad intimamente
relacionada con las funciones de las galectinas. La caracteristica funcional clave que
define cada DRC de galectina humana esta relacionada con su especificidad por union
a carbohidratos, y su habilidad por multimerizar e interconectar de este modo dos
sitios diferentes de union gracias a la arquitectura de tipo tindem. Nuestra hipétesis
central en esta etapa del trabajo se basé en la afirmacién de que la especificidad de
unién a glicanos y la correspondiente afinidad son resultado de las diferentes
arquitecturas, topologias y dinamicas de cada LBG, las cuales a su vez influyen en las
propiedades bioquimicas de cada DRC. Para elaborar esta idea, realizamos un analisis
comparativo exhaustivo de la estructura y dindmica de cada galectina, usando diversas
técnicas de simulaciéon computacional. Como se describié en la introducciéon al
capitulo, los resultados fueron presentados en el contexto de la clasificacion de las
galectinas de acuerdo a la organizacion del DRC segun prototipo, tdndem y tipo
quimera [20] y también segtn la clasificacion filogenética [21] mas moderna (pero atn
poco aceptada en la literatura) que divide a la familia de las galectinas humanas en dos
tipos de DRCs: F3 y F4, los cuales a su vez se pueden redistribuir en tres grupos mono-

F3, mono-F4 y bi-DRC.
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El primer resultado interesante, aunque no sorprendente, que se desprende de
este analisis confirma que a pesar de tener un porcentaje promedio de identidad de
secuencia de solo el 30%, la estructura de todos los DRCs es muy similar con un
plegamiento altamente conservado y con las dnicas diferencias estructurales
localizadas en regiones especificas de los loops. Sin embargo, un resultado mas sutil es
el alto grado de similitud con un RMSD en promedio menor a los 2 A, valores que
rondan las desviaciones esperadas en experimentos de cristalografia de rayos-X con
proteinas idénticas en distintos ambientes. Estas diferencias, a pesar de que permiten
cierta agrupacion de los DRCs en diferentes grupos estructurales, muestran casi nula
correlacién con la secuencia o la clasificacién segtn organizaciéon de dominios. Por
ende, uno no espera mucha relaciéon entre el mismo grupo (ya sea en una u otra
clasificacion) y la funcién que cumple la galectina en cuestion. También, las diferencias
en la longitud y las caracteristicas aminoacidicas en los loops puede ser crucial para
determinar la especificidad por un ligando en particular, o incluso en interacciones con
otras proteinas. De hecho, la arquitectura de un glicano en particular puede ser
realmente compleja y pequefas diferencias en estas regiones, donde hemos encontrado
las principales diferencias estructurales miembro a miembro, pueden ser suficientes,
por ejemplo, porqué algunas galectinas pueden unir glicanos sialilados y sulfatados,
mientras que otras no o al menos con menor afinidad. Esto se pudo verificar a través
del analisis posterior del glyco array in silico desarrollado.

La segunda conclusion se obtiene del andlisis de la dinamica molecular de las
galectinas. De manera similar a lo observado con el analisis estructural, el estudio
superficial de la dindmica de cada DRC muestra un patrén global de movimientos muy
similares para todos, con el principal desplazamiento localizado en las regiones de los
loops que conectan las hebras beta de la estructura secundaria. Resulta interesante
notar sin embargo que cada loop y su movimiento particular son caracteristica
particular de cada DRC, y s6lo algunas similitudes menores fueron identificadas
comunes a toda la familia. Un resultado relevante de este andlisis es aquel que muestra
fluctuaciones mayores y mas homogéneas para las galectinas del tipo bi-DRC en
comparacién con las del tipo mono-DRC (Figura II1.9). Es muy dificil determinar si
estos patrones distintivos son una causa o una consecuencia de la organizacién del
DRC. Sin embargo, dado que la organizacién por dominios no guarda relacién
filogenética, en vista de estos resultados, es razonable especular que patrones

dinamicos diferenciales entre mono- y bi-DRCs sean consecuencia de la organizacién
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por dominio. Las galectinas mono-DRC muestran generalmente equilibrios de
dimerizacion. Por ende, una movilidad elevada podria interferir en el proceso de
dimerizacion. Otro tipo posible de rol funcional de este tipo de dindmica observado es
el impacto del movimiento de la proteina sobre la modulacién de la afinidad por
ligandos, a través del cambio de entropia conformacional del DRC. Como se muestra
en nuestros resultados (Tabla IIL.6), la pérdida energética debida a esta entropia puede
llegar a ser de hasta 30 kcal mol~ (a 300 K), pudiendo ser en determinados casos razén
suficiente para unir o no un determinado glicanos. En este contexto dindmico, un
patron de movimientos menos restrictivo como el de los bi-DRCs puede llegar a
permitir mayor espectro de afinidades que el ofrecido por la dindmica de las galectinas
mono-DRCS, con caracteristicas dindmicas mds reguladas para conectar afinidad y
dimerizacion en la misma estructura y dindmica, tal como se ha observado para Gal-1
[49, 50]. Finalmente, alta o baja movilidad/entropia conformacional podrian también
explicar porqué algunas galectinas unen glicanos lineales (como poli-N-
acetillactosaminas), mientras que otros tienen alta afinidad por glicanos ramificados,
dado que la rigidez estructural es menos importante para los primeros que para los
segundos [15, 34, 51].

En su conjunto, estos resultados muestran que desde un punto de vista global,
todos los DRCs humanos son muy similares tanto en estructura como en dindmica, con
algunas singularidades que merecen especial atencién. En consecuencia, la pregunta
clave que adn persiste es cual/es es/son las diferencias relevantes que determinan la
necesidad para tantas galectinas humanas. Claramente, esta respuesta escapa de las
técnicas computacionales y necesita ser abarcada desde un punto de vista sistémico
desde la genémica y la experimentacion con modelos animales.

Finalmente, se ofrece un estudio comparativo detallado de cada LBG y los
residuos relevantes que forman parte de este surco de unién. Las contribuciones a la
energia de unién de cada monosacarido, las cuales no se pueden obtener mediante
métodos experimentales, y su comparacién muestran que las diferencias claves entre
DRCs son consecuencia de la topologia de cada MBS. Se ha mostrado que muchos
residuos a lo largo del LBG en los MBS Z, B, C y D estan altamente conservados, como
ser el Trp 2-S6, determinante en la elevada y similar contribucién de vdW a la energia
de unién en el MBS C a lo largo de la familia de galectinas. Sin embargo, para cada
DRC existen sustituciones tnicas que carecen de relacion filogenética o de

organizacién segin dominios que resultan en claras diferencias en las contribuciones
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energéticas a cada MBS, las cuales podrian explicar la afinidad y selectividad por
diferentes glicanos, demostrando asi la variedad de funciones biolégicas relacionadas
con la unién a polisacéridos. Evidencia parcial de este hecho son los casos particulares
de andlisis de Gal-10 y hGRPC, las cuales poseen més sustituciones de residuos
conservados en el LBG que podrian explicar por qué Gal-10 une manosa en lugar de
lactosa y por qué hGRPC no une ningtn glicano testeado hasta la fecha. Es mas, la
selectividad diferencial por un conjunto de ligandos en la mayoria de las galectinas
aqui estudiadas ha sido puesta a prueba en el desarrollo de la estrategia del glyco array
in silico. Con el desarrollo y puesta a punto de una metodologia computacional para
poner de manifiesto las diferencias de unién a glicanos fuimos capaces de lograr
rescatar una imagen global de la selectividad de esta familia particular de lectinas. La
mayoria de los glycan arrays experimentales hasta ahora desarrollados han mostrado
determinadas limitaciones, no sélo para caracterizar la selectividad en galectinas, sino
en la mayoria de las proteinas de unién a glicanos [42]. Muchas de estas limitaciones se
deben a la dificultad de sintetizar una gran cantidad de glicanos. Ademas, la forma en
la que cada glicano se presenta en el array puede ser clave para permitir una
presentacion a la lectina de la forma lo mas natural posible, sin incorporar artefactos
estructurales y dinamicos del glicano adherido a la superficie de prueba que impidan
la correcta determinacién de la unién [52, 53]. Por otro lado, testear experimentalmente
15 proteinas (como el caso de las galectinas) frente a todos los ligandos disponibles
puede ser un desafio de expresion y purificacion, sin mencionar la inversién econémica
que conlleva (la mayoria de las galectinas aqui estudiadas no estan disponibles para su
correcta expresion, por lo que un objetivo como ese escapa las escalas de tiempo de un
proyecto acotado como lo es un doctorado). Por ello, un tratamiento computacional,
como el llevado a cabo en esta Tesis, es capaz de sobrellevar estas desventajas en forma
considerable. “Sintetizar” todos los ligandos es algo que se hace medianamente facil
con la ayuda del paquete GLYCAM. “Obtener” todas las galectinas fue el objetivo de
esta Tesis y se ha logrado, salvo para el extrafio C-terminal de Gal-12. “Enfrentar”
todas las proteinas con todos los ligandos se hizo manualmente, pero en nuestro grupo
se esta trabajando para automatizarlo. “Leer” el glycoarray es algo casi automatico, con
la ayuda de los calculos de MM-GBSA implementados en AMBER y algan programa
particular creado para automatizar la lectura y graficado de los resultados de una
forma fécil de lectura y visualizaciéon. Con este enfoque, pudimos encontrar nueva

evidencia energética y estructural del porqué es imposible la unién de las galectinas a



| 108

los ligandos a2,6-sialilados y una menor afinidad por los 6-sulfatados de LacNAc,
teniendo esto un impacto clave en la funcién de galectinas: si existe un entorno en
donde estos glicanos predominan, seguramente el rol de galectinas seria nulo o no
seria de esperar que sea mediado por la unién a estos aztcares (sino tal vez por
interacciones proteina-proteina, pobremente descriptas atn en la bibliografia de
galectinas). Por otra parte, hemos logrado resaltar por este medio la baja afinidad de
Gal-10 por todos estos B-galactésidos, y complementar asi la informacién antes
encontrada en la misma direccién. Finalmente, las singularidades que aparecen en este
tipo de screenings pueden ser clave para poder encontrar justificacién estructural
rapida y directa al seleccionar una pareja galectina:ligando determinada en el rol de
determinado efecto biolégico, sustentado con evidencia experimental. O también
puede ser de gran uso en el disefio racional de inhibidores. Si se desea profundizar una
interaccién de un ligando en una galectina por sobre otra, es posible detectar con
celeridad las posiciones mas criticas en un ligando molde determinado para colocar un
sustituyente cargado positiva o negativamente o de determinado volumen o las

caracteristicas electrostaticas adecuadas para ponderar una unién por sobre otra.
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ROL DE LAS CISTEINAS
EN LA FUNCION

Y DINAMICA DE GAL-1
Y SU FAMILIA

IV.1 Introduccion

D esde su descubrimiento, se ha establecido que la mayoria de las galectinas
requieren un ambiente reductor para poder llevar a cabo su funcién [1]. La
relevancia de los procesos de oxidacién en la estructura y funcién de ciertas galectinas
ha sido demostrada por ensayos de caracterizacién bioquimica [2-4], y la contribucién
de los residuos de cisteina en estos procesos a la actividad como lectina se ha estudiado
por ensayos de mutagénesis dirigida [5, 6] y modificacion quimica [7-9]. Sin embargo, a
pesar de la evidencia disponible demostrando la importancia de la oxidacién de Gal-1
en su funcién, un consenso firme en la importancia de cada cisteina y las bases
moleculares para comprender el mecanismo de oxidaciéon no ha sido alcanzado.

Uno de los objetivos de esta Tesis es poder lograr un entendimiento de los
determinantes atomicos y moleculares que caracterizan a la familia de galectinas
humanas, y en el Capitulo III se ha puesto en evidencia la aparente importancia que
tienen las cisteinas en este contexto. En particular, en la Tabla IIL.3 se pusieron de
manifiesto dos caracteristicas claves y llamativas en la comparacion de ciertos datos
estructurales relevantes: por un lado, el caso singular de Gal-1 con 6 residuos de
cisteina en su relativamente corta secuencia y, por otra parte, la gran variabilidad en la
aparicion de este residuo particular a lo largo de toda la familia de galectinas humanas.
Con la idea de poder determinar si existe algin motivo estructural, dindmico y
funcional particular del porqué/para qué de estas dos caracteristicas sobresalientes
provenientes de esa primera inspeccion estructural, es que nos adentramos en este
capitulo al estudio mucho més detallado del rol de las cisteinas en la relaciéon

estructura-funcién en las galectinas.
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La caracteristica bioquimica particular del elevado ntimero de cisteinas en la
secuencia de Gal-1 implica una gran sensibilidad a sufrir cambios por oxidacion,
proceso electroquimico que induce la pérdida de actividad de lectina [10]. Es por ello
que, si bien Gal-1 ha sido extensamente utilizada como modelo de unién a glicanos y
multimerizacién, resulta igualmente interesante como modelo para explorar otros
comportamientos de la familia de galectinas, como ser su actividad redox. Es
pertinente recalcar que la primera estructura de rayos X reportada para Gal-1 humana
[11] revel6 no sélo la distribucion espacial de las cisteinas sino también modificaciones
en estos residuos como ser la formacién de acido sulfénico y disulfuros mixtos con 2-
mercaptoetanol (ME). Luego, los enlaces disulfuro intracelulares presentes en la
estructura de Gal-1 oxidada (atn no obtenida en forma directa) se han caracterizado
mediante espectrometria de masa [10, 12]. Mientras que la forma reducida de esta
lectina es critica para llevar a cabo su funcién pro-apoptética e inmunoregulatoria, se
ha postulado recientemente una nueva funcién como factor de crecimiento axonal
durante la regeneracion nerviosa en nervios periféricos para la forma oxidada de Gal-1
[12]. Por lo tanto, estas fluctuaciones entre los diferentes estados redox de Gal-1
podrian llegar a controlar cierto rango determinado de funciones biol6gicas claramente
dependientes del estado de oxidacion de las cisteinas.

Es sabido que la inactivacion de Gal-1 por aire es un proceso muy lento y que
puede ser catalizado por trazas de metales pesados como Cu. Sin embargo, la cinética
del proceso de oxidacién no ha sido caracterizada. Esto se debe, en parte, a que las
proteinas expuestas al aire se encuentran sometidas a la exposicion de varios oxidantes
que acttian bajo mecanismos atn poco estudiados o comprendidos. Una excepcién se
puede hacer para el comportamiento frente al peréxido de hidrogeno (H202), una de
las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) mas
importantes [13]. Sumados a los ya estudiados y bastante comprendidos roles de esta
molécula como microbicida, de molécula de envejecimiento y estrés oxidativo, se suma
una funcién critica como molécula de senalizacion [14, 15]. Por lo tanto, ademas de
estudiar el comportamiento al aire, hemos incorporado el H>O: a nuestro estudio para
explorar la posibilidad de que sea un candidato capaz de oxidar Gal-1 in vivo.

Usando una aproximacién multidisciplinaria al problema de la oxidacion,
mediante la realizacion de experimentos in silico e in vitro, hemos investigado los

determinantes moleculares y estructurales responsables de la inactivacion redox-
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dependiente de Gal-1 e intentando interpretar estos resultados en el contexto de la

comparacién de la familia de galectinas humanas.

IV.2 Métodos experimentales y computacionales

Expresion y purificacion de Gal-1 y las mutantes CXS. La purificaciéon de
todas las proteinas recombinantes siguié el protocolo explicado en la seccion 11.2.2.
Adicionalmente, para prevenir la formacion enlaces disulfuro mixtos entre las cisteinas
y el ME utilizado a lo largo de toda la purificacion, antes de cada andlisis, el ME fue
removido de la soluciéon mediante una incubacién de la proteina en PBS con ditiotreitol
(DTT) 10 mM en hielo durante 30 min. Para separar la proteina completamente libre y
reducida del exceso de DTT y ME, las muestras se desalaron con columnas NAP-5 (GE
Healthcare), se purgaron con Ar (g) en un vial cerrado y la proteina en soluciéon se
mantuvo en hielo hasta su uso. Para generar las mutantes de cada cisteina por serina
(CXS) en Gal-1, se utiliz6 el método de PCR inversa [16] para generar los plasmidos
para transformar las bacterias. Para las dobles mutantes C25-C16S y C2S-C88S se
realizd otra ronda de mutacién simple partiendo del pldsmido que contiene la
secuencia de la mutante C2S. El primer sentido contiene un error adrede que cambia la
cisteina a mutarse por una serina (Tabla IV.1). Estos primers se usaron en combinacién
con los primers antisentido que comienzan al inicio de los primers sentido. El inserto y el
vector fueron amplificados en el mismo paso con la polimerasa KOD Hot Start
(Novagen) y el producto de PCR fue ligado con la ligasa T4 DNA (Promega). Las

mutaciones fueron chequeadas por secuenciaciéon completa del inserto de ADN.

Mutante Direccién Primer
oS sentido 5-ATATGGCTTCTGGTCTGG-3'

antisentido  5'- GTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC -3

C16S sentido 5'- CTGGAGAGTCCCTTCGAGTG -3'
antisentido 5'- GTTTGAGATTCAGGTTGCTGG -3

C4o5 sentido 5'- CAACCTGTCCCTGCACTTC -3'
antisentido 5-TTGCTGTCTTTGCCCAGGTTC -3'

C60S sentido 5'- CCATCGTGTCCAACAGCAAG -3'
antisentido 5'- TGTTGGCGTCGCCGTG -3'

885 sentido 5'- CAGAGGTGTCCATCACCTTC -3'
antisentido 5'- CAACACTTCCAGGCTGGAAG -3

C130S sentido 5'- CAAGATCAAATCTGTGGCCTTTG -3'
antisentido 5'- AAGTCACCGTCAGCTGC -3

Tabla IV.1 Primers utilizados para generar las mutantes CXS. Los codones mutados estdn resaltados en negrita.



| 115

Cuantificacion de oxidantes, proteina y tioles. La concentracion de HxO; se
midi6é a 240 nm (e210 = 43,6 M1 cm?). La concentracion de proteina libre y reducida se
midié también espectrofotométricamente usando una absortividad molar a 280 nm de
8480 M1 cm? para Gal-1 y sus mutantes, segin la estimacion a partir de su secuencia

primaria (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). La concentracién de tioles

se determiné mediante el uso del acido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoéico) (DTNB), luego
de incubar las muestras de Gal-1 con un exceso de DTNB en PBS por 30 min en la
oscuridad a temperatura ambiente. Se utilizé una absortividad molar a 412 nm de
14150 M1 cm? [17] para cuantificar la concentraciéon del anién 3-tio-6-nitrobenzoato
(TNB) (Esquema IV.1), usando como blanco la absorbancia de una solucion de DTNB y
Gal-1 a la misma concentracién que el ensayo y a la misma longitud de onda de la

determinacion.

DTNB TNB

Esquema IV.1 Reacciéon de Ellman, para cuantificar tioles reducidos a partir de la absorbancia del anién 3-tio-6-
nitrobenzoato a 412 nm.

Mediciones espectrofotométricas. Se registraron espectros de DC (seccién
11.2.4.3) en el UV lejano y cercano (promedios de al menos 8 escaneos) restando los
blancos correspondientes a los buffers adecuados (paso 6ptico = 1 mm). Se realizaron
las deconvoluciones de los espectros del UV lejano usando Dichro Web

(http:/ /dichroweb.cryst.bbk.ac.uk) con el andlisis CONTIN y la base de referencia

SP175. Para los espectros de fluorescencia (seccion 11.2.4.2) se utilizé una longitud de
onda de excitacién de 280 nm (295 nm para los experimentos de la cinética de cambio
conformacional) (filtro de paso de banda de 1 nm) y los espectros de emisién fueron
registrados en el rango entre 300 y 420 nm (paso de banda de 3 nm). Se promediaron al
menos 6 escaneos antes de proceder a la utilizaciéon del espectro. Los efectos de

dilucién se corrigieron, siendo siempre menores al 10%.

Cinética de reaccion entre Gal-1 y H;0:. Las constantes de velocidad de
oxidacién por H>O; de Gal-1 y las mutantes CXS se determinaron usando condiciones
de pseudo-primer orden como antes descripto [18]. Las reacciones se llevaron a cabo a

concentraciones crecientes de peréxido y usando la misma concentracién de proteina
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(67 uM). A diferentes tiempos de reaccion (0, 2, 5, 8, 15, 35, 60, 90 y 120 min) se
extrajeron alicuotas de la mezcla de reaccién, se mezclaron con catalasa (100 U mL-1)
para eliminar el exceso de H2O» y frenar la reaccion de oxidacién, y se reservaron en
hielo hasta la medicién del contenido de tioles libres. Las constantes de velocidad
observadas de consumo de tiol (k) fueron determinadas por ajuste de los datos a una
funcién biexponencial de la evoluciéon temporal de la concentraciéon de tioles a las

diferentes concentraciones de oxidante ensayadas.

Cinética del cambio conformacional de Gal-1 en la oxidacién con H:O..
Llamemos A a Gal-1 en su forma reducida, B a Gal-1 con sus cisteinas oxidadas a la
especie reactiva acido sulfénico, las cuales son capaces de formar un enlace disulfuro
con otra cisteina reducida para arrojar la forma oxidada de Gal-1 final (C), cuyo cambio
conformacional es el medido mediante la sefial de fluorescencia y que, a su vez, es
capaz de formar irreversiblemente otras especies sobreoxidadas, en las formas de 4cido

sulfinico/sulfénico (D). El mecanismo propuesto para esta serie de reacciones es

A+H;0, — B —d[—‘j‘] =k [A][H,0,]=k'[A] (Iv.21)

B—-C —@ = k,[B] (Iv.2.2)
dt

B +H,0, —» D —% = ky[B][H,0,]=k',[B] (IV.2.3)

Dado que todos los experimentos fueron llevados a cabo en condiciones de pseudo-
orden en Gal-1 (A-D), la concentracion de HxO, en exceso puede agruparse en
constantes de pseudo-primer orden (ki y ks"). Combinando estas tres ecuaciones, se
obtiene una expresién para la variacion de la concentracién de la especie B en funcién

del tiempo:

% = kvl [A] - kz [B] - k'3 [B] (IV'2'4)

Por otro lado, la expresiéon integrada de IV.2.1 muestra la concentraciéon de A en

funcién del tiempo segtn:
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[AlD) =[A,e ™" (Iv.2.5)

Sustituyendo IV.2.5 en IV.2.4 y resolviendo la ecuacion diferencial de primer orden
resultante, es posible obtener una expresion analitica para la evolucion temporal de [B],

y con ella, integrando nuevamente, otras para [C] y [D]:

[BI(t) =—k[A]+° "ka [t — gtha i ] (IV.26)
2 3
' (1 ki (ke +k5) 1]
[C)(py=—LAbF K 1me e = (Iv.27)
ky, + K\ =K'\ | k' k, + Kk
v [ ki Sk +k5) 1]
[D](t): [A]Ok1k3 1 e +e 1 (IV28)
ky + K-k, K, k, + k!

Con estas ecuaciones es posible realizar un ajuste global de la sefial de fluorescencia
total a la contribucién de cada especie, incluyendo la variacién de la concentracion de
H20O,. Este modelo se utilizé para explicar la forma de la sefial en funcién del tiempo y
obtener de alli los distintos parametros cinéticos de las reacciones que sufre Gal-1 en
presencia de H>O,, y poder comparar asi los diferentes cambios que sufre la proteina

durante la oxidacion.

Anilisis electroforético. Se realizaron diversos andlisis de electroforesis en gel
de poliacrilamida y SDS (15:1) para estudiar las estructuras de las proteinas reducidas
y oxidadas, tanto en condiciones reductoras como oxidantes. Los mismos se revelaron

usando tincién de plata o azul de Coomassie.

Union de lactosa a Gal-1. Se determinaron (a 25 °C) las constantes
termodindmicas de unién de lactosa (Kp) en condiciones reductoras (presencia de DTT)
y oxidantes (proteina previamente oxidada al aire o con H>O;) siguiendo el cambio del
espectro de fluorescencia de Gal-1 a diferentes concentraciones de lactosa. Se titul6 una
solucion de Gal-1 (8 mM) con agregados conocidos y paulatinos de una solucion stock

de lactosa 100 mM. Se registr¢6 la intensidad de emisién de fluorescencia a 363 nm y se
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ajustd la variaciéon de esta sefial en funcién de la concentracién final de lactosa

mediante un modelo de unién simple a un sitio.

Experimentos computacionales. Las estructuras iniciales de Gal-1 fueron
obtenidas de la PDB: 1GZW para la proteina wild-type con lactosa como ligando
(experimento de difraccion de rayos X con 1,65 A de resolucion) y TW6N para la
mutante C2S de Gal-1, libre de ligando. Las estructuras que no estaban disponibles en
la PDB (forma oxidada de Gal-1 con el enlace disulfuro Cys16-Cys88, con y sin lactosa)
o aquellas que requerian algin tipo de edicién de la estructura (por ejemplo, la
estructura depositada bajo el cédigo 1GZW para Gal-1 reducida posee cisteinas en la
forma 4cido sulfénico, no deseadas cuando se requiere estudiar la forma totalmente
reducida), fueron generadas usando el paquete computacional Amber9. En todos los
casos, se removieron los iones y las moléculas de agua cristalograficas y se re-
solvataron con aguas TIP3P (secciéon II.2) en una caja octaédrica (10 A de distancia
entre la superficie proteina y el borde de la misma). Se llevaron a cabo 60 ns (80 ns para
los modelos creados) de DM a 1 atm y 300 K segtin los protocolos y procedimientos
detallados en la secciones 11.1.2, I1.1.3 y I1.1.5 e implementados en detalle en el capitulo
II (ver seccion 111.2).

De las DM de Gal-1 monomérica reducida y de la mutante C2S se seleccionaron
50 fotos al azar y para cada una de ellas se calcul6 el valor de pKa del grupo -SH en
todas las cisteinas presentes en la estructura, usando el programa PROPKA [19]. Este
programa involucra un célculo empirico basado en la determinacién de efectos de
solvatacion e interaccion intra-protéica del grupo acido/bdsico bajo estudio. Los
resultados se expresaron como ApKa, es decir, la diferencia entre el valor promedio
obtenido del analisis de todas las fotos y el valor de referencia interno usado por el
programa (9,00 para la cisteina). Se incluye también la desviaciéon estandar de cada
determinacion. Para las mismas fotos, se calculo el drea accesible superficial al solvente
(del inglés SASA, solvent accesible surface area, seccion 11.1.5.2) de la cadena lateral y el
atomo de azufre (SG) de cada cisteina usando el plugin vindICE.

Los parametros termodinamicos correspondientes a la unién de lactosa a los
diferentes DRC analizados fueron calculados con dos estrategias: el método MM-
GBSA, ampliamente discutido en la seccion 11.1.3.2, y el método MM/QM-COSMO
desarrollado por Anisimov y Cavasotto [20]. Este tltimo método combina las energias

clasicas provenientes de una DM, una aproximaciéon continua del solvente (secciéon
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I1.1.2) y su accesibilidad a las distintas estructuras proteicas, junto con una
reevaluacion de las trayectorias usando un Hamiltoniano semi-empirico para lograr
una descripcién mds acabada de las energias de interacciéon proteina-ligando, donde las
entropias traslacionales y rotacionales se calculan usando la integral de configuraciones
proveniente del andlisis termodinamico-estadistico y las entropias internas fueron
estimadas haciendo uso de las propiedades termodinamicas de un oscilador arménico
como aproximacion.

Se realiz6 un alineamiento mdultiple de las secuencias de las 15 galectinas
disponibles usando el método y programa CLUSTAL-W [21]: LGALS-1 a -12,
correspondientes a todas las galectinas desde Gal-1 hasta Gal-12, LGALS-13 (o PP13),
LGALS-14 (o PPL13) y HSPC159 (hGRPC), éstos ultimos genes correspondientes a
proteinas relacionadas con el plegamiento de galectina. Se utilizé la informacion
estructural del plegamiento de Gal-1 (PDBID = 1GZW) para determinar la penalizacién

de gaps locales e incorporar informacién estructural al alineamiento.

Ensayo de muerte de células T. Células T Jurkat (5 x 105) fueron cultivadas y
activadas como se describi¢ anteriormente [22, 23] e incubadas con o sin Gal-1 (3 uM) o
sus variantes mutantes en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino 5%,
penicilina (100 mU/mL) y estreptomicina (50 ng/mL) en platos de 24 pocillos en estufa
a 37 °C y 5% COs. Para generar condiciones reductoras se agregé ME (0,55 mM
concentracion final) antes de resuspender las células en el medio. Para determinar el
efecto de la oxidacién sobre la funcién de las galectinas, Gal-1 y sus mutantes fueron
agregadas a un medio con 10 mM de H>O; en RMPI durante 20 min previos al ensayo
de apoptosis. El exceso de ROS fue eliminado usando catalasa (100 U/mL). Luego, el
medio se complet6 con suero y antibiéticos, y las células se agregaron en cada pocillo
de la placa de cultivo. Luego de 14 h de exposicion a las diferentes variantes de Gal-1,
las células se lavaron con PBS dos veces. La muerte celular se determiné por marcacién
con anexina V-FITC/ioduro de propidio (IP) (seccién 11.2.4.5) en buffer de tincién (100
mM HEPES, 1,4 M NaCl, 25 mM CaCl). La fluorescencia resultante (FITC y IP) se
analiz6 en un citémetro FACSCanto. La muerte celular se calculé como el porcentaje de
células anexina V-positivas en los pocillos tratados con galectina menos el porcentaje
de células anexina V-positivas en los pocillos control (ME para los medios reductores,
H>O; seguido de tratamiento con catalasa para los medios oxidantes, sin galectina en

ambos casos). Los datos fueron expresados como media + desvio estandar y los
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resultados se compararon de a dos mediante un test ¢t de Student, con valores-p de 0,05

o menores considerados como significativos (Prism de GraphPad Software).

IV.3 Resultados

IV.3.1 Algunas cisteinas estan involucradas en el proceso
de oxidacion de Gal-1

Una de las caracteristicas mas impactantes de Gal-1 es la elevada proporcién de
cisteinas en su secuencia (Tabla IIL.3), teniendo en cuenta que este aminoacido en
particular es uno de los menos empleados para la biosintesis proteica [24]. Existen 6
cisteinas por cada DRC de Gal-1, numeradas Cys2, Cysl6, Cys42, Cys60, Cys88 y
Cys130. Su distribucién espacial en una representacion tridimensional de la estructura
terciaria de Gal-1 se muestra en la Figura IV.1. Estos residuos de cisteina exhiben un
amplio rango de accesibilidad de solvente, por lo que es de esperar que su reactividad
frente a diferentes oxidantes solubles varie acorde a esta exposicion diferencial. Para
verificar esta hipétesis, se midieron los tioles libres usando la reaccién de Ellman (ver
seccion IV.2) con el reactivo DTNB. El andlisis experimental de los grupos sulfhidrilos
expuestos muestra una relacion molar de 3,9 = 0,6, sugiriendo la presencia de
aproximadamente cuatro moles de tioles libres por mol de proteina. Para identificar
cuales eran las cisteinas expuestas se calcularon dos pardmetros claves para alcanzar
este proposito empleando simulaciones de DM. Por un lado se calcularon las funciones
de distribucién radial g(r) (secciéon 11.1.3.2) de moléculas de agua alrededor de los
atomos de azufre de las seis cisteinas y, por otro lado, el SASA por residuo y atomo de
azufre, mostrando el perfil diferencial de exposiciéon a solvente previamente esperado
(Figura IV.2). Los resultados se encuentran en concordancia con lo observado
previamente por Lopez-Lucendo y col. [11], en donde se emplea un tipo de céalculo
diferente. Las Cys2 y Cys130 son las cisteinas mas expuestas (mayor valor de SASA) y
solvatadas en Gal-1 monomérica, debido a que se encuentran muy cerca de los
extremos terminales de la proteina. Las Cysl6 y Cys88 muestran un perfil de
solvatacion muy similar entre ellas, con un menor grado de exposicién al solvente que
Cys2 y Cys130, mientras que la ausencia de un tipico perfil de solvataciéon (y SASA
despreciable) para las Cys42 y Cys60 indican una oclusion casi total de estas cisteinas

al solvente. Estos resultados sugieren que la reactividad frente a la oxidacion y/o a
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cualquier tipo de funcionalizacién de estas cisteinas es claramente diferente, siendo
Cys42 y Cys60 dificilmente accesibles por reactivos solubles en agua, como
previamente se sugirié [9]. Por lo tanto, en principio parece razonable asociar la
quimica redox de Gal-1 a la presencia de Cys2, Cysl6, Cys88 y Cys130, las cuatro

cisteinas expuestas en la estructura de Gal-1.

. Cara-F

Figura IV.1. Distribucion espacial de las seis cisteinas en Gal-1. Existen seis residuos de cisteina en
cada monomero de Gal-1, llamados Cys2, Cysl16, Cys42, Cys60, Cys88 y Cys130. Mientras que Cys2 y
Cys130 estan localizados en los extremos Ny C terminal respectivamente, las Cys42 y Cys60 estan en el
interior del sandwich-p del plegamiento de Gal-1. Las Cys16 y Cys88, una muy cerca de la otra, se
encuentran en la cara F, diametralmente opuestas al LBG.

I | Residuo ress':i':‘ ([22) ]
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Cys16 | 30(2)
20| cys42 | 1(0,05)
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Figura IV.2. Distribucion radial de las moléculas de H2O alrededor del atomo de azufre de cada
cisteina en Gal-1. La funcién de distribucion radial g(r) arroja una idea de la probabilidad de encontrar una
molécula de agua a la distancia r del atomo de azufre de la cadena lateral de cada cisteina marcada en el
grafico. Es por lo tanto, una medida de la posibilidad de que un oxidante soluble pueda acercarse al atomo
reactivo de azufre de una cisteina determinada. Como inserto, se muestran los valores de SASA para el
residuo completo y s6lo el atomo de azufre de cada cisteina. Con ambos calculos se observa que, en orden
decreciente, la exposicién al solvente de las cisteinas en Gal-1 es Cys2 > Cys130 > Cys16 =~ Cys88 >> Cys60
~ Cys42.
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Usando PROPKA y los resultados provenientes de la DM de Gal-1 wild-type, se
calcularon los valores de pKa para las seis cisteinas, y también para la mutante C2S

como un control para las mutantes (Tabla IV.2).

ApKa
Aminoacido  Gal-1 wild-type Gal-1 C2S
Cys2 -0,34+£0,82 -
Cysl6 -1,02+0,79 -0,80 £ 0,63
Cys42 0,66 +0,43 0,83 +0,40
Cys60 0,84 + 0,68 0,67 +0,49
Cys88 -0,26 £ 0,27 -0,20 £ 0,56
Cys130 -0,43+£048 -0,52 £ 0,26

Tabla IV.2 Estimacion del cambio de pKa en las cisteinas de Gal-1 wild-type y su mutante C2S.

Las cisteinas que presentan el cambio mas grande en pKa con respecto al valor del
aminodcido libre (en solucién acuosa) son Cys16, Cys42 y Cys60. Como Cys42 y Cys60
se encuentran enterradas en el interior de la proteina, es esperable una perturbacién
significativa en el valor de pKa del grupo lateral -SH con respecto al mismo
completamente libre en agua. Un valor positivo en esta diferencia confirmé que estas
cisteinas se encuentran excluidas del solvente y rodeadas de residuos hidrofébicos. Por
otro lado, Cys16 mostré el mayor cambio (con signo negativo), resultando ser una
cisteina mas 4acida que la cisteina libre. Dado que la oxidacion de cisteinas
generalmente involucra el ataque nucleofilico de la especie desprotonada (tiolato) al
oxidante, el valor bajo de pKa calculado para Cysl6 sugiere que, entre todas las
cisteinas expuestas, este residuo en particular podria controlar el inicio del proceso de
oxidacién a pH fisiolégico. Sin embargo, es bien conocido que otros factores ademas
del pKa pueden afectar la reactividad de las cisteinas [25], siendo éste uno de los mas
importantes. Finalmente, a pesar de ser levemente mas acidicas, las otras cisteinas

expuestas muestran un valor de pKa bastante similar al de la cisteina libre.

IV.3.2 La oxidacion y reduccidon de Gal-1 es un proceso
reversible

Cuando se expone una soluciéon de Gal-1 5 uM en PBS a una oxidacion al aire (5
dias) o por tratamiento con 30 mM de H>O, durante 30 min, se obtienen espectros de
DC en el UV-lejano similares para ambos tratamientos (Figura IV.3A), los cuales

resultaron ser claramente diferentes del correspondiente espectro para Gal-1 reducida.
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Este cambio ocurrié en intensidad y en posicién del minimo de elipticidad, indicando
un cambio conformacional hacia un plegamiento alternativo. Los resultados de
deconvoluciéon de estos espectros mediante Dichro Web muestran un cambio en
contenido de hebra-f de 43% para Gal-1 reducida a 39% luego de la oxidacion. Estos
cambios se vieron acompafados por leve aumento en la cantidad de loops (de 11,5% a
13%). Resultados similares se han encontrado para esta galectina [26] y para galectinas
de otras especies [2-4], confirmando resultados previos y la presencia de un fenémeno

de cambio de plegamiento frente al cambio de estado redox.
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Figura IV.3. Reversibilidad estructural de Gal-1 frente a los cambios redox del medio. Espectros de DC

en (A) el UV-lejano y (B) el UV-cercano. (C) Espectros de emision de fluorescencia de Gal-1 en diferentes

situaciones. La referencia a Gal-1 oxidada, corresponde a la oxidacion por aire.
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Pero lo mas interesante fue que cuando la proteina oxidada al aire fue tratada con 2
mM de DTT durante 15 min, se obtuvo un espectro muy similar al de Gal-1 reducida
(Figura IV.3A), sugiriendo que la oxidacién es un proceso capaz de revertirse. Atun
mas, cuando un exceso de H2O: se agregaba nuevamente a las muestras, se obtenia el
espectro de la proteina oxidada. En la misma sintonia, los espectros de DC en el UV-
cercano de la proteina oxidada mostraron un achatamiento de las bandas positivas
alrededor de los 280 nm, sugiriendo la pérdida de un plegamiento nativo alrededor de
los residuos aromaticos (Figura IV.3B). Dado que estos ultimos experimentos
requieren una concentracion de proteina mucho més grande (seccién 11.2.4.3) (70 uM,
en particular), el tratamiento de oxidacién indujo agregacién de Gal-1. Por esta razon,
luego del agregado de DTT a la muestra oxidada, no se pudo lograr la recuperaciéon
total de la intensidad de sefial del espectro de Gal-1 reducida, aunque la forma es
practicamente la misma, indicando nuevamente que la proteina oxidada que
permanecié en solucién efectivamente habia logrado una reversiéon a su forma
reducida. Finalmente, cuando se realiza un anélisis similar utilizando espectroscopia
de fluorescencia (Figura IV.3C), se encontraron espectros de emisioén idénticos cuando
la proteina se redujo luego de ser oxidada al aire, incluso en presencia de lactosa. A la
vista de los resultados obtenidos, es posible indicar que tanto la estructura secundaria
como la terciaria de la forma reducida de Gal-1, asi como también la capacidad de

unién a lactosa, se pueden recuperar luego de la reduccion de la proteina oxidada.

IV.3.3 Las Cys2, 16 y 88 juegan un rol clave

Para lograr una descripcion mas detallada de la contribucién de cada cisteina al
proceso de oxidacién, se produjeron en forma recombinante las seis mutantes simples
de cisteina por serina y un par de dobles mutantes seleccionadas. Estas proteinas
mutantes fueron sometidas a los mismos protocolos de reduccién y oxidacién
previamente usados para Gal-1 wild-type. Los cambios conformacionales fueron
seguidos mediante el registro de los espectros de DC en el UV-lejano (Figura IV .4). De
manera similar al comportamiento de Gal-1, la mutacién de las cisteinas internas
(Cys42 y Cys60) no previno que la proteina alcanzara su conformaciéon oxidada. Un
resultado idéntico se observo para la mutante C130S, indicando que esta cisteina
expuesta al solvente no es esencial para que se lleven a cabo los cambios

conformacionales promovidos por la oxidacién. Por el contrario, las proteinas mutadas
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en Cysl6, Cys88 y sorprendentemente Cys2 no mostraron practicamente ningtun
cambio en su espectro de DC luego de la oxidaciéon por aire. Sin embargo, la mutante
C2S sufrié cierto cambio conformacional cuando la oxidacion se realizé mediante el
uso de HxOs. Por otro lado, no se observaron cambios significativos en las dobles
mutantes C25C16S y C2SC88S, debido a la ausencia de las cisteinas mas criticas para

que se disparen los cambios conformacionales antes mencionados.
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Figura IV.4. Espectros de DC de Gal-1 y sus mutantes CXS en diferentes ambientes redox. Todas las
estructuras reducidas de Gal-1 y las mutantes CXS (linea negra continua) son muy similares. Pero cuando
se oxidan al aire (linea roja continua) o con H20: (linea punteada naranja), diferentes espectros se obtienen,

dependiendo de la cisteina mutada.

Basandonos en estos resultados, resulta dificil comprender por qué la ausencia
de algunas cisteinas en particular previene la transicién entre distintas conformaciones,
dado que se ha propuesto que el estado oxidado final requiere la presencia de las seis
cisteinas para formar tres enlaces disulfuro determinados [10]. Aunque puedan estar
ocurriendo cambios que no influyen directamente el espectro de DC, en las condiciones
experimentales aqui evaluadas sélo las cisteinas Cys16 y Cys 88 (y Cys2 si la oxidacion
se lleva a cabo en aire) parecerian ser esenciales para inducir el cambio conformacional
que inactiva la proteina, ya que su ausencia en la estructura previene las alteraciones

estructurales evidenciadas por DC.

IV.3.4 Oxidacion de Gal-1 con H,0,

Cuando Gal-1 reducida (recordemos, 4 tioles/proteina) se expone a
concentraciones crecientes de H>O», se observa un perfil de oxidacién bifasico en
funcién del tiempo (Figura IV.5). Se ajustaron curvas bi-exponenciales a los datos
experimentales (1 = 3) a cada concentraciéon de peréxido estudiada, donde la amplitud

de cada caida exponencial coincidié aproximadamente con el consumo de dos tioles. A
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partir de la pendiente del grafico de la constante de velocidad observada (kobs) para la
primera exponencial en funcién de la concentracién de H>O», se pudo recuperar un
valor de constante especifica de velocidad para el tiol mas reactivo en Gal-1 de 1,7 £ 0,2
M1stapH74y25°Cen PBS (Tabla IV.3). En presencia de lactosa, este valor ha sido
levemente superior pero atn dentro del error del método. A pH 6,8 la constante de
velocidad fue aproximadamente seis veces menor, lo que es esperable para este tipo de
reacciones donde el tiolato es la especie reactiva. Dado que la segunda exponencial
corresponde a un proceso que no esta completamente resuelto en el tiempo, el valor de
la constante obtenida a partir de estos datos experimentales posee mucho error y solo

puede ser estimada, del orden de 102 M-1sta pH 7,4y 25 °C.
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Figura IV.5. Cinética de oxidacion de Gal-1 con H20:. (A) Una solucién de Gal-1 (67 pM) se incub6 con
H202 2,81 mM (cuadrados), 4,65 mM (circulos), 5,56 mM (triangulos) y 8,28 mM (diamantes) en buffer PBS
y a 25 °C. Se tomaron alicuotas del medio de reaccion a diferentes tiempos y la reaccion se detuvo con el
agregado de catalasa, en hielo. Se ajust6 una funcion biexponencial para la determinacion de las pseudo-
constantes de velocidad de consumo de tioles libres. Las mismas graficadas en funciéon de la concentraciéon
de oxidante (inserto) permiten hallar el valor de la constante de velocidad para el tiol mas reactivo en Gal-1.
(B) Analisis electroforético de las alicuotas removidas de la reacciéon de Gal-1 con 10 mM de H202. Las
primeras nueve calles contienen buffer no-reductor con SDS, mientras que la calle once corresponde a la
ultima alicuota (t = 120 min), con buffer reductor (ME) con SDS. (C) Gal-1, C2S y C130S y (D) Gal-1, C16Sy
C88S fueron sometidas a oxidacién con 10 mM H20: por 2 h. Se realizaron geles reductores y no reductores
luego de cada tratamiento. Iodoacetamida (IAM) se agrego6 luego de la oxidacién para analizar en
profundidad el efecto del crackeo de las muestras sobre los tioles que no reaccionaron durante la oxidacion

con peroxido.
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Cuando las tres mutantes CXS mas relevantes se sometieron a las mismas mediciones,
todas las constantes fueron menores que la obtenida para Gal-1 wild-type (Tabla IV.3).
El valor de la constante de velocidad para la mutante C2S provee el valor real de
consumo de tioles para la formacién del enlace disulfuro Cys16-Cys88, resultando en

un valorde 0,4 + 0,1 M-1 s-1.

Proteina Condicion

(T =25 °C en PBS)
Gal-1 pH 7,4 1,7+0,2
pH 7,4 + lactosa 100 mM 21+0,2
pH 6,8 03+0,1
C2s 04+0,1
C16S pH 7,4 08+0,1
C88S 1,0+0,1

Tabla IV.3 Cinética de consumo de tioles por oxidacién con H>O: en Gal-1 y mutantes seleccionadas.

Con respecto a la naturaleza del primer enlace disulfuro formado, dada nuestra
evidencia la posibilidad mas razonable es el par Cys16-Cys88 debido a las razones
anteriormente mencionadas, y ademas porque cualquier otra reaccién de Cys2 con
alguna de las cisteinas provenientes de otro monémero de Gal-1 generaria dimeros
(puentes intermoleculares). Aunque los dimeros efectivamente se forman durante la
reaccion de Gal-1 con H2O: (Figura IV.5B y C), la cinética de formacién de dimeros no
coincide con la primera fase de consumo de tioles, la cual posee un tiempo de vida
media de 40 s a 10 mM de H2O.. Por el contrario, la formacién de dimeros no se logré
completar en 2 h (Figura IV.5B). Ademés, la banda correspondiente al monémero en
aquellas muestras sometidas a oxidacion migra mas que la misma banda
correspondiente a la proteina reducida, debido principalmente a la formacién de un
puente disulfuro que ocurre en el mondmero (Figura IV.5B, calles 9 y 11). Esta
observacion fue corroborada también al analizar la movilidad electroforética de las
mutantes C16S y C88S (Figura IV.5D). Bajo condiciones no reductoras, ambas
mutantes muestran la misma movilidad (la cual es ligeramente menor a la observada
para Gal-1 oxidada), apoyando la hipétesis de que las Cysl6 y Cys88 son las
responsables del enlace disulfuro intramolecular. Cuando realizamos ensayos de
oxidacién similares con las mutantes C2S y C130S (Figura IV.5C), se pudo observar la
formacién de dimeros no sélo en la proteina wild-type (Figura IV.5B) sino también en
ambas mutantes. Sorprendentemente, los dimeros fueron reducidos por tratamiento

con ME y se formaron inclusive bajo el agregado de iodoacetamida (IAM) luego del
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tratamiento con H>O» (para evitar la oxidacién de tioles libres durante el craqueo de la
proteina, previo a la siembra del gel de electroforesis). Sin embargo, la banda
correspondiente al dimero fue mas evidente en la calle de la mutante C130S, sugiriendo
que Cys2 es la responsable principal para formaciéon de estos dimeros y también para
los multimetros de mayor peso molecular.

Para obtener una estimacion de la velocidad del cambio conformacional
experimentado por Gal-1 durante su oxidaciéon por H>O,, se decidié realizar
experimentos siguiendo los cambios en la sefial de fluorescencia intrinseca a lo largo de
la oxidacién. Registramos la intensidad de fluorescencia a 345 nm para una solucién 7

puM de Gal-1 en funcién del tiempo a diferentes concentraciones de H,O: (Figura IV.6).
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Figura IV.6. Cinéticas del cambio conformacional que sufre Gal-1 por oxidacién con H202:. La
intensidad de fluorescencia se registré a 345 nm en funcién del tiempo y a distintas concentraciones de
H20- (ver grafico). Se propuso un modelo cinético (seccion IV.2) que explicara esta tendencia en forma global

y se ajusto a los datos (linea).

Como se destacd anteriormente, la intensidad de fluorescencia aumenta cuando Gal-1
se oxida (Figura IV.3C). Sin embargo, algo mas estaba sucediendo al analizar la
variacion de la fluorescencia con el cambio de concentracién de peréxido de hidrégeno:
la fluorescencia final disminuia a medida que aumentaba la concentracién de oxidante.
Se ha demostrado que el cambio conformacional es independiente de la concentraciéon
de H2O: una vez que la cisteina alcanza el intermediario de acido sulfénico (Cys-SH +
HO, — Cys-SOH + H;O) [25], por lo que no se esperaba esta tendencia en los
espectros de fluorescencia. Como el peréxido de hidrogeno puede inducir no sélo la

oxidacién del grupo tiol a acido sulfénico sino también la oxidacién del acido sulfénico
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a 4acido sulfinico (proceso que se conoce como sobreoxidacién del tiol), hemos
propuesto un modelo que incluye el proceso de sobreoxidacién de la cisteina reactiva,
ofreciendo una explicacién al comportamiento de la sefial y, ademas, la estimacion de
la constante de velocidad para el cambio conformacional. Esta reaccién compite con la
formacion del enlace disulfuro, inhibiendo asi el cambio conformacional asociado (ver
modelo cinético descripto en la seccién IV.2). Luego de ajustar el modelo con los datos,
ademads de verificar que el mecanismo de reaccién propuesto logré explicar el valor
decreciente del plateau a medida que aumenta la concentracion de perdxido de
hidrégeno, se pudieron obtener una constante de velocidad para el cambio
conformacional (independiente de H>0O,) de 0,003+ 0,001 s! y una constante de
velocidad para la sobreoxidacién de 0,3 £ 0,1 M-! s, comparable con la de consumo de
tiol. A bajas concentraciones de H>O», la velocidad inicial de cambio conformacional
resulté6 mdas grande que la de sobreoxidacion (en 5 mM de HxO, el cambio
conformacional es el doble de rapido). Por otro lado, a concentraciones elevadas de
H20O,, la oxidacién del intermediario sulfénico puede competir con la reaccion del
cambio conformacional. Es importante destacar que si bien este es un resultado
biofisico razonable, carece de relevancia biol6gica, dado que estas concentraciones
elevadas de HxO, raramente se dan en microambientes fisiologicos, ni siquiera en

estados de estrés oxidativo patologicos o desrregulados.

IV.3.5 Gal-1 oxidada no une lactosa

Monitoreando la intensidad de fluorescencia intrinseca de Gal-1 a 363 nm (una
longitud de onda a la cual la diferencia de intensidad entre la proteina libre y la unida
es maxima) en funcién de la concentracién de lactosa fue posible, mediante el ajuste de
un modelo sencillo de un sitio de unién, determinar una constante de unién (Ky) de 4,7
x 103 M (Figura IV.7A). Cuando se realiza el mismo ensayo con Gal-1 previamente
oxidada al aire o con 10 mM de H2O,, el espectro de fluorescencia no se vio modificado
a ninguna de las concentraciones de lactosa ensayadas (Figura IV.7A). Por lo tanto, la
proteina oxidada es incapaz de unir lactosa, independientemente del oxidante
utilizado. Para ahondar en las bases moleculares de este efecto, se realiz6 un ensayo
termodindamico computacional del proceso de unién a lactosa, comparando la
capacidad de unién de la proteina reducida (Gal-1 wild-type) con la de la proteina

oxidada (Gal-1 con un puente disulfuro entre Cys16 y Cys88). Aunque durante los 80
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ns de DM la molécula de lactosa se mantuvo en el LBG de Gal-1 oxidada, el AGunisn
(calculado con el método MM/QM-COSMO, secciéon IV.2) aumenta a medida que el
tiempo de simulaciéon corre, indicando el inicio del proceso de disociacion, hecho
consistente con la unién desfavorable de lactosa a Gal-1 con el enlace disulfuro Cys16-
Cys88 presente en su estructura [AGunisn Gal-1 reducida = -8,18 kcal mol! vs AGunion
Gal-1 oxidada = -4,19 kcal mol-]. Esta tendencia indica que el azticar se une con mayor
afinidad a la forma reducida, tal como se evidencié en los resultados experimentales. El
hecho de que no se pudo observar una disociacién completa del ligando de la proteina
puede deberse a que la DM requeria mayor tiempo de simulacién para converger
estadisticamente y/o tal vez estos resultados de energia libre de unién, basados en un
modelo implicito de solvatacion, estan sobreestimados y so6lo se puede analizar la

tendencia comparativa, como se realiz6 en este apartado y en el capitulo anterior.
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Figura IV.7. Analisis termodinamico de la uniéon de lactosa a Gal-1. (A) Intensidad de fluorescencia a
363 nm en funcién de la concentracion de lactosa. Se ajusté un modelo simple de union y de alli se estimo
la constante de unién (Kv). No se observé ningiin cambio en el espectro de emision con el agregado de
lactosa en el caso en que Gal-1 se encontraba previamente oxidada por H202. (B) Diferencias de AEunisn
(A(AE)) por residuo (MM/GBSA) entre los sistemas Gal-1loxidada:lactosa y Gal-1reducida:lactosa. Se marcan las

contribuciones de vdW (negro), electrostaticas (rojo) y el AGunisn (verde) del proceso total.
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Utilizando el método de descomposiciéon por aminoacido implementado en la rutina
de MM/GBSA, es posible determinar cuales son los aminoacidos mas afectados por la
formacion del enlace disulfuro. A pesar de que el puente Cys16-Cys88 se encuentra en
la cara-F de Gal-1, los aminodcidos que mds afectan la union y que resultan sensibles a
estos cambios se encuentran efectivamente en el LBG, en la cara-S de la proteina
(Figura IV.7B). Arg48 y Arg73 (y Asn6l y Arglll en menor medida) fueron los
aminoacidos que incrementaron la componente electrostitica a favor de la
desestabilizacion de la unién con la oxidacién, mientras que Asn46, Ala51, Lys63,
Glu71 y Aspl23 promovieron el efecto opuesto. Ademas, His44, Ala51 y Trp68
aumentaron la componente energética de van der Waals (vdW) por ruptura de las
interacciones dispersivas con el ligando. Finalmente, Arg48 y Glu71 contribuyeron a la
unioén en la proteina oxidada a través de la reduccion de la contribuciéon energética de
vdW, donde la energia total (suma de todas las componentes) indic6é una contribucién
global a la unién en la proteina oxidada. Esta tendencia se vio reflejada a nivel de la
distancia entre los aminoacidos y el ligando. Cuando Gal-1 se oxida, las distancias del
O3 de la glucosa a Glu71(CD) y Arg48(NH2) aumentaron 0,1 A y 0,3 A en los 80 ns de
simulacién, respectivamente. Por otro lado, Arg48(NH1) se aproximé al O3 del
monosacarido galactosa unos 0,1 A, reflejando asi un desplazamiento del ligando
significativo del LBG hacia el solvente. Este tipo de analisis permiti6 la discriminacion
de la contribucion de cada aminoécido a la uniéon del ligando a Gal-1 luego de la

oxidacién por formacion del puente disulfuro Cys16-Cys88.

IV.3.6 Gal-1 oxidada no modifica la viabilidad de células T

Se ha reportado que Gal-1 es capaz de alterar selectivamente la viabilidad de
células T activadas bajo condiciones reductoras [22, 27]. Este efecto involucra la unién a
determinados ligandos glicosilados en la superficie de las células T (particularmente
CD45 y CD43) y una presencia predominante de la lectina en su forma dimérica. Por
ende, hemos estudiado también el impacto de la oxidacién de Gal-1 en la estructura y
funcién en el contexto celular, usando un ensayo de apoptosis (ver seccién 11.2.4.5).
Exponiendo células T activadas (linea celular Jurkat) a diferentes concentraciones de
Gal-1 en condiciones reductoras (en presencia de 0,55 mM de ME), se ha determinado
una concentracion optima de 3 uM de Gal-1 para trabajar en los ensayos posteriores

(Figura IV.8). Esta concentracion permiti6 analizar niveles 6ptimos de apoptosis que
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arrojen diferencias significativas en relaciéon a la muerte basal por ausencia de
tratamiento en el ensayo control. Este valor es muy cercano al reportado con

anterioridad [22].
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Figura IV.8. Curva dosis-respuesta para el efecto apoptético de Gal-1 sobre células T. Puesta a punto

de la concentracion optima elegida (3 pM) para los ensayos posteriores.

En contraste con los efectos observados bajo condiciones reductoras, encontramos que
la oxidacion de Gal-1 wild-type y las mutantes C42S, C60S y C130S perdieron
gradualmente su actividad apoptoética (Figura IV.9). Por el contrario, C2S, C16S, C88S
y las doble mutantes C25C16S y C2SC88S no indujeron cambios significativos en la
viabilidad de las células T independientemente del ambiente redox a las que se las
sometio. Estos resultados confirman, a nivel in vivo, la relevancia de las cisteinas Cys2,
Cysl6 y Cys88 en la inactivacion de Gal-1 y refuerzan la hipétesis de que sélo algunas
cisteinas son esenciales en la regulacién de la actividad de Gal-1. De forma interesante,
las doble mutantes se sobrepusieron exitosamente al desafio oxidativo y fueron
capaces de disparar el mismo grado de apoptosis que la proteina wild-type reducida.
Asi, hemos logrado el disefio de dos mutantes que son sustancialmente mas resistentes
a la inactivaciéon oxidativa que las mutantes simples, teniendo este resultado una
relevancia terapéutica importante, pues la oxidacién ocurre en ambientes inflamatorios

en donde se requiera el correcto accionar de esta proteina [28, 29].
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Figura IV.9. Efecto de Gal-1 y sus mutantes CXS en la muerte de células T.
representativo para Gal-1 wild-type, donde se muestra el perfil de fluorescencia (escala logaritmica) de
células T marcadas con anexina V-FITC (control, linea gris rayada; Gal-1 reducida, linea negra; Gal-1
oxidada, linea roja). (B) AApoptosis (%) observado para cada Gal-1 recombinante ensayada (wild-type, y las
mutantes simples CXS y dos dobles mutantes). En negro se muestra la proteina reducida y en gris, la

proteina previamente oxidada. Puesta a punto de la concentraciéon optima elegida (3 puM) para los ensayos

posteriores.

independientes (media + SD; *p < 0,05).

Los resultados mostrados son representativos de un minimo de tres experimentos

IV.3.7 Gal, cisteinas y sus hermanas

Finalmente, para lograr una imagen mas integrada de estos resultados, hemos

evaluado la relevancia de la presencia de estas cisteinas en los otros miembros de la

familia de galectinas humanas.

La hipdtesis es que, dado que la estructura

(A) Histograma
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tridimensional es extremadamente similar entre los miembros de la familia (Capitulo
I1I), aquellas galectinas que presenten las cisteinas mas relevantes (segtn los resultados
de este Capitulo) en la posicién y ambiente adecuado, es posible que exhiban el mismo
perfil y comportamiento estructural y funcional que el demostrado para Gal-1. Para
ello, realizamos un alineamiento de secuencia con el programa Clustal-W,
incorporando informacién estructural para que los gaps coincidan con los loops

(Figura IV.10).

S1 F2 83 S4 S5 S6

#‘—ﬁ—————#—

3

QVEFGRR-----
NPRFHIT--KPH

Gal-10 --SLLEVEYTEAAS
Gal-12N -=---- YVTTIFGG
PP13 --SSLEVBYKLEBVS

RPLVEFLNEPY
VVPLDA---HR
TPIHSFINDPQ

HTEMKEE--5D
QEcEsLErrP D
YTDMDED--SD

Gal-1 ----AGGLVASNLN REEVAPDA---KSEVEBEGKDSN----- HENPRFNAHGDANTEWG
Gal-2 ------ELEVENMD TESIADGT---DGEV HENPRFS----ESTEING
Gal-3 --LIVEYNLPLPGG LETVKPNA---NREA HENPRFNEN-NRRVIVE
Gal-4N YNPTLBYYQPIPGG QEVASEHM---KREF HENPRFDG-~--WDK F
Gal-4C --PPVBYFGRLQGG KEYVPPTG---KSEA HENPRMGN----GTUNR
Gal-7 --SNVEBHKSSLPEG RELVPPNA---SREH HENPRLDT----SENNF
Gal-8BN --PVIBYVGTIPDQ HVPSDA---DREQ HENPRFKRA---G L]
Gal-8C ----- FAARLNTP KEEVNANA---KSEN HENPRLNIK----AFMR
Gal-9N --PAVEBFSGTIQGG NETVLSSSG--TREA HENPRFEDG---GYJUVE
Gal-9C ----MBFITTILGG SETVLPSA---QREHENEESGNHE------ HENPRFDE----NAWWR
K Q H M
Q Q 2| ¢
K Q R M
T E Q M
M A E R

PPL13 --SSLEVEYTLEVS TPILTFVKDPQ YTGMDED--SD RLHFGHP--- -~

hGRPC -----BrEGHIKGG IVDLNP---ES sETEGDSEDPPAD KAVFTDR----0Q
Lo o 2o wnme ww & Bells awesw sww @ B0y el wrsmwaas Bl s uos s Bl peow ez ws Tl wom e

F3 F4 F5 S2 F1
28 . . . . m'

FEECPESVAEMCITFDQANLTMKEPDG YEFKEPNEE - NLEAR N YMAADGDFKEKEVAFD - - - - - Gal-1
LEFsPESEVKFTVTFESDKFK KIPDGHELT PNRE-GHSHE S YUSPRGGFNMSSFKLKE---- (al-2
FERES Bk PEKEOVLVEPDEFKMANMNDAHLLOYNERVKKLNEE SKEGESDGEDBTSASYTMI- -~ (Ga-3
MBFKKEAANELVFIVLAEHYKMVENGNPFYEYGERE - PLOMVW THEQWDGDEQEQOSINFIGGOP - Gal-4N
NERGPEOF B DES IREGLDRFKMYANGOHLFDEAERESAFQRNDTHETOGDNTESYVQISGPSSG Gal-dC
VBEQRGBQPFEMLIIASDDGFRAVHGDAQYHEHFRERE- PLARVRLMENGGDYMQEDSVRIF - - - - - Gal-7
TEFKREXKSMEEVIMVLKDKFOQUMAMNGKHTLLEGEREGP - EXEDTEGIYGKMNEHSIGFSGPSSG  Gal-8N
FEES PEMYEEMI IYBDVREFKVANNGVHSLEYKERFKELSSEDTHEINGDEHBLEVRSWS -- - -  (3al-8C
MBEOKEMPEDECFLVOSSDFKMMUNGI LFVOYFERM-PFEHRW D TE SMNGSMOESYISFQ- -~ - - Gal-9N
M REQSESHNWILEEAHELKMAMDGOHLFERYERBERNLP TANREENGGDEQBT - -~ -~~~ - - - Gal-aC
MEEODEQEFERSISVLPDRYQUMUENGOSSYTEDEREKP - EANKMMQUWRDESETRKFNVSYLER-  (Gal-10
LALRRESSELELFLFGNEEVKWSMNGOHFLHERYRE-PLSHNDTHGEFGDELMEAVGE - -~ - - - Gal-12N
VEEEDEBKOFEBCIYVHYNEYERKNNGIRIYGEVERE-PPSFWKMUOMSRDES BT - - -~ -~~~ - - PP13
LEFEDEK PR ENCI YVRHKEYKWMMNGORIYNFEAERF - PPASNKMEOWFRDESBTRVLIS - - - - - PPL13
FRRIPDQPHRMEI LEMEYPRFRUFMDGHOLFDEYEREQTLS A D TEKENGDECETRLG - -~~~ -~ hGRPC
....... 100.......110.......120.......130.......140.......150.. ..

Figura IV.10. Alineamiento miltiple de todas las galectinas humanas. Los esquemas correspondientes a
la estructura secundaria y la numeracion en el borde superior corresponden a Gal-1. Las laminas-f estan
denotadas como flechas y los loops que las conectan como lineas. Las cisteinas compartidas con Gal-1

estan resaltadas en negrita, mientras que las otras cisteinas se resaltaron con letra blanca y fondo negro.

Los residuos conservados (~80%) se marcaron en gris.

Este alineamiento revela que (i) la cisteina mas conservada es Cys60; (ii) la cisteina més
reemplazada es Cys42 (mayoritariamente por Ala); (iii) los Ginicos miembros de la
familia de galectinas que contienen las Cys16 y Cys88 son PP13 y PPL13. Aquellas que
poseen Cys88 solamente son Gal-3 y Gal-9N. Asi, la ocurrencia de Cys60 (cisteina poco
relevante para el proceso de oxidacién) en esta familia puede jugar un rol en la
estabilidad de plegado o estructural, ya que estd presente y conservada en casi todos
los miembros. Lo mismo puede concluirse para Cys42 pero en direccion opuesta: su rol

en la oxidacion no parece ser crucial ya que es la mas sustituida en toda la familia.
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IV.4 Discusidon y conclusiones

Aunque la oxidacion se creia parte de un proceso de inactivacién responsable
de la disminucién o eliminaciéon completa de la funcién de galectinas, estudios
recientes sugieren que Gal-1 oxidada puede presentar funciones alternativas
independientes del reconocimiento de glicanos, como ser la regeneracion de nervios
periféricos [26]. Durante la oxidacion, se ha propuesto que cada subunidad de Gal-1
forma tres puentes disulfuro intramoleculares que desencadenan un cambio
conformacional profundo, afectando la dimerizacién y la unién a glicanos [26, 30]. La
estabilidad frente a condiciones oxidantes aumenta considerablemente con las
mutaciones de las cisteinas (por serina, generalmente), mientras que la especificidad y
afinidad por los ligandos naturales de Gal-1 no se ve afectada [6, 31]. En este contexto,
se ha demostrado que la unién a ligandos protege a Gal-1 de la oxidacién [30]. Stowell
y col. encontraron que la unién a ligandos especificos controla la sensibilidad de Gal-1
a oxidarse, modificando la posiciéon del equilibrio de dimerizaciéon hacia mayor
componente dimérica, estructura cuaternaria que pareceria ser mds refractiva a la
oxidacién. En apoyo a estos resultados, una forma mutante de Gal-1 que exhibe un
impedimento hacia la dimerizacién mostré elevada sensibilidad hacia la oxidacién, y
fall6 ademas en la correcta inducciéon de apoptosis, actividad bioloégica comtinmente
desarrollada por Gal-1 reducida [30]. Teniendo en cuenta estos resultados previos, y
usando una combinacién de experimentos in vitro e in silico, hemos profundizado en el
estudio de los mecanismos moleculares que llevan a la oxido-reducciéon de Gal-1.
Hemos podido establecer un orden jerarquico de reactividades e importancia
estructural y funcional de cada cisteina y caracterizar la cinética de oxidaciéon con H2O,
arrojando una visién atomistica del proceso con la idea de integrar toda la informacion
estructural disponible. El primer resultado sorprendente fue el alto grado de
reversibilidad del proceso reduccién-oxidacién. La estructura secundaria seguida por
DC y por espectros de fluorescencia reflejaron el potencial de Gal-1 para moverse en
forma muy pléstica entre dos estructuras, un balance dictaminado por el potencial
redox del ambiente (Figura IV.3). Dado que s6lo cuatro de los seis tioles presentes en
Gal-1 estan expuestos al solvente, hemos postulado que los residuos responsables de
disparar estos cambios conformacionales se encuentran entre estas cuatro cisteinas
particulares. Encontramos que sélo Cys2, Cysl6 y Cys88 son importantes para este

proceso, dado que la mutante C130S muestra un comportamiento similar al observado
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para la proteina wild-type frente a la oxidacion (Figura IV.4). Es mas, dada su
proximidad y la particular acidez de uno de estos residuos (Tabla IV.2), Cys16 y Cys88
son buenos candidatos para formar entre ellos un enlace disulfuro. Estos resultados
estdn apoyados por otras evidencias experimentales [10]. Ahora bien, la formacion de
dos o tres enlaces disulfuro involucrando la totalidad de las cisteinas en Gal-1 ha sido
reportado (Cys2-Cysl6 y Cys42-Cys60 en [32] y Cys2-Cys130, Cys16-Cys88 y Cys42-
Cys60 en [10, 26]), y son resultados que no se han podido evidenciar con nuestro set up
experimental. En nuestros ensayos, la evidencia de un cambio conformacional por
oxidacién cuando se mutan Cys42, Cys60 o Cys130 indica una relevancia nula de estas
cisteinas en el proceso global de oxidacion (Figura IV .4).

El rol critico de Cys2 en la oxidacién y estabilidad estructural de Gal-1 fue
establecido inicialmente por el trabajo pionero de Hirabayashi y Kasai [6]. Nuestros
resultados apoyan la idea de que la presencia de este residuo en particular es esencial
para la estabilidad conformacional frente a la oxidacién in vitro. Cuando se reemplaza
Cys2 por un residuo serina, se espera algtn tipo de perturbaciéon de las interacciones
de este aminoacido con los que lo circundan, afectando asi, por ejemplo, la reactividad
de las otras cisteinas y explicando el cambio de estabilidad frente a la oxidacién al aire,
que es lo que se evidencia (Figura IV.4). Sin embargo, las simulaciones de DM vy los
calculos de pKa (Tabla IV.2) muestran que esta mutacion no alter6 significativamente
la estructura y energética de las cisteinas reactivas. Dado que la mutante C2S fue
efectivamente oxidada en presencia de H2O», justificamos esta discrepancia con el
oxidante actuante en el protocolo de oxidacién al aire debido a una diferencia en la
concentraciéon de oxidantes en solucién (menos oxidantes al aire que las
concentraciones empleadas de agua oxigenada). Por supuesto, otras posibilidades
deben ser exploradas para definitivamente dar con una explicaciéon concreta de las
diferencias entre Gal-1 wild-type y la mutante C2S.

La cuantificacién del consumo de tioles en funcion del tiempo por la presencia
de H>O» fue utilizado para seguir la cinética de oxidaciéon de Gal-1 (Figura IV.5). Gal-1
reacciona con H>O, siguiendo una cinética bifdsica, de pseudo-primer orden en
oxidante, mostrando una constante de velocidad especifica de 1,7 + 0,2 M s, un valor
muy similar a la constante de oxidacién de cisteina libre en solucién (2,9 £ 0,1 M1 s a
pH 7,4) [33] o de cisteinas en otras proteinas como albtimina sérica humana (2,26 M- s-1
a pH 7,4) [18] o tiorredoxina (1,05 M s1) [34]. Este valor es realmente bajo en

comparacién con las constantes registradas para las proteinas especializadas en la
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reduccién de hidroperéxidos (mediante 6xido-reduccién de tioles), hecho asociado a su
plegamiento particular que les otorga esta habilidad catalitica increfblemente rapida
(105 - 108 M1 s1). En presencia de lactosa, el valor de la constante de velocidad no se
vio afectado significativamente. En este contexto, no hemos podido observar las
diferencias que sugieren los estudios previos [30] donde la unién a ligando induce una
capacidad protectora frente a la oxidaciéon. Esto se debié simplemente a una cuestion
de la puesta a punto experimental, en donde para lograr sefales medibles y de buena
calidad Sefal/Ruido de la absorbancia del TNB, debimos trabajar con concentraciones
de Gal-1 mucho mayores que el valor de la constante de dimerizacion (K4 7 pM) [35].
Por lo tanto, no se pudieron observar cambios en presencia de lactosa. Por otro lado, la
reversibilidad del proceso de oxidaciéon sugiere que la oxidacion puede llegar a
representar un factor transiente que limite la actividad biologia de la proteina en
microambientes inflamatorios, donde el riesgo de oxidacién es alto, pero que su
funcién puede recuperarse cuando el estimulo oxidativo se elimina o atentia. Asi, el
efecto biolégico observado con la forma oxidada de la proteina puede ser debido
también en parte, al balance entre estas dos formas redox de Gal-1.

La baja (en comparacién) constante de velocidad medida con H>O; sugiere que
la oxidaciéon de Gal-1 in vivo puede estar asociada con alguna actividad enzimatica
catalitica o estrictamente controlada por la célula y su entorno. Para que sean
biolégicamente relevantes en un circuito regulatorio complejo, estos efectos
estructurales y funcionales deben ocurrir mucho maés rapido que los observados aqui in
vitro con HxO; o aire. Asi, la oxidaciéon de Gal-1 podria estar provocada por estos u
otros oxidantes en forma indirecta, a través de reacciones de intercambio tiol-disulfuro,
con proteinas mds reactivas (proteinas que censan perdxidos). Interacciones de este
tipo han sido demostradas y estudiadas primeramente en el factor transcripcional Yap,
en donde la respuesta frente a peroxido de hidrégeno es mediada por la glutatién
peroxidasa 3 y luego confirmadas en otros factores [36, 37].

La cinética de oxidacién y el analisis electroforético (Figura IV.5) han mostrado
la formacion dependiente del tiempo de enlaces disulfuro intra e intermoleculares. La
banda de menor peso molecular migré desde su posicion inicial a comienzos de la
cinética de oxidaciéon (Figura IV.5B), indicando la formacién de un enlace disulfuro
intramolecular en el monémero de Gal-1. Al mismo tiempo, aquellas especies con un
peso molecular caracteristico de dimero aparecieron durante la oxidacién y fueron

eliminados en condiciones reductoras, confirmando asi la presencia de enlaces
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disulfuro intermoleculares entre los diferentes monémeros de Gal-1. La formacion de
estos dimeros fue mas lenta que la primera fase de oxidacién, la cual se completa en
menos de 10 min (en 10 mM de H2O: y las condiciones de Gal-1, temperatura y pH
arriba indicadas).

La cinética del cambio conformacional provocado por oxidacién con H»O» y
seguida por experimentos de fluorescencia revelaron que la sefial final de intensidad
de fluorescencia disminuia a medida que aumenta la concentracién de oxidante
(Figura IV.6). Hemos propuesto un modelo para explicar este fenémeno, el cual
requiere la consideracion de una reacciéon que depende de la concentraciéon de
peréxido que compita con el cambio conformacional que es independiente de ella: la
sobreoxidacién de cisteinas. Usando este modelo, se obtuvo una constante de
velocidad de cambio conformacional de 0,003 s, el cual a altas concentraciones de
H>O, compite con la sobreoxidacién (formacién de acidos sulfinicos o sulfénicos que
no revierten a cisteina) de las cisteinas que dirigen el cambio conformacional. Todos
estos resultados se encuentran resumidos e integrados en el esquema de la Figura
IV.11. Estos datos se convierten en relevantes mas alld de la prueba in vitro cuando se
considera una regulaciéon estricta de la formacién de enlaces disulfuro en Gal-1 para
generar modificaciones estructurales sincronizadas con los requerimientos del

microambiente tisular.
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Finalmente, y como principal motivacién del estudio profundizado en Gal-1, se realizé
una comparacion estructural y de secuencia del resto de las galectinas en busca de
similitudes en la cantidad y posiciéon de los residuos de cisteina responsables de todo
este comportamiento redox. Mediante dicho analisis (Figura IV.10) hemos podido
detectar que s6lo Gal-1, PP13 y PPL13 poseen las cisteinas mas relevantes en el proceso
de oxidacion, resultado de nuestros estudios. Es posible, por lo tanto, que PP13 y
PPL13 exhiban un comportamiento redox similar al observado para Gal-1, ya que
poseen las cisteinas claves en la misma ubicacién topoldgica. Curiosamente, Gal-1, asi
como también PP13 y PPL13, han sido propuestas como proteinas claves en el
mantenimiento del embarazo, sugiriendo un rol cooperativo o redundante para estas
lectinas en el fenémeno de placentacion [38]. Ademas, el estado redox de PP13 y PPL13
es clave en el correcto funcionamiento y regulaciéon de este proceso [39]. Por otro lado,
se puede especular que Gal-3 y Gal-9N podrian haberse vuelto insensibles a la
oxidaciéon como consecuencia de una presién evolutiva para eliminar Cysl6 de su
secuencia. O tal vez la regulacién redox gobernada por la formacion del switch Cys16-

Cys88 no sea necesaria para estas galectinas en particular.
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— EXPLORANDO LA

ESTRUCTURA
CUATERNARIA DE LAS
GALECTINAS: (EXISTEN
— LOS LATTICES?

V.1 Introduccidén

A unque las galectinas poseen todas un plegamiento similar, es sabido que su
asociacion cuaternaria es muy variada, principalmente cuando se comparan
todas las galectinas entre los cordados [1]. Al sumergirnos especialmente en el estudio
de las galectinas humanas, nos encontramos con escasez de estudios y resultados en
dicho tema [2]. S6lo es conocido el estudio con cierto detalle de la dimerizacién de Gal-
1, -2y -7 y la oligomerizacion de Gal-3 en determinados trabajos analizando algunas de
estas galectinas juntas o por separado [3]. Se sabe que Gal-1 existe en equilibrio entre la
forma monomérica y su homodimero [4] con una constante de dimerizacién (in vitro)
de 7 uM [5] y existen actualmente mutantes de Gal-1 para las cuales predomina la
forma monomérica [5], o el dimero se ha transformado en permanente mediante el
agregado de un péptido linker entre cada DRC [6]. También existe una forma
naturalmente procesada en el extremo N-terminal que es incapaz de dimerizar y que
posee una actividad biolégica diferente en cuanto a su capacidad de induccién de
apoptosis en ciertas lineas celulares [7]. Estudios cristalograficos revelan que Gal-2
también puede existir como un homodimero [8] muy similar al observado para Gal-1
[9] pero ningin estudio mds se ha efectuado para caracterizar el equilibrio de
dimerizacion y compararlo con el resto de las galectinas. Para el caso de Gal-3, el tnico
miembro de las galectinas tipo quimera, se ha estudiado la estructura de la proteina
murina intacta a través de estudios de RMN [10] mostrando que la secuencia peptidica
al comienzo del extremo N-terminal (de alrededor de 120 aminoécidos ricos en prolina,
glicina y tirosina) se encuentra desplegada y que ocasionalmente interacttia con el

DRC, el cual, aislado de su extremo N-terminal, es monomérico [11] a diferencia de
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Gal-1, -2 y -7. El DRC por si solo es capaz de unir lactosa pero no posee actividad de
hemaglutinaciéon ni de unién cooperativa como si muestra la Gal-3 completa [12]. Estos
estudios sugieren que el extremo N-terminal entonces es importante para la agregacion
de la proteina. Pero los resultados sobre el estado de oligomerizacién son realmente
variados. Existen reportes de dimeros de Gal-3 determinados por microscopia
electrénica [13]. Algunos ensayos de filtracion en gel no son capaces de encontrar
multimeros [12, 14]. En la misma direccién, experimentos de velocidad de
sedimentacion y medidas de equilibrio muestran que la proteina existe
predominantemente como mondémero [3]. Y para sumar a la discusion, el trabajo tal
vez mas aceptado en la bibliografia indicaria que Gal-3 interactda con una
estequiometria de pentdmero con los glicanos con los que se ha ensayado la
precipitacion de la proteina [15]. Finalmente, para Gal-7 contamos con una estructura
proveniente de estudios cristalograficos [16] en donde se muestra que la dimerizaciéon
de esta lectina es muy diferente al resto de las galectinas prototipo: un parche
hidrofébico en la cara-F, opuesta al LBG, es el responsable de mediar la dimerizacion,
comprometiendo unos 1500 A2 de superficie proteica [17]. Recientemente, un estudio
de Ermakova y col. [18], ha profundizado un poco mds en este mecanismo particular
de dimerizaciéon y se ha comenzado a especular en las consecuencias del mismo. Por
otro lado, atin no se ha determinado a ciencia cierta el rol en la oligomerizaciéon de los
distintos DRCs en las galectinas tipo tandem, en donde se especula que dada la
variacién de afinidad y selectividad de cada DRC dentro de estas galectinas, puede ser
el causante de la diferente afinidad por diferentes receptores [19, 20].

Al fin de cuentas, ;por qué resulta importante la forma y las caracteristicas de
esta oligomerizaciéon para comprender la funcion de las galectinas? Y aqui es donde
también se continta con la especulacién en la bibliografia y se pone de manifiesto la
necesidad de estudios més concluyentes sobre el rol de la oligomerizacién en estas
lectinas en particular. Los trabajos pioneros en materia del cross-linking entre lectinas y
glicanos se los debemos al gran aporte de Fred C. Brewer [21-30], quien trabaj6é en
sistemas particulares, la gran mayoria bacterianos, en donde la formacién de arreglos
muy regulares en la membrana de las bacterias era evidente a la luz de experimentos
de diversas microscopias electrénicas. Hoy en dia se tiene cierta certeza de que la
formacién de complejos multivalente de galectinas solubles con receptores glicosilados
en la membrana plasmatica de las células eucariotas ayuda a organizar diferentes

arreglos proteicos en la superficie de la célula [31] (Figura V.1).
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Figura V.1. Modelos de interaccion glicano-receptor en procesos de adhesion celular. El modelo mas a la
izquierda involucra glicoproteinas en una célula interactuando con un receptor (como puede ser una
molécula de selectina) en otra célula. Otros estudios muestran que las galectinas unen glicanos entre dos
células, pero nueva evidencia sugiere que pueden favorecer la adhesion celular al formar redes o lattices con

diferentes mucinas de la superficie celular. Tomado y adaptado de [32].

Las consecuencias de la formaciéon de estos arreglos (ampliamente
denominados en la literatura como Iattices, quizds como consecuencia de los trabajos
antes mencionados de Fred Brewer, a pesar de que es un término que indica
“regularidad” y se desconoce si es el caso de los arreglos macromoleculares galectina-
glicoproteinas) es realmente variada: desde organizar dominios en la membrana
plasmatica como ser balsas lipidicas (del inglés, lipid rafts), pasando por un tréfico
adecuado de glicoproteinas en células polarizadas, hasta la regulacion de la actividad y
capacidad de sefalizaciéon de algunas glicoproteinas de membrana, como ser ciertos
receptores de factores de crecimiento, a través de la modulacion del tiempo de
residencia del receptor en membrana, inhibiendo la endocitosis y controlando la
recirculacion del mismo en membrana [31]. Sin embargo, todas estas actividades claves
en el abanico de funciones de las galectinas estan respaldadas por escasa evidencia
experimental, y en donde no se focaliza en el rol de la capacidad de oligomerizar de
estas lectinas en el esquema bioquimico completo que se propone en la mayoria de las
revisiones del tema [31, 33, 34].

En este sentido, quizas una de las evidencias mds robustas de la existencia de
los lattices y del rol que cumple la oligomerizacién de las lectinas en la formacién de los
mismos se exploré en un par de trabajos importantes. El méds importante es el trabajo
de Nieminen y col. [35] en donde se demuestra la oligomerizacion de Gal-3 en
neutréfilos y células endoteliales usando microscopia de fluorescencia basada en la
transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET). Los autores de éste trabajo

proponen un trio de modelos posibles de interaccion Gal-3-glicanos, incluida la
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controversial formacioén de lattices (Figura V.2). El otro trabajo, mucho mas “artificial”
que el de Nieminen, es el ideado por Bilardi y col. [36], cuya estrategia se basé6 en la
introduccién de diferentes glicoconjugados fluorescentes en la membrana de una linea
celular, apuntando hacia el exterior celular, y en la observaciéon de FRET por parte de
esas sondas glicoingenierizadas en presencia o ausencia de Gal-1. A pesar de la
importancia colosal del asunto, en la actualidad no se cuenta con mas evidencia directa
de la existencia de estos lattices que la aqui citada, motivando asi nuestro interés por
aportar més evidencia y un mayor entendimiento al rol de la oligomerizacién de

galectinas y la formacion de estos agregados en la célula.

A. Adhesion celular

Gal-3
N-torminal

C-terminal (DRC)
B. Transduccion
de senales

C. Formacion del /attice galectina-glicoproteina

Figura V.2. Oligomerizacion de Gal-3. Luego de la union del glicano a través del DRC, el dominio N-
terminal de Gal-3 oligomeriza, y por lo tanto, entrecruza los glicanos en la superficie celular. Esta
oligomerizacion de Gal-3 se puede observar como (A) parte del proceso de adhesion celular, (B) autoagregado
de receptores que transducen senales y (C) formacion de lattices, todos fenémenos observados por los

autores (tomado y adaptado de [35]).

Con la reciente publicacién del excepcional trabajo de Croci y col. [37] como
parte de los objetivos generales del Laboratorio de Inmunopatologia a cargo del Dr.
Rabinovich, se ha marcado también un punto de partida para el entendimiento del rol
de Gal-1 en el proceso de neovascularizaciéon o angiogénesis [38, 39]. El trabajo explora
y demuestra que la interacciéon entre Gal-1 y los glicanos que decoran algunos

dominios particulares del receptor de transmembrana tipo 2 de VEGF (VEGFR2, del
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inglés, vascular endothelial growth factor receptor 2) es la responsable de desencadenar la
activacion de determinadas sefiales de crecimiento vascular en células endoteliales en
ausencia del ligando natural del receptor, el VEGF, tanto in vitro como in vivo (Figura
V.3). El VEGFR2 es uno de los receptores de VEGF, de una familia de tres subtipos.
Consiste en una proteina con siete dominios tipo IgG extracelulares, un pequefio
dominio transmembrana y un dominio C-terminal con actividad de tirosina-quinasa.
(Figura V.3A). La unioén del ligando natural VEGF induce la dimerizacién del receptor
a través de determinados contactos entre los dominios D2, D4 y D7 del receptor y el

ligando (Figura V.3B y C) y posterior autofosforilacion del dominio intracelular.

A

Dominios
tipo IgG

veor P

Exterior
Membrana = E
Interior

= Tz
Dominio s a s
quinasa C {

D1

VEGFR-2 (D2-D3)

Figura V.3. VEGFR2. (A) Representacion esquematica del mecanismo de activacion de receptores de VEGF.
Un dimero covalente de VEGF (verde) se une a VEGFR (azul), desencadenando la dimerizacion de dos
monomeros de receptores. Interacciones adicionales entre los dominios 4 y 7 de tipo IgG, los dominios
transmembranales y los dominios juxtamembranales (azul oscuro) estabilizan el complejo VEGF-VEGFR,
resultando en la activacién de la quinasa y la autofosforilacién, necesaria para la sefializacién rio abajo; (B)
Estructura de los cinco primeros dominios (D1 a D5) del dimero de KIT (stem cell factor receptor) el cual
tiene motivos estructurales idénticos a los de los receptores de VEGF; (C) Detalle estructural particular de
los dominios D2 y D3 de VEGFR2 en complejo con VEGF-C. Observar los residuos de N-glycanos
(principalmente LacNAc) los cuales se postulan como sitios de union de Gal-1 en el trabajo de Croci y col.
[37] (PDBID 2X1X).
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El estudio de éste receptor interactuando con Gal-1 en diversidad de ensayos y
modelos celulares por parte del grupo de trabajo del Dr. Rabinovich fueron el punto de
partida para poder explorar, entonces, la formacién de los lattices entre Gal-1 y
VEGFR2 en la membrana de las células endoteliales y poder asi aportar al
entendimiento de la funcion de las galectinas a través del anélisis de un requerimiento
particular de la estructura cuaternaria de estas lectinas. Por lo tanto, en este tltimo
capitulo, se exploré la formacién de los lattices de Gal-1:VEGFR2 mediante ensayos in
vitro en células endoteliales, utilizando diferentes microscopias y proteinas
recombinantes y tratando, nuevamente, de correlacionar estos resultados con las
caracteristicas particulares a nivel atémico-molecular de las galectinas ensayadas,
mediante el analisis de la interfase de dimerizacién de Gal-1 y un grupo de mutantes

desarrolladas in silico.

V.2 Métodos experimentales y computacionales

Expresion y purificacion de Gal-1 y la mutante monomérica mGal-1. La
purificacién de ambas proteinas recombinantes sigui6é el protocolo detalladamente
explicado en la seccién I1.2.2. La variante monomérica mGal-1 consiste en una doble
mutante: C2Sy V5D, siendo ésta tltima la principal responsable de la desestabilizacién
de las interacciones entre mondmeros (pues se encuentra en la interfase de
dimerizacién), produciendo asi una mutante de Gal-1 con una constante de
homodimerizacién mucho menor que la observada para la proteina wild-type (ver
seccion V.3). El pladsmido conteniendo el gen mutado fue suministrado por gentileza

del Dr. Jun Hirabayashi.

Lineas y cultivo celulares. Se emplearon las células HUVEC provenientes de
cultivo primario y como control de no interaccién de los anticuerpos, la linea celular

B16, segtn lo descripto en la seccion 11.2.3.

Ensayo de union de lectinas. Células HUVEC fueron desprendidas del plato de
cultivo por medio de solucién no enzimética (Sigma). Luego, las células fueron lavadas
con buffer de ‘lectinas’” (NaCl 150 mM 10mM HEPES pH 7,4) 1% BSA. Posteriormente
se incubaron durante 1 h en 100 uL. de buffer ‘lectinas’ conteniendo las diferentes

lectinas conjugadas con biotina: L-PHA (2 pg/mL); LEL (1 ng/mL); SNA (2 pg/mL);
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MAL-II (10 pg/mL) y Gal-1 (10 pg/mL). Posteriormente las células se lavaron y fueron
incubadas con estreptavidina-PE 1:100 durante 30 min a 25 °C. Luego se lav6 el exceso
de estreptavidina y se fijaron las células con 1% PFA y se guardaron a 4 °C hasta su
analisis por citometria de flujo. Las muestras fueron analizadas en un citémetro de

flujo FACSAria utilizando el software Flow]o.

Microscopia de inmunofluorescencia. Se emplearon células B16 (control de
inespecifico), células HUVEC sin tratar (control) y tratadas con Gal-1 (se realizaron
estudios con gradientes de concentracién y ensayos a concentraciéon tnica de 40
pg/mL, tanto de Gal-1 como de mGal-1, segtn el caso), cultivadas segtin se indic6 en la
seccion I1.2.3 en discos de vidrio estériles (1 cm de diametro) y cubiertos con coldgeno
(seccion 11.2.3). Previo al tratamiento con Gal-1 se cambié el medio de cultivo a un
medio minimo (medio F-12K + 20 % SFB), sin antibi6ticos ni coctel de crecimiento
durante 10 h. Luego, se agreg6 Gal-1 recombinante durante 1 h a 37 °C 5 % CO; con la
concentracion adecuada de lectina y un posterior lavado con PBS 1 % SFB. Las células
se fijaron con solucién 2 % PFA/sacarosa por 20 min a 25 °C. Posteriormente, se
bloquearon por 1 h en 5 % BSA en PBS, se incubaron con un anticuerpo monoclonal
anti - VEGFR2 (2 pg/ml; 55B11) en 1 % BSA en PBS durante toda la noche a 4 °C.
Luego de tres lavados con PBS, las células se incubaron 1 h en presencia del anticuerpo
secundario anti - IgG de conejo acoplado a Alexa-Fluor 488 (1:1000). Finalmente las
células se lavaron exhaustivamente y se procedié al montaje de las muestras con medio
ProLong® Gold Antifade en presencia de DAPI (300 nM). Los preparados se guardaron
a —20 °C en oscuridad. Las imagenes se tomaron utilizando el microscopio DeltaVision
Olympus IX70 Deconvolution RT. Los anélisis cuantitativos y el procesamiento de las

iméagenes se realizaron con los programas Metamorph® y Image].

Microscopia de transmision electrénica de secciones celulares marcadas con
inmuno-oro (inmunocitoquimica). Células HUVEC cultivadas segin se indic6 en la
seccion I1.2.3 fueron estimuladas con 40 pg/mL Gal-1 durante 1 h en estufa de cultivo
(37 °Cy 5 % CO»), se lavaron con PBS para eliminar el excedente de Gal-1 unido
inespecificamente y se fijaron en 8 % PFA en PBS pH 7,4 e incubadas a 25 °C durante
1h. Luego, las células fijadas fueron separadas del plato de cultivo utilizando un
rastrillo para células y las mismas se colocaron en un tubo para centrifuga. El pellet se

lavé tres veces con PBS y se resuspendié en gelatina 5 % en PBS fundida. Se centrifugé
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inmediatamente y se enfri6 en bafio de hielo hasta solidificacién de la suspension. Se
cortaron cubos conteniendo el pellet de células y se los criopreservé, sumergiéndolos
en una solucién al 15 % polivinilpirrolidona y 2 M sacarosa durante 16 h. A partir de
estos cubos se cortaron finas secciones (70-100 nm de espesor) a -130 °C (corriente
continua de nitrégeno liquido) en un ultramicrétomo Leica UCT (Leica). Las secciones
se levantaron suavemente en una gota de una solucién con metilcelulosa/sacarosa e
inmediatamente se depositaron sobre los grids de cobre que sostienen la muestra
dentro del microscopio electrénico (seccion 11.2.4.4). En dichos grids, la muestra se
incub6é con anti-VEGFR2 (1:10) y luego con proteina A de conejo conjugada con
nanoparticulas de Au de 10 nm de didmetro. Finalmente, los grids se embebieron en 2
% de metilcelulosa y 0,3 % acetato de uranilo para contraste de membranas. El exceso
de fluido se retiré con un papel de filtro y los grids se visualizaron en un microscopio

electrénico de transmision Tecnai T-12 (seccion 11.2.4.4).

Microscopia de transmisién crio-electronica de la célula completa. Se
emplearon células HUVEC tratadas con Gal-1 como se explico anteriormente, y
cultivadas segin se indic6 en la secciéon I1.2.3 pero esta vez sobre grids de Au (seccién
I1.2.4.4), previamente esterilizados con radiacion UV y recubiertos con coldgeno
(seccién 11.2.3). Luego del tratamiento con Gal-1, las células se fijaron con 8 % PFA en
PBS a 25 °C durante 30 min y se enjuagaron tres veces con PBS. A estos grids se les
realizd el mismo procedimiento de marcacion de inmunofluorescencia arriba
mencionado, para verificar que las células muestran los mismos fendémenos de
agregacion en estas condiciones particulares de cultivo e ,idealmente, poder lograr una
correlacion entre los resultados de microscopia de fluorescencia y electrénica sobre la
misma muestra. Luego de tomadas las imagenes de estas células al microscopio
confocal, los grids fueron secados y congelados en etano liquido mantenido a -180 °C
con nitrégeno liquido en un equipo Vitrobot® (vitrification robot, FEI Company)
utilizado para lograr el congelamiento ultra-rapido de muestras acuosas y lograr que el
agua de las mismas se vitrifique y permita la transmisién de una imagen de electrones.
Los grids asi congelados se mantuvieron sumergidos en nitrégeno liquido hasta poder
cargar un cryo-holder Gatan, modelo 626 (Gatan, Pleasanton, CA) el cual inserta los
grids congelados con la muestra en el microscopio de transmisiéon Polara G2 (FEI
Company), operado a temperaturas criogénicas de no mas de -180 °C durante toda la

toma de imagenes. Tipicamente, se registraron imagenes de la célula completa a bajas
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dosis de electrones (1-2 electrones por A2), operando a voltajes de 300 kV y logrando

una magnificacién efectiva de unos 30.000X.

Experimentos computacionales. Las estructuras iniciales de Gal-1
fueron obtenidas de la PDB: 1GZW para la proteina wild-type cristalizada como
dimero (experimento de difraccién de rayos X con 1,65 A de resolucioén). Para las
estructuras restantes ensayadas que no estaban disponibles en la PDB (mutantes
simples, dobles o triples en la region de dimerizacién, a partir de la mutacion in silico
de Gal-1 wild-type, tanto en su forma de mondémero como de dimero) fueron
generadas usando el paquete computacional Amber9. En todos los casos, se
removieron los iones y las moléculas de agua cristalogréficas y se re-solvataron con
aguas TIP3P (seccion I1.3) en una caja octaédrica (10 A de distancia entre la superficie
proteina y el borde de la misma). Se llevaron a cabo simulaciones de DM de 60 ns a 1
atm y 300 K segtn los protocolos y procedimientos detallados en la secciones 11.1.2,
I1.1.3 y II.1.5 e implementados en detalle en el capitulo III (ver seccion III.2). Los
pardmetros termodindmicos correspondientes al proceso de dimerizaciéon de los
diferentes DRC analizados fueron calculados con el método MM/GBSA, ampliamente

discutido en la seccién I11.1.5.2.

V.3 Resultados

V.3.1 Andlisis de la interfase de dimerizacion de Gal-1

Como punto de partida del analisis de la oligomerizaciéon de las galectinas
proto-tipo, comenzamos con un estudio detallado de la regién proteica que permite la
dimerizacion de Gal-1. En la Figura V.4 se muestran las tnicas estructuras de
galectinas como oligémeros (Figura V.4A), prestando especial atencién a la region de
dimerizaciéon de Gal-1 en particular (Figura V.4B), la cual fue nuestro sistema de
estudio. Dada la simetria particular en la que se ensamblan los dos monémeros de Gal-
1, es posible observar un enfrentamiento determinado de la misma cadena de
aminoacidos de un mondémero con la del otro (Figura V.4C), tanto de los extremos N-
terminal como de los del C-terminal. De un analisis visual detallado de este
enfrentamiento de cadenas laterales fue posible encontrar formas particulares de

perturbar tanto las interacciones hidrofilicas como las hidrofébicas existentes y realizar
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mutaciones dirigidas con tal fin. En particular, las formas de hacerlo responden a la
sustitucion de aminoécidos no polares (disminuir los contactos hidrofébicos entre los
mondémeros, tipicos en regiones de interaccién proteina-proteina) por aminoacidos
cargados (para aumentar la repulsién electrostatica en la interfase de dimerizacién).
Por ello, siguiendo esta estrategia y mirando detalladamente la regién de dimerizacién
para seleccionar los aminoacidos interactuantes y mejor posicionados, se plantearon las
siguientes proteinas a estudiar: Gal-1 wild-type (WT, como control), C25-V5D (la
mutante monomérica mGal-1 disponible en el laboratorio para hacer experimentos de
mesada), C25-V5D-S7D, C25-V5D-V131D, C2S-V5D-F133A, A6D, A6D-V5D, A6D-
V131D, A6D-V5D-V131D y los controles de las mutaciones simples C2S, V5D y A6D.

A

C Val-5 o1

Gal-1

Ala-6"

s1'
£

Ala-6
Val-131" Val-131

FT

Figura V.4. Oligomerizacion de galectinas. (A) Estructuras cuaternarias determinadas para Gal-1, -2 y -7.
Se marca el residuo de triptéfano en cada una de ellas para ubicar el LBG de cada una de ellas; (B) Detalle
de los residuos hidrofébicos (bolsillo hidrofébico) en la regiéon de dimerizacion de Gal-1; (C) Representacion
esquematica de los aminoacidos mas importantes para la realizacion de mutantes que impacten tanto en un
monémero como en el otro a la hora de dimerizar. Se utiliz6 una prima () para distinguir el mismo

aminoacido pero de monémeros diferentes.

Las simulaciones de DM de los monémeros mutantes permitieron diagnosticar
si la perturbacién introducida por la mutacién afecta o compromete el plegamiento de

la proteina, mas alla de la region de dimerizacién. Ninguna de las mutantes mostré
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perfiles de RMSD en funciéon del tiempo que difieran significativamente con el
observado para Gal-1 (Figura V.5A). Esto indicaria que todas las mutaciones ensayadas
perturban muy poco la estructura del monémero y que son proteinas
conformacionalmente estables. Obviamente se podria haber prestado especial atenciéon
al hecho posible de que estos pequefios cambios inducidos por las mutaciones
afectaran la capacidad de union a glicanos, pues es en definitiva la funcién biolégica
ulterior de la proteina, y simplemente aqui se dese6 perturbar el equilibrio de
dimerizacion pero no el de unién a ligandos. Sin embargo, podemos a priori especular

que dado que estas mutaciones se encuentran realmente lejos de los aminoacidos
principalmente involucrados en la unién a azdcares (~ 20 A), y que el RMSD de todos
los monémeros mutados no presentaron grandes diferencias con el plegamiento de

Gal-1 wild-type, entonces es esperable que las mutantes conserven su capacidad de

unioén y especificidad por glicanos.
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Figura V.5. RMSD en funcion del tiempo de simulacion, (A) para los mondmeros y (B) para los dimeros

de Gal-1 ensayados.
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Los resultados de RMSD en funcién del tiempo de simulaciéon para los dimeros
mutados se muestran en la Figura V.5B. Los mismos muestran claramente que las
mutantes A6D-V5D-V131D, A6D-V131D, A6D-V5D y A6D son capaces de perturbar la
estructura del dimero lo suficiente como para separarlo en monémeros, objetivo
principal de la introduccién de dichas mutaciones. Por los resultados, la mutacion A6D
logré mostrar diferencias significativas respecto de la dinamica del dimero de Gal-1.
Cuando se analiz6 el efecto del agregado de una segunda mutacion a la estructura de
la mutante A6D, se observé que la mutaciéon V5D no afecta significativamente la
estabilidad del dimero, salvo en algunos momentos al final del tiempo de simulacion
analizado. Sin embargo, la mutaciéon V131D logré una mayor perturbacion de la
estructura, permitiendo valores de RMSD (respecto de Gal-1) por encima de los 4 A de
diferencia. Lo interesante fue la incorporaciéon de las dos dultimas mutaciones
analizadas en una mutante triple. La estructura de la mutante A6D-V5D-V131D
muestra las mayores desviaciones respecto de la estructura canénica del dimero de
Gal-1, alcanzando valores de 10 A de RMSD. Esto se justifica por el hecho de haber
incorporado seis cargas negativas en cadenas laterales moéviles en la interfase de
dimerizacion (3 por cada mondémero) reemplazando seis aminodcidos compactos y no
polares. Sin lugar a dudas la nueva situacién de interacciones intermoleculares en la
region de dimerizacion resulté mas favorable a la separacién del dimero y, por ello, la
estructura del mismo se vio tan alterada a lo largo de la simulacién de DM. Es notable
observar que los efectos inducidos por las mutaciones V5D y V131D no son
aparentemente aditivos pues las mutantes A6D y A6D-V5D se comportan de manera
muy similar, la mutante A6D-V131D aumenta su RMSD unos angstroms, pero la triple
mutante triplica su valor de RMSD respecto la mutante A6D (ver el parrafo siguiente
para un analisis energético mds profundo). Por otro lado, la actual mutante disponible
en bibliografia, C25-V5D, se muestra como una proteina mucho mas estable frente a las
mutaciones que las propuestas en este estudio. S6lo se lograron perturbaciones
significativas al introducir un nuevo residuo de acido aspértico (C25-V5D-V131D), tal
como se evidencia por los valores similares de RMSD con las mutantes A6D y A6D-
V5D e incluso asi, el efecto no es tan apreciable como en la otra triple mutante
ensayada. Finalmente, observar que la mutaciéon del tnico residuo no polar y
aromatico (F133) por una alanina no logré perturbar el equilibrio de dimerizaciéon de

manera significativa. Por lo que este residuo aromético no debe aportar ningtn tipo de
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interaccion de tipo apilamiento con los restantes aminoacidos del bolsillo hidrofébico
de esta interfase.

Para corroborar atin mas el efecto, se realizaron célculos de la estimacion del
cambio de energia libre de dimerizacion (AGdim = Gdimero = 2Gmonsmero) de cada sistema,
utilizando el método de MM/GBSA (seccion 11.1.5.2). Los resultados se resumen en la
Tabla V.I. Resulta evidente que salvo para la mutante C2S, todas las otras mutantes
presentan valores de AGadimerizacion mayores que el calculado para Gal-1 wild-type. Por lo
tanto, en una u otra manera, todas las mutaciones afectan la dimerizacién, facilitando
el desplazamiento del equilibrio hacia la formacién de monémero. La mutante C2S y
las mutaciones dobles y triples que las contienen fueron incluidas en el andlisis porque
es una herencia de la mutante que se cuenta en el laboratorio para los experimentos.
Con estos nuevos resultados demostramos que la presencia de Ser en lugar de Cys2 no
perturbard nunca el equilibrio de dimerizacién (aunque si sabemos que Cys2 posee un
rol en la oxidacién de la proteina (seccion IV.3), motivo por el cual, el plasmido

contiene esta mutacion en particular, ademas de V5D).

Proteina AGdim AEelec AEvaw
Gal-1 -36.9+5.3 -200 £ 34 -64.7+4.1
C2S -36.4+6.1 -249 £ 55 -63.1+4.6
V5D -26.4+ 6.8 -153 £ 57 -63.6 5.0
V131D -27.6+9.0 -140+ 71 -63.0+4.7
C25-V5D -242+58 -68 + 53 -60.8 +4.0
C25-V5D-S7D -28.9+ 6.8 102 + 44 -67.1+5.1
C25-V5D-V131D -19.6+£7.3 173 £ 56 -55.8 +5.5
C2S-V5D-F133A -23.8+7.8 -151 + 67 -66.4+ 8.6
A6D -14.8 £+ 8.1 -168 £ 59 -58.2+75
A6D-V5D -17.3+9.1 -88 +74 -43.4+6.3
A6D-V131D 91179 -71+61 -28.6 £ 6.6
A6D-V5D-V131D -71x61 20 + 166 -371+11.6

Tabla V.I. Resumen de los calculos de cambio de energia libre de dimerizacién para todas las proteinas ensayadas.

Todas las energias estan en kcal mol y los errores se informan como un DS.

En sintonia con lo que se observé en los perfiles de RMSD, las mutantes C2S-
V5D-V131D, A6D, A6D-V131D y A6D-V5D-V131D son las que presentan los AGdim
menos negativos de todos. Los valores del cambio de energia de van der Waals (Evaw)
en todas las mutantes aumentan respecto de Gal-1, pues en casi todos los casos (salvo
para las mutaciones de Cys) se estdn mutando residuos no polares por residuos
polares. En consecuencia, también se vio afectada la energia electrostatica (Eeec). En
particular, como las mutaciones se pensaron para que dos cargas negativas de los

residuos de aspartato de monémeros diferentes se repelieran, los cambios de Eeiec seran
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menos negativos que para la proteina wild-type. Efectivamente es lo que sucede en
todas las mutantes que involucran mutaciones por Asp (D). Inclusive, este cambio
puede llegar a ser positivo como en las perturbaciones mas grandes (triples mutantes).
Notar que si bien el AGdimerizacion €s suma de muchas contribuciones, incluso algunas
calculadas con mucho error como ser la solvatacion y los cambios de entropia, el
cambio de Ecec €s mucho maés robusto: al valor de AE.. de la mutante A6D le podemos
sumar una desestabilizaciéon de +80 kcal mol* debido a la mutacion V5D (diferencia
entre el AEeec de las mutantes A6D-V5D y A6D) y un valor de +100 kcal mol- debido a
la mutacién V131D (diferencia entre el AEec de las mutantes A6D-V131D y A6D). Esto
arrojaria un valor de 12 kcal mol! para el AEe.. de la triple mutante A6D-V5D-V131D,
muy cercano al valor de 20 kcal mol? calculado para dicha mutante en particular. De
todas formas, el resultado final que puede compararse con experimentos y otras
mediciones, como el RMSD, es el AGgimerizacion, €l cual resulta de una contribucién de
diferentes términos, no s6lo de la componente electrostatica de la interacciéon entre

mondémeros.

V.3.2 Del modelado molecular a las células: ensayo de
union a lectinas

Como primer paso en los ensayos in vivo, se decidié evaluar la presencia de
glicanos en la superficie celular utilizando un ensayo de unién de un set de lectinas
vegetales biotiniladas capaces de reconocer diferentes estructuras sacaridicas
principalmente en N-glicanos, el cual ofrece un detalle de los glico-epitopes presentes
en la superficie de las células endoteliales, el tipo celular elegido como modelo para
evaluar el rol de la estructura cuaternaria de Gal-1. Las diferentes estructuras

reconocidas por dichas lectinas se muestran en la Figura V.6A.
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Figura V.6. Perfil de glicosilacion y union a lectinas en células HUVEC. (A) Sitios de unién para las
diferentes lectinas L-PHA, SNA, LEL y MAL II en N-glicanos, indicando ademas la porcion de glicano mas
importante para la union de Gall (LacNAc). (B) Repertorio de glicanos en células HUVEC y B16 (s6lo se
muestra para Gal-1) bajo condiciones de reposo determinado por citometria de flujo a través de la union
selectiva de lectinas biotiniladas L-PHA, LEL, SNA, MAL II, PNA y HPA (histogramas oscuros) o sélo
estreptavidina-PE como control (histogramas claros). Los datos son representativos de 2 experimentos

independientes.

Tal como fue mencionado en la introducciéon (seccién 1.2.4), Gal-1 reconoce
residuos individuales de LacNAc y unidades repetitivas presentes en poli-LacNAc [40].
El anélisis de la glicosilacion de células HUVEC en condiciones basales mostré una

afinidad elevada para la lectina L-fitohemaglutinina (L-PHA) (Figura V.6B), capaz de
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reconocer ramificaciones en N-glicanos generadas por la enzima N-acetil-
glucosaminiltransferasa 5 (GnT5), y una alta reactividad de la lectina Lycopersicon
esculentum (LEL) (Figura V.6B) que reconoce residuos poli-LacNAc en N- y en O-
glicanos. Teniendo en cuenta la participacién protagénica de los residuos de acido
sidlico en la regulacion de la unién de Gal-1 a diversos tipos celulares ([41] y resultados
de esta Tesis, seccion II1.3), se evalué también la presencia de acido sialico en posicion
02-6 y a2-3 en terminales de LacNAc, los cuales restringen o permiten la unién de Gal-
1, respectivamente. El andlisis revel6 niveles bajos de 4cido sidlico en posicion a2-6,
evidenciados por la asociacion de la lectina Sambucus nigra (SNA) (Figura V.6B), en
contraste con los altos niveles de 4cido sidlico o 2-3 evaluados a través de la unién de la
lectina Maackia amurensis (MAL II) (Figura V.6B). Estos resultados demuestran que la
expresion reducida del 4cido sidlico en posicién a2-6 no representa una pérdida global
de &cido sidlico en la membrana de células endoteliales, sino mas bien una regulacion
diferencial de la biosintesis de los glicanos. En conjunto, estos datos indican que las
células endoteliales poseen un perfil de glicosilacién permisivo para la unién de Gal-1,
con alto nimero de ramificaciones en N-glicanos, abundancia de residuos terminales
de poli-LacNAc y presencia limitada de &cido sidlico en posicion a2-6, lo que se
demuestra con la capacidad de uniéon de Gal-1 a éstas células (Figura V.6B). Por otro
lado, el ensayo simple de la unién de Gal-1 a células tumorales de melanoma, como ser
las de la linea celular B16, demostré que la capacidad de asociacion de Gal-1 al perfil de
glicosilacion particular de éstas células (altos niveles de acido sialico) fue
practicamente nulo (Figura V.6B), demostrando asi que estos efectos son también

dependientes de las células bajo las mismas condiciones basales de crecimiento.

V.3.3 Gal-1 induce la agregacion del VEGFR2

A partir del trabajo de Croci y col. [37], qued6 fuertemente establecido que
VEGFR2 es un glicoreceptor en las células HUVEC para Gal-1, demostrado por
multiples enfoques moleculares y bioquimicos. Por lo tanto, se ha utilizado éste
receptor como caso de estudio para explorar el efecto de la estructura cuaternaria de
galectinas. Como primer experimento se incubaron células endoteliales HUVEC con
diferentes concentraciones de Gal-1 wild-type para lograr obtener una curva de dosis-
respuesta y comenzar a explorar los efectos de Gal-1 sobre éste receptor en la

membrana celular. De estos experimentos resulté adecuado utilizar una concentraciéon



de Gal-1 de 40 pM para el resto de los ensayos. Los resultados se muestran en la Figura
V.7. El efecto evidenciado mas importante de la presencia de Gal-1 sobre VEGFR2 fue
el de la agregacion del receptor en los contactos célula-célula. Dicho efecto fue
claramente dependiente de la concentraciéon de Gal-1 y anulado con el agregado de
lactosa al medio de cultivo, demostrando el requerimiento de la unién a los N-glicanos

presentes en el receptor.
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Figura V.7. Agregacion de VEGFR2 en células HUVEC en funcion de la concentracion de Gal-1. El efecto

mas pronunciado se encuentra a partir de una concentracion de Gal-1 mayor a 40 uM, siendo el efecto mas
evidente la agregacion del receptor en los contactos célula-célula. Para la cuantificacion, se tuvieron en
cuenta 30 contactos célula-célula diferentes, se cuantifico la intensidad de fluorescencia a lo largo de una
linea que atravesaba el contacto entre células y se registro el valor maximo de intensidad. Los resultados se

informan como la media + un desvio estandar.

Cuando se analiz6 en detalle la poblacién celular estimulada con Gal-1, fue posible
evidenciar ademads, que en algunas células aisladas era importante la segregaciéon de
VEGFR2 en microdominios del soma celular (Figura V.8). Estos dominios se
encontraron distribuidos en diferentes partes de las células, pero realmente limitados a
una zona muy pequefa de la membrana celular. Se calcul6 el coeficiente de variacién
porcentual de la distribucién de la intensidad de fluorescencia del VEGFR2 tanto para
células sin tratar (control) como aquellas tratadas con Gal-1 y se observé una diferencia

del 30 % (Figura V.8), indicando una mayor heterogeneidad del VEGFR?2 en las células
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tratadas, medicioén a favor de la hipétesis de que el receptor se agrega en presencia de
Gal-1. Asombrosamente, mGal-1, la proteina mutante incapaz de dimerizar, no logré, a
la misma concentracion de 40 pM, inducir ninguno de estos efectos antes citados

(Figura V.9).

10 pm

Distribucion del VEGFR2

Coeficiente de variacion (%)
Control 42
Gal-1 71

Figura V.8. Agregacion de VEGFR2 en células HUVEC en microdominios de la superficie celular. La
presencia de agregados de VEGFR2 en determinadas regiones de la superficie celular se hizo evidente al
analizar en detalle cada célula. Se presentan las proyecciones en el plano de cada region de interés
seleccionada, asi como también un panel con las imagenes a cada valor del eje z (profundidad). De esta
manera, se demostro que estos agregados se tratan de dominios en la superficie celular exclusivamente. En
el recuadro central se ofrecen los resultados de los coeficientes de variacion porcentuales de la intensidad

de pixel tomadas en 30 regiones al azar (100 pm?) tanto en células control como en tratadas con Gal-1.
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Figura V.9. La agregacion de VEGFR2 no ocurre con mGal-1, la mutante de Gal-1 que no dimeriza. Se
midi6 la intensidad de cada pixel a lo largo de una linea que atravesaba cada contacto célula-célula, tal
como se explico para la Figura V.7. Los valores de intensidad se registraron como la media + un desvio

estandar (n = 30), senalado como una sombra respecto de la linea que marca el valor medio.

Para corroborar la agregaciéon de VEGFR2 en presencia de Gal-1 mediante otra
metodologia, y aumentando el zoom, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica
sobre las células estimuladas, usando anti-VEGFR2 y proteina-A conjugada con
nanoparticulas de Au sobre cortes nanométricos del cultivo. La proteina-A reconoce la
fraccion Fc de los anticuerpos y, por lo tanto, indica la presencia del mismo en una
region particular de la célula. En la Figura V.10 se pueden observar tres secciones
representativas de cortes al azar de cultivo HUVEC adecuadamente tratado (ver
seccion V.2), donde las nanoparticulas se encuentran muy distribuidas en el aparato de
Golgi (Figura V.10A), pero al encontrarlas en los contactos célula-célula (Figura V.10B)
o en la superficie celular de una célula aislada (Figura V.10C), fue notable confirmar la
segregacion de VEGFR2 en pequefios microdominios con una elevada resolucion

microscépica nunca antes lograda.
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Figura V.10. Inmunocitoquimicas de cortes de HUVEC estimuladas con Gal-1. (A) Aparato de Golgi; (B)
contacto célula-célula; (C) superficie de una célula aislada. Tamano de nanoparticula de Au = 10 nm.
Espesor del corte = 70-100 nm. Se agregaron asteriscos en las imagenes para guiar al lector hacia aquellas
regiones en donde se observaron los microdominios de VEGFR2 agregados por la presencia de Gal-1. Barra:

0,5 um.

Finalmente, se decidi6 recurrir al mayor aumento disponible en la actualidad,
llevando estos mismos ensayos a un microscopio electrénico criogénico. Con éste tipo
de equipos es posible obtener imédgenes de resolucién nanométrica de complejos

moleculares in situ, en la membrana de la célula. Como la muestra debe ser depositada



sobre grids especiales, y el efecto que se deseaba observar requeria la presencia de la
célula intacta sobre estos grids, se requirié como paso previo comprobar que las células
HUVEC cultivadas sobre grids de Au (los grids de Cu pueden ser téxicos para las
células) y estimuladas con Gal-1 mostraban el mismo fenémeno de agregaciéon de
VEGFR2 bajo estas nuevas condiciones de cultivo. Los resultados, a través de
microscopia confocal de fluorescencia, se muestran en la Figura V.11. Fue posible
observar que las células fueron capaces de crecer y ser estimuladas de la misma
manera que en un plato de cultivo. Si bien no fue posible evidenciar de forma clara el
efecto de agregacion de VEGFR2 en las regiones de contacto célula-célula, en algunas
células si se encontraron los mismos patrones de segregaciéon en microdominios del

soma celular (Figura V.11).

€
10 um Control

Figura V.11. Experimentos de inmunofluorescencia de HUVEC cultivadas en grids de Au. (A) Control;
(B) Células estimuladas con Gal-1; se agregaron puntas de flecha en las imagenes para guiar al lector hacia
aquellas regiones en donde se observaron los microdominios de VEGFR2 agregados por la presencia de Gal-

1. Observar ademas los bordes metalicos de los grids y el film de carbono perforado que soporta las células.

El experimento final, y el mas importante de todos, era congelar estas muestras
tijadas en etano liquido (usando el equipo Vitrobot®, seccion V.II). Esto se logré de
manera satisfactoria en la mayoria de los casos, aunque en otros no fue posible, dado
que requiere mucha practica y manualidad. Lamentablemente, bajo las condiciones
hasta aqui ensayadas no se pudieron obtener imdgenes de buena calidad de estos
microarreglos, debido al espesor de la célula endotelial. Tampoco se encontraron
muchas células en contacto entre si como para poder evaluar lo que sucede en la
interfase célula-célula. Sélo se observaron algunos microfilamentos de actina (polimero
de actina F de unos 10 nm de espesor, componente fundamental del citoesqueleto de
todas las céluas eucariotas) y caveolas (del latin “pequefias cuevas”, balsas lipidicas o

invaginaciones de la membrana de unos 100 nm de didmetro) (Figura V.12). Dado que
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estos estudios se llevaron a cabo durante una estadia de tres meses en los laboratorios
del Dr. Subramaniam (NCI/NIH, Bethesda, Estados Unidos) gracias a una beca
Fulbright-Bunge y Born, la continuidad de pruebas quedard supeditada a préximos
viajes de colaboracién con el grupo de microscopia electrénica de alta resolucion y

biologia celular del NIH.

Figura V.12. Experimentos de microscopia crio-electronica de células HUVEC cultivadas en grids de

Au. A) y B) Muestran filamentos de actina y C) una tipica estructura membranosa con un tamano

consistente con una caveola. Barra: 50 nm.

V.4 Discusidn y conclusiones

En el capitulo presente, se exploré la capacidad de Gal-1 para inducir la
agregacion de un receptor en particular, el VEGFR2, en células endoteliales como
modelo de estudio para un objetivo mucho més general: demostrar la formacién de
arreglos galectinas-glicoproteinas, actualmente denominados lattices.

Para ello, se comenz6 por analizar el papel de determinados aminoéacidos de los
extremos terminales de Gal-1 en el proceso de dimerizaciéon de la proteina,
requerimiento fundamental para lograr el entrecruzamiento de moléculas. Se ha
descrito el bolsillo hidrofébico en el cual yacen los aminoacidos no polares causantes
de la fuerza impulsora de la dimerizacién, asi como también se han puesto a prueba
diversas mutantes que interrumpen dicho equilibrio de oligomerizacién. En base a
nuestros resultados, las mutantes de Gal-1 C25-V5D-V131D, A6D, A6D-V131D y A6D-
V5D-V131D se presentaron como las mejores candidatas in silico a generar mutantes de
Gal-1 incapaces de dimerizar (Tabla V.1). Como novedad al conocimiento actual, la
consideracién de la mutacién V131D y el pasaje a la familia de mutantes a partir de
A6D en lugar de la disponible en bibliografia (mGal-1, mutante C25-V5D de Gal-1), son

los resultados mdas importantes de dicho andlisis computacional. Sumado a la
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informacién generada en el Capitulo IV de este trabajo de Tesis, en el que asignamos
un rol a Cys2 mas relacionado con la oxidaciéon que con la dimerizacién de la proteina,
se puede decir que estamos ante una generacion nueva de mutantes de Gal-1 que no
dimerizan. Estas mutantes han sido disefadas mucho mas racionalmente a
comparaciéon de la actual mutante disponible, la cual los mismos autores de su
descubrimiento han mencionado que conserva cierta capacidad de aglutinar células en
suspension, actividad tnicamente posible si la proteina puede oligomerizar [42]. Por lo
tanto, mas alla del estudio basico de la relaciéon estructura-funcion de dimerizacién, se
ha podido ofrecer una nueva posibilidad de mutantes, que aguardan por ser
producidas y estudiadas in vitro para comprobar los resultados hasta aqui obtenidos.

Si bien el objetivo méds ambicioso del presente capitulo era la demostraciéon
mediante técnicas de alta resolucion estructural, como la microscopia crio-electrénica,
de la existencia de un arreglo supramolecular Gal-1-VEGFR2, lamentablemente las
técnicas y ensayos realizados no permitieron arribar en forma completa con la
verificacion de dicho objetivo. Sin embargo, los resultados fueron més que alentadores.
Se ha demostrado, en repetidas ocasiones durante el capitulo, la interaccién del
receptor 2 de VEGF con Gal-1 (Figuras V.6 a 11) y la agregaciéon del mismo (Figuras
V.7 a 11) in situ en la membrana de la célula mediante técnicas de microscopia. La
evidencia por microscopia de fluorescencia confocal permitié la localizaciéon de estos
arreglos moleculares en la membrana de la célula y también en los contactos célula-
célula. Dado que en todos estos experimentos hay ausencia de ligando natural del
receptor (VEGF), es inequivoco pensar que Gal-1 es la causante de este efecto a través
de la unién de los N-glicanos que decoran el receptor (Figura V.7, ensayo en presencia
de lactosa y resultados de [37]), aunque existe una bateria de experimentos adicionales
posibles para arribar a dicha conclusiéon de forma mads certera (inhibir sintesis de
determinados glicanos con siRNA, utilizar un tratamiento de glicosidada PNGasa F,
ensayar sobre células KO del gen Mgat5, testear estos efectos con una Gal-1 mutante
incapaz de unir glicanos para descartar interacciones proteina-proteina). Més alla de
haber trabajado en un sistema determinado, estos resultados sobre agregacién de
receptores mediados por lectinas aportan al pool de informacion disponible sobre el rol
de lectinas y glicanos en general. Mucho se ha estudiado sobre el rol de las lectinas y la
matriz extracelular y la migracion [43], pero poco se sabe sobre la regulaciéon que
imponen estas rutas de comunicacion celular a través de glicanos y lectinas. Este es,

quizés, el comienzo de un nuevo camino a recorrer entre los paradigmas que la
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glicobiologia puede aportar al entendimiento global del funcionamiento de la
comunicacion celular.

Todo este trabajo se realiz6 casi totalmente durante la estadia del autor (tres
meses) en los laboratorios del Dr. Sriram Subramaniam, del National Institute of
Cancer (NIC) de los National Institutes of Health (NIH), Bethesda (MD), Estados
Unidos, gracias a una beca de finalizacién doctoral Fulbright-Bunge y Born. El
laboratorio del Dr. Subramaniam es uno de los laboratorios de mas alto prestigio
mundial en cuanto al manejo de técnicas de alta resoluciéon al servicio de la
determinacion de estructuras bioldgicas. Si bien al establecer un proyecto acotado para
la estadia se decidieron las estrategias aqui resumidas, en base a estos resultados se
han planteado nuevas alternativas para esquivar los inconvenientes presentados y
poder, al fin de cuentas, lograr una descripcién nunca antes lograda de los Iattices.
Entre ellas, las posibilidades de atacar el problema incluyen la realizacién de cortes de
las células estimuladas con Gal-1 de muestras embebidas en resinas plésticas (a
diferencia del enfoque criogénico) y el empleo de otras técnicas como la tomografia
FIB-SEM (del inglés, focused ion beam scanning electron microscopy), donde la muestra es
escaneada luego de que un haz de iones ha sacado una fina capa de la superficie de la
misma, repitiendo el proceso hasta lograr un volumen de muestra y poder reconstruir
asi una imagen tridimensional del sistema con resoluciones de hasta 5 nm. Todas estas
técnicas estan disponibles en el laboratorio donde se realiz6 la estadia y con el cual se
ha establecido una colaboracion. Sélo sera cuestion de continuar en la direccién

adecuada para poder cumplir con el objetivo principal.
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CONCLUSIONES
GENERALES

VI.1 Conclusiones generales

L a biologia estructural ofrece un abanico increible de metodologias al servicio de
la resolucién de los mas variados problemas con los que nos encontramos dia a
dia en nuestra mesada de trabajo. Desde las herramientas de la quimica computacional
y la termodindmica estadistica, pasando por las que nos ofrece la biologia molecular,
siguiendo por las principales técnicas espectroscépicas, desde las mas sencillas como la
de absorbancia hasta las mas complejas como la de RMN, y llegando hasta las
microscopias de dltima generacion, todo esta disponible para la biologfa estructural. Si
indagamos en cada uno de nuestros sistemas cientificos particulares de interés,
seguramente encontraremos, en no mas de dos experimentos de distancia, uno que
involucre alguna de estas técnicas para poder entender lo que sucede en nuestro
problema de estudio. Es por ello que en ésta época, en donde las posibilidades de
colaborar e interrelacionarse entre varios grupos con diferentes capacidades aseguran
el éxito de la comprension de un sistema y su funcionamiento, esquivar un enfoque
multidisciplinario para poner a prueba las hipétesis de cualquier trabajo hubiera sido

un gran error.

En este trabajo de Tesis se estudiaron a las galectinas humanas como una
familia, utilizando en algunos capitulos a Gal-1 como miembro modelo y tratando de
extrapolar los resultados a la comparacién con el resto de los miembros de la familia
proteica. En particular, se analizaron los determinantes moleculares mas importantes

que determinan un grupo de funciones bioquimicas de las galectinas: la unién a
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glicanos especificos, la susceptibilidad frente a la oxidacién y la capacidad de

oligomerizacion.

En el Capitulo III se examinaron detalladamente los componentes estructurales
que llevan a las galectinas a unirse en forma selectiva, aunque con similar afinidad, a
un grupo de B-galactésidos biolégicamente relevantes. Las simulaciones
computacionales realizadas no sélo permitieron arrojar informacién clave sobre la
estructura y la dindmica de cada miembro de la familia de galectinas, sino que ademas
facilitaron la prediccién y el entendimiento de la especificidad por ligandos mediante
una metodologia totalmente vélida y extensible al estudio de otras familias de lectinas.
Se ha demostrado que las galectinas poseen poca identidad de secuencia pero un
plegamiento altamente conservado, en donde las principales diferencias se encontraron
en las composiciones, longitudes y comportamientos dindamicos de los loops que
interconectan las hebras  de cada estructura. Se ha sistematizado el estudio de la
especificidad, primero estudiando los complejos experimentales galectina-glicanos
disponibles y luego desarrollando una metodologia basada en DM vy calculos de
energia libre de interaccion. Estos resultados permitieron rescatar las pocas tendencias
experimentales disponibles y sirvieron ademas como puntapié inicial para la diseccion
del rol de la unién a determinados azucares, galectina por galectina, encontrandose
similitudes globales como la baja afinidad por residuos a2,6-sialidados y diferencias
muy sutiles como entre los residuos sulfatados de LacNAc. En conclusién, el
requerimiento de tantas galectinas humanas no parece estar asociado a la diversidad
de plegamientos sino mas bien a la especificidad de cada una de ellas por los glicanos a
los cuales se puede unir, asi como también a estudios que escapan a los objetivos de
esta Tesis, como ser diferencias en los patrones de expresioén, tanto a nivel tejido como

a nivel sistémico.

En el Capitulo IV, dada la observacién proveniente del capitulo anterior que
pone en evidencia la diversidad en el patron de aparicién de residuos de cisteina entre
las distintas galectinas, se decidi6 profundizar en éste fenémeno estructural en busca
de diferencias o similitudes que pudieran ayudar a la comprensiéon de la reactividad
redox de las galectinas. Mediante el uso de simulaciones de DM y una bateria amplia
de experimentos in vitro, se logré determinar el rol de cada cisteina en el proceso de

oxidacion de Gal-1 y extrapolar este comportamiento al resto de las galectinas
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humanas. Se caracterizé la cinética de esta oxidaciéon con H>O, y se puso en contexto
con las velocidades de reaccion tipicas con este oxidante, para poder dar interpretacion
al fenémeno de inactivacion de la funcién de apoptosis de Gal-1 causada por la
oxidacion. En el proceso, se presentaron dos mutantes de Gal-1 capaces de resistir la
oxidacion y cumplir con la funcién de apoptosis en un ensayo in vitro con células T

activadas con los mismos niveles de eficacia que la proteina wild-type.

Finalmente, y no por ultimo menor, en el Capitulo V de resultados se
presentaron una serie de estudios computacionales y experimentales cuyos objetivos
focalizaban con el requerimiento de la oligomerizaciéon de las galectinas, ademas de la
union a glicanos, para poder llevar a cabo una determinada funcién. Se emplearon
técnicas de simulacion de DM para la caracterizacion de la region de dimerizaciéon en
Gal-1. Estos estudios permitieron la proposicion tedrica de una nueva generacién de
mutantes que impiden éste equilibrio de oligomerizacién de forma mas efectiva que la
mutante actualmente disponible en la bibliografia. Por otro lado, se aprendieron y
usaron técnicas de cultivo celular para poner a prueba, in situ en la superficie de las
células, la formacién de arreglos supramoleculares de Gal-1 y el receptor glicosilado
VEGFR2, utilizando diferentes estrategias microscépicas, cada una con una resolucién
molecular cada vez mayor. A pesar de que los resultados obtenidos de las microscopias
electrénicas criogénicas no fueron los esperados, los resultados arrojan evidencia fuerte
sobre la capacidad de Gal-1 para segregar en determinados microdominios las
moléculas de VEGFR2, tanto en el cuerpo de células endoteliales como en las regiones
de contacto célula-célula. Y que esta capacidad se ve determinada por la capacidad de
unioén selectiva a glicanos presentes en la célula y de dimerizar a las concentraciones de
Gal-1 ensayadas. En conjunto con los resultados del grupo, estos ensayos vienen a dar
identidad estructural al paradigma de la glicobiologia de los lattices como mecanismo
principal de accién y activacién de la funcién de un receptor, en ausencia de ligando

natural y mediante mecanismos no-clésicos, dependientes de lectinas y glicanos.

Por lo tanto el presente trabajo de Tesis ofrece ese viaje desde el atomo a la
célula, tal como se propuso en el titulo del mismo: a) a nivel atémico-molecular se
encuentra una visién global y acabada de la estructura y dindmica de las galectinas
humanas, asi como también una interpretacién mas precisa de la interacciéon entre Gal-

1 y N-glicanos complejos, oxidantes y ella misma en el proceso de dimerizacién; b)
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desde un punto de vista celular se confirman los estudios estructurales trabajando in
situ con la célula diana de todas las interacciones estudiadas previamente in silico y/o

in vitro.

En resumen, la comunién entre los temas y las herramientas utilizadas en esta
Tesis para poner a prueba la hipétesis general de que existe una conexién intima entre
estructura, dindmica y funcién, ha permitido el hallazgo de importantes tendencias y
comportamientos para la comprensién de la funcion de las galectinas humanas como
una familia, y que pueden ser ejemplo para un estudio particular y mas profundo de
una galectina de interés o de otras familias de proteinas, incluso sin el requerimiento
previo de que se traten de lectinas. Porque al fin de cuentas, la biologia estructural nos
ofrece siempre un nuevo escalén para trepar la escalera de nuestros sistemas, en donde

el techo es nuestra imaginacion.

VI.2 Perspectivas

Claro esta que, incluso al final de este trabajo de Tesis, no deja de sorprender
que una proteina tan pequena y tan promiscua en el organismo pueda ser portadora de
tantos determinantes moleculares para llevar a cabo su abanico de funciones. Y esto se
afirma con el conocimiento real de que han quedado fuera muchas otras propiedades
sin analizar, por cuestiones de tiempo y enfoque. La estructura de Gal-1 oxidada (que
es capaz de tener funciones totalmente diferentes a las de la proteina reducida), la
sintesis de inhibidores selectivos, la capacidad de unién a ligandos a diferentes pH
(dada la presencia de residuos de His en el LBG sensibles a estos cambios), las
interacciones proteina-proteina (independientes de la unién a glicanos), el rol de la
estructura y la funcién dentro de la célula, mecanismos de secrecién no clasicos, el
exotico caso de estudio de Gal-12 (aquella galectina que mds diverge en secuencia y
estructura de la familia), entre otros desafios seguramente atin sin descubrir, seran
motivos de nuevos descubrimientos en el area. En ese sentido, queda mucho por
pensar, por investigar y por hacer. Espero que el esfuerzo grupal que representé este
trabajo de Tesis sea ttil en esa lista de cuestiones por investigar y sino, al menos, como

fuente de inspiracién para otros temas relacionados.



| 173

Como consecuencia de los trabajos de la oxidacion de Gal-1, en el grupo se ha
puesto en marcha el estudio de la capacidad de inactivacion por oxidacién de Gal-1 y
las mutantes propuestas en este trabajo de Tesis en modelos murinos in vivo.
Definitivamente, las perspectivas de este trabajo podrdn resolver inquietudes del drea
de la galectinémica como ser la regulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa
en microambientes inflamatorios oxidantes mediante galectinas enddgenas y sus

interacciones con glicanos.

Los logros parciales respecto de la exploracion de la hipétesis de la formacion
de lattices galectinas-glicoproteinas nos han potenciado en la busqueda de
herramientas complementarias para arribar a la descripcion molecular de estas
estructuras de manera directa y definitiva. En ese sentido, algunas opciones se han
discutido en la seccién V.4 y otras apareceran con el correr de los experimentos. Pero
sin lugar a dudas, un trabajo cuyas respuestas generan nuevas preguntas, es el terreno
mas adecuado y alentador posible para continuar explorando las hipotesis que sacien
nuestra sed de curiosidad y motivacion para el desarrollo de terapias cuyo éxito

dependan de la modulacién de este tipo de estructuras.
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Fe de erratas

- Donde dice: “biosinTesis”, debe decir: “biosintesis”.

- Donde dice: “sinTesis”, debe decir: “sintesis”.

- Donde dice: “nucléotido dador”, debe decir: “aztcar-nucléotido dador”.
- Donde dice: “(proteémica)”, debe decir: “(proteoma)”.

- Donde dice: “(glicomica)”, debe decir: “(glicoma)”.

Pag. 8
- Donde dice: “acido sidlico”, debe decir: “4cidos sialicos”.
- Donde dice: “glicosilacion en mamiferos”, debe decir: “glicosilacion de
proteinas en mamiferos”.
- El apéndice de la Figura I.3 debe ser:

Figura 1.3. Biosintesis y diversidad estructural de N-glicanos. Se esquematizan algunos ejemplos particulares de
N-glicanos de alta manosa, hibridos y complejos. A su vez se detallan las distintas enzimas que participan en la
sintesis. Las flechas rojas indican posibles zonas de extensiéon. Adviértase que en un N-glicano determinado no se
encuentran todos los productos de las enzimas detalladas, ya que algunas compiten por un mismo sustrato. Dol-P,
dolicol-fosfato; GnT1, 2, 3 y 5, GlcNAc transferasas; FuT, fucosil transferasas; GalT, galactosil transferasas; ST6Gal,
a2,6-sialil transferasas; ST3Gal, a2,3-sialil transferasas [24].

Pag. 9
- Donde dice: “(fertilizacién, embriogénesis y reconocimiento de patégenos)”,
debe decir: “(fertilizacién, embriogénesis, reconocimiento de patégenos,
etc)”.

Pag. 10
- Tabla L1. Fila correspondiente al afio 1919. Donde dice: “primerea”, debe
decir: “primera”.

Pag. 15
- Donde dice: “previos a su secrecion”, debe decir: “previos a su excrecion”.

Pag. 76
- Donde dice: “van der Walls”, debe decir: “van der Waals”.
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