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Resumen

Al examinar la estructura tridimensional de proteinas relativamente grandes, se observan regiones donde los
atomos se encuentran mas densamente empaguetados, separadas por otras regiones de menor densidad.
Estas regiones de mayor empaquetamiento se conocen como dominios proteicos. Los dominios de una
misma familia guardan similitud estructural, y por lo general también una relacién funcional y evolutiva. De
esta manera, cuando se identifica un dominio en una proteina en estudio, se pueden inferir muchos aspectos
de su funcién al revisar lo que se conoce previamente de ese dominio en otras proteinas. En esta tesis, se
estudiaron en detalle las propiedades estructurales de cuatro representantes de la familia de dominios SEA,
un grupo muy abundante y poco caracterizado de dominios presentes en proteinas funcionalmente diversas y
de gran importancia biolégica. Los cuatro dominios aislados, que abarcan un amplio rango de similitud de
secuencia, se obtuvieron por expresion heteréloga y sus estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria fueron
estudiadas mediante métodos espectroscopicos e hidrodinamicos. También se estudiaron sus estabilidades
termodindmicas mediante desnaturalizacion térmica y quimica. Se encontré que el estado de agregacion y la
estabilidad conformacional son variables entre los distintos dominios SEA, y no parecen reflejar aspectos
funcionales comunes a toda la familia, sino méas bien particularidades fisiol6gicas de cada miembro. También
se determind la estructura tridimensional de uno de estos dominios, proveniente del receptor fogrina,
mediante difraccién de rayos x. No se encontraron diferencias significativas en las estructuras obtenidas en
dos condiciones de pH extremas, correspondientes a su ciclo de vida durante el proceso de secrecion celular.
Del andlisis de las secuencias y de la informacién estructural disponible, se puede concluir que el plegado
caracteristico de los dominios SEA puede alcanzarse por medio de secuencias muy diferentes, dando lugar a
una amplia variabilidad en las propiedades de su superficie, lo que resulta en un andamiaje robusto capaz de
exhibir una gran diversidad funcional.
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1. INTRODUCCION

1.1. Dominios y médulos proteicos

Las proteinas son macromoléculas bioldgicas que llevan a cabo una enorme variedad
de funciones con elevada eficiencia y especificidad, lo que es resultado de las propiedades de
su estructura tridimensional. Desde un punto de vista quimico, las proteinas son
heteropolimeros formados por la condensacion de los veinte aminoacidos naturales. Cada
proteina tiene el potencial de adoptar un nimero casi ilimitado de estructuras tridimensionales
o conformaciones. Sin embargo, en condiciones biolégicamente relevantes, la mayor parte de
las proteinas naturales® adopta una estructura tridimensional compacta y especifica, conocida
como el estado nativo. Un principio fundamental de la biologia estructural establece que la
conformacion proteica natva es determinada por la secuencia de aminodcidos, aunque
todavia no existe una teoria satisfactoria que explique este principio(Lattman y Rose 1993;
Baldwin y Rose 1999; Fitzkee, Fleming et al. 2005).

Cuando las proteinas se estudian desde un punto de vista estructural, funcional, o
evolutivo, es conveniente definir una unidad de organizacion fundamental llamada dominio
proteico. Las proteinas pequefias, de menos de 100-150 residuos, se consideran formadas
por un Unico dominio. Este parece ser el limite para un empaquetado eficiente de la cadena
polipeptidica con las correspondientes cadenas laterales. Las proteinas més grandes, suelen
exhibir partes menos empaquetadas que separan regiones mas densas. El examen de las
regiones més densas lleva a reconocerlas como dominios que se agrupan unos con otros
para formar la proteina completa.

Desde un punto de vista estructural, los dominios se definen como subunidades de la
proteina capaces de plegarse independientemente. De esta manera, en la practica, un
dominio estructural se identifica como una subestructura compacta y estable de la estructura
tridimensional de la proteina, y que en general puede aislarse experimentalmente del resto de
la cadena polipeptidica.

Desde un punto de vista funcional, se encuentra a menudo que un segmento de la
proteina esta asociado a una funcion especifica, por ejemplo, un dominio de unién de
nucledtidos de guanina o un dominio de unién a ARN, y estas regiones también suelen
definirse como dominios. Estos dominios funcionales suelen identificarse experimentalmente
separando distintos segmentos del resto de la proteina y ensayando su actividad bioldgica.

En ocasiones, cuando se comparan las secuencias de un grupo de proteinas, suelen
identificarse regiones conservadas y muy probablemente relacionadas desde un punto de

vista evolutivo, aun cuando las proteinas bajo estudio son funcionalmente diversas. Estas

' Aqui, el adjetivo natural se utiliza en el sentido de existente en la naturaleza en contraposicion a
las proteinas disefiadas y sintetizadas por el hombre.
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regiones conservadas también suelen definirse como dominios, o médulos, tienen en general
una funcién conservada, y se encuentran en diferentes contextos dentro de proteinas con
més de un dominio.

Existen argumentos tanto fisicoquimicos como evolutivos que justifican la subdivision en
dominios. El tamafio reducido, de aproximadamente 50-120 residuos, facilita su plegado
eficiente en el estado nativo. Por otro lado, una proteina con una funcion compleja puede
construirse a partir del ensamblado de mddulos funcionales prexistentes, lo que permite a los
sistemas bioldgicos evolucionar més rapido (Hartwell, Hopfield et al. 1999), en lugar de tener
gue reinventar las mismas funciones en nuevos dominios. Algunos dominios ocurren con mas
frecuencia y en diversas combinaciones, por lo que se los considera “promiscuos”, y esto es
un reflejo de su potencial de ser utiles en diversos contextos. Aunque en general la funcion de
un dominio suele preservarse en el curso de la evolucion, también puede cambiar como
resultado de alteraciones en la secuencia, que si son seleccionadas, pueden resultar en
nuevas funciones, incluso con una modificacion sustancial de la estructura original.

La importancia de los dominios proteicos se puede reconocer en el hecho de que mas
de las dos terceras partes de todas las proteinas de organismos eucariotas identificadas en
estudios de genomas completos corresponden a proteinas multidominio (Teichmann, Chothia
et al. 1999), y también es ilustrado por el hecho de que la mayoria de los genes asociados a
diversas enfermedades humanas, que han sido identificados mediante técnicas de genética
inversa, corresponden también a grandes proteinas con mas de un dominio (Mushegian,
Bassett et al. 1997). Generalmente no es posible establecer la funcidn exacta de una proteina
modular simplemente por el reconocimiento de uno de sus dominios como miembro de una
familia, aunque esto si permite el disefio de estudios mas detallados con ese fin. A propdésito
de ello, el objetivo general de este trabajo de tesis es contribuir al conocimiento de la relacién
estructura-funcién de una familia de dominios extracelulares abundantes y poco
caracterizados, conocida como dominios SEA, a través del estudio de cuatro miembros
representativos de esta familia, encontrados en las mucinas MUC1 y Mucl6, y en los

receptores tirosina fosfatasa ICA512 y fogrina.

1.2. La familia de dominios SEA

La familia SEA estad constituida por dominios globulares de 100-150 residuos de
aminodcidos, presentes en proteinas de origen eucariota. Su nombre proviene de las
primeras proteinas identificadas como miembros de la familia: sea urchin sperm protein,
enterokinase y agrin (Bork y Patthy 1995). Suelen presentarse acompafiados de otros
maodulos distintos, y en ocasiones se encuentra un gran nimero de dominios SEA en tandem.

También tienen en comln su presencia en proteinas profusamente glicosiladas. Algunos
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ejemplos de proteinas conteniendo dominios SEA se ilustran en la Figura 1.1. Se trata de
dominios de localizacion exclusivamente extracelular, presentes tanto en proteinas solubles
secretadas, como en proteinas ancladas a la membrana celular, e incluso también en
componentes de la matriz extracelular. A pesar de su abundancia, y de estar presentes en
proteinas funcionalmente diversas, actualmente se desconoce la funcion exacta de estos
dominios. Partiendo del conocimiento de la funcién de las proteinas en las que se encuentra
presente, y de las caracteristicas comunes mencionadas, se ha propuesto que los dominios
SEA participan en procesos de adhesion entre células y con la matriz extracelular, y también
en rutas de sefializacién intracelular (Bork y Patthy 1995; Wreschner, McGuckin et al. 2002).

Una particularidad de un gran nimero de dominios SEA, es que naturalmente son
procesados proteoliticamente para dar un heterodimero, y se ha demostrado en varios casos
gue esto ocurre mediante un mecanismo autoproteolitico (Macao, Johansson et al. 2006).
Experimentos con los dominios SEA de MUCL1, distroglicano y del receptor GPR116, avalan la
conclusion de que la autoprotedlisis es resultado de un estrés conformacional actuando sobre
un enlace peptidico especifico (Akhavan, Crivelli et al. 2008; Johansson, Macao et al. 2008;
Sandberg, Johansson et al. 2008). Los fragmentos generados permanecen fuertemente
asociados, y se ha propuesto que la disociacion de este complejo puede ser el modo de
iniciar rutas de sefializacion celular (Wreschner, McGuckin et al. 2002).

La familia de dominios SEA esta formada actualmente por un total de 711 secuencias
alineadas en la base de datos Pfam (PF01390), pertenecientes a 68 especies y distribuidas
en 142 arquitecturas diferentes® (Sonnhammer, Eddy et al. 1998). El grado de similitud de
estas secuencias es variable, pero generalmente bajo. Aun asi, se encuentran dos elementos
conservados: la secuencia de corte autoproteolitico, que es en general G|SVVV, y un par de
residuos de cisteina. Notablemente, este par de cisteinas est4 ausente en los dominios que
poseen la secuencia de corte, por esta razon, se ha propuesto que mientras algunos
miembros de la familia SEA han evolucionado para tener una elevada estabilidad
termodinamica, otros lo han hecho para formar un dimero por autoprotedlisis (Macao,
Johansson et al. 2006).

20-100 ™

63 kD sperm protein MUC1 Enteroquinasa

2 El término arquitectura se define aqui como la coleccion de dominios presentes en la proteina.
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Figura 1.1. Ejemplos representativos de proteinas modulares que contienen dominios SEA.
NtA, dominio amino-terminal de Agrina; FS, dominio follistatin-like; LE, dominio laminin EGF-like;
SEA, dominio SEA; EG, dominio EGF-like; LamG, dominio laminin G; LA, dominio LDL receptor
class A; CUB, dominio CUB; MAM, dominio MAM; SR, dominio Scavenger receptor cysteine-rich;
Tryp-Spc, dominio tipo tripsina; TM, region transmembrana. Los sitios de O-glicosilacion se
muestran con simbolos tipo antena. Adaptado de Bork y Patthy, 1995.

En cuanto a las estructuras tridimensionales, se han determinado por RMN los dominios
SEA de las mucinas Mucl6 (murina) y MUC1 (humana) (Maeda, Inoue et al. 2004; Macao,
Johansson et al. 2006), y se obtuvo por cristalografia de rayos x la estructura del dominio
SEA de la proteasa de transmembrana AsP (murina, PDB ID: 2e7v, no publicado). A estos
resultados, se suma la determinacion, en nuestro grupo de investigacion, de la estructura del
dominio extracelular maduro del receptor ICA512 (Primo, Klinke et al. 2008), y también de una
regiéon del ectodominio del receptor fogrina, que se describe en esta tesis. Estas estructuras
poseen un plegado denominado ferredoxin-like que, de acuerdo a los elementos de estructura
secundaria que lo constituyen, puede describirse como BaBBaB, y estd caracterizado por
tener una lamina 8 antiparalela, cubierta en una de sus caras por dos hélices alfa, como se
ilustra en la Figura 1.2. El tipo de plegado ferredoxin-like es muy abundante y abarca a un

gran numero de familias de dominios.

Figura 1.2. Estructura tridimensional de los dominios SEA. (A) Representacién de cintas del
ectodominio maduro de ICA512. (B) Diagrama topolégico del plegado tipo ferredoxina mostrado en
dos orientaciones, arriba: en la misma orientacién que en A, abajo: una rotacién de 90° en torno a
un eje horizontal en el plano del papel. Notese que el plegado comprende dos motivos Baf
consecutivos, lo que resulta en una lamina B de cordones antiparalelos; en contraste con otro
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arreglo frecuente en las proteinas donde el motivo Bap forma una serie Ba[Ba],Ba que resulta en
[aminas de cordones paralelos.

1.3. Caracteristicas de algunas proteinas que contienen dominios SEA

Como se menciond anteriormente, poco es lo que se sabe acerca de la funciéon exacta
de los dominios SEA, a pesar de que estdn ampliamente distribuidos y se encuentran en
proteinas de gran importancia biolégica. Para intentar comprender la funcion biolégica de un
dominio, es util repasar las funciones conocidas de aquellas proteinas que lo contienen. Las
propiedades funcionales de los dominios SEA se han estudiado en mayor detalle en la familia
de las mucinas de superficie celular, lo cual se describe en detalle en la Seccién 1.4, en esta
seccidn se repasan las caracteristicas de otras proteinas destacadas que contienen este
dominio.

De las secuencias depositadas en la base de datos Pfam?, la mayoria corresponde a
proteinas que tienen segmentos transmembrana, y también es lo mas comun que presenten
un solo SEA como Unico dominio (21% del total de secuencias), como es el caso de la mucina
MUCL1. La segunda arquitectura mas frecuente corresponde a un dominio SEA seguido de
uno tipo tripsina (8%). También es mas habitual que exista solo un dominio SEA, o dos por
molécula (94% y 4% de los casos, respectivamente), que pueden estar acompafiados de un
ndmero variable de otros dominios. El dominio acompafante mas frecuente es el de tipo
tripsina (presente en un 21 % de las secuencias), y en segundo lugar, el dominio LDL-
receptor-A (14%).

En cuanto a las proteinas que contienen SEA, un ejemplo destacado es perlecano, que
es el proteoglicano mas abundante de las membranas basales. Su porcién proteica contiene
un solo dominio SEA y una variedad de otros maédulos, y tiene varias funciones como la unién
de nidogen y fibulin-2, que son dos componentes de la matriz extracelular (ECM)(Battaglia,
Mayer et al. 1992; Sasaki, Gohring et al. 1995). Por otro lado, su porcién glucidica
(glucosaminoglicanos) es responsable de la unién a otros componentes de la ECM, como
fibronectina, coldgeno IV, laminina-1 y bFGF (lozzo, Cohen et al. 1994).

La proteina agrina es un proteoglicano de la membrana basal de la unién
neuromuscular, que participa en los procesos de formacion y mantenimiento de la sinapsis y
de la diferenciacién post-sinptica (Tsen, Halfter et al. 1995). Es responsable del
agrupamiento de los receptores de acetilcolina y de otras proteinas de la unién

neuromuscular (Nastuk y Fallon 1993; Patthy y Nikolics 1993). Posee una variedad de
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dominios, incluyendo un Unico dominio SEA, que esta altamente conservado entre distintas
especies.

La proteina TMPRSS6 (matriptasa-2) es una serina proteasa que consta de una region
intracitoplasmética, un segmento transmembrana y una region extracelular con un dominio
SEA y una variedad de otros mddulos, incluyendo un dominio tipo tripsina responsable de la
actividad catalitica (Velasco, Cal et al. 2002). Esta proteina esta relacionada con la regulacién
de los niveles de hierro a través de su accion proteolitica sobre otras proteinas involucradas
en la deteccion de hierro (Du, She et al. 2008). De esta forma, un grupo de mutaciones dentro
del dominio SEA de TMPRSS6, estan asociadas a una forma de anemia por refractancia a
hierro (IRIDA) (Finberg, Heeney et al. 2008; Melis, Cau et al. 2008; Altamura, D'Alessio et al.
2010).

La enzima enteroquinasa es la responsable de la conversion del tripsinégeno en tripsina,
iniciando una cascada de reacciones proteoliticas que producen la activacion de muchos
zimégenos provenientes del fluido pancreatico (Light y Janska 1989). Es una proteina
altamente glicosilada, que interactda con la membrana de las células intestinales. Posee una
arquitectura altamente modular, incluyendo un Unico dominio SEA y un dominio catalitico tipo
tripsina (Bork y Patthy 1995). Se postula que también est4 involucrada en una variedad de
interacciones con otras macromoléculas de la superficie celular, que estdn mediadas por sus
dominios modulares (Bork y Patthy 1995).

La proteasa transmembrana matriptasa es una proteina multidominio, que se ha
detectado en la mayor parte de los tejidos epiteliales, y parece tener un rol fisiolégico crucial
en el funcionamiento de las barreras epidérmicas. Ademas, juega un rol importante en los
procesos de invasion y metastasis de cancer, a través de su accion proteolitica sobre los
componentes de la ECM (Bugge, List et al. 2007). Esta proteasa contiene un Unico dominio
SEA, entre otros dominios, que posee la secuencia de corte GSVI. La activacion del
zimégeno de matriptasa requiere de dos eventos de procesamiento proteolitico. El primero es
la autoprotedlisis dentro de la secuencia de corte del dominio SEA, luego de lo cual las dos
subunidades permanecen asociadas en la superficie celular (Cho, Kim et al. 2001), y el
evento siguiente es el corte justo al inicio del dominio catalitico, lo que resulta en su activacion
(Oberst, Williams et al. 2003). El procesamiento dentro del dominio SEA es un prerrequisito
para la activacion, ya que los mutantes disefiados para interferir la autoprotedlisis también
afectan severamente la activacion (Oberst, Williams et al. 2003).

Recientemente se han aportado un ndmero de evidencias que indican que el
distroglicano, una proteina integral de la membrana celular que une el citoesqueleto con la
matriz extracelular, posee un dominio SEA (Akhavan, Crivelli et al. 2008). Esta glicoproteina,
codificada por un Unico gen, se encuentra constitutivamente escindida en dos subunidades, la

subunidad a que est4 altamente glicosilada y se une con alta afinidad a proteinas de la ldmina
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basal, como laminina, agrina y perlecano (Winder 2001), y la subunidad B, que posee una
region extracelular, un segmento transmembrana y una porcién intracelular que se une a
distrofina (o utrofina en tejidos no musculares), que a su vez se une a actina (Huang, Poy et
al. 2000). El dominio SEA comprende segmentos de las dos subunidades, ya que es el sitio
donde ocurre el corte proteolitico, dentro de la secuencia de corte G|SIVV. La inhibicion del
corte proteolitico mediante el remplazo de la serina del sitio de corte por alanina, condujo a un
incremento en la afinidad por laminina, como resultado de una mayor glicosilacion de la
subunidad a (Akhavan, Crivelli et al. 2008). De esta forma, la protedlisis dentro del SEA puede
ser un mecanismo de regulacién de su actividad de unién a laminina.

En resumen, la funcién de los dominios SEA parece estar relacionada con la modulacion
de la actividad de otras regiones funcionales de las proteinas de las que forma parte. Esto
puede ser a través de la modificacion de sus propiedades adhesivas, como se observa en
distroglicano, o la participacion en el proceso de maduracion de la proteina, como en la

activacion proteolitica de la proteasa matriptasa.

1.4. Estructuray funcién de las mucinas de superficie celular

Las mucinas son proteinas altamente glicosiladas producidas por todas las células
epiteliales, aunque en cantidades variables dependiendo del tipo de célula y del tejido. Mas
del 50% de su masa esta constituida por azucares unidos a residuos de serina o treonina del
esqueleto polipeptidico, por lo que son altamente hidrofilicas. Las mucinas se pueden
clasificar en dos grandes familias: las mucinas secretadas (o formadoras de gel), que son
exclusivamente extracelulares, y las mucinas de superficie celular (0 unidas a membrana),
gue poseen un segmento transmembrana. Las mucinas secretadas contribuyen a la
formacion de las barreras de proteccion del tracto respiratorio, gastrointestinal y de otros
organos. Las mucinas de superficie celular también contribuyen a las barreras mucosas de
proteccion de los epitelios, pero ademdés juegan importantes roles en procesos de
sefializacion celular a través de su pequefio segmento intracitoplasmatico (Hattrup y Gendler
2008).

La familia de las mucinas estd caracterizada por la presencia, en su segmento
extracelular, de un nimero variable de repeticiones en tandem (VNTR), que consisten en
secuencias ricas en residuos de prolina, treonina y serina, cuyo numero suele estar sujeto a
variaciones por polimorfismo genético (Fowler, Vinall et al. 2001). En estos residuos de serina
y treonina se anclan los residuos de azUcares. Las mucinas de superficie celular estan
caracterizadas también por la presencia de al menos un dominio SEA, a excepcion de la

mucina MUC4. También suelen encontrarse otros madulos, tales como epidermal growth
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factor-like (EGF), Nidogen (NIDO) y von Willebrand factor type-D (VWD), entre otros
(Duraisamy, Ramasamy et al. 2006).

Las mucinas MUC1, MUC4 y MUC16 se expresan de manera aberrante en varios tipos
de céancer. Se ha observado sobrexpresion de MUCL1 en cancer de mama, pulmén, prostata,
pancreas, ovario y otros epitelios (Chauhan, Singh et al. 2006; Bafna, Kaur et al. 2010). En el
proceso de transformacion se observan altos niveles de MUC1 sobre toda la superficie celular
y el citoplasma (Gendler 2001). MUC16 se sobreexpresa en cancer de ovario, y se emplea
ampliamente como un marcador para su diagndstico clinico (donde recibe el nombre de
antigeno CA125) (Bast, Feeney et al. 1981; Maggino y Gadducci 2000; Rustin, Marples et al.
2001).

La mucina humana MUCL1 contiene un Unico dominio SEA, que se localiza adyacente a
la regién transmembrana (Hattrup y Gendler 2008). Este dominio es escindido

1097 519%8y/\v/, mientras se encuentra en el reticulo

tempranamente, en la secuencia G
endoplasmético, y se ha demostrado que esto ocurre a través de un mecanismo
autoproteolitico (Ligtenberg, Kruijshaar et al. 1992; Parry, Silverman et al. 2001; Levitin, Stern
et al. 2005). Una vez escindido, los fragmentos generados permanecen asociados de manera
no covalente, presentandose como un heterodimero en la superficie celular. Se ha propuesto
que el proceso de disociacion y asociacion de las subunidades generadas constituye un
mecanismo de regulacion en rutas de sefalizacion celular (Wreschner, McGuckin et al.
2002).

La estructura del dominio SEA de MUCL1 se determiné por RMN, y es una estructura
compacta con las hélices a empaquetadas sobre la superficie de una hoja 8 antiparalela de
cuatro hebras (Macao, Johansson et al. 2006), conforme a las caracteristicas de los SEA. El
dominio puede describirse como BafBaf, con una superficie altamente polar, donde los
residuos que se cree que estan N-glicosilados en la proteina nativa se encuentran expuestos
al solvente. Los residuos del sitio de corte estadn parcialmente ocultos, pero los extremos N y
C generados por el corte proteolitico, se encuentran expuestos al solvente e integrados a la
hoja B, preservando las interacciones por puente de hidrogeno. Los intentos de reconectar
dichos extremos en simulaciones de modelado molecular generaron grandes distorsiones que
afectaron a toda la estructura, lo que condujo a la hip6tesis de que existe una base estructural
para el mecanismo de autoprotedlisis de los dominios SEA, asociada al estrés conformacional
(esto se explica en detalle en la Seccidn 1.6).

La mucina humana MUC16 posee varios dominios SEA en su region extracelular, que
se repiten 7, 12 o 60 veces, de acuerdo a la isoforma considerada (O'Brien, Beard et al. 2001;
Bouanene y Miled 2010; Weiland, Martin et al. 2012). Las secuencias de los distintos
dominios SEA de MUC16 son mas similares entre si que a las de los dominios SEA de otras

proteinas, por esta razon se cree que la multiplicaciéon de los dominios de MUC16 se produjo
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con posterioridad a la aparicion de esta proteina. Los cuatro dominios SEA més cercanos a la
membrana difieren més entre si que con el resto, y los del extremo N son los que presentan
mayor similitud, lo que sugiere que estos Ultimos se duplicaron luego de que lo hicieran los
cuatro mas cercanos a la membrana (Maeda, Inoue et al. 2004). Es notable que s6lo uno de
los dominios SEA de MUC16, el segundo desde la membrana, posea un motivo compatible
con la secuencia consenso de corte, y que por lo tanto podria sufrir autoprotedlisis, aunque
aun no ha sido reportado ningun procesamiento proteolitico en esta region.

Un homologo murino de MUC16, clonado a partir de una biblioteca de cDNA neonatal,
posee un unico dominio SEA, cuya estructura tridimensional se determiné por RMN (Maeda,
Inoue et al. 2004). La proteina completa posee un total de 258 aminoé&cidos, con una region
transmembrana y un dominio SEA, que llamaremos M16SEA a lo largo de esta tesis, que
posee alta similitud de secuencia con el SEA mas cercano a la membrana plasmética del
homélogo humano. Su estructura puede ser dividida en dos capas, una conteniendo la hoja
beta antiparalela de cuatro cordones y otra con las dos hélices a. Esta molécula posee dos
residuos de cisteina muy proximos entre si, localizados en la segunda y la tercera hebra 3,
suficientemente cercanos como para formar un enlace disulfuro. La estructura global se
describe como un plegado Bappap, excepto por pequefias inserciones de elementos de
estructura secundaria. Se observan dos lazos cortos (L1, residuos 64-72; L2, residuos 81-87)
y una region desestructurada correspondiente a los residuos 66-69, que se superponen con el
sitio de corte del dominio SEA de MUCL1.

El dominio M16SEA esta altamente cargado en forma positiva a pH neutro, y ya que una
funcion propuesta para los dominios SEA es la union de residuos de azucares, se estudiaron
sus propiedades de unidn hacia distintos compuestos relacionados con azucares, tales como
ATP, sacarosa, mucina de estbmago porcino y condroitin sulfato, con los cuales no se detectd

interaccion (Maeda, Inoue et al. 2004).

1.5. La familia de proteinas tirosina fosfatasa tipo receptor

Como se menciond anteriormente, los dominios SEA han sido encontrados en proteinas
de membrana pertenecientes a la familia de las tirosina fosfatasas. Muchos procesos de
sefializacion intracelular son mediados por fosforilacion de residuos de tirosina, a traves de la
accion coordinada y contrapuesta de proteinas tirosina quinasas (PTK) y de proteinas tirosina
fosfatasas (PTP). Mientras que las PTK fosforilan residuos especificos de tirosina de sus
moléculas blanco pertenecientes a rutas de sefializacion, las PTP los desfosforilan. Su accién
conjunta regula la division, crecimiento, diferenciacién y metabolismo celular.

La familia de las PTP puede clasificarse en cuatro grupos de acuerdo a las secuencias

de sus dominios cataliticos, el grupo méas grande es el de las PTP basadas en cisteina tipo-l,
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gue esté caracterizado por la presencia del motivo C(X)sR, que forma parte del sitio activo.
Los miembros de este grupo pueden dividirse adicionalmente en dos categorias: las PTP
clasicas, que desfosforilan especificamente residuos de tirosina, y las PTP de especificidad
dual, que pueden desfosforilar también residuos de serina o de treonina (Patterson, Brummer
et al. 2009).

Adicionalmente, el grupo de las PTP clédsicas se puede subdividir en PTP
citoplasméticas (o no transmembrana, PTPNT) y PTP de membrana (o tipo receptor, PTPR),
aungue esta no es una division absoluta, ya que el uso de promotores alternativos, o de
splicing alternativo, puede llevar a que los marcos de lectura codificantes para PTPR se
expresen de forma soluble sin la region transmembrana (Tiganis y Bennett 2007).

La mayoria de las PTPR suele tener dos tipos de dominios tirosina fosfatasa (PTP), uno
maés cercano a la membrana, que se denomina D1, y otro més alejado, llamado D2. Mientras
gue el dominio D1 es activo, el D2 es inactivo 0 con una actividad mucho menor, por lo que
D1 suele considerarse el dominio catalitico y D2 como regulatorio (Tonks 2006).

Como es el caso de otros receptores, la porcién extracelular de las PTPR esta
involucrada en la transduccion de sefiales por union a ligandos solubles, pero ademas se ha
implicado en diversas interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Burridge, Sastry
et al. 2006; Sallee, Wittchen et al. 2006).

La funcién de las PTP puede regularse a nivel postraduccional mediante diversas
modificaciones como protedlisis, fosforilacion, sumoilacién y oxidacion (Stoker 2005). La
activacion proteolitica es un mecanismo muy frecuente entre las PTP (Aicher, Lerch et al.
1997). La oxidacion reversible de la cisteina del sitio activo, suele ocurrir preferencialmente en
D2 pero repercute en la actividad catalitica del dominio D1, aparentemente mediante cambios
conformacionales (Tonks 2006). Otros mecanismos regulatorios importantes son la union de
ligandos, como proteinas de la matriz extracelular, y la dimerizacién, ya sea por la formacion

de homodimeros o de heterodimeros con otras PTP (Chin, Sachs et al. 2005; Tonks 2006).

1.5.1 Las PTPR ICA512 y fogrina

Los receptores ICA512 (también conocido como 1A-2, PTP35 y RPTPN) y fogrina
(también conocido como 1A-2B, ICAAR, IAR y RPTPN2) son dos proteinas homodlogas
pertenecientes a la familia de las PTPR, que fueron identificados en células pancreéticas y se
ha demostrado que son dos de los principales autoantigenos en diabetes mellitus tipo | (DMI)
(Lan, Wasserfall et al. 1996; Solimena, Dirkx et al. 1996; Bottazzo, Bosi et al. 2005). Se
encuentran localizados en los granulos de secrecidn de cerebro, hipdfisis, islotes pancreéaticos
y en general, de células de origen neuroendocrino (Solimena, Dirkx et al. 1996; Wasmeier y
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Hutton 1996). Comparten una arquitectura comun, con un péptido sefial, un ectodominio, una
regiéon transmembrana y un Unico dominio tirosina fosfatasa (Torii 2009). Globalmente, fogrina
posee un 42% de identidad de secuencia con ICA512, mientras que es de un 80% en el
dominio tirosina fosfatasa, y sélo un 29% en el ectodominio. Tanto en ICA512 como en
fogrina, el dominio PTPasa tiene mutaciones en el sitio activo que lo hacen inactivo hacia los
sustratos fosforilados convencionales, aunque recientemente se ha demostrado que fogrina
es capaz de desfosforilar fosfolipidos de inositol de la membrana plasmatica (Caromile,
Oganesian et al. 2010), y esto podria tener importantes implicancias biolégicas en el
mecanismo de exocitosis de insulina en respuesta a estimulos.

Aproximadamente el 50% de los diabéticos recientemente diagnosticados tienen
autoanticuerpos contra fogrina, que son expresados algunos afios antes del diagnéstico
clinico (Notkins, Zhang et al. 1997). En el caso de ICA512, esta proporcién se eleva a un 60-
70%. Dado que ICA512 y fogrina se localizan junto con insulina en los granulos de secrecién
(GS) de las células B-pancreéticas, y que en ratones knock out que carecen de uno o ambos
receptores se observan alteraciones en la secrecion de insulina inducida por glucosa (GSIS) y
también de hormonas hipofisarias (Saeki, Zhu et al. 2002; Kubosaki, Gross et al. 2004,
Kubosaki, Nakamura et al. 2005; Kubosaki, Nakamura et al. 2006), se ha propuesto que estos
receptores son importantes reguladores de las rutas de secrecién. En un trabajo reciente, se
ha encontrado que tanto el silenciamiento como la sobrexpresion de fogrina, en lineas
celulares de insulinoma y en cultivos de islotes aislados, no tiene efecto sobre la GSIS,
aungue la razén de estas discrepancias ain no ha sido aclarada (Torii, Saito et al. 2009). Sin
embargo, estos mismos estudios sugieren que ICA512 y fogrina son importantes reguladores
de la proliferacion de las células B-pancredticas, posiblemente a través de su interaccion
directa con el receptor de insulina, el cual es activado de modo autocrino/paracrino por
insulina, y lleva a la estabilizaciéon de la proteina IRS2, que es un regulador del crecimiento de

las células B.

1.5.2. Dominio extracelular maduro de ICA512

La proteina ICA512 se sintetiza con 979 residuos de aminoacidos y un peso molecular
de 106 kDa. Se ubica en los GS con su dominio intracelular expuesto al citoplasma celular y
la region extracelular dentro del granulo (Lan, Lu et al. 1994). Durante su maduracion, ICA512
sufre diversas modificaciones postraduccionales, incluyendo el corte del péptido sefal
(residuos 1-34), glicosilaciones y el corte proteolitico entre los residuos 448 y 449 por una
convertasa de tipo furina, lo que genera dos fragmentos (Hermel, Dirkx et al. 1999). Cuando
la proteina madura alcanza la membrana plasmatica durante la exocitosis, el dominio

intracelular es escindido por una proteasa dependiente de calcio, y migra al nicleo donde
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activa la expresion de genes involucrados en el proceso de secrecion, incluido el de insulina

(Ort, Voronov et al. 2001; Trajkovski, Mziaut et al. 2004; Mziaut, Trajkovski et al. 2006).

) Ectodominio .. Dominio intracelular
PS ™
502 599
127 427 | 1615636 770 10031015

Fogrina | [ NNIRCGIONION  [mPE] PTP

134 448| (576600 709 969 979
470 558

Figura 1.3. Arreglo de dominios de las proteinas ICA512 y fogrina. Se sefialan distintas
regiones, PS: péptido sefial, TM: segmento transmembrana, PTP: dominio tirosina fosfatasa, MPE:
dominio proximal a la membrana.

El estudio del segmento extracelular de la proteina ICA512 madura, llevé a nuestro
grupo de investigacion a determinar su estructura tridimensional (Primo, Klinke et al. 2008).
Durante las pruebas de cristalizacion, se encontré que durante la incubacién, el dominio
recombinante y altamente purificado sufre un proceso de protedlisis espontanea mediado por
radicales libres, que resulta en la remocion de unos veinte residuos de cada extremo,
generando una variante acortada, MPE ICA512, a partir de la cual se obtuvieron los cristales
gue permitieron la resolucion de la estructura tridimensional. De esta forma, la similitud
estructural, su contexto dentro de la proteina completa, y su capacidad de sufrir protedlisis
espontanea nos llevaron a relacionar este segmento de ICA512 con los dominios SEA, y esto
también se confirmé mediante un analisis estadistico de las secuencias de los dominios SEA
y de las PTP.

MPE ICA512 cristaliza en forma de dimeros o como un tetramero, con dos posibles
interfaces de dimerizacion (Primo, Klinke et al. 2008; Primo, Jakoncic et al. 2011). Los dos
modos de interaccion parecen ser de relevancia funcional, ya que los monémeros conservan
elementos de simetria propios de los dimeros biolégicos. Los modos de asociacion de MPE
ICA512 se discuten en la Seccion 3.4.

Cada monomero en la estructura cristalografica es compacto y bien estructurado. Los
lazos son cortos y la segunda hélice a tiene el pliegue caracteristico de los dominios SEA. La
superficie estd4 cargada negativamente a pH neutro y los extremos N y C se encuentran

espacialmente cercanos.

1.5.3. Dominio extracelular maduro de fogrina

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



La proteina fogrina humana es sintetizada inicialmente como una glicoproteina de 130
kDa, que luego es procesada proteoliticamente eliminando primero el péptido sefial (residuos
1-27) y luego la region Pro (residuos 28-427), este Ultimo corte ocurre en una secuencia
dibasica que es un sitio de reconocimiento caracteristico de proteasas denominadas
prohormona convertasas, comunes en los tejidos neuroendocrinos, y también se han
reportado otros cortes proteoliticos en cerebro y células pB-pancreaticas de raton (Tomiko
Kawakami 2007). Una de estas isoformas involucra el corte entre los residuos 501 y 502 por
una endopeptidasa no identificada, dejando unida a la membrana plasmética una regién del
ectodominio de fogrina que es equivalente a MPE ICA512, y que por lo tanto hemos
denominado MPE fogrina.

Mientras que MPE ICA512 es un dimero que se encuentra en equilibrio con cantidades
significativas del monémero en el rango de concentraciones micromolar, demostramos en
esta tesis que MPE fogrina es un mondémero en las mismas condiciones. Se ha propuesto que
el proceso de homo y heterodimerizacion es una forma de regular la actividad de los
receptores tirosina fosfatasa (Chin, Sachs et al. 2005), y se ha demostrado que tanto ICA512
como fogrina pueden formar dimeros con otras PTPR (Gross, Blanchetot et al. 2002), sin

embargo, se desconoce el detalle molecular de esta interaccion.

1.6. Autoprotedlisis catalizada por estrés conformacional

El fendbmeno de autoprotedlisis, es decir, la hidrélisis de un enlace peptidico por una
reaccion intramolecular, se presenta en varias proteinas, como las inteinas y otros sistemas
gue sufren maduracion por el corte auto-catalizado de un precursor proteico (Paulus 2000).

La hidrdlisis de un enlace peptidico es una reaccién termodinamicamente favorable,
pero extremadamente lenta, con una vida media de aproximadamente 2100 afios a pH neutro
y temperatura ambiente (Radzicka y Wolfenden 1996). Para hacer esta reaccién compatible
con los tiempos fisiologicos, la protedlisis enzimatica consigue aumentar la velocidad de
reaccion al disminuir la barrera energética que debe ser sobrepasada para llegar a los
productos, mediante la estabilizacion del estado de transicion, lo que suele explicarse
mediante el modelo de pre-organizacion del sitio activo (Warshel, Sharma et al. 2006), como
se ilustra esquematicamente en la Figura 1.4A.

Un mecanismo catalitico diferente se ha propuesto para la autoprotedlisis de los
dominios SEA, y que probablemente pueda ser extendido a otros sistemas que sufren
autoprotedlisis (Macao, Johansson et al. 2006; Johansson, Macao et al. 2008; Sandberg,
Johansson et al. 2008; Johansson, Wallin et al. 2009; Wallin, Hard et al. 2012). Este proceso

se ha estudiado en mayor detalle en el dominio SEA de la mucina MUC1, y explica la

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



aceleracion de la reaccion por medio de la desestabilizacion conformacional de un precursor
(Figura 1.4B).

La mucina MUCL1 se encuentra unida a la membrana celular en forma de heterodimero,
y el corte proteolitico se produce en el dominio SEA dentro de la secuencia consenso
G|SVVV (Parry, Silverman et al. 2001). Experimentos de incubacion de la proteina
recombinante, altamente purificada, mostraron que el procesamiento ocurre por
autoprotedlisis e inmediatamente luego de que la proteina es sintetizada (Levitin, Stern et al.
2005). Lo mismo ocurre cuando se remplaza la serina en la secuencia consenso por otros
residuos de caracter nucleofilico, como treonina y cisteina, pero no cuando se sustituye por el
resto de los aminoacidos naturales. Este es el primer paso del mecanismo de autoprotedlisis,
el ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del enlace peptidico precedente, lo que
resulta en la formacion de un éster, que es luego hidrolizado por un segundo nucledfilo para
formar los nuevos extremos N y C. Este primer paso recibe el nombre de N->0O (0 N->S) acyl
shift, y explica una parte del aumento de la velocidad de hidrdlisis, sin embargo, la protedlisis
de M1SEA se observa dentro de los pocos minutos posteriores al inicio del plegado del
precursor, lo que sugiere una asociacion entre el plegado y la protedlisis.

Las observaciones que llevaron a postular que el aumento de la velocidad de reaccién
proviene del estrés conformacional son: (i) al determinar la estructura tridimensional de
M1SEA, no fue posible reconectar por modelado molecular los extremos N y C generados por
autoprotedlisis, sin introducir severas alteraciones en toda la estructura; (ii) se determiné que
ningun otro grupo funcional de los residuos cercanos al sitio de corte participa en el proceso
de protedlisis, so6lo se requieren la serina catalitica y la integridad conformacional del loop; (iii)
el plegado de la molécula al estado nativo, desde el precursor no escindido y desplegado
qguimicamente, se produce simultaneamente con la autoprotedlisis, es decir la autoprotedlisis
y el plegado son procesos acoplados; (iv) la velocidad de autoprotedlisis disminuye cuando se
desestabiliza la conformacion del dominio, ya sea mediante mutagénesis o el empleo de
aditivos quimicos; y (v) la supresion de la tension conformacional afiadiendo flexibilidad por la
insercion de glicinas en el sitio de corte inhibe la autoprotedlisis.

Todos estos resultados convergen en un modelo donde las tensiones conformacionales
gue se generan cuando un precursor no escindido se pliega al estado nativo, resultan en la
fractura de un enlace peptidico especifico, lo que es catalizado por la accion de un residuo
gue actla como nucledfilo, y también por la energia libre de plegado (Figura 1.4B). Medidas
termodinamicas y cinéticas, y estudios computacionales, estan de acuerdo en la magnitud de
la energia almacenada como tensién conformacional. Estudios similares en otros dominios
SEA, como el de distroglicano, el del receptor GPR116 y el de la mucina MUC3 también
avalan esta hipotesis (Akhavan, Crivelli et al. 2008; Sandberg, Johansson et al. 2008; Peng,
He et al. 2010).
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Figura 1.4. Modelos simplificados de catdlisis de la hidrélisis del enlace peptidico. (A) Se
ilustra un mecanismo de catalisis enzimatica, por medio de la estabilizacion del estado de
transicion. (B) Mecanismo de autoprotedlisis catalizada por estrés conformacional, donde se baja
la barrera energética al aumentar la energia libre del reactivo (el enlace peptidico).

1.7. Objetivos

Los dominios SEA estan presentes en la region extracelular de muchas proteinas de
gran importancia en estados fisiol6gicos y patoldgicos, sin embargo, la funciéon exacta de
estos dominios se desconoce. Nuestro objetivo final es determinar si existen propiedades
estructurales comunes a todos ellos, y qué relacién existe entre estas propiedades y los
aspectos de su funcidn. Por ejemplo, se pretende establecer si los escasos residuos
conservados en sus secuencias son importantes para alcanzar su estructura terciaria
caracteristica 0 son necesarios para su funcion bioldgica, y en este caso serian identificados
residuos 'blanco’ para el estudio de los detalles funcionales. Ademas, ya que esta familia de
dominios presenta una alta similitud estructural, pero escasa identidad de secuencia, su
estudio estructural comparativo es una contribucién al estudio de aspectos elementales de la
reaccion de plegado de las proteinas.

Para este fin, los objetivos especificos que se abordan en este plan de tesis son:

I. Desarrollar métodos para la expresion heteréloga y purificacion a escala de laboratorio
de cuatro dominios SEA, que cubren un amplio rango de diversidad secuencial.
Especificamente, estos dominios son: el perteneciente a la mucina humana MUC1 (M1SEA),
el encontrado en el homélogo murino de la mucina MUC16 (M16SEA), y los dominios
pertenecientes a los receptores ICA512 y fogrina (MPE ICA512 y MPE fogrina).

Il. La realizacién de estudios biofisicos de los dominios enumerados en |, para
determinar sus propiedades estructurales y relacionarlas con las similitudes y diferencias de

sus secuencias y estructuras.
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lll. La determinacion de la estructura tridimensional del dominio MPE fogrina.

IV. Llevar a cabo un estudio de la estabilidad termodinamica de los dominios
mencionados, y relacionar sus mecanismos de desplegado con las particularidades de sus
secuencias y estructuras tridimensionales.

V. Realizar un andlisis bioinformético de la familia completa de dominios SEA, para

integrar toda la informacién mencionada en los péarrafos precedentes.
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2. Propiedades estructurales de los dominios SEA

2.1. Introduccién

El objetivo fundamental de la biologia estructural es explicar la funcién de las
macromoléculas biologicas a partir de su estructura. EI mecanismo de funcionamiento de
muchas familias proteicas se ha esclarecido, al menos en parte, mediante el estudio
comparativo de sus miembros. La familia de los dominios SEA es muy numerosa y forma
parte de proteinas muy diversas, asociadas con procesos fisiolégicos y patoldgicos de gran
importancia. Sin embargo, la funcién exacta de estos dominios se desconoce, aunque un gran
namero de estudios experimentales sugieren que estan especializados en mediar
interacciones entre células y con la matriz extracelular. Como se ha mencionado en la
Introduccion, se ha demostrado que algunos dominios SEA poseen la capacidad de formar
dimeros y se cree que este tipo de interaccion es necesaria en ciertos mecanismos de
sefializacion. También se ha propuesto que la disociacion de las dos cadenas, en los
dominios que sufren autoprotedlisis, conlleva un rol biolégico semejante en la sefalizacion
celular (Wreschner, McGuckin et al. 2002).

En primer lugar, abordamos el estudio de los procesos de interaccion intermolecular de
los dominios SEA, buscando relacionar su estado de agregacion con las caracteristicas de su
secuencia y estructura tridimensional. Para este fin, fue necesario optimizar las metodologias
para expresar y purificar estos dominios. Se requerian protocolos robustos que garantizaran
un muy alto nivel de pureza y rendimiento, ya que las proteinas estudiadas carecen de
residuos de triptéfano, el cromdéforo intrinseco con mayor sefial en la espectroscopia de
absorcion y emision de luz.

En segundo lugar, determinamos las propiedades estructurales basicas de los dominios
en solucion, con el objeto de definir las caracteristicas del estado nativo. En este punto,
estudiamos su grado de compactacion y rigidez, y también su estabilidad termodinamica.

En la Figura 2.1 se muestra la superposicion de las estructuras de los cuatro dominios
SEA estudiados en esta tesis, y en la Figura 2.2, se muestra un alineamiento de sus
secuencias. De ambas figuras, resulta evidente que los dominios estudiados presentan alta

similitud estructural en un contexto de gran diversidad secuencial.
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Figura 2.1. Superposicion de las estructuras de los dominios SEA. Las estructuras de los
dominios SEA de MUC1 (PDB ID: 2ACM) y Mucl6é (PDB ID: 11VZ), de MPE ICA512 (PDB ID:
2QT7) y MPE fogrina (determinado en esta tesis), se superpusieron tomando en cuenta los
elementos de estructura secundaria, mediante el programa SSM (Krissinel y Henrick 2004).

ICA512
Fogrina
MUCA1
Muc16

ICA512
Fogrina
MUCA1
Muc16

ICA512
Fogrina
MUCA1
Muc16

Figura 2.2. Alineamiento de secuencias de los dominios SEA. Se muestran las secuencias de
los dominios mostrados en la Figura 2.1, extraidas de un alineamiento multiple de 89 secuencias
que se puede consultar en el APENDICE. Los residuos mas conservados en el alineamiento
completo se encuentran recuadrados, y el esquema de colores obedece a las caracteristicas
fisicoquimicas de los aminoacidos.
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2.2. Estructura primaria y definicién de los dominios

Uno de los primeros pasos en el estudio estructural de un dominio aislado que proviene
de una proteina mas grande, consiste en definir los limites del dominio. Este problema no es
trivial, ya que una eleccién incorrecta de los limites puede llevar a que se obtenga una
proteina incapaz de plegarse eficientemente de manera estable. Una de las herramientas
més Utiles para definir las fronteras de un dominio, es el empleo de un alineamiento mdltiple
de secuencias diversas de los miembros de la familia. De esta forma, se define al dominio
como la regién méas conservada dentro de cierto umbral de similitud secuencial. Usando este
criterio, se habian definido exitosamente las secuencias que comprenden los dominios SEA
de las mucinas MUC1 y Mucl6, lo que permitié determinar sus estructuras tridimensionales
mediante espectroscopia de RMN (Maeda, Inoue et al. 2004; Macao, Johansson et al. 2006).
En este sentido, valiéndonos de la informacién estructural existente, en este trabajo
Unicamente fue necesario subclonar ambos dominios, eliminando las regiones adicionales
presentes en las construcciones de origen, tales como secuencias de hexahistidinas
empleadas en la purificacion y otros artificios de clonado.

Por otra parte, en el caso de MPE ICA512, la identificacion de la unidad de plegado
autébnomo estuvo dictada inicialmente por el resultado de predicciones bioinformaticas de
dominios globulares a partir de su secuencia, y también por el conocimiento del
procesamiento postraduccional de la proteina, ya que la secuencia de la region extracelular,
que incluye este dominio, no guardaba similitud suficiente con ninguna otra proteina de
estructura tridimensional conocida. Entonces, se eligio inicialmente para el estudio estructural
a la region comprendida entre el sitio de corte de la enzima prohormona convertasa (448-449)
y el comienzo del segmento transmembrana (que inicia en 576). Durante los ensayos de
cristalizacion, se encontré que este segmento sufre un procesamiento proteolitico mediado
por radicales libres que lleva a la remocion de unos 20 residuos de cada extremo, generando
el fragmento MPE ICA512, que cristaliz6 y cuya estructura tridimensional se determind por
difraccién de rayos x (Primo, Klinke et al. 2008). Los estudios en esta tesis se hicieron
subclonando el dominio MPE ICA512, que comprende los residuos 470-558.

El dominio MPE fogrina se delimité comparando la secuencia de fogrina con la de
ICA512, y eligiendo como extremo N a la posicién 502, que corresponde al sitio de corte
proteolitico que genera la isoforma predominante en pancreas de raton (Tomiko Kawakami
2007). El extremo C se fij6 en una posicion estructuralmente equivalente a la empleada en
ICA512.
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2.3. Expresion heter6loga de las proteinas recombinantes

La expresion en E. coli de los dominios aislados se ensay6 inicialmente en condiciones
estandar, en medio LB a 37 °C, y empleando IPTG para inducir la expresion por 3-4 h. Este
procedimiento fue suficiente para un buen nivel de expresion de MPE ICA512, M1SEA y
M16SEA, mientras que fue necesario ajustar las condiciones de expresion de MPE fogrina,
variando la composicion del medio de cultivo, la temperatura y el tiempo de induccién. Luego
de una exploracion sistemética de estas condiciones, se opt6 por expresar MPE fogrina por
induccién en medio TB durante 20 h a 20 °C, lo que resulté en un rendimiento de proteina
apropiado para los estudios biofisicos. Todas las proteinas se encontraron exclusivamente en
la fraccion soluble del lisado celular. Se empleé lactosa 1 % para la produccion en mayor
escala, ya que dio los mismos resultados que IPTG (no mostrado).

Todas las proteinas se purificaron mediante procedimientos cromatograficos
convencionales, luego de lo cual su identidad se verificd por espectrometria de masa, los

resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Propiedades de expresion de los dominios SEA.

Parametro MPE ICA512 MPE fogrina M1SEA M16SEA
N-terminal C-terminal

PM calculado (Da) 9760.1 10813.1 67025 6107.7 13805.3

PM determinado (Da) 97595 108114 6702.3 6112 138054

Nivel de expresion (mg/l) 70 20 50 60

El peso molecular (PM) calculado se obtuvo a partir de la secuencia de aminoéacidos, mientras que
el PM determinado se obtuvo por andlisis de masa por ESI o MALDI-TOF. El nivel de expresion
esta indicado como mg de proteina por litro de cultivo.

Un resultado notable se obtuvo con la proteina M16SEA. Al final de la purificacion, esta
proteina se observa como una sola banda en SDS-PAGE, y su peso molecular determinado
mediante espectrometria de masas corresponde al esperado de acuerdo a su composicion.
Sin embargo, en su espectro de emisién de fluorescencia se observa, aparte de la emision de
tirosina, una banda a mayor longitud de onda, algo inesperado, en principio, para un dominio
gue no contiene triptéfano (Figura 2.3).

Para investigar si la emision andmala de M16SEA podia deberse a algun tipo de
modificacién quimica de la proteina o si era debida a la presencia de un contaminante, se
realiz6 una separacion adicional sobre una muestra purificada mediante el protocolo
convencional, empleando cromatografia de HPLC de fase reversa. En este procedimiento, se

observaron dos picos apenas resueltos (no mostrado), que se colectaron y analizaron por

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



espectrometria de masa. Estos analisis detectaron una especie con el peso molecular
esperado para este dominio y una sefial menor, que posee 490 Da adicionales. Luego de un
tratamiento de protedlisis exhaustiva con tripsina y secuenciacion parcial mediante MALDI
TOF/TOF, no se encontraron diferencias significativas entre las dos especies. Paralelamente,
se hizo un andlisis por secuenciacién N-terminal de una muestra de digestion parcial con
tripsina, y sélo se obtuvieron las secuencias esperables para el corte en distintas posiciones a
lo largo de M16SEA. Por todo esto, se razond que la segunda especie podria tratarse de la

misma proteina M16SEA, con algun tipo de modificacion en su extremo C.
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Figura 2.3. Espectros de fluorescencia de M16SEA. Se muestra en linea llena el espectro de
emision de M16SEA, luego de excitar a 276 nm. En linea de puntos, se muestra el espectro de la
variante M16STOP, tomado en las mismas condiciones. El buffer empleado fue fosfato de sodio
25 mM pH 7.0 y la temperatura 20 °C.

Entonces se investigé cual podria ser el efecto si la proteina se extendiera en su
extremo C, como resultado de que el codon de stop no se reconociera como tal. Un cambio
en la ultima base de la secuencia de este coddn (TGG por TGA), conduce a la adicién de la
secuencia WGSGC hasta el siguiente coddén de stop. Esta secuencia corresponde a un
incremento de masa de 490.5 Da, lo que coincide con lo determinado por espectrometria de
masa, y ademdas introduce un residuo de triptéfano, lo que explica el comportamiento de
emision de fluorescencia. Ademas, esto también afiade un residuo de cisteina, el cual se

pudo titular con el reactivo DTNB (no mostrado). Finalmente, esto también es consistente con
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la dificultad encontrada en la separacion de ambas especies mediante los procedimientos
cromatogréficos empleados para purificar este dominio.

La lectura incorrecta de un codon de stop TGA como codificante para triptéfano (TGG)
es un fenédmeno que se ha reportado en otras oportunidades y recibe el nombre de “codon
readthrough" (Lu, Rohde et al. 1995; MacBeath y Kast 1998). Este fendmeno se manifiesta,
durante la expresion recombinante, por la aparicién de una banda de induccién con un
tamafo mayor que acompafia a la proteina de longitud correcta. En nuestro caso, la escasa
diferencia de masa y la baja proporcién de este sub-producto dificultaron su identificacion, y
sélo se hizo evidente a partir de la anomalia del espectro de fluorescencia. Notablemente, el
empleo del mismo coddn de stop en las construcciones de ICA512 y fogrina no tuvo este
efecto adverso, pero se reconoce que la tasa de error de lectura esta influenciada por la
secuencia de las bases que flanquean al codén de stop, y también por la identidad de los
aminoécidos de la cadena polipeptidica naciente (Bjornsson, Mottagui-Tabar et al. 1996;
Mottagui-Tabar y Isaksson 1997).

Como una prueba més directa de un mecanismo de “codon readthrough" en M16SEA,
se clond una variante donde el codén de stop se modificé de TGA (“opal”) a TAA (“ochre”),
formando parte del tetranucleétido TAAT que es la secuencia mas favorecida como stop en E.
coli (Poole, Brown et al. 1995). Cuando esta variante, llamada M16STOP, se estudié por
espectroscopia de fluorescencia en las mismas condiciones (Figura 2.3), se observé la
desaparicion de la banda de emision de ~350 nm, lo que confirma que la emision anémala es
debida a la incorporacién errénea de triptéfano en el extremo C de la proteina.

Para completar el estudio de la estructura primaria, se investigoé la presencia de enlaces
disulfuro en el dominio M16SEA, el Unico que contiene cisteinas. En la estructura
tridimensional de este dominio, se observa que sus dos Unicos residuos de cisteina se
encuentran espacialmente cercanos, a una distancia de alrededor de 4 A en cordones beta
antiparalelos adyacentes (Figura 2.4). Esta cercania y geometria llevé a considerar la posible
formacion de un puente disulfuro.

Cuando la proteina en el estado nativo se incubé con el reactivo DTNB, no se
detectaron tioles libres, sin embargo, al inducir el desplegado por el agregado de cloruro de
guanidinio, se lograron titular las dos cisteinas. Por lo tanto, en las condiciones de expresion
recombinante, las dos cisteinas se encuentran reducidas y ocultas al solvente en el estado
nativo.

Para probar si las uniones disulfuro podrian formarse durante el replegado in vitro, se
desplego la proteina con cloruro de guanidinio y luego se repleg6 por dilucion en presencia de
un par rédox (2-mercaptoetanol 1.15 mM, &cido 3,3’-ditiopropiénico 0.13 mM). Cuando esta
muestra se ensay6 con el reactivo DTNB, luego de pasarla por una columna de exclusién

molecular (Sephadex G-25), la cantidad de tioles libres fue la misma que con la proteina sin
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tratar, es decir, las cisteinas se encuentran igualmente reducidas y sélo accesibles al DTNB

en el estado desplegado.

Figura 2.4. Residuos de cisteina en M16SEA. Los dos residuos de cisteina se muestran como
esferas, con la numeracién correspondiente al archivo PDB (11VZ).

Un examen detallado de la estructura resuelta por RMN indicd que aunque la separacion
entre los atomos de azufre es demasiado grande para la formacion de un puente disulfuro (4
vs 2.3 A), una topologia ideal de los cordones beta antiparalelos permitiria reducir la distancia,
pero en este caso los cordones estan distorsionados por el conjunto de interacciones entre
atomos en el estado nativo. En particular, debido a la distorsion, no pueden alcanzarse en el
estado nativo los rotdmeros adecuados de las cisteinas que permitirian satisfacer los
requerimientos de la formacién de un puente disulfuro (Bhattacharyya, Pal et al. 2004). Por
otra parte, el examen de la estructura también indicé que las cisteinas de referencia se hallan
en un entorno altamente hidrofébico y son muy poco accesibles al solvente, justificAndose su

baja reactividad frente al DTNB en condiciones nativas.

2.4. Estado de agregacién

La cromatografia de exclusion molecular es una técnica estandar para la determinacion
de las propiedades hidrodindmicas de las proteinas. Una columna de exclusion molecular
separa las proteinas de acuerdo a su coeficiente friccional, aunque esta propiedad suele
expresarse de una manera mas intuitiva definiendo el radio de Stokes (Rs), que es el radio de
una esfera con el mismo coeficiente friccional que la proteina, lo que constituye una

aproximacion al volumen real que ocupa una macromolécula en solucién. En estos estudios
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se empled una columna “Superose 12", cuya utilidad para la determinacién de las
propiedades hidrodinaAmicas en el estado nativo y en estados no nativos de las proteinas esté
ampliamente documentada (Uversky 1993). La columna se calibr6 con un conjunto de
proteinas globulares de tamafio molecular conocido. Los experimentos de exclusion
molecular se realizaron a distintas concentraciones de proteina para estudiar si existe una
dependencia del tiempo de retencidon con la concentracion, lo que es indicativo de que el
estado nativo se encuentra en equilibrio entre distintas especies oligoméricas. Para ello se
inyecté cada proteina en un rango de concentraciones desde aproximadamente 5 uM hasta
200 uM. En la Figura 2.5 se muestran los perfiles cromatograficos y en la Tabla 2.2 se

muestran los valores de radio de Stokes correspondientes.
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Figura 2.5. Comportamiento hidrodinamico seguido por SEC. Los perfiles cromatograficos se
siguieron por absorbancia a 280 nm. Se muestra una corrida representativa de proteinas usadas
como marcadores en la calibracién, y la curva de calibracién correspondiente. Los experimentos
se realizaron en buffer fosfato de sodio 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7.0.
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En el caso de la proteina M16SEA, su perfil de elucién es andmalo, caracterizado por un
tiempo de retencion mayor que el esperado para un monomero de su peso molecular. Esto
posiblemente se deba a que la proteina posee algun grado de interaccién con la matriz
cromatogréfica (compuesta de agarosa entrecruzada quimicamente). Resultados similares se
obtuvieron empleando una columna Superdex 75 (no mostrado), cuya matriz estad compuesta

de una mezcla de agarosa y dextrano.

Tabla 2.2. Comportamiento hidrodindmico seguido por SEC a pH 7.0.

Parametro MPE ICA512 MPE fogrina M1SEA M16SEA
Peso molecular (kDa) 9760.1 10813.1 12810.2 13805.3
N° de residuos 90 99 112 121
Rs teoricoa (A) 17.5(21.4) 18.0 (22.0) 18.7 19.1
Rs esperadob SEC (A) 16.5(21.3) 17.2 (22.2) 18.3 (23.6) 18.8
Rs experimentalc (A) 16.4+0.2 (20.7£0.2) 225+03 206+01 166+03

Calculado a partir del nimero de residuos de acuerdo a la ecuacion descripta por Dobson
(Wilkins, Grimshaw et al. 1999). ®Calculado a partir del peso molecular con la ecuacién descripta
por Uversky (Uversky 1993). “Determinado a partir del tiempo de retencion, por interpolacion de la
curva de calibracién. Los nimeros entre paréntesis representan los Rs tedricos o esperados para
el dimero, segin corresponda. En el caso de MPE ICA512, el Rs experimental depende de la
concentracién proteica y el extremo superior corresponde a altas concentraciones (predominio de
la forma dimérica).

En el caso del dominio M1SEA, el perfil cromatografico fue idéntico en todas las
concentraciones ensayadas, con un tiempo de retencién cercano al esperado para una
proteina monomeérica de su tamafo, con una forma globular algo expandida. Dado que este
dominio esta formado por dos cadenas no unidas covalentemente, podria esperarse que su
disociacién generara una dependencia en el tiempo de retencion con la concentracion de
proteina inyectada (en caso de tratarse de un equilibrio de disociacién rapido). Sin embargo,
como se vera en la Secciéon 2.8.2, la conformacion heterodimérica de este dominio es muy
estable, con una constante de disociacién de aproximadamente 50 fM, lo que explica que no
se detecte disociacion en el rango de concentraciones ensayado.

La proteina MPE fogrina exhibié también un perfil de elucién invariable con la
concentracioén, y coincidente con lo esperado para un dimero, lo que sugiere que forma un
dimero de alta afinidad. Sin embargo, un examen usando otras técnicas (ver mas abajo)
demostré que el comportamiento de MPE fogrina en SEC es un artefacto y la proteina en
solucién es monomeérica.

Respecto a la proteina MPE ICA512, hemos caracterizado extensivamente en nuestro

laboratorio, la presencia de un equilibrio dimero-monémero en el estado nativo, que se
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manifiesta en la dependencia del tiempo de retencidén con la concentracion de proteina
inyectada (Primo, Klinke et al. 2008). El andlisis de los perfiles de elucion seguin un modelo de
equilibrio dimero-mondmero, permitié estimar una constante de disociaciéon de 0.8 uM.

Un enfoque complementario para el estudio del estado de agregacion, se obtuvo
mediante experimentos de entrecruzamiento quimico con glutaraldehido y DSS, visualizando
los resultados por SDS-PAGE. En el caso del dominio MPE ICA512, los dos reactivos
revelaron la presencia de dimeros. Al emplear DSS, se observaron solamente dimero y
monomero (Figura 2.6), mientras que la reaccion con glutaraldehido también dio cantidades
menores de otros oligébmeros de mayor tamafio (no mostrado). No se observé dependencia
en la proporcion de dimero respecto del tiempo de incubacién con DSS (entre 5y 15 min), y
cuando se ensayaron distintas concentraciones de DSS, el Unico producto fue el dimero
(empleando una concentracion molar en exceso de entrecruzante de 2 a 20 veces la de
proteina). Notablemente, la banda correspondiente al dimero persiste aun a altas

concentraciones de GdmCI (Figura 2.6) o de urea (no mostrado).

PM 0 0.5 1.0 1.5 (M) PM 2.0 2.5 3.0 -DSS (M)
36- .. 36- P
29- w— . 29- —
20.1- w— 20.1- we—'
14.2-—r 14.2- -

- Y w» W - W W w

Figura 2.6. Entrecruzamiento con DSS de MPE ICA512. Las muestras se preincubaron a 25 °C
con GdmCI en la concentracion indicada, en buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0. Luego de 3 h,
se afiadié DSS 300 uyM y se incubé a 27 °C por 15 min, frenando la reaccién con Tris:Cl 1 M pH
6.8. Luego las muestras se dializaron y se precipitaron con TCA. A la muestra sefialada como -
DSS, no se le afiadié DSS.

Con el dominio M16SEA se obtuvo una tenue banda de dimero cuando fue incubado
con DSS (no mostrado), y en la incubacién con glutaraldehido (Figura 2.7) se obtuvieron
dimeros y especies de mayor tamafio, por lo que es probable que la reaccion fuera
inespecifica. En el caso de MPE fogrina, no se observa reaccién con DSS y la reaccion con
glutaraldehido dio lugar a la aparicién de especies de muy alto peso molecular, que no
atraviesan el gel de corrida (no mostrado), con un patrén compatible con la colisiébn azarosa
de mondémeros.

La reaccion de MI1SEA con glutaraldehido o DSS genera un patrén de dificil
interpretacion, ya que hay que considerar que este dominio es ya un heterodimero en

condiciones nativas (no mostrado).
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Figura 2.7. Entrecruzamiento con glutaraldehido de M16SEA. Las reacciones se hicieron en
buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, a 27 °C. La proteina se incubd con glutaraldehido en
distintas proporciones, que se expresan como mdltiplos de la empleada en la calle 2 (1X). Calle 1:
sin glutaraldehido; calles 2 a la 5: 1X, 2X, 4X, 8X, 16X, respectivamente. Las calles 6 a 9
corresponden a muestras que fueron preincubadas con SDS 8 % p/v y calentadas 5 min a 100 °C
antes de agregar el glutaraldehido en las proporciones 2X, 4X, 8X 'y 16X, respectivamente.

Finalmente, el estado de agregacion de los dominios se estudié por dispersion de luz
estética. Las técnicas de dispersion de luz son metodologias espectroscopicas que permiten
la determinacion de los pesos moleculares de macromoléculas en solucion. Una de estas
metodologias es la dispersion de luz estatica (SLS), que mide el promedio de la magnitud de
la luz dispersada que, bajo ciertas condiciones, es proporcional al producto del peso
molecular de la macromolécula por su concentracion (Harding y Jumel 2001). En este trabajo
empleamos la técnica multi-angle laser light scattering, acoplado a un fraccionamiento previo
por exclusién molecular mediante una columna Superdex 200 (SEC-MALLS). A diferencia de
la metodologia convencional de exclusién molecular, la determinacién del peso molecular por
dispersién de luz no requiere del empleo de patrones y no se ve afectada por la forma de la
macromolécula ni por artefactos de interaccion inespecifica con la matriz de exclusion
molecular.

Los resultados fueron esclarecedores en el caso de MPE fogrina. A diferencia de lo
estimado por SEC, el peso molecular de este dominio fue de 10.8 kDa calculado a partir de
los datos de dispersion de la luz, lo que es consistente con un estado monomérico (Figura
2.8A). Ademas, el tiempo de retencion en la matriz de exclusion usada en el experimento
SEC-MALLS (Superdex 200), diferente de la empleada en el procedimiento de SEC
convencional (Superose 12), fue compatible con un estado monomérico, lo que sugiere un
artefacto en la interaccién entre la matriz Superose 12 y MPE fogrina. La naturaleza de la
interaccion de MPE fogrina con la matriz de exclusion Superose 12 no se investigo
adicionalmente, aunque parece estar relacionada con la carga superficial altamente negativa
de la proteina.

En el caso de MPE ICA512, como parte de la caracterizacién del equilibrio dimero-
monomero, en trabajos previos se han realizado en nuestro laboratorio mediciones de SEC-

MALLS en las mismas condiciones que las descriptas aqui para fogrina (no mostrado), que
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muestran la presencia de masas moleculares en el rango del dimero (aproximadamente 20
kDa) hasta al monémero (10 kDa), dependiendo del tiempo de retencién en la columna.

Como se menciond en los péarrafos precedentes, el estado de oligomerizacién de
M16SEA no pudo obtenerse por mediciones convencionales de SEC, debido a su interaccion
inespecifica con la matriz, ni por entrecruzamiento quimico, ya que la reaccion fue
inespecifica. Entonces se realizé la medicion de masa molecular mediante SEC-MALLS, de la
misma forma que con MPE fogrina. Aunque los resultados del experimento tienen una
dispersién algo elevada (Figura 2.8B), son indicativos de un estado monomeérico, con un peso
molecular de 13.7 kDa.
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Figura 2.8. Peso molecular determinado por SEC-MALLS. Se muestra como linea continua el
perfil cromatografico seguido por absorbancia a 280 nm, y los puntos corresponden al peso
molecular. (A) MPE fogrina. (B) M16SEA. Notese que en los experimentos de SEC-MALLS se
utilizdé una columna cromatografica empaquetada con la matriz Superdex 200, diferente a la
empleada en los experimentos de SEC descriptos en la Figura 2.5. Por lo tanto los perfiles
cromatograficos no pueden ser comparados directamente. El buffer empleado fue el mismo que en
los experimentos de SEC.

2.5. Flexibilidad conformacional explorada por protedlisis controlada

La flexibilidad conformacional de los dominios SEA se estudié por medio de
experimentos de digestién controlada con tripsina. Para que una proteina pueda ser
degradada por una proteasa debe existir, en la region de corte, una flexibilidad que le permita
adaptarse al sitio activo de la enzima, lo que puede ser resultado de un desplegado local, en
la cercania del enlace peptidico blanco, 0 mediante un desplegado global, que involucre a

toda la molécula. El método de digestion controlada con proteasas se ha utilizado para aislar
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dominios, y también para identificar unidades autbnomas de plegado dentro de los mismos
dominios.

Cuando los dominios SEA se trataron con tripsina, se observaron distintos
comportamientos (Figura 2.9). En el caso de MPE fogrina, se observé que este dominio es
marcadamente resistente a la protedlisis. La degradacién ocurre lentamente y se manifiesta
como una disminucién en la intensidad de la banda de proteina de longitud completa, sin
deteccion de fragmentos mayores. Se concluye de esta forma, que los fragmentos generados
no son resistentes a la protedlisis ulterior, y que la proteina es susceptible a la hidrdlisis por
tripsina mediante un proceso de desplegado global.

El dominio MPE ICA512 exhibié una cinética de protedlisis aln mas lenta que la de
fogrina (no mostrado). Aun después de 4 h de reaccion no se observo degradacion, sin
embargo, con el agregado de urea en una concentracion final de 2 M, se observa casi el 100
% de degradacion en el mismo periodo. Eso es indicativo de una estructura esencialmente
rigida, con potenciales sitios de corte que sélo se hacen accesibles luego de inducir el

desplegado con urea.
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Figura 2.9. Protedlisis controlada con tripsina. (A) MPE fogrina, la relacion tripsina:proteina fue
de 1:75, y también se muestran, en el panel de la derecha, muestras tomadas luego de 2 h de
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reaccion, con (+) y sin (-) tripsina. (B) M1SEA y (C), M16SEA, ambas en una relacion
tripsina:proteina de 1:100 p/p.

El dominio M1SEA, el cual est4 constituido por dos cadenas, también se mostro
resistente a la accién de tripsina (Figura 2.9B), no detectandose degradacion en el tiempo
ensayado. Esto es consistente con una estructura compacta y estable.

El comportamiento mas interesante se observé con el dominio M16SEA (Figura 2.9C).
Esta molécula es rapidamente degradada, pero los fragmentos generados son muy
resistentes a la degradacion posterior. El andlisis del producto de digestion parcial por
espectrometria de masa y secuenciacion N-terminal, permitié asignar el sitio de corte entre
las argininas 85 y 86, dentro de un loop altamente expuesto al solvente (Figura 2.10). Si se
permite que la digestién continle durante mas tiempo, al final practicamente todos los sitios
de corte son blanco de la accién de tripsina, y los fragmentos generados pudieron

identificarse por secuenciacion parcial por espectrometria de masa MALDI TOF/TOF.

Secuencia Peso molecular (Da)
Segmento
N-terminal Esperado Obtenido
Si- R8s SSSSQHFNL 9594.5 9595.1
R8e- G121 RVDRVAIYE 4228.8 42294

Figura 2.10. Fragmentos de proteodlisis controlada del dominio M16SEA. Se indican los
resultados del analisis por espectrometria de masas y secuenciacion N-terminal, que permitieron
asignar el enlace peptidico donde ocurre el primer evento de corte. A la derecha, se muestran
sobre la estructura tridimensional los residuos de arginina 85 y 86 en representacion de esferas, y
en colores distintos los dos fragmentos generados.
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2.6. Estructura secundaria

El dicroismo circular (CD) es un fendmeno que resulta de la absorcion diferencial de luz
circularmente polarizada a la izquierda y derecha, por los cromoforos que son
intrinsecamente quirales o que se hacen Opticamente activos al encontrarse en entornos
asimétricos. Cuando las proteinas son estudiadas por CD con luz en la regién del UV lejano
(180-240 nm), el cromoforo que absorbe es el enlace peptidico, aunque también puede haber
contribuciones de menor magnitud por parte de los residuos aromaticos. Las propiedades de
absorcion del enlace peptidico son modificadas al formar parte de arreglos de estructura
regular, lo que resulta en espectros de CD caracteristicos para los distintos elementos de

estructura secundaria.
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Figura 2.11. Espectros de CD en el UV lejano. Las medidas se hicieron a 20 °C en buffer fosfato
de sodio 25 mM pH 7.0.
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En la Figura 2.11 se muestran los espectros de CD en el UV lejano de los cuatro
dominios SEA. En todos los espectros se observa una contribucién mayoritaria de hélices q,
observandose dos minimos, a 208 y 220 nm, y un maximo, entre 190 y 195 nm. Se realiz6
una estimacién del contenido de estructura secundaria a partir de los espectros de CD,
empleando el conjunto de algoritmos de deconvolucién de espectros reunido en la suite
DICROPROT (Deleage y Geourjon 1993), y los resultados de este analisis estan de acuerdo

con la estructura tridimensional.

2.7. Estructuraterciaria

En la region del UV cercano (250-300 nm), la absorcion de los cromdforos esté
asociada con las transiciones electrénicas m - m*. Dado que las cadenas laterales de los
residuos aromaticos poseen planos de simetria, exhiben dicroismo circular casi
completamente debido a su entorno rigido asimétrico, como el que se encuentra en el interior
de una proteina bien plegada.

Como se menciond en la secciéon 2.1, ninguno de los dominios SEA estudiados aqui
contiene residuos de triptéfano, por lo tanto, las sefales observadas en los espectros de CD

en el UV cercano se atribuyen a las cadenas laterales de tirosina y fenilalanina (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Residuos aromaticos en los dominios SEA.

Residuo MPE ICA512 MPE fogrina MI1SEA MI16SEA
Tirosina 2 1 5 4
Fenilalanina 2 2 12 9

Los espectros medidos para todos los dominios se muestran en la Figura 2.12. Una
caracteristica comun a todos ellos es la presencia de estructura fina en longitudes de onda
menores a 270 nm. Las caracteristicas de estas bandas provienen de las transiciones entre
los distintos niveles vibracionales del estado excitado de residuos de fenilalanina. Su
destacada magnitud en los espectros mostrados, especialmente en MPE fogrina y M1SEA, es

indicativa de un entorno apolar y relativamente rigido alrededor de estos residuos.
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Figura 2.12. Espectros de CD en el UV cercano. Las medidas se hicieron a 20 °C en buffer
fosfato de sodio 25 mM pH 7.0.

El espectro de la proteina M1SEA exhibe una muy prominente banda centrada en
aproximadamente 250 nm. Esta caracteristica inusual de su espectro de CD también ha sido
notada previamente en una construccion que incluye el dominio M1SEA y 15 residuos mas de
su extremo N (lo que no afiade ningun residuo aromatico) (Johansson, Macao et al. 2008). La
inspeccion de la estructura tridimensional de este dominio, permite distinguir un grupo de 4
residuos de fenilalanina y uno de tirosina (Figura 2.13), donde se observan geometrias
favorables para la interaccién -1, con anillos aromaticos ubicados “de canto” hacia el plano
de otros anillos (T-shape). El caracter agudo del pico a 250 nm sugiere un proceso de
contribuciones negativas al espectro por parte de fenilalaninas y/o tirosinas que se 'restan’ del

espectro principal.
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Por otra parte, en los espectros de MPE ICA512 y de M16SEA se aprecian claramente
las bandas correspondientes a las transiciones 'L, de las tirosinas gue hacen una

contribucion positiva.

Figura 2.13. Agrupamiento de residuos aroméaticos en M1SEA. En la figura central se muestra
la ubicacién de residuos aromaticos muy cercanos entre si, y en las figuras laterales se muestra el
detalle de las regiones recuadradas, rotadas para una mejor visualizacion. La numeracion
corresponde al archivo PDB (2ACM).

La estructura terciaria también se investigd mediante espectroscopia de emisién de
fluorescencia, luego de excitar las cadenas laterales de tirosina (Figura 2.14). Los dominios
MPE ICA512, M16SEA y MPE fogrina, presentan un maximo de emision a 300 nm, cuya
intensidad disminuye al desplegar la proteina con GdmCI 5-6 M, aunque la longitud de onda
del méximo de emision es invariable, como es en general el caso de proteinas que no
contienen tript6éfano. Esto indica que los residuos de tirosina se encuentran ocultos al solvente
y solo resultan expuestos con el desplegado inducido por el desnaturalizante. EI dominio
M1SEA tiene un espectro similar al de MPE ICA512 y de MPE fogrina, pero con una

intensidad de emision que no disminuye significativamente con el agregado de GdmCI.
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Figura 2.14. Espectros de fluorescencia. Las medidas se hicieron a 20 °C en fosfato de sodio 25
mM pH 7.0, con excitacion a 276 nm. En linea punteada se muestran los espectros de la proteina
desplegada con GdmCI 6 M. El espectro de M16SEA corresponde al de la variante M16STOP.

Para investigar la presencia de superficies hidrofébicas expuestas al solvente, se
realizaron espectros de emision de fluorescencia en presencia de ANS (no mostrado). En
ninguno de los dominios se detectd union de esta sonda, lo cual es consistente con un

empaquetamiento rigido, y sin superficie hidrofébica expuesta al solvente.
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2.8. Estabilidad conformacional de los dominios SEA

2.8.1. Desplegado por temperatura

La estabilidad de los dominios SEA frente al desplegado por temperatura, se estudio por
medicion de la sefial dicroica a 220 nm, mientras se incrementaba linealmente la temperatura.
De esta forma, se siguid el cambio en el contenido de estructura secundaria que acompafa al
proceso de desplegado. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2.15. En todos los
casos, se observaron transiciones altamente cooperativas y con una elevada T, la
temperatura en el punto medio de la transicién. Esto indica que todos los dominios tienen una
alta estabilidad estructural.

Las transiciones de los dominios M1SEA, M16SEA y MPE ICA512 son irreversibles, lo
gue impidié su andlisis cuantitativo para obtener los pardmetros termodinamicos del proceso
de desplegado. En el caso de M16SEA, el desplegado ocurrié con una marcada precipitacion
de la muestra, mientras que para M1SEA y MPE ICA512, la intensidad de la sefial nativa no
se recupero al retornarlas a la temperatura inicial, aunque tampoco se observaron signos de
precipitacion. El ajuste de las curvas de desplegado a un modelo de dos estados, permitio
estimar una Tp, de 74.6 °C para M16SEA y 76.4 °C para M1SEA, aunque es importante
destacar que estos son parametros aparentes, ya que pueden depender de la concentracién
de proteina y de la velocidad de calentamiento. Se ha reportado anteriormente que M1SEA,
con una secuencia de hexahistidinas, posee una T, de aproximadamente 75 °C a pH 6.4,
siendo el proceso también irreversible (Macao, Johansson et al. 2006). No fue posible estimar
la T, de MPE ICA512, por la dificultad en establecer cual es la sefal del estado desplegado,
ya que se observan dos fendmenos: el proceso de desplegado que disminuye la magnitud de
la elipticidad, y una transicion a alta temperatura con una ganancia de elipticidad negativa.

Una caracteristica notable de la transicion de desplegado de M1SEA, es que ocurre con
un aumento en la intensidad negativa de la sefial dicroica, mientras que lo usual es que
disminuya, como se espera para una reduccion del contenido de estructura secundaria con el
desplegado. Una interpretacion posible, es que el estado final no sea el “estado desplegado”,
sino un intermediario parcialmente plegado, con estructura secundaria no nativa. Como se
describe més adelante en los experimentos de desplegado quimico, esta proteina es
realmente muy estable, con lo cual se puede esperar estructura residual en condiciones
altamente desnaturalizantes.

Dado que la transicién de desplegado de MPE fogrina es reversible, fue posible extraer
los pardmetros termodindmicos asociados al proceso (Tabla 2.4). El desplegado se efectud

en 3 condiciones de pH y a distintas concentraciones de proteina. El estudio de las
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transiciones a distinto pH permite a menudo extraer el cambio en la capacidad calorifica que
acompanfa el proceso (ACp), ya que existe poca informacion en una sola curva para estimarlo
con certeza. El andlisis de la dependencia de la concentracion estuvo inicialmente motivado
por el estudio de la posible dimerizacién de este dominio, ya que se espera en el caso de las
proteinas que son dimeros (u oligbmeros), que por la ley de accion de masas, exista una
dependencia en la posicion de las curvas con la concentracion de proteina, lo que representa
una forma adicional de estimar ACp. En concordancia con su estado de agregacién
monomeérico, y con la reversibilidad del proceso de desplegado, no se observé dependencia
en la posicion de las curvas con la concentracién de proteina. Los datos se ajustaron
empleando las ecuaciones correspondientes a un modelo desplegado de dos estados
unimolecular. Los pardmetros termodinamicos resultantes de este andlisis se muestran en la
Tabla 2.4.
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Figura 2.15. Desnaturalizacién por temperatura seguida mediante CD a 220 nm. A menos que
se indique lo contrario, la incubacion se hizo en buffer fosfato de sodio 25 mM, pH 7.0. En el panel
inferior, los valores de elipticidad se normalizaron para llevarlos a una misma escala antes de
hacer el ajuste, y se muestran desplazados arbitrariamente en el eje de ordenadas para mayor
claridad. Las lineas representan el ajuste global de todos los datos de desplegado de MPE fogrina,
a un modelo de dos estados unimolecular como se describe en el texto.
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Tabla 2.4. Parametros de desplegado por temperatura de MPE fogrina®.

T.b AH(Trm)e ACp Txd AG(Tx)e
P °C) (kcal mol-t)  (kcal mol-1K-1) °C) (kcal mol-1)
4.8 66.6+0.1 50.9+0.6 1.10+0.03f 234+13 33+15
7.0 59.1+0.1 426+04 1.10+0.03 226+11 24+13
75 579+0.1 41.3+04 1.10+0.03 225+11 23+12

®Los parametros se obtuvieron mediante regresion no lineal por cuadrados minimos, aplicando las
ecuaciones descriptas en Materiales y Métodos. bTemperatura ala que AG = 0 en la transicién de
desplegado. °AH a la temperatura Tp,. dTemperatura en la que AG es maximo, AG =AH, y AS = 0.
°AG en Ty. 'ACp se ajusto globalmente a todos los datos.

Como se observa en la Tabla 2.4, la estabilidad de MPE fogrina es dependiente del pH,
con un AG de desplegado de mayor magnitud a pH 4.8, que es cercano al de los granulos
maduros de secrecién de insulina. El cambio en la capacidad calorifica estd de acuerdo con lo
esperado para el desplegado completo de una proteina globular de este tamafio (1.15 kcal
mol* K™) (Myers, Pace et al. 1995), lo que indica que las transiciones reflejan el desplegado

global de la proteina.

2.8.2. Desplegado inducido por agentes quimicos

Las transiciones de desplegado quimico de los cuatro dominios se siguieron por el
cambio en la estructura secundaria, registrando los espectros de CD a distintas
concentraciones de desnaturalizante. En el caso de MPE ICA512, se estudié también la
pérdida de estructura terciaria por emision de fluorescencia.

Para poder realizar un analisis cuantitativo de la termodindmica de plegado, es requisito
que las transiciones sean reversibles y que se lleven a cabo en el equilibrio. Para asegurar
gue los tiempos de incubacion de las proteinas en presencia de desnaturalizante permitan
alcanzar el equilibrio quimico, se prepararon réplicas, para cada proteina, a distintas
concentraciones de desnaturalizante y se tomaron espectros a distintos tiempos. En base a
experimentos preliminares, se tuvo especial precaucion de incluir entre las concentraciones
de desnaturalizante ensayadas a una que se encuentre cerca del punto medio de la
transicion, ya que comunmente es esa la condicion en la que mas tiempo lleva alcanzar el
equilibrio. La coincidencia de las medidas espectroscopicas registradas a distintos tiempos,
se tom6 como indicativa de que se habia alcanzado el equilibrio. En la Figura 2.16, se

muestra como ejemplo el desplegado de MPE ICA512 inducido por GdmCI, donde se observa
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gue los espectros tomados a distintos tiempos (se muestran solo dos para simplificar)
coinciden dentro del error experimental. Los mismos resultados se obtienen con los otros tres
dominios SEA. Ademas, experimentos cinéticos de desplegado, por mezclado manual de la
proteina nativa con GdmCI, sugieren que el equilibrio se alcanza dentro de unos pocos
minutos de iniciado el desplegado (no mostrado).

Para demostrar que el proceso es reversible, cada proteina se incub6 en presencia de
una alta concentracién de desnaturalizante, de manera de asegurar su desplegado completo.
Luego esta solucion stock de proteina desplegada se diluyé con buffer, alcanzando distintas
concentraciones de desnaturalizante y una concentracion de proteina constante. Los
espectros de CD, o las medidas de fluorescencia, de estas diluciones, se compararon con
muestras de la misma concentracion de proteina y desnaturalizante, pero preparadas a partir
del stock de proteina nativa (sin desnaturalizante). La coincidencia de las sefiales
espectroscopicas de estas dos muestras, preparadas por desplegado o por replegado, se
consider6 indicativa de que la transicion es reversible. En la Figura 2.16 se ilustra este
comportamiento con el dominio MPE ICA512, los cuatro dominios se comportan de manera

semejante.
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Figura 2.16. Reversibilidad y equilibrio del proceso de desplegado quimico. (A) MPE ICA512
se despleg6 por incubacién con GdmCI 5.42 M por 6 horas, luego se diluyé a GdmCI 0.92 M y se
tomd un espectro de CD luego de 4 horas de incubacién (trazo grueso). Se compara con el
espectro tomado luego de incubar la proteina directamente en presencia de GdmCI 0.92 M (trazo
fino). En linea punteada se indica como referencia el espectro de la proteina desplegada en
GdmCl 5.42 M. La concentracién de proteina fue 15 uM, y el buffer fosfato de sodio 25 mM, pH
7.0. (B) MPE ICA512 se incubd en GAmCI 2.03 M y se tomd un espectro de CD luego de 2.5 horas
(trazo grueso) o 7 horas (trazo fino). La concentracién de proteina fue 15 uM, y el buffer acetato de
sodio 25 mM, pH 4.8. La temperatura en todos los casos fue 20 °C.
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2.8.2.1. Estudios de desplegado en el equilibrio a pH 7.0

En todas las transiciones monitoreadas por CD, se eligio la elipticidad a 222 nm para
seguir el desplegado. La transiciéon correspondiente a MPE fogrina, inducida por GdmCI, se
muestra en la Figura 2.17. El desplegado inicia a baja concentracion de desnaturalizante,
pero la transicion es altamente cooperativa. Ya que la proteina es un monémero en solucion,
los datos se analizaron mediante un modelo de dos estados unimolecular. Este modelo fue
suficiente para explicar satisfactoriamente los datos, lo que permitié derivar los parametros
termodinamicos listados en la Tabla 2.5. El valor de AG obtenido (2.29 + 0.13 kcal mol™)
indica que MPE fogrina es un dominio relativamente poco estable, cerca del limite inferior de
estabilidad que suelen tener las proteinas monoméricas de este tamafio (Jackson 1998). Este
resultado coincide, dentro del error experimental, con la estabilidad determinada a partir de
los experimentos de desplegado térmico (Seccién 2.8.1). El valor obtenido para el parametro
m, que esta relacionado con el cambio en el area accesible al solvente que acompafa al
desplegado (Myers, Pace et al. 1995), esta de acuerdo con el desplegado total de un proteina
del tamafio de MPE fogrina.

Como una forma adicional de estudiar el proceso, se us6 SEC-FPLC para monitorear el
comportamiento hidrodindmico a distintas concentraciones de GdmCI (Figuras 2.17A y 2.18).
El desplegado seguido por SEC se superpone muy bien con el ajuste de los datos de CD,
excepto a concentraciones de GdmCl menores a 0.5 M. Esto se debe a que, como se
describe en la Seccion 2.4, el comportamiento de MPE fogrina en SEC es anémalo en
ausencia de desnaturalizante. La presencia de GdmCl parece normalizar este
comportamiento, dando inicialmente un Rs cercano al esperado para un monémero, seguido

de la transicion principal correspondiente al desplegado.
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Figura 2.17. Desplegado quimico de MPE fogrina en el equilibrio. La transicién se sigui6 por
CD a 222 nm (triangulos) o por SEC (circulos). La linea representa el ajuste al modelo de dos
estados descripto en el texto. (A) Desplegado por GAmCI. (B) desplegado por urea. El buffer
empleado fue fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, y en los experimentos de SEC, al mismo buffer se le
afadié cloruro de sodio 0.15 M. La temperatura en todos los casos fue 20 °C.

Finalmente, el mecanismo de desnaturalizacion quimica de MPE fogrina se estudié
adicionalmente en presencia de urea (Figura 2.17B). De manera similar a lo observado con
GdmCl, el proceso de desplegado con urea comienza a baja concentracion de
desnaturalizante, es monofédsico y altamente cooperativo. El ajuste de un modelo
unimolecular de dos estados explicé satisfactoriamente los datos, lo que permitié derivar que
en ausencia de urea AG = 1.78 + 0.12 kcal mol™, y m = 1.22 + 0.08 kcal mol™ M™. Por lo
tanto, también el desplegado quimico por urea es un proceso de dos estados, y revela que

MPE fogrina es marginalmente estable.
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Figura 2.18. Desplegado quimico de MPE fogrina en el equilibrio seguido por SEC. Se
realizaron corridas de SEC en buffer fosfato de sodio 25 mM, cloruro de sodio 0.15 M, pH 7.0, con
las concentraciones de GdmCI indicadas, registrando la absorbancia a 280 nm.

El proceso de desplegado de M16SEA también esta caracterizado por una reduccién
sigmoidea de la elipticidad a 222 nm (Figura 2.19). Pero en este caso, la transicion inicia a
una concentracion de desnaturalizante mucho mas alta que en MPE fogrina, y es tan
cooperativa como lo observado en esta Ultima. Dado que se observa una sola transicion, y
gue la proteina es monomérica, los datos se analizaron de acuerdo a un modelo de
desplegado de dos estados unimolecular. Este modelo explica muy bien los datos obtenidos,
y permitié derivar los parametros termodinamicos indicados en la Tabla 2.5. El valor de AG

confirma que este dominio es muy estable.
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Figura 2.19. Desplegado en el equilibrio de M16SEA y M1SEA. Se prepararon tubos separados
en las concentraciones de GdmCIl indicadas y se tomaron espectros de CD en el UV lejano. (A)
M16SEA. (B) M1SEA a dos concentraciones: 13 uM (circulos) y 4 uM (triangulos). Las lineas
indican el ajuste a un modelo de dos estados, como se indica en el texto. En ambos casos, el
buffer empleado fue fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, y la temperatura fue de 20 °C.

Las curvas de desplegado de MPE ICA512 se siguieron por CD y fluorescencia total de
tirosinas. Las transiciones seguidas por uno u otro método se ven coincidentes dentro del
error experimental. Dado que MPE ICA512 es un dimero en solucién, el andlisis de los datos
debi6é contemplar el proceso de disociacion ademas del desplegado. Existen en principio
muchos posibles mecanismos, pero los tres mas comunmente observados son el de dos
estados, donde el dimero nativo (N;) se encuentra en equilibrio sélo con el mondémero
desplegado (U), y dos mecanismos de tres estados que involucran ademas a un intermediario
dimérico (1) o uno monomérico (I). Ademas, hay que considerar la posibilidad de que el
proceso de disociacion no conlleve un cambio significativo de la sefial espectroscépica o que
el dimero se despliegue parcialmente sin llegar a disociarse en el rango de concentraciones
de desnaturalizante ensayado. Estas dos situaciones se describen mediante mecanismos de
desplegado unimolecular. Se puede obtener mayor informacion acerca de cual mecanismo de
desplegado estd operando, realizando los experimentos a distintas concentraciones de
proteina, ya que el cambio de molecularidad produce alteraciones caracteristicas en la forma
sigmoidal de las curvas, respecto a lo observado en las transiciones de dos estados
unimoleculares (Rumfeldt, Galvagnion et al. 2008). Por esta razén, se realizaron los

experimentos a distintas concentraciones de proteina, en el rango de 1-15 yM.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tabla 2.5. Pardmetros de estabilidad termodindmica de los dominios SEA?.

] b D, m AG ¢
Proteina Modelo a1 1
(M) (kcal mol*M™)  (kcal mol™)
MPE fogrina Ne U 0.64 +£0.01 3.57+0.19 2.29+0.13
M16SEA Ne U 2.68+0.01 3.80+0.26 10.19 £ 0.69
MPE ICA512 (N, <) 2N'<2U 2.13+0.02 2.68 +0.23 5.69 +0.49
M1SEA N, & 2U 6.59+0.15 271+0.17 17.86+1.18

®Los parametros se obtuvieron mediante regresién no lineal por cuadrados minimos, aplicando las
ecuaciones descriptas en Materiales y Métodos. °Los paréntesis en el primer equilibrio indican que
esa etapa es silenciosa espectroscopicamente y no se ha tenido en cuenta en el andlisis de los
datos. “AG en ausencia de desnaturalizante, AGy = mDny.

Los experimentos de desplegado de MPE ICA512, analizados mediante un ajuste global
que incluye tanto a los datos de CD como de fluorescencia, de acuerdo a los tres modelos
gue incluyen disociacion, se muestran en la Figura 2.20. A simple vista, se observa que las
curvas de desplegado no dependen de la concentracién de proteina, y esto se ve reflejado en
el andlisis de los datos con los modelos bimoleculares: el modelo de dos estados no ajusta
satisfactoriamente los datos ya que predice una dependencia mucho mayor de la posicion de
las curvas con la concentracion de proteina, mientras que los modelos de tres estados
ajustan mejor pero arrojan valores de pardmetros sin sentido fisico, o que terminan
reduciendo el mecanismo de tres estados en uno de dos estados.

En cambio, un modelo de dos estados unimolecular resulta en un muy buen ajuste a los
datos de desplegado de MPE ICA512. En la Tabla 2.5 se indican los parédmetros
termodinamicos correspondientes. Esto podria significar que el desplegado ocurre sin la
disociacién del dimero, o bien que la disociacion ocurre sin un cambio detectable en la sefial
espectroscopica. Ya que en ausencia de desnaturalizante se observan cantidades
significativas de tanto dimero como mondmero (Seccion 2.4), y que la constante de
dimerizacién estimada por SEC corresponde a una afinidad relativamente baja, es poco
probable que el dimero persista a altas concentraciones de GdmCI. Ademas, experimentos de
desplegado con GdmCI seguidos por SEC, analogos a los realizados con MPE fogrina,
muestran una reduccién en el Rs que precede a la transicién de desplegado. Por todo lo
expuesto, el escenario mas probable es que la disociacion de las subunidades de MPE
ICA512 sea espectroscdpicamente silenciosa, y que preceda a la transicion de desplegado,
con lo cual los parametros termodinamicos derivados corresponden a la estabilidad del
mondmero de MPE ICA512, y estan dentro del rango cominmente encontrado en proteinas

globulares de este tamafio.
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Dado que M1SEA es un Unico dominio formado por dos cadenas distintas, el andlisis de
los datos de desplegado involucré necesariamente un mecanismo que incluye desplegado y
disociacién. El mecanismo més sencillo, de dos estados, donde el desplegado y la disociacion
se producen simultdneamente, fue suficiente para explicar los datos (Figura 2.19B), lo que
permitid derivar los parametros termodinamicos indicados en la Tabla 2.5. El cambio de
molecularidad que acompafia al desplegado se ve reflejado en la dependencia de la posicién
de las curvas con la concentracion de proteina. Es oportuno recalcar dos aspectos
importantes para la evaluacion de los parametros termodindmicos para proteinas
oligoméricas, en comparacion con los de proteinas monoméricas. En primer lugar, la
concentracion de desnaturalizante en el punto medio de la transicion, [D]i,, definida como la
concentracién a la que F, = 0.5 (la fraccidn de proteina desplegada) constituye un pardmetro
poco util para comparar la estabilidad de distintas proteinas, ya que depende de la
concentracion a la que se realizo el experimento, y por lo tanto, tampoco puede emplearse
como un pardmetro compartido en el ajuste global de curvas a distintas concentraciones de
proteina. Por eso suele emplearse el D, la concentracion de desnaturalizante a la que AG =
0 como parametro para describir la estabilidad de la proteina. En proteinas monoméricas,
[Dliz ¥ D coinciden, pero no es asi en las proteinas oligoméricas, excepto en el estado
estandar 1 M. En segundo lugar, la comparacion de los valores de AG con los
correspondientes a proteinas monoméricas no es directa. Por ejemplo, un dimero con la
estabilidad de M1SEA, 17.86 kcal/mol, tiene la misma fraccion de proteina desplegada
(1.5x107°) que una proteina monomérica con un AG = 6.45 kcal/mol a una concentracién de
dimero de 100 yM. Por otro lado, los datos de desplegado obtenidos en esta tesis son
coincidentes con los ya reportados por otro grupo de investigacion, empleando una
construccion de M1SEA ligeramente diferente (que incluye una secuencia de hexahistidinas)

y hechos a pH 7.5 (Sandberg, Johansson et al. 2008).

Figura 2.20. Desplegado en el equilibrio de MPE ICA512 a pH 7.0 (pagina siguiente). Se
prepararon tubos separados con las concentraciones de GdmCI indicadas, y se tomaron espectros
de CD en el UV lejano (panel izquierdo), o se midié la fluorescencia total (panel derecho). Las
lineas representan el ajuste global de todos los datos a los modelos indicados. Las
concentraciones de proteina en los experimentos de CD fueron: 1, 5 y 15 uM, representados en
color azul, verde y rojo, respectivamente, y en los experimentos de fluorescencia fueron: 5, 10y 15
MM, representados en azul, verde y rojo, respectivamente. La temperatura fue 20 °C.
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2.8.2.2. Desplegado quimico de MPE ICA512 a pH 4.8

El contenido de los granulos de secrecién sufre un cambio gradual de pH a lo largo del
proceso de secrecion, mientras que el pH del reticulo endoplasmético es de 7.0 + 0.2,
disminuye hasta cerca de 5.0 £ 0.4 en los GS maduros y es nuevamente cercano a 7.0
cuando es liberado en la membrana plasmética durante el proceso de exocitosis (Wu, Grabe
et al. 2001; Paroutis, Touret et al. 2004). Es por ello importante comprender el efecto del pH
sobre la estabilidad estructural de la regiéon MPE de ICA512 y de fogrina. Para ampliar lo ya
aprendido por desplegado térmico con MPE fogrina, estudiamos la estabilidad de MPE
ICA512 por desplegado quimico con GdmCI, ya que su desplegado térmico es irreversible.

Para este fin, se repitieron los experimentos de desplegado a distintas concentraciones
de proteina pero a pH 4.8, siguiendo la transicion por CD a 222 nm. Como puede observarse
en la Figura 2.21, las transiciones son muy semejantes a lo observado a pH 7.0, por lo que
los datos se analizaron de acuerdo a un modelo de dos estados unimolecular. Los parametros
resultantes de dicho andlisis fueron Dy, = 2.03 + 0.03 M, m = 2.79 + 0.27 kcal mol* M?* y AG =
5.68 + 0.56 kcal mol™?, donde es evidente que su estabilidad termodindmica no se modifica

significativamente al disminuir el pH.
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Figura 2.21. Desplegado en el equilibrio de MPE ICA512 a pH 4.8 (pagina anterior). Se
prepararon tubos separados en las concentraciones de GdmCI indicadas, y se tomaron espectros
de CD en el UV lejano. Las concentraciones de proteina fueron 1, 5 y 15 uM, representadas en
azul, verde y rojo, respectivamente. El buffer empleado fue acetato de sodio 25 mM pH 4.8 y la
temperatura 20 °C. Las lineas representan el ajuste global al modelo de dos estados descripto en
el texto.
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2.9. Protedlisis in vitro de MPE fogrina

En el laboratorio donde se llevé a cabo esta tesis se habia demostrado previamente que
el ectodominio maduro de ICA512 sufre un proceso de protedlisis in vitro mediado por
especies reactivas de oxigeno (ROS). Proceso que resulta en la degradacion de las regiones
qgue flanquean al dominio MPE. Para investigar si fogrina podria experimentar un proceso de
degradacion semejante, se clond y expresd una version extendida de MPE fogrina, que
comprende los residuos 486-614. En esta construccion, el extremo C es inmediatamente
anterior al comienzo de la regién transmembrana, mientras que el extremo N se escogi6 de
manera de abarcar una regién equivalente a la estudiada con ICA512 (Primo, Klinke et al.
2008). A esta construccion la denominamos IA-2b*%¢%,

IA-2b*8%1* se expresé y purificé de la misma manera que MPE fogrina. Esta variante se
comporta de manera semejante al dominio MPE por SEC y esta bien plegada, aunque en
comparacion con MPE fogrina, posee una menor sefial dicroica en el UV lejano y también en
el UV cercano, lo que sugiere que los segmentos afiadidos en ambos extremos no adquieren
estructura secundaria rigida, e incluso perturban la estructura terciaria del dominio MPE.
Notablemente, esta variante es también mas estable que MPE fogrina (la caracterizacion
estructural basica de esta variante se muestra en el APENDICE).

Cuando 1A-2b**%® purificada con el método descripto para MPE fogrina, se incubd en
buffer a 20 °C, se observé una marcada degradacion en el término de unos pocos dias
(Figura 2.22). Esto también ocurri6 a 4 °C durante su almacenamiento (no mostrado).
Ademas, se observa que el proceso ocurre con la aparicién de multiples bandas de tamafio
intermedio. Otra caracteristica notable es que la reaccion puede trascurrir hasta dar cerca de
un 100 % de degradacion.

PM 0 25 5 7 9.5 12 (dia)
20.1-

— | —

14.2- ..
6.5- .

3.5-

Figura 2.22. Protedlisis espontanea de fogrina. La proteina se incub6 en buffer MES 50 mM pH
6.0, a 20 °C. Se tomaron alicuotas en los tiempos indicados y se corrieron por SDS-PAGE.

Para descartar la presencia de proteasas contaminantes, se ensay6 en primer lugar la

existencia de actividad proteolitica en las muestras, mediante un ensayo de hidrdlisis de a-
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caseina. En este experimento, se afiade a las muestras una cierta cantidad de a-caseina, que
es un sustrato reconocido por un gran niumero de proteasas, y luego de un cierto periodo de
incubacién, se precipitan todas las proteinas de la muestra, quedando en solucion sélo los
pequefios péptidos solubles resultantes de la hidrélisis de caseina, cuya concentracion,
medida por absorbancia, es una medida de la actividad proteolitica en la muestra. El
resultado de dicho experimento fue negativo en los tiempos y condiciones de incubacion en
los cuales se observé degradacion significativa de 1A-2b*®%* por SDS-PAGE. Como un
control adicional, se sembré un exceso de 1A-2b*%®* en SDS-PAGE, lo que no mostrd
bandas adicionales contaminantes.

Para llevar a cabo una caracterizacion més detallada del proceso de degradacion, se
llevaron a cabo un nimero de experimentos adicionales de incubacién de la proteina I1A-2b*%
614 en distintas condiciones. En los experimentos mostrados en la Figura 2.23, la proteina
sufrié una degradacion significativa durante el proceso de purificacion, por lo que se observan
dos bandas en el tiempo cero. Por un lado, se estudio el efecto del PMSF, un inhibidor
irreversible de serina proteasas. Como se observa en la Figura 2.23B, este aditivo no frena el
proceso de degradacion, aunque si lo enlentece. Paralelamente, se determiné el pH 6ptimo
de degradacién incubando la proteina en distintos buffers: acetato de sodio pH 4.0 y 5.0,
MES-Na pH 6.0 y 7.0, y Tris-Cl pH 8.0 y 9.0, todos ellos 50 mM (Figura 2.23E). Se observo
gue la degradacién se encuentra favorecida a pH acido, aunque sigue habiendo degradacién
significativa a pH 9.0. Esta es una diferencia notable respecto a lo observado con ICA512,
donde la protedlisis se encuentra favorecida a pH neutro, y significativamente inhibida a pH
acido (Primo, Klinke et al. 2008).

Teniendo en cuenta que ICA512 y fogrina pertenecen a una misma familia, es razonable
investigar la posibilidad de que la protedlisis de fogrina también estuviera mediada por ROS.
Una forma de evidenciar la presencia de ROS es mediante el estudio del efecto de
compuestos que son conocidos inhibidores de la generacion de estos radicales, conocidos
como atrapantes de ROS. Cuando el DMSO, un conocido atrapante de radicales,

particularmente hidroxilos (HO-), se afiadi6 a la muestra de 1A-2b*%%%

, Se observo una muy
marcada desaceleracion de la degradacion (Figura 2.23D). Los radicales hidroxilos suelen
generarse por la reaccion de Fenton a partir de perdxidos o de radicales superoéxido,
mediante catélisis por Fe?* y algunos otros metales de transicién. Por esta razén, se probo el
efecto de secuestrar los metales de la solucion, mediante el agregado de los quelantes EDTA
y DTPA. Es importante resaltar que la reactividad de los metales de transicién, en cuanto a su
capacidad de generar radicales libres, no se ve fuertemente afectada al estar complejados
por quelantes, asi que el efecto de los quelantes resulta principalmente de secuestrar estos
metales de su sitio de unién en la macromolécula (Halliwell y Gutteridge 1986). Como los

radicales libres son especies muy reactivas, con una vida media muy baja, tienen un radio de
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difusion de unas pocas decenas de A, asi que deben estar ubicados en sitios especificos para
gue se pueda observar el clivaje. El agregado de EDTA practicamente detuvo la degradacion
(Figura 2.23C), y el DTPA tuvo un efecto semejante (no mostrado).

En resumen, se ha encontrado que fogrina experimenta un proceso de degradacion in
vitro, pero son necesarios experimentos adicionales para establecer la naturaleza exacta del
mecanismo proteolitico, los cuales se estan llevando a cabo actualmente. Los experimentos

mostrados sugieren la participacién de iones metalicos, y posiblemente de especies reactivas

de oxigeno.
A ,
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Figura 2.23. Protedlisis espontéanea de fogrina en distintas condiciones. La proteina se
incubd en buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, a menos que se indique lo contrario, y la
temperatura fue de 20 °C. Se tomaron alicuotas en los tiempos indicados y se corrieron por SDS-
PAGE. Se probd el efecto del agregado de distintos agentes. (A) Sin agregado. (B) PMSF 1 mM.
(C) EDTA 5 mM. (D) DMSO 10% v/v. (E) Incubacién en distintos buffers, todos 50 mM: Tris-Cl pH
9.0y pH 8.0, MES-Na pH 7.0 y pH 6.2, acetato de sodio pH 5.0 y pH 4.0.
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3. Estructuras y secuencias de los dominios SEA

3.1. Introduccién

Las proteinas que integran la familia de dominios SEA poseen una estructura
tridimensional muy conservada y una identidad de secuencia baja. Cuando se compara el
conjunto de secuencias de una familia de estas caracteristicas, se suelen identificar patrones
de residuos conservados que pueden formar parte de las interacciones que definen las
caracteristicas del plegado y estabilizan su conformacion. Similarmente, también suelen estar
muy conservados los residuos importantes para la funcién, ya sea que pertenezcan a un sitio
activo, o que formen parte de las superficies de interaccién proteina-proteina.

Para tratar de identificar las interacciones importantes para la estructura y funcién de los
SEA, ampliamos la informacion estructural para esta familia con la determinacion de la
estructura cristalogréfica del dominio MPE fogrina, y luego realizamos un andlisis detallado de
las secuencias y estructuras tridimensionales disponibles. Como se describié en los capitulos
previos, ICA512 y fogrina son dos homologos cercanos, que comparten muchas de sus
propiedades funcionales y estructurales. Sin embargo, mientras que MPE ICA512 forma un
dimero en solucion, MPE fogrina es un monémero en las mismas condiciones. De esta forma,
al disponer de la estructura tridimensional de ambos dominios, se puede intentar explicar
como las diferencias en su estructura cuaternaria se encuentran determinadas a nivel de su
secuencia. Finalmente, esto también permite derivar un ndmero de hipétesis acerca de la
relevancia in vivo de los procesos de oligomerizacion en estos dominios.

Hacia el final del capitulo, se analizan las estructuras tridimensionales y las secuencias
de los dominios SEA, y se identifican residuos e interacciones importantes para la

conservacion del plegado, junto con otros que pueden ser importantes para su funcion.

3.2. Determinacién de la estructura tridimensional de MPE fogrina por difraccion de

rayos x

3.2.1. Cristalogénesis y resolucion de la estructura

La cristalizacion MPE fogrina se llevo a cabo mediante la técnica de difusién de vapor en
gota suspendida, explorando un amplio rango de condiciones de cristalizacion. La proteina se
obtuvo siguiendo la misma metodologia de purificacién descripta para los estudios biofisicos
del Capitulo 2, afiadiendo Unicamente el cambio del buffer fosfato por Tris 10 mM pH 7.4,

para evitar la interferencia del ion fosfato con los aditivos presentes en las soluciones de
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cristalizacion. Se obtuvieron cristales en diversas condiciones (Tabla 3.1), tanto a pH acido
como neutro, dentro de unos pocos dias de incubacion a 20 °C.

Para obtener los datos de difraccion, en primer lugar los cristales debieron ser
congelados y enviados al sincrotron del Brookhaven National Laboratory (Nueva York,
EE.UU.). Se ensayaron diversas condiciones de crioproteccién, para lo cual se transfirieron
los cristales individuales a soluciones de idéntica composicién a la de cristalizacion, pero con
el agregado de una sustancia criopreservante, para luego congelarlos en nitrégeno liquido.
Los mejores datos de difraccion se obtuvieron, a pH 7.4, en la condicién 31 de la Tabla 3.1,
sin el agregado de criopreservante, esto Ultimo se esperaba ya que la solucién de
cristalizacion contenia PEG, un polimero con propiedades crioprotectoras. A pH 4.6, se
obtuvieron buenos datos de difraccion para la condicién 20, usando glicerol 25 % v/v como

crioprotector.

Tabla 3.1. Condiciones de cristalizacion de MPE fogrina.

Condicién Composicion Tiempo de aparicion
del cristal
30 Sulfato de amonio 0.2 M, < 1dia(luego de
PEG 8000 30 % p/v incubacion ON)
31 Sulfato de amonio 0.2 M, < 1ldia (luego de
PEG 4000 30 % p/v incubacién ON)
Acetato de sodio 0.1 M pH .
ar 4.6, sulfato de amonio 2 M 2-3dias
Acetato de sodio 0.1 M pH
20 4.6, sulfato de amonio 0.2 2 - 3dias
M, PEG 4000 25 % p/v
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32 Sulfato de amonio 2 M

5 semanas

En las dos condiciones de pH estudiadas, MPE fogrina cristalizé en el grupo espacial

hexagonal P6,22 y con pardmetros de celda similares (ver Tabla 3.2). A partir de esos

parametros, se analiz6 el contenido de la celda, lo que indicé que en ambas condiciones se

encuentra s6lo una molécula de proteina por unidad asimétrica.

Tabla 3.2. Estadisticas de resolucion de las estructuras de MPE fogrina.

pH de la muestra 7.4 4.6
RECOLECCION DE DATOS?

Longitud de onda (A) 0.91840 0.91840
Grupo espacial P6:22 P6:22

Parametros de la celda unidad
Dimensiones (A)
Angulos (°)
Limites de resolucion (A)
Rmerge?
1/0(l) promedio
Completitud (%)
Redundancia
Coeficiente de Matthew (A3/Da)
% de solvente
Moléculas/unidad asimétrica
REFINAMIENTO
Limites de resolucion (A)
Numero de reflexiones
Rwork/ Rirec®
NUmero de atomos proteicos

NUmero de moléculas de agua

a=b=55.133 ¢c=148.39
a=B=90vy=120
30.00-1.95 (1.98-1.95)
0.06 (0.99)

104.6 (7.72)

99.6 (100)

405 (41.4)

3.01

59.17

1

30.00-1.95
10292
0.221/0.243
670

40

a=b=54.742 c=149.147
a=B=90vy=120
20.00-2.01 (2.03-2.01)
0.06 (0.79)

41.2 (3.6)

95.4 (61.9)

125(9.7)

2.98

58.79

1

20.00-2.01
9206
0.203/0.238
676

34
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Factores B promedio (A2)
Atomos de la proteina 485 46.7
Moléculas de agua 45.6 48.7

Desviaciones cuadraticas medias

Longitud de enlace (A) 0.021 0.019
Angulos de enlace (°) 1.563 2.000
Ramachandran

Mas favorecido (%) 100 100

®Los valores entre paréntesis corresponden a la capa de mayor resolucion.

b . A

Hiﬂ;?rgs = Ei‘: E{ < Iy = —ly; ) -'rEitEs' I CHT.':'rFi =X Fobs — Fealc -"I-E Fape |, donde Fops Y Feaic SON
las amplitudes de los factores de estructura observados y calculados, respectivamente. Ryee €S
igual que Ryor, pero calculado con un 5 % de las reflexiones, elegidas al azar, que se omitieron
del refinamiento.

Ya que la proteina cristalizada posee una alta similitud de secuencia con el dominio
MPE ICA512 (43 % de identidad), se apuntd a resolver su estructura mediante remplazo
molecular. Este procedimiento se aplicé exitosamente, empleando como modelo de busqueda
a las coordenadas de MPE ICA512 a pH 8.5 (PDB ID: 2QT7). El uso de las otras estructuras
cristalograficas de MPE ICA512 (PDB ID: 3NO1 a pH 8.5 y 3NP5 a pH 4.5), no mejoro el
contraste de las soluciones. Finalmente, ambas estructuras se refinaron y verificaron
estereoquimicamente. Algunos parametros estadisticos de la recoleccion de datos, del

refinamiento y validacion de las estructuras, se indican en la Tabla 3.2.

3.2.2. Estructura tridimensional de MPE fogrina

Las estructuras cristalograficas de MPE fogrina determinadas a pH 7.4y a pH 4.6, y
resueltas a 1.95 y 2.01 A, respectivamente, resultaron esencialmente idénticas, con un RMSD
de 0.29 A para los atomos del backbone. En la Figura 3.1 se muestra la estructura obtenida a
pH 7.4, y los parametros cristalograficos y del refinamiento se consignan en la Tabla 3.2. En
los dos cristales se observé una molécula de proteina por unidad asimétrica y su contenido de
solvente es de ~60 %. En las dos estructuras, hay residuos para los cuales no se observa
densidad electrénica interpretable. Estos son los primeros 8 residuos en ambas, el dltimo
residuo también en las dos, y el penultimo a pH 7.4. Es muy probable que esto se deba a que
son regiones muy moviles, ya que estos residuos son predichos como desestructurados por
varios algoritmos de prediccion de dominios globulares y de estructura secundaria a partir de
la secuencia de aminoacidos. Ademas, la identidad de secuencia con ICA512, y con el resto

de los dominios SEA, es muy baja para los primeros residuos de la region N-terminal. Ya que
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las estructuras a los dos pH son muy similares, para simplificar la discusién, en los parrafos
siguientes nos referiremos a la estructura de MPE fogrina como la obtenida a pH 7.4, a
menos que se especifique lo contrario. Ademas, dado que las estructuras de los monémeros
de MPE ICA512 son casi idénticas en una variedad de condiciones de pH ensayadas (Primo,
Jakoncic et al. 2011), nos referiremos a la estructura de este dominio como la determinada a
pH 8.5 (Primo, Klinke et al. 2008).

Como se esperaba, la estructura de MPE fogrina es muy similar a la de MPE ICA512
(Figura 3.1), con un plegado tipo ferredoxina, consistente de una lamina 3 de cuatro hebras
antiparalelas, sobre las que se empaquetan dos hélices q, la segunda de ellas con un pliegue
caracteristico de estos dominios. Las estructuras se superponen con un RMSD de 1.36 A
para los atomos del backbone, con sélo sutiles diferencias en la orientacion relativa de las

hélices y en los loops, como se discute en la proxima seccion.

Figura 3.1. Estructura cristalogréafica de MPE fogrina. Se muestra una ilustracion de cintas,
destacando los elementos de estructura secundaria. A la derecha, se superpusieron las
estructuras de MPE fogrina (rojo) y de ICA512 (azul).

La hoja B posee un patron regular de puentes de hidrégeno, excepto por dos B-bulges,
uno al inicio de B2 (residuos 546 y 547) y otro al final de 4 (residuos 590-591). Hay 3 B-turns,
el primero involucra a los residuos 518-521 y conecta la hebra 31 con la hélice a1, pertenece
a la categoria VIb, e incluye a la prolina 520 que adopta una configuracion cis. El segundo -
turn involucra los residuos 550-553, se clasifica como tipo II' y conecta B2 y B3, donde
también interviene un residuo de prolina (P552) que se encuentra en configuracién trans. El
ultimo de los B-turns comprende a los residuos 561-564, es de tipo | y conecta a a1 con 2.
Otro segmento de estructura regular es una pequefia hélice 3,9 de 3 residuos (una vuelta de

hélice), que involucra a los residuos 541-543.
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3.3. Comparacion de las estructuras y secuencias de MPE ICA512 y MPE fogrina

Como se menciond en la seccion precedente, los mondmeros de MPE fogrina y de MPE
ICA512 poseen estructuras tridimensionales muy similares. Los elementos de estructura
secundaria se superponen muy bien, y comparten una gran similitud de secuencia (Figura
3.2). Una diferencia notable se encuentra en la hélice a1, pues mientras que existe un
marcado predominio de residuos hidrofébicos en ICA512, en fogrina hay mas residuos
hidrofilicos. Aun asi, las interacciones en esta region estan conservadas, pues las mismas se
forman con la parte no polar de los residuos hidrofilicos de MPE fogrina. Las secuencias de
las hebras B1 y B4 son las mas conservadas, mientras que en las hélices la identidad es mas
baja (Figura 3.3).

fogrina
ICA512
distancia (A) | 1.3/ 0.4/ 0.4/ 0.7/ 0.6/ 0.9/ 0.8| 1 |1.2/0.9/0.8{0.9]1.2|1.2|1.2]1.2| 1 |1.1]0.9] 1 |1.3]1.2]1.3]|1.1
: 540
foarina S| HE|H-[H-| +] - | + B- | B-
g R|L|[L V A A
E V M S |
A o P e e e | - | - | - |- | |B-|e
distancia (A)|1.1/1.2/1.0] 0.4/ 0.6 0.7/0.9/0.6/0.5
fogrina
ICA512 g
distancia (A) 1.1/1.0[1.0/1.3[1.3]1.4]1.2
50 - - - - Similitud de secuencia:
. He |0 | HJH-] - | + |8 ]B |B+| BB |B- ]
fogrina S K 100 '80 's0 '40 '20 '10
T Q Distancia (A):
ICASLIZY [Wel b [he [ B b | - | + B |B-|B+| B |B-| BB ]+ H @ n
distancia (A)| 1.2/ 1.2 1.2 1.0/0.9/1.0{0.4 0 03 ‘06 09 12 15
Anfipaticidad: + Hidrofilico
Neutro - Hidrofébico

Figura 3.2. Alineamiento estructural de MPE ICA512 y MPE fogrina. Se superpusieron las
estructuras de ambos dominios con el programa SSM, y se extrajo el alineamiento de secuencias
correspondiente. Los residuos se colorearon de acuerdo a su grado de similitud secuencial
(definiendo 100% de similitud como los residuos idénticos y 0% a las sustituciones altamente no
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conservativas). Se indican los elementos de estructura secundaria, a hélice (H) y cordon 8 (B). La
numeracion corresponde a la secuencia de fogrina.

Figura 3.3. Alineamiento estructural de MPE ICA512 y MPE fogrina. Representacion de cintas
de la estructura de MPE fogrina con el mismo esquema de colores que en la Figura 3.2, ilustrando
la disposicion de los residuos conservados en los dos dominios.

Para investigar la flexibilidad estructural de los dominios, sus estructuras se
superpusieron y se comparo la distribucion de los pardmetros de desplazamiento atomicos
(ADP, también conocidos como factores de temperatura o B-factors). Los ADP representan la
incertidumbre en la posicion de cada atomo dentro del cristal en torno a su posicién promedio.
Dicha incertidumbre puede provenir del movimiento térmico de cada 4tomo, y es por esta
razon que los ADP resultan importantes indicadores de la dinamica y flexibilidad
conformacional de las proteinas. Hay que considerar que los ADP medidos en distintas
estructuras pueden estar afectados por diferencias en la recoleccion y procesamiento de los
datos cristalograficos, es por eso que restringimos el analisis a su distribucion dentro de cada
estructura y no comparamos la magnitud de los ADP entre estructuras distintas.

El andlisis de los ADP muestra que la lamina 8 es la regién més rigida, mientras que la
mas dinamica corresponde a la segunda mitad de a2, justo luego del pliegue (Figura 3.4).
Esta region movil establece pocos contactos con el resto del dominio, y no participa en las
interfaces de dimerizacion de MPE ICA512. Los ADP son mayores en los dos lazos mas
largos, en especial el que vincula B3 con a2, el cual en ICA512 posee tanta movilidad como la
segunda mitad de a2. En cambio, en MPE fogrina, los ADP de este lazo son menores que los

correspondientes al Ultimo segmento de o2.
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Figura 3.4. Distribucion de ADP en MPE ICA512 y fogrina. En esta representacion, el diametro
del tubo es proporcional al valor de ADP y el color muestra un gradiente desde los valores
mayores de ADP (naranja) a los menores (azul). (A) MPE fogrina. (B) MPE ICA512.

En las estructuras cristalograficas de MPE ICA512, se encontraron dos tipos de
interfaces de dimerizacion (Primo, Klinke et al. 2008; Primo, Jakoncic et al. 2011). La primera
ocurre por la interaccién de las hebras 4 de cada mondmero (y en menor medida también de
a2), y la segunda involucra a las hebras 32 (y en menor medida a1). Ademas, el estudio en
solucion de estas interfaces mediante mutagénesis sitio-dirigida del dominio no glicosilado,
demostré que solo el dimero B2-B2 se encuentra significativamente poblado en solucién
(Primo, Jakoncic et al. 2011). Sin embargo, a pesar de la alta similitud estructural y secuencial
que comparten, MPE fogrina es un monomero en solucion (ver Seccion 2.4), y en
concordancia se observa so6lo una molécula de proteina por unidad asimétrica en el cristal.
Esto lleva a preguntarse de inmediato qué caracteristicas de la estructura de estos dominios
determinan la diferencia en su estado de agregacion.

Para intentar responder a esta pregunta, se empledé modelado molecular para ubicar los
mondmeros de la estructura cristalografica de MPE fogrina en la misma disposicion que en
los dimeros de MPE ICA512 (Figura 3.5). Existen 3 versiones del dimero p4-4 en ICA512,
observados en cristales obtenidos a distinto pH y con diferentes celdas unitarias, por lo que

se construyeron los posibles dimeros de MPE fogrina para todos ellos.
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Figura 3.5. Posibles dimeros de MPE fogrina generados por modelado molecular. La
estructura cristalografica de MPE fogrina se rotd como un cuerpo rigido para imitar las interfaces
observadas en la estructura de MPE ICA512 (PDB ID: 2QT7 y 3NP5). A la izquierda, dimero (32-
B2,y ala derecha, dimero B4-p4.

En la evaluacion de estos modelos diméricos, es importante considerar que los residuos
pertenecientes a la interfaz 4-f4 son lo més conservados entre MPE ICA512 y MPE fogrina
(ver Figura 3.3). El andlisis del modelo construido a partir de la interfaz f4-f4 de MPE ICA512
a pH 8.5, muestra que este dimero es muy improbable en MPE fogrina, ya que los cambios
en su secuencia resultan en choques estéricos y repulsiones de carga, que no pueden
acomodarse en este arreglo cuaternario sin efectuar cambios mayores en la estructura
terciaria. Dos cambios en la secuencia, A568E* y Q572K, son los mas importantes para
explicar este efecto, ya que implican el remplazo por residuos mas voluminosos y con carga.
Por otro lado, estos remplazos pueden ajustarse satisfactoriamente a la interfaz f4-p4 de
ICA512 observada a pH 4.5, que es el modelo que se muestra en la Figura 3.5.

Los residuos involucrados en la interfaz 2-p2 estdn menos conservados, sin embargo,
estos cambios pueden ajustarse apropiadamente al modelo de MPE fogrina. Hay cuatro
cambios en la secuencia particularmente importantes. El primero es el remplazo N546D, lo
gue impide que esta posicion pueda ser N-glicosilada en MPE fogrina, y ademas introduce
una repulsién de cargas que resultaria en la desestabilizacién del dimero. El segundo cambio
es la sustitucion S548E, que también introduce repulsion de cargas, y ademas se ha
encontrado que el residuo de serina en la posicién 548 de ICA512 juega un papel importante
en la formacién del dimero B2-B2 (Primo, Jakoncic et al. 2011). El tercero y cuarto cambios

son las sustituciones A524E and V527R, que también contribuyen a la repulsién de cargas.

* Se usara la numeracion de fogrina en toda esta seccion, la primera letra indica el residuo correspondiente
a MPE ICA512, y la segunda el de MPE fogrina.
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En resumen, es posible modelar el dimero B4-34 de MPE fogrina en un arreglo
cuaternario que tiene sentido estereoquimico, sin embargo, se ha encontrado en ICA512 que
este dimero es poco estable, y requiere de una fuerza de estabilizacion adicional para que
pueda formarse. En el arreglo cristalino, los responsables de la estabilizacion de esta interfaz
pueden ser las fuerzas de empaquetamiento cristalino, mientras que in vivo, puede ser
resultado de la interaccion de otras regiones del receptor, como los dominios intracelular y/o
transmembrana. El dimero B2-B2 se encuentra significativamente poblado en solucién en
ICA512 y puede ser perturbado por mutaciones sitio-dirigidas en su interfaz. Sin embargo, un
residuo de asparagina perteneciente a esta interfaz se encuentra glicosilado in vivo (Hermel,
Dirkx et al. 1999), y esta modificacion introduce restricciones estéricas que hacen improbable
la formacion de este dimero in vivo. En el caso de MPE fogrina, esta interfaz de dimerizacién
se ve impedida, no por glicosilacion, sino por la acumulacion de un nimero de cambios en su

secuencia que desestabilizan el dimero por repulsion de cargas.

3.4. Patrones de residuos conservados en las secuencias y estructuras de la regién
MPE de las RPTP

Con el objetivo de identificar las interacciones conservadas que pudieran estar
involucradas en la estabilizacion de la estructura tridimensional, o en la funcién de la regién
MPE de las RPTP, se realizdé un andlisis en profundidad de las secuencias y estructuras
disponibles de estos dominios homoélogos.

En primer lugar, se emplearon las secuencias de las regiones MPE de ICA512 y de
fogrina para buscar las secuencias de homélogos en la base de datos de proteinas del NCBI,
mediante el procedimiento iterativo de blUsqueda PSI-BLAST. Con estas secuencias, se
construyé un alineamiento multiple, en el cual se penaliz6 fuertemente la aparicion de
inserciones o eliminaciones dentro de los segmentos que corresponden a los elementos de
estructura secundaria observados en las estructuras cristalograficas. Para este fin, se
eliminaron del alineamiento inicial aquellas secuencias con extensas eliminaciones en los
bloques de estructura secundaria, provenientes principalmente de las isoformas de fogrina
que carecen del exdn correspondiente a la regién 519-547 de MPE fogrina humana (que
comprende a1y gran parte de p2). Ademas, para asegurar la generacién de un alineamiento
secuencialmente diverso, con el menor sesgo posible de las secuencias sobrerrepresentadas,
se excluyeron las secuencias redundantes, eliminando aquellas por encima de un valor de
corte de 90 % de identidad de secuencia. De esta forma, se lleg6 a un alineamiento final de
36 secuencias, donde las inserciones o eliminaciones se encuentran entre los elementos de
estructura secundaria, a excepcion de un grupo de inserciones cortas (de uno a tres residuos)

que caen dentro de a2, justo en el pliegue caracteristico de esta hélice. En la Figura 3.6 se
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muestra una representacion en forma de sequence-logo de este alineamiento, donde se
destacan las posiciones conservadas, mientras que el alineamiento completo se puede
consultar en el APENDICE. Las posiciones han sido numeradas de manera de simplificar la

comparacion con un alineamiento més grande de toda la familia SEA (ver seccion siguiente).
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Figura 3.6. Alineamiento multiple de la regién MPE de las RPTP. El alineamiento se representa
en forma de logo, donde la altura de las letras es proporcional a la frecuencia de ocurrencia en

cada posicion. Las posiciones recuadradas deben interpretarse con cautela ya que corresponden
a regiones con gaps en mas del 20% de las secuencias.

Para tener una medida de la diversidad secuencial del alineamiento, se realizé la
comparacion de la identidad existente entre cada par de secuencias, lo que muestra que un
50 % de las mismas poseen una identidad en el rango de 20-30%, mientras que un 30 % de
las secuencias se encuentran en el rango de 31-45%. Esto demuestra que el alineamiento es
muy diverso, pero aun asi, se aplicé un procedimiento establecido para “pesar” a cada
secuencia del alineamiento, de manera de quitarles peso a aquellas que tienen mayor
identidad de secuencia, lo cual redunda en un andlisis mas robusto de los patrones de
conservacion. Para este fin, se recurrié a un algoritmo que da un peso a cada secuencia de
acuerdo a su nivel de identidad en cada posicion del alineamiento (Henikoff y Henikoff 1994).

Empleando este alineamiento mdultiple de secuencias, se obtuvo una medida de la
conservacion de los residuos. Para ello se calcularon las frecuencias de ocurrencia de los

aminodcidos en cada posicién (teniendo en cuenta el peso estadistico asociado a cada
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secuencia), y se obtuvo la entropia posicional. Esta medida esta relacionada con la entropia
de la informacién (o entropia de Shannon), y tiene la ventaja de que las frecuencias de
ocurrencia de los aminoacidos se traducen en un valor acotado entre 1 y 20. Un valor de
entropia igual a n, es equivalente a la situacién donde n residuos aparecen con idéntica
frecuencia (1/n) en la posicion en cuestion. De esta forma, los valores mas bajos de entropia
se corresponden con las posiciones més conservadas. Una lista de las 25 posiciones mas
conservadas, de acuerdo a su valor de entropia posicional, se muestra en la Tabla 3.3.

Para intentar explicar el patron de conservacion encontrado, se analizé la ubicacion de
los residuos conservados en las estructuras tridimensionales de MPE ICA512 y MPE fogrina.
Es un hecho reconocido que las posiciones del core hidrofébico estan entre las mas
conservadas. Para identificar los residuos que participan del core, se analiz6 en las dos
estructuras el area accesible al solvente (ASA) en el estado nativo, empleando el monémero
de cada estructura cristalogréfica. Ya que los residuos méas voluminosos pueden hacer
mayores contribuciones al area total de la proteina, los valores de ASA para cada posicién
deben normalizarse, comparandolos con los valores estimados para el estado desplegado. En
lugar de emplear el procedimiento habitual de asignar un valor de ASA genérico para cada
residuo, derivado del valor computado para el aminoacido en un tripéptido Gly-X-Gly (u otro
compuesto modelo), se obtuvo una estimacién mas realista mediante la asignacion de los
valores de ASA dependientes del contexto de secuencia, que se obtienen mediante
simulaciones de mecénica molecular del estado desplegado (Estrada, Bernado et al. 2009).
De todas formas, el empleo de uno u otro método de normalizacion no afectd las
conclusiones. Las posiciones del core, corresponden a aquellas que poseen una baja
accesibilidad al solvente (menor al 15 %) y un caracter hidrofébico conservado. La
hidrofobicidad de cada posicién corresponde a la frecuencia de cada residuo (teniendo en
cuenta el peso estadistico asociado a la secuencia) multiplicada por el valor de hidrofobicidad
derivado de la energia de transferencia de los amino&cidos de agua a octanol (Fauchére y
Pliska 1983). De esta forma, se identificaron las posiciones del core hidrofébico listadas en la

Tabla 3.4, y representadas en la estructura cristalografica de MPE fogrina en la Figura 3.7.
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Tabla 3.3. Residuos conservados en el alineamiento de las RPTP.

Orden Posicién Consenso Plf)r;::(i)c?r:; Hidrofobicidac ASA%  SS* RMSD (A)°
1 33 G 1.00 0.00 0.06 H 1.04
2 79 F 1.00 1.80 1.88 B 0.26
3 114 G 142 -0.08 103.66 2.22
4 65 \% 143 112 36.56 B 047
5 125 G 151 -0.04 20.59 B 044
6 127 G 1.69 -0.01 40.10 B 0.33
7 105 K 1.72 -1.00 58.19 H 1.27
8 84 N 1.76 -0.23 28.34 0.62
9 77 \% 201 1.20 0.00 B 0.6
10 81 \% 2.08 1.23 2498 B 0.94
11 6 | 215 142 0.22 B 0.63
12 78 T 217 0.25 11.37 B 0.35
13 109 L 222 1.63 0.79 H 1.21
14 60 F 227 1.74 4.65 B 051
15 117 | 2.30 146 7.30 B 0.34
16 40 \% 2.38 142 0.68 H 1.12
17 97 \% 257 112 0.81 H 0.3
18 5 Y 257 135 32.34 B 0.65
19 45 L 2.59 152 17.58 H 041
20 101 A 2.65 0.83 0.79 H 0.92
21 98 A 271 057 17.82 H 1.09
22 4 G 2.80 0.36 219 B 0.35
23 80 K 282 -0.90 5193 B 0.24
24 42 A 2.96 0.13 223 H 1.05
25 87 N 3.06 -0.39 11221 155

?Estructura secundaria, H = hélice a, B = cordén B. "RMSD entre las coordenadas de MPE fogrina
y MPE ICA512.

La mayoria de las posiciones del core hidrofébico se ubican dentro de los segmentos
de estructura secundaria, y ademdas se encuentran muy conservadas, ya que de las 16
posiciones identificadas, 10 se encuentran en regiones de estructura regular, con valores
entropia posicional entre 1 y 3. Aunque la posicion 8 se encuentra ocupada por un residuo de
caracter polar (treonina) en la mayoria de las secuencias, se incluye como parte del core ya
que el examen de la estructura tridimensional muestra que su grupo metilo se encuentra
oculto en el nucleo hidrofébico de la proteina, mientras que su hidroxilo se encuentra
expuesto al solvente. Ademas, esta posicion se encuentra sustituida solo por residuos de
cardcter hidrofébico. En este sentido, hay otro residuo de treonina que se encuentra entre las
posiciones mas conservadas del alineamiento (en la posiciéon 78), pero ya que se encuentra

sustituido por serina en algunas de las secuencias, no se considera como parte del core.
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Tabla 3.4. Residuos del core hidrofébico de laregion MPE de las RPTP.

Orden? Posicién Consenso PE)ZE::?(?r:zI Hidrofobicidad ASA%  ssP
2 79 F 1.00 1.80 1.88 B
9 77 V 2.01 1.20 0.00 B
11 6 | 2.15 142 0.22 B
13 109 L 2.22 1.63 0.79 H
14 60 F 2.27 1.74 4.65 B
15 117 | 2.30 1.46 7.30 B
16 40 \Y 2.38 142 0.68 H
17 97 V 257 1.12 081 H
20 101 A 2.65 0.83 0.79 H
24 42 A 2.96 0.13 2.23 H
28 18 L 3.25 159 257
30 47 L 3.30 144 12.71
35 36 L 361 154 0.01 H
38 8 T 3.93 1.01 2.26 B
44 37 L 447 1.30 141 H
55 115 L 5.36 147 470

?Las posiciones del alineamiento se ordenaron de acuerdo a su entropia posicional. "Estructura
secundaria, H = hélice a, B = corddn f.

Se identificaron otras tres posiciones hidrofébicas conservadas, con entropias
posicionales entre 2.1 y 2.7, pero que no se encuentran suficientemente ocultas al solvente
para considerarlas parte del core. Son las posiciones 45 y 81, ocupadas siempre por residuos
hidrofdbicos, y la 98, que también esta ocupada siempre por residuos hidrofébicos, excepto
por tres secuencias donde hay treonina o &cido glutamico. Estas dos excepciones se
presentan en ICA512 y en fogrina, por lo que puede analizarse su efecto en las estructuras
cristalogréficas. En ICA512 se encuentra una treonina, que se orienta de manera analoga a lo
observado en la posicién 8: el grupo metilo se oculta en el core hidrofébico, mientras que el
hidroxilo se expone al solvente. En MPE fogrina ocurre algo semejante, la cadena carbonada
del &cido glutdmico establece contactos con el core hidrofébico, mientras que el grupo
carboxilo resulta expuesto. De esta forma, estas tres posiciones pueden clasificarse como

integrantes del core “periférico” del dominio.
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Figura 3.7. Residuos del core hidrofébico de la region MPE de las RPTP. La estructura
cristalogréfica de MPE fogrina se muestra en un modelo de cintas, con los residuos del core
hidrofébico mostrados como esferas.

Entre las posiciones mas conservadas del alineamiento, se destacan varios lugares
ocupados por residuos de glicina, que pueden ser importantes desde un punto de vista
estructural. Uno de estos residuos, en la posicion 125, se ha estudiado en nuestro laboratorio,
mediante una mutacién puntual por &cido aspartico en ICA512. Esta variante es capaz de
plegarse al estado nativo, sin embargo, su estructura se encuentra marcadamente
desestabilizada, con una reduccién en la T, de aproximadamente 15 °C (resultados no
publicados). En la posiciébn 4, se observa un predominio de glicinas u otros residuos
pequefios. El examen de las estructuras cristalogréficas, sugiere que esta posicion se
encuentra sujeta a una restriccion de tipo estérico, ya que esta en contacto con una
fenilalanina altamente conservada en la posicién 79.

Otras dos posiciones conservadas han sido analizadas en nuestro laboratorio por
mutageénesis sitio dirigida del dominio MPE ICA512. La posicidén 5 se encuentra ocupada por
residuos hidrofébicos, predominantemente aromaticos, localizados en una region expuesta al
solvente. El remplazado de tirosina por alanina resulta en una variante inestable, con rapida
degradacion in vivo durante la expresion recombinante (resultados no publicados). La
posicion 64 (con entropia posicional de 4.52) se encuentra ocupada siempre por residuos
polares. El remplazo de serina por alanina no afecta la estructura terciaria, pero si
desestabiliza fuertemente al dimero $2-p2 (Primo, Jakoncic et al. 2011). Como se discutié en
la Seccién 3.2.3, fogrina posee un residuo de &cido glutdmico en esa posicion, y
aproximadamente la mitad de las secuencias en el alineamiento tienen residuos cargados,
por lo que es posible que esta posicién sea importante para modular la estabilidad de la

estructura cuaternaria.
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Por ultimo, la posicion 87 esta ocupada mayoritariamente por residuos de asparagina, y

forma parte del motivo conservado N-X-T/S, caracteristico de los sitios de N-glicosilacion.

3.5. Comparacioén de las estructuras 3D de los SEA

Las estructuras tridimensionales de los dominios SEA tienen en comun la disposicion
espacial de los elementos de estructura secundaria Bappap, caracteristicos del plegado tipo
ferredoxina. Como se menciond en el Capitulo 1, a la fecha se han reportado las estructuras
de los dominios SEA de 5 proteinas: las mucinas MUC1 (Macao, Johansson et al. 2006) y
Mucl6é (Maeda, Inoue et al. 2004) se determinaron ambas por RMN, la proteasa
transmembrana AsP (PDB ID: 2E7V) y las RPTP ICA512 (Primo, Klinke et al. 2008; Primo,
Jakoncic et al. 2011) y fogrina (esta tesis), se determinaron por difraccién de rayos x. La
estructura del dominio de AsP es muy similar a la de M1SEA, excepto que la regién
correspondiente a la segunda mitad de a2 y la hebra B4 adoptan una estructura irregular en
esta Ultima (Figura 3.8). Esto no se relaciona con la formacién de una estructura dimérica, ya
gue hay sélo una molécula de proteina por unidad asimétrica, y la aplicacion de operaciones
de simetria no reproduce ningun dimero de relevancia. Ademas, la similitud de secuencia con
el resto de los SEA, y las predicciones de estructura secundaria a partir de la secuencia,
estan de acuerdo con que esta regién debiera integrarse en la lamina  de manera andloga a
lo observado con M1SEA. Ya que no hay otra informacion sobre este dominio aparte de la
estructura tridimensional, es dificil establecer el significado de esta irregularidad, si es de
relevancia biolégica o solo un artefacto de la estructura cristalografica, por esa razén

omitiremos a esta estructura del analisis general de los dominios SEA.
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Figura 3.8. Superposicion de los dominios SEA de MUC1 y AsP. La estructura tridimensional
de AsP (rojo) se superpone a la de M1SEA (azul). Se destaca en magenta al segmento de AsP
gue no superpone con (34 de Muc1 (cian).

Las estructuras de los otros cuatro SEA se muestran en la Figura 3.9. Los dominios
MPE ICA512 y MPE fogrina tienen una forma mas esférica y compacta, con un radio de giro
de 11.94 A en ambos casos. En cambio las mucinas tienen una forma menos esférica,
M1SEA y M16SEA tienen radios de radio de giro de 13.16 y 14.47 A, respectivamente.

Figura 3.9. Estructuras tridimensionales de los dominios SEA. Se muestran en la misma
orientaciéon los dominios: (A) M16SEA. (B) M1SEA. (C) MPE fogrina y (D) MPE ICA512. A la
derecha se muestra a cada dominio con la superficie accesible al solvente coloreada de acuerdo al
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potencial electrostatico, en el panel del medio la orientacién es la misma que a la izquierda. Los
recuadros sefialan las diferencias estructurales entre los SEA que se discuten en el texto.

Aunque presentan una elevada similitud global, las estructuras de las mucinas tienen
algunas diferencias respecto de las RPTP (Figura 3.9). En las mucinas, el lazo que conecta
B1 y a1, posee un pequefio segmento de estructura hélice 3,9 a la que siguen los residuos
gue adoptan una conformacion llamada “TY turn” (pues forman parte del motivo conservado
T/S-X-X-YIF), ambas caracteristicas estdn ausentes en las RPTP (recuadro negro en la
Figura 3.9). Ademas, la hélice a1 se encuentra extendida una vuelta mas respecto a las
RPTP, que sobresale de la ldmina (. Esta protrusion de a1 impediria la posible formacién de
un dimero semejante al 32-p2 de MPE ICA512.

M16SEA difiere de las otras estructuras en que no presenta el pliegue caracteristico en
02, en cambio, esta region adopta una estructura irregular con un pequefio segmento de
lamina B de dos cordones (Figura 3.9, recuadro verde). Esta region tiene muy pocas

interacciones con el resto del dominio.

Figura 3.10. Diferencias en el lazo B3-B4. Se muestran en detalle los atomos del backbone
correspondientes a la regién B3-B4, luego de superponer las estructuras completas de MPE
fogrina (rojo), MPE ICA512 (azul), M1SEA (verde) y M16SEA (naranja). Como referencia, se
muestra la estructura de MPE fogrina en un modelo de cintas.

Otra importante diferencia se localiza en la regién comprendida entre 3 y 4, donde se
encuentra el sitio de corte autoproteolitico de M1SEA (Figura 3.10). En MPE ICA512 y MPE
fogrina, la conexion ocurre por medio de un lazo corto, mientras que en M16SEA se presenta
un lazo extenso y de gran movilidad, como se ha determinado a partir de experimentos de
RMN de relajacién T1/T2 (Maeda, Inoue et al. 2004). Se ha postulado que la presencia de ese
lazo flexible en M16SEA podria aliviar las tensiones conformacionales que llevan a la

autoprotedlisis en M1SEA. Como se demostr6 en el Capitulo 2, M16SEA es lo
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suficientemente estable para catalizar la hidrolisis del enlace peptidico mediante un
mecanismo de estrés conformacional, por lo tanto, es de gran interés determinar si este
dominio puede también sufrir autoprotedlisis si se acorta este lazo para disminuir su
flexibilidad. Para este fin, actualmente se estan caracterizando en nuestro laboratorio una
serie de variantes del dominio M16SEA con eliminaciones en este loop.

Se ha propuesto que la funcién de los dominios SEA es la de establecer interacciones
con otras proteinas y componentes de la matriz extracelular. En la Figura 3.9 se muestran
para cada dominio los potenciales electrostaticos sobre la superficie accesible al solvente.
M1SEA, MPE fogrina y MPE ICA512 muestran “parches” de potencial electrostatico negativo
(rojo), mientras que M16SEA presenta mas areas de potencial positivo (azul). Estos parches
pueden servir como sitios para la interaccion con receptores electrostaticamente
complementarios y, en el caso de M16SEA, para la interaccién con los residuos acidicos de
carbohidratos que forman parte de los proteoglicanos de la matriz extracelular.

Adicionalmente, se exploro la exposicion de los residuos hidrofobicos en la superficie de
los dominios. Cuando se representa la superficie expuesta al solvente de cada dominio
(Figura 3.11), con los residuos coloreados de acuerdo a una escala de hidrofobicidad
(Fauchére y Pliska 1983), se observa que tanto M16SEA como MPE fogrina no presentan
grandes areas de residuos hidrofébicos expuestos al solvente. En cambio, M1SEA y MPE
ICA512 exponen superficie hidrofébica que pueden formar parte de sitios de interaccion
proteina-proteina. En el caso de MPE ICA512, dicha regién hidrofébica se encuentra oculta al

solvente con la formacion del dimero 34-34.
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Figura 3.11. Superficie hidrofébica expuesta. Los residuos se colorearon de acuerdo a la escala
de hidrofobicidad de Pliska (Fauchére y Pliska 1983), donde los residuos hidrofébicos se muestran
en una escala de color desde el naranja (hidrofobico) al verde (hidrofilico). La orientacion de los
dominios es la misma que en la Figura 3.9. (A) M16SEA. (B) M1SEA. (C) MPE fogrina. (D) MPE
ICA512.

3.6. Residuos conservados en la familia de dominios SEA
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En la Seccién 3.4 se analizaron los residuos conservados entre los homologos cercanos
de las RPTP. Para determinar cuales de estos son también preservados en todos los SEA, se
construyé un alineamiento de toda la familia. La construccion de este alineamiento, donde
también se ha favorecido la ubicacion de las inserciones y eliminaciones entre los elementos
de estructura secundaria, ya ha sido descripta en la literatura (Primo, Klinke et al. 2008), y
puede consultarse en el APENDICE. El alineamiento de todos los SEA se compara con el de
las RPTP en la Figura 3.12. Para analizar los patrones de conservacion, se ponderd a cada
secuencia mediante un peso estadistico de la misma forma que con las RPTP, y luego se
calculd la entropia posicional y la hidrofobicidad para cada posicién. Como antes, se calculo
la accesibilidad al solvente de cada estructura y esto se uso, junto con la hidrofobicidad, para
definir las posiciones del core hidrofébico.

En la Tabla 3.5 se listan las 25 posiciones mas conservadas de toda la familia SEA. De
las 16 posiciones asignadas al core hidrofébico en las RPTP, nueve también pertenecen al
core conservado de todos los SEA (Tabla 3.6), y su ubicaciébn en las estructuras
tridimensionales esta conservada (posiciones 77, 8, 6, 37, 117, 60, 97, 115 y 101, Figura
3.13). Otras dos posiciones también forman parte del core en todas las estructuras, pero su
localizacién exacta difiere en la estructura tridimensional. Dado que M16SEA no posee el
segundo segmento de a2 (luego del pliegue en las otras estructuras), la posicion 109 se ubica
en una region estructuralmente diferente. También la posicién 18, a pesar de ser la mas
conservada en el alineamiento, se encuentra en un contexto estructural diferente, ya que en
las mucinas se ubica en la regién de hélice 3;p que esta ausente de las RPTP. Finalmente,
otros residuos que forman parte del core de las RPTP adoptan roles diferentes en el resto de
los SEA, estos son las posiciones 36, 40, 42, 47 y 79, que no forman parte del core
conservado ya que se encuentran sustituidos por residuos polares en un numero de

secuencias.
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Figura 3.12. Alineamiento multiple de los dominios SEA. El alineamiento se representa en
forma de logo, donde la altura de las letras es proporcional a la frecuencia de ocurrencia del
residuo en cada posicion. Se indica la conservacion de la estructura secundaria, el color mas
intenso indica conservacion en todas las estructuras (H: hélice a, B: corddn B, h: hélice 3y). Las
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posiciones recuadradas deben interpretarse con cautela ya que corresponden a regiones con gaps
en mas del 20% de las secuencias.

Tabla 3.5. Residuos conservados en el alineamiento de los SEA.

Orden Posicion Consenso E”F”?p'a Hidrofobicidad ASA % ss®
Posicional

1 18 Y 411 1.68 16.23

2 65 F 412 157 24.71 B
3 62 V 423 1.02 57.31

4 77 V 477 0.83 031 B
5 30 Y 5.02 1.37 50.96 H
6 8 | 5.07 1.23 1.72

7 6 F 5.08 148 051 B
8 37 | 5.49 145 150 H
9 75 V 555 1.06 2157

10 45 F 557 158 10.85 H
11 33 L 643 117 6.49 H
12 4 G 6.72 0.85 143 B
13 81 V 7.04 117 12.49 B
14 117 | 7.07 1.07 8.77

15 109 L 717 091 0.77

16 126 V 7.30 0.86 2545 B
17 83 F 7.36 1.24 71.78

18 123 S 7.73 0.00 70.98

19 10 N 7.73 -0.24 53.78

20 19 S 7.90 0.09 64.18

21 66 R 8.11 -0.39 70.12 B
22 67 P 8.34 -0.18 86.62

23 34 A 8.70 0.02 39.17 H
24 60 V 8.72 0.88 13.24 B
25 79 F 9.06 1.22 244 B

®Estructura secundaria, H = hélice a, B = corddn B.

Otras cuatro posiciones conservadas en todos los SEA, que son también hidrofébicas y
de baja accesibilidad al solvente, no fueron asignadas al core de las RPTP. Dos de ellas, 45y
81, habian sido clasificadas como del “core periférico”, ya que presentaban valores de ASA
entre 18 y 25 %. Sin embargo, su caracter hidrofébico estd conservado y estan
completamente ocultas al solvente en M1SEA y M16SEA, por lo que resulta apropiado
asignarlas al core. Las otras dos posiciones, 4 y 33, también estaban conservadas y ocultas
en las RPTP, pero al estar ocupadas por residuos pequefios, especialmente de glicina, no fue

posible inferir su rol estructural. Notablemente, se observa que la posicidn 4 esta ocupada por
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residuos hidrofébicos dentro del core, siempre que en la posicion 79, que se encuentra
espacialmente cercana, no ocurran residuos aromaticos como se observa frecuentemente en

las secuencias de las RPTP.

Tabla 3.6. Residuos del core de los SEA.

Entropia

Orden® Posicion Consenso Posicional Hidrofobicidad ASA % ss®
4 77 V 477 0.83 031 B
6 8 | 5.07 1.23 1.72
7 6 F 5.08 148 051 B
8 37 | 549 145 150 H
10 45 F 557 158 10.85 H
11 33 L 643 117 6.49 H
12 4 G 6.72 0.85 143 B
13 81 V 7.04 117 12.49 B
14 117 | 7.07 1.07 8.77
15 109 L 7.17 091 0.77
24 60 \Y 8.72 0.88 13.24 B
26 97 \Y 922 0.83 144 H
31 115 L 958 1.06 12.71
33 101 L 9.70 0.87 0.87 H

%Las posiciones del alineamiento se ordenaron de acuerdo a su entropia posicional. "Estructura
secundaria, H = hélice a, B = corddn f.

En resumen, han podido identificarse residuos de importancia estructural, que forman
parte del core hidrofébico estabilizando la conformacion nativa. Aun asi, muchos de los
residuos conservados en los SEA no presentan patrones evidentes que justifiguen su
conservacion. Por ejemplo las posiciones 65 y 62 son la segunda y tercera mas conservadas,
y son hidrofébicas pero expuestas al solvente, por lo que podrian estar involucradas en
interacciones intermoleculares. En definitiva, puede que muchos de estos residuos
conservados sean importantes para determinar la ruta de plegado, y también para la
desestabilizacién de conformaciones alternativas. Ademas, es posible que algunos de ellos
sean importantes desde un punto de vista funcional. Es por ello que este “inventario” de
residuos conservados constituye una herramienta valiosa para la elaboracién de estrategias
experimentales tendientes a esclarecer nuevos aspectos de la estructura y funcion de los
SEA.
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Figura 3.13. Conservacion de los residuos del core. (A) MPE fogrina. (B) M16SEA. En rojo, se
muestran los residuos que pertenecen al core de las RPTP, y también al de todos los SEA. En
gris, los residuos que pertenecen al core de las RPTP, pero no se pueden generalizar a todos los
SEA. En naranja, residuos del core de los SEA, que se ubican en contextos estructurales distintos
en las diferentes estructuras, y en verde, las posiciones que se pueden asignar al core de los SEA,
luego de analizar el patrén de conservacion y las estructuras de todos los SEA.
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4. Discusion general y conclusiones

Los dominios SEA fueron reconocidos como una familia de proteinas a mediados de los
'90, a partir del estudio de sus secuencias (Bork y Patthy 1995). Se encontré6 que eran
conspicuos, y que formaban parte de la region extracelular de numerosas proteinas, muchas
de ellas de membrana, y a menudo interactuando con la matriz extracelular, o incluso
formando parte de ella. Nada se sabia acerca de sus funciones especificas. Permanecieron
en un misterio durante mucho tiempo, hasta que se obtuvo la primera estructura
tridimensional, perteneciente a la mucina Mucl16 (Maeda, Inoue et al. 2004). A esto le siguid
la determinacién por RMN del dominio de la mucina MUC1 (Macao, Johansson et al. 2006), y
la estructura cristalografica del SEA de la proteasa AsP. Mas recientemente, se resolvio la
estructura cristalografica del dominio MPE ICA512 (Primo, Klinke et al. 2008), en el
laboratorio donde se llevo a cabo esta tesis.

Dado que los dominios SEA son tan diversos desde un punto de vista secuencial,
nuestro conocimiento de los mismos, basado en tan pocos ejemplos caracterizados, podria
considerarse al menos como endeble. Existia entonces la necesidad de, por un lado, extender
el estudio estructural a otros miembros de la familia, y por otro, de realizar estudios
comparativos sistematicos entre los miembros de la misma. La estrategia adoptada para el
desarrollo de esta tesis consistio en la determinacion de la estructura tridimensional del
dominio SEA de fogrina y la caracterizacién en paralelo, desde un punto de vista bioquimico y
biofisico, de esta ultima junto con otros miembros de la familia pertenecientes a las proteinas
MUC1, Mucl6 e ICA512. Esta estrategia permitié ofrecer el primer cuerpo consistente de
datos e informacion experimental comparativa de una muestra significativa de las proteinas
SEA.

4.1. Caracteristicas generales de los dominios SEA

Los estudios en esta tesis sobre cuatro dominios SEA, confirman que la unidad de
plegado auténomo esta constituida por el empaquetamiento de dos hélices a sobre una
lamina B de cuatro cordones antiparalelos, en el orden BaBBaB. No se requiere de la
formacion de contactos con otras regiones contiguas de la proteina para la estabilizacion de
la estructura nativa. Esto se evidencia en primer lugar, en sus propiedades de expresion
heterdloga: los dominios aislados pudieron obtenerse con altos rendimientos y correctamente
plegados en todos los casos. La delimitacion de un mdédulo en base a la homologia de
secuencia no siempre conduce a una proteina estable, por ejemplo, en el caso de los
dominios KH, las caracteristicas del dominio se definieron en base a la conservacion de

secuencia (Gibson, Thompson et al. 1993). Los intentos de expresar el sexto médulo KH de la

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



proteina vigilin fracasaron al obtenerse variantes muy inestables que eran rdpidamente
degradadas (Castiglone Morelli, Stier et al. 1995). En estudios posteriores, se encontré que
una region adyacente en el extremo C, con alta propensién a formar a hélice, era esencial
para la estabilizacion del dominio ya que contribuia a la formacién del core hidrofébico. De
esta forma, fue necesario cambiar la definicion original del moédulo, para incluir a todos los
elementos que contribuyen a la unidad de plegado autbnomo (Musco, Stier et al. 1996).

Un aspecto adicional en el estudio de los dominios aislados, consiste en definir los
limites precisos del dominio para una proteina en particular, ya que se ha encontrado que
esto puede tener un fuerte impacto sobre sus propiedades estructurales. Por ejemplo, a partir
del estudio estructural del dominio Tnf3 de tenascina, se encontr6 que cuando éste es
acortado en tan solo dos residuos del extremo C, se remueven interacciones de largo alcance
que tienen un marcado efecto sobre su estabilidad y dindmica conformacional (Hamill,
Meekhof et al. 1998). Durante el desarrollo de esta tesis, la definicion precisa de los limites
del dominio representd un desafio para la region extracelular de fogrina, ya que su estructura
tridimensional se desconocia, y porque se han reportado multiples isoformas de fogrina, que
dan lugar a distintos extremos N (Tomiko Kawakami 2007). Empleando la informacion del
procesamiento proteolitico y la similitud de secuencia con ICA512, se disefié una construccion
gue abarcara al dominio SEA completo, a la que denominamos MPE fogrina. Los estudios
biofisicos realizados en esta tesis, demostraron que MPE fogrina posee las caracteristicas de
un dominio bien plegado, y constituyen la primera evidencia experimental de que fogrina
posee una region de plegado auténomo en su ectodominio.

Se distinguen dos caracteristicas destacadas en las secuencias de los SEA. Una de
ellas es la secuencia de corte proteolitico, tipicamente GSVVV, y la otra es la presencia de un
par conservado de residuos de cisteina. Los dos tipos de motivos estan presentes en un gran
nimero de secuencias de la familia, pero se ha observado que no se presentan
simultineamente en una misma secuencia. Esto llevé a proponer que mientras algunos
dominios SEA evolucionaron para escindirse y formar un heterodimero, otros lo hicieron para
ser estables con la formacién de un enlace disulfuro (Macao, Johansson et al. 2006). En esta
tesis se demostré que las cisteinas de M16SEA no forman un enlace disulfuro, y esto tiene
una explicacion estructural, ya que a pesar de que las cisteinas se encuentran muy proximas
entre si, existen distorsiones en la cadena principal que impiden que se adopten los
rotameros necesarios para la formacion del enlace. En un estudio previo tampoco se habia
detectado la formacién de un disulfuro en M16SEA (Maeda, Inoue et al. 2004), en esta tesis
demostramos que el dominio es muy estable, ain en ausencia del entrecruzamiento por un

disulfuro.
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4.2. Autoprotedlisis de los dominios SEA

La autoprotedlisis de los SEA es considerada la caracteristica més notable de estos
dominios, ya que puede ser vista como un mecanismo por el cual un mismo gen codifica tanto
al receptor como a su ligando especifico (Wreschner, McGuckin et al. 2002). Los resultados
de esta tesis sugieren que la autoprotedlisis es un fendmeno general o al menos presente en
muchos miembros de la familia. Existen variaciones en el mecanismo de autoprotedlisis, ya
gue en los SEA que poseen la secuencia consenso de corte, el mecanismo estd mediado por
estrés conformacional, mientras que en la region MPE de las RPTP, es resultado de la
susceptibilidad a la degradacién por especies reactivas de oxigeno en la cercania de los
extremos del dominio. Hay un numero importante de dominios SEA que carecen de la
secuencia consenso de corte y para los cuales no se ha reportado que sufran procesamiento
proteolitico alguno. Este es el caso del dominio M16SEA y en general de todos aquellos que
poseen el par de cisteinas conservado. Futuros estudios deberian demostrar si estos
dominios han sufrido modificaciones que impiden el procesamiento proteolitico, es decir, que
se han especializado en ser monomeéricos, o si por el contrario, son los dominios que sufren
autoprotedlisis los que se han especializado para formar heterodimeros.

Estudios previos del laboratorio demostraron que el ectodominio maduro de ICA512
sufre un proceso de degradacion in vitro que resulta en la generacion del dominio MPE
(Primo, Klinke et al. 2008). Los experimentos realizados en esta tesis, con una version
extendida de MPE fogrina, mostraron que la misma también es degradada in Vvitro.
Actualmente se estan realizando experimentos adicionales, que permitirdn establecer si el
mecanismo proteolitico es el mismo en ambos dominios, lo que es sugerido por los
resultados mostrados en la Seccién 2.9, donde se observé que la degradacion depende de la
presencia de metales y es inhibida por DMSO, un conocido atrapante de especies reactivas
de oxigeno. ¢Es este procesamiento proteolitico de relevancia in vivo, en condiciones
normales o patologicas? En este sentido es importante destacar que el extremo N de MPE
fogrina se eligi6 de manera tal que coincidiera con la isoforma predominante en pancreas
(Tomiko Kawakami 2007). La busqueda bioinformética de proteasas que pudieran generar
ese patron de corte, no arrojo resultados positivos entre las enzimas propias del tejido
neuroendocrino, a diferencia de otras isoformas de fogrina y de ICA512 cuyos patrones de
corte coinciden con los generados por las enzimas prohormona convertasas que son propias
de este tipo de tejidos. Futuros experimentos deberdn ocuparse de establecer si esta
isoforma de fogrina es resultado del mismo procesamiento observado in vitro. Por otro lado,
actualmente se reconoce que el estrés oxidativo juega un rol importante en la patologia
diabética (Kajimoto y Kaneto 2004), por lo que resulta de gran interés establecer si este

proceso de degradacion puede darse in vivo y cudles son sus consecuencias.
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4.3. Propiedades estructurales de los dominios SEA

Un mecanismo habitual en las rutas de transduccion de sefales a través de la
membrana plasmatica, es la oligomerizacién de los receptores de la superficie celular en
respuesta a la union de un agonista, con su consecuente activacion. Por ejemplo, este es el
mecanismo empleado por muchos receptores tirosina quinasa y receptores acoplados a
proteina-G (GPCR) (Hebert y Bouvier 1998). En algunos casos, la union del agonista induce
la dimerizacién de los receptores, o la estabiliza, mientras que en otros, la dimerizacion es un
prerrequisito para la unién del agonista (Rios, Jordan et al. 2001). Un gran numero de
dominios SEA forman parte de la region extracelular de receptores de membrana, como es el
caso del receptor GPR116 y de las RPTP ICA512 y fogrina. Lo mismo sucede con la mayoria
de las mucinas unidas a la membrana, ya que ademas de su funcion clasica en la proteccién
de la superficie epitelial, juegan un rol importante en rutas de sefializacion a través de su
region intracitoplasmética. Por esa razon, comprender el potencial de oligomerizacién de
estos dominios es importante para explicar la funcion de las proteinas en las que estan
presentes. Los resultados de esta tesis, muestran que el estado de agregacion de los SEA es
particular de cada dominio, lo que es comunmente observado en otras familias proteicas.

Se ha propuesto que los procesos de homo y heterodimerizacion son importantes
mecanismos regulatorios de la funcion de las RPTP (Chin, Sachs et al. 2005). La formacién
de heterodimeros puede explicar que la coexpresion de ICA512 o de fogrina, junto con
RPTPa, redujo la actividad de esta ultima (Gross, Blanchetot et al. 2002). En los estudios
estructurales de MPE ICA512, se demostré que este dominio forma dimeros a través de dos
tipos de interfaces de dimerizacién. El hallazgo de que MPE fogrina, un homélogo cercano de
ICA1512 que comparte muchas de sus propiedades funcionales, es un monémero en las
mismas condiciones, resultd en principio sorprendente. La resolucion de la estructura
tridimensional de MPE fogrina, permitié racionalizar esta diferencia, ya que algunos cambios
en su secuencia afectan a las posibles interfaces de dimerizacion, lo que resultaria en la
desestabilizacién de las interfaces B2-B2 y B4-p4 encontradas en ICA512 a pH 8.5. Esto es
resultado de que los cambios en la secuencia introducen repulsiones de carga e
incompatibilidades estéricas, que no pueden ajustarse satisfactoriamente a la estructura
dimérica, sin alterar sustancialmente a la estructura terciaria. Estas sustituciones son, sin
embargo, compatibles con el dimero B4-4 de ICA512 encontrado a pH &cido, pero el dimero
B4-B4 se encuentra poco poblado en solucién. Aun asi, este dimero podria formarse si
resultara estabilizado por la interaccion de otras partes del receptor, por lo que se requieren

experimentos adicionales para demostrar si el mismo se forma in vivo.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Como se describe en la Seccién 2.4, M16SEA y M1SEA no oligomerizan, y eso se
puede explicar porque algunas diferencias estructurales con MPE ICA512 resultan en
incompatibilidades geométricas con las formas diméricas de esta ultima.

Los resultados de esta tesis son consistentes con la nocidon de que la estructura
cuaternaria no contribuye significativamente a la estabilizacion del estado nativo de MPE
ICA512. Los experimentos de desplegado quimico en el equilibrio, mostraron transiciones
monofasicas que no dependen de la concentracion de proteina. Adicionalmente, durante el
desplegado de un mutante puntual de este dominio (S508A), que es esencialmente
monomeérico, se observan transiciones idénticas a las de la proteina salvaje (resultados no
publicados). Esto se puede explicar asumiendo que la disociacién es silenciosa a las sondas
espectroscopicas empleadas, algo que también ha sido observado con otros dimeros, como
la creatinina quinasa (Fan, Zhou et al. 1998) vy la proteina Ure2 (Perrett, Freeman et al.
1999). Una evidencia adicional de que la disociacion no altera la estructura del monémero,
proviene del hecho de que MPE fogrina es un monémero, mientras que posee una estructura
terciaria casi idéntica a la de MPE ICA512. Por lo tanto, se puede concluir que las especies
dimérica y monomérica de MPE ICA512 coexisten en solucibn con estructuras
tridimensionales muy similares.

Aunque las fuerzas que estabilizan la conformacion proteica estdn ampliamente
caracterizadas, de qué forma éstas se traducen en la conformacion nativa, es un interrogante
gue aun no posee una respuesta satisfactoria. Las diferencias de estabilidad entre proteinas
estructuralmente relacionadas, parecen ser resultado de la acumulacién de un niumero de
sutiles cambios en su estructura, tales como el niUmero de interacciones electrostaticas,
diferencias en la extensién de estructura no regular, o la estabilizacion local de hélices a
(Szilagyi y Zavodszky 2000; Kumar, Tsai et al. 2001). En este trabajo se encontrd que tres de
los dominios SEA siguen un mecanismo de desplegado en el equilibrio de dos estados. Este
mecanismo también puede explicar la estabilidad “relevante” de MPE ICA512, ya que la
dimerizacién no contribuye a la estabilizacion de la estructura terciaria. Se observaron
diferencias importantes en la estabilidad de estos dominios. El orden de estabilidad
conformacional sigue la misma tendencia que el contenido de residuos aromaticos de las
secuencias, un importante factor que contribuye a la estabilidad de las proteinas: M1SEA es
la mas estable (AG = 17.9 kcal/mol, 15 % de residuos aromaticos), seguida de M16SEA (AG
= 10.2 kcal/mol, 11 %), luego MPE ICA512 (5.7 kcal/mol y 4.4 %), y finalmente MPE fogrina
(2.3 kcal/mol y 3%),

Una razon adicional para estudiar la estabilidad de los SEA, es que en algunos
miembros de la familia el proceso de plegado proteico esta acoplado a la autoprotedlisis.
Como se describe en la Seccién 1.6, experimentos cinéticos y estudios tedricos permitieron

estimar que la energia libre de plegado contribuye en aproximadamente 7 kcal/mol a la
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escision del enlace peptidico en forma de estrés conformacional. M16SEA es lo
suficientemente estable para superar esta barrera, por o que es razonable preguntarse por
gué esta molécula no experimenta autoprotedlisis. El examen de la estructura tridimensional
de este dominio, muestra que la region equivalente al sitio de protedlisis de M1SEA presenta
un lazo extenso y poco estructurado formado por residuos polares. Ya que se ha demostrado
que la insercion de residuos de glicina en el sitio de protedlisis de M1SEA inhibe la
autoprotedlisis, por el aumento de la flexibilidad y consecuente reduccion del estrés
conformacional, una posible explicacion es que de manera analoga, el lazo desestructurado
de M16SEA impide la autoprotedlisis al reducir el estrés conformacional. Para corroborar esta
hipétesis, hemos disefiado en nuestro laboratorio un conjunto de mutantes de M16SEA con
acortamientos en este lazo y mutaciones en los cordones 2 y B3, que los hacen mas
parecidos a los de M1SEA. En experimentos preliminares con estos mutantes, no se detecto
protedlisis in vivo en los extractos de E. coli, y se observo que algunas de estas variantes se
encuentran marcadamente desestabilizadas. Una caracterizacién en mayor profundidad de
las propiedades estructurales de estos mutantes esta actualmente en curso.

En el marco de esta tesis doctoral, se compard un conjunto muy diverso de secuencias y
estructuras tridimensionales de los dominios SEA, lograndose identificar un conjunto de
interacciones conservadas que constituyen el core hidrofébico del dominio. Este resultado
estd de acuerdo con estudios similares en otras familias proteicas, como las globinas,
inmunoglobulinas y dominios SH3 (Bashford, Chothia et al. 1987; Chothia, Gelfand et al.
1998; Larson y Davidson 2000), que muestran que las posiciones hidrofobicas ocultas en la
estructura tridimensional estdn altamente conservadas. Es importante destacar que en
nuestro analisis de los SEA se encontraron otras posiciones conservadas que no estan
involucradas en la formacién del core, ni tienen un rol estructural evidente. Por esta razon, el
andlisis realizado en esta tesis constituye un punto de partida para estudios méas detallados
tendientes a establecer cuéles de estas posiciones estan involucradas en la ruta de plegado,
y si algunas de ellas podrian estar asociadas a aspectos funcionales comunes de todos los

miembros de la familia SEA.

4.4, Conclusiones

Las conclusiones generales de estos estudios son:

1. Los dominios SEA adquieren una estructura tridimensional muy similar, a pesar de tener

una similitud de secuencia muy baja.
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El dominio SEA esta formado por un arreglo BaBpap, y estos son los Unicos elementos
necesarios para la estabilizacion de la estructura.

La estabilidad de los dominios SEA no depende de la formacion de enlaces disulfuro.

El estado de agregacion no es una propiedad comun a todos los SEA. Cada miembro de
la familia necesita ser estudiado para definir su estado de agregacion. El ensamblado de
los SEA en un arreglo cuaternario necesita ser estabilizado por una fuerza externa, como
la insercion en la membrana plasmatica, o la interaccién entre otros médulos de la misma
proteina, o bien por la unién de otra proteina para formar un hetero-oligémero.

La estabilidad conformacional es muy variable entre los distintos dominios SEA. Su
estabilidad no es un reflejo de aspectos funcionales comunes a toda la familia, sino mas
bien de las particularidades fisiolégicas de cada miembro. Se conoce que el tiempo de
vida de una proteina est4 determinado por la relacion entre sus velocidades de sintesis y
de degradacion, lo que esta ajustado a los requerimientos de la célula. La estabilidad
conformacional tiene una gran influencia sobre esta velocidad de recambio. Creemos que
la mayor estabilidad de los SEA de las mucinas esta relacionada con su rol estructural en
la proteccion de los epitelios, lo exige una alta estabilidad para hacer frente al estrés
mecanico y, como es el caso de otras proteinas estructurales, estd asociado a una baja
tasa de recambio. Por el contrario, los procesos de secrecidon celular en respuesta a
estimulos requieren de una regulacion rapida y precisa, para lo cual es necesario una
estabilidad conformacional mas baja, como es el caso de los SEA de las RPTP.

La estructura de MPE fogrina es robusta a los cambios de pH que ocurren durante el ciclo
de vida de los granulos de secrecion. La estructura terciaria es idéntica y monomérica a
pH 7.4 y 4.6. Por otro lado, el estudio cristalografico de MPE ICA512 también indica que
su estructura terciaria es muy similar a pH 4.5 u 8.5, aunque se forman distintas interfaces
de dimerizacién dependiendo de las condiciones de cristalizacién. Los dominios MPE
fogrina y MPE ICA512 experimentan una acidificacién a pH ~ 4.6 con la maduracion del
granulo, y luego llegan hasta pH ~ 7.4 con la exposicion a la membrana celular, pero
estos cambios de pH no tienen efecto sobre su estructura terciaria.

El procesamiento autoproteolitico es una caracteristica general, o al menos altamente
extendida entre los miembros de la familia SEA, aunque el mecanismo exacto por el que
ocurre este fenébmeno es variable.

El plegado caracteristico de los dominios SEA puede alcanzarse por medio de secuencias
muy diferentes. Aparte de las interacciones conservadas que definen el core hidrofébico,
no se encontraron otros elementos comunes que definan las caracteristicas del plegado.
Esto conduce a una gran variabilidad en las propiedades de la superficie, tales como la
distribucion de cargas y de parches hidrofobicos. De esta forma, parece que la ubicuidad

de los SEA es resultado de su capacidad de ser un andamiaje robusto, que puede
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soportar grandes variaciones de secuencia para exhibir un amplio rango de propiedades
en su superficie. Es decir, el dominio SEA constituye un marco adecuado para una gran

diversidad de funciones.

4.5. Proyecciones de estatesis y futuros experimentos

Uno de los objetivos generales de la linea de investigacion en la que se encuadra esta
tesis, es la obtencion de un modelo de los receptores completos ICA512 y fogrina en la
membrana celular. Como se menciondé en la Seccion 4.3, es muy probable que estos
receptores formen dimeros en la superficie celular, aun cuando la region MPE no sea
determinante para la estabilidad del dimero. En la construccién de los modelos mencionados,
resulta entonces esencial considerar la geometria de la interaccién con la membrana, pues
ambos extremos C del dimero debieran penetrar en la membrana, y esto se traduce en
importantes restricciones geométricas. Desafortunadamente, no hemos podido obtener
informacién estructural sobre el segmento que conecta a la regibn MPE con la regién
transmembrana, ya que tanto ICA512 como fogrina experimentan procesos de degradacion in
vitro. Por esta razon, nuestro conocimiento actual de la topologia del receptor en la
membrana, es resultado de estudios de modelado molecular, que muestran que el arreglo
mAas parsimonioso se consigue mediante la interaccion B4-p4 (Figura 4.1). Habiendo
observado que la degradacién de ICA512 y de fogrina resulta inhibida al secuestrar los
metales del medio y por el agregado de atrapantes de ROS, actualmente se esta investigando
si es posible cristalizar a estos dominios extendidos en el extremo C, en condiciones que
inhiben la degradacion.

Por otro lado, el estudio de proteinas con la misma estructura y secuencias diferentes,
ha hecho importantes contribuciones a nuestro conocimiento actual del plegado proteico. El
descubrimiento en los afios ‘90 de que la topologia nativa es el principal determinante de la
ruta de plegado proteico (Plaxco, Simons et al. 1998), llevé a postular que las proteinas con la
misma estructura deberian plegarse siguiendo una misma ruta (Baker 2000). Estudios
posteriores, demostraron que esta simplificacion es excesiva, ya que muchas proteinas, aln
con alta similitud secuencial, pueden alcanzar el estado nativo siguiendo rutas diferentes
(Zarrine-Afsar, Larson et al. 2005). Actualmente, se considera que existen dos tipos de
escenarios. Por un lado, algunas topologias poseen fuertes restricciones para alcanzar el
estado nativo, lo que lleva a que sigan la misma ruta de plegado aun aquellos miembros
cuyas secuencias son muy diferentes. Otras topologias no poseen restricciones tan fuertes,

por lo que incluso proteinas con gran identidad de secuencia pueden plegarse siguiendo rutas
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muy diferentes. La caracterizacion de las rutas de plegado requiere de andlisis cinéticos sobre
un gran nimero de mutantes puntuales, por lo que el nimero de familias analizadas en este
aspecto es relativamente pequefio hasta la fecha. Por esta razén, aun no ha podido
establecerse cual de los dos tipos de comportamiento es el mas general. Se espera que
pueda alcanzarse una respuesta a este interrogante conforme se aumente el nimero de
familias analizadas. Los dominios SEA constituyen buenos candidatos para este tipo de
estudio, ya que en ellos puede construirse una estructura muy similar a partir de secuencias

muy diferentes.

Figura 4.1. Modelos de la proteina completa ICA512 en la membrana. (A) Dimero B2-p2. (B)
Dimero B4-B4. Las lineas horizontales representan la bicapa lipidica de la membrana celular. Se
muestra una representacion de varillas de los residuos de azucares. Nétese que los azlcares en
el modelo 2-B2 se localizan entre medio de las dos subunidades.
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5. Materiales y métodos
5.1. Generalidades

5.1.1. Electroforesis de proteinas

La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) se realiz6 siguiendo el método de Schégger y von Jagow (Schagger y von
Jagow 1987), con una concentracion de mondmeros (%T) de 16.5 % y un grado de
entrecruzamiento (%C) de 6 %. Las muestras se prepararon adicionandoles 1 volumen de
buffer muestra (Tris-Cl 100 mM, glicerol 24 %, azul de bromofenol 0.01 %, SDS 8.0 %,
pH 6.8, al que se agregd 2-mercaptoetanol, 8 % v/v, justo antes de usar) y se calentaron a
100 °C por 5 minutos. Luego de 1 minuto de centrifugacion a 14000 rpm, se sembraron
5-20 uL de cada muestra en el gel. Las corridas electroforéticas se iniciaron con un voltaje de
30 V, que se mantuvo mientras las muestras se encontraban en el stacking gel, y luego se
incrementd a 100-150 V, finalizandolas cuando el frente de corrida migré al extremo anddico
del gel. Las proteinas se visualizaron incubando el gel con una soluciéon de Coomassie Brillant
Blue 0.3 % p/v, en una mezcla de metanol, 4cido acético y agua (3:1:6), seguida de lavados
sucesivos con una soluciéon de etanol, &cido acético y agua (3:1:6). Como patron de
referencia para estimar los pesos moleculares y las masas de las bandas, se us6 una mezcla

de proteinas de pesos moleculares conocidos sembradas en las mismas condiciones.

5.1.2. Espectrometria de masas y secuenciacion N-terminal

Las determinaciones de masa se hicieron a través del servicio del LANAIS-PRO (UBA,
CONICET), o de la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analiticas del Institut Pasteur de
Montevideo. En el LANAIS-PRO, se emplearon un espectrometro de masa LCQ DUO ESI ion
trap (Thermo Finnigan, San José, CA) y un espectrometro 4800 Plus MALDI-TOF/TOF
Analyzer (AB Sciex, Framingham, MA, USA), y en el Institut Pasteur se us6 un equipo 4800
MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA).

La secuencia N-terminal se obtuvo por degradaciéon de Edman, empleando un
secuenciador Applied Biosystems modelo 477A, con un analizador de feniltiohidantoina
modelo 120. Este analisis se hizo también en el LANAIS-PRO.
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5.1.3. Determinacién de la concentraciéon de proteinas

La concentracion de proteinas se determind por absorbancia UV a 280 nm en
condiciones nativas, aplicando la ley de Lambert-Beer. EIl coeficiente de extincibn molar a
280 nm del estado desplegado, &5 (GAMCI 6 M), se calculd a partir de la composicién de
aminoécidos, aplicando la aproximacion propuesta por Gill & von Hippel (Gill y von Hippel
1989). El valor correspondiente al estado nativo se obtuvo haciendo diluciones idénticas de
un stock concentrado de proteina nativa, en fosfato de sodio 50 mM pH 7.0, y en el mismo
buffer con una concentracion final de GdmCI 6 M. Luego de incubar a temperatura ambiente
por al menos 4 horas, se midieron los espectros de absorcion de estas diluciones entre 240 y
340 nm. El valor de &g para la proteina nativa fue calculado como:

e280(Nativo) = Azgo (Nativo) / [Aggo (GAMCI 6 M) / g280 (GAMCI 6 M)]

donde g0 (GAMCI 6 M) = 1280 x (N° de residuos de tirosina)

Como se describe en el Capitulo 2, la Unica proteina con residuos de cisteina, M16SEA,
no posee enlaces disulfuro, y por esa razon, solo los residuos de tirosina se tuvieron en
cuenta para el célculo de g0 (GAMCI 6 M).

Los espectros se midieron con un espectrofotometro Jasco UV-550 (Jasco Corporation,
Tokio, Japén) mediante un barrido lento (40 nm/min), luego de centrifugar la muestra
extensivamente a 4 °C, para eliminar cualquier material precipitado que pudiera estar
presente. Los espectros se corrigieron restando el blanco correspondiente, y sustrayendo
ademas la contribucion de la luz dispersada elasticamente (light scattering), que se estimé por
regresion no lineal de los datos entre 320 y 340 nm, fuera de la regién de absorcion de las
proteinas. Para este fin, se empleé una ecuacion que describe la dependencia de la luz
dispersada en funcion de la longitud de onda, aplicada a particulas del tamafio esperado de
los agregados proteicos:

S=a+bA\*®
donde a, by c son los pardmetros de ajuste. Se espera que la constante ¢ se aproxime a 4.0
para soluciones de moléculas cuyos radios son mucho menores que la longitud de onda
empleada.

Los coeficientes de extincién nativos a 280 nm, determinados con esta metodologia,
fueron 1300 M*cm™ para MPE fogrina, 3377 M*cm™ para MPE ICA512, 5207 M'cm™ para
M16SEA y 7785 M'cm™ para M1SEA, donde la molaridad se refiere a los moles de
monomero para MPE fogrina, MPE ICA512 y M16SEA, y a moles de heterodimero escindido
para M1SEA.
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5.1.4. Concentracion y almacenamiento de proteinas

Para concentrar proteinas en el estado nativo, se emplearon dispositivos que consisten
en dos compartimientos separados por una membrana de corte de 10 kDa. Se emplearon
distintas versiones del mismo dispositivo, segin el volumen a concentrar, se usaron
CENTRIPREP® YM10 (para volimenes de hasta 15 ml), CENTRICON YM10 (2 ml), AMICON
4 (4 ml), todos ellos fabricados por Millipore (Bedford, MA), y Vivaspin500 (0.5 ml, GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia). En todos los casos se siguieron las
instrucciones del fabricante, empleando una centrifuga refrigerada a 4 °C.

Los experimentos descriptos en esta tesis se llevaron a cabo con preparaciones frescas
de proteina (dentro de 5 dias posteriores a su purificacién), conservando dichas
preparaciones en la heladera a 4 °C.

5.2. Ingenieria genética

5.2.1. Generalidades

Los oligonucleétidos iniciadores (primers) empleados en las reacciones de PCR se
disefiaron usando el programa Amplify (Bill Engels® 1992, Universidad de Wisconsin,
Madison, WI, EE.UU.) para simular los posibles productos de amplificacion, y el programa
RNAdraw de Ole Matzura (Departamento de Biofisica, Karolinska Institute, Solna, Suecia),
para evitar la formacion de estructura secundaria que podria disminuir el rendimiento de la
PCR. Los oligonucleétidos fueron sintetizados por Operon Biotechnologies GmbH (Cologne,
NRW, Alemania). Las reacciones se llevaron a cabo en un termostatizador programable
Minicycler PTC-150 de MJ Research Inc. (Waltham, MA, EE.UU.), involucrando 30 ciclos de
desnaturalizacion, apareamiento y elongacion.

Las reacciones de PCR emplearon la enzima DNA polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.). Las endonucleasas de restriccion se obtuvieron de Promega
Corporation (Madison, WI, EE.UU.), y la enzima ligasa del fago T4 se adquiri6 también a
Invitrogen. Las reacciones se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. La
relacion molar aproximada en las reacciones de ligacion fue de 5:1 (inserto:vector).

Los procedimientos de manipulacién de &cidos nucleicos no descriptos en esta seccidn
se llevaron a cabo siguiendo técnicas estandares de biologia molecular (Sambrook, Fritsh et
al. 1989). La separacion de acidos nucleicos se hizo por electroforesis en geles de agarosa 1
% en buffer TBE (Tris-Borato 0.045 M, EDTA 1 mM), conteniendo bromuro de etidio 0.5
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pg/mL. La visualizacion y cuantificacion de acidos nucleicos se hizo por iluminacién con luz
UV.

Para purificar ADN de las mezclas de reaccion, como de PCR y digestion con
endonucleasas, la porcion de agarosa conteniendo la banda de interés se cortd con un bisturi
y se extrajo el ADN mediante el kit Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas, Vilnius,
Lithuania).

La identidad de las construcciones genéticas fue verificada por secuenciacion de ADN

(Macrogen, Seul, Corea).

5.2.2. Clonado del dominio M1SEA

El plasmido conteniendo la region codificante para el dominio SEA de la mucina humana
MUC1 (Uniprot ID: P15941) fue gentiimente cedido por el Dr. Torleif Hard, de la Universidad
de Goteborg, Suecia. El mismo codifica los residuos 1024-1152 de MUC1, precedido de la
secuencia MGSSHHHHHH. Se disefiaron oligonucledtidos iniciadores que permitieron
amplificar la region 1041-1152 correspondiente al dominio SEA, y que por lo tanto hemos
denominado M1SEA, conteniendo ademds las secuencias de reconocimiento para las
enzimas de restriccion Ndel y BamHI (primers SEA-F y SEA-R en la Tabla 5.1).

El producto de PCR se ligé al vector pGemT Easy (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La mezcla de ligacion se transform6 en bacterias JM109
electrocompetentes, preparadas segun el método descripto en la Seccion 5.2.5. Las
caracteristicas de todas las cepas de E coli empleadas se muestran en la Tabla 5.2. Se
seleccionaron las colonias portadoras de la construccion buscada mediante el sistema de a-
complementacion (parte del sistema pGemT) y posterior mapeo por restriccion. A
continuacion, la region codificante para el dominio SEA se escindié del vector pGemT por
digestion con las enzimas Ndel y BamH]I, y se ligo al vector pET9b (Novagen, EMD Chemicals
Inc., San Diego, CA, EE.UU.) previamente digerido con las mismas enzimas. Con la reaccion
de ligacién, se transformaron células electrocompetentes JM109, a partir de las cuales se

recupero la construccién buscada.

Tabla 5.1. Oligonucledtidos iniciadores empleados en las reacciones de PCR.

Primer Secuencia (escrita en el sentido 5'>3’)

F-pET9(971) | GGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAG

R-pET9(4299) | AATTGCAGGTTTCATTTGATGCT
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F-469

CATATGGAATATGGCTACATCGT

R-557 GGATCCTCACTCCCTCTGTCCCACT

SEA-F CATATGTCTTTCTTTTTCCTGTCTTTTCACA

SEA-R CGGATCCTTAAGACTGGGCAGAGAAAGG

M16SEAF CATATGAGTTCCAGTTCTCAG

M16SEAR GGATCCTCACCCCGAATCCACA

M16SEASTOP | CATGGATCCTTATTACCCCGAATCAACAAAG

IA2b-502F CATATGGAGGTCCAGCCTTCTGAGGA

IA2b-599R GGATCCTCATTTGCTTTTCGACCCGA

IA2b-486F CATATGAGTCTTCCGGCGGGTGCTC

IA2b-614R GGATCCTCACTTGGTAGAGTCTTCT

IA2b2F GGATGTCGCCCGTCTCCTGCAGGTGCCGTCTAGTGCGTTCGCTGACGTGGAGGTTCTCG
IA2b2R GGCGACATCCTCAACAAGACGACGTCCTTCCTCTGGACGCAGCGGATCTCTGTCTGTC

Tabla 5.2. Cepas de E. coli empleadas para el clonado y expresion de proteinas.

Cepa

Genotipo

JM109

endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (ri—, my+), relAl, supE44, A(lac-
proAB), [F', traD36, proAB, laqlaZAM15]

BL21(DE3)pLysS | F-,ompT, hsdSg (rs-, me-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cm"

BL21(DE3)RIL

F-, ompT, hsdSg (rs-, mg-), dcm, gal, A(DE3), Tet", endA, Hte [argU,
ileY, leuwW Cam']

5.2.2. Clonado del dominio M16SEA

El material genético que contiene la regién codificante para el dominio SEA del

homologo murino de la mucina humana MUC16 (Uniprot ID: Q9D1H) fue cedido por el Dr.

Shigeyuki Yokoyama de la Universidad de Tokio, Japdn. Esta construccion codifica el dominio
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SEA (residuos 67-185), junto con otros residuos derivados del vector, una secuencia de seis
histidinas en el extremo N y una secuencia de reconocimiento para la proteasa TEV. Se
disefiaron primers que permitieran eliminar todas las secuencias ajenas al dominio SEA,
aungue se preservaron de la construccion original dos residuos del extremo C, S120 y G121,
gue aunque estan ausentes en la proteina silvestre, forman interacciones por puente de
hidrégeno en la hoja 3, como se observa en la estructura tridimensional de este dominio. Las
secuencias de los primers empleados, M16SEAF y M16SEAR, se muestran en la Tabla 5.1.
El segmento correspondiente al dominio SEA, al cual denominamos M16SEA, se insert6 en el
plasmido de expresion pET9b siguiendo la misma metodologia descripta para el dominio
M1SEA.

La variante M16STOP se prepard a partir del vector de expresién codificante para
M16SEA, empleando los primers M16STOP y F-pET9(971). El producto de PCR se cort6 con

las enzimas Sall y BamHlI, y se lig6 al vector pET9b cortado con las mismas enzimas.

5.2.3. Clonado del dominio MPE ICA512

El plasmido de expresion con el segmento codificante para el dominio MPE ICA512,
residuos 470-558 de la proteina ICA512 humana (Uniprot ID: Q16849), se construyo
previamente en nuestro laboratorio como esta descripto (Primo, Jakoncic et al. 2011). Para
ello se empled el mismo plasmido de expresion y la metodologia ya descripta para M1SEA,

usando los primers F-469 y R-557 listados en la Tabla 5.1.

5.2.4. Clonado del dominio MPE fogrina

El ADN codificante para la isoforma 2 de la proteina fogrina humana (UniProt ID:
Q92932-2), fue gentilmente cedido por el Dr. John C. Hutton del Barbara Davis Center for
Childhood Diabetes, Universidad de Colorado, EE.UU. El dominio MPE fogrina comprende los
residuos 502-599 (de acuerdo a la numeracioén de la isoforma 1). La isoforma 2 carece de un
exon que codifica los residuos 519-547, por esta razon, la estrategia de clonado se hizo en
dos etapas. En primer lugar se clonoé la regién 502-599 de la isoforma 2, y en segundo lugar,
se afadieron los residuos faltantes de la isoforma 1. La primera etapa se hizo con la misma
metodologia ya descrita para los otros dominios SEA, empleando el vector de expresion
PET9b, y los primers IA2b-502F y IA2b-599R. En la segunda etapa, los residuos faltantes se
introdujeron usando un par primers solapantes (IA2b2F, 1A2b2R) y otro par de primers
externos, F-pET9(971) y R-pET9(4299), que poseen la misma secuencia que la region que

flanquea al sitio de clonado multiple del vector pET9b. Los productos de cada PCR se
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purificaron como se describié en la Seccion 5.2.1, y se mezclaron en una nueva PCR
siguiendo el método denominado “overlap extension PCR” (Higuchi, Krummel et al. 1988).
Luego de purificar del gel la banda de amplificacién correspondiente, ésta se cortd con las
enzimas Sall y EcoRl, ligandose a continuacién al vector pET9b.

Para clonar la variante IA-2b*%°* se sigui6 la misma estrategia en dos etapas
descripta para la region 502-599, usando en la primera etapa los primers 1A2b-486F, e 1A2b-
614R.

5.2.5. Preparacion y transformacion de bacterias competentes

Durante los pasos de clonado y propagacién de plasmidos, se empled la cepa de E. coli
JM109 (Promega). Para la sobrexpresion de las proteinas de interés, se usaron las cepas de
E. coli BL21(DE3)pLysS (para MPE ICA512) y BL21(DE3)RIL (en el resto de las
construcciones), adquiridas respectivamente a Novagen y a Stratagene (La Jolla, CA,
EE.UU.). Las caracteristicas de estas cepas se indican en la Tabla 5.2.

Las bacterias competentes se transformaron con el método de electroporacion, para ello
se empled un equipo E. coli Pulser de Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA, EE.UU.). Las
células se prepararon siguiendo las instrucciones del equipo, y se guardaron en alicuotas de
80 ul a -86 °C hasta su uso. En el procedimiento de transformacién, se adicionaron 1 a 2.5 pl
de mezcla de ligacion, o 10 ng de pldsmido superenrrollado, y se emplearon celdas de 0.2
cm. Las células transformadas se sembraron en placas de Petri con medio LB agar,
conteniendo los antibiéticos correspondientes, y se incubaron ON a 37 °C.

Para la conservacion a largo plazo de bacterias transformadas, se emplearon colonias
aisladas para inocular cultivos en medio LB con los antibidticos correspondientes y crecidos
hasta saturacion. A una alicuota de cada cultivo se le agreg6 glicerol en una concentracion

final de 18 % v/v, y luego se almacend a -86 °C o en nitrdgeno liquido.

5.3. Expresion y purificacion de proteinas
5.3.1. Dominio M16SEA

Se inocularon 10 ml de medio LB, suplementado con 50 pg/ml de kanamicina y 34 pg/ml
de cloranfenicol, con una ansada del stock de bacterias transformadas correspondiente, y se
crecieron a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente, se emplearon los 10 ml del cultivo anterior
para inocular 1000 ml de medio LB con los mismos antibioticos, y se crecié a 37 °C hasta

DOsoonm = 1. La expresion de proteinas se indujo con lactosa monohidrato 1 % p/v, incubando
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durante 4 horas a una temperatura de 37 °C, y con agitacion a 200 rpm. Al cabo de este
tiempo, las bacterias se colectaron por centrifugacién (7000 x g, 15 minutos, 4 °C). Se
descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 ml de buffer de lisis (Tris-Cl 25
mM pH 7.2) y se repitid la centrifugacién. A continuacion, se resuspendio el pellet en 50 ml del
mismo buffer, se repitié la centrifugacion y finalmente se almacené el pellet a -20 °C hasta su
uso.

El pellet bacteriano se resuspendié en 20 ml de buffer de lisis y se agregé PMSF en una
concentracion final de 1 mM, a partir de un stock 100 mM preparado en isopropanol. A
continuacion, se lisaron las células usando una French Press (Thermo, Rochester, NY, USA),
a una presion de 1000 psi. Luego se separ6 la fraccion soluble por centrifugacion (dos ciclos,
a 17000 y 20000 x g, por 15 y 20 minutos, respectivamente, a 4 °C). El sobrenadante se filtré
a través de un filtro de jeringa de 0.22 ym y se vertié sobre 4 ml de resina de intercambio
anionico Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), equilibrada previamente
en buffer de lisis. Se llevé el volumen final a 50 ml con buffer de lisis y se incub6 durante 30
minutos en el refrigerador, a 4 °C y con agitacién eventual. Finalmente se transfirid la
suspension a una columna de polipropileno de 30 ml, con la cual se retuvo la matriz y se dejo
pasar la fraccién no retenida. Dado que la proteina de interés posee un pl de 9.10, no se
retiene en la matriz en estas condiciones, pero si lo hacen el ADN y otras proteinas y
componentes celulares. A continuacion, se lavo la matriz con 10 ml de buffer de lisis, y esta
fraccion se combind con la fraccién no retenida. La preparacion con las fracciones no retenida
y de lavado combinadas, se dializé a 4 °C contra 1 litro de buffer fosfato de sodio 25 mM a pH
7.0, en presencia de 1,4-dithio-D-threitol (DTT) 1 mM, usando una membrana Spectra/Por
6000-8000 Da (Spectrum Medical Industries Inc., Houston, TX, EE.UU.). Luego 3 horas, la
muestra de dialisis se cambid a otro recipiente con 1 litro del mismo buffer, y se continu6 el
proceso por 3 horas mas.

El paso siguiente de purificacion consisti6 de un intercambio catiénico mediante una
columna MonoS HR 5/5 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), conectada a un cromatégrafo
liquido de alta presion Jasco (Jasco Corporation, Japén). Para este fin, se filtr6 la muestra
dializada con un filtro de jeringa de 0.22 uym y se inyectd en la columna, previamente
equilibrada con buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0. Finalmente, la proteina se separ6 de la
columna con un gradiente lineal de NaCl desde 0 a 1 M en el mismo buffer. Las fracciones
con M16SEA se identificaron por SDS-PAGE y se guardaron en el refrigerador a 4 °C hasta el
dia siguiente, agregando previamente DTT hasta una concentracion de 5 mM y también
EDTA 2.5 mM, para proteger los tioles.

Mediante el protocolo descripto, se obtuvo la proteina con elevado nivel de pureza, que
se observa como una sola banda en SDS-PAGE. De todas formas, rutinariamente se hizo un

paso de purificacion adicional, concentrando la proteina y sembrandola en una columna de
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exclusion molecular Superose 12 HR 10/30 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), equilibrada en
buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0, con lo cual también se eliminan el DTT y el EDTA, lo

gue deja la muestra en las condiciones apropiadas para los estudios biofisicos.

5.3.2. Dominio M1SEA

El protocolo de expresion, lisis y separacion de la fraccion soluble del lisado celular fue
idéntico al ya descripto para el dominio M16SEA. Esta fraccion se pasoé por un filtro de jeringa
de 0.22 um y se sometié a precipitacion con sulfato de amonio, afiadiendo lentamente sulfato
de amonio sélido con agitacion, en un bafo de hielo, hasta que la concentraciéon alcanz6 un
57 % de saturacién. Se mantuvo con agitacion en hielo durante 30 min, y se separé la
fraccion soluble por centrifugacion a 10000 x g, por 15 minutos a 0 °C. La fraccion insoluble,
conteniendo a M1SEA, se resuspendié en 5 ml de buffer de lisis.

El paso siguiente de purificacién consistié en una cromatografia de intercambio aniénico
mediante una columna MonoQ HR 5/5 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), conectada al
cromatografo liquido de alta presion Jasco. Para este fin, se elimind previamente el sulfato de
amonio pasando la muestra a través de una columna de exclusion molecular G-25 Medium
(PD10 column, GE Healthcare, Uppsala, Suecia), equilibrada en buffer de lisis. Las fracciones
recogidas se inyectaron en la columna de intercambio aniénico, previamente equilibrada con
buffer de lisis, y las proteinas se separaron de la columna con un gradiente lineal de NacCl,
desde 0 a 1 M en el mismo buffer. Las fracciones conteniendo a M1SEA se identificaron por
SDS-PAGE, y se guardaron en el refrigerador a 4 °C hasta el dia siguiente.

El ultimo paso de purificacion consistié de una cromatografia de exclusion molecular,

gue se hizo de la misma forma descripta en la Seccion 5.3.1 para el dominio M16SEA.

5.3.3. Dominio MPE ICA512

El dominio MPE ICA512 se obtuvo creciendo las bacterias transformadas en medio LB
con kanamicina, y todos los aspectos del cultivo, induccion vy lisis bacteriana se llevaron a
cabo como se detallé para el dominio M16SEA.

El primer paso de purificacién consisti6 en una cromatografia de intercambio aniénico
con una resina Q-Sepharose Fast Flow. La fraccion soluble de lisis se pasé a través de un
filtro de jeringa de 0.22 ym y se vertid sobre 4 ml de resina, equilibrada previamente con
buffer de lisis. Se llevo el volumen final a 50 ml con buffer de lisis y se incubé durante 30
minutos en el refrigerador, a 4 °C y con agitacién eventual. Finalmente se transfirid la

suspension a una columna de polipropileno de 30 ml, mediante la cual se retuvo la matriz. Se
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hicieron lavados de 20 ml con buffer de lisis, y luego con el mismo buffer suplementado con
0.1 M de NacCl y posteriormente con 0.15 M de NacCl. La proteina MPE ICA512 se separa de
la matriz en estas dos etapas de lavado, las fracciones correspondientes se combinaron y se
dializaron de la misma forma descripta para el dominio M16SEA, pero usando un buffer
Tris-Cl 25 mM pH 8.5.

La muestra dializada se paso a través de un filtro de jeringa de 0.22 uym, y se inyectd en
una columna intercambio aniénico MonoQ HR 5/5, conectada al cromatdgrafo liquido de alta
presion Jasco. La columna se equilibré previamente con el buffer Tris-Cl 25 mM pH 8.5. Las
proteinas se separaron de la matriz mediante un gradiente lineal de NaCl desde 0 a1 M en el
mismo buffer. Las fracciones conteniendo a MPE ICA512 se identificaron por SDS-PAGE y se
guardaron en el refrigerador a 4 °C hasta el dia siguiente.

El paso final de purificacion consistié6 en una cromatografia de intercambio catiénico
mediante una columna MonoS HR 5/5 conectada al cromatégrafo mencionado, para lo cual
fue necesario previamente hacer un cambio del buffer de las fracciones de proteina,
paséndolas a través de una columna de exclusiébn molecular Sephadex G-25 Medium,
equilibrada con buffer acetato de sodio 25 mM pH 4.8. Las fracciones recogidas se inyectaron
en la columna de intercambio catiénico, equilibrada con el mismo buffer, y las proteinas se
separaron de la columna por un gradiente lineal de NaCl desde 0 a 1 M en el mismo buffer.

Las fracciones conteniendo a MPE ICA512 se identificaron por SDS-PAGE.

5.3.4. Dominio MPE fogrina

En el caso de MPE fogrina, el protocolo de crecimiento y lisis de bacterias es similar al
ya descripto para la purificacion del dominio SEA de MUC16, excepto que en este caso se
empled el medio de cultivo Terrific Broth y la induccion se hizo por 20 horas a 20 °C. La
fraccion soluble de lisis se pasé por un filtro de 0.22 ym, y se sometié a precipitacion con
sulfato de amonio. Para ello se agregd lentamente el reactivo sdlido, con agitacion en un bafio
de hielo, hasta que la concentracion alcanzé un 60 % de saturacion. Se mantuvo con
agitacion en hielo durante 30 minutos, y se separé la fraccion soluble por centrifugacion a
10000 x g (15 minutos a 0 °C). Se repitio la centrifugacion, y la fraccion soluble se llevé a 80
% de saturacion, mediante el agregado de la cantidad necesaria de sulfato de amonio sélido,
de la misma forma que en el paso anterior. Luego de 1 hora de incubacion, se repitieron los
pasos de centrifugacion, y se reservo la fraccion insoluble.

La fraccion insoluble de precipitacion con sulfato de amonio se resuspendié en 5 ml de
buffer de lisis. Los pasos siguientes de separaciones cromatogréficas se desarrollaron de la

misma forma y en la misma secuencia descripta para M1SEA.
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5.4. Reactividad quimica de tioles

La determinacion de tioles libres se llevd a cabo empleando el reactivo
5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB). Las reacciones se efectuaron en buffer fosfato de
sodio 25 mM, pH 7.0. A las muestras se les agregé DTNB de un stock preparado en el mismo
buffer, en un exceso de 3 veces la cantidad de tioles esperada para una muestra totalmente
reducida, y se determind la absorbancia a 412 nm hasta lectura constante (5-10 min). Se hizo
un blanco en las mismas condiciones, pero sin proteina, que se resté a la lectura anterior.
Luego se calculd la concentraciéon de tioles reactivos usando un coeficiente de extincion
€412 nm = 14150 M x cm™ (Riddles, Blakeley et al. 1983). Se siguié el mismo procedimiento

para mediciones en el estado desplegado, pero usando un €412 ym = 13700 M x cm™.

5.5. Modificacion quimica con agentes entrecruzantes

Las reacciones de entrecruzamiento se hicieron con los reactivos glutaraldehido y
disuccinimidil suberato (DSS). Las reacciones se llevaron a cabo en buffer fosfato de sodio 25
mM pH 7.0, con el agregado de las cantidades indicadas de glutaraldehido (50 % en H,0,
Fluka) o de un stock de DSS 20 pg/ml (preparado en dimetilsulféxido) o 10 mg/ml, segln se
indique. La reaccion tuvo lugar durante 15 minutos a 27 °C y se frend con el agregado de
buffer muestra de SDS-PAGE. Los resultados se analizaron por SDS-PAGE.

Cuando las reacciones se llevaron a cabo a bajas concentraciones de proteina, o en
presencia de GdmCI, las muestras se precipitaron con TCA antes de sembrarlas en el gel. En
estos experimentos, la reaccién de entrecruzamiento se detuvo agregando Tris-Cl pH 7.5, en
una concentracion final de 50 mM. Cuando las muestras contenian GdmCI, la precipitacion se
llevd a cabo por el agregado de deoxicolato de sodio, en una concentracion final de 2 % p/v y
TCA 15 % plv, e incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Luego las muestras se
centrifugaron por 10 minutos y se lavaron los pellets con 100 ul de acetona a -20 °C. Luego
de resuspender completamente, se incubaron toda la noche a -20 °C, o por 30 minutos a -80
°C. Se repiti6 la centrifugacién, y los pellets se dejaron secar por 5 minutos,
resuspendiéndolos finalmente en buffer muestra de SDS-PAGE. En el caso de las reacciones
a baja concentracion de proteina, pero sin GdmCI, se siguié el mismo procedimiento de

precipitacion, pero sin el agregado de deoxicolato de sodio.

5.6. Digestion controlada con tripsina
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La digestion con tripsina se hizo en buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.0 y a 27 °C,
utilizando tripsina (SIGMA) en relacion 1:100 en masa (enzima:sustrato). Se tomaron
alicuotas a distintos intervalos de tiempo y se mezclaron con 1 volumen de buffer muestra de
SDS-PAGE. Luego se calentaron a 100 °C por 5 minutos y se congelaron a -20 °C hasta
analizarlas por SDS-PAGE.

5.7. Comportamiento hidrodinamico

5.7.1. Exclusion molecular (SEC)

El radio hidrodinamico y estado de agregacion se estudié por cromatografia de exclusion
molecular usando una columna Superose 12 HR 10/30 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia),
acoplada a un cromatégrafo liquido de alta presion Jasco (Jasco Corporation, Japon). La
columna se calibré utilizando una mezcla de 5 patrones de proteinas globulares de
propiedades hidrodindmicas conocidas (Gel Filtration Estandar, adquirido a Bio-Rad
Laboratories Inc., consistente de tiroglobulina (670 kDa), IgG bovina (158 kDa), ovoalbumina
de pollo (43 kDa), mioglobina equina (17 kDa) y vitamina B12 (1.3 kDa)). En algunos
experimentos también se us6 en la calibracion albumina sérica bovina (BSA, 67 kDa,
adquirida a SIGMA), RNAsa A (13.7 kDa, CALBIOCHEM) y aprotinina de pulmén bovino (6.5
kDa). La columna se equilibré previamente con al menos dos volimenes de columna del
buffer indicado en cada experimento, y el flujo empleado fue de 0.5 ml/min. En cada corrida
se sembraron 100 ul de muestra.

El radio de Stokes (Rs) tedrico de las proteinas se calcul6 a partir de su peso molecular,

usando la ecuacién descripta por Uversky (Uversky 1993):

log Rs= 0.369xlog(PM) - 0.254

Con esta ecuacion, se obtiene habitualmente el Rs de proteinas patrones (Uversky
1993). Para determinar el Rs experimental de la proteina estudiada, se construyé una curva
de calibracion relacionando el Rs de las proteinas patron con su volumen de elucién
(1000/Veicisn €n funcion de Rs), y los puntos se ajustaron a una recta, que se usO para
interpolar el Rs correspondiente al volumen de elucion de la proteina en estudio.

El Rs también se estim6 de manera tedrica a partir del numero de residuos de
aminoécidos (N,), empleando la ecuacion descripta por Dobson (Wilkins, Grimshaw et al.
1999):

Rs=(4.75 = 1.11) N,029
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5.7.2. Dispersion de luz estatica (SLS)

Para la determinacion de masa por SEC-MALLS se usé un equipo miniDawn (Wyatt
Technology) acoplado a una columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) y un detector
de absorbancia Jasco UV-2075 Plus. El buffer de elucion fue fosfato de sodio 25 mM, NacCl
0.15 M, pH 7.0. Los experimentos se realizaron a 20 °C, inyectando 100 ul de muestra, con
un flujo de 0.3 o 0.4 ml/min. Los datos se analizaron con el programa Astra 6.0 (Wyatt

Technology).

5.8. Dicroismo circular

Se estudié el contenido de estructura secundaria y terciaria por espectroscopia de
dicroismo circular en el UV lejano (180y 240 nm) y en el UV cercano (240-340 nm),
respectivamente (Kelly, Jess et al. 2005). Se utilizé un equipo JASCO J-810 (Jasco Corp.,
Tokio, Japon) calibrado de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes con &cido
(+)-10-canforsulfénico. Las mediciones se realizaron bajo un flujo de nitrdgeno gaseoso de 8

I’h, a una temperatura de 20 °C, controlada con un sistema tipo Peltier (JASCO).

5.8.1. CDen el UV lejano

Se midieron espectros entre 180 y 340 nm, utilizando una celda de 0.1 cm de paso
optico. La concentracion de proteina fue 5-12 uM. La sensibilidad fue de 100 miligrados. Se
usO una velocidad de barrido de 50 nm/min, un tiempo de respuesta de 1s y un ancho de
banda de 1 nm. Se realiz6 un promedio de diez espectros para cada muestra. El promedio fue
corregido por absorcion del buffer y posteriormente por la linea de base utilizando como cero
el promedio de lecturas entre 310 y 340 nm. Finalmente, los datos fueron suavizados
mediante un polinomio de Savizky-Golay de cuarto grado, con una ventana de diez puntos
(Press, Teukolsky et al. 1992). Los espectros se convirtieron a elipticidad molar media por

residuo usando la relacion:

(6] =8/(10xc xn xd)

donde [4] es la elipticidad molar (en gradosxcm?xdmol™), @ es la elipticidad en miligrados, n el
numero de residuos de la proteina, c la concentracién molar de proteina y d la longitud de la

celda en centimetros.
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5.8.2. CD en el UV cercano

Los espectros se registraron entre 240 y 340 nm, y se obtuvieron a una velocidad de
barrido de 20 nm/min con una sensibilidad de 5 miligrados. La concentracién de proteina fue
de 50-96 uM y se usé una celda de 1 cm de paso 6ptico. Los datos se procesaron de igual
manera que lo descripto para el UV lejano, expresando el resultado en forma de elipticidad
molar [4]:

[l =6/(10x cxd)

siendo 6 la elipticidad en miligrados, c la concentracion molar de proteina y d la longitud de la

celda en centimetros.

5.9. Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emision de fluorescencia se registraron usando un fluorémetro ISS K2
multifrecuencia (ISS, Champaign, lllinois, USA) equipado con un compartimiento de celda
conectado a un bafio termostatico fijado a 20 °C. En los espectros de emision de tirosinas, la
longitud de onda de excitacién fue 276 nm (con un ancho de banda de 8 nm) y la intensidad
de la emision de fluorescencia fue medida entre 250 y 450 nm. La concentracion de proteina

fue entre 30 y 50 uM, y una absorbancia no mayor a 0.1 para evitar el efecto filtro interno.

5.9.1. Fluorescencia total de tirosinas

La emision total de tirosinas se midié interponiendo un filtro Schott WG320 en el canal
izquierdo del instrumento, siendo la excitacion a 276 nm, con un ancho de banda de 8 nm. El
valor registrado fue un promedio de las mediciones realizadas cada 1 segundo durante 30

segundos.
5.9.2. Union de ANS

Se midié la unién de la sonda fluorescente l-anilinonaftaleno- 8-sulfonato (ANS) a
proteinas mediante la emision de fluorescencia a 480 nm (Semisotnov, Rodionova et al.

1991). La concentracion de proteina fue la misma empleada en los espectros de emision de

tirosinas. Se agregaron de manera creciente alicuotas de una solucion stock de ANS 530 uM
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a la celda conteniendo la solucién de proteina o buffer. La solucién stock de ANS se prepar6
en agua y se cuantificd por absorbancia usando un €359 nm = 4950 cm?tm?t (Daniel y Weber
1966). Los espectros de emision se registraron entre 250 y 450 nm, luego de la excitacién a

350 nm. Tanto para la excitacién como para la emision se utilizaron rendijas de 8 nm.

5.10. Desnaturalizacion por temperatura

Las transiciones de desplegado inducidas por temperatura se estudiaron por dicroismo
circular, midiendo la elipticidad a 220 nm mientras se incrementaba linealmente la
temperatura entre 4 y 95 °C a una velocidad de 2 °C/min. Salvo que se indique lo contrario, la
concentracion de proteina fue 5 uM. Se us6 un espectropolarimetro JASCO J-810, con una
celda de 1 cm de paso 6ptico y la sensibilidad fue de 100 miligrados. Los datos se analizaron

como se indica en la Seccién 5.12.

5.11. Desnaturalizacion quimica

Los experimentos de desplegado isotérmico se llevaron a cabo a 20 °C, registrando el
espectro de CD en el UV lejano, o de fluorescencia intrinseca de tirosinas, usando los
equipos descriptos en las secciones precedentes. Para las mediciones de CD, se usaron
celdas de 0.1 cm, salvo en los experimentos en los que la concentracién de proteina fue 1
MM, donde se usaron alternativamente celdas de 0.1 o de 0.5 cm, siendo las ultimas
preferidas por presentar una mayor relacion sefial/ruido. Se tomaron dos espectros por
muestra, entre 210 y 320 nm, con los mismos ajustes instrumentales descriptos
anteriormente, excepto que la velocidad de escaneo fue de 100 nm/min. Los espectros
promediados y corregidos por el blanco, fueron adicionalmente suavizados para mejorar la
relacién sefal/ruido, usando un filtro digital no paramétrico implementado en el programa
PeakFit version 4 (SeaSolve Software Inc). Las transiciones se monitorearon usando la
elipticidad a 222 nm. Las mediciones de fluorescencia total de tirosinas se llevaron a cabo
siguiendo el mismo procedimiento descripto anteriormente.

Se prepararon soluciones frescas de GAmCI o de urea en el buffer correspondiente, se
las llevé a pH y se calculd su concentracién exacta midiendo su indice de refraccibn como
esta descripto (Pace y Scholtz 1997), usando un refractémetro digital Palm Abbe (Misco,
Cleveland, OH, EE.UU.). Se prepararon tubos en paralelo con el mismo volumen final,
conteniendo distintas proporciones de buffer y desnaturalizante, y se les afiadié la misma

cantidad de un stock concentrado de proteina, o de buffer en el caso de los blancos. Se
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incubaron las mezclas durante mas de 4 horas a temperatura ambiente y se tomaron las

medidas espectroscépicas. Los datos se analizaron como se indica en la seccién siguiente.

5.12. Analisis de datos de equilibrio de desplegado
5.12.1. Generalidades

Las transiciones de desplegado por desnaturalizante quimico se analizaron de acuerdo
al modelo de extrapolacion lineal, el cual establece que el cambio en la energia libre de Gibbs
estandar asociado al desplegado, AG = -RT In(K,), varia linealmente con la concentracion de
desnaturalizante (D) (Pace y Scholtz 1997):

AG = AG,—mD (1)

donde AGq es la energia libre de desplegado en ausencia de desnaturalizante y m es una
constante de proporcionalidad. Se puede rescribir la ecuacion 1 de una forma mas
conveniente para el ajuste, definiendo Dy, la concentracion de desnaturalizante a la que AG =

0, entonces:
AG = m(Dm — D) (2)

Las sefiales espectroscoOpicas observadas (Yo) se modelaron como la suma de las

sefiales intrinsecas de cada estado presente en el equilibrio (Yj):
Y0 = ZI:IYI (3)

donde el subindice i, identifica a cada estado y F; es su fraccion molar. Ademas, se asume
gue Y; varia linealmente con la concentracién de desnaturalizante (lineas de base pre- y post-

transicion):

Y,=Y,,+mD
' (4)

donde Yi, es la sefal intrinseca del estado i en ausencia de desnaturalizante, y m; es la

dependencia de la sefial del estado i con la concentracion de desnaturalizante.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Para realizar el ajuste sobre una misma escala, a partir de datos registrados con
distintos métodos espectroscopicos y varias concentraciones de proteina, cada conjunto de

datos se normalizé aplicando la ecuacion:

Y, =(S, =S )(S,-S,) (5)
donde Sy es la sefal espectroscépica observada, sin normalizar, mientras que S,y S, son las
sefiales sin normalizar del estado nativo y desplegado, que se estimaron como el promedio
de los primeros y de los Ultimos datos, respectivamente.

En el caso de las transiciones de desplegado térmico, se describi6 la dependencia de la

energia libre de Gibbs con la temperatura mediante la ecuacion de Gibbs-Helmholtz:

AG(T)=AH (T, )+ AC, (T _Tm)_T(%+Acpun[Tl]] (6)

m m

en la cual T, es una temperatura de referencia, donde AG = 0. Las fracciones de las distintas
especies se obtuvieron de la ecuacion 3, asumiendo una variacion lineal de las sefales
espectroscopicas con la temperatura, de manera analoga a la ecuacion 4. En los
experimentos de desplegado a distintos pH, los parametros termodinamicos AH y T, variaron

conjuntamente de acuerdo a:

AH =AH"+AC (T, -T) (7)

m

donde AH® y T,% son los valores correspondientes a un pH de referencia (Privalov 1979).

Las ecuaciones se ajustaron a los datos empleando el complemento Solver de
Microsoft Excel 2010, y los errores de los parametros se calcularon mediante el método
Monte Carlo como esta descripto (Motulsky y Christopoulos 2003), empleando también
Microsoft Excel 2010.

5.12.2. Modelo de desplegado unimolecular de dos estados

Este modelo se aplica a situaciones donde se observa una Unica transicién, y sin
cambios en el estado de asociacion de la proteina. Este puede ser el caso de una proteina
monomeérica (ecuacién 8), o también cuando la proteina es un dimero (u oligbmero) y la

transicion no involucra disociacion (ecuacion 9), o bien cuando la disociacion es indetectable
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para la sonda espectroscépica (ecuaciones 10 y 11, los paréntesis encierran a la transicion

silenciosa, que no se tiene en cuenta al realizar el ajuste):

NeU (8)
N2 & Uz (9)
N2 & D2 (& 2U) (10)
(N2e) 2N 20 (11)
La constante de equilibrio para el modelo representado por la ecuacién 8 se define
como K, = [UJ/[N], y para los otros modelos se define de manera semejante. Con lo cual, la

fraccion del estado desplegado se calcula como:
Fu=Ku/(1+Ky) (12)

YO = Yn(l - Fu) + YuFu (13)

En el caso del desplegado por agentes quimicos, las expresiones 2, 12 y 13 se

combinan para dar la ecuacion de ajuste:
y (Y,0+m,D)+(Y,,+m,D)exp{m(D-D,)/RT}
o 1+exp{m(D—-D_)/RT}

(14)

5.12.3. Modelo de desplegado unimolecular de tres estados

Este modelo se emplea cuando existen dos transiciones, y asume la presencia de un
intermediario (l). El esquema de reaccion correspondiente es:
NeleU (15)

Las constantes de equilibrio para la primera y segunda etapa son, respectivamente,

Ky = [IJ/[N] y Kz =[U]/[1], y la fracciones de cada estado se calculan como:

F,=1/(1+K,(1+K,)) (16)
F=FK/(1+ K(1+K,)) (17)
F, = Kif{:fil_ K (1+ K:j) (18)
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La ecuacién de ajuste se obtiene combinando las ecuaciones 2-4 y 16-18.

5.12.4. Modelo de desplegado dimérico de dos estados

En este modelo, desplegado y disociacion son procesos concertados, por lo que el

estado nativo dimérico se encuentra en equilibrio con el monémero desplegado segun:
N2 & 2U (19)

Se define la constante de equilibrio como K, =[UJ’/[N2], y la concentracién total de
proteina es, en términos del monémero, P; = 2[N;] + [U], por lo que las fracciones de dimero
nativo y monémero desplegado son, respectivamente, F, = 2[N,]/P; y F, = [U]/P.. Entonces, la
constante de equilibrio se puede expresar como:

2
_2RF,

K, =
1-F,

(20)

A partir de esta expresion se puede obtener F, en funcion de K, y Py

JKZ2+8K P —K
— u u't u (21)

‘ 4P,

t

Finalmente, se obtiene la ecuacion de ajuste remplazando la expresion para F, en la
ecuacion 3, asumiendo nuevamente que Y, e Y, varian linealmente con la temperatura o la

concentracion de desnaturalizante.

5.12.5. Modelos de desplegado diméricos de tres estados

Son posibles dos modelos de tres estados, donde el dimero nativo (N,) se encuentra en
equilibrio con el monémero desplegado (U) y un intermediario monomeérico (1) o dimérico (I,):
N2 & 2] & 2U (22)

Noeo [o o 2U (23)

Cuando el desplegado ocurre a través de un intermediario monomeérico, se definen las
constantes para la primera y segunda transicion como K;=[¥[N] y Kz =[U][I],
respectivamente. La concentracion total de proteina es Py = 2[N;] + [I] + [U], y las respectivas

fracciones de dimero nativo, intermediario y monémero desplegado son respectivamente, F, =

_ 2
2[NoJ/Py, Fi = [1)/Py y Fy = [U}/P, con F, + F+ F, = 1. Por lo tanto, F, =2RF7/K, y

combinando estas expresiones puede resolverse F;en funcién de Ky, K, y Py

Fu = KoF;,
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oK1 K, )+ KL+ K,)? +8PK,
! 4P

t

(24)

Finalmente se obtiene la ecuacién de ajuste desarrollando la ecuacién 3, y sustituyendo

la expresion anterior:

Yo =YnFn+ YiFi+ YuFu (25)

2
Y, =Y, [ZPI—E}LYiFi +Y,K,F (26)

1
Para un modelo de tres estados con intermediario dimérico, se definen las constantes de
equilibrio para la primera y segunda transicién como K; = [LJ[N2] y Ko= [UJ[l],
respectivamente. La concentracion total de proteina es entonces P = 2[N,] + 2[l;] + [U], y las
respectivas fracciones de dimero nativo, intermediario y mondémero desplegado son,
respectivamente, Fn = 2[No)/Py, Fi = 2[l,)/P: y Fy = [U]/P, donde F, + F; + F, = 1. Por lo tanto

_ _ 2
F=FK =2RF, /KZ, lo que permite resolver F, en funcion de Ky, K, y Py

E — _K1K2 +\/(K1K2)2 +8(1+ K1)(K1K2)Pt

’ 4P (1+K)) 27)

La ecuacién de ajuste se obtiene remplazando estas expresiones en la ecuacion 25:

2 2
Y, =Y, [zpt—':j +Y, (Zpt—':j +Y,F, (28)
lKZ 2

5.13. Deteccidén de proteasas contaminantes

Para ensayar la presencia de proteasas contaminantes se empledé el método de
digestibn de a-caseina (Laskowski 1955). Se preparé una solucion de caseina
aproximadamente 10 mg/ml en el buffer de reaccion y se pasoé a través un filtro de 0.1 ym de
poro. Se mezclaron 100 pl de la solucidon de caseina con 100 ul de proteina para dar una
concentracion final de 75 uM. El buffer de reaccién fue fosfato de sodio 25 mM pH 7.0. Se
preparé un blanco en las mismas condiciones, pero omitiendo la proteina. Las muestras se
incubaron a 20 °C durante 9 dias, tomando alicuotas a distintos tiempos para medir el curso
de la reaccién. Para este fin, las muestras se precipitaron con el agregado de 1 volumen de
acido tricloroacético 1.8 M, se incubaron durante 30 minutos a 0 °C, y luego se centrifugaron
a 12000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se midieron las absorbancias a 280 nm de los

sobrenadantes conteniendo los péptidos solubles.
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5.14. Determinacion de la estructura tridimensional de proteinas por difraccion de

rayos x

5.14.1. Cristalizacion de proteinas

Una vez purificadas las proteinas como se describio en las secciones correspondientes,
se llevaron a la condicién de cristalizacién, remplazando el buffer fosfato para evitar su
posible interferencia con los experimentos de cristalogénesis. Para ello se concentraron las
muestras como se describié en la Seccion 5.1.4 y se diluyeron repetidas veces con el buffer
de cristalizacion, Tris-Cl 10 mM pH 7.40, hasta que la concentracion de fosfato fuera
aproximadamente 300 pM. Luego se continué concentrando hasta alcanzar una
concentracion final de 10 mg/ml.

Para explorar las condiciones de cristalizacion, se utilizaron los kits comerciales Crystal
Screen 1y 2 (Hampton Research, Aliso Viejo, California, EE.UU.) y JBScreen Classic 9 (Jena
Bioscience, Jena, Alemania), que abarcan una variedad de condiciones, incluyendo distintos
tipos de buffer (pH), sales y precipitantes (sales, polimeros y aditivos organicos volatiles y no
volatiles). El método utilizado fue el de difusién de vapor en gota suspendida, en placas de 24
pocillos. Para este fin, se agregé a cada pocillo 1 ml de soluciéon de cristalizacién, y se
depositaron sobre un cubreobjetos siliconado 2 ul de esta solucién, mezclados con un
volumen igual de la solucién de proteina. Luego se colocé el cubreobjetos invertido sobre el
reservorio, sellando sus bordes con vaselina sélida. Las placas se almacenaron a 20 °C y se
observaron regularmente con una lupa binocular.

Para el transporte y recoleccion de datos en el sincrotron, los cristales obtenidos fueron
criopreservados, ensayando distintas condiciones de crioproteccion. En algunas condiciones
de cristalizacion, fue posible omitir la transferencia a soluciones crioprotectoras, ya que la
misma condiciébn ya contenia agentes criopreservantes, igualmente, para todas las
condiciones se prepararon cristales con criopreservante. Para este fin, se montaron los
cristales mediante un lazo de 0.3-0.4 ym (Hampton Research), se transfirieron a la solucién
con criopreservante por unos pocos segundos y luego se congelaron en nitrégeno liquido. Las
soluciones de criopreservacion estaban compuestas del mismo buffer de cristalizacion,
suplementado con PEG400 a una concentracion de 10 6 25 % p/v, o con glicerol 25 % viv o,
cuando la solucién de cristalizacion ya lo incluia como precipitante, sulfato de amonio en una
concentracion de 3.4 M. El cristal que mejor difractd a pH 4.6 contenia glicerol 25 % como

criopreservante, mientras que el cristal a pH 7.4 no fue suplementado con crioprotector.
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5.14.2. Recoleccion de datos y procesamiento

Se recogieron los datos de difraccion en la estacion X6A del National Synchrotron Light
Source (Brookhaven National Laboratory, NY, EE.UU.), usando un detector ADSC Q270
(Area Detector Systems Corp., Poway, CA, EE.UU.), y una temperatura de 100 K. Los datos
fueron indexados, integrados, escalados y reducidos usando el paquete de programas
HKL2000 (Otwinowski y Minor 1997). Un 5 % de las reflexiones, seleccionadas al azar, fueron

asignadas para los calculos del Ryee.

5.14.3. Resolucion de la estructura, construccion del modelo y refinamiento

Las estructuras de MPE fogrina fueron resueltas por el método de remplazo molecular,
usando las coordenadas de MPE ICA512 (PDB ID: 2QT7) como modelo de busqueda. La
solucién se obtuvo usando Molrep (Vagin y Teplyakov 2010) como parte del programa
MrBUMP (Keegan y Winn 2008). Los modelos fueron corregidos manualmente usando Coot
(Emsley y Cowtan 2004), y luego sujetos a refinamiento (restrained refinement) con
REFMACS5 (Murshudov, Vagin et al. 1997). Tanto MrBUMP como REFMACS forman parte de
la suite CCP4 (Cowtan, Emsley et al. 2011).

Los modelos iniciales fueron adicionalmente refinados usando REFMAC5 en modo “TLS
and restrained refinement”. En el caso de la estructura a pH 7.4, toda la proteina fue incluida
en un mismo grupo TLS, mientras que en la estructura a pH 4.6 se usaron 14 grupos TLS,
que se definieron usando el servidor TLSMD (Painter y Merritt 2006). De esta forma se
llevaron a cabo rondas de refinamiento con REFMACS5 seguidas de ajustes manuales del
modelo con Coot, hasta llegar a convergencia.

La calidad estereoquimica de los modelos finales fue verificada con el servidor
Molprobity (Chen, Arendall et al. 2010). Las coordenadas y factores de estructura fueron
depositados en el Banco de Datos de Proteinas (PDB, Protein Data Bank) con los cddigos
4AHTIl y 4HTJ.

5.15. Métodos bioinforméaticos

En la construccion del alineamiento multiple de secuencias de las RPTP, en primer lugar
se realizd una busqueda de homologos en la base de datos no redundante del NCBI,
mediante el algoritmo PSI-BLAST (Altschul, Madden et al. 1997), usando los parametros
default. Se emplearon como secuencias de busqueda a MPE ICA512 y a MPE fogrina,

generandose dos alineamientos mdultiples con la ayuda del programa BioEdit 7.13 (Ibis
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Biosciences, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se eliminaron del alineamiento las secuencias con
grandes deleciones en la region de los elementos de estructura secundaria. El alineamiento
estuvo guiado por la matriz de sustitucion BLOSUMG62, pero se hicieron algunas pocas
correcciones manuales para favorecer la ubicacion de las inserciones y eliminaciones en la
region entre los elementos de estructura secundaria.

Finalmente, los dos alineamientos se unificaron, eliminando las secuencias redundantes,
definidas como aquellas con una identidad mayor al 90 %, empleando el algoritmo CD-HIT
(Huang, Niu et al. 2010).

Para analizar los patrones de conservacion, se asignaron los pesos estadisticos a cada
secuencia (Henikoff y Henikoff 1994), para lo cual se calcula primero el peso asociado a cada
uno de los residuos en cada posicion del alineamiento (wy,) de acuerdo a la expresion:

Wikp = 1/rxs

donde wy, se refiere al peso del residuo k en la posicion p, r es el numero de residuos
distintos en esa posicién y s es el nimero de ocurrencias del aminoacido en cuestion.
Finalmente se suman los pesos de los residuos correspondientes para cada secuencia,
obteniéndose el peso de la secuencia en cuestion, el cual luego se normaliza al dividirlo por la
suma de los pesos de todas las secuencias. Este peso normalizado de cada secuencia es el
gue luego se utiliza para ponderar la frecuencia de cada posicién en el alineamiento (Larson y
Davidson 2000).

Para calcular la entropia posicional, primero se obtuvo la entropia de la informacién de

Shannon, empleando las frecuencias ponderadas de cada posicion:

¥
H(@D =~ pi(rin (1)

r=4a

donde H(i) es la entropia para la posicion i, para los residuos r = (A, C, D,..., W, Y), que
ocurren con una frecuencia pj(r). La entropia posicional se obtiene mediante:
N(i) = eH®

Todos los célculos se realizaron con planillas de Microsoft Excel 2010.

Los alineamientos se representan en forma de sequence-logo en las Figuras 3.6 y 3.12,
para lo cual se empleé el servidor Web-Logo (Crooks, Hon et al. 2004), que emplea como
dato de entrada a un alineamiento multiple. Los resultados no son corregidos por el peso
estadistico asociado a cada secuencia, el proposito de estas representaciones es ilustrativo y
es necesario referirse a los alineamientos completos mostrados en el APENDICE, o a las

Tablas 3.3-3.6 para una medida mas exacta de la conservacion.
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Para calcular el &rea accesible al solvente en el estado nativo y desplegado, se uso el
servidor Protsa (Estrada, Bernado et al. 2009).

Las representaciones moleculares se hicieron con el programa Pymol 1.4.1 (Schrodinger
LCC), y en la Figura 2.1 se us6 el programa Discovery Studio 3.1 Visualizer (Accelrys
Software Inc). Para calcular el potencial electrostatico, se empled el complemento APBS 2.1
de Pymol, la temperatura fue de 20 °C y el resto de los parametros se fijaron en los valores
default.
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Apéndices

Apéndice 1: Caracterizacion estructural de IA-2b*°1

Secuencias:

|A-2p86-614.

SLPAGAQEALSDGLQLEVQPSEEEARGY| | KILQTGVGSKSKLKFLPPQAEQEDSTK
MPE fogrina: MEVQPSEEEARGYl | KILQTGVGSKSK

En la realizacion de todos estos experimentos se asumio un coeficiente de extinciéon
molar de 1A-2b*%®* idéntico al determinado para MPE fogrina, lo que es razonable dado que

poseen el mismo contenido de residuos arométicos.

Espectro de CD en el UV lejano:

]
1
]

i

-

10

~

4 N

i 1 A 1 A 1 A 1 A
185 200 215 230 245 260
Longitud de onda (nm)

[6] x 103(grd cm? dmol™)

b*84 v en linea de trazos el

En linea continua se muestra el espectro de 1A-2
correspondiente a MPE fogrina. El buffer fue fosfato de sodio 25 mM pH 7.0 y la temperatura
20 °C. Se observa que el contenido de estructura secundaria es menor que en MPE fogrina
(tanto al expresar la elipticidad por mol de residuos, como se muestra en la figura, como al

hacerlo por mol de proteina, no mostrado).

Espectro de CD en el UV cercano:
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[6] (grd cm? dmol™")

250 260 270 280 290 300 310
Longitud de onda (nm)

En linea continua se muestra el espectro de 1A-2b**%%* y en linea de trazos el
correspondiente a MPE fogrina. El buffer fue fosfato de sodio 25 mM pH 7.0 y la temperatura
20 °C. La sefial de estructura terciaria es menor tanto si se expresa la sefial por mol de
residuos (mostrada en la figura) como por mol de proteina (no mostrado). Se observa la
desaparicion de la sefial de la Unica tirosina de la molécula, que esté ubicada en el extremo
N.

Estabilidad frente al desplegado por temperatura:

Se monitoreo la elipticidad a 220 nm mientras se calentaba a velocidad constante. Se
estudio el efecto a pH 7.0 y 4.5 (puntos azules y rojos, respectivamente) y para comparar se
muestran las transiciones de MPE fogrina a pH 7.0 y 4.8 (trazos azules y rojos,
respectivamente). 1A-2b*%%* es mas estable en ambas condiciones (los datos no se
ajustaron al modelo de desplegado porque la reversibilidad a pH 7.0 fue de 91 % y a pH 4,5
fue de 86 % y ademas la muestra ya se encontraba parcialmente degradada por el
mecanismo descripto en la Seccion 2.9).
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Se hicieron corridas de exclusion molecular como se indica en Materiales y métodos,
en un rango de concentraciones de proteina inyectada desde 3.5 a 220 pM. El cambio
en el volumen de elucion no depende significativamente de la concentracion de proteina
inyectada. En el gréfico se muestra la curva de calibracion usando las proteinas estandar, y
se indica como un punto negro al volumen de elucién observado, con un Rs correspondiente
al esperado para una proteina dimérica del PM de I1A-2b*%%. Esto indica que IA-2b*%*°%!* se

comporta de la misma forma que MPE fogrina en SEC, pero como se explica en la Seccion
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2.4, esta metodologia no es apropiada para determinar el estado de agregacion de fogrina por

problemas de interaccién con la matriz de exclusién molecular.

Apéndice 2: Alineamiento de secuencias de la regién MPE de las RPTP

El alineamiento completo se muestra a continuacion, dividido en tres segmentos:
DN c c c Cc C C - H H H H H H H H H HHHUHTHTHCC
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Alineamiento de los dominios SEA

El alineamiento completo se muestra a continuacion, dividido en cinco segmentos
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>gi|126337782_514-607:

>sp| Q8WX17 |MUC16_HUMAN_21966-22:

[>pdb12ACMMUC1_HUMAN_1041-1148:

>Sp[Q29435MUC1_HYLLA_261-368:
>gi | 2289161_384-495:

>gi |41386778_363-473:

>gi | 125825580_335-428:

>gi |47226294_315-408:

>sp| Q02496 | MUC1_MOUSE_415-523:
>sp| Q60528 | MUC1_MESAU_465-570:
>gi | 118085571_510-603:

>sp| 002695 | PTPR2_MACNE_506-599:

>sp|Q92932 | PTPR2_HUMAN_508-601:
>Sp[PB0560 | PTPR2_MOUSE_494-587:
>sp| Q63475 | PTPR2_RAT_497-590:
>gi | 73979061_518-609:

>sp| Q8WX17 |MUC16_HUMAN_18941-19:
>sp| Q8WX17 | MUC16_HUMAN_20649-20
>sp| Q8WX17 |MUC16_HUMAN_12076-12:
>sp| Q8WX17 |MUC16_HUMAN_21714-21:
>sp| Q8WX17 | MUC16_HUMAN_21569-21:

>gi | 126339723 _35-158:
>sp| QIGMS5 | IMPG1_BOVIN_565-695:
>sp| Q8R1WS | IMPG1_MOUSE_577-688:
>gi | 109658622_573-684:
>sp|Q8JIR8| IMPG1_CHICK_737-848:
>gi | 20806127_893-1009:
>sp|Q5T601 | GP110_HUMAN_145-257:
>gi | 57157125_143-255:
>sp|QOWVTO| GP116_RAT_158-271:
>gi | 2583092_125-241:

>gi |91982772_4179-4294:

>gi | 121934070_276-394:

>sp| Q02505 | MUC3A_HUMAN_2233-235:

>sp|Q5DIDO| UROL1_HUMAN_391-513:
>sp| Q5D1D3 | UROL1_MOUSE_384-506:
>sp| Q5D1D3 | UROL1_MOUSE_789-901:
>sp|Q5DIDO| UROL1_HUMAN_783-897:
>gi | 17531707_1336-1449:

>gi | 118777774_886-1006:

>gi | 24658804_928-1047:
>sp|Q8VHI4| TM11D_RAT_48-160:
>sp| Q8VHK8 | TM11D_MOUSE_48-160:
>sp| 060235 | TM11D_HUMAN_42-164:
>gi |51571899_55-175:

>sp| Q5QSK2 | DESC4_RAT_45-165:
>sp| Q8BZ10| DESC4_MOUSE_45-165:
>gi | 45861650_41-161:

>sp| QBZWK6 | Q6ZWKE_HUMAN_52-173:
>sp|Q61E14|Q61E14_RAT_43-163:
>sp| Q55248 | TM11E_MOUSE_62-183:
>sp|QOUL52 | TM11E_HUMAN_44-163:
>sp| P98074| ENTK_P1G_56-171:
>sp| P98072| ENTK_BOVIN_56-171:
>sp| P98073 | ENTK_HUMAN_56-171:
>sp| P97435 | ENTK_MOUSE_56-171:
>gi | 118780624 _566-687:

>gi | 24654487_1166-1287:

>sp|Q5B1K4|Q5B1K4_DROME_224-347:

>sp| Q7QF48| Q7QF48_ANOGA_52-177:
>sp| Q07929 SP63_STRPU_73-205:
>sp|Q17R60] IMPG1_HUMAN_227-349:
>sp| QIGMS5 | IMPG1_BOVIN_225-365:
>sp| Q8RIWS | IMPG1_MOUSE_230-352:
>sp|Q8JIRE| IMPG1_CHICK_226-348:
>gi | 20806127_228-347:

>sp| 000468 | AGRIN_HUMAN_1132-125

>sp| P25304 | AGRIN_RAT_1025-1145:

>sp|P31696 | AGRIN_CHICK_1146-126:

>sp| Q90404 | AGRIN_D I1SOM_413-533:
>sp| P98160 | PGBM_HUMAN_75-188:
>gi | 94536813_76-189:

>gi | 52346064_69-191:

>gi | 9757702_69-191:

>gi | 39589280_341-458:

>gi | 71995307_11-124:

>emb |CAE60518.1]_7-127:

>sp| P97881|MUC13_RAT_245-358:
>sp| P19467 | MUC13_MOUSE_270-386:
>sp| QOH3R2 | MUC13_HUMAN_207-333:
>gi | 47087025_160-269:

>gi | 62955579_163-287:

>gi | 62955579_295-405:

>gi | 17554334_1490-1623:

>sp| P34576 | MUA3_CAEEL_2868-2998:

>gi | 17554334_1317-1446:
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[>pdbl11VZ]A_12-132: K 52 < E - L
|>sp1Q16849 [ PTPRN_HUMAN A -

>gi [74005774_565-658:

>gi | 126337782_514-607:
>sp|Q8WX17[MUC16_HUMAN_21966-22:
[>Pdb]2ACMMUCT_HUMAN_1041-1148<
>sp1Q29435[MUCT_HYLLA 261-368:
>gi |2289161_384-495:

>gi |41386778_363-473:

>gi | 125825580_335-428:

>gi |47226294_315-408:

>sp|Q02496 |MUC1_MOUSE_415-523:
>sp|Q60528 | MUCL_MESAU_465-570:
>gi |118085571_510-603:
>sp|002695 | PTPR2_MACNE_506-599:
[>SP1Q92932 | PTPR2_HUMAN_508-601<
>sp|P80560 |[PTPR2_MOUSE_494-587:
>sp|Q63475| PTPR2_RAT_497-590:
>gi | 73979061_518-609:
>sp|Q8WX17[MUC16_HUMAN_18941-19:
>sp|Q8WX17[MUC16_HUMAN_20649-20:
>sp|Q8WX17[MUC16_HUMAN_12076-12:
>sp|Q8WX17MUC16_HUMAN_21714-21:
>sp|Q8WX17[MUC16_HUMAN_21569-21:
>gi | 126339723_35-158:
>sp|QIGMSS5 | IMPG1_BOV IN_565-695:
>sp|Q8R1W8] IMPG1_MOUSE_577-688:
>gi | 109658622_573-684:
>sp|Q8JIR8] IMPG1_CHICK_737-848:
>gi | 20806127_893-1009:
>sp|Q5T601|GP110_HUMAN_145-257:
>gi |57157125_143-255:
>sp|QOWVTO|GP116_RAT_158-271:
>gi | 2583092_125-241:

>gi |91982772_4179-4294:

>gi | 121934070_276-394:
>sp|Q02505 |MUC3A_HUMAN_2233-235:
>sp|Q5DIDOJUROLL_HUMAN_391-513:
>sp|Q5DID3|UROLL_MOUSE_384-506:
>sp|Q5DID3|UROLL_MOUSE_789-901:
>sp|Q5DIDO|UROLL_HUMAN_783-897:
>gi |17531707_1336-1449:

>gi |118777774_886-1006:

>gi | 24658804_928-1047:
>sp|Q8VHJI4| TM11D_RAT_48-160:
>sp|Q8VHK8| TM11D_MOUSE_48-160:
>sp|060235| TM11D_HUMAN_42-164:
>gi |51571899_55-175:
>sp|Q5QSK2 | DESC4_RAT_45-165:
>sp|Q8BZ10| DESC4_MOUSE_45-165:
>gi | 45861650_41-161:
>sp|Q6ZWK6 | Q6ZWKE_HUMAN_52-173:
>sp|QEIEL4|Q6I1EL4_RAT_43-163:
>sp|Q5S248| TM11E_MOUSE_62-183:
>sp|QOUL52 | TM11E_HUMAN_44-163:
>sp|P98074|ENTK_P1G_56-171:
>sp|P98072|ENTK_BOVIN_56-171:
>sp|P98073| ENTK_HUMAN_56-171:
>sp|P97435 | ENTK_MOUSE_56-171:
>gi | 118780624_566-687:

>gi | 24654487_1166-1287:
>sp|Q5BIK4|Q5BIK4_DROME_224-347:
>sp|Q7QF48]Q7QF48_ANOGA_52-177:
>sp|Q07929| SP63_STRPU_73-205:
>sp|Q17R60] IMPG1_HUMAN_227-349:
>sp|QIGMSS5 | IMPG1_BOV IN_225-365:
>sp|Q8R1W8] IMPG1_MOUSE_230-352:
>sp|Q8JIR8] IMPG1_CHICK_226-348:
>gi | 20806127_228-347:

>sp| 000468 | AGRIN_HUMAN_1132-125:
>sp|P25304 | AGRIN_RAT_1025-1145:
>sp|P31696 |AGRIN_CHICK_1146-126:
>sp|Q90404 | AGRIN_DISOM_413-533:
>sp|P98160| PGBM_HUMAN_75-188:
>gi |94536813_76-189:

>gi |52346064_69-191:

>gi |9757702_69-191:

>gi | 39589280_341-458

>gi |71995307_11-124:

>emb| CAE60518.1]_7-127:
>sp|P97881|MUC13_RAT_245-358:
>sp|P19467 [MUC13_MOUSE_270-386:
>sp|Q9H3R2 [MUC13_HUMAN_207-333:
>gi |47087025_160-269:

>gi |62955579_163-287:

>gi |62955579_295-405 :

>gi | 17554334_1490-1623:
>sp|P34576 [MUA3_CAEEL_2868-2998:
>gi | 17554334_1317-1446:
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[>pdbl1IVZ|A_12-132:

[>SP1Q16849PTPRN_HUMAN:

>gi|74005774_565-658:
>gi|126337782_514-607:

>Sp | QBWX17 [MUC16_HUMAN_21966-22:

[>pdb | 2ACMMUCT_HUMAN_1041-1148:

>sp[Q29435 [MUC1_HYLLA_261-368:
>gi |2289161_384-495:

>gi |41386778_363-473:

>gi | 125825580_335-428:

>gi |47226294_315-408:

>sp| Q02496 [MUC1_MOUSE_415-523:
>sp| Q60528 [MUC1_MESAU_465-570:
>gi | 118085571_510-603:

>sp| 002695 | PTPR2_MACNE_506-599:

|>sp Q92932 |PTPR2_HUMAN_508-601:

>sp|PB0560 | PTPR2_MOUSE_494-587:
>sp| Q63475 |PTPR2_RAT_497-590:
>gi | 73979061_518-609:

>Sp|Q8WX17 [MUC16_HUMAN_18941-19:
>sp | QBWX17 [MUC16_HUMAN_20649-20:
>sp| QWX 17 [MUC16_HUMAN_12076-12:
>Sp | QBWX17 [MUC16_HUMAN_21714-21:
>sp | QWX 17 [MUC16_HUMAN_21569-21:

>gi | 126339723_35-158:
>Sp|QGMSS | IMPG1_BOVIN_565-695:
>sp|Q8R1WS | IMPG1_MOUSE_577-688:
>gi | 109658622_573-684:
>sp|Q8JIRS| IMPG1_CHICK_737-848:
>gi | 20806127_893-1009:
>sp|Q5T601|GP110_HUMAN_145-257:
>gi |57157125_143-255:
>sp|QOWVTO|GP116_RAT_158-271:
>gi | 2583092_125-241:

>gi |91982772_4179-4294:

>gi | 121934070_276-394:

>sp| Q02505 [MUC3A_HUMAN_2233-235:

>sp|Q5DIDO|UROLL_HUMAN_391-513:
>sp|Q5DID3|UROLL_MOUSE_384-506:
>sp|Q5DID3|UROLL_MOUSE_789-901:
>sp|Q5DIDO|UROLL_HUMAN_783-897:
>gi | 17531707_1336-1449:

>gi | 118777774_886-1006:

>gi | 24658804_928-1047:
>Sp|Q8VHI4 | TM11D_RAT_48-160:
>sp | Q8VHK8 | TM11D_MOUSE_48-160:
>sp| 060235 | TM11D_HUMAN_42-164:
>gi |51571899_55-175:
>sp|Q5QSK2 | DESC4_RAT_45-165:
>sp | Q8BZ10|DESC4_MOUSE_45-165:
>gi |45861650_41-161:

>Sp | QBZWKE | Q6ZWKE_HUMAN_52-173:
>sp|Q61E14|Q61EL4_RAT_43-163:
>sp|Q5S248 | TM11E_MOUSE_62-183:
>sp|QQULS2 | TM11E_HUMAN_44-163:
>sp|P98074|ENTK_P1G_56-171:
>sp|P98072|ENTK_BOVIN_56-171:
>sp|P98073|ENTK_HUMAN_56-171:
>sp|P97435 |ENTK_MOUSE_56-171:
>gi | 118780624_566-687:

>gi | 24654487_1166-1287:

>sp | Q5BIKA | Q5B I1K4_DROME_224-347:

>sp | Q7QF48 |Q7QF48_ANOGA_52-177:
>sp|Q07929|SP63_STRPU_73-205:
>sp|QL7R60 | IMPG1_HUMAN_227-349:
>Sp|QGMSS | IMPG1_BOVIN_225-365:
>sp | Q8RLWS | IMPG1_MOUSE_230-352:
>sp|Q8JIRS| IMPG1_CHICK_226-348:
>gi | 20806127_228-347:

>sp| 000468 |AGRIN_HUMAN_1132-125:

>sp|P25304 |AGRIN_RAT_1025-1145:

>sp|P31696 |AGRIN_CHICK_1146-126:

>sp| Q90404 |AGRIN_DISOM_413-533:
>sp|P98160 | PGBM_HUMAN_75-188:
>gi | 94536813_76-189:

>gi | 52346064_69-191:

>gi |9757702_69-191:

>gi | 39589280_341-458:

>gi | 71995307_11-124:

>emb | CAE60518.1]_7-127:
>sp|P97881|MUC13_RAT_245-358:
>sp|P19467 [MUC13_MOUSE_270-386:
>sp | QOH3R2 [MUC13_HUMAN_207-333:
>gi | 47087025_160-269:

>gi | 62955579_163-287:

>gi | 62955579_295-405:

>gi | 17554334_1490-1623:

>sp|P34576 [MUA3_CAEEL_2868-2998:

>gi|17554334_1317-1446:
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[>SP1Q16849] PTPRN_HUNAN:

>gi174005774_565-658:
>gi | 126337782_514-607:

>sp| Q8WX17 |MUC16_HUMAN_21966-22:

[>pdb12ACM[MUCL_HUMAN_1041-1148:
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