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Resultats i Discussio

I11.1.4. Purificacié de les rRNases A expressades en E. coli BL21(DE3) seguint el
protocol A

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts en la purificacié de la RNasa A
recombinant i les seves 17 variants, aillades a partir de cultius de cél-lules d'E. coli
BL21(DE3)-[pBXR]. E. coli BL21(DE3)-[pBXR.Y115W] i E. coli BL21(DE3)-
[pBXR-+mutacid] que havien estat creixent en medi liquid TB suplementat amb 50
ug/ml d'Ap durant 2-4 h a partir del moment de la induccié amb 1 mM IPTG tal com
s’ha descrit en l'apartat 111.1.3.2. El protocol A que es va seguir (apartat 11.7.2.1) esta
basat en el descrit per delCardayré i col. (1995) amb algunes modificacions i consisteix
en la solubilitzacié de la proteina recombinant, una cromatografia de bescanvi cationic
a pressio atmosférica en preséncia d'urea i DTT, el replegament de la proteina
recombinant i la reoxidacio dels ponts disulfur a través de I'eliminaci6 de la urea i el
DTT mitjangant una dialisi que, a més afavoreix la formacié dels ponts disulfur ja que
conté la parella redox GSSG/GSH, i una cromatografia de bescanvi cationic pel sistema
d'HPLC. Una vegada acabat el procés de purificacié s'ha comprovat la puresa de la
proteina resultant mitjangant cromatografia de bescanvi cationic i1 de fase inversa pel
sistema d'HPLC.

El protocol de purificacid seguit és el mateix per a totes les rRNases A, i, per tant,
s'exemplificara amb la descripci6 de la proteina salvatge.

La purificacié s'inicia a partir del sediment cel-lular obtingut en centrifugar el litre de
cultiu a les 2-4 h després de la induccié amb IPTG, malgrat que el sistema d'expressio
utilitzat estigués dissenyat per exportar les proteines heterologues a l'espai periplasmatic
de la cel-lula bacteriana.

Treballs previs de delCardayré i col. (1995) havien demostrat que la major part de la
RNasa A produida per E. coli BL21(DE3) portadora del vector pBXR no es trobava a
l'espai periplasmatic després d'un xoc osmotic fred, ni en la fraccié soluble de la
suspensio de cél-lules lisades. La RNasa A recombinant era produida en una forma
insoluble, perd correctament processada, és a dir, no contenia el péptid senyal
d'exportacio pe/B. Aquest resultat era inesperat perqué el processament té lloc en
atravessar la membrana cel-lular, pero els cossos d'inclusio es formen generalment al
citoplasma. Aixo podia ser explicat si la RNasa A recombinant parcialment plegada
s'agregava en el periplasma (Mitraki i King, 1989), o si la translocacié de la RNasa A
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I'activitat de les diferents fraccions per aquest meétode gracies a la seva elevada

sensibilitat i al fet que el meétode permet el replegament, encara que parcial, de I'enzim.
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FIGURA I1L8

Perfil d'elucio de la rRNasa A enregistrat a 280 nm corresponent a la cromatografia de bescanvi cationic
(CM-Sepharose CL-6B) a pressié atmosférica en preséncia d'agent desnaturalitzant i reductor del
sobrenadant (500 mL) del procés de solubilitzacio de la rRNasa A d'un cultiu d'E. coli BL21 (DE3)-
[pBXR]. La reina es va equilibrar amb I'amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 7.8, urea 6M, DTT 2 mM i es va
aplicar un gradient de 0 a 0,5 M NaCl en el mateix amortidor. Les fraccions recollides van ser de 3,5 ml.
La fraccié que presenta activitat ribonucleasa, eluida a un valor de conductivitat al voltant de 8 mS-cm-!,
s'ha indicat amb una barra negra sota el cromatograma. (®) Absorbancia a 280 nm, (0) conductivitat en

mS-cm-!.

En les condicions en qué es va portar a terme aquesta cromatografia de bescanvi
cationic es va poder separar una fraccié corresponent a proteina amb activitat
ribonucleasa d'altres proteines, la major part de les quals s'eluien durant el rentat de la
columna. Es va comprovar que en aquest rentat no apareixia activitat ribonucleasa

mitjangant la técnica en plaques d'agarosa-RNA ni es detectava cap proteina que
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I11.1.4.4. Cromatografia de bescanvi cationic pel sistema d"HPLC

La proteina aillada en l'etapa de purificacio anterior, constituida per la reunio de les
fraccions amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de bescanvi cationic a pressio
atmosferica una vegada dialitzada 1 posteriorment liofilitzada. es va recromatografiar en
una columna de bescanvi cationic Mono-S® HR 5/5-FPLC (Pharmacia) pel sistema
d'HPLC. equilibrada amb l'amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, tal com ha estat descrit
en l'apartat 11.7.2.3. El perfil d'elucié corresponent a aquesta cromatografia es mostra en
la FIGURA IIL9.
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FIGURA IIL9

Perfil d’elucié de proteina enregistrat a 280 nm de la cromatografia de bescanvi cationic en columna
Mono-S® HR 5/5-FPLC per HPLC corresponent a la purificacié de la rRNasa A. La mostra estava
constituida per les fraccions amb activitat ribonucleasa eluides de la cromatografia de bescanvi cationic a
pressio atmosférica una vegada havien estat sotmeses al seu plegament i oxidacid. La columna es va
equilibrar amb I'amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 8,0. La mostra s’ha eluit amb un gradient linial de 0 a
0.15 M de NaCl en el mateix amortidor d'equilibrat durant 45 min tal com s'ha descrit en I'apartat
11.7.2.1.
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Resultats i Discussio

Tal com es pot veure en aquesta figura no s’han observat canvis en l'espectre
d'absorcio a I'UV en relaci6 a la RNasa A comercial. Per tant, en una primera

comparacid, sembla que l'estructura global de les tres proteines és idéntica.

111.2.2. Estudi de I'espectre de DC

L'estudi de l'espectre de dicroisme circular de les rRNases A WT purificades pels
dos metodes, A i B. permet comprovar que l'estructura tridimensional d'aquestes
proteines és idéntica a la de la RNasa A comercial.

En la FIGURA II1.17 es mostren els espectres de DC a 'UV llunya (190-250 nm) ia
I'UV proper (250-310 nm) per a la rRNasa A purificada seguint el protocol A, la
purificada seguint el protocol B i la RNasa A comercial enregistrats a 10°C.
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FIGURA I1L17

Espectres de dicroisme circular de la RNasa A comercial (1) i la rRNasa A purificada seguint el protocol
A (2) i la purificada seguint el protocol B (3) enregistrats a 10°C, S'ha utilitzat una concentracio de
proteina de 0.25 mg/mL en amortidor acetat sodic 50 mM, pH 5,0 i cubetes de quars de 0,02 ¢cm de pas
de llum per a la regi6 de 'UV llunya (190-250 nm) i una concentracié de proteina d'1,0 mg/mL i cubetes

de quars d'l cm de pas de llum per a la regié de I'UV proper (250-310 nm).
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La visi6 general dels espectres de DC de la FIGURA II1.17 és similar i comparable a
la de la RNasa A publicada per diferents autors (Pflumm i Beychok, 1969: Hennessey i
col.. 1981).

Els tres espectres a la regié de l'ultraviolat llunya. la qual correspon principalment a
I'absorcio de I'enllag peptidic i s'associa a una superposicio de la conformacioé heélix o i
la conformacio full plegat B, mostren una banda negativa similar en la regié amb un
minim a 210 nm i un repla a 217 nm caracteristic de la RNasa A (Pflumm i Beychok,
1969: Shultz i col., 1975).

A partir del valor de l'el-lipticitat de la cadena polipeptidica a 222 nm. s'ha estimat el
contingut d'helix o de cada mostra pel sistema descrit per Chen i col. (1972), el qual
correspon a (25 = 5) % per a la RNasa A comercial 1 (22 £5) % 1(24 = 5) % per a la
rRNasa A purificada seguint el protoéol A 1 B, respectivament. A causa que la precisio
d'una estimacié absoluta del contingut d'hélix a a partir de DC és = 5 % (Bayley 1
Martin, 1992.

Pel que fa a la regi¢ propera de I'UV, els tres espectres mostren una banda negativa
amb un minim al voltant de 275 nm (Pflumm i Beychok. 1969; Horwitz i Strickland.
1971) semblant, concretament a 276.4 nm, la qual s'ha interpretat com a resultat de
I'activitat optica dels residus de tirosina i en menor proporcio, de residus de cisteina
(Strickland. 1972).

IT1.2.3. Propietats catalitiques

Els parametres cinetics de les dues rRNases A WT i la RNasa A comercial s'han
determinat pel metode de seguiment espectrefotometric de l'activitat de 2'.3'-fosfat
ciclic (¢cCMP) i de poli(C), tal i com s'han descrit en 'apartat [1.7.5.1.

Per a 1’assaig amb el substrat cCMP s'ha utilitzat el métode espectrefotométric de
Crook i col. (1960) modificat per Herries i col. (1962). La hidrolisi del substrat cCMP i
formacid de 3'-CMP es mesura a partir de l'increment d'absorbancia a 296 nm.

Per a la determinacio dels parametres cinetics del trencament del substrat poli(C)
s'ha utilitzat el metode espectrefotomeétric que mesura el decrement d'absorbancia a 294
nm. L'eleccio d'aquesta longitud d'ona es basa en un estudi de I'evolucié en el temps de
I'espectre d'absorbancia entre 230 i 320 nm, en el qual s'ha observat que hi ha una regié
de decrement lineal maxim entre 292 i 296 nm i s'ha seleccionat 294 nm com a longitud
optima de lectura (Boix, 1993).
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Ambdoés assaigs s'han realitzat en amortidor acetat sodic 0.2 M, pH 5,51 a 25°C. Les
concentracions d'enzim i substrat es presenten en la TAULA II1.2.

TAULA I11.2 - Comparacio dels parametres cinétics de les dues rRNases A WT purificades pel protocol
A 1 B, respectivament, amb la RNasa A comercial per als substrats cCMP i poli(C). Tots tres assaigs
s'han realitzat en amortidor acetat sodic 0,2 M, pH 5,5 i a 25°C. Per al substrat cCMP s'ha utilitzat una
concentracio final d'enzim de 0,1 um i de substrat entre 0.1 i 3 mM. mentre que per al substrat poli(C)

s'ha utilitzat una concentracié d'enzim de 5 nM i de substrat entre 0,1 i 2 mg/mL.

cCMP
Enzim K (mM) Keat (min!) keat/Keny (M~1571)x103
rRNasa A (A) 0.69 150 3.62
rRNasa A (B) 0.70 157 3,74
RNasa A comercial 0,67 160 3.98
Poli(C)
Enzim Ky (mg/mL) Rel. Vinax/[Eol! (%) Rel. Vmax/[Eol/Km
rRNasa A (A) 0,37 90 243
rRNasa A (B) 0,27 109 404
RNasa A comercial 0,32 100 313

I [Eq] és la concentraci6 final d'enzim. Els valors de la Vmax per a la RNasa A comercial es refereixen

com a 100 %,

Els valors de K 1 kg per a les dues rRNases A WT son comparables als obtinguts

en les mateixes condicions d'assaig per a la RNasa A comercial. Tanmateix, els
parametres cinetics calculats amb el substrat poli(C) per a les proteines recombinats es
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desvien més dels de la RNasa A comercial. especialment pel que fa a la seva K. No
obstant aixo, aquestes desviacions estan dins el marge d'error experimental d'aquest
meétode de determinacid de l'activitat ribonucleasa amb un substrat d'elevada massa

molecular.

El sistema d'expressio en E. coli i els dos sistemes de purificacio utilitzats
posteriorment (A 1 B) en aquest treball permeten l'obtencio de 15-30 mg de proteina
recombinant pura i amb propietats estructurals i catalitiques equivalents a la de la
RNasa A comercial, aillada de pancrees bovi. Per tant, sera indiferent el métode de

purificacid utilitzat per a l'obtencié de les diferents variants de la RNasa A.
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111.3. Caracteritzacio de les variants senzilles de la RNasa A

S'han obtingut els espectres d'absorbancia a la regié UV i de dicroisme circular de les
14 variants senzilles de la RNasa A per tal de comprovar l'estructura general de la
proteina i comparar-la amb la de la RNasa A, i, a més, s'han calculat els seus coeficients
d'extincié molar. També, s’han determinat els parametres cinetics enfront dels dos
substrats, cCMP i poli(C), per tal de comparar les propietats catalitiques de les variants

respecte a l'enzim salvatge.
111.3.1. Determinacié del coeficient d'extincié molar

La determinacio del coeficient d'extincié molar de la RNasa A 1 les seves variants es
va realitzar mitjancant el métode d'Edelhoch, descrit per Gill i von Hippel (1989)
(apartat I[1.7.6).

A excepcié de la variant Y115W, les variants senzilles van presentar un valor no
significativament diferent al determinat per a la proteina salvatge, el qual va ser de
10195 M-! cm-!, si es considera que la precisié del metode és de = 4-5 %. Aquest
resultat no és gens inesperat atés que no s'ha substituit cap dels residus que participen
en l'absorbancia d'una proteina en solucié per sobre dels 275 nm, que son triptofan,
tirosina i cistina (Wetlaufer, 1962; Pace i col.. 1993). D'aquesta manera, es confirma
que les mutacions individuals introduides en la RNasa A no afecten el coeficient
d'extincio molar de la proteina. tot i que els residus Ile107 i Val108 es troben a uns 5 A
d'un residu de Tyr, la Tyr73, i el residu Vall16 a uns 4 A de la Tyrl15, en l'estructura
cristal-lina de la RNasa A. Per tant, els canvis introduits en mutar no sembla que afectin
I'estructura local circumdant dels residus de Tyr de la proteina de manera que causin un
canvi en l'absorbancia d'aquests residus, els quals serien els que més podrien contribuir
al valor del coeficient d'extincié molar, atés que la RNasa A no conté triptofan en la

seva seqiiéncia.

Pel que fa a la variant Y115W, va mostrar un valor del seu coeficient d'extincié
molar de 14050 M-! em-!, que és significativament diferent al de la RNasa A. Aquesta
diferéncia es deu a la substitucié d'un dels 6 residus de Tyr de la RNasa A per un Trp en
la variant, ja que les cadenes laterals dels residus de triptofan son les que més
contribueixen a l'absorbancia d'una proteina en solucié per sobre dels 275 nm

s
~1
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(Wetlaufer, 1962; Pace i col., 1995). D'aquesta manera, la introduccio d'un residu de
triptofan en la posicié Tyrl15 de la RNasa A altera de manera considerable el seu
coeficient d'extincié molar.

Segons Pace i col. (1995), el coeficient d'extincié molar a 280 nm d'una proteina

plegada pot ser predit a partir de l'equacié segiient:
€ (280 nm) ( M-l em-l) = (#Trp) (5500) = (#Tyr) (1490) + (¥cistina) (125)

on # correspon al nombre de residus de Trp, Tyr i cistines, respectivament.

Segons aquesta equacio, es prediu un valor del coeficient d'extincid6 molar de la
variant Y115W de la RNasa A de 13450 M-! cm-!. Aquest valor és similar al trobat
experimentalment, mitjangant métode d'Edelhoch, que correspon a 14050 M-1 ecm-!, si

es té¢ en compte que la precisié del meétode és de + 4-5 %.
II1.3.2. Analisi espectrefotométrica

En els espectres d'absorbancia en la regid ultraviolada en el marge corresponent a
240-320 nm de totes les variants senzilles de la RNasa A no s'han observat canvis en
relacid a la proteina salvatge (FIGURA IIL.16) excepte per a la variant que conté
triptofan, Y115W. En la FIGURA [II.18 es compara l'espectre d'aquesta variant amb el
de la proteina salvatge. Com es pot observar en aquesta figura, l'absorcié de la llum per
part de la variant €s superior a la de la proteina salvatge i s'aprecia una petita diferéncia
com ¢s la desaparicio6 del shoulder caracteristic de la RNasa A al voltant de la longitud
d'ona de 285 nm, probablement, a causa de la propia absorcid del triptofan. Per tant, de
les 14 mutacions senzilles introduides en la RNasa A, només la substitucio de la
tirosina 115 per triptofan provoca una lleugera alteracio de l'espectre d'absorbancia en la

regio ultraviolada de la proteina salvatge.
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FIGURA IIL18

Espectres en la regié UV de la RNasa A (1) i la seva variant Y115W (2). S'ha utilitzat una concentracio
de proteina de 1,0 mg/mL en amortidor acetat sodic 50 mM, pH 5,0. Les cubetes utilitzades van ser d'l

cm de pas optic,
I11.3.3. Estudi de 'espectre de DC

Per tal de comprovar si existeixen diferéncies estructurals entre les variants senzilles
de la RNasa A i la proteina salvatge, en l'estat natiu, s'han estudiat els espectres de
dicroisme circular de totes elles a 10°C i s'han comparat amb els espectres obtinguts per

a la proteina salvatge.

A excepcid de la variant Y115W, la visié general dels espectres de DC de les altres
13 variants senzilles enregistrats a 10°C és similar, tant en la regioé llunyana de I'UV
com en la regidé propera, a l'obtingut per a la proteina salvatge, i només la variant
V108G en difereix lleugerament. Per a totes aquestes variants s'ha observat una banda
negativa amb un minim a 210 nm i un repla a 217 nm en l'espectre UV llunya, i una
banda negativa amb un minim a 276.4 nm en l'espectre UV proper, corresponents totes
elles a bandes caracteristiques de la RNasa A.
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A partir del valor de I'el-lipticitat de la cadena polipeptidica a 222 nm, s'ha estimat el
contingut d'helix o de totes les variants pel sistema descrit per Chen i col. (1972). Per a
cap de les variants s'han trobat diferéncies significatives respecte al valor estimat per a
la RNasa A, per bé que s'han vist petites diferéncies. La variant V108G, amb un
contingut d'helix o (21 £ 5) %. és la que més difereix de la proteina salvatge.
Considerant que la precisié en l'estimaci6 absoluta del contingut d'helix « per aquest
sistema és de = 5 %, s'observa que les mutacions introduides de manera individual en la
RNasa A produeixen un efecte negligible en el contingut d'hélix o«. Es necessari
remarcar que un valor absolut de DC a 222 nm es deu tant al contingut total d'helix a
com a distorcions en I'hélix o de la proteina (Manning i col., 1988).

En la FIGURA II1.19 es mostren els espectres de DC, a 10°C, de la regié 190-250 nm
i 250-310 nm de la proteina salvatge i els de la variant que més difereix dels d'aquesta,
la V108G.
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FIGURA IIL19

Espectres de dicroisme circular de la rRNasa A WT (1) i de la variant V108G (2) enregistrats a 10°C.
S'ha utilitzat una concentracié de proteina de 0,25 mg/mL en amortidor acetat sodic 50 mM, pH 5,0 i
cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum per a la regié de 'UV llunya (190-250 nm) i una concentracio
de proteina d'1,0 mg/mL i cubetes de quars d'l cm de pas de llum per a la regio de I'UV proper (250-310

nm).
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Els espectres de DC de la variant V108G, tant en I'UV llunya com en el proper, sén
bastant equiparables als de la proteina salvatge, amb petites diferéncies en el perfil de
les bandes pero no en la posicio d'aquestes. excepte en la banda de 210 nm que mostra
un lleuger desplacament cap a 208 nm 1 en la banda de 276.4 nm que mostra menys
intensitat del senyal. Aquesta variacid en la intensiatat del senyal a 276.4 nm de la
variant V108G respcte a la RNasa A, indicaria que I'ambient circumdant a algun residu
de Tyr de la RNasa A ha canviat lleugerament en substituir el residu Vall08 per Gly.
Possiblement, es tracti del residu Tyr73 ja que és el residu de tirosina que es troba més
propera a Val108 en l'estructura cristal-lina de la RNasa A, concretament a uns SA.

Per tant, a partir dels espectres de les 13 variants senzilles de la RNasa A en l'estat
natiu no sembla que les modificacions introduides en mutar alterin I'estructura

secundaria i terciaria de la proteina de manera significativa.

Pel que fa a la comparacio d'aquests espectres de DC entre la variant Y115W i la
proteina salvatge (FIGUA II1.20), s'observen també diferencies poc significatives en la
regio de I'UV llunya. fet que demostra que la substitucié realitzada no altera I'estructura
secundaria d'aquesta variant. Ara bé, en la regio de I'UV proper les diferéncies son
significatives. En la variant Y115W s'observa I’aparicié de noves bandes a 284 nm, 290
nm i 296 nm corresponents a components vibracionals de la cadena lateral del residu de
triptofan. la qual cosa corrobora la preséncia d aquest residu en la proteina.
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FIGURA 11120

Espectres de dicroisme circular de la rRNasa A WT (1) i de la variant Y115W (2) enregistrats a 10°C.
S'ha utilitzat una concentracio de proteina d'l mg/mL en amortidor acetat sddic 50 mM, pH 5,0 i cubetes
de quars de 0,01 cm de pas de llum per a la regio de I'UV llunya (190-250 nm) (A) i una concentracié de
proteina de 0,5 mg/mL i cubetes de quars de 0,2 cm de pas de llum per a la regié de I'UV proper (250-
310 nm) (B).

180



Resultats | Discussio

I11.3.4. Propietats catalitiques

Els parametres cinétics de les 14 variants de la RNasa A determinats amb els
substrats cCMP i poli(C), s'indiquen en la TAULA IIL.3.

A partir de la TAULA I11.3, es pot observar que la majoria de les variants senzilles
de la RNasa A presenten uns valors dels parametres cinétics per a la hidrolisi del cCMP
i per al trencament del poli(C) similars o amb diferéncies poc significatives als trobats
per a l'enzim salvatge. Aquests resultats concorden amb el fet que canvis puntuals de
residus que sén importants pel plegament proteic no afecten l'activitat catalitica, tal com
s'ha descrit per altres enzims i s’ha suggerit que pot ser una caracteristica general dels
enzims (Shoichet i col., 1995).

Si es té en compte una precissio dels valors Ky j kcat pel cCMP de l'ordre de + 25 % i
dels valors de Ky, i Rel.Vnax/[Eo] pel poli(C) de = 30-40 %, es pot considerar que les
substitucions individuals realitzades en els residus Ilel106, Ile107, Vall08, Alal09,
Y115, Vall16 i Vall18 no afecten de manera significativa el mecanisme catalitic de la
RNasa A pel substrat cCMP ni pel poli (C).
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TAULA IIIL.3 - Comparaci6 dels parametres cinétics de les variants senzilles de la RNasa A respecte a la
proteina salvatge per als substrats cCMP i poli(C). Els assaigs s'han realitzat d'una manera igual a la
indicada en la TAULA II1.2.

¢cCMP
Enzim K (mM) keqr (min-1) keat/Km (M1s 1) x103
WT 0.70 155 3.69
1106L 0.89 144 2,70
1106V 0,69 136 3,29
1106A 0,68 116 2,84
1107L 0,76 149 3.27
1107V 0,74 149 3,36
1107A 0,77 133 2.88
V108A 0,79 139 2,93
V108G 0.87 128 2,45
A109G 0.64 180 4,69
Y115W 0,54 116 3,58
V116A 0,69 120 2,90
V116G 0.82 133 2,70
V118A 0.65 115 2,95
V118G 0,66 122 3,08
Poli(C)
Enzim K (%) Rel. Vnax/[Eol! (%) Rel. Vimax/[Eo)/ K
WT 0.32 100 313
[106L 0.37 79 214
1106V 0.33 93 282
1106A 0.30 76 253
1107L 0,34 75 221
1107V 031 83 268
1107A 0,40 89 223
V108A 0,44 108 245
V108G 0,38 81 213
A109G 0,32 69 216
Y115W 0,23 70 304
V116A 0.32 77 241
V116G 0,43 107 249
VI118A 0,39 81 208
V118G 0,40 92 230

I [Ep] és la concentracié final d'enzim. Els valors de la Vijax per a laRNasaA WTes refereixen coma 100%%
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111.4. Caracteritzacio de I'estat desnaturalitzat de les variants senzilles de la RNasa
A per DC

La visid general dels espectres de DC de les 13 variants senzilles, sense considerar la
Y115W, enregistrats a una temperatura entre 20 i 30°C per sobre la temperatura de
desnaturalitzaci6 de cada variant, assolida a una velocitat d'escalfament de la mostra d'
K/min, és practicament idéntica, tant en la regié de I'UV llunya com en la de I'UV
proper, als obtinguts per a la proteina salvatge. En la FIGURA II1.21 s'exemplifica amb
els espectres de DC de la RNasa A i els de la variant V108G.
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FIGURA I11.21

Espectres de dicroisme circular de la rRNasa A WT (1) i de la variant V108G (2) enregistrats a 80 i 60°C,
respectivament. S'ha utilitzat una concentracié de proteina de 0,25 mg/mL en amortidor acetat sddic 50
mM, pH 5,0 i cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum per a la regi6 de I'UV llunya (190-250 nm) i
una concentracié de proteina d'1,0 mg/mL i cubetes de quars d'l cm de pas de llum per a la regi6 de 'UV

proper (250-310 nm). La velocitat d'escalfament de les mostres ha estat d'l K/min.

En la regi6 de I'UV proper s'ha observat la desaparicio de la banda a 276 nm,
caracteristica dels 6 residus de tirosina de la RNasa A, en totes les rRNases A
estudiades a causa que les estructures locals d'aquestes tirosines son practicament

destruides en l'estat desnaturalitzat.
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En canvi, en la regi6 de I'UV llunya s'ha observat un espectre significatiu per a totes
les proteines. A partir del valor de l'ellipticitat a 222 nm s'ha estimat el contingut
d'helix o de la proteina salvatge en (9 = 5) %, el qual ha resultat ser practicament
idéntic al de les variants de la proteina. Aquest valor esta en concordan¢a amb el trobat
per Robertson 1 Baldwin (1991) per a la RNasa A desnaturalitzada per calor a partir de
la senyal de DC a 222 nm, i curiosament, també, amb el trobat per a la S-proteina
(residus 21-124) (Loftus 1 col., 1986) 1 per a altres proteines (Privalov i col., 1989)
desnaturalitzades per calor. Aquest senyal ha estat interpretat com la preséncia
d'estructura secundaria residual que no és a l'atzar, la qual s'ha vist que pot ser reduida a
un nivell inferior addicionant clorur de guanidini (Labhardt, 1982). No es coneix massa
bé la naturalesa d'aquesta l'estructura residual responsable de l'espectre de DC, per bé
que Robertson 1 Baldwin (1991) diuen que no es tracta d'una estructura estable amb
ponts d'hidrogen perque no observen proteccié significativa per a cap dels hidrogens
amida analitzats en experiments de bescanvi H/D. Aquest estudi de bescanvi H/D ha
estat discutit posteriorment per altres autors (Santoro i col., 1993; Wang i col., 1995),
els quals utilitzant també técniques de bescanvi H/D van observar un grau significatiu
d'estructura en l'estat desplegat de la RNasa A. Per a les diferents variants de la RNasa
A s'ha estimat un contingut d'helix o en l'estat desnaturalitzat similar al trobat per a la
proteina salvatge.

Per tant, la desnaturalitzacido de les 13 variants de la RNasa A dona lloc a una
estructura residual practicament idéntica a la que s'obté per a la proteina salvatge. Les
substitucions realitzades en els residus hidrofobics de la regié 106-118 de la RNasa A
no afecten, en general, o afecten molt poc l'estructura nativa i la desnaturalitzada de la

proteina, dins els limits mesurables per la técnica utilitzada.
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[11.5. Desnaturalitzacio térmica de la rRNasa A 1 les seves variants senzilles
seguida per DC

El dicroisme circular ha estat també utilitzat per seguir la desnaturalitzacié per calor
de la RNasa A i les seves 13 variants senzilles, a excepcié de la Y115W. Sha
enregistrat |'el-lipticitat a dues longituds d'ona diferents, a 222 nm i a 276.4 nm, des dels
10-20°C fins a una temperatura entre 20 i 30°C per sobre la temperatura de
desnaturalitzaci6 de cada variant. Les velocitats d'escalfament i de refredament de les
mostres han estat les mateixes que s’han utilitzat en els experiments de DSC que es
presenten en el seguiient apartat, d'l K/min. El seguiment de la desnaturalitzacié a 222
nm és indicatiu del contingut d'hélix o de la proteina mentre que el seguiment a 276,4
nm ho ¢és de la destruccio de les estructures locals dels 6 residus de tirosina de la RNasa
A

Cadascuna de les RNases recombinants analitzades ha mostrat una coincidéncia total
entre la forma de la corba de desnaturalitzacié enregistrada a 276,4 nm i l'enregistrada a
222 nm, tal com es pot veure exemplificat a la FIGURA TI1.22 per a la RNasa A i per a
la seva variant més desestabilitzada (V108G). Aquesta coincidéncia testimonia que les
alteracions en les estructures secundaries 1 terciaries de cada proteina durant el procés
de desnaturalitzaci6 térmica sén concurrents. Per a la variant V108G s'observa que es
parteix d'uns valors del contingut d'hélix o 1 de I'el-lipticitat a 276,4 nm lleugerament
inferiors als de la RNasa A, cosa que no s’ha observat per a les altres variants, les quals
han presentat valors similars als de la proteina salvatge. Aquesta variacio en el valor de
I'el-lipticitat a 276,4 nm de la variant V108G en I'estat natiu pot ser causada per petites
diferéncies en les estructures locals del residu Tyr73 en relacié a la proteina salvatge
nativa, tal com ja s'ha indicat a partir dels espectres de DC d'aquestes dues proteines en
I'estat natiu (apartat I11.3.3, FIGURA 1I1.19). Malgrat aixo, el cami de desnaturalitzacio,
seguit a 222 nm i 276.4 nm. de la variant V108G és similar al de la RNasa A i al de les
altres variants i s'arriba a un estat desnaturalitzat que presenta un contigut d'helix o i
una destruccio de les estructures locals dels 6 residus de tirosina similar també al de la
proteina salvatge i al de les altres variants.
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FIGURA 111.22

Desnaturalitzaci¢ de la rRNasa A (1) i la variant V108G (2) seguida per mesura de I'el-lipticitat a 222 nm
i 276,4 nm. S'ha utilitzat una concentracié de proteina de 0,25 mg/mL en amortidor acetat sodic 50 mM,
pH 5.0 i cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum pel seguiment a 222 nm (A) i una concentracié de
proteina d'1,0 mg/mL i cubetes de quars d'l cm de pas de llum pel seguiment a 276,4 nm (B). La velocitat

d'escalfament de les mostres ha estat d'1 K/min.

A partir dels pics corresponents a la primera derivada dels perfils enregistrats a 276,4
i a 222 nm s'obté el valor de la temperatura de desnaturalitzacid,Tq, que correspon a la
temperatura en el punt mig de la transici6 téermica del desplegament, amb una precisié
de £ 0,3 °C. Per a la RNasa A, s’han obtingut uns valors de 60,8 °C i 61,0 °C,
respectivament. Considerent la precisié del métode, aquests valors son idéntics al que
s'obté per DSC (veure apartat [11.6 i TAULA II1.4), que és de 60,8 °C i amb una precisio

lleugerament millor de + 0,2 °C. Per a les diferents variants de la RNasa A, els valors de
la T4 obtinguts per DC han coincidit també amb els obtinguts per DSC.
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I11.6. Desnaturalitzaciéo térmica de la rRNasa A i les seves variants senzilles
seguida per DSC

La calorimetria d'escombrat diferencial (DSC) mesura de manera continuada els
petits canvis en la capacitat calorifica. Cp. d'una mostra (en el nostre cas d'una
dissolucio proteica) en relacié a la referéncia (amortidor) al llarg d'un rang de
temperatura, amb velocitats d'escalfament o refredament constants.

Aquest tipus de calorimetria té la capacitat per resoldre les transicions estructurals
que sofreix un determinat compost quimic quan €s sotmes a una variacié sistematica de
temperatura i resulta una técnica fonamental per a l'estudi de l'estructura i propietats
fisicoquimiques de les proteines mitjangant l'analisi de la seva desnaturalitzacio
termica, ja que és l'inica técnica que permet la determinacio directa de totes les
funcions associades al procés de desplegament. i a més, pot ser utilitzada per determinar
si el procés és una transicid entre dos estats reversible (N<D) i, per tant, per
comprovar la validesa d'un model de dos estats (Privalov i Potekhin, 1986).

En la FIGURA II1.23 es mostren les corbes de DSC o termogrames per a les 13
variants senzilles de la RNasa A, les quals es van portar a terme en l'amortidor acetat
sodic 50 mM. pH 5.0 i a una velocitat d'escalfament d'l K/min, seguint el protocol
descrit en 'apartat I11.7.8.

Cal remarcar des de bon comengament que la comprovacié de la reversibilitat del
desplegament térmic de les mostres analitzades, determinada seguint el criteri de
superposicio de dos successius escombrats de la mateixa mostra, amb refredament previ
de la mostra a la mateixa velocitat, va indicar que el procés de desnaturalitzacié térmica
per calor de totes les variants de la RNasa A és quasi totalment reversible, amb valors
superiors al 90 %. Es per aixo que és totalment correcte considerar que es tracta d'un
procés en equilibri, i, per tant, que es poden deduir amb fiabilitat les dades
termodinamiques corresponents a la desnaturalitzacié térmica de les proteines

estudiades.
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FIGURA 11123

Termogrames de DSC de la rRNasa A i les seves variants: 11061, 1106V i 1106A (A); 11071, 1107V i
1107A (B); VIOSA i VI08G (C): A109G (D); VII6A1V116G (E)i VI18A i V118G (F), en acetat sodic
50 mM, pH 5,0. El termograma de la rRNasa A (---) es mostra en (D). La velocitat d'escombrat ha estat

d'l K/min. La concentracié de proteina ha oscil-lat entre 0,8 i 1,6 mg/mL (60-120 uM).
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A partir dels termogrames anteriors s'han determinat els parametres termodinamics
del procés de desnaturalitzacié per temperatura tal com s'ha descrit en 1’apartat 11.7.8.
Aquests parametres es troben resumits en la TAULA II1.4, en la qual també¢ s'indica el
grau de reversibilitat del procés per a cada una de les variants i per a la proteina

salvatge, 1 seran comentats amb detall en els segiients apartats.

TAULA IIL.4 - Parametres termodinamics de la desnaturalitzacié induida per temperatura de la rRNasa
A i les seves variants obtinguts per calorimetria d’escombrat diferencial*

Proteina | T4 Cp?0  AHa(Tq) AHu(Tq) — R** AAGq  reversi-
O (kealK! (kcal mol-l) (keal moll) (keal mol-1y ~ bilitat
mol-1)

WT 60.8 4.4 115,2 116.3 0,99 97
[106L 54.0 3.8 96.6 100,0 0,97 2:.35 91
1106V 56,5 4.7 95,7 119,6 0,80 1.48 90
1106A 46.6 4.1 79.4 91,3 0.87 4,90 90
[107L 51.8 3.8 83.9 98.3 0.85 3.11 96
1107V 60,4 4.9 87.3 105,1 0,83 0.14 95
I107A 50.6 4.1 79,0 97,0 0,81 3,52 90
VI108A 46.8 5.0 714 95.3 0,75 4.83 97
V108G 33.8 49 424 85.5 0.50 9,32 99
A109G 58.1 4.4 99,2 106,2 0.93 0,93 90
VI116A S5 3.8 92,5 105.3 0,88 1,14 91
V116G 55.5 3,7 94,7 96,8 0,98 1,83 90
VI118A 543 3.8 96,5 101.5 0,95 2,24 94
V118G 50.0 4.8 78,1 95,4 0,82 3.73 93

* Els valors de T4 tenen una precisio de + 0,2 °C, els de Cp?-[J de + 0,5 keal K-! mol! i els de AH q1(Ty)
1 AHyH(Ty) tenen una precisio de + 6 %.
MR = AHq(Tg)/ AHyH(Ty).
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I11.6.1. Comparacié de l'estabilitat de les variants senzilles de la RNasa A en

relacio a la proteina salvatge

A partir dels termogrames de les diferents variants de la RNasa A de la figura
anterior s'observa que totes les mutacions estudiades provoquen un desplagament de la
corba cap a temperatures més baixes respecte a la proteina salvatge, és a dir, causen una
desestabilitacio de la proteina, la qual ha resultat variable en funcio del tipus de
substitucio feta i de la posicio alterada. Les variants [107V 1 A109G son les Gniques que
es veuen només lleugerement afectades. Entre les séries de variants de cada posicié
alterada. l'extensio d'aquesta desestabilitzacid, la qual es pot observar millor a partir
dels valors de la disminucio de la temperatura de desnaturalitzacio, 7y, indicats en la

TAULA 1114, segueix el segiient ordre: Ile<Val<Leu<Ala<Gly. Ara bé¢, la disminucio
de la T4 entre cada série és diferent. S'observa que el canvi Ilel106 per Val o Ala és més

significatiu que els mateixos canvis realitzats en el residu Ilel07, mentre que la
disminucid de la 74 com a resultat de la substitucié d'Tle per Leu en la posicidé 107 és
més gran que la realitzada en la posicio 106. La preséncia de Val en les posicions 106 i
107 es troba molt conservada entre la superfamilia de les RNases, essent més
significativa aquesta conservacio en la posicié 107 que en la 106 (Beintema i col.,
1997). Pel que fa a les séries de variants de residus de valina, es veu que la substitucio
de Val per Ala o Gly afecta més en la posicié 108 que en les posicions 118 1 116, essent
més significativa en la 118 que en la 116. D'aquesta manera, d'entre els diferents residus
hidrofobics alterats de la regi6 iniciadora del plegament de la RNasa A (106-118), la
posicié Vall08 és la que es veu més alterada pel que fa a la disminucio de la 7§ quan és
substituida per Val o Gly. Comparant els valors de la Ty d'aquestes dues variants
respecte a la proteina salvatge, s'observa una disminucié de 14 °C 1 27 °C,

respectivament.

oy

El valor de la capacitat calorifica parcial a 20°C, Cp20, determinat per a la RNasa A
és (4.4 = 0.5) keal K-! mol-l. Aquest valor és tipic de proteines globulars compactes
(Privalov i col., 1989) i és practicament idéntic al valor trobat per a les diferents
variants de la RNasa A (TAULA II1.4 i FIGURA II1.23). A partir de les corbes de DSC
mostrades en la FIGURA II1.23, es pot observar que la capacitat calorifica molar parcial
de les diferents RNases A en l'estat desnaturalitzat, és a dir, després de la transicio
térmica, és també molt similar i amb valors més grans que els trobats per a l'estat natiu,

cosa que és caracteristica d'estructures obertes, €s a dir, desnaturalitzades. El fet que els
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valors de la capacitat calorifica parcial de les variants de la RNasa A, tant a 20°C com
després de la transicio termica. siguin molt similars als trobats per a la proteina salvatge
indica que no sembla que existeixin diferéncies significatives quan a flexibilitat entre la
RNasa A i les seves variants. ni en l'estat natiu ni en l'estat desnaturalitzat. Aquests
resultats estan en concordanca amb els trobats per dicroisme circular i recolzen el fet
que les mutacions introduides de manera individual en la RNasa A no afecten de
manera significativa ni la I'estructura nativa de la proteina ni la desnaturalitzada per
calor (apartat IIL.5). El fet que mutacions senzilles en proteines causin generalment
pertorbacions estructurals molt petites ha estat ampliament descrit a la bibliografia
(Lattman 1 Rose, 1993: Carra i col.. 1994). Que la conformacio nativa de totes variants
de la RNasa A sigui practicament idéntica a la de la proteina salvatge €s un factor
important per a una correcta analisi comparativa de l'efecte d'una substitucié en

|'estabilitat térmica de la proteina.

Una altra manera d'estimar I'estabilitat de cada variant respecte a la proteina salvatge
és el calcul del valor de AAGy. és a dir, la diferéncia entre el valor de l'enegia lliure del
desplegament de la proteina salvatge 1 el valor d'aquest mateix parametre calculat per a
cada variant.

Amb els valors dels parametres 74. AH(T4). 1 de la variacio en la capacitat calorifica
especifica que acompanya el procés de desnaturalitzacid, AgCp. de la RNasa A i les
seves variants es pot estimar la variacio de l'energia lliure del desplegament de cada
proteina a qualsevol temperatura, AG4(7). mitjangant l'equacio de Gibbs-Helmholtz:

AGy(T) = AH(Tg) - [1 - (T/Ta)) - AdCp - [(Ta - 1) + T+ In (T /Tg)]

La precisio dels valors de AGq a temperatures llunyanes de la 74 no és massa bona a
causa de la incertesa dels valors de A4C, obtinguts a partir de les corbes de
desnaturalitzacio (FIGURA 1I1.23) tal com s"ha indicat en "apartat 11.7.8. A partir de les
corbes de desnaturalitzacié obtingudes per a les diferents RNases A, s'ha calculat la
variacid en la capacitat calorifica especifica que acompanya el procés de
desnaturalitzacio, AgCp, per a cadascuna d'elles tal com s'ha indicat en l'apartat I1.7.8.
Per a la RNasa A s'ha determinat un valor de (0.080 = 0,020) cal K-! g-1. Com és usual
per a la determinacid d'aquest parametre a partir de les corbes de valoracid, la precisio
no €s massa bona a causa que sovint és dificil obtenir una diferéncia clara i precisa de
l'al¢ada entre la linia pre i post-transici6. Tanmateix, el valor trobat esta en concordanga
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FIGURA 111.25

Comparacié entre la variacio de I'energia lliure del desplegament en mutar determinada per calorimetria,
calculats a partir de l'equacié AAG{ (Tq) = AT{ - ASq (T4), i els valors determinats per desnaturalitzacié
per pressio (Torrent i col., 1999) de les variants senzilles de la RNasa A excepte la V108G. La linia

solida correspon a la regressio lineal.

Segons els resultats d'aquesta regressio linial. els dos metodes emprats per a la
determinacio de la variaci¢ de I'energia lliure del desplegament entre la RNasa A i les
variants d'aquesta estan en bona concordanga, per bé que el valor del pendent de la
regressio lineal és lleugerement diferent a 1 i aquesta no passa exactament per l'origen.
Ara bé, s'han calculat els intervals de confianga al 95 % pel valor del pendent i sha
trobat un limit inferior de 0,77 i un limit superior de 1.03, cosa que indica que el valor
del pendent (0,90) no és sifnificativament diferent a 1. D'igual manera s'ha vist que el
valor de l'ordenada a l'origen (0,25) tampoc és sifnificativament diferent a 0, ja que els
limits superior i inferior calculats son -0,11 i 0,62, respectivament.

Aquestes petites diferéncies observades en la comparacio dels dos meétodes no
resulten gens estranyes si es té en compte que el procés de desnaturalitzacio de les

proteines estudiades ha estat induit de manera diferent en els dos meétodes, per calor en
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un cas i per pressio en l'altre cas, la qual cosa pot donar lloc a diferéncies en el
mecanisme de desplegament. Segons Zhang i col. (1995) a partir de la comparaci6 entre
el desplegament de la RNasa A induit per pressié i I'induit per calor seguits per RMN,
s'observa que els desplegaments segueixen camins diferents i donen lloc a un estat
desplegat de la proteina també diferent depenent de com han estat induits els
desplegaments. A més, els valors de AAG4 han estat estimats a diferents temperatures, a

60.8°C els obtinguts per calorimetria i a 40°C els obtinguts per pressio.

Una vegada comprovada la validesa de I'aproximacié de Becktel i Schellman (1987)
per a l'estimacio de AAG de les variants de la RNasa A estudiades, es pot veure l'efecte
de cada substitucio en |'estabilitat relativa de la proteina. S'observa una desestabilitzacié
en totes les variants de la RNasa A respecte a la proteina salvatge que oscil-la entre una
desestabilitzaci6 minima de només 0,14 kcal mol-! per a la variant 1107V fins a una
desestabilitzaci6 maxima de 9.32 kcal mol! per a la variant V108G. La
desestabilitzacié varia en funci6 del tipus de substitucié realitzada, augmenta sempre en
disminuir la hidrofobicitat del residu reemplagat, i en funcio de la posicié del residu

hidrofobic sustituit, essent la posicio Vall08 la que resulta més desestabilitzada. tal
com ja s’ha comentat anteriorment a partir dels valors de la 7.

Per tant, malgrat que les propietats cinétiques de les diferents variants de la RNasa A
siguin similars a les de la proteina salvatge. llevat d'alguns casos, i els espectres de DC i
el valors de la capacitat calorifica molar parcial a 20°C i en l'estat desnaturalitzat
indiquin que no existeixen diferéncies estructurals, ni en l'estat natiu ni en el
desnaturalitzat, entre la RNasa A i les seves variants, observem que les diferéncies
d'estabilitat sén clarament significatives. Aix0d permet poder comparar les diferents
variants de manera directa i interpretar els canvis d'estabilitat observats en termes
d'hidrofobicitat i petites pertorbacions estructurals respecte a l'estructura de la proteina
salvatge. Es de destacar l'espectacular efecte que la substitucié d'un tnic residu, V108G,
t¢€ sobre l'estabilitat de la RNasa A.
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I11.6.2. Estimacié del nombre d'unitats cooperatives per a cada una de les RNases
A estudiades

A partir dels valors de I'entalpia calorimétrica de la desnaturalitzacio. AHca1(7g),
determinada directament a partir de l'area sota la corba del pic del termograma. i els
valors de l'entalpia efectiva o dita també de van't Hoff, AHyy(74). la qual correspon a
I'entalpia teorica de la desnaturalitzacié suposant que el procés es comporta com un

equilibri entre dos estats. es pot calcular la relacio (R) entre l'entalpia calorimétrica i la
de van't Hoff.

Segons Privalov i Potekhin (1986), aquesta relacio AHc(T4)/AHyH(T4) pot ser
considerada com una mesura de la validesa de l'assumpcié que el procés de
desnaturalitzacié estudiat es comporta com una transicié entre dos estats, és a dir, com
un equilibri entre la forma nativa i la forma desnaturalitzada de la proteina. A la vegada,
aquest parametre permet estimar el nombre d'unitats cooperatives que hi ha en la
molecula, aixo é€s, del nombre de regions de la molecula que es “fonen™ de manera més
o menys independent. Per a la desnaturalitzaci6 de proteines globulars petites i
compactes, com ara la RNasa A, aquest valor és proper a 1, la qual cosa vol dir que les
poblacions de tots ¢ls estats intermedis entre 'estat natiu i el desnaturalitzat son bastant
baixes i la desnaturalitzacidé pot ser considerada. en una primera aproximacid. com una
transicio entre dos estats.

Tanmateix, per a la desnaturalitzacié de proteines grosses, i en alguns casos, fins i tot
de no tan grosses, R excedeix de manera significativa el valor d'l. En aquests casos es
pot considerar que el procés de disrupcio de la seva estructura nativa no correspon a una
transicié entre dos estats, sind que es formen varis estats intermedis en el procés i el
valor d'R permet obtenir informacié sobre el nombre d'unitats cooperatives de la
proteina analitzada, que poden correspondre al nimero de dominis definits per a la
proteina.

Aquesta relacio (R) pot ser també inferior a 1, perd aixo pot tenir lloc només en dos
casos:

1. Quan el procés estudiat €s irreversible.

2. Quan el tamany de la unitat cooperativa. és a dir. el nombre de molécules que
s'associen per formar la unitat cooperativa, esta determinat incorrectament. Aquest
segon cas ocorre sovint en molecules que existeixen en solucié com a dimers i no com a
monomers i que es desnaturalitzen en la forma dimerica. En aquests casos, si es
considera com a tamany de la unitat cooperativa el del dimer, ¢és a dir, la massa
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molecular del dimer, pel calcul del valor de AH,1(74). la relacié R passa a ser 1.

En la TAULA IIl.4 es poden veure els valors de AHcq)(74). AHyu(T4q) 1 R per a la
RNasa A i les seves variants. Encara que la precisio dels valors de AHi(7T4) i
AHyu(Ty) és de = 6 %, cal dir que en la determinacié d'R s’han pogut cometre errors
relativament més grans arran que les linies base en la regi6 de la transicié son fortament
depenents de la temperatura, 1 aixo fa dificil definir-les correctament en aquesta regio.
Les linies base no donen generalment ni una linia recta ni horitzonal en instruments de
DSC, tot 1 que aquests siguin supersensitius com ho ¢és el que s’ha utilitzat en aquest
treball (DASM-4, NPO Biopor), a causa de la impossibilitat de construir dues cel-les

idéntiques. Possibles errors en la linia base poden conduir a errors significatius en la
determinaci6 de AHyy(7g), de manera que AHyH(Ty) seria sobreestimada 1 donaria lloc

a un valor de la relacido AH,1(Tq)/AHynu(Ty) inferior al real. Tot i tenir en compte aquest
fet, podem considerar que la RNasa A i la majoria de les seves variants tenen un valor
d'R proper a 1 (TAULA IIL.4). Per tant, aquestes proteines representen un sistema
cooperatiu unic que segueix un mecanisme de desnaturalitzacio termica entre dos estats.
Ara bé, hi ha varies variants que mostren un valor d'R significativament inferior a 1.
Arran que el procés de desnaturalitzacid per a totes aquestes variants amb valors d'R
inferiors a 1 és gairebé completament reversible, essent fins 1 tot totalment reversible
per a les variants V108A i V108G, segons Privalov i Potekhin (1986) es pot considerar
com un argument indiscutible a favor de l'existencia d'un complex especific de varies
molécules en solucid. En el cas de la variant V108G amb el valor d'R de 0.5, el qual és
el més baix, correspondria a una autoassociacio de molecules per formar dimers, ja que

si es considera com a tamany de la unitat cooperativa la d'un dimer de la proteina, amb
una massa molecular de 27400 Da. llavors el valor de AH4)(74) seria de 84.8 kcal mol-

I i la relacié entre AHcq)(Ty4) i AHyp(Ty4) seria de 0,99. En el cas de les variants [106V,
1107V, 1107A, VI08A i V118G amb valors d'R intermitjos, entre 1 i 0,5, podria
correspondre a la preséncia d'una barreja de dimers 1 monomers de proteina en la
solucio. Per tant, malgrat la possible preséncia d'aquestes associacions moleculars, es
pot considerar que totes les RNases A estudiades, fins i tot les que presenten valors de R
significativament inferiors a 1, es comporten com un sistema cooperatiu unic que

segueix un mecanisme de desnaturalitzacid térmica entre dos estats.
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[11.6.3. Correlacio entre els canvis d'estabilitat de les variants de la RNasa A ila

hidrofobicitat de les posicions alterades

La contribuci6 de les interaccions hidrofobiques sobre I'estabilitat d una proteina es
pot estimar de diferents maneres. Una d’elles és correlacionar els valors de l'energia
lliure de la desestabilitzacidé per a les diferents variants de la RNasa A, descrits en
|"apartat II1.6.1 i resumits en la TAULA III.4, amb els valors de les diferencies en l'area
accessible al solvent enterrada entre la proteina salvatge i cada variant de la RNasa A
(AA).

En la FIGURA II1.26 es representa AAG{(73) enfront de AA. Els valors de AA per a

les variants de la RNasa A es calculen de manera similar a la descrita per Serrano 1 col.

(1992) per a variants de la barnasa tal com s'indica a continuacio:

A. Per a la posicié X de la proteina salvatge es calcula mitjangant el programa XAM
(Xia, 1992):

- l'area accessible al solvent del residu X en la proteina plegada (estat natiu) (valor 1)

- l'area accessible al solvent del residu X com si aquest residu estigués totalment
exposat (valor 2)

- l'area accessible al solvent de la cadena lateral de la posicid X enterrada en la

proteina salvatge s’estima a partir de la diferéncia entre aquests dos valors:
(valor 2) - (valor 1) = A

B. A partir de la creacié d'una hipotética mutacid a la posicio X de la proteina
salvatge es calcula mitjangant el programa XAM:
- I'area accessible al solvent del residu X en la variant (valor 1)
- I'area accessible al solvent del residu X com si aquest residu estigués totalment
exposat (valor 2')
- l'area accessible al solvent de la cadena lateral de la posicié X enterrada en la

variant s'estima a partir de la diferéncia entre aquests dos valors:
(valor2') - (valor 1 =B

C. Finalment, la diferéncia entre els valors A 1 B dona lloc a la pérdua d'area
accessible al solvent enterrada en la proteina plegada per la mutacié estudiada:

AA=A-B
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En la TAULA IIL3 es presenten aquests valors per a les variants de la RNasa A.

TAULA IILS - Valors de l'area accessible al solvent de diferents residus de la RNasa A i de variants
d'aquesta en la proteina plegada (valors 1 i 1') i valors de l'area accessible al solvent dels mateixos residus
com si estiguessin totalment exposats (valors 2 1 2) i valors de AA.

RNasa A VARIANT
Posicio |Area access. al Area access. al | Areaaccess.al  Area access. al Posicio AA
solvent solvent totalm. solvent solvent totalm. (A2)
(valors 1)  exposat (valors 2) (valors 1')  exposat (valors 2')
(A2) (A2) (A) (A2)

[le106 2,1 2443 7.5 235.6 [106L 22.7
4.6 224.1 [106V 14.1
33 184.2 [T06A 61,3
lle107 19,7 246,1 217 244.1 [107L 123
9.5 223.,6 1107V 4.0
8.6 184.4 I1107A 50,6
Vall08 24 224,1 5.5 184.0 VIOSA | 432
9.1 163.1 V108G | 67,7
Alal09 2,6 184.4 0.9 164.8 Al09G | 17,9
Valllé 39,7 2245 27,9 183.7 VI116A | 290
20,7 163.3 V116G | 42.2
Valll8 39,2 227,1 22,2 187,2 V118A | 22,9
27,0 166.4 V118G | 48.5

En la FIGURA I11.26 s'observa una bona correlacio entre els valors de AAG4(7y4) i de
AA per a cada una de les 5 posicions de la RNasa A alterades, excloent les mutacions
Ile per Leu. A partir de la regressio lineal dels valors de cada posici6 s'ha determinat el
valor del pendent. Aquest pendent (pendent = AAG4(Ty) / AA) relaciona el canvi
d'estabilitat de la proteina en efectuar la mutacié amb la variacié d'area accessible al
solvent enterrada en la proteina plegada per la mutacid estudiada. El valor del pendent
s'interpreta com una mesura de la forga de les interaccions hidrofobiques a cada posicié

alterada.
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10

AAG|; (T,) (keal mol™)

AA (AY)

FIGURA II1.26

Correlaci¢ entre els canvis d’estabilitat creats en mutar (AAGy(7Tg)) i les diferencies en l'area accessible al

solvent de la cadena lateral enterrada entre la proteina salvatge i cada variant de la RNasa A (AA). Les
linies solides corresponen als millors ajustament de les dades per a cada posicio alterada (coeficients de
correlacio > 0,98 per a cada un dels 5 ajustaments). Les variants de la RNasa A estan designades de la
segiient manera: [le106 (m), Ile107 (v), Vall08 (¥), Vall16 (O) i Valll8 (®@). Shan exclos les variants
[106L i 1107L.

Per al residu Vall16 aquest valor és (43 + 3 ) cal mol-! A-2, per als residus Ile106,
lle107 i Vall18 és de (75 + 7 ) cal mol-! A-2 (sense considerar les mutacions Ile per Leu
1 prenent la mitjana dels pendents per aquests tres residus ja que tenen valors molt
similars) i per al residu Val108 és de (135 = 18 ) cal mol-! A-2. Aquests valors son entre
2 1 5 vegades superiors als obtinguts a partir d'experiments de transferéncia amb
compostos model des de solvents organics cap a l'aigua (20-30 cal mol-! A-2) (Chothia,
1975; Ooi 1 col., 1987). Aixo es deu al fet que hi ha una diferéncia fonamental entre
I'efecte hidrofobic mesurat en un model de particié senzill i el que es troba en sistemes
proteics (Harpaz i col., 1994). Els valors dels pendents per a les posicions Vall16,
Ile106, Ile107 i Vall18 son similars als trobats per a mutacions hidrofobiques creades

en la barnasa i descrits per Serrano i col. (1992), mentre que el valor per al residu
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Val108 és aproximadament el doble dels trobats per aquests autors. Aquesta diferéncia
en el residu Vall08 podria explicar-se pel fet que en la mesura de la forga hidrofobica
hi participen altres factors a més de 'accessibilitat al solvent de cada posicid estudiada i
pel fet que les conseqiiencies d'un mateix tipus de mutacié realitzada en el cor

hidrofobic d'una proteina depenen molt de la posici6 d'aquesta mutacié dins del cor.

Les substitucions en els residus hidrofobics del cor de la RNasa A que s'han dut a
terme per obtenir les 13 variants senzilles de la RNasa A son del tipus: ILe per Leu, lle
per Val, lle per Ala, Val per Ala, Val per Gly i Ala per Gly. D'aquesta manera, excepte
per a les substitucions d'lle per Leu, les cadenes laterals alifatiques dels residus
esdevenen escurcades 1 de manera no disruptiva. és a dir, que la possibilitat d'introduir
interaccions addicionals és minima (Fersht, 1987). L'escurgament és d'un grup metil en
les substitucions d'lle per Val i d'Ala per Gly, de dos grups metil en la substitucié de
Val per Ala i de tres grups metil/metilé en els casos d'lle per Ala i Val per Gly.

Es pot determinar la contribucié que fa l'enterrrament d'un grup metil/metile a
I'estabilitat conformacional d'una proteina. dividint els valors de AAG4(7y4) obtinguts
per a les diferents variants de la proteina pel corresponent nombre de grups metil/metile
eliminats en cada cas, en introduir la mutacio.

Arran que les cadenes laterals dels residus substituits en la RNasa A presenten
diferents valors d'area accessible al solvent, tal com s'ha indicat en la TAULA IIL.5
(valors 1), cal fer una correccidé dels valors de AAG4(T4) per tal de poder ser
comparables a una mateixa accessibilitat del residu al solvent, la qual es considera del
100% d'enterrament.

La determinacio dels valors de AAG4(74) de les diferents substitucions corregits a un

100% d'enterrament es fa a partir de la segiient expressio:

AAG(TY)corr. = (AAG4(Tg) / % d'enterrament) - 100

on el % d'enterrament en la RNasa A del residu substituit es determina de la segiient

manera:
1. A partir dels valors de l'area accessible al solvent del residu X en la proteina

salvatge (valors 1) i els de l'area accessible al solvent com si aquest residu
estigués totalment exposat en la proteina salvatge (valors 2), indicats en la
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TAULA IIL35, es calcula el percentatge d'area accessible al solvent que presenta
cada residu en la proteina respecte a la seva hipotetica posicié d'exposicio total al
solvent (ex., per a lle106 2,1 A2 equival a 0,86 % de 2443 A2).

2. A partir del valor anterior es calcula el percentatge d'enterrament del residu en la

proteina de la segiient manera:
% d'enterrament = 100 - % d'area accessible al solvent del residu en la proteina

En la TAULA IIl.6 es presenten els valors de AAGY(T§)corr. de les diferents

substitucions realitzades en la RNasa A i els valors de la contribucié de cada grup
metil/metilé eliminat a ’estabilitat de 1'enzim (AAG4(74)corr/-CH2-), els quals s’han
obtingut dividint els valors de AAG4(7T4)corr. pel corresponent nombre de grups
metil/metilé eliminats en fer la substitucié. No s’han considerat els valors per a les
substitucions lle per Leu, atés que no comporten I'eliminacio de cap grup.

TAULA T1L6 - Valors de AAGy(Ty)corr » AAGY(TY)eorr/-CHa- de les substitucions realitzades

en la RNasa A i el nombre de grups CH3, CH; o CH eliminats en mutar.

Substitucid AAGA(Td)corr. No. metil/metilé AAGA(Td)corr./-CH2-

(keal mol1) eliminats (keal mol-1)
1106V 1,49 1 1.49
[106A 4,95 3 1,65
1107V 0.15 1 0,15
[107A 3.83 3 1,28
VI108A 4.88 2 2,44
V108G 941 3 3,14
A109G 0.94 1 0,94
VI116A 1,39 2 0,70
V116G 2,23 3 0,74
V118A 2,70 2 1,35
V118G 4.49 3 1,50

A partir de la TAULA IIL.6 es pot veure que per a un mateix tipus de substitucio els
valors de AAGy(7T§)corr. per grup metil/metile eliminat varien segons la posicio alterada

en la proteina. Per a les substitucions Ile per Val, els valors oscil-len entre 0,15 kcal
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Posteriorment, per tal de corroborar la no-preséncia de dimers en I'estat natiu de les
variants esmentades anteriorment, i a la vegada poder utilitzar condicions més similars
a les dutes a terme en els experiments de DSC, quan al pH i tipus d'amortidor 1 a la
concentracié de proteina, es van analitzar les variants en una cromatografia de gel
filtracio pel sistema d'HPLC equilibrada amb acetat sodic 50 mM, pH 5,0, tal com s’ha

descrit en l'apartat 11.7.9. En la FIGURA III.28 es presenta el perfil cromatografic
corresponent a la RNasa A.

m A. U.
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FIGURA II1.28

Perfil d'elucié de proteina enregistrat a 280 nm de la cromatografia de gel filtracio per HPLC en columna

Protein-Pack 125 de la rRNasa A. L'elucio és isocratica en acetat sodic 50 mM, pH 3,0,

En cromatografiar cada una de les 6 variants de la RNasa A, 1106V, 1107V, I107A,
V108A, V108G i V118G, es va observar un perfil cromatografic idéntic a I'obtingut per
ala RNasa A (FIGURA II1.28), amb un temps de retenci6 de la fraccioé al voltant de 21-
23 min. Per tal de descartar el possible efecte de la concentracié de proteina en la

formacio de dimers, es van repetir les cromatografies injectant les mostres a diferents
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concentracions, des d'l a 6 mg/mL atés que la concentracio de proteina d'aquestes
mateixes variants analitzades per DSC va ser entre 0,8 1 1,6 mg/mL. En cap cas es va
observar un perfil cromatografic diferent al de la FIGURA [I1.28. Per tant, es corrobora
que, a temperatures no superiors als 20°C, les variants [106V, 1107V, I107A, VI08A,

V108G i V118G es troben en solucié tinicament en forma monomerica.

Per tant. semblaria que l'autoassociacié de molecules per formar dimers en aquestes
variants, deduida a partir dels valors R (apartat I11.6.2), tindria lloc durant el seu procés
de desnaturalitzacié térmica i, atés que aquest proces es reversible, les molecules
associades en dimers es dissociarien en ser refredades.
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10°C i s’han comparat amb els espectres obtinguts per a la variant Y115W.

La visio general dels espectres de DC de les variants dobles enregistrats a 10°C és
similar, tant en la regio de I'UV llunya com en la de 'UV proper. a I'obtingut per a la
variant senzilla Y115W (apartat I11.3.3, FIGURA II1.20). Per tant, no sembla que les
modificacions 1106V, [106A o I107L introduides en la variant Y115W alterin
I'estructura secundaria i terciaria de la proteina de manera significativa. Aixo corrobora
el resultat que aquestes mateixes modificacions en les posicions Ile106 1 Ilel07
introduides en la RNasa A no alteren tampoc la seva estructura secundaria i terciaria
(apartat I11.3.3).

I11.8.4. Propietats catalitiques

Els parametres cinétics de les 3 variants dobles de la RNasa A determinats amb els
substrats cCMP i poli(C), juntament amb els de la variant senzilla Y115W, s'indiquen
en la TAULA IIL.7.

A partir de la TAULA 1IL.7. es pot observar que les variants dobles de la RNasa A
presenten uns valors dels parametres cinétics per a la hidrolisi del ¢cCMP i per al
trencament del poli(C) similars o amb diferéncies poc significatives als trobats per a la
variant senzilla Y115W, de la mateixa manera que la introduccio de les modificacions
[106V, I106A o I107L en la RNasa A s'ha vist que no provoquen canvis significatius en
els parametres de la proteina salvatge (apartat 111.3.4).
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idéntica a la de la proteina salvatge és un factor important perqué permet una analisi
comparativa directa de l'efecte d'una substitucio en l'estabilitat térmica de la proteina i
poder interpretar els canvis d'estabilitat en termes d'hidrofobicitat i petites pertorbacions
estructurals. Cal remarcar també que el fet que les propietats catalitiques de totes les
variants estudiades no siguin significativament diferents a les de la proteina salvatge,
concorda amb el que s'ha descrit per altres enzims i s’ha suggerit que pot ser una
caracteristica general dels enzims. Aquesta caracteristica general suposa que els residus
que son importants pel plegament proteic no ho son per l'activitat catalitica i viceversa
(Shoichet i col., 1995).

La desnaturalitzacio per calor de la RNasa A i les seves variants senzilles seguida per
DSC 1 DC ha permés comprovar que el procés és quasi totalment reversible, amb valors
superiors al 90%, 1. per consegiient, determinar directament les funcions
termodinamiques associades al procés de desplegament. A més, ha permeés comprovar
la validesa d'un model de dos estats (N<>D) per a cada proteina. A partir dels valors de
T4 o els de AAGy(Tg), calculats aquests darrers a partir de I'aproximacié de Becktel i
Schellman (1987), s'ha observat una desestabilitzacié clarament significativa en totes
les variants analitzades respecte a la proteina salvatge que oscil-la entre una
desestabilitzaci6 minima de només 0,14 kcal mol-! per a la variant 1107V i una
desestabilitzaci6 maxima de 9,32 kcal mol-! per a la variant V108G. La
desestabilitzacié varia en funcié del tipus de substitucio feta, augmenta sempre en
disminuir la hidrofobicitat del residu reemplagat, i en funcié de la posicié del residu
hidrofobic substituit dins la regio estudiada. La substitucio dels residus d'lle per Val o
Ala afecta més la posicio 106 que la 107, mentre que per a la substitucié d'lle per Leu
I'efecte és oposat, i la substitucié de Val per Ala o Gly afecta més la posicié 108 que la
posicio 116 i 118, essent més significativa la 118 que la 116. La desestabilitzacio
significativa observada en la majoria dels casos demostra la importancia dels residus
hidrofobics de la postulada regié iniciadora del plegament de la RNasa A (106-118)
estudiada en aquest treball. D'entre ells, el residu Vall08 és el que es veu més afectat.
Es de destacar el fet que una sola substitucié, Vall08 per Ala o Gly, provoqui una
disminucié de l'estabilitat de la molécula, mesurada a partir dels valors de la 7y, de

14°C i 27°C, respectivament, en relacio a la proteina salvatge.

L'enterrament dels residus hidrofobics per tal de protegir els atoms no polars del
contacte amb l'aigua, fenomen conegut com a efecte hidrofobic, és la forga principal
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detectades mitjangant métodes cristal-lografics o bé el tamany de la cavitat seria massa

gran per poder ser localitzades.

Es pot determinar la contribucié que fa l'enterrrament d'un grup metil/metilé a
l'estabilitat conformacional d'una proteina, dividint els valors de AAG4(Td)corr.
obtinguts per a les diferents variants de la proteina, excloent les substitucions d'lle per
Leu. pel corresponent nombre de grups metil/metilé eliminats en cada cas en introduir
la mutacio. A partir dels resultats obtinguts amb les variants de la RNasa A estudiades,
es recolza la proposta de Pace (1992) en la qual les proteines globulars guanyen 1,2-1.3
kcal mol-! per cada grup metil/metilé enterrat en plegar-se la proteina. Ara bé, per a les
variants V108A i V108G es troben valors significativament més grans (2,44 kcal mol-!
i 3,14 kcal mol-!, respectivament) que els esperats segons la prediccié de Pace. Aixo es
deu a una desestabilitzacié més elevada que l'esperada si es t€¢ en compte només la
pérdua de grups metil/metile i l'accessibilitat al solvent del residu Vall08. La
desestabilitzacié observada en aquestes variants podria explicar-se per la participaci6
d'altres factors, per exemple, la creacié d'una cavitat amb una relaxacio estructural
parcial dels grups del voltant que donés lloc a un volum de la cavitat creada superior a
l'esperat per l'eliminacié de 2 i 3 grups metil/metile, respectivament, o bé a una
disminucié de la compacitat global de la proteina. En canvi, per a la variant [107V es
troba un valor significativament inferior (0,15 kcal mol-l) a 1,2-1,3 kcal mol-l. En
aquest cas, no es dona la desestabilitzacio esperada, sind que la variant gairebé ni es veu
desestabilitzada, la qual cosa podria explicar-se per fenomens contraris al cas anterior,
com ara una elevada relaxacio estructural dels grups del voltant de la cavitat creada que
donés lloc a un volum d'aquesta inferior a l'esperat per l'eliminacié d'un sol grup metil,

0 a un augment de la compacitat global de la proteina.

Per a la posicio 108, a més de ser la més critica per a 'estabilitat de la RNasa A, s'ha
determinat un valor de la relaci6 entre l'entalpia calorimétrica i l'entalpia de van't Hoff
(R) de les seves variants VIO8A 1 V108G significativament inferior a 1, essent de 0,5
per a la variant V108G. Aquests resultats s'han atribuit a 1'autoassociacié de molecules
en solucié per formar dimers, ja que el procés de desnaturalitzacié €s totalment
reversible i no comporta agregacid proteica. Ara bé, no s'ha observat la presencia
d'aquests suposats dimers a l'estat natiu de les variants VI08A i V108G, emprant tant
electroforesi en gels de poliacrilamida en condicions no desnaturalitzants com

cromatografia de gel filtracié per HPLC. Per tant, semblaria que l'autoassociaci6 de
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FIGURA [I1.32

Representacié esquematica de I'estructura tridimensional de la regi6 de la variant VI08A (figura
superior) i V108G (figura inferior) de la RNasa A que mostra els residus de la posici6 108 i la Phes.
S'assenyalen les interaccions inferiors a 4 A que s'estableixen entre els dos residus: 2 interaccions entre
I'atom CP de I'Ala108 i 1a Phe8 (amb els atoms HE! i HZ, 23,52 A i 3,94 A, respectivament).
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que conté els residus 54 i 57. Els autors han suggerit que podria donar lloc a un
intermediari de plegament. La determinacid de l'estructura de la variant V108G,
principalment en solucid, podria aportar més informaci6é sobre aquest possible CFIS
meés extens proposat per Neira i col. (1999).
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