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Resumen

Los parasitos nematodos producen diversas proteinas solubles que unen lipidos (LBPs)
estructuralmente distintas a las del huésped. Las funciones que cumplen se
desconocen pero se hipotetiza que estarian involucradas en las funciones tipicas
internas de organismos multicelulares, como la utilizacidn y transporte de compuestos
no solubles, y en externas especializadas. Algunas de estas proteinas participarian en la
modificacion del entorno local en el tejido del huésped, posibilitando la modulacién y

la evasidn de la respuesta inmune.

Entre las LBPs producidas por nematodos se encuentran las FAR (Fatty Acid and Retinol
binding proteins), una clase novedosa de proteinas que unen acidos grasos y retinol.
Tienen un tamafio aproximado de 19 kDa y sus estructuras que parecen ser ricas en

alfa-hélices atn no han sido completamente dilucidadas.

La comprensidon del rol que cumple esta familia de proteinas tiene gran interés
fisiopatoldgico ya que podrian desempefiar funciones relevantes en la biologia de los
pardsitos que las producen y dadas las diferencias estructurales que presentarian con
respecto a las LBPs de sus huéspedes, servirian como potenciales blancos para el

disefio de nuevas terapias antiparasitarias.

Con la finalidad de contribuir a la caracterizacién de las proteinas FAR y avanzar de
este modo en la determinacién de su funcién biolégica, se llevaron a cabo estudios
biofisicos y estructurales que permitieron resolver la estructura de Na-FAR-1 en
solucion por espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Determindndose que
consta de once hélices que conforman una cavidad interna de gran tamafio, donde
podrian ubicarse ligandos hidrofdbicos. La estequiometria de unidn de los complejos
formados por Na-FAR-1 estaria dada por cuatro moléculas de acido oleico por
molécula de proteina, pero se limitaria a una Unica molécula de ligando en el caso del

retinol y de los analogos fluorescentes de acidos grasos empleados para su estudio.

A su vez se evidencié que ademas de los ligandos esperados como acidos grasos y

retinol, esta proteina es capaz de unir fosfolipidos y diacilglicéridos.



La amplia diversidad de unién a ligandos, sumada a su localizacion en el intestino del
nematodo, indicarian que podria participar en el direccionamiento hacia los distintos tejidos

de los lipidos ingeridos.
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Siglas y definiciones

ARIA Ambiguous restraints for iterative assignment

CNS Crystallography and NMR suite

COSY COrrelation SpectroscopY

CSP Chemical shift perturbation

FA Fatty acid. Acido graso

FAR Fatty acid and retinol binding protein

FID Free induction decay. Caida libre de induccion

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

INEPT Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer
MaxEnt Maxima Entropia

RMN Resonancia magnética nuclear

NOE Nuclear Overhauser Effect

NOESY Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

TOCSY TOtal Correlation SpectroscopY

rMD Restrained molecular dynamics. Dindmica molecular restringida
PDB Protein Data Bank

RMSD Root mean square deviation. Desviacion cuadratica media
RDC Residual dipolar coupling. Acoplamiento dipolar residual

SUV Small unilamelar vesicle. Vesicula unilamelar pequefia

Desplazamiento quimico es el corrimiento en la frecuencia de absorcidn de un nudcleo
debido a su entorno quimico.

Frecuancia de Larmor Frecuencia a la cual precesiona un nucleo cuando es introducido
bajo un campo magnético. Es caracteristica de cada nucleo para una fuerza de campo
magnético determinada.

Lock sefial para evitar la deriva y mantener constante el campo magnético de un
espectrometro durante la medida. Normalmente se utiliza la sefial de deuterio con
este fin.
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Simulated annealing Proceso de cdlculo mediante el cual una secuencia de
aminodcidos en estructura al azar y a muy alta temperatura, se pliega en sucesivos
pasos hacia un minimo local de energia cuando se disminuye la temperatura.
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Capitulo 1 Introduccion

1. Introduccion

Los nematodos son los animales multicelulares mas numerosos sobre la tierra, con
cerca de 23000 especies clasificadas dentro del phylum Nematoda, se estima que la
gran mayoria de estos organismos aun no ha sido estudiada y existe gran

.. Y 1
desconocimiento biolégico al respecto .

Son gusanos pseudocelomados, de cuerpo redondeado y alargado, que habitan tanto
en ecosistemas terrestres como acuaticos donde existen especies de vida libre que se
alimentan de bacterias, hongos e incluso de otros nematodos y especies parasitas de

plantas y animales, incluyendo al hombre 2.

Los nematodos, junto a los cestodos y trematodos (gusanos aplanados o
plathelmintos) se agrupan bajo el término general no taxondmico de helmintos (del
griego gusanos) y las especies parasitas de estos organismos causan enfermedades

severas en humanos, animales y plantas.

Las infecciones causadas por los helmintos se encuentran dentro de las denominadas
“Enfermedades infecciosas desatendidas” (EID). Esta denominacion se debe a que son
enfermedades crdnicas cuyos efectos en la salud son perdurables y afectan
poblaciones en condiciones socioecondmicas y ambientales desfavorables, que
habitan en areas rurales o periurbanas, con viviendas precarias, sin acceso a servicios,

como agua potable, sin saneamiento y con limitado acceso a servicios de salud >.

Las parasitosis constituyen un importante problema de salud publica dado que afectan
a un gran porcentaje de la poblacién mundial, principalmente en paises en vias de
desarrollo *>*. Puntualmente en América Latina un 30% de la poblacién se ve afectada
>. Dentro de las parasitosis causadas por helmintos cabe mencionar: geohelmintiasis,
esquistosomiasis, hidatidosis, dracunculosis y filariasis. Muchas de estas enfermedades
debilitan al hospedador afectando el crecimiento, el desarrollo fisico e intelectual y la
capacidad de aprendizaje. Las geohelmintiasis se caracterizan por ser especialmente
silenciosas dado que las manifestaciones clinicas relacionadas con lo antes
mencionado, carecen de otros sintomas mas evidentes, por lo que han sido

histéricamente desatendidas, viéndose intensificadas entre las décadas de los 70 y 90,
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encontrandose en la actualidad cerca de 2700 millones de personas en riesgo de

contraer estas enfermedades en las zonas més pobres del planeta °.
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Fig.1.1. Distribucion mundial de geohelmintiasis. Las zonas coloreadas indican la proporcién de nifios
que habitan en esas zonas que requieren terapias antihelminticas. Rojo intenso >2/3, moderado 1/3 a
2/3, suave <1/2, blanco no requiere y gris no hay datos. Imagen tomada y adaptada de
http://www.who.int/intestinal_worms/epidemiology/en/#.

Por otra parte, las infecciones por helmintos también afectan a cultivos agricolas,

animales domésticos y de cria, pudiendo generar grandes pérdidas econdémicas.

Actualmente existen programas de la Organizacion Mundial de la Salud tendientes a
erradicar estas enfermedades y si bien las drogas antihelminticas actuales son
efectivas, existe la preocupacion de que a largo plazo se desarrollen resistencias como
ha ocurrido con helmintiasis de ganado ’. Asimismo, dado que las larvas o huevos se
encuentran diseminados en el ambiente generalmente se produce la reinfeccion luego

del tratamiento &°.

No obstante el impacto de estas infecciones, existen grandes deficiencias en materia
de diagnéstico e intervenciones, incluyendo el control de vectores, desarrollo de

nuevas drogas y vacunas °. La prevencién y el control de estas enfermedades
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relacionadas con la pobreza requiere acciones integradas, con tratamientos

combinados a mejoras de las condiciones de vida de los pueblos afectados ***2.

En los ultimos afios han surgido iniciativas, de organismos no gubernamentales,
humanitarios y entidades estatales para financiar la investigacion de estas parasitosis a

fin de desarrollar nuevas terapias y métodos de diagndstico %2141,

La ausencia de una contraparte en vertebrados atrae especial atencion hacia ciertas
proteinas debido a que podrian ser potenciales herramientas de diagndstico e incluso
blancos de vacunas o drogas para el desarrollo de nuevas terapias antihelminticas *°.
Entre las proteinas que cumplen con estas caracteristicas se encuentran las proteinas
de helmintos que unen lipidos. Los pardsitos helmintos producen y secretan una
amplia variedad de este tipo de proteinas, la mayoria de ellas estructuralmente

distintas a las de sus huéspedes.

1.1. Proteinas de helmintos que unen lipidos

Para facilitar la solubilizaciéon y transporte de lipidos requeridos en los procesos
celulares, han evolucionado proteinas con motivos estructurales muy variados, que
tienen la capacidad de unir de modo no covalente y en forma reversible diversos
lipidos, facilitando asi su transporte y disponibilidad en sistemas acuosos #1920 A
este gran grupo heterogéneo de proteinas solubles se las conoce como proteinas de
unién a lipidos o LBPs (del inglés lipid binding proteins) y se presentan tanto a nivel
citosdlico como extracelular.

Las LBPs son componentes mayoritarios de las secreciones de pardsitos helmintos y
fueron detectadas por ser antigenos inmunodominantes en distintas infecciones **
2 _si bien no se conocen con exactitud las funciones que cumplen, se postula que estas
proteinas podrian estar involucradas en funciones internas relacionadas al
metabolismo lipidico comunes a cualquier organismo multicelular, o bien especificas
de los tipos celulares y organizaciones estructurales de los helmintos. Algunos de estos
parasitos presentarian un metabolismo lipidico restringido y se cree que las LBPs
serian sintetizadas para captar y proteger a estos compuestos adquiridos desde el

19,24

hospedador a modo de compensar esta falta metabdlica . A su vez, podrian
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participar en funciones externas especializadas en la interaccion con el hospedador,
estando involucradas en la modulacién del entorno tisular local mediante la captacién
de lipidos y en la evasidn de las respuestas del sistema inmune a través del secuestro

de moléculas hidrofébicas mediadoras.

Entre las LBPs producidas por helmintos se encuentran proteinas muy similares a las
proteinas citosdlicas de unién a 4acidos grasos FABP (del inglés fatty acid binding
protein), algunas de las cuales presentarian modificaciones estructurales exclusivas de
nematodos nemFABPs, asi como también proteinas para las cuales no se han
identificado homodlogos en otros organismos, como las proteinas de unién a
compuestos hidrofébicos HLBP (del inglés hydrofobic ligand binding proteins) de

cestodos y dos clases diferentes de proteinas exclusivas de nematodos, las

poliproteinas NPA (del inglés nematode polyprotein antigen/allergen) y las FAR (del

inglés fatty acid and retinol binding proteins).

Las FABP son una familia multigénica de proteinas de bajo peso molecular (14-15kDa)
con una distribucién filogenética muy amplia *°. Estudios estructurales han revelado
que las proteinas EgFABP detectadas en quistes hidatidicos producidos por el cestodo
Echinococcus granulosus presentan una estructura barril beta coronada con motivos o-
hélice del tipo FABP de corazén °. Estudios de caracterizacién indicarian que estas
proteinas, que tienen cierta preferencia por dacidos grasos insaturados, ejercerian

2728 por su parte, las nemFABP presentarian

funciones especiales en la parasitosis
cierta homologia con las FABP pero a su vez contarian con caracteristicas novedosas
como la presencia de sefal de secrecion (todas las FABP previamente descriptas son
citosdlicas) y con ciertas modificaciones que las harian estructuralmente distintas a las
del hospedador %°. Se cree que estas proteinas, que unen acidos grasos, estarian
involucradas en la gran resistencia a factores de estrés que presentan los huevos de
estos paradsitos, que permanecen infectivos en el ambiente durante largos periodos. Si

bien sus estructuras se desconocian al inicio de este trabajo, la estructura de la

nemFABP de Ascaris suum, Asp-18, estd siendo determinada 30

Por otra parte las HLBP, las NPA, y las FAR si bien parecen ser estructuralmente
distintas entre si, tienen estructuras secundarias mayoritariamente a-helicoidales y

son capaces de unir una mayor diversidad de ligandos. Las HLBPs son proteinas que
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han sido encontradas en cestodos, una de las cuales, Antigeno B, es la proteina
mavyoritaria del liquido proveniente del quiste hidatidico de E. granulosus *'. El
antigeno B estaria formado por distintas isoformas de 8 KDa que tienen una estructura
secundaria rica en hélices-a, que se asociarian con lipidos heterogéneos formando

lipoproteinas cuya estructura aun no ha sido determinada *%.

En tanto las poliproteinas de nematodos NPAs, se expresan como precursores de alto
peso molecular conteniendo unidades repetitivas en tdndem. Estas unidades son
clivadas postraduccionalmente en multiples entidades proteicas de unos 15 kDa que
presentan un alto contenido de a-hélices *. El interés por estas proteinas surge por su
potencial relevancia en el éxito del parasitismo como consecuencia de que son
encontradas como el antigeno inmunodominante en las infecciones causadas por
nematodos, y en algunos casos constituyen potentes alérgenos >,

Las NPAs, al igual que las FAR, unen lipidos pequefios como acidos grasos v retinol 2.
De esta manera, las NPAs pueden ser clasificadas como LBPs no especificas y su
probable funcidn seria como proteinas transportadoras extracelulares presentes en el
liquido pseudocelémico y tejido conectivo de nematodos, asi como también en el
fluido secretado en estrecho contacto con los tejidos del hospedador *.

Recientemente se ha resuelto la estructura en presencia del ligando de la proteina

ABA-1A de Ascaris suum que presenta dos sitios discretos de unién a ligando >°.

Seguidamente se brindara una descripcién mas detallada de las FAR, que son el objeto

de estudio del presente trabajo.

1.2. Proteinas que unen acidos grasos y retinol de nematodos (FAR)

Las FAR (del inglés fatty acid and retinol binding proteins) son una clase novedosa de

proteinas exclusivas de nematodos que unen acidos grasos y retinol.

Ov-FAR-1 del parasito de la ceguera del rio, Onchocerca volvulus, fue la primera de
estas proteinas en ser descripta >’. Este parasito es capaz de secuestrar retinol en una
relaciéon ocho veces mayor que en los tejidos circundantes del huésped y las
manifestaciones clinicas caracteristicas de esta enfermedad son el dafio ocular y

pérdida de visidon nocturna coincidentes con deficiencias de retinol. En la fraccién
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proteica capaz de unir retinol e ivermectina, un antiparasitario empleado para
controlar esta enfermedad, se encontraria Ov-FAR-1 *%. Se hipotetiza que Ov-FAR-1
puede desempefiar un rol importante en la interaccion huésped-parasito y en la
patogénesis, pero es muy poco lo que se sabe de su rol bioldgico en el nematodo o si

sus homélogos ejercen funciones similares en otras especies *°.

Las FAR tienen un tamafio aproximado de entre 19-20 kDa y poseen sitios de
glicosilacion conservados, pero los patrones de glicosilacion varian de una proteina a
otra registrandose la usencia de estas modificaciones postraduccionales en muchos de
los casos *°. Poseen asimismo, sitios potenciales de fosforilacién para caseina quinasa

de tipo Il conservados *.

Esta familia de proteinas se expresa en estadios adultos de los parasitos . Se ha
descripto que las FAR son componentes mayoritarios en las secreciones de parasitos

3742 1o que ha posibilitado emplearlas como

en humanos, animales y plantas
herramientas de diagndstico **. Se hipotetiza que podrian ejercer roles en la
interaccidn con el hospedador y en la patogénesis mediante el transporte o secuestro
de lipidos farmacoldgica e inmunoldgicamente activos >°. Se ha propuesto que son
capaces de facilitar la infeccién mediante la interferencia en sefales de defensa del
huésped * y ejerciendo efectos inmunomodulatorios en células del sistema inmune .
Cabe destacar que se ha demostrado que una FAR, Ace-FAR-1 de Ancylostoma

ceylanycum, es potencialmente Util como vacuna por ser capaz de conferir inmunidad

en ensayos de desafio en animales de laboratorio .

Las FAR unen acidos grasos naturales, sus derivados fluorescentes artificiales y
ligandos fluorescentes naturales como cis-parinarico y retinol con una afinidad en los
ordenes micromolar y submicromolar y son capaces de transferir ligandos hacia

membranas artificiales *4%%

. Pero se desconoce si su especificidad se limita a estos
compuestos o son capaces de unir una mdas amplia variedad de ligandos. Es posible
suponer que estas proteinas puedan participar en la captacion, el transporte y/o el
almacenamiento de lipidos en el paradsito que la sintetiza por lo cual resulta
interesante explorar las capacidades de unidon a diferentes ligandos. El analisis de las

propiedades de unidn puede ser importante para entender el rol de la proteina en la

biologia del parasito y su relacion con el huésped.
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Actualmente se estan estudiando estas proteinas desde el punto de vista bioquimico
para lograr un mejor entendimiento de su funcidn bioldgica. Sin embargo, es aun hoy
mucho lo que se desconoce sobre la biologia de estos organismos, y los esfuerzos que
actualmente se estan llevando a cabo para secuenciar sus genomas permitiran

complementar esta informacién *3%°.

Desde el punto de vista estructural, sus estructuras ricas en alfa-hélices presentan alta
estabilidad y no poseen analogos estructurales en otros grupos animales. Si bien al
inicio de este trabajo no se conocia la estructura de ninglin miembro de esta familia de
proteinas, recientemente se ha determinado la estructura de una FAR, Ce-FAR-7, del

50. De acuerdo a su estructura

nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans
cristalografica, Ce-FAR-7 presentaria dos cavidades discretas en las que podria ubicar
distintos tipos de ligandos. Sin embargo, en base a su identidad de secuencia, esta

proteina podria no ser representativa de las proteinas de parasito.

Conocer las estructuras y funciones de las proteinas de pardsitos podria contribuir no
sélo al conocimiento de la biologia de los pardsitos helmintos, sino también a la
generacidn de nuevas estrategias de prevencion y/o tratamiento de las enfermedades
provocadas por ellos, asi como al mejoramiento de los métodos diagndsticos. Las
SLBPs exclusivas de parasitos presentan ciertas caracteristicas que permitirian postu-
larlas como posibles blancos para quimioterapia contra las diversas helmintiasis, ya sea
como diana en si mismas o para incrementar la asimilaciéon y/o distribucidn de las
drogas hacia sus lugares de accidn. Teniendo en cuenta todas estas razones en este
trabajo de tesis se propone la caracterizacion estructural y funcional de una proteina

FAR de parasito helminto.

En la actualidad, las metodologias que aportan informacidén mas precisa acerca de las
estructuras tridimensionales de proteinas son: la cristalografia de rayos X y la
resonancia magnética nuclear (RMN). Si bien ambas metodologias permiten conocer
con un detalle atémico las estructuras de las proteinas, el estudio por RMN, a
diferencia de la cristalografia, no requiere de la formacién cristales y permite la
determinacion de la estructura en solucion. De este modo, resulta una técnica
ventajosa para analizar la interaccidn de las proteinas con sus posibles ligandos, asi

como también sus aspectos dindmicos.
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1.3. Estudios preliminares

Estudios previos por RMN no publicados, realizados por el Dr. Brian Smith en la
Universidad de Glasgow, con proteinas recombinantes purificadas por cromatografia
en columna de afinidad, no mostraron buena dispersién en espectros *H. Esto indicé
gue para la determinacién de las estructuras de proteinas FAR por esta técnica debia
llevarse a cabo una puesta a punto de la purificacion dado que se requerian encontrar
las condiciones de homogeneidad de muestra suficientes para obtener espectros H

con buena dispersion.

Con la finalidad de determinar la estructura tridimensional de esta familia de proteinas
se purificaron cuatro proteinas FAR y se analizaron en cuanto a la calidad de los
espectros de RMN vy la factibilidad de determinar su estructura por esta técnica. Las

proteinas seleccionadas en esta primera instancia fueron:

Ov-FAR-1, primera FAR en ser descripta por ser el antigeno inmunodominante en la

ceguera del rio, cuyo agente causal es el nematodo parasito Ochocerca volvulus *’.

Ac-FAR-1 del parasito Ancilostoma caninum, presente en los productos de
secresion/excresion del nematodo adulto, que infecta perros y es practicamente

indistinguible del parasito de humanos *.

Na-FAR-1 de Necator americanus, parasito de alta prevalencia en el norte argentino,
cuyo gen se detectd por homologia de secuencia con otras FAR en un andlisis de

. . . 1
secuencias expresadas (ESTs) y que no fue caracterizada previamente .

Ce-FAR-5 del nematodo de vida libre Ceanorhabditis elegans empleado como
organismo modelo para el estudio de nematodos parasitos. Esta proteina es una de las
8 FAR que este nematodo posee, y presenta un llamativo corrimiento del espectro de
fluorescencia hacia el azul por unién a ligando, lo cual es indicativo de que posea una

cavidad con muy alta hidrofobicidad *°.

Mediante el analisis de los espectros unidimensionales de *H y bidemensionales *°N-
HSQC se seleccionaron Na-FAR-1 y Ce-FAR-5 como posibles candidatas para la
determinacién estructural por RMN. Estos resultados son presentados en el capitulo 2

de este trabajo de tesis.
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Teniendo en cuenta la incidencia de Necator americanus en nuestra regién se
seleccioné a Na-FAR-1 para completar la caracterizacion funcional y estructural. Los
conocimientos previos acerca de esta proteina y la fundamentacidon que sustenta la

eleccidon de Na-FAR-1 se desarrollardn en los apartados subsiguientes.

1.4. Na-FAR-1

Entre los genes expresados por el nematodo N. americanus adulto se identificd una
proteina FAR *!, a la que hemos denominado Na-FAR-1 segun la nomenclatura sugerida
3 Esta proteina presenta homologia de secuencia con las FAR presentes en otros

37,42,46

nematodos, que han sido caracterizadas previamente pero no ha sido aislada ni

expresada en forma recombinante por otros autores.

La informacion acerca de la secuencia codificante de Na-FAR-1 se obtuvo de

NEMBASE4 bajo el numero de identificacion NAC00128.

El cDNA de Na-FAR-1 codifica para una proteina de 19364.57 Da, cuya secuencia
presenta una sefal de secrecidon de catorce aminoacidos, segln lo predicho con
SignallP 2. El clivaje postraduccional del péptido sefial resultaria en una proteina
madura de 155 aminodacidos con un peso molecular de 17082.49 Da. La secuencia de

Na-FAR-1 con el péptido de secrecion se muestra en la figura 1.2.

imiEg AL veLFTaF LLvBar BvER BB RE L vEEE - Flr LGN SEEEET v L BB F Baso
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Fig.1.2. Secuencia de aminodacidos de Na-FAR-1. Los aminoacidos se colorean segun su naturaleza. En
negro se sefiala el péptido sefial de secrecién en el extremo N-terminal, el sitio de glicosilacién
conservado N29, L30, S31 y el sitio de fosforilacién para caseina quinasa 1l S31-D34.

Hasta el momento Na-FAR-1 era la Unica FAR derivada de Necator americanus de cuya

secuencia se tuviera conocimiento, pero a partir del muy reciente secuenciamiento del
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genoma de este nematodo se detectaron por homologia las secuencias codificantes de

otras proteinas FAR *°.

La comparacién de secuencias entre Na-FAR-1 y distintas FAR de otros nematodos se

presenta a continuacion.

1.5. Comparacion de secuencias

La comparacién de secuencias se realizd mediante el porgrama jalview 2.8 °3

empleando los algoritmos de T-Coffe prestablecidos >*. El alineamiento obtenido se
muestra en la figura 1.3. Para el analisis se incluyeron proteinas del nematodo de vida
libre Caenorhabditis elegans (Ce-FAR-1 a Ce-FAR-8), de los parasitos de animales
Ancylostoma caninum (Ac-FAR-1 y Ac-FAR-2), Ancylostoma ceylanicum (Ace-FAR-1),
Ostertagia ostertagi (Oo-FAR-1) y Heligmosomoides polygyrus (Hp-FAR-1) vy
Acanthocheilonema vitae (Av-FAR-1), de especies parasitas de humanos Onchocerca
volvulus (Ov-FAR-1), Brugia malayi (Bm-FAR-1), de los nematodos parasitos de plantas
Globodera pallida (Gp-FAR-1) y Meloidogyne javanica (Mj-FAR-1). Ademas de Na-FAR-1
se emplearon las proteinas FAR recientemente identificadas en N. americanus,
NECAME_09996, NECAME_04475, NECAME_04474, NECAME_14206, NECAME_14205
y NECAME_14203 °°. Una proteina identificada con el cédigo NECAME_14208 resulté
ser Na-FAR-1 por presentar una identidad de secuencia del 100%. El alineamiento se
construyd a partir de secuencias maduras, para lo cual se removié el péptido seiial

predicho mediante SignallP de los transcriptos primarios.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas FAR presentan un alto grado de
diversidad, con ciertos aminoacidos en posiciones conservadas, entre los que se
incluyen un sitio potencial de N-glicosilaciones y un sitio de fosforilacidon para caseina

quinasa ll.

A partir del alineamiento de secuencias se construyd un dendrograma de distancia

media mediante una matriz de porcentaje de identidad (figural.4).
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Fig.1.3.Alineacion de secuencias de aminoacidos de proteinas FAR. Los aminoacidos con distinto grado
de conservacidn se indican en tonos de azul. La posicion de los sitios conservados se indica debajo de las
secuencias, un sitio de N-glicosilaciones (rojo) y un sitio de fosforilacién para caseina quinasa Il (verde).

27

RS

112
119
118
118
1158
118
118
118
118
118
120
120
118
118
118
121
109
138
117
113
145
112
113
118
114

155

212



Capitulo 1

Introduccidn

Na-FAR-1
NECAME_14208
NECAME_04474
Ac-FAR-1
Ace-FAR-1
Ac-FAR-2
NECAME_09996
Oo-FAR-1
NECAME_14203
Ce-FAR-1
Ce-FAR-2
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Hp-FAR-1
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Fig.1.4.Dendrograma de las secuencias de aminoacidos de proteinas FAR. Se construydé una
representacion de la distancia media con una matriz de porcentaje de identidad. El grupo de las

proteinas FAR de pardsito se sefiala en celeste.

En el dendrograma se observa que las proteinas FAR derivadas de nematodos

pardsitos se ubican en un gran clister, que incluye ademds a las proteinas de C.

elegans Ce-FAR-1, Ce-FAR-2 y Ce-FAR-6. Las proteinas Ce-FAR-3, Ce-FAR-5, Ce-FAR-7 y

Ce-FAR-8, de C. elegans se agrupan fuera de este clister y parecen ser los miembros

mas divergentes de esta familia de proteinas. La Unica excepcidn la constituye una de
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las FAR de N. americanus, NECAME_04475, que se agrupa fuera del grupo de parasitos,
con las FAR de C. elegans.

En estudios previos, todas las FAR de organismos parasitos se agrupaban en el mismo

cluster junto con Ce-FAR-6, 2 y 1 *642°044

. En estos analisis se incluia solo una proteina
de nematodo pardsito de la cual se tenia conocimiento. La presencia de
NECAME_04475 indicaria que los nematodos parasitos podrian sintetizar mas de una
clase de FAR, que aun no han sido identificadas en otros organismos, con funciones

potencialmente diferentes.

La identidad de secuencia de Na-FAR-1 con respecto a otras proteinas FAR de N.
americanus se encuentra entre un 44 y un 67%, con las FARs de nematodos parasitos
Ancylostoma y Ostertagia de la clase Rhabditida (a la que N. americanus pertenece)
entre un 40 y un 50%, con las FAR de C. elegans (nematodo no parasito de la clase
Rhabditida) entre un 25 y un 38% y con FARs de nematos parasitos de las clases
Spururida (Onchocerca, Brugia, Acanthocheilonema) y Diplogasterida (Globodera y
Meloidogyne) presenta entre un 28 y un 31% de identidad. El menor nivel de identidad
de secuencia se observa para Ce-FAR-7, que es la proteina cuya estructura se ha

determinado por cristalografia de rayos X.

1.6. Necator americanus

Necator americanus, es un parasito intestinal que se alimenta de sangre cuya
transmisidon es por contacto con suelos contaminados. Junto a Ancylostoma duodenale
y otros miembros de la familia Ancylostomatidae se los denomina uncinarias, siendo N.
americanus el mas ampliamente distribuido. Mas de 740 millones de personas

alrededor del mundo estan infectados con estos nematodos >°.

El ciclo de vida requiere la maduracién de huevos y larvas en el ambiente, por lo que
estas parasitosis se ubican dentro de las geohelmintiasis. El ciclo de vida de N.

. . . .. . 7
americanus se describe a continuacion (figural.2) >’
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Las larvas penetran la piel,
entran al torrente sanguineo y
llegan al corazon

Las larvas entran
en los capilares
pulmonares

Larva filariforme
en hojas de pastizal

Las larvas eclosionan
y se desarrollan en
el suelo

Las larvas entran al

Los huevos salen espacio alveolar &

con las heces

Las larvas migran
hasta la traquea y
son deglutidas

Los adultos se alimentan de
sangre y liberan huevos
Las larvas maduran a adultos
en el intestino delgado

Fig.1.2. Ciclo de vida de Necator americanus. Imagen tomada y adaptada de e,

Los huevos embrionan y eclosionan en el suelo bajo las condiciones favorables de
humedad y temperatura que se dan en regiones tropicales y subtropicales. Las larvas
salen de los huevos se mueven y alimentan en la tierra. En esta primera etapa juvenil,
L1, se denominan larvas rabditiformes (en forma de baston). Estas larvas crecen y
mudan en el suelo, transformdndose en la segunda etapa juvenil, L2. Alli, mudan una
vez mas alcanzando la tercera etapa juvenil, L3, también llamada filariforme (en forma
de filaria). Esta ultima es la forma infectiva y presenta geotropismo negativo

ubicandose en los extremos de las hojas de las areas infectadas donde pueden
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permanecer varios meses. Las larvas L3 son capaces de penetrar la piel humana, migrar
por el torrente sanguineo y alcanzar los pulmones. Una vez ahi, estas larvas
filariformes perforan y penetran la cavidad alveolar y ascienden por la trdquea donde
son deglutidas, para descender hasta el intestino delgado. En la mucosa del intestino
mudan una vez mas al estadio larval L4, maduran y se convierten en adultos fijandose
a la pared intestinal, a través de sus dientes acerrados. En el intestino, donde pueden
permanecer por mas de cinco anos, los adultos se alimentan de sangre y se aparean.
Finalmente los huevos producidos por las hembras se liberan al ambiente a través de

las heces completando el ciclo.

Estos gusanos hematdfagos que causan pérdida de sangre, anemia, deficiencias de
crecimiento y desarrollo intelectual afectan a poblaciones del norte argentino,
halldndose una positividad superior al 30%, que puede llegar al 50% en comunidades

aborigenes *°°.

Las infecciones por N. americanusy A. duodenale aumentan con la edad y se
estabilizan alrededor de los 25 afios y esto las diferencia de otras geohelmintiasis
causadas por Ascaris lumbricoides y Trichuris trichura cuya incidencia es mayor en la

nifiez. Estas observaciones indican que las uncinarias no desarrollan defensas en los

huéspedes, lo cual se debe a que producen diversas moléculas antiinflamatorias e

inmunomoduladorias entre las que podrian encontrarse las FAR *°.

Teniendo en cuenta el escenario antes planteado y considerando la gran incidencia de
esta parasitosis nos propusimos realizar una caracterizacion estructural y funcional de

Na-FAR-1 con los objetivos que se describen a continuacion.
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Objetivos

Los objetivos generales del presente trabajo estan vinculados al andlisis estructural y
biofisico de las proteinas solubles que unen lipidos de helmintos, para desarrollar un
mejor entendimiento de la relacién estructura-funcion, de su rol biolégico y en la

patogénesis.

Entre las proteinas de helmintos con caracteristicas estructurales novedosas, se ha
seleccionado para estos estudios a Na-FAR-1, perteneciente a la familia de proteinas
qgue unen acidos grasos y retinol de nematodos. Na-FAR-1 cuya secuencia primaria
parece ser representativa de las FAR sintetizadas por nematodos parasitos, proviene
de Necator americanus, un geohelminto de gran incidencia en nuestra regién, no
existiendo ningun reporte previo sobre la caracterizacion de esta proteina en la

actualidad.
Nos proponemos desarrollar los siguientes objetivos especificos:

° Purificar la proteina recombinante en un alto grado de pureza, compatible con
estudios biofisicos y estructurales.

. Resolver la estructura tridimensional de Na-FAR-1 mediante resonancia
magnética nuclear. En este sentido se pretende: Adquirir espectros y analizarlos para
la asignacion de resonancias y generar las restricciones para su incorporacién en el
calculo de la estructura. Validar de las estructuras calculadas y analizar las propiedades
dindmicas de la molécula.

° Evaluar la capacidad de Na-FAR-1 de unir ligandos hidrofébicos: Caracterizar los
compuestos hidrofdbicos unidos a la proteina recombinante para tener una mayor
aproximacion acerca de qué ligandos une la proteina preferentemente. Estudiar la

especificidad, afinidad y la estequiometria de los complejos formados.
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2. Produccion de proteina

Los estudios estructurales y ensayos de caracterizacion biofisica requieren muestras de
proteina homogéneas, con un elevado grado de pureza. Asimismo, es fundamental
poder obtener buenos rendimientos en la purificacion dado que en los experimentos
de RMN se emplean grandes cantidades y altas concentraciones. La proteina debe ser
estable en el tiempo requerido para los experimentos y no formar agregados al ser
concentrada. Es por esto que la produccion de proteina constituyd un paso
fundamental en el desarrollo del presente trabajo de tesis. Las proteinas FAR no
habian sido purificadas previamente en nuestro laboratorio y en particular Na-FAR-1
nunca purificada en ningun otro laboratorio que se tenga conocimiento, debido a ello
se buscaron las condiciones dptimas para su produccidon en medio rico y en medio

minimo.

Las proteinas FAR se sobreexpresaron en forma recombinante en E. coli como
proteinas de fusion con secuencias de polihistidina. Para su purificacion, luego de la
lisis celular por sonicado, se realizaron sucesivos pasos cromatograficos y se evalud por

distintos métodos la calidad de la muestra.

Si bien la puesta a punto de la purificacidn se llevé a cabo para las cuatro proteinas
FAR seleccionadas inicialmente como objeto de estudio, a continuacién detallaremos
Unicamente los resultados obtenidos para Na-FAR-1, que fue la proteina finalmente
seleccionada para completar los estudios estructurales y en la que se centra este

trabajo de tesis.

2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Soluciones amortiguadoras

e Buffer de unidn: Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 5 mM, NaN; 1 mM, pH= 7.4.
o Buffer de lavado: Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 25 mM, NaN3; 1 mM, pH=7.4.

e Buffer de elucién: Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 250 mM, NaN3 1 mM, pH=
7.4.

e Buffer PBS: 137 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,4, 1.8 mM KH;PO,4, 1 mM NaN;3 pH=7.4.
e Buffer NMR: NaCl 20 mM, NaPi 20 mM, pH=7.4.
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2.1.2. Biologia Molecular

La secuencia codificante de Na-FAR-1 se obtuvo de la base de datos de transcriptémica
de nematodes, Nembase4 (http://www.nematodes.org/) ID de secuencia: NAC00128,
el cDNA codificante fue sintetizado quimicamente (GeneArt AG, Regensburg,
Alemania) con una cola de polihistidina adicionada en el extremo N-terminal y clonada
en el vector de expresién pET1la (Novagen). El ¢cDNA sintetizado codifica para la
secuencia de aminoacidos de la proteina Na-FAR-1 recombinante detallada en la figura

2.1

1 MGSSHHHHHHSSGHMFKYED IPADYRDLMPPEARDFLAONLSDGDKTWVLKEVFKAGPYST
58 KNTEES | AALKKKSPELGAKVEKLHAMVKSK I AALGPEAKGFAEKSIEI ARG I KARY 114

115 YTGNEPTKDDLKASVKEVLKLYKAMSDAGKADFGKQFPFLAKVFESGKAAKFAGEN 170

Fig.2.1. Secuencia de aminoacidos de Na-FAR-1 recombinante. La proteina rNa-FAR-1 presenta un tag
de polihistidina no clivable en su secuencia.

Este trabajo de tesis se desarrollé con la proteina Na-FAR-1 recombinante con la
secuencia de polihistidinas en el extremo N-terminal. La denominacidon rNa-FAR-1 se
empleara en casos en que se quiera diferenciar de la proteina madura nativa, de otro

modo se nombrara simplemente Na-FAR-1.

El cDNA codificante de Ov-FAR-1 fue sintetizado quimicamente (GeneArt AG,
Regensburg, Alemania) con una cola de polihistidina adicionada en el extremo N-

terminal y clonada en el vector de expresion pET11d (Novagen).

Los plasmidos conteniendo las secuencias codificantes de Ac-FAR-1 en el vector
pET30a y Ce-FAR-5 en pET30 Xa/LIC, fueron cedidos por el laboratorio de Malcolm W.

Kennedy de la Universidad de Glasgow.
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2.1.2.1. Minipreparacion de Plasmidos

La obtencidn de DNA plasmidico se realizé a partir de cultivos de E. coli segun el
protocolo de ®°. Se emplearon 5 ml de cultivo bacteriano fresco, crecido toda la noche
a 37°C en un tubo Falcon™. Se centrifugdé a 3000 rpm durante 10min a 4 °C. Se
removié el sobrenadante y se resuspendié el pellet con 100 pl de una solucién Tris-CIH
25 mM, EDTA 10 mM, pH= 8, agitando en vdrtex. Se adicionaron 200 pl de una
solucion NaOH 0,2 M, SDS 1 %, recientemente preparada. Se agité suavemente por
inversion, hasta resuspensién completa del pellet, y se incubd a temperatura ambiente
por no mas de 5 minutos. Se adicionaron 150 pl de una solucién acetato de potasio
5M, éacido acético 11,5% v/v, enfriada en hielo para detener la lisis. Se agitd
suavemente por inversion y se incubd en hielo por 5 minutos. Se centrifugd a 1200 xg
por 10 minutos a 4 °C y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio. Se adicionaron
450 pl de fenol-cloroformo (1:1), estabilizado con solucién de Tris-HCl 100mM pH 8, y
se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos eliminando asi proteinas y restos de
lipidos. Se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos y se transfirié el sobrenadante a un
tubo limpio. Se adicioné 1 ml de etanol 96 % y se incubd a -20 °C durante 30 minutos.
Se centrifugd a 12000 rpm durante 25 min. Se removié el sobrenadante y se lavé el
pellet con etanol 70 %. Se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos, se removid el
sobrenadante y se invirtié cuidadosamente el tubo sobre un papel absorbente para
secar a temperatura ambiente. Se disolvid el pellet en 20-50 ul de agua bidestilada
estéril y se midid en una dilucién apropiada la absorbancia a 280 y 260 nm para
evaluar su grado de pureza. Se agregd RNAsa en una concentracion aproximada de 20

pg/mly se guardd a -20 °C.

Alternativamente se emplearon kits comerciales QuickLyse Miniprep Kit (Qiagen)

siguiendo las especificaciones del fabricante.

La presencia de plasmidos con los distintos insertos se evidencid6 mediante una
digestion con las enzimas de restriccion correspondientes y electroforesis en geles de

agarosa.
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2.1.2.2. Electroforesis en geles de agarosa

Bajo la accién de un campo eléctrico los fragmentos de DNA se separan en base a su
peso molecular. Este andlisis se realizd mediante electroforesis en geles de agarosa
para comprobar la integridad de las construcciones en los plasmidos. Para la
visualizacidn de vectores linealizados y sus correspondientes insertos se emplearon
geles de agarosa 1%. La solucidn se prepard en buffer Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM,
pH=8. Para evidenciar la presencia de acidos nucléicos en un transiluminador UV, se
agregd 1 pl de bromuro de etidio de una concentracion 10 mg/ml. Debido a su alto
caracter mutagénico el bromuro de etidio se reemplazé por SYBR® Safe, Invitrogen

siguiendo especificaciones del fabricante.

2.1.2.3. Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

La técnica utilizada para la extracciéon de DNA a partir de geles de agarosa fue una
adaptacion del procedimiento descripto en el manual de DNA Gel Extraction Kit,
Millipore. Se cortaron con bisturi las distintas bandas de interés del gel de agarosa bajo
luz ultravioleta y se trituré sobre una superficie lisa. Los trocitos de gel fueron
depositados en filtros de 0,22 um, los cuales encastran en tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Se centrifugd a 13000 rpm en una microcentrifuga refrigerada durante 10 minutos. Se
repitio el procedimiento rehidratando el gel previamente con 200 ul de H20

bidestilada estéril. Con el volumen eluido se realizé una precipitacién con etanol.

2.1.2.3.1. Precipitacion con etanol

Para concentrar y/o purificar una muestra de DNA se realizd una precipitacién con
etanol ®°. Se agregd dos veces el volumen de etanol 96 % y el equivalente al 10 % del
volumen de la muestra de una solucién acetato de sodio 3M. Se incub6 30 minutos a -
20 °C. Se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos y se removio el etanol. Se lavé el
pellet con 500 pl de etanol 70 %. Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos y se
removié el etanol, se dejé secar a temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en

agua bidestilada estéril y se guardd a -20 °C.
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2.1.2.4. Digestion con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccidén presentan gran especificidad y generan terminales ligables,
lo que permite el corte y analisis del DNA. Las enzimas de restriccién Nde |, Nco |, Xho
I, Xba | fueron obtenidos de Promega (USA). Todas las digestiones fueron realizadas
segln el siguiente protocolo: 1 a 5ul de DNA (0.5-1.0 pg), 1 pl 10X Buffer provisto junto
con las enzimas, 0,1 ul BSA, 0,5 ul de cada enzima a utilizar y H,0 bidestilada estéril
necesaria para completar el volumen. En un volumen final de 10 pl. Se incubd 2 hrs a

37 °C.

Na-FAR-1: Nco | y Nde I; Ov-FAR-1: Nde | y Nco I; Ac-FAR-1: Xho | y Xbal; Ce-FAR-5: Xho
|y Xbal.

2.1.2.5. Ligacion

Mediante una reaccién de ligacién, catalizada por la enzima ligasa del fago T4, se
favorece la formacion de enlaces fosfodiéster, pudiendo unir fragmentos de DNA de
distinto origen. Para la ligacion, se utilizéd una relacién inserto/vector 3:1 (mol:mol), 1
pl 10X buffer ligasa provisto junto con la enzima, 1 pl enzima T4 DNA ligasa, H,O
bidestilada estéril hasta completar un volumen final de 10 pl. Las reacciones fueron

incubadas durante toda la noche a una temperatura de 4°C.

2.1.3. Obtencion de bacterias competentes

Para la generacidon de bacterias capaces de ser transformadas, se siguid el protocolo
detallado por ®. Se inocularon 3 ml de medio de cultivo liquido LB (triptona 1%,
levadura 0,5%, NaCl 1%) sin antibiético con un stock de bacterias no competentes
recién descongeladas. Se incubdé toda la noche a 37°C, con agitacion fuerte. Se
diluyeron los 3 ml de cultivo en 100 ml de medio LB sin antibidtico y se incubd con
agitacion fuerte hasta DO600nm=0,5. Se dejé enfriar depositando el cultivo sobre hielo
durante aproximadamente 10-15 minutos. Se centrifugd a 2000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 30 ml de

buffer TFB1 (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, acetato de potasio 30 mM, CaCl2 10 mM,
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Glicerol 15 %, pH=5,8; esterilizado por filtro de 0,22uM). Se incubd sobre hielo durante
90 minutos y se centrifugd a 2000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante. Se resuspendio el pellet con 4 ml de buffer TFB2 (10 mM, RbCl 10 mM,
CaCl2 75 mM, Glicerol 15 %, pH= 8,0; esterilizado en autoclave). Las bacterias fueron

almacenadas a -70°C en alicuotas de 500 pl.

2.1.4. Transformacion de bacterias competentes

Mediante esta técnica se logra la incorporacién de DNA plasmidico en el citoplasma
bacteriano. En este trabajo de tesis se han transformado células pertenecientes a
distintas cepas de E. coli. La cepa JM109, utilizada para obtener masa de plasmido; y la
cepa BL21 (DE3), utilizada para obtener masa de proteina. Se tomaron 5 pl de una
reacciéon de ligacion y se depositaron en un Eppendorf de 1,5 ml. Se agregaron 100 pl
del stock de bacterias competentes y se incubd en hielo durante 30 minutos. Se aplicé
un shock térmico incubando en un bafio termostatizado a 42°C durante 50 segundos,
seguidos de dos minutos de incubacion en hielo. Se agregaron 900 pl de medio LB sin
antibidtico y se incubd con agitacién fuerte durante 2 horas a 37°C. Se realizaron al
menos dos diluciones del cultivo y se distribuyeron con ayuda de una espatula de
Drigalsky (esterilizada por incineracidn a la llama con alcohol 70%) sobre placas de
medio LB con Agar 1.5% conteniendo el antibidtico correspondiente, que depende del
vector que se usd para la transformacion. Se incubd toda la noche en estufa a 37°C. Se
seleccionaron varias colonias y se constaté la presencia del pldsmido mediante una
minipreparacion de plasmidos. Las bacterias transformadas fueron almacenadas a -

70°C con una concentracion final de glicerol del 20 %.

2.1.5. Expresion y purificacidon de proteinas

La expresion de proteinas se realizd en el sistema pET de Novagen. En este sistema la
expresion génica se encentra regulada bajo el promotor del bacteriéfago T7. La ARN
polimerasa de T7 transcribe nucleétidos cinco veces mds rapido que el de E. coli y el

promotor T7 no es reconocido por la RNA polimerasa de E. coli, por lo cual es
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altamente selectivo. En las células huésped, el gen de la T7 ARN polimerasa se
encuentra bajo el la regulacidon del promotor lacUV5, que es inducido por el B-D-1-
thiogalactopiranosido (IPTG). El represor Lac, codificado en el genoma bacteriano,
inhibe al promotor lacUV5 evitando expresién basal. La expresién se inicia por la
adicién de IPTG que se une al represor lac, liberando el promotor y permitiendo la
transcripcion de la ARN polimerasa T7 y consecuentemente del gen que codifica para

la proteina recombinante.

2.1.5.1. Medios de cultivo

LB:
NacCl 10g
Triptona 10g

Extracto de levadura 5g

H,0 destilada csp 1L

Medio minimo:

M9 (5X) 50ml
MgSO, (1M) 0,5ml
CaCl, (50mM) 0,5ml
Glucosa (20%P/V) 2,5ml
NH,Cl (2M) 2,5ml

Tiamina (50mg/ml) 0,25ml
H,0 bidestilada csp  250ml

M9 5X:

Na,HPO, 34g
KH,PO4 25g
NaCl 2,5g

H,0 bidestilada csp 1L

El medio minimo se empled para la produccion de proteina marcada isotépicamente

para los experimentos de NMR. La marca se incluyé mediante la incorporacién de °N-
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NH4Cl y **C-glucosa, en reemplazo de los reactivos no marcados, segiin requerimientos

de cada experimento.

2.1.5.2. Sobreexpresion de proteina

El medio de cultivo se prepard con antibidtico adecuado, segln el gen de resistencia
codificado en cada vector, a fin de ejercer presién de seleccion. Para Na-FAR-1 y Ov-
FAR-1 s empledé ampicilina (Invitrogen) y para Ac-FAR-1 y Ce-FAR-1 kanamicina
(Invitrogen). Se inoculé con una dilucién 1000x de un cultivo en LB crecido toda una
noche. Se incubd a 37°C, con agitacién a 170 rpm, hasta que la DO a 600nm alcanzé =
0.8 punto en el cudl se incorpora Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) de
Promega (USA) para inducir la expresidon. Se siguid incubando para permitir la

expresion. Se cosecharon las bacterias por centrifugacion a 7000rpm por 20 min.

2.1.5.3. Lisis por sonicacion

Las bacterias se resuspendieron en buffer de unién conteniendo 0.01% de Benzonasa
(Novagen) o DNAsa (Invitrogen) e inhibidor de proteasa (Promega). La sonicacién se
realizé en un sonicador Sanyo Soniprep 150 a una amplitud de 10 micrones en dos
series de 5 minutos o hasta observar pérdida de viscosidad y cambio de coloracién.
Durante el proceso se empled un bafio de hielo para evitar el calentamiento de la

muestra.

Las fracciones soluble e insoluble se separaron por centrifugacién a 20000 xg por 30

minutos en centrifuga Avanti JE.

2.1.5.4. Cromatografia de afinidad en columna de niquel

La fracciéon soluble obtenida tras la centrifugacion del sonicado bacteriano fue filtrada
con jeringa empleando filtros de 0.4 pum (Nalgene) para remover restos de membrana

celular. Seguidamente se pasé por gravedad a una columna de afinidad con resina Ni-

40



Capitulo2 Produccién de proteina

NTA (Novagen) o (GE Healthcare), de 5ml, se lavé con 40ml de buffer de unién, 40ml

de buffer de lavado y finalmente se eluyd la proteina con 20ml de buffer de elucion.

2.1.5.5. Cromatografia de exclusion molecular

Con la finalidad de eliminar contaminantes tales como moléculas pequefas presentes
en los buffers o proteinas de diferentes pesos moleculares se realizd una
cromatografia de filtracion en geles. Se empled una columna Superdex 75 GL 10/300
(GE Healthcare) en un equipo de FPLC Akta design (GE) con buffer PBS a un flujo de
0,5ml/min.

2.1.5.6. Cromatografia en fase reversa (rp-HPLC)

Para remover moléculas hidrofébicas unidas a la proteina se realizé HPLC en fase
reversa empleando un equipo Merck-Hitachi con detector UV a 280nm con una
columna Vydac C8 (4.6 x 250mm) equilibrada con 90% de solvente A [0.1%(v/v) acido
trifluoroacético (TFA) en agua] y 10% de solvente B [acetonitrilo, TFA 0.1% (v/v)]. La
corrida se realizé a un flujo de 1ml/min empleando los siguientes gradientes lineales:
10-30% solvente B en 5 min; 30-70% de B en 13 min; 70-100% de B en 2 min; 100% de

B por 5 min.

2.1.5.6. Liofilizacion

Luego de la cromatografia rp-HPLC, la fraccidn correspondiente a la proteina se
transfirié a un baldn con pico esmerilado o a un tubo Falcon™ y se congel6 sobre las
paredes (con N, liquido, en el dispositivo de enfriado con etanol presente en el
liofilizador o en freezer a -80°C segun disponibilidad). Se liofilizd hasta sublimacion
completa de los solventes y se resuspendié en agua. Se ajusté el pH agregando
bicarbonato de amonio y se volvié a liofilizar. Este segundo paso de liofilizacidn se
realizd para asegurar la total remocién de TFA. Finalmente se reconstituyd la muestra

en buffer acuoso.
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2.1.5.7. Cuantificacion

Se calculé la concentraciéon proteica aplicando la Ley de Lambert-Beer, para la

absorbancia medida a 280 nm:

Abs=Ixcx €

Donde | es el recorrido de la luz, c es la concentracion de la muestra y € es el

coeficiente de extincién molar de la proteina (expresado en M cm™).

El coeficiente de extincion molar calculé en forma tedrica en una solucién de
guanidina-CIH 6M. El calculo se realizd considerando que los Unicos residuos que
contribuyen significativamente al espectro de absorcidn en el rango 276-282 son

tirosinas, triptofanos y cisteinas (Edelhoch et al., 1967). Se utilizé la férmula:

€M, Gdn.HCI= @€, Tyr + bEM, Trp + CEM, cys

donde €Exyr, Errp, Y Ecis son los coeficientes de extincién molar de residuos tirosina,
triptofano vy cisteina a la longitud de onda deseada ®' y a, b, y ¢ corresponden al
numero de residuos por molécula de proteina. En el caso de Na-FAR-1 la férmula se
simplific6 dado que de los residuos que contribuyen a la absorcion sélo presenta

tirosinas.

2.1.5.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizé segin el método SDS-PAGE 2. Se
emplearon geles en una concentracidn de 15 % acrilamida 0,4% bisacrilamida, con un
espesor de 0,7 6 1 mm. Primero se forma el gel de 15% acrilamida donde se resuelven
las proteinas y que tiene 6 cm de alto y 8 cm de largo. Luego de su gelificacion, se
forma sobre el anterior el gel de “apilamiento” o stacking, un gel con menor contenido
de acrilamida (3,9% acrilamida 0.1% bisacrilamida), en el cual se logra concentrar la
muestra a una banda concentrada de unos pocos mm de espesor debido a los cambios
de pH. Los geles se armaron en un equipo para celdas MiniProtean Il (BioRad) y se

corrieron por 20 min a 200 Volt y 50 min a 150 Volt. La tincidn se realizdé con una
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solucién 0,1 % Coomasie Blue R-250 en H20:metanol:acético (5:5:2). La decoloracién
se efectud con una solucién 10 % acido acético 30 % etanol. Las muestras fueron

incubadas, en buffer muestra, durante 5 minutos a 100°C antes de la siembra.

2.1.6. Control de integridad estructural

2.1.6.1. Espectros de dicroismo circular (CD)

Se midieron espectros de CD en el UV lejano con el objetivo de evaluar los
componentes de estructura secundaria de la proteina y espectros en el UV cercano

83 Los espectros de CD fueron

gue son caracteristicos de la estructura terciaria
tomados en un espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Corporation, Japan). Las
condiciones generales que se utilizaron fueron; velocidad de 50 nm/min con un tiempo
de respuesta de 1 segundo. Los datos se obtuvieron en el UV cercano (entre 250 y 320
nm) en cubetas de 0.5cm con 1.43mg/ml de proteina y en el UV lejano (190-240 nm)
midiendo en cubetas de 0.02cm una solucién de proteina 0.71mg/ml. Se tomaron 5
espectros y se promediaron. Los datos de elipticidad en grados que mide el equipo son
luego normalizados por la medida de concentracién y son expresados como Elipticidad
Molar en funcién de la longitud de onda. Finalmente se estimd el contenido de

estructura secundaria empleando los algoritmos presentes en el sitio Dichro web

(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml).

2.2. Resultados

2.2.1. Cromatografia de afinidad

El primer paso de purificacién es la cromatografia de afinidad y es comun a las cuatro
proteinas debido a que todas cuentan con una secuencia de polihistidina en el extremo
N-terminal. La proteina se une a los iones de Ni** inmovilizados en la columna, por
medio de las seis histidinas y queda retenida. Se lavan las impurezas con una
concentracién intermedia de imidazol (buffer lavado) y luego es eluida con altas
concentraciones de imidazol (buffer elucién) que compite por su interaccion con el

Ni**. Las interacciones inespecificas se evitan por la presencia de NaCl en los buffers.
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En la figura 2.2 se puede observar un gel de electroforesis de poliacrilamida en
codiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) realizado para evaluar esta etapa de
purificacion. Se sembraron muestras correspondientes al pellet (P) y sobrenadante del
sonicado bacteriano (Sb), la fraccidon correspondiente a la elucién de proteinas
contaminantes que no presentan afinidad por la columna (), la fracciéon que eluye al
lavar con buffer de unién (Bu), la fraccidn de buffer de lavado (L) y finalmente la

elucion de la proteina (E).

Con 170 aminoacidos, Na-FAR-1 recombinante presenta un peso molecular teérico de
18767.4 Da. En la elucién se obtiene una banda mayoritaria correspondiente al tamafio
molecular esperado. Si bien la abundancia relativa de la proteina es mayor al 90% al
eluirla de la columna de afinidad, se realizaron pasos subsiguientes de purificacidn

para eliminar las impurezas presentes.

Fig.2.2. SDS-PAGE de las distintas fracciones de la cromatografia de afinidad de Na-FAR-1. P: pellet; Sb:
sobrenadante; I: fraccién de la muestra que no se une a la columna; Bu: lavado con buffer de unién; L:
lavado con buffer de lavado; E: elucidn de la proteina; LMW: marcador de bajo peso molecular.

2.2.2. Cromatografia de exclusion molecular

Mediante una filtraciéon en geles las proteinas se separan en base a su tamafio y
pueden eliminarse las impurezas presentes cuyos pesos moleculares difieran al Na-

FAR-1: las moléculas grandes tienen una menor interaccion con la matriz inerte, entran

44



Capitulo2 Produccién de proteina

en pocos poros eluyendo primero, y las pequefias que entran en mas poros, son mas

retenidas y eluyen a un volumen mayor.

La elucidn se visualiza por seguimiento de la absorvancia a 280 nm en funciéon del
volumen. En el cromatograma se observa un pico de pequeiio tamafio seguido de una

meseta y finalmente un pico bien definido y mayoritario (fig.2.3).
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Fig.2.3. Cromatograma de exclusion molecular por seguimiento de la DO a 280nm en funcién del
volumen de elucién. El nimero de tubo en que se colecta la muestra se indica en color rojo. Se observa
la presencia de un pico mayoritario correspondiente a la proteina Na-FAR-1.

Para controlar este paso de purificacién e identificar la fraccidn correspondiente a Na-
FAR-1, se tomaron muestras de los distintos tubos y se analizaron mediante SDS-PAGE

(fig.2.4).

El pico mayoritario corresponde a la proteina Na-FAR-1, que eluyé a un volumen de
aproximadamente 12.5 ml. Por comparacion con los volumenes de retencidn
obtenidos en la elucién de otras proteinas FAR y FABP de diferentes tamafios, se
estima que el volumen de eluciéon obtenido para Na-FAR-1 se corresponderia con el

estado monomeérico en solucion.

Se observa que la meseta observada en el cromatograma corresponde a la presencia
de proteinas de mayor tamafo, colectadas en los primeros tubos. Se descartaron los
tubos con mayor proporcién de contaminantes y se juntaron los enriquecidos en Na-

FAR-1 para continuar con la purificacién.
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Fig.2.4. SDS-PAGE de las distintas fracciones de la cromatografia de exclusion molecular de Na-FAR-1.
La numeracidén corresponde a los tubos que se colectan a la salida de la columna; LMW: marcador de
bajo peso molecular.

Este paso de purificaciéon permitié eliminar impurezas proteicas de distintos tamafios,
asi como también el imidazol presente en el buffer de elucién en la cromatografia de

afinidad.

2.2.3. Deslipidizacion

La remocidn de los lipidos unidos a la proteina constituye un paso fundamental en la
purificacion y es clave para el éxito de los ensayos de determinacidn de estructuras por
NMR debido a la multiplicidad de ligandos, y por ende de configuraciones (entornos
quimicos) presentes en la poblacién de proteinas estudiadas. Por ello, se realizd este
paso de manera exhaustiva por RP-HPLC, siendo los resultados de las técnicas clasicas
con Lipidex (Sigma) no satisfactorias. Su importancia queddé demostrada en los

controles de integridad estructural por 2D NMR que son descriptos mas adelante.

La presencia de lipidos se evidencié por seguimiento de la marca de acido palmitico *C

agregado para evaluar esta etapa de purificacion.

En una primera instancia se empled la columna de interaccion hidrofébica Lipidex,
ampliamente utilizada en nuestro laboratorio para deslipidizar las FABP de mamifero

® pero no se logré remover la totalidad de los lipidos unidos a las distintas FAR.
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Se procedié entonces a deslipidizar por HPLC en fase reversa (del inglés high
performance liquid chromatografy). La fase estacionaria consiste en una matriz de
silica derivatizada con moléculas hidrofébicas de determinado nimero de carbonos. La
fase movil es un sistema de solventes en gradiente de polaridad decreciente
acompaiado de un agente desnaturalizante. La proteina se desnaturaliza y mediante
sus regiones hidrofébicas expuestas es retenida en la columna, al igual que los lipidos
que pudiera contener. Ambos tipos de compuestos eluyen en distintas regiones del

gradiente permitiendo su separacion.

Como fase estacionaria se probaron columnas C18 y C8, y como fase mévil diferentes
gradientes acetonitrilo-agua ambos conteniendo 0,1% de acido trifluoroacético para
desnaturalizar la proteina. La columna C8 resulté la mas apropiada para la purificacidn
de Na-FAR-1 con esta mezcla de solventes, ya que la C18 necesitd de mas altas
temperaturas y mayor porcentaje de acetonitrilo para la elucién de las proteinas. En la
figura 2.5 se puede observar un cromatograma de HPLC para Na-FAR-1 obtenido por

seguimiento a 280nm en funcién del tiempo de elucidn.
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Fig.2.5. Cromatograma de HPLC por seguimiento de la DO a 280nm en funcién del tiempo de elucién.
Se observa la presencia de un pico mayoritario correspondiente a la proteina Na-FAR-1.

La corrida se realizé a 20°C para todas las proteinas excepto Ce-FAR-5 que requirié

incubacién a 40°C para ser eluida, denotando su alta hidrofobicidad.
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Para identificar las fracciones correspondientes a la proteina se realizé6 un SDS-PAGE

(figura 2.6).

A partir del gel se observa que el pico mayoritario del cromatograma, corresponde a la
proteina Na-FAR-1, que eluye alrededor de un 50% de acetonitrilo. Posteriormente, a
un porcentaje cercano al 85% de acetonitrilo, eluye mds proteina Na-FAR-1 pero esta
vez acompanada de la fraccidn lipidica, segin se comprobd por seguimiento de la

marca **C.

Mediante HPLC se logra la remocion de la fraccidn lipidica dado que la proporcion
mavyoritaria de proteina se halla libre de marca **C. También se logra por este método
la eliminacién de un contaminante proteico remanente de menor peso molecular que

eluye antes que Na-FAR-1, como se observa en la calle 18 del gel (fig.2.6).
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Fig.2.6. SDS-PAGE de las distintas fracciones de la cromatografia de HPLC de Na-FAR-1. La numeracién
corresponde a los tubos que se colectan a la salida de la columna; LMW: marcador de bajo peso
molecular.

A fin de comprobar la total separacién de los ligandos hidrofébicos unidos a la
proteina, se realizdé un control de la deslipidizacidn por extraccidon con el reactivo de

Folch y posterior cromatografia en capa fina como se detalla en el capitulo 6.
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Cabe destacar que este paso de purificacion requiere la desnaturalizacion de la
proteina en buffer orgdnico con TFA y su posterior reconstitucion mediante una
liofilizacién, seguida de una renaturalizacién en buffer acuoso. Teniendo esto en
cuenta, es de vital importancia evaluar si la proteina preservd tanto su estructura
como su capacidad de unidn a ligandos hidrofébicos después de este procedimiento.
Para tal fin se realizaron ademas de los controles de integridad estructural detallados a
continuacion, ensayos de unidon a ligando mediante espectroscopia de fluorescencia

que confirmaron que no se produjo pérdida de funcionalidad.

2.2.4. Controles de integridad estructural

Para confirmar que la proteina Na-FAR-1 recombinante purificada preserva la
estructura secundaria y terciaria, y se encuentra en estado monomérico en solucién, se
realizaron controles por dicroismo circular y resonancia magnética nuclear en una y

dos dimensiones.

2.2.4.1. Dicroismo circular

Se realizaron controles de integridad estructural midiendo espectros de dicroismo

circular (CD) en los que se emplean distintas regiones del espectro de luz ultravioleta
. . 63 .

(UV) circularmente polarizada °°. La estructura secundaria puede ser evaluada

mediante espectros CD resultantes de absorciones del enlace peptidico en la regién

ultravioleta lejana, mientras que la estructura terciaria y el entorno de los aminodcidos

aromaticos puede estudiarse mediante espectros CD en la regién ultravioleta cercana.

Los espectros UV lejano de CD permitieron confirmar una alta composicién de a-hélice

en la estructura secundaria de Na-FAR-1 (figura 2.7).
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Fig.2.7. Espectro UV lejano de dicroismo circular de la proteina Na-FAR-1 (0.71 mg/ml, en celda de
0.02 cm de camino 6ptico). Puede apreciarse un alto contenido a-helicoidal caracteristico de la familia
de proteinas FAR. El voltaje se mantiene en valores aceptables en todo el rango de longitudes de onda.

Se obtuvo un espectro tipico de estructuras a-helicoidal con maximo de helipticidad
molar alrededor de 190 nm y dos minimos en aproximadamente 208 y 222 nm.

Empleando tres algoritmos distintos se obtuvieron resultados similares, estimandose

63

que la estructura secundaria de la proteina presenta un 62% de oa-hélice ™. Los

resultados obtenidos estdn en concordancia con los de otras proteinas FAR

previamente descriptas en literatura 3742

. El contenido de a-hélice varia entre un 62 y
un 72% para la mayoria de las proteinas FAR, con excepcidn de Ce-FAR-7 que presenta
una menor proporcién de este tipo de estructura secundario, cuya estimacién es

cercana al 37% .

El espectro de UV cercano presenta las contribuciones de fenilalaninas, (255 a 270 nm)
y de tirosinas (275 a 282 nm y mayores longitudes de onda) presentes en la proteina

(fig.2.8).

A longitudes de onda mayores, entre 290 y 305 nm, no se evidencia el pico
caracteristico de triptofanos debido a la ausencia de los mismos en la secuencia de Na-

FAR-1.
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Fig.2.8. Espectro UV cercano de dicroismo circular de la proteina Na-FAR-1 (1.43 mg/ml, en celda de
0.5 cm de camino dptico). El voltaje se mantiene en valores aceptables en todo el rango de longitudes
de onda.

2.2.4.2. Espectros de RMN unidimensionales ‘H

En una primera instancia, para evaluar la calidad de la muestra y por ende la
factibilidad de determinar la estructura proteica por RMN, se realizaron espectros de
'H unidimensionales (1D- 'H). Se emplearon como criterio forma del pico y dispersién
en el espectro 1D 'H. A continuacién se muestran dos espectros representativos
(figura.2.9 y figura.2.10). Los espectros de Na-FAR-1 y Ce-FAR-5 presentaron picos
angostos, afilados y con una buena dispersion de desplazamientos quimicos

(figura.2.9).

En cambio, en el caso de las proteinas Ac-FAR-1 y Ov-FAR-1, sus espectros presentaron
picos mas anchos y menos definidos y una menor dispersién sobre todo en la regién

entre 6 y 10 ppm que corresponde a las amidas del esqueleto carbonado (figura.2.10).
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Fig.2.9. Espectro RMN unidimensional (1D) 'H para Na-FAR-1. En el espectro correspondiente a Na-
FAR-1 se observa una buena dispersidon de los picos sobre todo en la regidon entre 6 y 10 ppm que
corresponde a los grupos amida del esqueleto carbonado, asimismo los picos son angostos y definidos.
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Fig.2.10. Espectro RMN unidimensional (1D) 'H para Ov-FAR-1. En el espectro de la proteina Ov-FAR-1,
se observa un solapamiento de picos mayor y una menor dispersién en comparacidon con Na-FAR-1.

Dado que estos resultados implicarian el mismo comportamiento en espectros en dos
o tres dimensiones, se estima que el analisis de estas ultimas dos proteinas, mediante

esta técnica, resultaria complicado.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron las proteinas Na-FAR-1 y Ce-

FAR-5 para continuar con el andlisis.

2.2.4.3. Espectros de RMN bidimensionales *H-"°N

Na-FAR-1 y Ce-FAR-5 se purificaron en medio minimo M9 enriqueciendo con e\ y se
registraron espectros 2D heteronucleares >N-HSQC (Heteronuclear single quantum
coherence) % En este caso Na-FAR-1 presentd un espectro levemente mejor, con un
menor solapamiento de las sefiales por lo que se decidié continuar los estudios de
RMN con esta proteina, sin descartar que la estructura de Ce-FAR-5 pueda

determinarse por esta técnica.

Se registraron espectros °N-HSQC de la proteina antes y después de ser tratada para
la extracciéon de ligandos, observandose cambios en las sefiales que indicarian
multiples conformaciones estabilizadas por la presencia de los diferentes ligandos que
copurificaron unidos a la proteina, reafirmando la necesidad del paso de deslipidacidn

(figura 2.11).
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Fig.2.11. Espectros N HsQC de la proteina antes y después de ser tratada para la extracciéon de
ligandos. En A se observa el solapamiento de las sefiales debido, probablemente, a la presencia de
multiplicidad de conformaciones en la proteina inducidas por los ligandos. Cuando los ligandos son
extraidos en B, se observa una mayor dispersion de las sefiales indicativo de una conformacion
homogénea.

De esta observacion se desprende que la estructura de Na-FAR-1 sufre importantes
cambios conformacionales por unidn a ligando y que estos cambios varian segin la
identidad del ligando unido.
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2.6. Conclusiones

Se optimizaron las condiciones para la obtencion de proteina Na-FAR-1 en cantidad y
calidad necesarias para su analisis por biologia estructural. Se obtuvo un rendimiento
de 80mg de proteina por litro de cultivo bacteriano, que permitié producir proteina en
la cantidad requerida.

Los controles de integridad estructural evidenciaron que Na-FAR-1 se purificé en un
alto grado de pureza, y se mantuvo en estado monomérico en solucién al ser
concentrada para llevar a cabo estos estudios.

Se obtuvo una buena dispersidon de picos en los espectros de una y dos dimensiones de
RMN para la proteina Na-FAR-1, por lo que se consideré una buena candidata para
continuar con la determinacion de estructura.

3. Determinacion de la estructura de Na-FAR-1

Na-FAR-1 no ha sido estudiada previamente, por lo que no existe en literatura

informacién biofisica ni estructural acerca de esta proteina.

La estructura cristalografica de una proteina FAR de C. elegans (Ce-FAR-7) ha sido
reportada recientemente *°. Sin embargo, por falta de densidad electrénica el sitio de
unién a ligando no se encuentra bien definido. Por otra parte, Ce-FAR-7 es una
proteina de un nematodo de vida libre y es un miembro de un subgrupo diferente a
Na-FAR-1 dentro de la familia FAR, como se desprende de la comparacidon de
secuencias presentada en la introduccion de este trabajo de tesis. Por lo tanto, dada la
limitada informacién que existe hasta el momento acerca de esta familia de proteinas,
y las potenciales aplicaciones que podria tener el conocimiento de la estructura de Na-
FAR-1, hacen de esta proteina una opcién interesante para la determinacion

estructural.

La técnica utilizada en este trabajo de tesis para la determinacién de la estructura de
Na-FAR-1 es la resonancia magnética nuclear (RMN). Complementaria a la
cristalografia de rayos X, RMN es una herramienta espectroscépica poderosa que

permite estudiar a nivel atdmico moléculas de interés biolégico en solucidn.

Aquellos nucleos que poseen un nimero cudntico de espin (l) distinto de cero son

susceptibles a un campo magnético aplicado y se alinean con este de modo tal que
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presentan diferentes estados cada uno con un nivel de energia asociado. Asi, los
nucleos con I=% presentan 21 + 1 = 2 estados de energia y se comportan como dipolos
magnéticos . La excitacion de estos nucleos (también llamados espines) con
radiofrecuencias que coincidan con la diferencia entre los niveles de energia produce

la absorcién de energia y da lugar a las sefiales de RMN.

Los experimentos de RMN consisten en secuencias de pulsos, para la deteccidn de los

nucleos deseados, que constan de cuatro etapas descriptas a continuacién:

Durante la preparacidn (i) se excita al nucleo deseado mediante una serie de pulsos.
Luego, durante la evolucion (ii), se le permite precesar libremente un determinado
tiempo t;, en que la magnetizacién se marca con el desplazamiento quimico del primer
nucleo (dimensidn indirecta). Seguidamente, durante el mezclado (iii) se aplican las
secuencias de pulsos que producen la transferencia de magnetizacidon a un segundo
nucleo. Existen dos mecanismos para la transferencia de magnetizacién: el
acoplamiento escalar y la interaccién dipolar. El acoplamiento escalar es la influencia
del estado de un nucleo sobre otro mediada por los electrones a través del enlace. La
magnetizacion de un espin puede ser transferida a otro espin a través de los enlaces
con una constante escalar J. En cambio, la interaccién dipolar se manifiesta a través del
espacio, dependiendo de la proximidad espacial y de la orientacidn respecto al campo
magnético. La transferencia de magnetizacién se produce mediante un proceso de
relajacidon cruzada que se conoce como efecto nuclear Overhauser (NOE, de acuerdo a
sus siglas en inglés). Finalmente, los datos se adquieren en el periodo de deteccion (iv).
Durante este tiempo la magnetizacidon se marca con el desplazamiento quimico del
segundo nucleo (dimensidn directa) y se produce un decaimiento de las sefiales libre

de induccién conocido como FID (del inglés free induction decay).

En el espectro bidimensional resultante de aplicar una secuencia de pulsos como la
antes mencionada, se obtendrd un pico (llamado crosspeak en inglés) donde se
entrecruzan las frecuencias detectadas en la dimensién directa e indirecta. En
experimentos multidimensionales, se incorporan periodos de evolucién adicionales

para los nucleos que se desean detectar.

Los experimentos de RMN convencionales se llevaban a cabo con proteinas purificadas

desde su fuente natural y solian estar restringidos al empleo de transferencia de
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magnetizacion entre hidrégenos que son el Unico ndcleo cuyo isétopo naturalmente
abundante presenta un I=). Mediante la incorporacién de marcaje isotdpico se
pudieron reemplazar los ndcleos 2C y **N presentes naturalmente en las proteinas por
B3¢y N con I= %, generdndose nuevas vias para la transferencia de magnetizacion.
Esto permitid el desarrollo de experimentos de triple resonancia para estudios de

estructura y dindmica de proteinas 2.

La estrategia general para resolver la estructura de proteinas por RMN se esquematiza a

continuacion (figura3.1):

Preparacion de la muestra > f[

Adquisicién y procesamiento | I “! > ‘ﬂﬂ A

de espectros

Asignacidn de resonancias

Generacion de restricciones °°

Calculo de estructuray
refinamiento

Validacién

Fig.3.1. Esquema de la estrategia para la determinacidn de estructura de una proteina. Las imagenes
se tomaron y adaptaron de http://aria.pasteur.fr/documentation/courses/saclay-november-
2011/saclay_nmr_school.pdf.

Los desplazamientos quimicos observados en los experimentos deben ser asignados a
atomos especificos para interpretar los espectros de RMN a modo de emplearlos en la

determinacién estructural. Con ese objetivo se han desarrollado diferentes estrategias
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de asignacién basadas en los experimentos de triple resonancia multidimensionales
cuya eleccidon depende del sistema en estudio. Estos experimentos correlacionan

frecuencias 1H, 15N, 13

C que conforman lo que se denomina un sistema de espines. En
el sistema de espines se agrupan todas las sefiales correspondientes a espines de un
residuo dado, que se correlacionan con sefiales provenientes de espines de residuos
secuenciales en la cadena polipeptidica. Rastreando las sefales de espines de residuos
consecutivos, se conectan los sistemas de espines contiguos que son luego
identificados sobre la base de la secuencia de aminoacidos. La asignacion de

resonancias comienza generalmente desde la cadena principal y se extiende a los

carbonos y protones de las cadenas laterales.

Una vez que se han asignado todos los desplazamientos quimicos de los atomos
observables de la proteina, esta informacidn se emplea para la generaciéon de
restricciones para el calculo de estructura. Generalmente, la asignacidn se transfiere a
los experimentos basados en interacciones dipolares NOESY (del inglés Nuclear
Overhauser effect spectroscopy) a partir de los cuales se generan las restricciones
espaciales. A su vez, pueden emplearse para el calculo restricciones de angulos
diedros, de acoplamientos J y las estructuras pueden refinarse con restricciones de
puentes disulfuro, de puentes hidrégeno y restricciones adicionales de largo alcance
como las que brindan los experimentos basados en acoplamientos residuales dipolares
(RDC). Finalmente, las estructuras calculadas se someten a un proceso de validacion

donde se evalua la calidad de las mismas.

Los detalles correspondientes a la determinacién de la estructura de Na-FAR-1
siguiendo el esquema antes mencionado se desarrollaran en los apartados

subsiguientes.

3.1. Preparacion de la muestra

La proteina se purificéd siguiendo los protocolos antes descriptos, sin marca, marcada
con N y doblemente marcada con °N y 3C, segin los requerimientos de cada
experimento. Luego de ser resuspendida en buffer NaCl 20 mM, NaPi 20 mM, pH=7.4,

la proteina se concentré a 500 uM empleando concentradores Vivaspin de 20ml con
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membrana de corte en 5kDa. Se transfiriéd a un tubo eppendorff y se agregdé 5% D,0
para monitorear la frecuencia del deuterio (lock). La muestra se centrifugé a 13000xg a
4°C por 10 min para remover las posibles particulas presentes y se transfirié a un tubo

de RMN de 5 mm de diametro.

3.2. Adquisicion de espectros

Todos los datos se recolectaron en un espectrometro de RMN Avance 600 MHz de
Bruker equipado con una criosonda TClI 5 mm, a 311K. En la mayoria de los
experimentos se emplearon secuencias de pulsos estdndar presentes en la biblioteca
del espectrometro. Para algunos de ellos de realizaron modificaciones especificas que

se mencionan en cada caso.

La adquisicidon, procesamiento y posterior analisis de los espectros se realizaron en

procesadores con entorno Linux CentOS.

3.2.1. Estrategias de muestreo

Una limitacién que presenta la RMN multidimensional es el tiempo requerido para
adquirir un ndmero de puntos suficiente en la dimensién indirecta, de modo de
obtener espectros bien resueltos. En consecuencia, se requieren semanas e incluso
meses para adquirir todos los espectros multidimensionales necesarios para la
determinacion de una estructura. A fin de solucionar este inconveniente, se recurrid a
la técnica de muestreo no-uniforme, que permite la adquisicion de espectros de modo
mas rapido. En los experimentos de RMN multidimensional convencionales, se emplea
un incremento regular de los tiempos de evolucién para obtener la sefal de la
dimension indirecta con una resolucidon apropiada. Con cada dimensiéon adicional, el
numero de puntos muestreados en las dimensiones indirectas aumenta, asi como
también aumenta el tiempo necesario para la adquisicidn. En el muestreo no uniforme,
introducido por primera vez por Barna ®°, en lugar de muestrear todos los puntos de
tiempo para ambas dimensiones indirectas, se recolecta un numero reducido de datos

en el dominio del tiempo. Empleando un esquema de recolecciéon de datos y de
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procesamiento adecuados, el muestreo no uniforme produce espectros de igual
calidad que con esquemas convencionales pero en escalas de tiempo mucho menores
0 En este trabajo, los experimentos multidimensionales se llevaron a cabo siguiendo

la estrategia de muestreo no uniforme.

3.3. Procesamiento de senales

Las sefiales adquiridas durante la FID se encuentran en el dominio del tiempo y es
necesario realizar un pasaje al dominio de frecuencia. Esto implica la aplicacién de
diferentes funciones matematicas durante el procesamiento de las sefiales para

generar los espectros.

3.3.1. Procesamiento con transformada de Fourier directa

Los espectros muestreados convencionalmente se procesaron usando el paquete de
programas Azara (Dr. Wayne Boucher, www.ccpn.ac.uk/azara). Los scripts de
procesamiento iniciales se crearon desde los archivos de datos Bruker mediante el
programa ReferenceB (desarrollado por la Dra. Krystyna Bromek, University of
Glasgow). ReferenceB brinda una referencia para los desplazamientos quimicos de

acuerdo al método descripto "

Todos los datos se ajustaron con una funcién ventana apropiada y se agregaron puntos
posteriores a la caida libre de induccién con valor igual a cero (zero filling). Esto
permite optimizar la resolucién de la sefial y minimizar artefactos de truncado antes de
aplicar la transformada de Fourier. La transformada de Fourier transforma la FID del
dominio del tiempo al de frecuencias. Seguidamente se aplicé una correccién de fase
al espectro transformado. Cuando fue requerido se realizé una correccidn en la linea

de base o de convolucién para eliminar la sefial residual del agua.

3.3.2. Procesamiento con maxima entropia

En RMN multidimensional existen limitaciones en cuanto a la cantidad de datos que

pueden recolectarse, por lo que no siempre es posible tomar la FID hasta que haya
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decaido a cero. La transformada de Fourier de estos datos truncados puede llevar a la
aparicién de artefactos en el espectro resultante. Para minimizar la aparicion de
artefactos en los espectros se han desarrollado alternativas a la transformada de

Fourier.

En este trabajo se empled el procesamiento de entropia mdaxima (MaxEnt) como
alternativa de la transformada de Fourier Directa, para procesar espectros truncados.
El procesamiento MaxEnt crea varios dominios de frecuencia de prueba a los que
luego aplica la transformada de Fourier inversa y compara con los datos medidos. De
los posibles dominios de frecuencia simulados que son consistentes con la FID medida,

se selecciona aquel que presenta la mayor entropia ",

En el caso de los experimentos con muestreo no uniforme, la transformada de Fourier
directa produce espectros con artefactos debido a los puntos faltantes, pero si se
realiza un procesamiento de mdaxima entropia para la reconstruccidon de los datos se

evita la aparicién de los mismos.

3.4. Asignacidn de resonancias

Los espectros se analizaron en el programa CCPNAnalysis para la asignacion de
resonancias . Asi, se identificd la frecuencia de resonancia de casi todos los nucleos

presentes en la proteina Na-FAR-1 sobre la base de su secuencia primaria.

3.4.1. Asignacion secuencial de la cadena principal

Las resonancias de los grupos amida se establecieron a partir de espectros *°N-HSQC

(del inglés Heteronuclear Single Quantum Coherence)® de Na-FAR-1.

El experimento 'N-HSQC correlaciona resonancias de &tomos de 'H y N
covalentemente unidos, con una constante de acoplamiento escalar, *J de 90 — 94 Hz

(figura 3.2).

La secuencia de pulsos de este experimento comienza con la excitacién de los nicleos
1 . . .y . 15 f
H. Luego, se transfiere la magnetizacion a los ndcleos N mediante un bloque de

pulsos INEPT (del inglés Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer)
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modulado por J. La magnetizacién de los nicleos °N evoluciona modulada por sus
desplazamientos quimicos. Seguidamente la magnetizacion se transfiere a *H mediante
un INEPT reverso. Finalmente se detecta la magnetizacién en 'H modulada por sus

desplazamientos quimicos.

(H—(o—Hy)  ()—(o—(Hy)

(Hp—(ogr—be)  (e—(c—p)

N

[ 1

(N —car—{c) (ca)—(¢)
:H N ) ( H t)‘:/:: L: Q .\_:' |rHl r,: ':_,_. Q \l
. A .

i i

1 i

Fig.3.2. Esquema del espectro ®N-HSQC. Los nucleos qgue son detectados se sefialan en fucsia y las
flechas indican el camino de transferencia de la magnetizacién. La imagen se tomd de
http://www.protein-nmr.org.uk/.

Como la magnetizacion *H que evoluciona durante la deteccién (dimensién directa)
contiene informacién de los desplazamientos quimicos de >N acoplados escalarmente
(dimensidn indirecta), el espectro bidimensional resultante presenta un pico por cada
par de nucleos *H-""N unidos. En una proteina esto incluye a las amidas de las cadenas
laterales de glutaminas y asparaginas; aminas de argininas, histidinas y triptéfanos y
las amidas de la cadena principal de todos los aminoacidos, exceptuando a las prolinas

(que no poseen H unido a N).

. . 1 . .
Los picos obtenidos en el espectro >N-HSQC se seleccionaron y se asignaron a un

sistema de espines con resonancias amida ‘Hy N asociadas.

Para identificar cudles son las resonancias especificas que se correlacionan con las
resonancias de los grupos amida se emplearon experimentos heteronucleares de triple
resonancia adaptados a un esquema de muestreo no uniforme por el Dr. Brian Smith

(figura 3.3).

El nombre de los experimentos suele estar compuesto por los ndcleos involucrados en
la transferencia de magnetizacion, con los nucleos cuyos desplazamientos quimicos no

se dejan evolucionar indicados entre paréntesis.
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Fig.3.3. Esquemas de los experimentos de triple resonancia utilizados para la asignacion de la cadena
principal de Na-Far-1. Los pares de experimento empleados fueron HN(CO)CACB y HNCACB; HNCO y
HN(CA)CO; HBHA(CBCA)NH y HBHA(CBCACO)NH. Los nucleos que son detectados se indican en fucsia
mientras que en azul se sefialan aquellos a través de los cuales se transfiere la magnetizacion. Las
flechas indican los caminos de transferencia de la magnetizaciéon. Las imagenes se tomaron de
http://www.protein-nmr.org.uk/.

Los pares de experimentos complementarios de este tipo, permiten la identificacion de
resonancias del residuo propio i (intra-residuo) y del residuo anterior i-1 (inter-residuo)
con respecto al grupo amida. Se emplearon los experimentos HNCACB " y
HN(CO)CACB "° que correlacionan los carbonos Ca y CB intra- e inter-residuo con el

pico amida. En el experimento HNCACB la magnetizacion se transfiere entre las
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resonancias amida y las resonancias Ca/CB de ambos residuos, tanto del residuo
propio como del anterior. El experimento complementario, HN(CO)CACB, discrimina
entre correlaciones intra- e inter residuo dirigiendo la magnetizacién mediante el
grupo carbonilo del residuo previo y por ende solo identifica la resonancias Ca y CB del
residuo i-1. Asi, usando este par de experimentos, se pueden determinar las
identidades de las resonancias Ca y CB de residuos contiguos y agregarse a los

sistemas de espin apropiados.

Ademas de HNCACB y HN(CO)CACB en este trabajo se emplearon otros dos pares de
experimentos complementarios: HNCO y HN(CA)CO para identificar correlaciones
entre carbonos carbonilicos intra- e inter-residuo (i-1) ’°, y HBHA(CBCA)NH vy
HBHA(CBCACO)NH que permiten identificar correlaciones Ha y HP intra- e inter-

residuo ”°.

Los tres pares de experimentos brindan rutas complementarias de informacion para la
asignacién secuencial lo cual reduce los casos de ambigliedad producidos por la
degeneracion de desplazamientos quimicos presentes en una proteina relativamente
grande como Na-FAR-1. La asignacién secuencial se llevd a cabo con estas
combinaciones de espectros empleando el modo “protein sequence assignment” del
programa CCPNAnalysis . Este software identifica y ordena sistemas de espin con
resonancia intra-residuo que coinciden con las resonancias inter-residuo de un sistema

de espin dado.

En instancias en que se identifica una correspondencia no ambigua, los sistemas de

espin se conectan secuencialmente (figura 3.4).

Los desplazamientos quimicos caracteristicos de Ca y CP, y en menor medida de Ha y
HpB, permiten predecir el tipo de aminodcido del cual provienen, ya que dependen mas
de la identidad quimica que del entorno. Sumando estas predicciones a la informacién
proveniente de la secuencia de la proteina, los sistemas de espin secuencialmente
unidos se pudieron asignar a regiones de la cadena principal de la proteina. Esta
informacién fue suficiente para asignar mas del 90% de la cadena principal de Na-FAR-

1.
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Fig.3.4. Espectros HNCACO y HNCO empleados para conectar sistemas de espin secuenciales. Cada
banda corresponde a las resonancias amida de sistemas de espin consecutivos, en el interior se indica el
desplazamiento quimico BN en ppm. Se muestra la conectividad de secuencia de Na-FAR-1 desde el
residuo -1 hasta el 5 para los experimentos HNCO (azul) que muestra el carbonilo del residuo propio y
HNCACO (rosa) que muestra el carbonilo del residuo propio y del anterior.

3.4.2. Asignacion de cadenas laterales

La asignacion de cadenas laterales realizada se basd en dos tipos de estrategias:
asignacién de cadenas alifaticas y aromadticas. Los experimentos empleados se

esquematizan en la figura 3.5.
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Fig.3.5. Esquemas de los experimentos utilizados para la asignacion de las cadenas laterales. Los
experimentos de triple resonancia empleados para la asignacion de las cadenas alifaticas fueron
(H)C(CCO)NH-TOCSY, H(C)(CCO)NH-TOCSY, HCCH-COSY, H(C)CH-TOCSY y (H)CCH-TOCSY y para la
asignacion de las cadenas aromaticas se emplearon los experimentos bidimensionales (HB)CB(CGCD)HD,
(HB)CB(CGCDCE)HE y "C-HSQC. Los niicleos que son detectados se indican en fucsia mientras que en
azul se sefialan aquellos a través de los cuales se transfiere la magnetizacién. Las flechas indican los
caminos de transferencia de la magnetizacion. Las imagenes se tomaron y adaptaron de
http://www.protein-nmr.org.uk/.
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3.4.2.1. Asignacion de cadenas alifaticas

La asignacién de las cadenas laterales alifaticas se realiza mediante experimentos que
identifican resonancias alifaticas basadas en acoplamientos J que se dan a través de

enlaces entre los nucleos de la cadena lateral de los aminoacidos.

Con el fin de sobrellevar el efecto de solapamiento de sefiales dado por el tamafio de
la molécula y el gran nimero de lisinas presentes en Na-FAR-1, en una primera
instancia se emplearon dos experimentos HCC(CO)NH -TOCSY 3D: (H)C(CCO)NH-TOCSY
y H(C)(CCO)NH-TOCSY """7° En ambos experimentos la magnetizacién se transfiere
entre los carbonos alifaticos de las cadenas laterales bajo mezclado isotrépico, y luego,
via el carbono carbonilico, a la resonancia amida del residuo siguiente (i+1). En el
experimento H(C)(CCO)NH-TOCSY, la magnetizacidn se deja evolucionar bajo la
influencia de la resonancia del protdn alifatico. Este experimento correlaciona las
resonancias amida del esqueleto carbonado con las resonancias de protones alifaticos
de las cadenas laterales del residuo anterior (i-1). En el (H)C(CCO)NH-TOCSY la
magnetizacion del protdn alifatico no se deja evolucionar y este espectro correlaciona
las resonancias amida del esqueleto carbonado con las resonancias de carbonos
alifaticos de las cadenas laterales del residuo anterior (i-1). En este trabajo se empled

un tiempo de mezclado de 12 ms.

Como las asignaciones de secuencia y resonancia de la mayoria de las amidas de Ila
cadena principal ya habian sido determinadas, las resonancias de las cadenas laterales
se asignaron a cada residuo (figura 3.6). Los experimentos HCC(CO)NH-TOCSY fueron
también utiles para confirmar las asignaciones previas y permitieron asignar gran parte
de las resonancias Co y Cy de la mayoria de los residuos. Debido a la naturaleza
oscilatoria de la transferencia de magnetizaciéon durante el mezclado isotrépico, un
solo tiempo de mezclado no produce una trasferencia homogénea de magnetizacién a
lo largo de toda la cadena lateral y los picos son menos intensos para espines

acoplados mas distantes, esto dificulté completar la asignacién de cadenas laterales.
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Fig.3.6. Bandas de espectros (H)C(CCO)NH
que muestran los resultados de conectividad
de secuencia. Bandas consecutivas de las
resonancias amida de los residuos 89 al 94. El
espectro (H)C(CCO)NH se representa en
turqueza y permite la asignaciéon de
resonancias de carbonos alifiticos de las
cadenas laterales de residuos previos (i-1).
También se representan espectros HNCACB y
HN(CO)CACB que se emplearon en la
asignacién de la cadena principal. HNCACB
presenta correlaciones de CB (naranja) y Ca
(azul) de residuo iy del residuo anterior (i-1)
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Para completar las asignaciones se empled un experimento HCCH-COSY (del inglés
Correlation Spectroscopy) ¥ y dos tipos de HCCH-TOCSYs (del inglés Total Correlation
Spectroscopy): H(C)CH-TOCSY y (H)CCH-TOCSY 3!, En el HCCH-COSY cada banda de
carbono presenta correlaciones con los hidrégenos alifaticos de carbonos contiguos,
mientras que en el H(C)CH-TOCSY se observan correlaciones con todos los hidrégenos
alifaticos de la cadena lateral. En el (H)CCH-TOCSY se observan los desplazamientos

quimicos de todos los carbonos de la cadena lateral en la banda de hidrégeno.

En ambos experimentos HCCH-TOCSY la magnetizacion se transfiere desde los
hidrégenos de la cadena lateral al carbono alifatico unido. En el H(C)CH-TOCSY la
magnetizacion del protdn alifatico inicial se deja evolucionar, obteniéndose espectros
con dimensiones indirectas 'H y *C y una dimensién directa 'H, mientras que en
(H)CCH-TOCSY el protdén inicial sélo se usa para transferir la magnetizaciéon y se
obtienen dos dimensiones de °C y la directa de 'H. La asignacion se basé
fundamentalmente en el H(C)CH-TOCSY, pero el experimento (H)CCH-TOCSY fue
especialmente Util para asignar las resonancias de lisinas que presentaron gran
solapamiento en el espectro anterior. Na-FAR-1 posee un gran nimero de lisinas (un
total de 25) en su estructura primaria, residuos que debido a la carga presente en su
cadena lateral se encuentran generalmente expuestos al solvente, censando un
ambiente similar que redunda en un solapamiento de las sefiales. En el ejemplo de las
figuras 3.7 y 3.8 se observan las correlaciones obtenidas a partir de estos experimentos
TOCSY que permitieron completar la asignacidon de un residuo de lisina gracias a la

complementacién de H(C)CH-TOCSY con (H)CCH-TOCSY.
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Fig.3.7. Bandas de espectros H(C)CH-TOCSY. Se muestran las correlaciones Bea y 13Cy— 'H de Lyseg. El
pico correspondiente al He se detecta en la banda del Cy pero los desplazamientos quimicos de Cd y Ce
son aun desconocidos.
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3.4.2.2. Asignacion de cadenas aromaticas

La asignaciéon de las cadenas laterales aromaticas se llevd a cabo con el aporte de los
experimentos 2D (HB)CB(CGCD)HD y (HB)CB(CGCDCE)HE, dénde las resonancias H6 y
He se correlacionan con resonancias intra-residuo de CPB por la transferencia de
magnetizacion a través de acoplamientos escalares . Una vez identificados los
desplazamientos quimicos de H8 y He se navegd en el espectro 2D *C-HSQC, que
presenta correlaciones 3C-'H para todos los atomos directamente unidos,
independientemente de la identidad quimica, y se identificaron las resonancias C6 y Ce

de los residuos aromaticos correspondientes.

Dada la cantidad de residuos aromaticos en la secuencia de Na-FAR-1 (6 tirosinas y 9
fenilalaninas), los espectros 2D fueron suficientes para asignar la mayoria de los
residuos, sin embargo, algunos presentaron solapamiento y las asignaciones restantes

se realizaron mediante los espectros 3D *C-NOESY.

3.4.3. Asignacidon de espectros NOESY

Todas las asignaciones se transfirieron a los espectros NOESY 3D: B3C-NOESY-HSQC y
>N-NOESY-HSQC para generar restricciones a emplear en célculos de estructura
subsecuentes (figura 3.9).

i1 i

-1 i
C-NOESY-HSQC 15N-NOESY-HSQC

Fig.3.9. Esquemas de los experimentos NOESY. Los experimentos empleados fueron 3D BC-NOESY-
HSQC y 3D N-NOESY-HSQC. Los nucleos que son detectados se indican en fucsia. Las flechas indican los
caminos de transferencia de la magnetizacion. Las imagenes se tomaron de http://www.protein-
nmr.org.uk/.
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Se asignaron las dimensiones directa de hidrégeno e indirecta del heterodtomo
correspondiente (>N en > N-NOESY y *C en *C-NOESY). La asignacion de la dimensidn
indirecta de hidrégeno solo se completé manualmente en casos donde existiera gran
confianza. Los experimentos NOESY también permitieron la identificacién de las
resonancias no asignadas hasta ese momento: cadenas laterales de prolinas y argininas

asi como también amidas de las cadenas laterales.

3.4.4. Compendio de asignacion

A partir de los experimentos descriptos se asignaron 157 de los 170 residuos de Na-
FAR-1 recombinante. Los residuos no asignados pertenecen a la secuencia de
polihistidina N-terminal de la proteina recombinante, que corresponde a una regién de
alta movilidad de acuerdo con los experimentos de dinamica expuestos en el capitulo
siguiente. La totalidad de los residuos de la secuencia de la proteina nativa fue

asignada, al menos parcialmente.

Un resumen de la asignacién se muestra en la tabla 3.1.

Tipo de resonancia Disponible Asignado % Asignado
Elemento C 812 682 83.99
Elemento H 1014 927 91.42
Elemento N 229 156 68.12
Amida 331 294 88.82
Cadena principal 671 602 89.72
Cadena principal no-H 510 455 89.22
Cadena lateral H 853 780 91.44
Cadena lateral no-H 531 383 72.13

Tabla 3.1. Resumen de la asignacion de Na-FAR-1.

En la figura 3.10 se muestra el *°N-HSQC asignado de Na-FAR-1.

71



Capitulo 3 Determinacion de la estructura de Na-FAR-1

10T
133G
_.60G g -;‘;3%,5‘1536
_40G
94G
< 146G
2286 102G <4
HQQ%Q
565 Al
_78G ‘4551235 - o3
1350
1067
_,_:4F_ 44N55N 44N e:155N
oD 135Q0+ = 0n35Q
86E 725 120 @24N
7 122K ggs 1366 nis 4N "]31',_-:54“ 24N
) g s o SsKT
17E ‘-’;FK 100Y 231 gm 355 .2.2LER ugs 2
¥ P8 ookl S 0K 080143519 B2
1258 36V mD 150K 4K§%fﬁ' l&n‘r _%F,ghms;\
37F A B 80@04&1_9_ it jme 7K 251
144E,, 93“7% A2Y 4?L 63Vl 51A
B2KE0 =~ E ”2?49.;\ ??L ] 61 ’339‘\
265., 109K . LI5K mK”g" 91 o Fhen
43K 126D 8A 38K129|< RSO0 (h s
g1acPhs 27D 1217 130A61A 69[) 591
a6ES 127A. 0 29071 V ¢ “ 98R
891 1K 1R
85A%D - KETT OM
155N
19R
3y
8A
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5
&'H (ppm)

105

110

115

120

[
(%]

8'N (ppm)

Fig.3.10. 15N-HSQC asignado de Na-FAR-1. Se muestran las correlaciones amida de Na-FAR-1. Los 155

aminoacidos de la proteina nativa fueron asignados total o parcialmente.

La gran mayoria de las resonancias asignadas presentd desplazamientos quimicos

dentro de los limites esperados para el tipo de dtomo/residuo . Sin embargo, hubo

algunas excepciones con desplazamientos quimicos inusuales (Tabla 3.2). Los datos

que contenian estos desplazamientos quimicos atipicos fueron verificados, y la

asignacion fue confirmada en cada caso.

El analisis posterior de la estructura de Na-FAR-1 permitid determinar que los

desplazamientos quimicos atipicos se correlacionan con la cercania de estos nucleos a

anillos de residuos aromaticos.
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Distribucion 6 de

Resonancia 3 (ppm) referencia (ppm)
6 Ile Hg -0.175 0.88-1.68
16 Pro Hdb 2.273 3.30-4.00
40 Gly Hab 2.739 3.60-4.34
48 Ser Ha 2.873 4.08 - 4.88
73 Lys Hdb 0.875 1.39-1.83
105 Pro Hdb 2.171 3.30-4.00
121 Tyr Ha 2.706 4,07 - 5.19
129 Lys Hg 0.278 1.07 - 1.63
136 Phe Hb 1.434 2.53-3.33

Tabla 3.2. Desplazamientos quimicos atipicos de Na-FAR-1. Los datos de referencia fueron extraidos de
las distribuciones de desplazamientos quimicos presentes en CCPNanalysis basados en la base de datos
RefDB *.

3.5. Restricciones para el calculo de estructura

Muchos de los parametros que pueden ser medidos por espectroscopia de RMN son
sensibles a la conformacién molecular. Mediante el conjunto de restricciones
generadas a partir de estos pardmetros se puede determinar la estructura
tridimensional y son estas restricciones la base de la determinacién estructural por
RMN. En este trabajo se emplearon restricciones espaciales derivadas de experimentos
NOESY, restricciones de dangulos diedros y, para el refinamiento, se incluyeron
restricciones derivadas de acoplamientos residuales dipolares (RDCs, por sus siglas en

inglés).

3.5.1. Restricciones NOE

Las restricciones mds comunmente usadas en la determinacién estructural de
proteinas son las NOE, que contienen conectividades internucleares espaciales
independientes de enlace. Las restricciones NOE se crean como consecuencia del
efecto nuclear Overhauser (NOE) entre espines. Como se menciond previamente, el

efecto nuclear Overhauser proviene de los procesos de relajacién cruzada de nucleos
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dipolarmente acoplados que estan a distancias cercanas en el espacio. Por
perturbaciones en la distribucion de poblaciones entre estados de un nucleo, los
procesos de relajacion cruzada inducen un cambio en la distribucidn de poblaciones de
otro nucleo dipolarmente acoplado que se observa como un cambio en la intensidad
de sefal. La proporcién de relajacién cruzada (o) entre un par de nucleos aislados Ay B

puede describirse como:
OAB = CrAB ® (31)

Donde rap es la distancia internuclear y ¢ es la funcion de correlacion que depende del
tiempo de correlacién rotacional, t. del vector internuclear. Luego de la perturbacion
del equilibrio de un nucleo dado y un tiempo subsiguiente Tmezca, donde se permite
gue ocurran los procesos de relajacion cruzada, la magnetizacién se transfiere al
nucleo vecino. La ecuacion 3.1 describe que la eficiencia con que ocurre esta
transferencia de magnetizacidn es proporcional a la inversa de la sexta potencia de la
distancia internuclear. De este modo, la intensidad de los picos resultantes se puede
usar para estimar la distancia entre dos nucleos, pudiéndose identificar los nucleos en

un rango de hasta 5A para NOEs entre 'H-MH.

Un experimento 2D *H NOESY incluye una serie de tres pulsos de 90° en protén con
dos tiempos distintos entre ellos (figura 3.11). El primer pulso transfiere la
magnetizacion al plano-xy donde el tiempo incrementado t; se emplea para codificar
el desplazamiento quimico del protén excitado en la dimension indirecta. El segundo
pulso retorna la magnetizacién al eje z. Durante el tiempo de mezclado del NOE, Trezclas
ocurre un proceso de relajacidn cruzada entre los nucleos dipolarmente acoplados de
manera dependiente de la distancia. El pulso final transfiere la magnetizacidon del

protdn al plano xy para su deteccion.

La configuracidn espacial de los protones forma una red que establece caminos
alternativos para la transferencia de magnetizacion indirecta, proceso que se conoce
como difusion de espin. Si el Thexa €S demasiado grande, se permite la difusién de
espin afectando las intensidades NOE observadas y produciendo una subestimacién de

las distancias entre hidrégenos al aplicar la aproximacién del par de espines aislados.
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i

Fig. 3.11. Secuencia de pulsos basica de un experimento NOESY. Los pulsos de radiofrecuencia de 90°
se representan con rectangulos. Los primeros dos pulsos estan separados por un tiempo de evolucién ;.
Seguidamente hay un tiempo Tne,q2 donde transcurren los procesos de relajacion cruzada. El pulso final
transfiere la magnetizacion al plano xy para su deteccion.

En este trabajo se generaron restricciones NOE a partir de experimentos 3D Be.
NOESY-HSQC y 3D 1>N-NOESY-HSQC ®. Estos experimentos contienen esencialmente
una secuencia de pulsos NOESY como la de la figura 3.11 seguida de una secuencia
HSQC para transferir magnetizacidn al heteronucleo unido que sea relevante. Ambos
experimentos se realizaron con un tiempo de mezclado de 100 ms para generar
intensidades razonables de picos con una difusion de espin tolerable para una

molécula del tamafio de Na-FAR-1 .

Las restricciones de distancia NOE se generaron con el programa CCPNAnalysis " por
conversion de la altura observada para cada pico en una distancia internuclear
restringida usando la opciéon de compartimientos de distancia “Distance Bins”, con
tolerancias de asignacion que se seleccionaron teniendo en cuenta el ancho de linea
de los picos NOE. Los valores de tolerancia para el protén, carbono y nitrégeno fueron

0.05 ppm, 0.20 ppm y 0.40 ppm respectivamente.

La ventaja del método de compartimientos de distancia sobre el uso de valores
definidos calculados a partir de “1/r° intensity distance mapping” reside en que no es

necesario calibrar el valor de referencia basado en una distancia conocida.

Entonces, en lugar de dar a un pico un valor de distancia especifico, se restringe a
rangos de distancia permitidos. Se definen distintas clases de intensidades de picos,
(por ejemplo, fuerte, medio, débil, muy débil) cada una de las cuales estd asociada a

una distancia comprendida entre limites de distancia que a su vez presentan un error
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asociado. Cada pico NOE se normaliza con respecto a la intensidad media de todos los

picos NOE y de acuerdo a esto se agrupa dentro de una clase de distancia dada.

Las clases de distancia NOE empleadas en la generacién de restricciones para las

etapas finales del calculo se detallan en la tabla 3.3.

Intensidad NOE minima normalizada Distancia maxima
3 2.8
1 3.2
0.25 4
0.1 5
0 6

Tabla 3.3. Compartimientos de distancia empleados en la generacion de restricciones NOE.

Las restricciones generadas en CCPNAnalysis son importadas a ARIA para el calculo de
estructura preservando la informacion de las intensidades de los picos. Alli a partir de
las restricciones inicialemente compartimentalizadas, se calculan valores definidos de
distancia con un error asociado, que son sometidos a procesos de recalibracion
mediante la relacién de intensidad de la aproximacion del par de espines con 1/r° y en

base a las estructuras calculadas a lo largo de las iteraciones.

El error asociado a los valores de distancia que son recalibrados por ARIA,
originalmente establecido en +0.12, se moduldé en +£0.15 en las etapas finales del

calculo, lo cual disminuyd considerablemente la energia de las estructuras calculadas.

3.5.2. Restricciones de angulos diedros

Las restricciones de angulos diedros, aunque agregan poca informacién adicional a
estructuras bien definidas por otros datos, pueden proporcionar informacién
estructural valiosa en zonas donde los datos experimentales son escasos o donde las
restricciones espaciales son ambiguas, y ayudan a la convergencia en los célculos de

estructura °°.
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Los dngulos diedros de la cadena principal se predijeron empleando la herramienta
DANGLE (Dihedral Angles from Global Likelihood Estimates) ®°, contenida en el
programa CCPNAnalysis. DANGLE predice los angulos ¢ y y de la cadena principal y la
estructura secundaria de la proteina, basdndose en datos de secuencia y de
desplazamiento quimico del esqueleto de la proteina. Cada residuo es evaluado en el
contexto de los dos aminoacidos que lo preceden y los dos siguientes. Los datos de
secuencia y de desplazamiento quimico son analizados en secciones de cinco
aminodcidos, contra una base de datos con informacidon de fragmentos de cinco
residuos de estructuras de proteinas en solucion, para encontrar las diez coincidencias
mas cercanas. Este analisis se usa en combinacién con rangos predefinidos basados en
tipos especificos de residuos (glicinas, prolinas, residuos previos a prolinas), para

predecir los angulos @ y y y la estructura secundaria.

3.5.3. Restricciones RDCs

Las mediciones de NOEs proveen informacién semicuantitativa de la distancia entre
pares de nucleos de hidrégeno préximos en el espacio (<5A) dentro de la proteina. Si
estas restricciones de corto alcance no son complementadas con informacién de largo
alcance puede producirse una importante acumulacién de errores a lo largo de toda la
molécula. Para prevenir esto, se puede emplear informacién obtenida a partir de
acoplamientos residuales dipolares (RDCs) que definen la orientacion relativa de
enlaces especificos dentro de la proteina con respecto a un marco de referencia en la
molécula. Los RDCs brindan restricciones espaciales de largo alcance y ayudan a definir
la orientacién entre diferentes dominios de la proteina, donde la informacién de corto
alcance sea escasa o nula, o que se encuentren en regiones remotas de la molécula, y

de este modo contribuyen a mejorar la calidad de las estructuras calculadas ®’.
El acoplamiento dipolar entre dos nucleos puede definirse como:

Dag (6) = Do (1 -3 cos’8) (3.2)

Donde O es el angulo entre el enlace internuclear A-B y el campo magnético, Dy

depende de la distancia entre ambos nucleos y de sus constantes giromagnéticas. La
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molécula en solucién rota y gira aleatoriamente, tomando todas las orientaciones
posibles de 8, como resultado, Dag se promedia a cero. Este efecto es aprovechado en
la mayoria de los experimentos de RMN porgque aumenta la sensibilidad y reduce la
complejidad de los espectros, pero resulta en la pérdida de toda la informacién
estructural contenida en los acoplamientos dipolares. Para poder usar esa informacién
valiosa para el calculo de estructura se puede evitar la pérdida de los acoplamientos
dipolares influyendo sobre el movimiento aleatorio de la molécula, induciendo una
pequefia preferencia por una orientacién particular con respecto al campo magnético.
Esto se puede lograr empleando un medio anisotrépico como bicelas, fagos
filamentosos o geles comprimidos, dénde la molécula se orienta de un modo particular
debido a interacciones electrostaticas o estéricas, pero aun puede moverse

aleatoriamente para producir espectros bien resueltos.

Para dos nucleos A y B dipolarmente acoplados dentro de una molécula que se mueve
aleatoriamente en solucion anisotrépica, el acoplamiento dipolar observado Dpg, se

puede escribir como %%

Dag (8, @) = A, {(3 cos 26 - 1)+ 3/2 R (sen”d cos 2¢} (3.3)

Donde A,*® y R son los componentes axial y rémbico, respectivamente, del tensor de
alineamiento A. A contiene los componentes principales Ax, Ay Y Az Con A,, Ary R

definidas como:

1 AAB_ AAB+ AAB 1
Aq = 5[ > 4 = (A7 - A R

AP
~ 24B
Ag

0 es el angulo entre el vector del enlace A-B y el eje z del tensor de alineacidn. ¢ es el
angulo entre la proyeccion del vector internuclear A-B entre el plano xy y el eje x. A,*®

es igual a:

Uoh N (3.4)
A = = (£20)5, 4y () A

16m3
Donde o es la permeabilidad al vacio, h es la
constante de Plank, S es el pardmetro de orden, ya y ys son las constantes

giromagnéticas de los nucleos A y B respectivamente y A, es la parte axial del tensor de
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alineamiento. Cuando se observa un solo tipo de acoplamiento dipolar, casi todos los
valores se mantienen constantes, siendo los angulos 0 y ¢ los Unicos que afectan los

RDC.

En el presente trabajo se empleé una solucion de fagos filamentosos PF1
(ASLAbiotech, Japon) como medio de alineamiento. En presencia del campo
magnético, los fagos alargados (60A de ancho y 200004 de largo) se alinean paralelos
al campo magnético, debido a que presentan una suceptibilidad magnética
anisotropica, y forman de manera cooperativa un medio homogéneo pero
anisotrépico, restringiendo los movimientos brownianos de las moléculas cercanas .
Una ventaja que presenta el empleo soluciones diluidas de cristales liquidos como
fagos o bicelas, es que la magnitud de alineamiento se puede regular mediante la
concentracion de los mismos. Como Na-FAR-1, es una proteina de unidn a ligandos
hidrofdbicos, las bicelas no resultan apropaiadas para este sistema y la eleccién del

medio de alineamiento recayé en los fagos.

La magnitud de alineamiento se estimd a través de la separacion de bandas del
deuterio. Los nucleos cuadrupolares como el deuterio, tienen una distribucidon de
cargas no esférica dentro del nucleo, que es anisotrdpica con respecto al campo
magnético externo. En un medio isotrépico la interaccion cuadrupolar, asi como ocurre
con los acoplamientos dipolares, se promedia a cero, pero puede observarse en un
medio anisotrdpico. La separaciéon cuadrupolar en el espectro unidimensional de
deuterio, se correlaciona de un modo aproximadamente lineal con la concentracién de

fagos .

Ademas de la concentracion del medio de alineamiento se deben tener en cuenta
otros factores que influyen sobre el nivel de orden en la muestra cuando se usa un
medio eléctricamente cargado como los fagos, como por ejemplo, la carga neta y la
distribucién de cargas de la proteina *°. Una proteina positivamente cargada interactua
fuertemente con los fagos llevando a un ensanchamiento de las sefiales y pérdida de

resolucion.

En una primera instancia se empled una concentracidon de 18 mg/ml de fagos PF1 que

produjo un alineamiento débil satisfactorio con una separacion cercana a los 9 Hz en el
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espectro de deuterio. Sin embargo, en estas condiciones, las sefiales de Na-FAR-1

desaparecieron y se ensancharon en el espectro N-HsQC.

Debido al alto punto isoeléctrico de rNa-FAR-1, estimado en 9.6 (EMBL Gateway to
Isoelectric Point Service, http://www.embl-heidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl), la
proteina positivamente cargada, estaria interactuando fuertemente con las particulas
de bacteriéfago con carga superficial negativa (pl ~4.0) en las condiciones de trabajo a
pH 7.4. La muestra se diluyd y la concentracidén de sal se incrementé para disminuir
interacciones electrostaticas y censar las mejores condiciones de interaccion entre la
proteina y el bacteriéfago, que a su vez permitieran un grado de alineamiento

suficiente.

Los experimentos de RDCs se midieron a una concentracion final 300 mM de NaCl, 9
mg/ml de fagos PF1y 300 uM de Na-FAR-1 con 1.2% D,0. En las condiciones de trabajo

empleadas se observd una separacion de 4.07 Hz para el HDO (figura 3.12).

4.07Hz

+06

+06

+06

Intensidad

+05

+00 -

-1980 -1990 2000 22010 2020 2030
v (Hz)

Fig.3.12. Separacién cuadrupolar de deuterio de HDO en 9mg/ml de fagos a 311K. La separacion es
proporcional al grado de alineamiento de la muestra.

Para la adquisicion de espectros se utilizaron esquemas HSQC modificados basados en
frecuencia, donde los acoplamientos se observan como una diferencia de posiciones

de dos picos en un doblete.
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15N 91 y 1H0t'13C(X 92 con

Se obtuvo informacién angular de acoplamientos dipolares *H-
métodos en fase y anti fase IPAP (del inglés in phase anti phase). En ambos casos los
espectros se adquierieron en fase y antifase, y luego se combinaron por adicién o
substraccidon a modo de obtener espectros que contengan Unicamente los picos campo
arriba o campo abajo en la dimensién de N ', Los experimentos se realizaron en
condiciones isotrépicas (muestras no alineadas) y anisotrdpicas (alineadas en
presencia de fagos) desde donde se extrajeron acoplamientos escalares (J) y residuales
dipolares (J+D), respectivamente. Los valores de J y J+D se midieron usando el macro
para cdlculo de RDC, RDC_Calculator (Dr. Graham Ball, University of Edinburgh) en el
programa CCPNAnalysis para picos resueltos con el objeto de calcular D (figura 3.13).
Se llevaron a cabo duplicados para realizar una estimacién del error de medida de los

acoplamientos. Se obtuvieron 102 restricciones 'Dyn con un error de 1.98 Hz y 76

.. 1
restricciones "Dygcq €cON un error de 0.84 Hz.

Para estimar el tensor de alineamiento se empled el programa PALES (del inglés
Prediction of Aligment from structure) ** (http://spin.niddk.nih.gov/bax/software/
PALES/). En base a las estructuras calculadas a partir de restricciones NOE y angulos
diedros, se extrajeron mediante PALES los componentes axial y rombico para cada
clase de RDC empleada en este trabajo. Para el tensor de alineamiento Dy se estimé
Aa= 3.96 Hz y R= 0.651, mientras que para !Dhacq Se estimé Aa= 7.93 Hz y R= 0.651.
Este programa permitio evaluar el factor Q, que es una medida de cudn bien satisfacen
las estructuras calculadas a las restricciones RDC. El factor Q obtenido fue de 0.549 lo
cual indica que las restricciones provenientes de acoplamientos residuales dipolares
pueden emplearse para el refinamiento de la estructura. Un total de 178 restricciones

de acoplamientos dipolares, se incorporaron al calculo de estructura via potencial SAN/

94
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Fig.3.13. Separacion escalar y residual dipolar en N de un grupo amida de Na-FAR-1. La separacion
escalar (J) fue medida para una muestra en condiciones isotrépicas. El incremento en la separacion (J+D)
de una muestra alineada se usé6 para medir el RDC (D).

3.6. Calculo de estructura

El objetivo del cdlculo de estructura es encontrar las conformaciones que satisfagan las
restricciones experimentales dentro del marco de las restricciones empiricas de
geometrias de enlaces permitidas. Se empled el programa ARIA 2.3 (del inglés
Ambiguous Restraints for Iterative Assignment) para el calculo de la estructura *°. ARIA
presenta un protocolo automatico que puede manejar un gran numero de
restricciones. A continuacién se intentard describir el protocolo seguido en ARIA

durante el calculo de la estructura de Na-FAR-1.
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3.6.1. Dinamica molecular restringida y annealing simulado

ARIA usa dindmica molecular restringida o rMD (del inglés Restrained molecular
dynamics) y annealing simulado para producir multiples estructuras compatibles con
las restricciones y la informacién empirica. Emplea CNS (Crystallography and NMR

96

System) > como magquinaria de célculo de estructura usando campos de fuerza y

dindmica de angulos de torsion.

La dinamica molecular restringida calcula la estructura monitoreando cambios en la
energia potencial de la molécula bajo la influencia de términos empiricos que
describen las interacciones covalentes y no covalentes conocidas entre atomos y los
datos experimentales, durante una simulacién de dindmica molecular ®. Se usa un

campo de fuerza para calcular la energia que se impone a cada atomo:

E total = E covalente * Eno—cova/ente +E experimental
Donde Ecova/ente = Eenlace Edngu/o + Ediedro + Eimpropio Yy Eno-covalente = Evan der Waals

Eimpropio representa términos para imponer la quiralidad de centros quirales y

planaridad de anillos aromaticos.

Los términos covalente y no covalente restringen los movimientos atémicos respecto a
los valores ideales de geometria molecular. En este caso el campo de fuerza empleado
es el PARALLHDG-5.3 ?. El término experimental restringe los movimientos

moleculares a modo de que la estructura satisfaga las observaciones experimentales.

Durante el proceso denominado annealing simulado (simulated annealing) se parte de
una conformacioén inicial al azar y en primer lugar se eleva la temperatura del sistema.
En esta etapa, los términos de fuerza potencial se suavizan y la energia cinética domina
el sistema, permitiendo a la molécula explorar multiples conformaciones y superar
barreras de plegamiento. El sistema luego se enfria lentamente, reduciéndose la
energia cinética al mismo tiempo que va creciendo el peso de los términos de energia
potencial. Para evitar minimos locales, el enfriamiento se realiza muy lentamente en
condicién de pseudoequilibrio. El propdsito de la simulacién es encontrar conjuntos de
coordenadas que satisfagan los datos experimentales del mejor modo posible de modo

que las estructuras calculadas tengan la menor energia potencial.
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Las condiciones del proceso de annealing simulado se adaptaron para mejorar la
convergencia de las estructuras calculadas, principalmente se incrementé el nimero

de pasos en cada etapa (Tabla 3.3).

Etapa Temperatura (K) Pasos
Alta temperatura 10000 20000
Refinamiento 2000 10000
Enfriamiento 1 1000 5000
Enfriamiento 2 50 4000

Tabla 3.4. Resumen de las condiciones de annealing simulado.

3.6.2. Restricciones en ARIA

Las principales restricciones que se usan en RMN para el cdlculo de la estructura son
las generadas a partir de los espectros NOESY. Debido al gran ndmero de hidrégenos
presentes en la proteina, hay ciertos casos en que sus desplazamientos quimicos se

asemejan mucho y no es posible asignar todos los picos NOE de un modo no ambiguo.

Los picos NOE de Na-FAR-1 se asignaron manualmente en instancias donde esto podia
llevarse a cabo con certeza, sin embargo, en la mayoria de los casos, la dimension
indirecta de hidrégeno permanecié sin asignarse. A este tipo de restricciones, donde
existe mas de una posible asignacién para la dimensién indirecta de hidrégeno, se las

denomina restricciones ambiguas.

En CCPNAnalysis se generan restricciones, ambiguas y no ambiguas que son
importadas a ARIA. Las restricciones se importan junto a una lista de asignaciones
posibles seguln los rangos de tolerancia en el desplazamiento quimico establecidos en
CCPNAnalysis durante la generacion de las restricciones. Todas las resonancias que
caen dentro de esos rangos de tolerancia son consideradas en ARIA como posibles
asignaciones para el pico en cuestion. Cada pico NOESY es tomado como una
superposicion de sefiales proveniente de cada una de las posibles asignaciones,

usando un peso relativo proporcional a la inversa de la sexta potencia de la distancia
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interatémica correspondiente. El punto de corte es establecido p

El calculo de la estructura se lleva a cabo empleando las restricciones de distancia
ambiguas mediante la combinacidn de todas las posibles asignaciones de un pico NOE

dentro de una restriccién %°.

Un caso especial son los grupos proquirales en la proteina, especialmente los grupos
metilo de leucinas y valinas, pueden ser dificiles de asignar estereoespecificamente, y
cualquier mala asignacién puede aparejar errores en las estructuras calculadas. ARIA
puede trabajar con grupos proquirales ambiguos permitiendo la asignacién no
degenerada a ambos miembros del par proquiral y cambiando sus asignaciones
durante el calculo ®. La conformacién de menor energia es la que resulta seleccionada

para cada centro proquiral.

3.6.3. Esquema iterativo de calculo

ARIA emplea una estrategia iterativa para el célculo de la estructura *%. La estrategia
iterativa seguida por ARIA puede resumirse del siguiente modo: (i) Andlisis del
conjunto de estructuras, calibracién de intensidades, deteccion de inconsistencias en
las restricciones. (ii) Creacidn de un conjunto de restricciones con menos posibilidades

de asignacién y célculo de un nuevo conjunto de estructuras.

Esto se repite un numero definido de veces para lograr aumentar el nimero de
restricciones no ambiguas con el fin de obtener estructuras bien definidas con menor

energia.
El esquema usado para el célculo de la estructura de Na-FAR-1 se indica en la tabla 3.4.

En la iteracién 0, se realiza un calculo de annealing simulado usando todas las
restricciones no ambiguas y ambiguas asignadas manualmente, partiendo desde una
estructura al azar. La iteraciéon 1 comienza analizando un numero de estructuras
definido seleccionado de la iteracién 0 empleando como criterio la menor energia total
del sistema. Durante el cdlculo, las restricciones de distancia se analizan en base a las
estructuras generadas para identificar violaciones, que pueden deberse a asignaciones
incorrectas o artefactos de ruido y caen fuera del margen de tolerancia. A medida que

transcurren las iteraciones se establecen limites cada vez mas estrictos de tolerancia a
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las violaciones y en el filtro de asignacién parcial. Este ultimo establece un punto de
corte en la intensidad de los picos que son considerados como contribucién a la

asignacion.

De este modo se van filtrando las asignaciones logrando en algunos casos desambiguar
las restricciones. El nuevo conjunto de restricciones con menos posibilidades de
asignacién se emplea en la siguiente iteracion para el calculo partiendo de las

estructuras seleccionadas.

L. N° de N° de Punto de ) Punto de corte
Restricciones Tolerancia de |Umbral de . ., Otras
It ) . | estructuras | estructuras corte de . . e ) . de signacion .
de distancia R i ., =. | violacion (A) | violacién ) restricciones
calculadas | seleccionadas |distancia (A) parcial
0 todas 40 10 7 1000 0.5 1.0 Angulos diedros
chequeadas Angulos diedros
1 . 40 10 7 5.0 0.5 0.9999
deit0 RDC
h Angulos di
2 c equ.eadas 0 10 2 3.0 05 0.999 ngulos diedros
deitl RDC
3 chequ.eadas 0 10 2 10 05 0.999 Angulos diedros
deit2 RDC
chequeadas Angulos diedros
4 1 7 1. . 5
deit3 40 0 0 0.5 0.99 RDC
chequeadas Angulos diedros
5 . 40 10 7 1.0 0.5 0.98
deitd RDC
h Angulos di
6 c equ.eadas 0 10 2 0.5 05 0.95 ngulos diedros
deit5 RDC
h Angulos di
2 c equ.eadas 100 20 2 0.5 05 0.95 ngulos diedros
deit6 RDC
8 chequ‘eadas 100 20 2 0.5 05 0.95 Angulos diedros
deit? RDC

Tabla 3.4. Esquema iterativo usado en ARIA para el calculo de la estructura de Na-FAR-1.

Debe mencionarse que como los dngulos diedros calculados con DANGLE se basan en
angulos diedros tomados desde una base de datos de estructuras conocidas, la
exactitud del resultado depende de cuan representativa sea la base de datos, en lugar
de recaer exclusivamente en los datos experimentales. Esto podria entonces trasladar
errores al cdlculo de la estructura. Para prevenir estos efectos, las restricciones de
angulos diedros sélo se emplean en pasos de alta temperatura del proceso de
simulacién de annealing para favorecer la convergencia. En los pasos finales de
enfriamiento se omiten estas restricciones angulares, haciendo cero la constante de

fuerza, previniendo desviaciones en las estructuras calculadas. Las restricciones de
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angulos diedros se quitaron en la etapa final de todas las iteraciones, haciendo cero la

constante de fuerza en la etapa de enfriamiento 2.

3.6.4. Refinamiento en agua

Para una mayor eficiencia, las estructuras se calculan en el vacio con interacciones
simplificadas de van der Waals y sin término electrostatico en el campo de fuerza. Sin
embargo, este procedimiento puede llevar a la aparicién de artefactos en la estructura
final *°. Es por ello que se empled un paso de refinamiento donde un nimero definido
de estructuras del ultimo paso de iteracidon se encapsularon en una capa fina de
moléculas de agua explicita, y se refinaron contra un campo de fuerza empirico que
incluye una representacion mas completa de van der Waals y términos electrostaticos.
Para que el refinamiento en agua no fuerce a una desviacién de los datos
experimentales, el campo de fuerza se parametrizé de acuerdo a las estructuras
calculadas in vacuo. El refinamiento en agua se llevé a cabo en las 20 estructuras de
menor energia de la iteracién numero 8, siguiendo el procedimiento publicado por

Linge y col *°.

3.6.5. Analisis de las restricciones

Luego de cada ronda de calculo, las restricciones rechazadas por ARIA como
violaciones se analizaron con CCPNAnalysis. Se eliminaron los picos provenientes de
ruido y las asignaciones incorrectas se corrigieron. Las violaciones para las cuales no se
encontro razén valida para desechar se mantuvieron en los calculos subsiguientes. Este
proceso se repitid hasta que las estructuras calculadas mostraron buena convergencia

y baja energia.

3.7. Validacion de estructuras

Las estructuras calculadas proveen modelos generados para representar del mejor
modo posible los datos experimentales. La calidad de estos modelos depende de la

calidad de los datos y de la manera en que estos datos son interpretados en una
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estructura tridimensional '°. Por ello es importante tener alguna medida referente a la
calidad de la estructura calculada y de algin modo saber cuan representativa es en

relacién a la proteina de interés.

3.7.1. Seleccidn del conjunto de estructuras

En RMN las restricciones definen rangos de distancias y de angulos permitidos y no
valores discretos, es por esto que son multiples estructuras las que representan los

datos experimentales.

En la iteracidén final in vacuo de Na-FAR-1 se seleccionaron los 20 modelos que
mostraron la menor energia experimental (NOE+RDC) (figura 3.14). Este conjunto de
estructuras se sometié a refinamiento en agua y los 20 modelos refinados se tomaron

como conjunto de estructuras de Na-FAR-1.
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Fig.3.14. Energia total de las 100 estructuras de Na-FAR-1 generadas en la iteracién 8 del calculo.
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3.7.2. Evaluacion de la calidad de las estructuras

Un modo de evaluar la calidad de las estructuras calculadas es mediante el analisis de
las restricciones empleadas. La precision estd directamente relacionada con la
cantidad de restricciones empleadas durante el calculo. Cuantas mas restricciones son

. . . .2 1
incluidas mejor es la resolucion de la estructura calculada *®.

Las estadisticas de las restricciones experimentales, calculadas a partir de las 20
estructuras refinadas en agua, se detallan en la Tabla 3.5. Es pertinente destacar que

no se observaron violaciones consistentes mayores a 0.3 A.

La precision de las estructuras calculadas da una idea de cudn bien se correlacionan las
estructuras con las restricciones experimentales empleadas. Sin embargo, esto no

implica que una estructura muy precisa sea la mas representativa.

Restricciones de distancia NOE

NOE totales 7097
Ambiguas 3443
No ambiguas 3654

Intra-residuo 1548
Inter-residuo 2106
Secuenciales (i-j=1) 833
Corto alcance (i-j<5) 756
Largo alcance (i-j>5) 517

Violaciones por estructura >0.5A 0.3

Violaciones por estructura >0.3A 1.6

RMSD restricciones de distancia 0.016 A

RDCs

"Dy 102

"Deatn 76

Factor Q 0.164

Angulos diedros 312

Tabla.3.5. Estadistica de las restricciones experimentales empleadas en el calculo.
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Mediante la inspeccién visual de una imagen generada con pymol (www.pymol.org) se
puede tener una idea de la precisidn del conjunto de estructuras (figura 3.15). Los 20
modelos de Na-FAR-1 son muy similares debido al alto nimero de restricciones que
estan representadas. Las regiones terminales y las regiones lazo (especialmente la
region del lazo 4) estan menos definidas que el resto de la proteina debido al menor
numero de restricciones presentes y esto podria ser una consecuencia de procesos

dindmicos que experimentan esas zonas.

Fig.3.15. Representacion estereoscopica de las 20 estructuras finales calculadas de Na-FAR-1
superpuestas. La coloracion es de azul en el extremo N-terminal a rojo en el C-terminal.

La calidad de los modelos se puede evaluar de una forma mas cuantitativa mediante el
calculo de la desviacion cuadratica media (RMSD) entre las coordenadas atdmicas de

cada modelo y una estructura promedio generada a partir del conjunto de estructuras.

La estructura promedio se generé empleando el programa UWMN (M. Hartshorn y L.
Caves, University of York). Este programa crea una matriz de la distancia entre los
atomos de todos los modelos del conjunto de estructuras. La matriz de distancia se

proyecta hacia el espacio tridimensional para producir la estructura promedio.

El RMSD se calculd para la molécula entera y para las regiones estructuradas que
fueron determinadas a partir de datos de relajacién presentados en el capitulo

siguiente. Se seleccionaron los residuos que se hallaban en las regiones de estructura
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secundaria definida, excluyendo lazos y las regiones moéviles de los extremos N- y C-

terminal (tabla 3.6).

RMSD con respecto a la estructura promedio (,Z\)

Molécula completa Regiones estructuradas
Atomos pesados 1.012 0.944
Cadena principal 0.597 0.504
Ca 0.611 0.523

Tabla 3.6. RMSD calculado con UWMN para regiones estructuradas y totales.

En la figura 3.16 se observa que existe una buena distribuciéon de restricciones
espaciales a lo lago de la molécula. Esto resulta en que la mayoria de los residuos
presente un RMSD bastante similar a la media, indicando que la estructura se
encuentra bien definida. Los residuos con mayores valores de RMSD se encuentran en

regiones lazos y en los extremos de la proteina.

La presencia de restricciones RDCs a lo largo de la molécula asegura la existencia de
informacién orientacional entre las distintas zonas y elementos de estructura

secundaria.
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Numerode RDCs
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Fig.3.16. Correlacion entre restricciones espaciales y el RMSD por residuo en la estructura de Na-FAR-
1. En (A) se indica el nimero de restricciones de acoplamientos dipolares, en (B) el nimero de
restricciones NOE, empleadas durante el célculo de la estructura y en (C) se indica el RMSD, estimado
mediante UWMN, para los Ca de cada residuo en las estructuras resultantes.
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3.7.3 Calidad geométrica del conjunto de estructuras de NA-FAR-1

En cristalografia de rayos X, la determinacion estructural se realiza exclusivamente a
partir de datos experimentales y no requiere de la incorporacién de datos empiricos o
del empleo de campos de fuerza como ocurre en RMN. Mediante la comparacion con
los datos estandar provenientes de estructuras determinadas por cristalografia de
rayos X se puede evaluar la calidad geométrica de las estructuras determinadas por
RMN. En la tabla 3.7 se incluye la desviacién promedio del conjunto de estructuras de

Na-FAR-1 con respecto a los valores geométricos ideales.

RMSD respecto de la geometria ideal

Longitud de enlace (A) 0.03 £ 0.00
Angulo de enlace (°) 0.59+0.02
Angulo impropio (°) 1.57 £0.07

Tabla 3.7. RMSD del conjunto de estructuras de Na-FAR-1 con respecto a valores empiricos.

La calidad geométrica de las estructuras puede ser evaluadas por la distribucion de los

angulos de torsién de la cadena principal (¢ y y) y de las cadenas laterales (1) 101,

La calidad del conjunto de estructuras de Na-FAR-1 se evalué empleando Procheck-
NMR **y los resultados se incluyen en el Apéndice B. Esta informacién se graficé para
el conjunto de estructuras de Na-FAR-1 (figura 3.17). Las estadisticas de
Ramachandran para todos los residuos (excluyendo las prolinas, glicinas y los residuos
N-terminales del tag de polihistidina) del conjunto de estructuras de Na-FAR-1 se

resumen en la tabla 3.8.

Mds del 90% de los residuos cae en las regiones mas favorables del grafico de
Ramachandran. Si se tienen en cuenta las regiones permitidas adicionales el
porcentaje de residuos se encuentra cerca del 99%, lo cual es consistente con

estructuras de buena geometria y alta calidad.
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Al analizar los gréficos de Ramachandran para los residuos individuales, se comprobé

gue aquellos localizados en hélices o se localizaron en regiones favorables o cerca de

estas. Para los residuos que se encuentran en lazos o en los extremos de la proteina, la

variabilidad en los angulos ¢ y y fue mayor, lo cual puede deberse a la falta de

restricciones que definieran esas zonas.

Grafico de Ramachandran
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Fig.3.17. Grafico Ramachandran para el conjunto de estructuras de Na-FAR-1 generado con
PROCHECK_NMR. Los cuadrados blancos representan residuos en regiones favorables, los triangulos

representan residuos de glicina y los cuadrados rojos indican residuos en regiones no favorables.

Regiones N° residuos % residuos
Muy favorables 2490 92,9
Permitidas adicionales 162 6,0
Permitidas generosamente 21 0,8
No permitidas 7 0,3

Tabla 3.8. Resumen de las estadisticas Ramachandran determinadas con Procheck-NMR para el

conjunto de estructuras de Na-FAR-1.
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La distribucidn de los dangulos de torsidn de las cadenas laterales, y;, es otro indicador
de la calidad geométrica de las estructuras calculadas. La distribucidn de y; por residuo
en las estructuras indica cuan bien definida esta la posicion de la cadena lateral. Las
posiciones de la mayoria de las cadenas laterales de Na-FAR-1 estan relativamente
bien definidas dado que ningln residuo cae en regiones no favorables para y:

(Apéndice B).

3.8. Estructura de Na-FAR-1

La estructura de apo Na-FAR-1 resuelta en solucion mediante espectroscopia de RMN

se muestra en la figura 3.18.

Fig.3.18. Representacion estereoscopica de la estructura de Na-FAR-1. Coloreada segln estructura
secundaria, con a-hélices en turquesa y lazos en violeta. La imagen se generd con pymol a partir de las
20 estructuras calculadas. En la representacion se eliminé el tag de polihistidina.

La estructura secundaria estimada con el algoritmo dss de pymol se esquematiza en la

figura 3.19.

a3Ha4|—|a5H w6 H o7 - 8 H a9 HaloHu}-

||||IIII|\III|||III|||III|||III‘IIII|||III|||III|||IIII|||IIII]|||IIII||||III|||III|||III]||IIII|III|||||||||III]||[III|||IIII|||||III]|||IIII||IIII||IIII||III
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Residuo

Fig.3.19. Diagrama de la distribucién de elementos de estructura secundaria regular de Na-FAR-1. Las
hélices se representan como rectangulos.



Capitulo 3 Determinacion de la estructura de Na-FAR-1

Na-FAR-1 presenta una estructura aplanada cuya forma es semejante a un elipsoide,
con ejes de unos 40, 30 y 17 A (figura 3.20). Estd compuesta por 11 hélices de distintas
longitudes, unidas por regiones lazo también de longitud variable y dispuestas
formando una cavidad interna. En el extremo N-terminal presenta un giro del tipo 319

de tres aminoacidos de longitud, mientras que las 10 hélices restantes son hélices a..

Las hélices de la region N-terminal de la proteina, 31¢ (conformada por los residuos 3 a
5), a2 (8-11) y a3 (16-24) son relativamente cortas y coplanares entre si y con las
hélices de la regidon C-terminal de la proteina a9 (126-135) y a10 (137-144) también de
menor tamafio, y con una de las hélices mayores, la hélice a6 (57-75). Las otras dos
hélices de mayor tamafio de Na-FAR-1, a7 (79-99) y a8 (107-122) son a su vez
relativamente coplanares entre si y con la hélice a5 (45-55). Estos dos grandes
semielipsoides paralelos se enfrentan delineando la cavidad interna, que se cierra en

un extremo por la hélice a4 (29-37) y en otro extremo por la hélice a11 (147-152) que

se ubican casi perpendiculares a los dos planos.

Fig.3.20. Representacion de la estructura de Na-FAR-1 girada en 90° sobre el eje mayor. La imagen se
generod a partir de la estructura mas cercana a la media y se colored segun estructura secundaria, con a-
hélices en turquesa y lazos en violeta. Se puede apreciar la estructura alargada y aplanada de Na-FAR-1,
comparable a un elipsoide.
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3.9. Conclusiones

Se determind la estructura tridimensional de Na-FAR-1 en solucién por espectroscopia

de resonancia magnética nuclear con buena calidad.

Habiéndose asignado al menos parcialmente la totalidad de los residuos de Na-FAR-1,
incluyendo mds del 90% de los hidrégenos, las asignaciones se transfirieron a
experimentos NOESY para la generacién de restricciones. Se emplearon para el calculo
de estructura un total de 7289 restricciones espaciales derivadas de experimentos NOE
(2670 N-NOESY y 4619 C-NOESY) y 312 restricciones de angulos diedros. Durante
etapas mas avanzadas del cdlculo estas restricciones se complementaron con aquellas
derivadas de 178 RDCs (102 Dan y 76 1DCaHa) obtenidas de una muestra parcialmente

alineada con fagos PF1.

Na-FAR-R presentd una estructura elipsoidal compuesta por 11 hélices que se
disponen formando una cavidad central. Con la informacién dinamica de Na-FAR-1

descripta en el siguiente capitulo se intentard complementar el andlisis estructural.
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4. Dinamica de Na-FAR-1

Las proteinas son moléculas muy dindmicas que presentan movimientos internos que a
menudo son inherentes a sus funciones biolégicas. Los movimientos de este tipo de
macromoléculas pueden ocurrir en escalas de tiempo que van desde los movimientos
locales en orden de los picosegundos hasta los movimientos concertados de dominios
grandes durante segundos. Las medidas por RMN son sensibles al movimiento en
muchas de estas escalas de tiempo lo cual hace de esta técnica una herramienta
poderosa para caracterizar dindmica estructuralmente relevante desde el punto de

vista funcional.

4.1. Procesos de relajacion

En un sistema en estado de equilibrio existe una completa falta de coherencia, con un
pequefio exceso de poblacion en el estado de menor energia y una pequena
deficiencia de poblacion en el estado de alta energia, segun la distribucion de
Boltzmann. Si el equilibrio es perturbado, se induce un cambio en la distribucién de
poblaciones y el sistema retorna al estado de equilibrio mediante un proceso de

relajacién.

Desde el punto de vista macroscépico, la resultante de la sumatoria de espines
individuales equivale a la magnetizacidn. El proceso por el cual la magnetizacion vuelve
a la distribucion de poblaciones de Boltzmann se denomina relajacién longitudinal. La
energia involucrada en el regreso de la magnetizacién al estado de baja energia, y por
ende al equilibrio, se disipa en los alrededores y por eso se denomina relajacion espin-
entorno. La relajacion longitudinal se caracteriza por el tiempo T; y la velocidad R;

asociados (R1=1/T1).

Un nucleo aislado no se puede reorientar por si mismo dado que este proceso requiere
una transferencia de energia hacia el entorno, y el tiempo que tarda en relajarse
depende de interacciones entre el nucleo perturbado y sus alrededores. El tiempo de
relajacién Ty, estd relacionado con la fluctuacion del campo magnético local percibida

por el nicleo como consecuencia de nucleos vecinos, tanto en la misma molécula
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como en el solvente circundante. Los valores de T; dependen de cuan rédpido se mueve

aleatoriamente o rota en soluciéon la molécula que contiene al ntcleo.

La relajacién también puede ocurrir mediante una pérdida de coherencia en el plano
Xy, proceso que se describe como relajacién transversal. La relajacidn transversal esta
relacionada con la interaccién entre espines, por lo que se conoce como relajacion
espin-espin y se caracteriza por el tiempo de relajacién T, y la velocidad R; (Ry=1/T,).
Este es un efecto mecdanico cuantico que no lleva a una transferencia de energia hacia
los alrededores, sino a una transferencia de magnetizacion hacia un nucleo cercano.
Asi, se obtiene un ensanchamiento en la linea espectral, de modo que el ancho (Av) es
aproximadamente igual a 1/T,. La relajacion espin-espin tiende a ser mas eficiente (T,
es menor) para moléculas con movimientos aleatorios lentos, que es el caso de
proteinas y otras macromoléculas de gran tamafio, y lleva a un ensanchamiento vy

solapamiento significativo de las sefiales.

Otro mecanismo de relajacién es el NOE, que ocurre entre dos nucleos dipolarmente
acoplados. Para un par de nucleos dipolarmente acoplados hay seis caminos de
relajacién. Cuatro son procesos de intercambio de espin que corresponden a los
mecanismos de relajacion longitudinal previamente mencionados. Los otros dos son
procesos de relajacién cruzada donde ambos nlcleos se relajan juntos,
correspondientes a las transiciones cudnticas cero y cudntica doble. En estos dos

procesos de relajacién cruzada se origina el NOE (figura 4.1).
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Fig.4.1. Niveles de energia y transiciones asociadas en un sistema homonuclear de dos espines. Las
transiciones cuanticas simples se indican en azul, las transiciones prohibidas, cero y doble cuantica se
indican en magenta.
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Las oscilaciones en el campo magnético que dan lugar a la relajacién son generadas
por la difusidon rotacional de las moléculas en la muestra. El modo en que los
movimientos internos de diferentes amplitudes y diferentes escalas de tiempo afectan
las velocidades de relajacion de un nucleo particular depende de las fluctuaciones del
campo magnético causadas por el movimiento y por el nimero de movimientos

relativos de los nucleos magnéticamente activos cercanos.

Para nucleos N de la cadena principal el principal compafiero de relajacion es el
protén covalentemente unido. Y como la distancia entre ambos esta fija por medio del
enlace, los procesos involucrados en la reorientacidon del vector internuclear dan una
nocién directa del movimiento de la cadena principal. Para un ndcleo °N amida hay
dos mecanismos dominantes que llevan a oscilaciones en el campo local efectivo. Las
fluctuaciones causadas por mecanismos de anisotropia de desplazamientos quimicos,
producidas por variaciones en el apantallamiento electrénico que censa el nicleo °N
en el campo aplicado, a medida que la orientacién del vector internuclear NH cambia
con el movimiento molecular. El segundo mecanismo es la interaccion dipolo-dipolo,
donde las fluctuaciones son causadas por los dipolos de ntcleos vecinos (en este caso

H amida).

La distribucién de frecuencias de oscilacién del campo magnético local generada por el

movimiento molecular depende del tiempo de correlacién rotacional de la molécula

(Tm).

El término 1. se emplea para los vectores individuales, mientras que T, y Tc son
equivalentes si la molécula presenta movimientos isotrdpicos. La relaciéon entre
tiempos de correlaciéon y relajacion puede emplearse para analizar la dinamica
molecular. Los nucleos de residuos involucrados en movimientos internos de la
molécula, tienen t. efectivos bajos debido a que el movimiento interno tiene un

tiempo de correlacién adicional asociado.

La relajacion es mas eficiente cuando las frecuencias de las oscilaciones coinciden con

las diferencias de energia entre estados de espin. Para la relajacion longitudinal Ty,

esto corresponde a frecuencias cercanas a las frecuencias de Larmor de los nicleos *°N
1 . . , ;. s

y "H. Para NOE, la diferencia de energias en el doble cudntico y el cuantico cero

corresponde a la suma y la resta de ambas frecuencias de Larmor respectivamente. En
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el caso de la relajacidn transversal, al igual que para T;, corresponde a frecuencias
cercanas a las de Larmor de los nucleos involucrados, pero también depende de
fluctuaciones de frecuencia cercanas a cero. Es por esto que T, no alcanza un minimo

cuando T, crece, sino que continla cayendo (figura 4.2).
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Fig.4.2. Relacién entre T1, T2, NOE BN y tiempo de correlaciéon. Los datos fueron cedidos por el Dr.
Brian Smith.

En este trabajo se analizaron las propiedades de relajacién de las amidas de la cadena
principal de Na-FAR-1. Habiendo asignado los desplazamientos quimicos de los atomos
'H y °N, la informacién dindmica de los vectores NH de la cadena principal se puede
obtener mediante el estudio de las velocidades de relajacién °N. Se midieron los
tiempos de relajacién longitudinal Ty, y transversal T,, y los NOE heteronucleares.

La relajacién de las amidas se puede describir en términos de funciones de densidad

espectral %

101



Capitulo 4 Dindmica de Na-FAR-1

2= b, o)+ 300,) 48300, +0,)re 30, ()
_|_12:82[4J(0)+J(a)H —w, )+3) (0, )+6)(0,,)+6J (0, +o, )]+C;[4J(O)+3J(a()2.)2])+ R,
NOE :1+d1[m[m(% o )3, )] (43)
Donde d :yOhy;;2<rN'i>, c:“’“ﬁ“, L0 es la permeabilidad al vacio, h es la

constante de Planck, ®H y N son las frecuencias de Larmor de los espines *H y >N
respectivamente, vy y yn Son las constantes giromagnéticas de los espines 'H % N, Ao
es la anisotropia de desplazamiento quimico del espin >N colinear con el vector de
enlace NH. El término Re incluye los procesos de intercambio quimico que contribuyen

al decaimiento de la magnetizacidn transversal.

J(i) representa la probabilidad de oscilaciones en i generadas por la reorientacion del

vector NH con un tiempo de correlaciéon dado y es una funcién de densidad espectral

delaformal(i) = 1 iz (4.4)

+2(ir,)

4.2. Medida de T4, T, y NOE heteronuclear

Los espectros T; y T, se basan en experimentos >N HSQC realizados con formato

pseudo 3D, con ciertos puntos de tiempo seleccionados en la dimensién extra ***. E

n
ambos experimentos la magnetizacién se transfiere entre los ndcleos *H y N
empleando secuencias de pulsos INEPT e INEPT reversa reenfocadas. La magnetizacion

se genera y se detecta en los protones amida para obtener una maxima sensibilidad.

En el caso de T1, La magnetizacion transversal producida con la secuencia INEPT inicial
se convierte en magnetizacion longitudinal mediante un pulso de 90° y luego se deja
relajar durante un tempo (delay). La magnetizacién retorna al plano transversal

mediante un segundo pulso de 90° que imprime el desplazamiento quimico de °N
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antes del INEPT reverso. La altura del pico en el espectro resultante es proporcional a
la magnetizacién z presente inmediatamente antes del pulso de 90°. Se repite el
experimento con diferentes tiempos de espera entre los dos pulsos de 90° y esto
permite evaluar la vuelta al equilibrio de la magnetizacion z y calcular T; mediante el
ajuste de los datos a una funcidn exponencial. Los tiempos de espera usados fueron
0.101155,0.6011s,1.011 sy 1.4011 s y se realizaron duplicados de los tiempos 0.1011 s
y 1.011 s para una estimacién del error.

Para medir T,, se emplea una serie de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meimboom-Gill)
105106 e elimina las contribuciones de inhomogeneidad de la muestra y evolucién de
desplazamiento quimico, dado que brinda un decaimiento de la sefial proporcional a la
relajacion T, pura. El experimento comienza con una secuencia INEPT reenfocada que
produce magnetizacién °N en fase en el plano transversal. En el tiempo de espera se
coloca la secuencia de pulsos CPMG, seguida del marcado en el desplazamiento
quimico de N vy finalmente un INEPT lleva la magnetizacion a los protones para la
adquisicion. Los tiempos usados fueron 16.96 ms, 33.92 ms, 67.84 ms, 101.76 ms, y
135.68 ms, con duplicados en 33.92 ms y 101.67 ms para el calculo del error.

Los valores NOE *H-">N en estado estacionario se obtuvieron mediante espectros e\

| °N, en presencia de saturacién *H (NOEsat) y ausencia

HSQC con magnetizacion inicia
de saturacién *H (NOEinsat) aplicadas entes de iniciar el experimento. Mediante la
saturacion de los protones el equilibrio se restablece a través de las transiciones
prohibidas cero y doble cuantica que origina el NOE (NOEsat). En un sistema en
equilibrio térmico sin saturacion (NOEinsat), se dan todas las transiciones cudnticas
posibles y se obtiene un experimento de referencia. La relacién de intensidades de los
picos resultantes permitid realizar una estimaciéon de la contribucion NOE a la

relajaciéon. Ambos experimentos se realizaron por duplicado para la estimacién del

error.

4.2.4. Analisis de Datos

Los datos se procesaron con los programas Azara (W Boucher, www.ccpn.ac.uk/azara).

Los scripts iniciales se crearon desde los archivos Bruker mediante el programa
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ReferenceB escrito por la Dra. Krystyna Bromek. Los espectros procesados se cargaron
en el programa CCPNAnalysis. Los datos de T, y T, se incluyeron como series
experimentales con sus respectivos tiempos de delay. La asignacién de los espectros se
transfiri6 desde los experimentos >N-HSQC previos para cada amida de la cadena
polipeptidica que presentara una resolucién aceptable para producir datos confiables.
Para los experimentos T1 y T, el tiempo de relajacion y error asociados se calcularon
para cada pico aplicando una funcién de ajuste exponencial (I = A e®) a la intensidad
del pico, graficando la altura (I) en funcion del tiempo de delay (t). Esto se llevd a cabo
mediante la herramienta “follow intensity changes” dentro de CCPNAnalysis ”. El error
del ajuste se calcul6 usando el método de covarianza de error **’. La altura de los picos
de los espectros NOEsat y NOEinsat se exportd desde CCPNAnalysis y se obtuvo una
estimacion del error con la relacidon seiial ruido de los experimentos duplicados
empleando el script snratio nmr (A. G. Palmer Ill, www.palmer.hs. columbia.
edu/software.html). Las alturas de los picos y los errores asociados se usaron para
calcular los NOE 'H-’N empleando el script noecalc_nmr (A. G. Palmer Il

www.palmer.hs.columbia. edu/software.html).

4.2.5. Resultados

Los valores calculados para T4, T, y NOE se graficaron en funcién de la secuencia de

aminoacidos (Figura 4.3).

El andlisis de la dindmica °N de la cadena principal indica que hay pocas regiones
intrinsecamente flexibles en la proteina, como se manifiesta a través del perfil

aplanado de las constantes de relajacién Ty, T, y de los datos de 'H->N NOE.

Sélo las regiones terminales de la proteina y unos pocos residuos en regiones de lazos
0 que se encuentran muy expuestos se desvian de los valores promedio, de un modo
consistente con movimientos en las escalas de tiempo de nanosegundos y
picosegundos. La metionina 14 ubicada en el lazo 2, presenta un valor T, menor que la

media, tipico de movimientos en las escalas de microsegundos y milisegundos.
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Figura 4.3. Valores de T1, T2, NOE heteronuclear BN para cada pico amida de la cadena principal de
Na-FAR-1 a 60.8MHz (°N) y 311K. Se esquematiza la estructura secundaria de la proteina en bloques
(hélices a) y lineas (lazos).

A partir de los valores medios de los tiempos de relajacidon obtenidos para cada
elemento de estructura secundaria se observan tendencias que indican que la proteina

muestra un comportamiento anisotrépico (tabla 4.1).

Como consecuencia del movimiento molecular anisotrépico, las hélices a4 y all, que
se encuentran perpendiculares al eje mayor de la molécula, presentan bajos valores de

T, y elevados valores de T,.

Los vectores NH alineados con el eje largo del tensor de difusion, en las hélices a.3, a6,

a7 y a8, tienen mayores T; y menores T,.
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Estructura secundaria T1 promedio (ms) T, promedio (ms)
Hélice 1 712+5 87.7t0.7
Hélice 2 706 £5 82.3+0.9
Hélice 3 756 £5 81.7+£0.9
Hélice 4 658 £ 2 90.5+0.8
Hélice 5 720+3 86.1+0.7
Hélice 6 740+ 4 81.1+0.7
Hélice 7 730+ 4 79.0+1.1
Hélice 8 724+ 4 80.2+0.8
Hélice 9 681+ 4 89.2+1.1
Hélice 10 681+ 6 82.1+1.0
Hélice 11 692+3 85.9+0.8

Tabla 4.1. Valores promedio T1 y T2 para residuos en regiones de estructura secundaria regular.
Existen diferencias en los valores de cada region, que dependen de la orientacidn relativa con respecto
al tensor de difusién de la molécula, denotando un comportamiento anisotrépico.

4.3. Estimacion de los tiempos de correlacion y del tensor de difusion
rotacional

Para determinar la contribucién de los movimientos internos a la relajaciéon, se deben
determinar los tiempos de correlacidon de cada uno de los vectores amida individuales
y el de toda la molécula. El tiempo de correlacion T, se puede estimar residuo a residuo
mediante el cociente T1/T, cuya relacion se describe en la ecuacion de Key y col. 108 E|

grafico de T, en funcién de T, para cada aminoacido permite la estimacion del tiempo

de correlacion rotacional de toda la molécula (figura 4.4).
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Fig.4.4. 15N T1 en funcidn de T2 para Na-FAR-1 a 60.8MHz (15N) and 311K. Modelo Lipari Szabo con
s?=1 (curva azul) y $’=0.8 (curva verde). Los nuimeros a lo largo de las curvas indican los valores
esperados de T1/T2 que corresponden al tiempo de correlacidn para movimientos isotrépicos.

La mayoria de los residuos estan dispersos de forma paralela a los contornos modelo
de S% en un rango de tiempos de correlacién entre 7.96 y 10 ns. Esta variabilidad en
los tiempos de correlacidon estaria indicando el comportamiento anisotrépico de la
proteina. La mayoria de los puntos se localizan entre las dos lineas del modelo, mas
cercanos al contorno de S° = 1.0, corresponden a residuos en regiones de estructura
tridimensional relativamente bien definida y con poca movilidad. No se observan
puntos hacia la derecha de S* = 0.8 que suelen corresponder a residuos con gran
movilidad en las regiones lazo o C-terminal de las proteinas. Los residuos mas cercanos
a la zona derecha del grafico se localizan en lazos y presentan bajos valores de NOE, lo

cual indicaria que estan en regiones flexibles.
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Tedricamente ningln residuo podria tener un valor de S* mayor que 1.0, sin embargo,
el comportamiento de los residuos ubicados a la izquierda de S*= 1.0 se puede explicar
por la presencia de intercambio quimico, Rex, que disminuye T, y desplaza los puntos
hacia la izquierda del gréafico. La mayoria de los residuos presentes en esta zona del

grafico se hallan en regiones lazo de Na-FAR-1.

198 Esto

La ecuacién de Kay permite obtener una estimacion de T. para cada residuo
se llevé a cabo mediante el script r2ri_tm (A. G. Palmer |ll,
www.palmer.hs.columbia.edu /software.html), que calcula t. a partir del cociente
R2/R1. Para obtener una estimacion mas precisa de T, los residuos con un valor de
NOE < 0.6 y aquellos con un cociente Ry/R, desviado de la media en mas de una

desviacién estandar, se eliminaron para el cdlculo. Los valores de T. calculados se

muestran en la figura 4.5.

10 20 30 4

0

0 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150

a3H ol H ab H ob H o7 H o8 H o9 Ho‘lo

Fig.4.5. Tc de la cadena principal de Na-FAR-1. Se esquematiza la estructura secundaria de la proteina
en bloques (hélices) y lineas (lazos). Existen diferencias en los valores de tc individales que dependen de
la orientacion relativa con respecto al tensor de difusidon de la molécula, denotando un comportamiento
anisotropico.

Existen diferentes zonas cuyos residuos presentan valores de T. alejados de la media
como el caso de la hélice a4 cuyos bajos valores evidencian el comportamiento
anisotropico de la molécula. A partir del promedio de los t. individuales se estimd un
Tm de 8.75 + 0.08 ns para la molécula. El t,, tedérico de Na-FAR-1 calculado mediante

una aproximacion esférica con t = 0.6 x MW (a partir del peso molecular considerando

la doble marca), resulté ser de 10.82 ns. La diferencia observada entre el valor tedrico
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y el experimental probablemente se deba a que el comportamiento isotrépico no es el

que mejor describe al movimiento de Na-FAR-1.

El analisis de los datos de relajacion sumado a la naturaleza elipsoidal aplanada de la
estructura calculada de Na-FAR-1 sugiere que la proteina presenta una difusidn
rotacional anisotrdpica en lugar de isotrdpica. La factibilidad de los modelos de
rotacion difusional y los parametros del tensor de rotacion difusional de Na-FAR-1 se

determinaron usando la representacién cuadratica propuesta por Brushweiler y Lee

109,110

Los datos experimentales se pueden ajustar a tres modelos de difusion diferentes:
isotropico, axialmente simétrico o completamente anisotrépico. El modelo isotrépico
explica el movimiento global de la molécula con un solo pardmetro, el coeficiente de
difusidn de la proteina, Diso, relacionado directamente con el tiempo de correlacién de
la proteina, Diso:(6xrm)'1. Para moléculas no esféricas el analisis de los movimientos
intramoleculares es mas complejo. Si la molécula presenta anisotropia rotacional, los
tiempos de correlacion de los vectores °N-"H individuales van a diferir de acuerdo a su
posicién relativa con respecto al tensor de difusién molecular. El modelo axialmente
asimétrico utiliza, ademas del parametro D (equivalente al Di,), un parametro de
difusién anisotrdpico D, y dos angulos, 0 y ¢ que definen la orientacién del vector N-H

con respecto al tensor de difusion 13

. En el modelo rémbico (totalmente
anisotropico), los parametros del ajuste son en total seis, Diso, 2D,,/(Dxx*Dyy), Dxx/Dyy, Y
los tres dngulos 0, ¢ y v que definen la orientacién del vector N-H con respecto a las

tres coordenadas principales del tensor de difusion ******.

Los valores de 1. calculados y la estructura de Na-FAR-1 mas cercana a la media del
conjunto de estructuras se utilizaron como punto de partida en el programa
quadric_diffusion (A. G. Palmer Ill, www.palmer.hs.columbia.edu/software.html). Las
estadisticas para el calculo del tensor isotrépico, de simetria axial y de asimetria total
rombica arrojaron valores Xz de 10439.3262, 2467.61157 vy 1429.95715
respectivamente. El resultado obtenido indicaria que el tensor rémbico es el mas

adecuado para la estructura de Na-FAR-1.
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4.4. Andlisis libre de modelo (Model Free Analysis)

El formalismo libre de modelo, que hace minimas suposiciones previas con respecto al

116,117

movimiento molecular, fue descripto por Lipari y Szabo y posteriormente

ampliado por Clore y col. **®

, Y se puede emplear para analizar los datos a modo de
determinar escalas de tiempo y amplitudes de los movimientos intramoleculares. La
funcidn de densidad espectral, para una molécula isotrdpica, se define como:
@) 2 [ 5%y, (Sf = St
W) = -
J 51+ (wt,)? 1+ (wt)?

(4.5)

Donde T = TeTm/(Te + Tm), Tm €S €l tiempo de correlacion rotacional isotrépico de la
molécula, 1. es el tiempo de correlacidon efectivo de los movimientos internos,

S?=S7S? es el cuadrado del pardmetro de orden generalizado caracterizando la

amplitud de los movimientos internos, definido por valores que van entre 1, para un

sistema totalmente restringido, y O para un sistema con rotacién libre. Sf y Ss2 son los

cuadrados de los parametros de orden para los movimientos internos en las escalas de
tiempo lenta y rapida respectivamente. En el caso de moléculas anisotrépicas, se
obtienen funciones de densidad espectral mas complejas expresadas en funcion de los

parametros difusionales y de los angulos mencionados en el apartado anterior.

Los movimientos internos de la cadena principal de Na-FAR-1 se modelaron con el
programa FASTModelFree (P. Loria, Yale University, http://xbeams.chem.yale.edu/~
loria/software.php) '*° que interactta con el programa ModelFree (A. G. Palmer I,
http://www.palmer.hs.columbia.edu/software/modelfree.html). El programa
ModelFree optimiza los pardmetros “Lipari-Szabo model free” para datos de relajaciéon
de heteronucleos y automatiza el proceso de seleccidn de modelo y optimizacién de
tensores. Sin embargo, este programa aun no contempla el modelo de rotaciéon
difusional de anisotropia total del tipo rémbico, por lo que se empled el modelo
axialmente simétrico, a modo de aproximacién con un D;/D,= 1.34394 + 0.00415
estimado mediante quadric_diffusion. Se modelaron los tres parametros de relajacién,
Ri, R2 y NOE heteronuclear, sus errores asociados, el 1, estimado y el tensor de

difusidn calculado.
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Se emplearon cinco modelos posibles con no mas de tres pardmetros libres de modelo:
Modelo 1 (S?), modelo 2 (S% t.), modelo 3 (S% Rex), modelo 4 (S% Te, Rex) y modelo 5
(% Te, S).

El criterio de seleccion automatizada de los modelos se basa en el protocolo de

121

Mandel *° con modificaciones sugeridas por Chen *2!. En la tabla 4.2 se resume la

asignacioén de los 5 modelos a los residuos.

Modelo Cantidad Residuos

1(s% 11 4,8, 34,50, 80,114, 124, 130, 133, 142, 145

2 (S% o) 3 24, 25,102

3 (S, Rey) 31 11, 17, 19, 21, 49, 53, 60, 63, 64, 68, 74, 85, 86,

91, 92, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 107, 108, 112,
113,117,121, 122, 126, 136, 138

4 (S% Te, Rex) 16 0,1,3,44,47,48,51,52,55,73,76,89,111, 123,
129, 146

5 (S% e, %) 8 9, 29, 32, 38, 42, 43, 135, 144

No ajustado 62 2, 6,10, 12, 13, 14, 20, 22, 26, 27, 28, 30, 31, 33,

35, 36, 37, 39, 40, 46, 54, 56, 58, 59, 62, 65, 67,
70,72, 75,77, 78, 81, 82, 83, 84, 88, 90, 94, 95,
104, 106, 109, 110, 115, 118, 119, 125, 127, 128,
132, 139, 140, 141, 143, 147, 148, 149, 150, 151,
153, 155

No incluido 24 5,7, 15, 16, 18, 23, 41, 45, 57, 61, 66, 69, 71, 79,
87,93, 103, 105, 116, 120, 131, 134, 137, 154

Tabla 4.2. Asignacidn libre de modelo de las resonancias amida de Na-FAR-1. Los residuos no incluidos
en el analisis fueron las prolinas, los residuos cuyo grupo amida no pudo ser asignado y aquellos que no
estaban resueltos a modo de producir datos confiables. La mayoria de los residuos no ajusta ningun
modelo.

La mayoria de los residuos no se ajusta a ninguno de los modelos debido a que la
anisotropia rotacional axial no describe adecuadamente el comportamiento dinamico

en solucion de Na-FAR-1.
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4.6. Conclusiones

Los parametros de relajacién medidos indican que la molécula presenta movimientos
anisotropicos. Los tiempos de correlacion individuales varian en distintas zonas de la

proteina lo cual es consistente con anisotropia rotacional.

Mediante el analisis de los movimientos internos se identificé que toda la molécula es
apreciablemente rigida, especialmente los elementos de estructura secundaria regular

a-helicoidales y que contiene lazos donde existe apreciable intercambio quimico.

La regién donde se observd una movilidad apreciable comprende el lazo 4, entre las
hélices a4 y a5. Esa alta movilidad seria la causa por la cual esta regién se encuentra

menos definida en la estructura de Na-FAR-1.

El andlisis libre de modelo asumiendo un modelo isotrépico o una anisotropia de
simetria axial no fue satisfactorio para modelar el comportamiento de Na-FAR-1. Se
requiere ampliar el andlisis mediante la incorporacién de un modelo de anisotropia

114,11 /
15 Estos célculos

total del tipo rdmbico que es incorporado por el programa Relax
se estan llevando a cabo, pero han sido dejados fuera del presente trabajo de tesis por

limitaciones de tiempo.
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5. Analisis estructural de Na-FAR-1

5.1. Estructura secundaria

Na-FAR-1 presenta un muy alto contenido de hélices en su estructura secundaria y una
total ausencia de regiones B. La proporcidn helicoidal de la estructura secundaria de la
proteina estimada con el porgrama Procheck-nmr alcanza el 75%. Si se tiene en cuenta
la regién N-terminal de polihistidinas de la proteina recombinante empleada en los
experimentos, este porcentaje baja al 69%, valor similar al determinado mediante

discroismo circular.

Estructura secundaria %

CD rNa-FAR-1 nNa-FAR-1
Hélice 62 69 75
Hoja-p 3 - -
Otros 35 31 25

Tabla 5.1- Estructura secundaria de Na-FAR-1. Estructura secundaria estimada mediante Procheck-nmr
considerando la proteina recombinante en su totalidad (r-Na-FAR-1) y tomando solo los resultados para
porcidn nativa sin el tag (nNa-FAR-1)

La hélice N-terminal estd compuesta por 3 aminodcidos y es del tipo 310. Los residuos
se encuentran a una distancia tal que el grupo NH del residuo E5 se encuentra
formando un puente H con el grupo carbonilo del residuo Y3. El giro 3¢ esta presente
en la mayoria las estructuras del conjunto de NMR (figura 5.1), segun predicho por

Prochek _nmr.

Otras proteinas de unién a lipidos también presentan giros 315 en sus estructuras. Las
lipocalinas y las FABP de tipo 4, exhiben una hélice corta del tipo 319 en la regién N-

terminal, que ayuda a cerrar un extremo del barril-B presente en sus estructuras **. E

n
las nsLTP, que son exclusivamente a-helicoidales, también se ha encontrado este tipo
de estructura secundaria. Un giro 39 se encuentra bien definido en el extremo C-
terminal de la estructura cristalografica de la proteina nsLTP de maiz ***, mientras que
en la estructura determinada por RMN el extremo C-terminal de esta proteina es

menos estructurado y la hélice 310 no se encuentra definida 124
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Fig. 5.1. Hélice 3, en el extremo N-terminal de Na-FAR-1. El grupo NH del residuo E5 se encuentra
formando un puente H con el grupo carbonilo del residuo Y3, separados por una distancia de 2.5 A.

La orientacidn relativa y la regularidad de las 10 hélices de Na-FAR-1 se evalu6

mediante el programa QHELIX *%°.

Irregularidad de hélice

Hélicel (3-5) -

Hélice2 (8-13) 0.1213 A
Hélice3 (16-24) 0.2114 A
Hélice4 (29-39) 0.1968 A
Hélice5 (45-55) 0.0636 A
Hélice6 (57-76) 0.5834 A
Hélice7 (79-101) 0.6028 A
Hélice8 (107-123) 0.3314 A
Hélice9 (126-135) 0.1087 A
Hélice10 (137-145) 0.1639 A
Hélice11 (147-152) 0.0582 A

Tabla 5.2- Analisis de la regularidad de hélices de Na-FAR-1 mediante QHELIX. El valor tipico para una
hélice regular segtn el método de Kahn es de 0.23 A '®. Las hélices de Na-FAR-1 presentan minimas
desviaciones con respecto a ese valor.

Todas las hélices presentan una geometria regular (tabla 5.2). La hélice que mas se

desvia de la idealidad es a7, que es la mas larga de la estructura.
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En la tabla 5.3 se indican los angulos presentes entre las distintas hélices de la

proteina.
Angulos entre hélices (°)
310 a2 a3 ad a5 ob a7 a8 a9 al0
310
o2 126.4
a3 89.1| -139.8
od 80.2] 64.4] 111.5
a5 99.5| -132.7| -13.5| 121.5
.6 -89.9| 42.1]| -177.5| -70.6| 165.6
o7 66.6( -160.8| -22.9( 109.1 -33.3| 155.7
a8 |-118.9| 12.8| 151.0[ -69.5| 141.6] -30.6| -173.4
o9 117.1| -116.4| 34.2| 131.9| 20.8| -145.3| 53.0| -122.8
al0 -28.2| -103.0] 115.8| -79.4| 124.3] -62.8] 93.0] -93.1] 137.1
all 53.0| -109.7) 74.7| -45.5| 87.9] -106.4| 64.9| -114.7| 107.3| -72.2

Tabla 5.3- Angulos entre hélices de Na-FAR-1 determinados mediante QHELIX. Los dngulos se

evaluaron mediante el algoritmo de Chou

125

, para las 11 hélices presentes en Na-FAR-1.

Para evaluar la orientacion relativa entre las hélices de Na-FAR-1 se graficd la

distribucién de dngulos agrupados de a 15 grados en forma de histograma (figura 5.3).

Para hélices que se encuentren en una disposicién ortogonal respecto al resto, la

mayoria de los angulos presentes con respecto a otras hélices tomaran valores

cercanos a 90° y no tendran angulos cercanos a cero ni a 180°. La distribucién de

angulos obtenida mostré que las hélices a4 y all se encuentran perpendiculares al

resto de las hélices.
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5.2. Distribucion de residuos

La naturaleza de las hélices de Na-FAR-1 se evalud a través del andlisis de la

distribucién los diferentes residuos que las componen.

5.2.1. Residuos hidrofdbicos

La gran mayoria de los residuos hidrofébicos se ubican en la regiéon interna de las
hélices con sus cadenas laterales apuntando hacia la cavidad interna de la proteina
(figura 5.3). Sélo unos pocos residuos hidrofébicos aislados se encuentran en regiones

superficiales en contacto con el solvente.

Fig.5.3. Representacion de residuos hidrofébicos en la estructura de Na-FAR-1. Las cadenas laterales
de los residuos hidrofébicos (leu, ile, val, met, phe) se esquematizan en color anaranjado.
5.2.2. Residuos aromaticos

Na-FAR-1 posee 6 tirosinas, 9 fenilalaninas y no presenta triptofanos en su estructura
primaria. Los residuos aromaticos se localizan mayoritariamente en el interior de la
proteina, excepto F38 que estd expuesta al solvente (figura 5.4).
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Figura 5.4. Representacion de residuos aromaticos en la estructura de Na-FAR-1. Las cadenas laterales
de los residuos de tyr se esquematizan en color amarillo y phe en anaranjado.

5.2.3. Residuos polares

La distribucién de residuos es la esperada para una proteina globular, con los residuos
polares y cargados ubicados preferencialmente en la superficie externa de la molécula

generando una superficie hidrofilica (figura 5.5).

Figura 5.5. Representacion de residuos polares en la estructura de Na-FAR-1. Las cadenas laterales de
los residuos polares sin carga (thr, ser, gln, asn) se esquematizan en color verde.

118



Capitulo 5 Analisis estructural de Na-FAR-1

La mayoria de los residuos polares no cargados se encuentra en la superficie de la
proteina en regiones lazo o extremos de hélices. A excepcién de la serina 88 que se

localiza en la cavidad interna.

Na-FAR-1 presenta un elevado numero de lisinas cuyas cadenas laterales
positivamente cargadas estan en contacto con el solvente estabilizando la molécula en
solucion (figura 5.6). Un Unico residuo de lisina (K96) se encuentra en el interior de la
cavidad. Otros dos residuos positivamente cargados presentan cadenas laterales en la

cavidad interna, H67 y R97.

Los residuos negativos se ubican en la superficie de la molécula, en su totalidad (figura

5.6).

Figura 5.6. Representacion de residuos cargados en la estructura de Na-FAR-1. Las cadenas laterales de
residuos cargados se esquematizan en azul (arg, his, lys) y rojo (asp, glu).

La distribucién de carga en la superficie de Na-FAR-1 es bastante uniforme, con una
preponderancia de carga positiva (figura 5.7). Debido a la mayor cantidad de lisinas,

argininas e histidinas en comparacion con glutamatos y aspartatos.

119



Capitulo 5 Analisis estructural de Na-FAR-1

180°

Figura 5.7. Representacion de la carga superficial en la estructura de Na-FAR-1. Las cargas superficiales
se generaron en pymol con la funcién de potencial electrostatico en el vacio. Las cargas positivas se
representan en azul, las cargas negativas en rojo y las zonas sin carga en gris.

5.3. Estructura cristalografica de Na-FAR-1

La cristalografia de rayos X es una técnica bien establecida para la determinacion de

estructuras de macromoléculas, que es complementaria a la de RMN *%°.

A raiz de una colaboracion con el Dr. Mads Gabrielsen del laboratorio de cristalografia
del “Instituto de Infecciones, Immunidad e Inflammacion”, en la Universidad de
Glasgow, surgio la posibilidad de cristalizar la proteina Na-FAR-1 para desarrollar
estudios mediante cristalografia de rayos X, en paralelo a los de RMN, para la

determinacion de la estructura de Na-FAR-1 mediante esta técnica.

La proteina Na-FAR-1 purificada en nuestro laboratorio (sin deslipidizar por rp-HPLC) se
envio al robot de cristalizacion del laboratorio de Mads Gabrielsen, donde se
obtuvieron cristales en dos tipos de isoformas diferentes 127, se recolectaron los datos
y empleando la estructura de Ce-FAR-7 se intentd realizar el reemplazo molecular sin
éxito.

Como estrategia para solucionar el problema de fase, Kate Griffiths, en el laboratorio

del Dr. Brian Smith de la Universidad de Glasgow, expresé y cristalizd la proteina
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sustituida con selenometionina. Se seleccioné la forma cristalina cubica que presenté
mejor resolucién (grupo espacial P432) y se difracté en el sincrotrén Diamond Light
Source, estacion 104 (Oxford, Reino Unido), con una resolucién de 2.14 A. Los datos se
procesaron y la estructura se resolvié obteniéndose una buena concordancia entre el
modelo y los datos experimentales con un R =19.9 y un Rjpe= 22.5 luego del
refinamiento. El RMSD de longitud de enlace fue de 0.01 A vy el de dangulos de 0.990°.
Se detectd densidad electrénica compatible con una molécula de palmitato en la

cavidad interna de la proteina y un total de 174 moléculas de agua.

En la figura 5.8 se presenta la estructura cristalografica de Na-FAR-1 en su forma holo.

Fig.5.8. Representacion estereoscopica de la estructura de Na-FAR-1 determinada mediante
cristalografia de rayos X coloreada segun estructura secundaria. Con a-hélices en turquesa y lazos en
violeta. En el interior de la cavidad se localiza una molécula de 4cido palmitico, en azul se sefialan las
moléculas de agua.

La estructura cristalografica de Na-FAR-1 se determind con cristales producidos a partir
de proteina no deslipidizada por HPLC en fase reversa. El cristal presentd densidad
electrénica satisfactoria para la asignacion de una molécula de palmitato, pero se
detectaron otras zonas con presencia de densidad electréonica no tan bien definidas,

posiblemente ocupadas por poblaciones heterogéneas de ligandos. Es por esto que la
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forma holo de Na-FAR-1, determinada por cristalografia de rayos X, no corresponde a

una estequiometria real 1:1 Na-FAR-1:palmitato.

5.4. Comparacion entre las formas apo y holo

Las estructuras de Na-FAR-1 en su forma apo y holo se determinaron mediante RMN vy
cristalografia de rayos X, respectivamente. Si bien mediante ambas técnicas se
obtuvieron estructuras de buena calidad geométrica, al realizar una comparacion se
debe tener en cuenta que las diferencias observadas pueden deberse a condiciones
inherentes a las distintas metodologias y no Unicamente a las diferencias presentes en

la estructura de la proteina, por hallarse libre de ligando, o formando complejo *%.

El contenido de estructura secundaria es muy similar a la proteina apo, presentando la
forma holo un 70% de a-hélices y un 30% de lazos. Asimismo, el giro 310 se encuentra

bien definido en la estructura cristalografica.

El plegamiento general de las estructuras, complejada con palmitato (holo) y sin
ligando (apo) es muy similar, siendo ambas estructuras practicamente superponibles
(figura 5.9). Una comparacion de las estructuras da una diferencia RMSD de 1.814 A
(con un total de 1082 atomos alineados). Para los atomos de la cadena principal la

comparacion entre ambas estructuras presenta un RMSD de 1.579 A (con 583 4tomos).

Una inspeccion visual de la proteina permite distinguir que si bien el plegamiento
general es muy similar, la estructura de la forma apo es mas compacta, las hélices se
disponen delineando una cavidad interna de menor tamafo, mientras que en la

estructura cristalografica esta cavidad esta mas expandida (figura 5.9).

La incorporacién de los acoplamientos residuales dipolares en el refinamiento de la
estructura por RMN permite validar el modelo obtenido para la forma apo. Las
restricciones de largo alcance evitan que la posicidon de las hélices se deba a una
limitacion en la cantidad y calidad de datos disponibles para el calculo de estructura a

partir de restricciones de corta distancia.
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Fig. 5.9. Superposicion de las estructuras apo (verde) y holo (azul) de Na-FAR-1. Ambas estructuras
presentan una disposicién muy similar de hélices, sin embargo, puede apreciarse que la estructura de la
forma apo es mas compacta.

5.4.1. Cavidad hidrofdbica

Na-FAR-1 posee una cavidad hidrofébica central que adopta diferentes caracteristicas

en presencia o ausencia de ligando (figura 5.10).

Fig. 5.10. Cavidad interna de las estructuras apo (verde) y holo (azul) de Na-FAR-1. La cavidad en la
forma holo es apreciablemente mayor que en la forma apo. La imagen de las cavidades internas se
generd mediante pymol.

El volumen de las cavidades de ambas estructuras se calculd con el programa CASTp
129 para poder comparar las estructuras determinadas por las diferentes técnicas, se

eliminaron los hidrégenos de la estructura calculada por RMN.

La estructura de apo Na-FAR-1 calculada por RMN presenta una cavidad hidrofébica

central con un volumen de 1222.9 A accesible a una sonda de 1.4 A (tamafio
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equivalente al de una molécula de agua) que se reduce a 938.9 A’ si se trata del

volumen accesible para una sonda de 1.925 A (equivalente a un grupo CH,).

En cuanto a la estructura cristalografica de Na-FAR-1, en la forma holo, el volumen de
la cavidad accesible a una molécula de agua es dos veces mayor que en la forma apo,
alcanzando los 2567.7 A%, mientras que para una sonda de 1.925 A se encuentra en el

mismo orden de magnitud 2169.3 A>.

La apertura de la cavidad también se modifica en cada modelo, siendo de mayor

tamafio en la forma holo (figura 5.11).

Fig. 5.11. Superficie de Na-FAR-1 en su forma apo y holo. Las cargas superficiales se generaron en
pymol con la funcién de potencial electrostatico en el vacio. Las cargas positivas se representan en azul,
las cargas negativas en rojo y las zonas sin carga en gris. La cavidad se encuentra mas abierta en la
proteina unida a ligando.

La regidon que comunicaria la cavidad interior con el seno de la soluciéon estd
comprendida por las hélices a6, a7, el lazo 4, que presenta una alta movilidad de
acuerdo a los estudios de dindmica, y las hélices a4 y a5. Los cambios en la apertura
de la cavidad, que es mayor en la forma holo, estan fundamentalmente modulados por
cambios en la regién del lazo 4. Un Puente salino entre K71 y E86 mantiene la
orientacién de las hélices a6 y a7 en la proteina apo. En la forma holo, E46 que se
localiza a un extremo de o5 forma un puente salino con K71 restringiendo la
orientacion de a5 y a6 y abriendo el portal. En el extremo mas distante a la cavidad,
a5 se acerca a a4 en la forma holo, donde E35 y K55 forman un puente salino, la

orientacién de a4 y a5 también contribuye a la apertura de la entrada a la cavidad. A
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su vez, la hélice a5 es dos aminoacidos mas corta que en la forma apo y el lazo 4, es

por lo tanto mas largo y se dobla abriendo la entrada de la cavidad.

Los residuos adoptan posiciones diferentes y la cavidad queda definida por diferentes

residuos en cada caso (figura 5.12).

Fig. 5.12. Cavidad interna de Na-FAR-1 en su forma apo, libre de ligando, y holo, unida a palmitato. Se
esquematizan las cadenas laterales de los residuos que delimitan la cavidad. Las cargas superficiales de
ambas cavidades se generaron en pymol con la funciéon de potencial electrostatico en el vacio. Las
cargas positivas se representan en azul, las cargas negativas en rojo y las zonas sin carga en gris.

5.3.1.1 Cavidad de la forma Apo

Los bordes de la cavidad préoximos al solvente estdan decorados con tres aminoacidos
positivos H67, K71 en la hélice a6 y K43 localizada en la posicion mds externa del lazo 5
y también los residuos negativamente cargados (E90, E46, E86), asi como un residuo
polar N44. La entrada a la cavidad esta rodeada por residuos hidrofébicos F37, G94,

A97 e 189, en una posicién mas profunda, y de naturalezas dual Y42 y polar (T45, S48).

La cavidad se encuentra inmersa dentro de la proteina con un volumen mas accesible
delimitado por las cadenas laterales de residuos hidrofébicos (A18, 189, V70, F21, L22,
V63, L66, 174), polares (T45, S48) y también positivamente cargados (R93, K96). El
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volumen mds inaccesible se localiza detras de K96 y de dos residuos polares (P15, S88),
y estd delimitado por residuos hidrofébicos M14, L13, Y10, V114, V117, L139, F143,
A92, F136 y F132 (figura 5.13).

Fig.5.13. Cavidad interna de Na-FAR-1 en su forma libre de ligando. Se esquematizan las cadenas
laterales de los residuos que delimitan la cavidad.

5.3.1.2. Forma holo

En la estructura cristalografica la cavidad estd principalmente delineada por residuos
hidrofébicos (F132, F136, L139, V142, F143, M14, L13, V114, V117, Y10, V70, 189, 191,
A92, 195, A97, A18, A97, Y99, Y100, F21, L22, L25, L33, V36, F1, 16, F37, Y42, 149, L52,
V63, L66, M69). Residuos positivamente cargados como K43, R93 y H67 estan
localizados en la entrada de la cavidad en contacto con el solvente donde también se

localizan residuos polares (N44, T45, S48). E46 estd presente en dos conférmeros
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diferentes, uno de los cuales forma un puente salino ya sea con K71 o con H67,

residuos también localizados en la entrada (figura 5.14).

Fig.5.14. Cavidad interna de Na-FAR-1 en su forma unida a ligando. Se esquematizan las cadenas
laterales de los residuos que delimitan la cavidad.

Dentro de la cavidad, el palmitato se localiza en una zona media, rodeado por las
cadenas laterales de los residuos hidrofébicos (A18, F21, L22, L33, V63, L66, A92, M14,
195, L25). Hay cinco residuos aromaticos en proximidad del ligando, 3 tirosinas (Y10,
Y99, Y100) y dos fenilalaninas (F1, F21). El grupo cargado del palmitato se encuentra

estabilizado por la cadena lateral de K96 (figuras 5.15 y 5.16).
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Fig.5.15. Cavidad interna de Na-FAR-1 unida a palmitato. Se esquematizan las cadenas laterales de los
residuos que delimitan la cavidad.

Fig.5.16. Residuos de Na-FAR-1 em contacto con palmitato. Se esquematizan las cadenas laterales de
los residuos que delimitan la cavidad y la molécula de palmitato en su interior.

5.4. Comparacion con otras estructuras

Una comparacion geométrica con las estructuras disponibles en bases de datos
realizada mediante alineamiento de matrices de distancia con el programa DALl *°,
revelé que no existen estructuras similares a la de Na-FAR-1, a excepcién de Ce-FAR-7.
Algunas estructuras candidatas fueron seleccionadas por el programa con un
RMSD>3.7A (PDB ID: 2ip6-A, 1x8z-A, 1x91-A, 3kav-D, 1x8z-B). Una inspeccién de la

superposicidon generada con estas estructuras permitié comprobar que correspondia a
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una similitud en la orientacion de segmentos de ciertas hélices mas que a una similitud

de plegamiento general.

La estructura de Na-FAR-1 constituye el segundo ejemplo de estructura determinada

conteniendo un nuevo patréon de plegamiento, descripto por primera vez en Ce-FAR-7

50

5.4.1. Analisis comparativo con Ce-FAR-7

La estructura de Ce-FAR-7 en forma apo se determind mediante cristalografia de rayos

X PDB ID: 29WY *°,

La proteina Ce-FAR-7 presenta diferencias en la estructura primaria con respecto a Na-
FAR-1. Como se ha mencionado previamente, el transcripto primario de Ce-FAR-1
carece de sefial de secrecidn. La proteina madura presenta 138 aminoacidos entre los
que se encuentran dos residuos de cisteina mientras que Na-FAR-1, con 155 residuos,

carece de este tipo de aminodcido.

Mediante el programa jalview >3 se realizé un alineamiento de secuencias corregido en
base a la estructura de ambas proteinas (figura 5.17). El alineamiento generado
permite observar que 32 residuos se encuentran conservados. Entre los residuos
conservados se encuentran residuos hidrofébicos, L77 y A81 (L78 y A82 en Ce-FAR-7)
que ayudan a determinar el angulo entre a6 y a7. L33, L59 (L60 en Ce-FAR-7) y L52
(que es sustituida por otro residuo hidrofébico, V53) que estan involucrados en
mantener la orientacién entre a6 y las hélices a4 y a5. También estad conservado el
puente salino entre E35 y K55 (K56 en Ce-FAR-7) que ayuda a mantener la orientacion
de a4 y a5. Otro puente salino conservado, entre K73 (R74 en Ce-FAR-7) y E17 ayuda a

mantener la orientacion entre a6 y a.3.

Na-FAR-1 presenta una insercion de 4 residuos en la posiciéon 107 en el extremo N-

terminal de a8 que resultan en una mayor longitud de esta hélice.

Ce-FAR-7 tiene una insercion de un residuo de histidina en la posicidn 40 ubicada en el

lazo 4. A su vez, es 14 residuos mas corta en la regidon C-terminal por lo que carece de
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las dos hélices, a10 y a1l presentes en Na-FAR-1 y posiblemente en otros miembros

de esta familia de proteinas de mayor longitud de secuencia.
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Fig. 5.17. Alineamiento de secuencias basado en estructura de Na-FAR-1 y Ce-FAR-7. Los elementos de
estructura secundaria se esquematizan como rectangulos (o-hélices) y lineas (lazos) en color celeste
para Na-FAR-1 y en amarillo Ce-FAR-7.

Las prolinas al inicio de las hélices P7 en a2, P15 a3, P79 a7, P137 en 010 (que se
corresponden con P7, P15, P80 y P134 en Ce-FAR-7) se encuentran altamente

conservadas en estas proteinas y entre los miembros de la familia FAR.

En la region N-terminal, Ce-FAR-7 presenta una hélice o de 5 residuos de longitud, en

lugar del giro 310 de tres aminoacidos.

Una comparacién de las estructuras con pymol da un RMSD de 1.711 A (con un total
de 636 atomos alineados) con la forma apo y de 1.646 A (para 608 atomos alineados)

con la forma holo. En la figura 5.18 se muestra una superposicion de las tres

estructuras.

Fig. 5.18. Superposicion de las estructuras apo (verde) y holo (azul) de Na-FAR-1 con Ce-FAR-7
(amarillo). Las estructuras presentan una disposicion muy similar de hélices, sin embargo, puede
apreciarse que en Ce-FAR-7 las hélices a2 y a3 (delimitadas con un circulo) se acercan hacia el centro
disminuyendo el tamafio la cavidad.
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5.4.1.1. Cavidad interna

La region comprendida por el lazo 4, que constituye la entrada a la cavidad, no fue
modelada en la estructura de Ce-FAR-7 por presentar densidad electrénica
insuficiente. Es probable que la falta de buena definicién en esta regidn se deba a los

procesos dindmicos que ocurren en el lazo 4, como se ha determinado para Na-FAR-1.

La cavidad estimada para Ce-FAR-1 con CASTp presenta un tamafio mucho menor que
para ambas formas de Na-FAR-1, con un volumen de 687.7 A3 accesible a una sonda
equivalente al de una molécula de agua que se reduce a 390.0 A? si se trata del

volumen accesible para una sonda equivalente a un grupo CH,.

Las hélices a2 y a3 se acercan hacia las hélices a7 y a8 disminuyendo el volumen de la

cavidad. Por este motivo, los autores distinguen dos zonas o bolsillos hidrofébicos a las

50

gue denominaron P1y P2 en Ce-FAR-7 (figura 5.19)

Fig. 5.19. Estructura de Ce-FAR-7 con la cavidad interna. Las imagenes se generaron en pymol, se
sefialan ambos bolsillos hidrofébicos P1y P2. Las cargas superficiales de lambas cavidades se generaron
en pymol con la funcién de potencial electrostatico en el vacio. Las cargas positivas se representan en
azul, las cargas negativas en rojo y las zonas sin carga en gris.

Ciertos residuos que delinean las cavidades de las proteinas tienen un alto grado de
conservacién, pero en otros casos se producen cambios por aminoacidos de
caracteristicas similares que mantienen el perfil hidrofébico. A85, 189 que en Ce-FAR-7

son A86, 190 forman parte del bolsillo P1, junto con 174, F84, F132, L139 que son
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sustituidos en Ce-FAR-7 por los residuos L75, Y85, L129, 1136. Los residuos F21, L33,
F37 que corresponden al bolsillo P2 también se encuentran conservados. Ademas, en
este segundo bolsillo hidrofébico, L25, V63 y L66 son sustituidos por los residuos de la

misma naturaleza 125, L64, V67 en Ce-FAR-7.

En otros casos existe una sustitucion por residuos de diferente naturaleza dentro de la
cavidad. Se sustituye un aminoacido polar por uno hidrofébico como S88 por L89, y los
residuos positivamente cargados K96 y R93 son sustituidos por un residuo hidrofébico

y uno polar, L97 y T94 respectivamente, en Ce-FAR-7.

Las diferencias en el tamafio y caracteristicas de la cavidad interna de ambas proteinas
podrian estar relacionadas con diferentes funciones bioldgicas y se traducen a su vez
en diferencias en la unién a ligandos como se discute en el capitulo 6 de andlisis de

union a ligando.

5.4.1.2. Sitios de fosforilacion

Se ha mencionado que todas las FAR presentan una secuencia consenso de
fosforilacién para caseina quinasa tipo Il cuya posicion se encuentra muy conservada, a
pesar del alto grado de diversidad de secuencia que presentan estas proteinas. No
existe evidencia que indique que este sitio esté fosforilado naturalmente, pero
experimentos in vitro con Ce-FAR-7 muestran que mediante la fosforilacién artificial se
produce una alteracién en la unién de ligando *°. En este estudio muestran que la
fosforilacién mediada por la caseina quinasa tipo Il inestabiliza la proteina Sin
embargo, simulan la fosforilacién por sustitucidon de la treonina 26 por acido aspartico,

y esto trae aparejado un aumento en la afinidad de la proteina por retinol.

Tanto en Na-FAR-1 como en Ce-FAR-7 la cadena lateral que resultaria modificada (de
S26 y T26 respectivamente) reside en la regién lazo entre las hélices a3 y a4 en un

extremo de la molécula (figura 5.20).

132



Capitulo 5 Analisis estructural de Na-FAR-1

Fig.5.20. Sitio de fosforilacion de Na-FAR-1 y Ce-FAR-7. Se esquematizan las estructuras de Ce-FAR-7
(amarillo) y Na-FAR-1 apo (verde) y holo (azul).

Es posible que la fosforilacién afecte la unién a ligando a través de un cambio
conformacional que modifique el angulo entre estas hélices y module la apertura de la

region portal.

5.5. Conclusiones

La estructura tridimensional de Na-FAR-1 en sus formas apo y holo, resuelta por RMN y
cristalografia de rayos X respectivamente, revela la presencia de una cavidad interna
gue adopta diferentes caracteristicas dependiendo de la presencia o ausencia del
ligando. La cavidad resultante es mucho mayor para holo Na-FAR-1, mientras que el
arreglo helicoidal y los angulos que forman no se modifican drdsticamente en
comparacion con la forma apo. La region del lazo 4 de alta movilidad podria funcionar
a modo de portal para la salida y entrada de ligandos presentando una disposicion mas

cerrada en la forma apo.

Parece existir un elevado grado de conservacion en las estructuras de miembros

distantes de la familia FAR de proteinas. Pese a las diferencias existentes en la
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secuencia de las dos proteinas con estructura resuelta en la actualidad, Ce-FAR-7 y Na-

FAR-1 presentan el mismo patrén de plegamiento.

Sin embargo, también exhiben diferencias en cuanto a longitud de ciertas hélices, y
orientacion entre hélices que determinan diferencias en la cavidad hidrofébica de las
proteinas. Las diferencias podrian estar asociadas a los distintos roles que podrian
cumplir estas proteinas, que no sélo provienen de organismos diferentes, un
nematodo de vida libre y un nematodo parasito intestinal, sino que también
presentarian diferencias en cuanto a la su localizacién (Ce-FAR-7 no posee seial de

secrecién).
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6. Analisis de interaccion con ligandos

Existen muchos aspectos de la interaccidon proteina-ligando que pueden ser
caracterizados, entre estos: la identidad de él o los ligandos unidos, la afinidad y la
especificidad de unién, identificar cudles son los residuos que intervienen y que
definen los sitios de unién, asi como evidenciar los cambios estructurales producidos a

raiz de la interaccion.

En este trabajo se analizd la interaccion de Na-FAR-1 con ligandos mediante
espectroscopia de fluorescencia y de resonancia magnética nuclear, con la finalidad de
estimar la estequiometria de los complejos formados y las constantes de disociaciéon
correspondientes, asi como también los cambios estructurales producidos. Asimismo,
se analizé la preferencia por acidos grasos de distinta longitud de cadena mediante
ensayos de desplazamiento. Por ultimo, se analiz6 la particion de equilibrio con
membranas artificiales como medida relativa de la afinidad por ligandos. A su vez, se
evidencio la variedad de ligandos que es capaz unir Na-FAR-1 en el entorno de E. coli,

mediante cromatografia en capa fina y gaseosa.

6.1. Caracterizacion de la composicion lipidica

Como se ha mencionado previamente, ciertas proteinas FAR han sido caracterizadas
desde el punto de vista bioquimico y se ha encontrado que son capaces de unir acidos
grasos y retinol. Sin embargo, no se ha establecido previamente con certeza si su
especificidad se limita a ligandos de esa naturaleza o son capaces de unir otros tipos de
lipidos. Como estrategia para comenzar a estudiar las preferencias de unién a ligandos
de Na-FAR-1, se realizé una extraccion de la fraccién lipidica unida a la proteina
recombinante purificada desde E. coli y su posterior andlisis. Teniendo en cuenta que
el citoplasma bacteriano no es el ambiente natural de la proteina esta estrategia sirve
como una primera aproximacion para determinar la identidad de los componentes

lipidicos unidos a Na-FAR-1 en su ambiente natural.
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6.1.1. Extraccion de lipidos de rNa-FAR-1

Se realizd una extraccion de lipidos basada en su solubilidad en solventes organicos y
la desnaturalizacién de la proteina. En primer lugar, los lipidos se solubilizaron en una
mezcla de solventes. Luego, mediante la utilizacion de un sistema de particién y

posterior centrifugacion, se separaron de otros compuestos.

Siguiendo los protocolos descriptos en el capitulo de Produccién de proteina, se
purific6 la proteina recombinante desde E. coli. Se realizaron los pasos de
cromatografia de afinidad y cromatografia de exclusion molecular, pero sin incluir en
este caso la deslipidizacion por HPLC. Se extrajeron lipidos de 15mg de proteina Na-
FAR-1, no deslipidizada por HPLC, y se realizé también la extraccién a proteina apo
(deslipidizada por HPLC) como control. Asimismo, se realizé la extraccién de 3ml de
cultivo de la cepa de expresioén E. coli BL21 (ADE3), lisado por sonicado. Como control
de contaminantes lipidicos en las soluciones empleadas, se extrajo igual volumen de
buffer en paralelo.

Para la extraccién de lipidos de Na-FAR-1 se siguidé la metodologia descripta por Folch

2 ; .y
| 3. Cada muestra se mezclé con 15 ml de solucién

131 v modificada por Obal y co
CHCIl3:CH30H (2:1), se agitd en vértex durante 15 min en bafio de hielo y se filtré. El
filtrado se lavd con 250 pl de solucién acuosa de NaCl 2.9% y se agitd. El sistema de
solventes resultante (metanol/cloroformo/agua con NaCl) asegura una buena
extraccion debido a que es lo suficientemente apolar como para que los lipidos se
disuelvan en el mismo y, al mismo tiempo, tan polar y con la fuerza iénica necesaria

como para vencer las fuertes fuerzas de asociacion entre los lipidos y otros

constituyentes celulares como las proteinas.

Se logroé la separacion de fases por centrifugacion a 1000 rpm durante 10 min. La fase
acuosa se descartd y la fase organica inferior que contiene los lipidos se secé bajo
corriente de N, gaseoso. La fraccion lipidica se redisolviéo en CHCl; y se almacené a -

20°C bajo atmodsfera de N, hasta su analisis.
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6.1.2. Cromatografia en capa fina

La separacién de los componentes lipidicos unidos a Na-FAR-1 se realiz6 mediante
cromatografia en capa fina (TLC, del inglés thin layer chromatography) que se basa en
la propiedad fisica de adsorcidn. Los lipidos se aplican sobre un gel de silice que forma
una fina capa (fase estacionaria) sobre un soporte sélido. La mezcla de solventes (fase
movil) se desplaza sobre la silica por capilaridad, arrastrando los lipidos. Los grupos
polares de los lipidos interactian con la fase estacionaria y favorecen su retencién
mientras que las cadenas hidrofébicas favorecen su solubilizacion y arrastre por la fase
movil. De esta manera, empleando una composicion adecuada en la fase movil, se
logra una separacién de los lipidos que se habrdn desplazado de forma diferencial

respondiendo a su particién entre ambas fases.

Las muestras lipidicas obtenidas de lisados de E. coli, holo Na-FAR-1, los controles apo
Na-FAR-1, y de solventes y los estandares se sembraron manualmente con jeringa
Hamilton en placas de TLC de Silica Gel, Si250 (J.T.Baker) de 20x20 cm previamente
activadas a 100°C por 30 min. Se emplearon en la corrida condiciones que permitieron
separar las diferentes clases de lipidos, siguiendo la metodologia y sistema de
solventes descripto por Obal y col. *2. Para la resolucién de lipidos polares (PL) se
empled una fase movil con la siguiente composicidn: acetato de metilo / isopropanol /
cloroformo / metanol / 0.25% KCl (25:25:25:10:9, v/v/v/v/v). Para la separacion de
lipidos neutros (NL), el sistema de solventes empleado fue: hexano /dietil-éter / acido
acético (80:20:1, v/v/v). Las bandas de lipidos se visualizaron por pulverizacién de las
placas con CuSO,4 8% (m/v) en solucién acuosa de HsPO4 10% (v/v) y calentamiento a
140°C. La identificacién de los componentes lipidicos se llevd a cabo mediante la
comparacion con patrones sembrados en la misma placa. Todo el procedimiento se

realizé por duplicado. Las placas se muestran en la figura 6.1.

En la corrida se incluyeron los siguientes controles: Extraccion en blanco que sirve para
verificar la ausencia de lipidos en los reactivos y solventes empleados (Ctl); muestra de
una extraccion realizada a proteina deslipidizada por HPLC que sirve a su vez para
evidenciar el desempefio de este paso de purificacién (Apo); muestra de una

extraccion realizada al cultivo de E. coli donde quedara evidenciado el entorno lipidico
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en contacto con la proteina (Ec). Asimismo se agregd a modo de estandar una muestra

de homogenato de higado de rata cuya composicion es conocida (Est).

R, - w- -
o - = CLP
¢ = TG = pl
B i —PS
! o =>rc
: FA .
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Fig. 6.1. Fracciones lipidicas unidas a Na-FAR-1 evidenciadas por TLC. Las fracciones lipidicas se
analizaron mediante TLC en condiciones optimizadas para resolver por separado clases de lipidos
neutros (A) y polares (B). Los estandares vy las muestras (aproximadamente entre 2 y 10 mg) se
sembraron manualmente en placas de TLC. Apo: extraccién de NaFAR purificada por HPLC; Holo:
extraccion de NaFAR sin HPLC; Ec: extraccion de cultivo de E.coli; Est: estdndar de homogenato de
higado de rata; Ctrl: extracciéon sin muestra. DAG: diacilglicéridos; CHO: colesterol; FA: acidos grasos; TG:
triglicéridos; CHOe: ésteres de colesterol; PC: fosfatidilcolina; PS: fosfatidilserina; PI: fosfatidilinositol;
CLP: cardiolipina; PE: fosfatidiletanolamina.

En la placa correspondiente a lipidos neutros (figura 6.1. panel A), para la muestra
extraida de la proteina (Holo) se observa la presencia de una gran proporcién de acidos
grasos y, en menor medida, de diacilglicéridos. Esto implica que Na-FAR-1 es capaz de

unir acidos grasos y diacilglicéridos.

En cuanto a los lipidos neutros extraidos de E. coli, se observa Unicamente la presencia
de acidos grasos. No se observa la banda correspondiente a los diacilglicéridos, lo cual
podria deberse a que la proteina presente una cierta preferencia por este tipo de

ligandos y sea capaz de concentrarlos.

En la placa déonde se resolvieron los lipidos polares (figura 6. 1. panel B), se observa

que en la fraccion lipidica unida a Na-FAR-1 esta presente fundamentalmente
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fosfatidiletanolamina, y en menor medida fosfatidilserina y cardiolopina. En

consecuencia, Na-FAR-1 es capaz de unir distintas clases de fosfolipidos.

El entorno celular de lipidos de E. coli parece contener las mismas clases de
compuestos hidrofébicos aunque en una proporcidn diferente. En este caso, si se
compara la intensidad de las bandas de fosfatidilserina y cardiolipina, la proporcién de
estos lipidos se invierte con respecto a la proteina, donde la de fosfatidilserina es mas
intensa mientras que la de cardiolipina es menor. Si bien la diferencia es sutil, la

proteina podria presentar una preferencia por el primer ligando frente al segundo.

Las clases lipidicas presentes en E. coli han sido extensamente estudiadas por muchos
autores quienes han determinado que sus constituyentes principales son

132 Teniendo esto en cuenta, la

fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y cardiolipina
banda presente en las calles de extracto de proteina holo y de E. coli, cuya movilidad
no se corresponde con ninglin marcador del estandar (sefialada con una flecha roja)

podria corresponder a fosfatidilglicerol.

No se observa la presencia de bandas en las calles pertenecientes a los controles tanto
de deslipidizacidn (extraccidn de proteina apo) como el de solventes. El control de apo
Na-FAR-1 sirve para constatar la correcta remocidn de los ligandos copurificantes, que

resulta fundamental para su analisis biofisico y estudio por RMN.

Segun se desprende de los resultados mostrados en la figura 6.1, la fraccidn lipidica
unida a Na-FAR-1 exhibe un contenido de lipidos heterogéneo. Dado que estudios
previos han demostrado que otros miembros de la familia de las FAR unen retinol,
acidos grasos y sus andlogos fluorescentes, el presente analisis revela que Na-FAR-1
une estos compuestos pero también una amplia variedad de clases lipidicas. Une

lipidos neutros como acidos grasos y DAG vy lipidos polares como PE, PS, PG y CLP.

Esta proteina FAR es capaz de unir todos los lipidos presentes en el ambiente celular
bacteriano. Si bien la unién de acidos grasos, PE, PG es notoria, ya que son abundantes
en el entorno. Podria inferirse que tiene cierta preferencia por DAG y PS cuyas bandas

son casi imperceptibles en E. coli.
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6.1.3. Saponificacion y esterificacion de acidos grasos

Muchos lipidos simples y complejos son muy polares o de muy alto peso molecular
como para ser sometidos a técnicas cromatograficas como la cromatografia gaseosa.
Ademas, en ciertos casos es necesario hidrolizarlos para analizar sus constituyentes.
Los acidos grasos componentes de los lipidos acilados pueden ser obtenidos por
saponificacidn, proceso durante el cual se produce la hidrélisis de los enlaces éster que

los unen.

Los lipidos extraidos se hidrolizaron en una solucién de KOH 10% p/v en etanol bajo
atmdsfera nitrogenada, a 80°C durante 45 min. Se realizé una particién de la mezcla
mediante el agregado de éter de petréleo para remover la fraccidn insaponificable. Los
acidos grasos libres se protonaron con el agregado de HCl fumante y se solubilizaron

en éter de petréleo luego de una segunda particion.

Para obtener los ésteres metilicos derivados de los acidos grasos, se agregaron 2 ml de
BF3; 10% en metanol, y se incubaron en atmdsfera nitrogenada a 64°C durante 1 h. Los
ésteres metilicos se obtuvieron por derivatizacion con CHsOH-BF; de acuerdo al

método descripto **>.

6.1.4. Cromatografia gaseosa

La composicion de acidos grasos de la fraccién lipidica se analizd mediante
cromatografia gaseosa (GC) de sus ésteres metilicos. Dicha técnica cromatografica se
basa en el principio de particidn entre dos fases de diferente hidrofobicidad, una movil
y una estacionaria. Un liquido de alto punto de ebullicién, empaquetado en una
columna capilar sobre un soporte sdélido, forma la fase estacionaria y los lipidos son
arrastrados por un flujo gaseoso que constituye la fase movil.

Los ésteres metilicos se obtuvieron por derivatizacién con CH3OH-BF; de acuerdo al
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método descripto por “>°. Para la corrida se utilizd un equipo HP 6890 (Hewlett

Packard). Los picos individuales de los ésteres metilicos de 4acidos grasos se

identificaron por comparacién de sus tiempos de retencidn con los de estandares.

Los cromatogramas obtenidos se muestran en las figuras 6.2. y 6.3.
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Fig. 6.2. Cromatograma de los acidos grasos unidos a Na-FAR-1 analizados por GC. Cromatogramas
resultantes de los FAs asociados a Na-FAR-1 recombinante. Los acidos grasos detectados fueron: A,
acido miristico (14:0); B, palmitico (16:0); C, hexadecenoico (16:1); D, metilenhexadecanoico (17:1); E,
estedrico (18:0); F, octadecenoico (18:1); G, B-hidroximiristico.
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Fig. 6.3. Cromatograma de los acidos grasos de cultivo bacteriano analizados por GC. Cromatograma
resultante de los FAs extraidos cultivos de E. coli. Los acidos grasos detectados fueron: A, acido miristico
(14:0); B, palmitico (16:0); C, hexadecenoico (16:1); D, metilenhexadecanoico (17:1); E, estearico (18:0);
F, octadecenoico (18:1); G, B-hidroximiristico.
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Los acidos grasos detectados fueron: acido miristico (14:0), acido palmitico (16:0),
acido hexadecenoico (16:1), 4cido metilenhexadecanoico (17:1), acido estearico (18:0),

acido octadecenoico (18:1), acido B-hidroximiristico.

Los picos individuales de los ésteres metilicos de acidos grasos se identificaron por
comparacion de sus tiempos de retencidon con los de estandares. Los FAs,
metilenhexadecanoico (17:1) y B-hidroximiristico que no estaban presentes entre los

, . . p ., CLgs , 134
estandares se identificaron por comparacién con la bibliografia **

. En el trabajo citado
se describe en E. coli, la presencia de los acidos miristico (14:0), palmitico (16:0),
hexadecenoico (16:1), metilenhexadecanoico (17:1), octadecenoico (18:1) y pB-
hidroximiristico. La presencia y proporcion de FAs depende de la cepa bacteriana, el
medio de cultivo y la temperatura, pero dado que las condiciones empleadas en el

presente trabajo son muy similares a las descriptas en literatura, los resultados estdn

en concordancia.

Mediante el andlisis de los FAs unidos a la proteina se desprende que los acidos grasos
saturados presentan una abundancia relativa del 57% mientras que el 43% restante
comprenderia FAs insaturados (tabla 6.1 y figura 6.4). El acido graso saturado 16:0

resulté ser el componente mayoritario.

Abundancia relativa (%)

Acido graso Na-FAR-1 E. coli

14:0 2.75+0.88 2.52+0.04
16:0 37.82+£1.38 39.9+1.78
16:1 4.70 £ 0.67 3.61£0.07
17:1 14.47 £ 0.50 17.39+£0.97
18:0 8.82 £ 6.60 4.26 £0.27
18:1 24.11+7.55 22.6+1.62
[3-OH 7.33+0.14 9.72+0.51

Tabla 6.1. Abundancia relativa de acidos grasos.
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Fig. 6.4. Abundancia relativa de acidos grasos unidos a Na-FAR-1 detectados por GC. Analisis por GC de
FAs asociados a Na-FAR-1 recombinante (azul) y extraidos de E. coli (violeta). Na-FAR-1 presenta una
composicién de acidos grasos similar a la del entorno. Se muestra el promedio de dos extracciones
independientes + SD.

La composicidon de FAs presentes en Na-FAR-1 y los derivados de E. coli mostraron alta
similitud. Esta correlacion implica que Na-FAR-1 es capaz de unir los lipidos cuya
composicidon en 4cidos grasos es semejante a la presente en el ambiente bacteriano,
pero no da una idea acerca de cdmo se unen (residuos involucrados en la interaccién),
cual es la especificidad de unidn o la afinidad con que se forman los complejos. Para

abordar estas cuestiones se realizaron estudios por fluorescencia y RMN.

6.2. Analisis de interaccion con ligandos por RMN

La interaccidn de un ligando con una proteina tiene como resultado la formacion de un

complejo que estd en equilibrio con las formas libres de ambas moléculas:

PrL > PL
Ky

donde P se refiere a la proteina, L al ligando y PL al complejo que forman.

La afinidad provee una medida de la fuerza con que se establece la interaccién y puede

ser representada mediante la constante de disociacion K4 del complejo, definida como:
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Kd = (6.1)

El que se describe es el caso de un sistema simple, donde una proteina une un Unico
ligando, pero existen sistemas mas complejos dénde la proteina une multiples ligandos

y entran en juego mas equilibrios con sus respectivas constantes.

Con la formacion de un complejo PL se produce la estabilizacién de conformaciones
diferentes a las que se encuentran para las estructuras mds abundantes de ambas

especies Py L libres en solucion.

Las diferencias conformacionales entre las especies libres y las del complejo, tienen
como resultado un cambio en los pardmetros de RMN, como por ejemplo, los
desplazamientos quimicos, los parametros de relajacién (Ty, T, y NOEs), los pardmetros
dinamicos y los coeficientes de difusién. En consecuencia, la interacciéon proteina-
ligando puede estudiarse mediante diferentes experimentos que evallen estos

pardmetros **°

. En estos experimentos se distinguen dos estrategias diferentes, se
pueden observar cambios producidos en sefales del ligando o en sefales de la

proteina.

El analisis de los desplazamientos quimicos permite evaluar la afinidad de un ligando
por la proteina debido a que la naturaleza dinamica del proceso de unién afecta la
apariencia de los espectros. Se puede establecer si la interaccion corresponde a un
intercambio lento o rdpido en la escala de tiempo de RMN vy evaluar de este modo la

constante de afinidad para la formacidn del complejo (figura 6.5).

La ecuacidn 6.1 se puede expresar de forma alternativa, con Kd en términos de las

velocidades de asociacion (k1) y disociacion (k.1) del complejo PL:

Kd = = ——1 (6.2)

Si el proceso de disociacién del complejo es lento (k.; es baja) en comparacién con la
diferencia de desplazamientos quimicos entre los dos estados (en unidades de
frecuencia), se observaran dos conjuntos de resonancias para la proteina,

correspondientes a la conformacién libre y a la conformacién en el complejo.
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Esta es la situacidon de intercambio lento caracteristica de una alta afinidad por el

ligando con una constante de disociacidon submicromolar (Kg< uM).

En una situacién de intercambio rdpido, donde la afinidad por el ligando es baja, el
complejo se forma y disocia con mayor rapidez que la escala de tiempo de los
desplazamientos quimicos en RMN (k; es alta). Es por ello que se observa un Unico
conjunto de sefales que resuenan a un promedio pesado de los desplazamientos
qguimicos correspondientes a P libre y a P unida. En este caso la constante de

disociacion del complejo es mayor al orden micromolar (Kg > uM).

[LI:[P]

A A
AL A 0.5:1
AN g,
A\ N s

A A 2:1

PPL P PL

Fig. 6.5. Representacion esquematica de los desplazamientos quimicos registrados para la proteina en
la formacion de un complejo PL. A la izquierda se representa un equilibrio de intercambio rapido, a la
derecha se representa un equilibrio de intercambio lento. Se parte de P libre en solucién y se van
agregando cantidades crecientes de L. En este ejemplo sélo la proteina presenta marca, por lo que no se
observan desplazamientos quimicos para L.

Cuando k; es del mismo orden de magnitud que la diferencia en los desplazamientos
guimicos en unidades de frecuencia, se produce el fendmeno de coalescencia. En estas
situaciones de intercambio intermedio las sefiales se ensanchan y se pierden,

dificultando el andlisis de esos complejos mediante RMN.

En general, una unién se considera fuerte cuando Kg es menor a 102M (intercambio
lento), moderado entre 10° y 10®M (intercambio intermedio) y débil cuando Kq es

mayor a 10”°M (intercambio rapido) .
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6.2.1. Titulacion

El experimento clave para estudiar la afinidad por ligandos a través de los
desplazamientos quimicos es el espectro °N-HSQC. Para caracterizar las propiedades
de uniéon a ligando mediante RMN, se analizaron los cambios en las sefales
introducidos en espectros °N-HSQC de Na-FAR-1, por el agregado de cantidades
crecientes de ligando.

13N a una concentracién de

Na-FAR-1 recombinante doblemente marcada con
430 uM, se tituld por adicidn secuencial de solucidn acuosa de oleato de sodio 100
mM sin marca 137(figura 6.6). Se agregaron 0.5, 1, 2, 3,4,5, 6, 7, 8, 9y 10 equivalentes
de oleato de sodio. La titulacion se llevé a cabo hasta lograr un exceso de ligando,
observandose la precipitacion de oleato de sodio a una relacion proteina:ligando de
1:10. Luego de cada agregado, se incubd durante 15 minutos y se registraron los
espectros °N-HSQC. Asimismo, se realizaron a modo de control espectros de difusién

T, a fin de evaluar posibles cambios en las propiedades de relajacién, para cada punto

de la titulacion.

Asimismo se registraron experimentos de triple resonancia en distintos puntos de la
titulacion (a una relacién proteina ligando 1:4 y 1:7) para poder asignar los picos

desplazados y confirmar su identidad a lo largo de la titulacién.

En la figura 6.6.A se muestran los espectros correspondientes a distintos puntos de la
titulacién superpuestos. En los espectros se observa que los cambios en los
desplazamientos quimicos no se reducen a zonas especificas que podrian estar en
contacto con el ligando, si no que se producen a lo largo de toda la proteina. Este
comportamiento estaria indicando la presencia de cambios globales en la estructura

de la proteina al formar el complejo.

Algunas zonas ampliadas del espectro se muestran en las figuras 6.6.B y C para
evidenciar las diferencias observadas a lo largo de la titulacién. G78, por ejemplo, se
desplaza a frecuencias mayores mientras que A46 lo hace hacia frecuencias menores,

observandose un ensanchamiento del pico a partir del punto 1:4 de la titulacion.
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Fig. 6.6. (A) Espectros N HSQC secuenciales de Na-FAR-1 titulada con oleato de sodio. El espectro de
la proteina apo se muestra en azul, relacion 1:1 proteina ligando en violeta, 1:2 en rojo, 1:4 enrosay 1:7
en naranja. Los picos de intercambio lento aparecen al inicio de la titulacién, seguidos de un
comportamiento de intercambio rapido desde una relacion 1:4 de proteina:ligando (rosa). La titulacion
se finalizd por aparicién de ligando precipitado a una relacién proteina:ligando de 1:10. (B) (C) Regiones
ampliadas del espectro 'H-°N HsQc para los pasos de titulacion de Na-FAR-1 con residuos
experimentando distintos comportamientos.

La titulacién se comenzd por adicidn de 0.5 equivalentes de ligando. En este punto se
observaron dos picos provenientes de cada grupo amida desplazado, uno
correspondiente a la forma apo de Na-FAR-1 permanecid en la posicién original, y otro
pico con un desplazamiento quimico diferente, resultante de la conformacion de la

proteina en presencia de una molécula de ligando.
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En puntos subsiguientes de la titulacion se observaron mas cambios de
desplazamiento quimico, en cada caso resultando en la aparicién de un nuevo pico
sumada a la disminucién de la intensidad del pico original. El proceso de unién a
ligando exhibié por ende, un comportamiento de intercambio lento para la adicion de
0.5, 1, 2 y 3 equivalentes de oleato, lo que sugeriria que la proteina une tres ligandos

con alta afinidad.

Este comportamiento fue sucedido por un proceso de intercambio rapido, dénde sélo
un pico se observd por cada grupo amida desde una relacidn proteina:ligando 1:4
hasta una relacidn 1:10. En el punto de la titulacién 1:4 proteina:ligando se observé un
ensanchamiento de gran cantidad de picos indicativo de un comportamiento de

intercambio intermedio.

A modo de ejemplo, en la figura 6.7 se muestran los espectros individuales de cada
punto de la titulacidon y en la figura 6.8 superpuestos, para el residuo de glicina en

posicion 78.

Los resultados sugieren que Na-FAR-1 une hasta cuatro moléculas de oleato de sodio
por molécula de proteina, tres de las cuales se unen con alta afinidad (con Ky en el
orden sub micromolar) y un cuarto ligando se uniria con baja afinidad. Los
desplazamientos quimicos correspondientes a las cuatro conformaciones de los
complejos formados por Na-FAR-1 y a la forma libre de ligando se indican en la figura

6.8.

A causa del aumento en la complejidad de los espectros producido por el incremento
en el nimero de picos por grupo amida, se produjo un considerable solapamiento de
sefiales en la situacion de intercambio lento que dificulté la asignacion de los
espectros. El ensanchamiento de muchas sefiales por la transicién a un régimen de

intercambio intermedio, también dificultd la asignacidn de los espectros.
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Fig. 6.8. Regiones ampliadas de los espectros N-HSQC secuenciales para el residuo G78 de Na-FAR-1
titulada con oleato de sodio. Mediante la superposicion de los espectros se identifican los
desplazamientos quimicos correspondientes a la proteina apo (indicada con 0) y los distintos complejos
uniendo 1, 2, 3 y hasta 4 moléculas de ligando.

El complejo comportamiento demostrado por Na-FAR-1 en el proceso de unién a
ligando, dado tanto por el nimero de ligandos unidos como por la afinidad de unién a
los mismos, sumado a la complejidad adicional de los espectros, resultante de los
cambios conformacionales globales en la estructura de la proteina, dificultd el analisis
subsiguiente y el ajuste de los datos para la determinacidon de las constantes de
disociacién.

Si bien la concentracién de oleato de sodio alcanzada durante los ensayos superé el

138, es importante

valor estipulado para su concentracién micelar critica (CMC)
destacar que las propiedades de relajacion longitudinal de Na-FAR-1 no cambiaron a lo
largo de la titulacién. Esto indicaria que los cambios observados durante la titulacion
responden a la formacién de los complejos y no a interacciones de la proteina con las

micelas presentes.
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6.2.2. Perturbacion en los desplazamientos quimicos

La perturbacidon en los desplazamientos quimicos, CSP (del inglés Chemical shift
perturbation), se puede emplear para caracterizar el sitio de unidn e identificar los

139

residuos involucrados en la interaccién con el ligando ~. CSP se evalué mediante la

ecuacion:

ASy, =-(ASE +aAs?) (6.3)

Con & expresado en ppm vy el factor de escala a=0.15.

Habiéndose asignado la mayoria de los desplazamientos quimicos para una relacion
1:7 proetina:ligando se calculé el CSP. Para otros puntos de la titulacién en los que se
observaron multiplicidad de conformaciones o ensanchamiento de sefales, la

asignacion fue insuficiente y no se pudo evaluar la CSP.

Los resultados obtenidos para una relacién 1:7 de proteina:ligando se representaron

en forma de histograma en la figura 6.9.

o H H_FHHH T HOH HF

2.4

2.1

1.8

1.5

1.2

csp

0.9

0.6 | —— 1

03+ HH - —H-HHAT

O e T T T T T T I T T T T T T T T T R T T T e T C T T T T T

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151
Residuo

Fig. 6.9. Histograma de perturbacion de desplazamientos quimicos (CSP) a una relacidon proteina
ligando 1:7. Las barras naranjas y rojas representan valores mayores a 0.7 y 0.8 respectivamente. En la
zona superior del grafico se esquematiza la estructura secundaria de Na-FAR-1.
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En dicho histograma se observa que los residuos que muestran un elevado CSP se
distribuyen a lo largo de toda la proteina, pero se concentran en las hélices 2,3 y 4 de
la region N-terminal, también en la hélice 6 y, fundamentalmente, en la hélice 7. Estos
residuos pueden presentar un corrimiento en sus desplazamientos quimicos debido a
una interaccion con el oleato o pueden estar censando un entorno diferente a raiz de
los cambios conformacionales de orden global que se producen en Na-FAR-1. Los
residuos con CSP mayor a 0.7 se indican coloreados en la estructura de Na-FAR-1 en la

figura 6.10.
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L }L ~ Ta
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Fig. 6.10. Los residuos con altos valores de CSP se indican en la estructura de Na-FAR-1 apo (verde) y

holo (azul). Perturbacién de desplazamientos quimicos (CSP) a una relacién proteina ligando 1:7. Los
residuos naranjas y rojos representan valores mayores a 0.7 y 0.8 respectivamente.

Entre los residuos que presentan elevado CSP se encuentran residuos que conforman
la cavidad interna R96, K93, A85 (localizados en a7), A18 (en a2), L25 (en a4), F37 (en
ad), S48 (en a5), V70 (en a6), F143 (en al0). Entre estos, K93, Al8 y L25 se
encuentran en contacto con el oleato presente en la estructura cristalografica, los
otros residuos podrian estar comprometidos en la interaccién con otras moléculas de
ligando. L25 a su vez se encuentra en el extremo de la hélice 3, dentro del posible sitio

de fosforilacion.

Otros residuos se encuentran en las regiones donde se observan las mayores

diferencias entre la forma apo y holo, las hélices a4 (T31, E35) y a7 (G83, F84, K87,
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T101) y las regiones lazo 3 y 6, que cambian su orientacién para una mayor apertura de

la cavidad.

6.3. Analisis de interaccion con ligandos por espectroscopia de
fluorescencia

La fluorescencia es una técnica espectroscépica ampliamente empleada para estudiar
interacciones de biomoléculas **. Es un caso particular de luminiscencia en la que la
excitacion éptica de una molécula (fluoréforo) y la emisidn de luz desde la misma, que
es practicamente instantdnea, ocurre mientras haya un estimulo excitatorio y tiene

lugar a través de transiciones de estados electrénicos singletes.

Los fluoréforos suelen estar constituidos por grupos aromaticos heterociclos con un
sistema de enlaces-nt conjugado en su estructura (como los presentes en residuos
como triptéfano, tirosina y fenilalanina). En algunos casos es posible unir a la molécula
de interés un fluoréforo extrinseco con el fin de dotarla de propiedades espectrales
adecuadas (como es el caso del acido11-(9-dansilamin)undecanoico, DAUDA, y los

acidos grasos antroiloxi derivados, AOFAs).

La intensidad de emision fluorescente asi como las longitudes de onda de excitacién y
emision dependen no sélo de la estructura quimica del fluoréforo, sino también del
solvente, la temperatura, pH, etc. La naturaleza del solvente (o el entorno donde se
encuentra el fluoréforo) es uno de los factores principales que define la intensidad y
longitudes de onda de emisidn de fluorescencia de un compuesto en solucién, y esta

dependencia se explota para estudiar las interacciones proteina-ligando.

La capacidad de union a distintos ligandos, tanto naturales como artificiales
fluorescentes, que presentan otros miembros de la familia FAR ya ha sido estudiada

mediante fluorescencia 37442454650

. Enla tabla 6.1 se presenta la informacidn sobre la
afinidad de proteinas FAR por diferentes ligandos disponible en literatura hasta la

fecha.

Las distintas FAR unen DAUDA, cis-parinarico, retinol y acidos caprilico, metilmiristico

y oleico con afinidades (Kp) que van desde el orden micromolar al picomolar.
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Kd (LM) proteina FAR

- _7 ¥
Ligando Ac-FAR-1 [Ace-FAR-1| Ov-FAR-1 | Gp-FAR-1 | Ce-FAR-5 | Ce-FAR-7 CeTZAST)7
I
HI}I/\/\/\/\/\) OH
0=S=0
DAUDA I I 8.06 5.05 0.97 1.16 0.494
AN
o]
. . |—OH
cis-parindrico 0.238 1.11 0.08 0.0354
A P = oH
retinol 0.392 1.432 0.085 0.14 0.187 | nosatura 4.05

O

caprilico /\/\/\)k 0.026 0.01
OH

o]
metilmiristico >\/\/\/\/\/\)kOH 0.17 0.12

e}

oleico \/\/\/\/Wk 0.084 0.35
OH

Tabla 6.1. Constantes de disociacion de proteinas FAR con distintos ligandos. Las constantes de
disociacion son de FAR provenientes de los nematodos Ancylostom caninum (Ac-FAR-1)", Ancylostoma
Ceylanicum (Ace-FAR-1) % Onchocerca volvulus (Ov-FAR-1) ¥, Globodera pallida (Gp-FAR-1) “
Caenorhabditis elegans (Ce-FAR-5 y Ce-FAR-7) 630 ge presentan los datos de Ce-FAR-7 y un mutante
indicado como Ce-FAR-7 *, donde se reemplazd el residuo de treonina 26 por glutdmico a modo de
simular la fosfrilacion *°. Los ligandos se representaron con el programa scketchEl
(http://sketchel.sourceforge.net/).

A continuacién se describira la caracterizacion mediante espectroscopia de

fluorescencia llevada a cabo para Na-FAR-1.

6.3.1. Adquisicion de espectros

Los experimentos de fluorescencia se realizaron con un espectrofluorometro
Fluorolog-3 (Horiba-Jobin Yvon). Todas las medidas se hicieron por triplicado a una
temperatura de 25°C. En los ensayos las concentraciones de los compuestos
hidrofdébicos se mantuvieron por debajo de su concentracidon micelar critica (CMC). Se

usaron blancos en buffer PBS para corregir por Raman y dispersion basal.
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6.3.2. Evaluacion de la preferencia por acidos grasos de distinta longitud
de cadena

Para determinar la preferencia que tiene Na-FAR-1 por acidos grasos saturados no
fluorescentes de diferente longitud de cadena se realizaron ensayos de
desplazamiento empleando el analogo fluorescente, acido 11-
(dansilamino)undecanoico (DAUDA). Para los ensayos de desplazamiento, se pre-
incubd la proteina con el DAUDA, luego de lo cual se agregd el acido graso a testear y
se registré la disminucién de intensidad de fluorescencia producida por el
desplazamiento **. Segun el procedimiento descripto por Prior y col. se preincubd la
proteina con DAUDA y se detectaron los cambios en la fluorescencia producidos por el
agregado de cantidades crecientes de 4cidos grasos no fluorescentes **. Se empled una
concentracién 1.5 uM de Na-FAR-1 en la cubeta y la solucién stock de DAUDA (Sigma-
Aldrich) se diluy6é 1:10000 en PBS para usar una concentraciéon 1 uM en los ensayos.
Las soluciones de los ligandos no fluorescentes se prepararon 10mM en etanol y se
diluyeron en PBS. Los ligandos empleados fueron acidos grasos saturados de distinta
longitud de cadena: acido caprico (c10), acido undecanoico (c11), acido dodecanoico
(c12), acido miristico (c14), acido pentadecanoico (c15), acido palmitico (c16), acido

heptadecanoico (c17), acido estearico (c18), acido nonadecanoico (c19).

La unién de DAUDA a la proteina provocé un desplazamiento hacia el azul (de 543 a
480 nm) en su maximo de emisién, lo que, sumado a un marcado aumento en la
intensidad de fluorescencia, indica que Na-FAR-1 posee un sitio de unién altamente
apolar para el DAUDA (figura 6.11) tal como muestran otros miembros de la familia

FAR 42,37,46

Se encontré que todos los acidos grasos empleados desplazaron al DAUDA, lo cual
sugiere que el sitio de unidn es coincidente o presenta algun tipo de superposicién con
el de los acidos grasos naturales. Segln se observa en la figura 6.12, Na-FAR-1 une con
mayor preferencia los acidos grasos de cadena larga desde 14 a 19 carbonos, siendo el
miristico, de 14 carbonos de longitud el que produce mayor desplazamiento de

DAUDA.
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Fig. 6.11. Espectros de fluorescencia del complejo Na-FAR-1-DAUDA. Espectros de fluorescencia del
DAUDA en solucidn, la fluorescencia se incrementa tras el agregado de Na-FAR-1 y luego disminuye
mediante dos adiciones de 4cido graso estedrico (18:0).
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Fig. 6.12. Desplazamiento del DAUDA del complejo proteina-ligando por acidos grasos de distinta
longitud. Disminucién en la fluorescencia relativa del DAUDA unido a Na-FAR-1 por el agregado de
acidos grasos de distinta longitud de cadena.
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6.3.3. Titulaciones fluorimétricas y analisis de union a ligandos

Para evaluar la afinidad que presenta Na-FAR-1 por diferentes ligandos se estimé la
constante de disociacion (Ky) del complejo formado mediante titulaciones
fluorimétricas. En ese sentido, se estudidé la capacidad que presenta la proteina Na-
FAR-1 de unir dos analogos fluorescentes de acidos grasos, el acido oléico antroiloxi-
derivado (12A0) y el antroiloxi-derivado del palmitato (16AP), un compuesto
hidrofébico naturalmente fluorescente (retinol) y un acido graso no fluorescente
(acido oleico) siguiendo la fluorescencia intrinseca de la proteina. Los datos se

ajustaron con las siguientes ecuaciones.

Para estimar los valores de Kd se realizaron los ajustes presentes en el programa Sigma
Plot (http://www.sigmaplot.com/) para regresién no lineal. Se emplearon las

ecuaciones para unién a ligandos considerando uno y dos sitios con saturacion.

La siguiente ecuacién describe el ajuste teniendo en cuenta un Unico sitio de unién:

Fmax x [L]

Frel =
Kd+[L]

+ Ns x [L] (6.1)

Donde Frel es la fluorescencia relativa del complejo proteina-ligando, Fmax es el
maximo de fluorescencia, [L] es la concentracidén de ligando y Ns es una constante de

ajuste que corrige la deriva en los datos en la saturacion.
Si en cambio se suponen dos sitios de unién en la formacidn del complejo, se emplea la
ecuacion:

Fmax1x [L] Fmax2 x [L]
Kd1+[L] Kd2+[L]

Frel = + Nsx [L] (6.2)

Donde Fmaxl y Fmax2 son parametros que utiliza el programa para simular la

saturacion del ligando unido al primer sitio y al segundo sitio, respectivamente.

Teniendo en cuenta que los resultados por RMN indicaron la existencia de sitios
multiples de unién para acidos grasos, con la finalidad de estimar el nimero de sitios
de unién para estos ligandos, se emplearon las ecuaciones para unién no
cooperativa/hiperbdlica estandar con n sitios del Dr. Alan Cooper, de la Universidad de

Glasgow.
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Brevemente, la concentracién del complejo proteina-ligando, se expresa en funcién de
las concentraciones totales de proteina y ligando. Si hay n sitios de unién por mol de
proteina, entonces el nimero total de sitios disponibles es igual a n x Pe, donde Pe es

la concentracidn de proteina estimada, quedando:

_ (nPe + Lo+ Kd) — J(nPe + Lo + Kd)? — 4nPelLo

PL
2

(6.3)

La fraccidn de sitios ocupados (¢) para cualquier concentracion de ligando estd dada

por: ¢ (Lo) = LR

n.Pe

nPe + Lo + — n.Pe + Lo + — 4nPelo
(nPe + Lo + Kd) — /(n.Pe + Lo + Kd)? — 4nPel

Lo) =
¢ (Lo) 2nPe
(6.4)
El valor de fluorescencia en cualquier punto es proporcional a la unioén:
F(Lo) = Fl + (Fpl — Fl) ¢(Lo) (6.5)

Dénde Fl=Intensidad de fluorescencia en ausencia de proteina, y Fpl=Intensidad de

fluorescencia en el estado totalmente unido.

En el caso de tratarse de un experimento en el que se sigue la fluorescencia intrinseca

de la proteina, Fl se reemplaza por Fp en la ecuacion (6.5).

En ambos casos los ajustes se realizaron empleando el médulo Solver de Excel MS

Office para minimizar el error cuadratico medio entre los datos y la curva del modelo.

6.3.3.1. Unidn a antroiloxi-derivados de acidos grasos

Con el objetivo de conocer la afinidad de la proteina por distintos ligandos
fluorescentes se estimd la constante de disociacidn del complejo proteina-ligando (Kg)
mediante titulacion fluorimétrica segtin ***. En esta técnica se monitorea el incremento

de la fluorescencia de un ligando fluorescente como consecuencia del agregado de
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cantidades crecientes de proteina. Se prepard una dilucién 0,5 uM del ligando en
buffer TBS en una cubeta de cuarzo. Se agregaron cantidades crecientes de la proteina
en un rango de 0 a 10 uM y se incubé por 3 minutos antes de cada medida. Se excito a

383 nm y se midieron espectros de emisién entre 400-500 nm.

Se emplearon los siguientes derivados fluorescentes de acidos grasos: Acido 12-(9-
antroiloxi)oleico (12-A0), acido 16-(9-antroiloxi)palmitico (16-AP) ambos adquiridos de

Molecular Probes (USA).

La fluorescencia del grupo antroiloxi se incrementa marcadamente cuando se
introduce en un entorno hidrofébico como lo es el dominio de unidn de Na-FAR-1. Este
aumento en la fluorescencia es una medida directa de la unién del ligando a la
proteina y permite el seguimiento de la formaciéon del complejo FAR-ligando a medida
gue se agregan cantidades crecientes de proteina, para obtener de este modo el valor

de Kd.

El ajuste de los datos experimentales de las titulaciones fluorimétricas de ambos
analogos fluorescentes muestra la presencia de un solo sitio de unién con constantes
de afinidad submicromolares. El valor de K4 obtenido para el equilibrio entre el 12A0 y

Na-FAR-1 fue de 0.10 £ 0.05 uM y para el 16AP de 0.2 + 0.1 uM.

En la figura 6.12 se muestran los espectros de un ensayo representativo para Na-FAR-1
con 12A0, y el ajuste no lineal para un sitio de unién por molécula de proteina

realizado con la ecuacidén 6.1.

12 B 12A0

0.8
0.6

0.4

Fluorescencia (U.A.)
Fluorescencia relativa

0& T T T T T

400 420 440 460 480 500 0 1 2 3 4 5
Longitud de onda de emisién (nm) [Na-FAR-1] (uM)

Fig. 6.12. Titulacidn fluorimétrica del 12 AO. (A) Aumento de la fluorescencia del 12A0 con cada
agregado de NaFAR. (B) La fluorescencia a 450nm se empled para calcular el K4 por el 12A0. Se observa
el ajuste no lineal que describe la union del ligando a un solo sitio de la proteina Na-FAR-1 para 12A0.
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6.3.3.2. Unidn a ligandos naturales fluorescentes

Para determinar el K4 de Na-FAR-1 por un ligando natural fluorescente como el retinol,

se realizaron titulaciones fluorimétricas de la proteina *'.

Se empled una concentracién 1.3 uM de proteina en la cubeta en buffer PBS y se
agregaron cantidades crecientes de retinol. Se prepard una solucion stock 4,5 mg/ml
de retinol y se realizaron diluciones en etanol que se agregaron directamente a la
cubeta en los ensayos para evitar degradacién en agua. Luego de cada agregado de
retinol se incubd durante 3 minutos y se midié la fluorescencia en el rango 410-520 nm
excitando a 350 nm. Se realizé un blanco con los mismos agregados de retinol a la
cubeta sin proteina que se sustrajo de los espectros para descontar la contribucion a la

fluorescencia del retinol libre.

La fluorescencia del retinol aumenta en presencia de un entorno hidrofébico como el
gue presenta la cavidad interna de Na-FAR-1. De este modo se monitored la unién del

retinol a la proteina y se estimé su afinidad.

En la figura 6.13 se muestran los espectros de un ensayo representativo para Na-FAR-1
con retinol (A), y el ajuste no lineal para un sitio de unién por molécula de proteina
empleando la ecuacién 6.1 (B). El valor de K4 obtenido para el retinol fue de 0.5 + 0.3

UM para un Unico sitio de unién presente.
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Fig. 6.13. Titulacion fluorimétrica con retinol. (A) Aumento de la fluorescencia del retinol con cada
agregado. (B) La fluorescencia a 470nm se empled para calcular el Ky para el retinol. Se observa el ajuste
no lineal que describe la unién del ligando a un solo sitio de la proteina para retinol.
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6.3.3.3. Unidn a acidos grasos naturales

Para determinar la K4 de Na-FAR-1 por un ligando natural no fluorescente como el
acido oleico, se realizaron titulaciones siguiendo la fluorescencia intrinseca de Tyr/Phe
presentes en la proteina *°. La fluorescencia intrinseca de estos residuos aromaticos es
sensible a la presencia de ligando, viéndose un cambio en la intensidad de
fluorescencia a medida que aumenta la concentracion del acido graso si los residuos
estdn involucrados en el sitio de unién o se ven afectados por el cambio

conformacional que sufre la proteina al unirlos.

Se prepard una dilucién 1.5 uM de la proteina en buffer PBS en una cubeta de cuarzo.
Se agregaron cantidades crecientes de ligando en un rango de 0 a 12 uM, se incubd
por 3 minutos y se midié la fluorescencia excitando a 275 nm y midiendo los espectros
de emisidn entre 290-390 nm. La intensidad de la fluorescencia intrinseca de Na-FAR-1
demostré ser sensible a la presencia de oleico, observandose una disminucion en la
intensidad de emision fluorescente a 307 nm a medida que aumenta la concentracion

del acido graso.

Al emplear las ecuaciones para unidn no cooperativa/hiperbdlica estandar con n sitios
(ecuaciones. 6.4 y 6.5), el ajuste de los datos no presentd convergencia al permitir la
variacion del nimero de sitios n. Consecuentemente no se pudo obtener informacién
precisa acerca del nimero de sitios de unién presentes en Na-FAR-1 para el acido

oleico.

Para analizar el K4 los datos experimentales se ajustaron con modelos no lineales de
uno y de dos sitios de unién por molécula de proteina, mediante las ecuaciones 6.1 y

6.2 respectivamente.

Los datos experimentales fueron mejor representados con el modelos no lineal de dos
sitios de unién por molécula de proteina con un valor R* de 0.9976 (figura 6.14). El
ajuste empleando el modelo de un solo sitio de unién por proteina fue inconsistente
con los datos experimentales. Los valores obtenidos para los Kd fueron de 0.10 + 0.07 y

9 + 5 uM para los dos sitios.
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5.E+06 1 1.2 -
5.E+06 1 [Oleico] A B
— 4.E+06 - S 14
< —
S 4.E+06 &
= o 08
@ 3.E+06 @
Q ©
S 3.E+06 g 0.6
2 2.E+06 - ]
E 7]
S 2.E+06 - @ 0.4 1
3 )
- =]
= 1.E+06 2 02
5.E+05 A
0.E+00 T T T T | 0 T )
290 310 330 350 370 390 0 2 4 6 8 10 12
Longitud de onda de emision (nm) [Oleico] (M)

Fig. 6.14. Titulacion fluorimétrica con oleico. Disminucion de la intensidad de la fluorescencia intrinseca
de Na-FAR-1 con cada agregado de oleico (A). La fluorescencia a 307nm se empled para calcular los Kds.
En la figuras (B) se observa el ajuste no lineal que describe la unién del ligando a dos sitios de la
proteina.

6.3.3.4. Discusion titulaciones fluorimétricas

Los resultados obtenidos por RMN sugieren que la proteina podria unir hasta cuatro
moléculas de ligando. Sin embargo, basandose en los resultados de fluorescencia
intrinseca, no es posible determinar con certeza el nUmero de sitios. El ajuste de los
datos experimentales parece corresponder a la presencia de dos sitios de unidn para el
acido oleico. Esta discrepancia podria deberse a que los cambios en la fluorescencia

intrinseca de Na-FAR-1 exhiben un comportamiento demasiado complejo.

La presencia de multiples aminodcidos aromaticos complica la interpretacion de la
flurescencia de la proteina debido a que el ambiente de cada residuo es distinto y, por
lo tanto, también sus propiedades espectrales. Na-FAR-1 presenta 6 residuos de

tirosina y 9 fenilalaninas en su estructura y no posee triptéfanos (figura 6.15).

Dos tirosinas y 5 fenilalaninas (Y10, Y100, F21, F84, F132, F136, F143) tienen contacto
con la cavidad en la estructura apo, mientras que en la estructura mas expandida de la
proteina holo, un total de 13 residuos aromadticos pasan a delimitar la cavidad, 6
tirosinas y 7 fenilalaninas (Y3, Y42, Y99, Y121, F1, F37 y las anteriormente mencionadas

para la forma apo).
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Fig. 6.15. Representacion de los residuos aromaticos en la estructura de Na-FAR-1. (A) Estructura
determinada mediante RMN (forma apo) y (B) mediante cristalografia de rayos X (forma holo). Se
muestra una representacion de la cavidad interna generada con pymol y los residuos aromaticos se
colorearon en verde tirosinas y en naranja fenilalaninas.

Al excitar a 275 nm el espectro de emisién de la proteina estd dominado por las
tirosinas debido a que el maximo de absorcién de las fenilalaninas ocurre a menores
longitudes de onda (maximo a 260 nm). Si bien el maximo de emision de las tirosinas
suele ser bastante insensible al ambiente (en la figura 6.14 se observa que la posicién

del maximo se mantiene durante la titulacidn), se producen cambios en la intensidad.
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Durante la titulacién mds de un residuo de la proteina puede estar censando la
presencia de los ligandos o bien variando sus propiedades espectrales por los cambios
estructurales producidos. A su vez, como existen regiones de la cavidad que no
contactan residuos aromaticos la unién de una o mas moléculas de oleico en estas
zonas no producirian cambios en la fluorescencia intrinseca de la proteina.
Posiblemente solo dos de los sitios sean sensibles a la presencia de ligando en Na-FAR-

1.

Por otro lado, los resultados obtenidos para los andlogos fluorescentes y para el retinol
muestran una estequiometria 1:1, posiblemente debido a impedimentos estéricos
ocasionados por anillo aromatico de la molécula de retinol o al voluminoso grupo
antroiloxi en los AOFA que impediria la subsiguiente entrada de moléculas en la

cavidad.

En la tabla 6.2 se resumen los valores de K4 obtenidos para la formacion de complejos

de Na-FAR-1 con los diferentes ligandos.

Ligando Kd (LM) Na-FAR-1
I
/\/\/\I/\/\/\/\/\) OH
0
12A0 O_| 0.10 £0.05

(0]
PP .
16AP O O/\/\/\/\/\/\/\/\H/ 0.2+0.1

e PN

retinol OoH 05+0.3

oleico W\/\/:\/\/\/\)kOH 0.10+0.07y9+5

Tabla 6.2. Constantes de disociacion de Na-FAR-1 con distintos ligandos hidrofdbicos. Los ligandos se
representaron con el programa scketchEl (http://sketchel.sourceforge.net/).
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6.3.4. Particion de equilibrio

Las proteinas de unidn a lipidos posiblemente deban interactuar con membranas
celulares para cumplir sus funciones bioldgicas, ya sea para modificar el ambiente
celular del huésped o bien para transferir lipidos dentro del parasito. El coeficiente de
particion (K,) de un ligando brinda informacidn de la afinidad relativa que tiene un
soluto por dos fases, en este caso, de un ligando hidrofdbico antroiloxi-derivado de
acidos grasos por una proteina y una membrana fosfolipidica artificial de pequefio

tamafio (SUV). El K, se define como:

[FAR-AOFA]

_ __IF4R]
Kp = wov—aora (6.9)
[SUV]

donde [FAR-AOFA] y [SUV-AOFA] representan las concentraciones de ligando

fluorescente unido a la proteina o a las vesiculas, respectivamente.

El agregado de las vesiculas conteniendo un quencher de la fluorescencia del AOFA,
determinara una disminucién de la fluorescencia inicial del ligando en presencia de la
proteina. El decaimiento en la fluorescencia del AOFA luego de la titulaciédn con SUVs

puede ajustarse con la siguiente ecuacién **:

_ axKp [SUV]
Frel = —{izg b x [FAR] (6.10)

donde F,¢ es la fluorescencia relativa del AOFA con la proteina respecto al punto inicial

de la titulacién, a y b son parametros de ajuste.

6.3.4.1. Preparacion de vesiculas unilamelares pequeiias (SUV)

Se prepararon vesiculas unilamelares pequefias de acuerdo a los trabajos de Huang y

col. *3y Storch y col. ***

. Los lipidos en CHCI3 fueron mezclados, secados bajo corriente
de N, y resuspendidos en buffer TBS. La mezcla de fosfolipidos fue sonicada a 4°C bajo

atmosfera de N, gaseado hasta clarificar la suspensidn (aproximadamente 45 minutos).
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Las vesiculas se separaron por ultracentrifugacién a 45.000 rpm durante 45 minutos y

se conservaron solo las SUV del sobrenadante a 4°C en una atmosfera de N,.

Se prepararon vesiculas zwiteriénicas con una composicion de 90 mol % fosfatidilcolina
de huevo (EPC) y 10 mol % N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl) fosfatidilcolina (NBD-
PC) (Avanti Polar Lipids), que es un quencher de la fluorescencia de los antroiloxi-
derivados de acidos grasos (AOFA).

La concentraciéon de las SUV obtenidas se calculd en base al ensayo de cuantificacion

de fosforo inorganico descripto por Gomori y col. **°

. La curva estandar se preparé
empleando NaH,PO4; 1mM. Las muestras y los estandares se prepararon por duplicado.
Se agregaron 30 ul de Mg(NOs) al 10% y se carbonizé bajo llama. A continuacién se
agregaron 400 ul de HCI 0,5 N agitando en vortex. Los tubos se incubaron por 30
minutos en bafio de agua hirviendo. Terminada la incubacién, se agregd a cada tubo
930 pl de una solucion 1:6 (vol/vol) de acido ascoérbico (10% peso/vol): acido

molibdico. Las muestras se incubaron nuevamente durante 1 hora a 37°C. Finalmente,

se midio la absorbancia de las muestras a 820 nm.

6.3.4.2. Calculo del coeficiente de particion

El K, de un ligando fluorescente entre Na-FAR-1 y SUVs se determind empleando la
técnica de Massey y col. **°. El Kp se calculé midiendo la fluorescencia de andlogos
fluorescentes de acidos grasos (AOFA) luego del agregado de SUVs, compuestas por
EPC mas el quencher de transferencia de energia NBD-PC, a una solucién conteniendo
la proteina preincubada con el ligando fluorescente en una proporcion 10:1 (uM) en
buffer TBS (Tris 40 mM, NaCl 100 mM, pH=7,4). Las medidas de fluorescencia se
realizaron a una temperatura de 25°C, con una longitud de onda de excitacidn 383 nm

y se tomaron espectros de emision entre 400-500 nm.

El ajuste de los datos se realiz6 mediante la ecuacién (6.10) empleando el mddulo
Solver de Excel MS Office, que minimiza el error cuadrdtico medio entre los datos y la

curva del modelo.
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6.3.4.3. Resultados coeficiente de particion

En la figura 6.16 se muestra un ensayo representativo de la titulacién del complejo
Na-FAR-1-12A0 preformado con cantidades crecientes de EPC-SUV conteniendo el

quencher NBD-PC (panel A), y el ajuste empleado para el calculo del valor de K, (panel

Fluorescencia (U.A.)

Fluorescencia relativa

400 420 440 460 480 500
Longitud de onda de emisién (nm) 0 5 10 15 20 25 30

[SUV] (#M)/[Na-FAR-1] (pM)

Fig. 6.16. Determinacion de la constante de particion del 12A0 entre la proteina y EPC-NBD SUVs. (A)
Titulacién fluorimétrica del complejo Na-FAR-1-12A0 con cantidades crecientes de EPC-SUV
conteniendo un 10 mol % de NBD-PC, que actia como aceptor FRET del grupo antroiloxi. (B) La
fluorescencia a 450nm se empled para calcular el Kp. En la figura se observa el ajuste de los datos
experimentales.

El valor resultante de K, para el 12A0 es de 11.8 = 1.5 pM SUV/uM Proteina,
evidenciando una mayor preferencia relativa de este ligando por Na-FAR-1 en

comparacion con las membranas de EPC.

El resultado obtenido es muy similar al reportado para Ov-FAR-1 en la particiéon de 2AP
con SUVs, cuyo valor de K, promedio es 16 * El valor de Kq de Ov-FAR-1 para este
ligando es de 0.06 M, muy cercano al de Na-FAR-1 por 12A0. En general se observa
qgue se mantiene una relacion entre la Ky y el K, para el AOFA estudiado. A bajos
valores de Kj altos valores del K;, lo que es légico, ya que la tendencia a permanecer
formando el complejo proteina-ligando refleja la mayor afinidad de la proteina por el

ligando.
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6.4. Conclusiones

Na-FAR-1 parece ser capaz de unir todos las clases lipidicas presentes en E. coli
demostrando una gran diversidad en la unién a ligando. Une lipidos neutros como

acidos grasos y DAG vy lipidos polares como PE, PS, PG y CLP.

En consecuencia, mediante el andlisis de los ligandos unidos a Na-FAR-1 se confirmé la
presencia de acidos grasos, que junto con el retinol (que no se detecta en estos
estudios por su ausencia en E. coli) son los tipos de ligandos esperados para proteinas
de la familia FAR. Sin embargo, también se encontré que Na-FAR-1 es capaz de unir
diacilglicéridos y distintas clases de fosfolipidos, ligandos que no habian sido

reportados previamente para estas proteinas.

En la titulacién seguida por RMN de Na-FAR-1 con oleato de sodio se observa que se
producen cambios en los desplazamientos quimicos de la mayoria de los residuos, cuya
magnitud (evaluada mediante CSP) es elevada en residuos distribuidos en toda la
proteina, comportamiento indicativo de cambios globales en la estructura de Na-FAR-
1. Esto estd en concordancia con las diferencias observadas en las estructuras apo y
holo de Na-FAR-1, donde se aprecia una diferencia considerable en el tamafio de la

cavidad central consecuencia de una estructura mds expandida en la forma holo.

La CSP evaluada entre el punto de estequiometria 1:7 proteina ligando y la forma libre
de ligando presenta valores elevados para los residuos K93, A18 y L25 que se
encuentran en contacto con el palmitato en la estructura cristalografica. A su vez,
otros residuos que conforman la cavidad poseen una alta CSP, R96, A85, F37, S48, V70
y F143, por lo que potencialmente podrian contactar otras moléculas de ligando

unidas.

Na-FAR-1 parece ser capaz de unir 4 moléculas de oleato de sodio por molécula de
proteina. Tres de los sitios serian de alta afinidad exhibiendo un comportamiento de
intercambio lento y en el cuarto sitio, que presenta un comportamiento de

intercambio rdpido, el oleato se uniria con baja afinidad.

El ajuste de los datos experimentales de las titulaciones fluorimétricas de los analogos

fluorescentes y el retinol demuestran la presencia de un solo sitio de unién. En cambio,
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para el acido oleico existiria mds de un sitio de unién a ligando cuyo n no pudo

determinarse mediante el analisis realizado.

A pesar de que Na-FAR-1 presenta aparentemente multiples sitios de unién para
acidos grasos, los resultados obtenidos para retinol y los analogos fluorescentes
muestran una estequiometria 1:1, posiblemente debido a impedimentos estéricos
ocasionados por el anillo aromatico y el voluminoso grupo antroiloxi que presentan

respectivamente, que impedirian la entrada de una segunda molécula de ligando.

Las constantes de afinidad obtenidas se hallan en el orden submicromolar para todos
los ligandos testeados. El valor de Ky obtenido para la formacién de complejo en
equilibrio entre Na-FAR-1 y el 12A0 fue de 0.10 £ 0.05 uM, para el 16AP fue de 0.2 +
0.1 uM, para el retinol fue de 0.5 + 0.3 uM y para el oleico fue de 0.1 £+ 0.07y 9+ 5 uM
considerando dos sitios. Los valores de Kq obtenidos para Na-FAR-1 con los distintos
ligandos estan dentro del rango de érdenes de magnitud hallados para otras FAR (ver

tabla 6.1).

Na-FAR-1 presenta una preferencia por acidos grasos de cadena larga (entre 14 y 19
carbonos), que es maxima para una longitud de 14 carbonos dentro del rango

estudiado.

Asimismo, Na-FAR-1 es capaz de transferir ligandos a membranas, con un Kp de 11.8 +

1.5 para el 12A0, lo cual indica una preferencia por la proteina.
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7. Localizacion de Na-FAR-1

En los capitulos precedentes se ha descripto la estructura de Na-FAR-1 y se han
expuesto los resultados obtenidos en cuanto a la caracterizacién de unidn a ligando
desde el punto de vista biofisico y bioquimico. Para tratar de comprender el rol
biolégico que cumple esta proteina en la biologia del parasito y en la patogénesis es

fundamental conocer en que tejidos se expresa.

Como se ha mencionado previamente, la secuencia de mRNA codificante para la
proteina Na-FAR-1 fue detectada por comparacion con los genes de C. elegans en un
analisis de transcriptémica. Daub y col. identificaron la presencia de mRNA codificante
para una Unica proteina FAR, Na-FAR-1, en los estadios adulto y larval L4 del parasito
Necator americanus °'. Sin embargo, no existen a la fecha, reportes previos que

acrediten la presencia del transcripto de NA-FAR-1.

Para determinar la presencia de Na-FAR-1 y su localizacién en los tejidos del parasito
N. americanus se recurrié a una colaboracion con el laboratorio del Dr. Bin Zahn en el
Baylor College of Medicine, Texas, Estados Unidos. En N. americanus el desarrollo
desde larva infectiva a adulto, para completar el ciclo de vida, requiere de un huesped
humano. Para la mantencién y propagacion de este nematodo en el laboratorio se
emplean modelos animales, especificamente en el laboratorio del Dr. Bin Zhan
reproducen el ciclo de vida de N. americanus y obtienen estadios adultos del prasito en

hamsters /.

El suero anti-Na-FAR-1 preparado en nuestro laboratorio con la proteina recombinante
purificada y el suero control, se enviaron al laboratorio del Dr. Bin Zhan ddnde se
realizaron los ensayos de inmunolocalizacion que se describen a continuacién. Los
resultados obtenidos en los apartados 7.2 y 7.3 que corresponden a la deteccidn e

inmunolocalizacidon de Na-FAR-1, fueron realizados por el Dr. Bin Zhan.

7.1. Generacion de antisuero

Se obtuvo suero policlonal anti-NA-FAR-1 de conejo. Para ello, se inyectaron dos

conejos de forma subcutanea con 0,7 mg de Na-FAR-1 recombinante purificada, en
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buffer PBS:Adjuvante de Freund (1:1). Los niveles de anticuerpos en el suero del
conejo se controlaron durante un periodo de cuatro meses mediante ensayos ELISA
por extraccion de sangre desde la oreja del animal. Al cabo de 4 meses, sin necesidad
de una segunda dosis, los conejos se sangraron a blanco por degiiello. Se extrajo suero
de un animal no inmunizado como control. Para la obtencién del suero la sangre se
incubd a 37°C durante una hora, luego se mantuvo a 4°C por toda la noche. Se
centrifugd a 3000 rpm por 5 min a 4°C para separar el suero. El suero se fracciond y se

conservo a -20°C hasta su uso.

7.1.1. ELISA

Se emplearon placas de 96 pocillos. Para sensibilizarlas se sembraron 100 pl por pozo
de solucion de proteina 5 pug/ml en buffer PBS y se incubd toda la noche. Se bloqued la
placa con 200 pl por pozo de PBS-leche 2% y se incubd 1 h a temperatura ambiente. Se
lavo 3 veces con 300 pl por pozo de PBS-Tween20 0.05%. Se sembraron 100 pl por
pozo de diluciones seriadas del suero en PBS-leche 2%y se incubd 2 h a 37°C. Se lavé 5
veces con 300 pl por pozo de PBS-Tween20 0.05%. Se agregaron 100 pl por pozo de
anticuerpo de cabra anti-lIgG de conejo conjugado a peroxidasa de rdbano picante HRP
(del inglés horseradish peroxidase), dilucion 1:5000 en PBS-leche 2%. Se incubd 1 h a
37°C. Se lavd 7 veces con 300 pl por pozo de PBS-Tween20 0.05%. Se agregaron 100 ul
por pozo de sustrato 3,3°,5-tetrametilbenzina (TMB), 0.1 mg/ml, H,0, 0.03%, en buffer
fosfato/citrato, pH 5. Se incubd a temperatura ambiente 15 min. Se frend la reaccion
mediante el agregado de 50 pl por pozo de soluciéon H,SO4 2N. Los resultados se
registraron en un lector de placas DTX 880 (Beckman Coulter) a una DO de 450 nm

realizando una correccién 450-570 nm.

7.2. Deteccion de Na-FAR-1

Para determinar la existencia de proteina Na-FAR-1 nativa en el parasito, se realizd un

analisis por western blot de extracto de N. americanus adulto.
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Las muestras se hirvieron en buffer de muestra con SDS y se separaron en gel de
poliacrilamida en gradiente 4-20%. Se sembraron 10 pl de extracto de gusano adulto y
100 ng de proteinas FAR homdlogas recombinantes como control. Seguidamente se
transfiri6 a membrana PVDF (Millipore) por electro transferencia. El suero anti-Na-
FAR-1 se diluyé 1:5000 en PBS, pH 7.4 con Tween-20 0.05% y se incubd con la
membrana por 2h. Como anticuerpo secundario se utilizd IgG de cabra anti-IlgG de

conejo conjugada a HRP y para desarrollar la reacciéon se usé ECL (GE Healthcare).

7.3. Inmunolocalizacion de Na-FAR-1

Se prepararon nematodos N. americanus adultos como se describié previamente *2.
Brevemente, los gusanos adultos se recolectaron del intestino de hamsters que habian
sido infectados con parasitos N. americanus en estadio larval L3, 45 dias antes. Se
fijaron con formaldehido 10% en solucién acuosa. Los nematodos fijados se
seccionaron y se montaron los preparados en portaobjetos de vidrio. Los sitios de
unién inespecificos se bloquearon con suero fetal bovino 5% en PBS, 1 h de incubacion.
El suero de conejo anti-Na-FAR-1 se aplicé en dilucién 1:500, a cada seccidn de tejido y
se incubd durante 2 h en cdmara himeda a temperatura ambiente. El suero normal de
conejo se usd en la misma dilucién como control negativo. Las secciones histoldgicas
se lavaron 6 veces por 5 min en PBS y se incubaron con anticuerpos IgG de cabra, anti-
IgG de conejo conjugados Cy3 (Rockland, Gilbertsville, PA). Para la visualizacidén se
empled un microscopio invertido de fluorescencia Nikon TE-2000 con un filtro de

excitaciéon a 550 nm y una emisién de 565 nm.

7.4. Resultados

El suero policlonal de conejo anti-NA-FAR-1 generado a partir de la proteina
recombinante, se empleé para detectar la proteina Na-FAR-1 en un homogenato de
pardsito adulto Necator americanus, y se realizaron controles con suero normal de

conejo y suero anti-Ac--FAR-1 (figura 7.1).
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Fig.7.1. Western blot de extractos de N. americanus con antisuero anti-Na-FAR-1. En el Western blot
se observa que el suero anti-Na-FAR reconoce especificamente una banda intensa de alrededor de 17
kDa en el extracto de gusanos N. americanus adultos. Calles: LMW. Marcador de bajo peso molecular; 1.
10 pl de extracto de gusanos adultos N. americanus; 2. Ac-APl recombinante (100ng); 3. Bm-FAR-2
recombinante (100ng); 4. Bm-FAR-1 recombinante (100ng); 5. Ac-FAR-1 recombinante (100ng).

Segln se observa en los resultados obtenidos por western blot, el suero anti-Na-FAR-1,
reconoce especificamente una banda de aproximadamente 17 kDa en el extracto de
gusanos adultos N. americanus y no se aprecia reaccidn cruzada con las proteinas
homdlogas de los nematodos Ancylostoma caninum (Ac-FAR-1) o Brugia malayi (Bm-
FAR-1 y Bm-FAR-2), ni con una proteina no relacionada, el inhibidor de serina proteasa

de A. caninum (Ac-SPI).

Las mismas muestras se sembraron a modo de control, incubadas con suero normal y
suero anti Ac-FAR-1. En los controles realizados se comprobd que el suero control no
reconoce ninguna proteina del extracto de Necator americanus y el suero anti Ac-FAR-
1 no presenta reactividad cruzada con el extracto del parasito en las diluciones

estudiadas.

En el dendrograma presentado en la introduccion (fugura 1.4) puede apreciarse que
las FAR (Ac-FAR-1 y Bm-FAR-1) que no presentan reactividad cruzada con el sero anti-

Na-FAR-1 se agrupan en subgrupos diferentes al de Na-FAR-1 dentro del gran grupo de
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pardsitos. En base a estos resultados podria esperarse que las FAR provenientes de N.
americanus que se agrupan en subgrupos diferentes a Na-FAR-1, tampoco sean

reconocidas por el antisuero.

Sin embargo, las proteinas NECAME_14206 y NECAME_04474, recientemente
descubiertas al completarse el genoma de N. americanus, se agrupan junto a Na-FAR-
1, presentando un 67.31 y un 57.23 % de identidad de secuencia, respectivamente. A
su vez, poseen pesos moleculares tedéricos muy similares a Na-FAR-1, con 156
aminoacidos NECAME_14206 tiene un peso molecular de 17780.19 Da vy
NECAME_04474, de 158 residuos presenta un peso molecular de 17455.66 Da.
Consecuentemente la reactividad cruzada del antisuero con estas proteinas no puede
descartarse, lo cual implica que la banda observada en el gel podria corresponder no

sélo a Na-FAR-1 sino también a estas dos proteinas homédlogas cercanas.

Tanto Na-FAR-1 como NECAME_14206 y NECAME_04474 presentan uno de los tres
sitios de glicosilacién conservados en las FAR, en la posicién N29,L30,S31, los otros dos
sitios estarian presentes en proteinas de filarias. Se ha reportado que los patrones de
N-glicosilaciones varian de una proteina a otra e incrementan el peso molecular en

9

aproximadamente 2 kDa **°. Esta variacién en el peso molecular no permite descartar

la presencia de estas modificaciones postraduccionales mediante el presente analisis.

Una vez comprobada la presencia de Na-FAR-1 y/o sus homélogas en el parasito, el
suero anti-NAFAR-1 se empled para la localizacién de las proteinas en secciones
histolégicas de nematodos adultos N. americanus. Los estudios de inmunolocalizacion
mostraron que el suero anti-Na-FAR se unié fuertemente al intestino en especimenes
de ambos sexos y a la apertura cloacal y a la bursa copulatoria de gusanos macho,
revelando una ubicacién interna de la o las proteinas en parasitos adultos (figura 7.2).
No se puede afirmar si las 3 proteinas colocalizan o si en los distintos tejidos se
presenta FAR diferentes pero cabe la posibilidad de que una/s cumplan funciones

relacionadas a la reproduccidn y otra/s presenten funciones relacionadas a digestion.
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Fig.7.2. Localizacion tejido especifica con suero anti-Na-FAR-1. La inmunolocalizaciéon con suero anti-
Na-FAR de conejo y anticuerpo secundario de cabra conjugado con Cy3, revelé que al menos una
proteina FAR es reconocida en el intestino de N. americanus adulto de ambos sexos. También se detectd
una proteina FAR en la bursa copulatoria y la apertura cloacal de gusanos macho, no asi en la zona
reproductiva femenina.

Las proteinas presentaron una localizacién diferencial en ambos sexos ya que fueron
detectadas en el extremo posterior de gusanos macho, pero no asi en las hembras. Se

detectaron en el tracto reproductivo (espiculas y bursa copulatoria) y apertura cloacal
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de machos pero no se observaron en la zona reproductiva femenina ni en el ano de
pardsitos hembra. Esto puede deberse a que en los machos el recto es una cloaca, que
recibe también productos del sistema reproductivo conformado por los testiculos, el

conducto seminifero, las espiculas y bursa copulatoria **°

. Esta localizacion podria
estar sugiriendo un rol relacionado al transporte de lipidos con funciones

reproductivas en machos.

Ciertas proteinas FAR también presentan una expresion diferencial de acuerdo al sexo
en otros nematodos. Gp-FAR-1 del nematodo de plantas Golobdera pallida se detectd

solo en hembras *

, mientras que la proteina Ace-FAR-1 del nematodo Ancylostoma
ceylanicum, cuyos huéspedes habituales son animales domésticos pero es capaz de
infectar humanos, fue detectada en ovarios y Utero de hembras adultas y en testiculos
en machos adultos *.

Las proteinas FAR han sido encontradas en los productos de Excresidn/Secresion (ES)

de parésitos adultos 2****°

y si bien en este caso los productos de ES no fueron
analizados la deteccidn de las Na-FARs en la apertura cloacal sugiere que podrian ser
secretadas. Los metabolitos presentes en los productos ES de los parasitos, ya sean los
liberados mediante mecanismos activos de secrecién o aquellos que puedan difundir a
raiz de fugas o pérdidas desde el soma, pueden presentar actividad
inmunomodulatoria y representan una interfaz de interaccién entre el parasito y el

3 Ov-FAR-1 fue descripta como el antigeno inmunodominante en la

hospedador
infeccion por esa filaria %, mientras que Ac-FAR-1 se detectd en productos ES de

parasitos adultos ** y Ace-FAR-1 en los ES de hembras *°.

La presencia de Na-FAR-1 o sus homdlogas cercanas en el intestino podria estar
indicando su participacién en funciones metabdlicas internas relacionadas al
transporte de lipidos en los procesos digestivos. El tracto digestivo de los nematodos

es complejo y posee regiones especializadas **°

. En la parte anterior del cuerpo se
localiza la cavidad bucal conectada al eséfago. El eséfago es elongado y se subdivide en
distintas regiones glandulares y musculares. Los musculos bombean alimentos desde la
capsula bucal al intestino, que esta conectado al recto y este al ano en la superficie

ventral del cuerpo. Las glandulas del eséfago secretan enzimas digestivas en el lumen

intestinal. La digestion inicial es extracelular y la digestién final intracelular ocurre en el
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intestino medio, donde se produce la absorcidon a través de la superficie de las
microvellosidades de las células. Los nematodos son invertebrados pseudocelomados y
no poseen estructuras circulatorias ni de intercambio de gases. Estas funciones se
desarrollan por difusién y movimientos de los fluidos dentro de la cavidad corporal o
pseudoceloma (producidos por los movimientos corporales), que estan en contacto

con los distintos tejidos y érganos (figura 7.3).

Pseudoceloma Tracto digestivo

Boca

alle, ,
\/ e

Ano

Nematodo

Fig.7.3. Representacion esquematica del cuerpo de un nematodo. Los pseudocelomados o

blastocelomados usan el fluido de la cavidad corporal para el transporte interno. Adaptado de 150

Aparentemente Na-FAR-1 y/o las FAR detectadas serian sintetizadas en las células del
intestino, desde ddénde podrian secretadas, dado que presentan péptido sefial de
secrecion, hacia dos posibles regiones, la luz del intestino o la cavidad pseudoceldmica.
Sin embargo, no se detecta la presencia de Na-FARs en zonas extracelulares (figura

7.4).

Por limitaciones en la técnica de fijacién empleada en el presente anlisis, el contenido
de las zonas extracelulares de los preparados podria perderse, debido a que para

conservar su integridad se ha demostrado que se debe realizar una fijacién en frio ***.

El proceso de absorcion de lipidos en la cara luminal del intestino requiere, al igual que
en organismos superiores, de la emulsificacion, lipdlisis, y formacion de micelas y

puede producirse tanto por difusién simple como mediado por transportadores de

152

membrana ~*. Luego, en las células intestinales los lipidos son procesados antes de ser

activamente transportados al fluido pseudocelémico 2.
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Fig.7.4. Localizacion intestinal de Na-FAR-1. La proteina es reconocida en el intestino de N. americanus
adulto de ambos sexos. Pero no se detecta en las regiones extracelulares por limitaciones de la técnica
empleada.

No estd claro cual seria el rol de la proteina Na-FAR-1 o sus homdlogas en caso de ser
liberadas hacia la luz del intestino pero podria especularse acerca de su funcién en
caso mediarse su direccionamiento hacia el espacio pseudoceldmico. Dado que los
lipidos incorporados mediante la dieta deben ser enviados hacia otros tejidos, la o las
FAR podrian estar participando en la solubilizacién de los distintos lipidos en el fluido

de la cavidad corporal, para su distribucion a los distintos tejidos del organismo.

La amplia diversidad de unién a ligando descripta para Na-FAR-1 en el capitulo
precedente, seria funcional a la ubicacion intestinal y esta capacidad de unién estaria
en concordancia con su posible participacién en la distribucién de las distintas clases
lipidicas absorbidas en el intestino.

414550 o pared corporal ** de otros

Las FAR han sido detectadas en la hipodermis
nematodos adultos, sin embargo, Na-FAR-1 no se detectd en esta region (aunque esto
puede deberse a las limitaciones antes mencionadas de la técnica). La luminiscencia
observada en la figura 7.2, en zonas de la cuticula que recubre al parasito,

corresponderia a pegados inespecificos.

La proteina de C. elegans, Ce-FAR-7, presenta una distribucion tisular diferente a Na-

FAR-1. Esta proteina del nematodo de vida libre se localiza en la regién de los labios y
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la cabeza, en la célula secretora y sus canales bilaterales y en la hipodermis *°. La célula
secretora (o célula de renette) ubicada en la zona anterior del cuerpo participa en la
osmorregulacion y excrecion de metabolitos mientras que en la hipodermis se
almacenan nutrientes de reserva. Las diferencias encontradas en cuanto a localizacion
indicarian que ambas proteinas participarian en distintas funciones dentro de los

nematodos.

7.5. Conclusiones

El suero anti Na-FAR-1 producido en conejo reconoce una banda de 17 kDa en N.
americanus adulto y no reconoce las proteinas FAR homodlogas de otros parasitos. Si
bien el tamafio de la proteina detectada corresponde al esperado para Na-FAR-1, N.
americanus produce otras proteinas FAR de secuencia y tamafio similares por lo que la

presencia de reactividad cruzada del suero con estas proteinas no puede descartarse.

Na-FAR-1 y/o las Na-FARs homdlogas estarian presentes en el intestino de parasitos
adulto, y en la regidn posterior de machos adultos, especificamente en la bursa

compulatoria y apertura cloacal.

La posible localizacion de Na-FAR-1, podria estar indicando roles relacionados al
transporte de lipidos con funciones reproductivas en machos y en procesos digestivos
en parasitos adultos de ambos sexos. Esta proteina, capaz de unir una gran diversidad
de clases lipidicas podria participar en la solubilizacién y transporte pseudoceldmico de
compuestos hidrofdbicos. La presencia de diferentes proteinas FAR en un mismo
organismo, como surge del reciente estudio del genoma completo de N. americanus,

sugiere que podrian cumplir funciones complementarias.
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8. Discusion general y conclusiones

En el presente trabajo de tesis se optimizaron las condiciones para la obtencién de la
proteina Na-FAR-1 en cantidad y calidad necesarias para su andlisis por biologia
estructural. Esto permitid la caracterizaciéon desde el punto de vista funcional y la
determinaciéon de la estructura tridimensional en solucién por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear con alta calidad. Esta proteina no ha sido estudiada
previamente por otros autores y constituye el primer ejemplo de estructura de una
FAR procedente de nematodo parasito. Con anterioridad al presente trabajo, solo se
contaba con la estructura cristalogréfica de una FAR del nematodo de vida libre C.

elegans (Ce-FAR-7).

Las proteinas transportadoras de lipidos mas estudiadas son las de la familia de
proteinas con estructuras barril-3 (FABP/P2/CRBP/CRABP). Estas proteinas son
transportadores intracelulares de lipidos que estan presentes en todo el phylum

>4 v tienen un tamafio menor al de las FAR. Los nematodos presentan el

metazoa
Unico ejemplo donde miembros de esta familia de proteinas, al igual que las FAR, son

extracelulares %°.

Los nematodos también exhiben una segunda familia de proteinas de unién a lipidos
ricas en a-hélices de menor tamanio, las poliproteinas NPAs, cuya estructura ha sido

determinada recientemente 3¢

. Las NPAs se sintetizan como precursores de gran
tamafio que son clivados postraduccionalmente para generar las unidades funcionales
capaces de unir acidos grasos y retinol. Estas proteinas presentan también un
plegamiento novedoso con dos cavidades internas discretas para la unién a ligandos.
Ambas familias, NPAs y FARs, podrian representar un ejemplo de evolucion
convergente donde dos motivos de plegado fueron seleccionados para tener
propiedades similares (afinidad por ligandos hidrofébicos), pero aun no estd
esclarecido si poseen funciones Unicas o si resultan un caso de redundancia funcional
con ventajas adaptativas a la relacion huésped-parasito.

Los pardsitos helmintos, como Echinococcus granulosus, producen otro tipo de

3

proteinas mayoritariamente alfa helicoidales, las HLBPs *%. Estas proteinas poseen
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distintas subunidades de pequefio tamafo (8KDa) que se asocian entre si y con una

amplia variedad de lipidos, pero su estructura no ha sido aun determinada.

Entre las proteinas solubles de unién a lipidos cuya estructura secundaria, al igual que
las FAR, es rica en hélices a se encuentran la seroalbumina de vertebrados vy las
proteinas pequefias de unién a lipidos no especificas de plantas, nsLTPs. La albimina
es una proteina de mayor tamafio que las FARs (67 kDa) y es el transportador
mayoritario de acidos grasos en sangre en mamiferos, pero también es capaz de unir

una amplia diversidad de ligandos ™.

Las nsLTP de plantas son proteinas
transportadoras de lipidos pequefias (7kDa aproximadamente) ricas en o-hélices,
involucradas en el transporte de estos compuestos para reservas y en la transmision

de sefiales y a su vez capaces de unir fosfolipidos **°.

Sin embargo, la estructura de ninguna de estas familias de proteinas parece estar
relacionada con la de las FAR. Na-FAR-1 presenta 11 hélices que se disponen formando
una estructura elipsoidal con una cavidad central hidrofébica. Mediante el andlisis de
dinamica estructural en solucién se identificé que toda la molécula es apreciablemente
rigida, especialmente los elementos de estructura secundaria regular a-helicoidales y
que presenta anisotriopia difusional en concordancia con la forma elipsoidal aplanada.
La regidn donde se observd una mayor movilidad comprende el lazo 4, entre las hélices
a4 y a5. Esa alta movilidad seria la causa por la cual esta regién se encuentra menos
definida en la estructura de Na-FAR-1 y podria ser funcional a la entrada y salida de
ligandos La estructura de la proteina presenta cambios globales asociados a la unién a
ligando como una estructura mas expandida y un tamano de cavidad interna dos veces
mayor en la proteina unida a ligando en comparacién con la forma libre. Pese a estas
diferencias notorias, el arreglo helicoidal y los angulos que forman no se modifican

drasticamente conservando el mismo plegamiento.

Pese a las diferencias existentes en la secuencia primaria de ambas proteinas, Ce-FAR-
7 y Na-FAR-1, presentan el mismo patrén de plegamiento. Las similitudes encontradas
indican que existiria un elevado grado de conservacién en las estructuras de miembros
distantes de la familia de proteinas FAR. Sin embargo, también exhiben diferencias en
cuanto a longitud y orientacion de ciertas hélices que determinan cavidades

hidrofdbicas caracteristicas y que llevan aparejada una variacion en las propiedades de
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unién a ligando. Estas observaciones podrian relacionarse con los distintos roles que
podrian cumplir estas proteinas, que no sélo provienen de organismos diferentes, un
nematodo de vida libre y un nematodo pardasito intestinal, sino que también presentan

diferencias en cuanto a la su localizacion tisular.

En cuanto a los compuestos hidrofébicos que Na-FAR-1 es capaz de unir, su
especificidad no se limita a acidos grasos y retinol, sino que une también lipidos mas
voluminosos y polares como fosfolipidos y lipidos neutros como los diacilgliceridos.
Frente a estos resultados, dado que la unién de las FAR a este tipo de compuestos no
habia sido estudiada previamente, se amplia el panorama en cuanto a la diversidad de
ligandos que es capaz de unir esta familia de proteinas. En cuanto a la afinidad que
presenta Na-FAR-1 por los distintos ligandos, la unién de acidos grasos y retinol se
encuentra en el orden submicromolar, comparable a valores reportados para otras
FAR. La estequiometria de los complejos de Na-FAR-1 con retinol y andlogos
fluorescentes de 4cidos grasos es 1:1 (proteina:ligando), pero seria capaz de unir
cuatro moléculas de acidos grasos por molécula de proteina. Asimismo, Na-FAR-1 es
capaz de transferir ligandos a membranas artificiales. Si bien las funciones de Na-FAR-1
no estan aun establecidas, estas caracteristicas de alta afinidad y baja especificidad de
unién podrian ser compatibles con una funciéon de solubilizacién y transporte
pseudocelémico de lipidos para funciones metabdlicas y, posiblemente, asociadas a la

reproduccién dada la localizacién interna de la proteina en el parasito.

La presencia de diferentes proteinas FAR en un mismo organismo sugiere que podrian
cumplir funciones complementarias, participando en el transporte de ligandos
hidrofdébicos y manteniendo disponibles en solucidn cantidades significativas de lipidos

para su metabolismo posterior en distintos tejidos del nematodo.
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Apéndice A.

Asignacion de los desplazamientos quimicos de Na-FAR-1.

Los desplazamientos quimicos se indican en ppm.

-13 Gly
-12 Ser
-11 Ser
-10 His
-9 His
-8 His
-7 His
-6 His
-5 His
-4 Ser
-3Ser
-2Gly
-1His
0 Met
1Phe
2Llys
3Tyr
4Glu
5Asp

6lle

7Pro

8Ala
9Asp

10 Tyr

11Arg

12 Asp

13 Leu

14 Met

15Pro

16 Pro

8.04

8.70

8.22

8.58

8.94

7.76

7.49

9.03
8.98

7.31

7.96

7.32

7.20

7.26

123.74

124.44

124.23

125.69

112.81

118.57

123.44

129.18
113.07

118.53

119.15

114.46

115.67

117.59

Nd

4.61

4.60

3.95

3.74

3.57

4.39

4.04

4.32

3.66
424

3.54

3.65

4.35

4.09

4.41

3.34

3.70

Hb

1.87
1.83
3.51
3.05
1.55
1.68
2.68
2.85
181
1.97
2.96
2.89
1.39

1.95
2.54
1.38
2.79
2.69
2.72
2.56
1.59
1.85
2.44
2.44
132
1.22
172
1.96
2.13
173
2.10
1.74

Hg

2.48
2.44

1.28
1.28

2.14
2.33

-0.17
1.37
0.90
1.94
2.12

1.29
1.13

1.63

2.44
2.28
2.07
1.98
1.58
1.88

Hd

7.21

1.56
1.56
6.81

0.46

4.12
3.50

6.47

2.40
2.40

0.41
0.39

3.85
3.51
2.27
3.18

2.00

7.03

2.89

2.89
6.55

6.51

6.81

1.93

Hz

174.52
175.22

173.17

175.73

175.75

176.18

178.16

174.54

178.44

178.50
177.03

177.55

178.33

175.84

176.07

177.92

56.50
54.13

57.71

54.27

61.46

58.73

55.55

59.69

63.93

55.96
55.59

60.39

60.38

55.98

53.87

53.23

60.92

65.75

Cb

30.52
34.38

39.78

34.47

38.80

28.29

40.82

38.16

32.02

18.54
38.91

39.18

30.81

41.26

40.82

33.83

30.84

31.70

Cg

31.86

24.52

37.34

17.18
26.31

28.11

29.18

25.47

31.83

27.81

27.22

Cd

132.36

29.08

132.79

13.46

50.82

132.42

43.69

22.58
26.32

50.15

49.81

17.11

130.27

42.02

118.12

117.40

16.92

Cz




Apéndice A.

17 Glu

18 Ala
19 Arg

20 Asp

21Phe

22 Leu

23GIn

24 Asn

25 Leu

26 Ser

27 Asp

28Gly

29 Asp

30Lys

31Thr
32Val

33 Leu

34 Llys

35Glu

36 Val

37Phe

38Lys

39Ala
40 Gly

41Pro

42 Tyr

43 Lys

44 Asn

45Thr
46 Glu

47 Glu

9.84

7.22
7.62

8.31

7.16

7.63

8.16

6.98

6.55

9.36

9.00

8.48

8.00

8.14

8.07
7.64

7.88

7.85

8.74

8.92

8.38

6.95
7.03

8.64

9.22

7.30

8.91

8.35

117.06

121.16
118.37

118.08

117.91

116.57

117.17

113.91

119.49

121.66

121.65

109.03

123.30

117.96

118.49
122.88

119.12

118.80

116.86

118.10

118.92

121.81

120.84
105.56

119.87

122.30

108.84

123.46

120.16

Nd

115.40

113.11

85.97

110.42

Desplazamientos quimicos

4.17
3.81

4.01

4.11

3.79

3.27

4.58

4.29

4.56

4.30

3.78

3.78

4.27

3.83

3.94
3.65

4.49

3.13

2.74

4.38

4.63

3.94

4.74

3.80
3.64

4.00

Hb

1.72
1.81
1.43
1.90
181
2.53
2.45
3.07
3.27
1.41
2.07
1.47
133
2.53
2.75
114
1.62
4.30
3.97
2.57
2.57

2.41
3.01
2.06
2.06
4.41
2.16

0.80
1.70
2.09
2.09
2.00
2.14
1.94

3.15
3.13
1.95
1.90
1.41

191
231
2.58
3.15
175
1.67
3.09
3.18
3.75
1.84
2.04
2.15
2.08

Hg

2.33
2.23

171
1.48

2.22

1.66
1.59

1.84

1.69
1.21
1.24
1.03
0.83
1.61

1.39
1.39
2.20
2.44
0.33
0.88

1.53
1.74

177
1.67

1.49
1.39

0.81
2.39
217
2.50
2.28

Hd

2.98
3.31

7.12

0.96
1.18

7.47
6.73
0.76
0.20

1.50
171

0.55
0.30
1.74
173

7.70

1.64
1.64

3.36
3.36
6.96

1.63
1.63
7.44
6.82

6.58

7.15

6.60
6.75

2.64
2.31

3.01
3.01

3.00
3.00

6.37

2.93
2.93

Hz

6.85

179.62

179.63
177.97

177.94

177.28

179.03

176.49

174.70

177.28

175.22

179.36

176.50

178.38

179.63

176.02
177.73

178.59

177.63

180.31

180.38

178.91

176.58

176.33
171.32

175.69

176.61

176.20

175.98

179.44

179.20

60.45

54.42
60.42

57.42

60.76

57.21

58.29

53.40

54.96

56.58

58.20

47.10

57.18

60.66

67.20
66.86

58.81

60.71

59.54

66.56

63.67

59.03

51.54
43.39

62.12

57.14

58.62

51.66

66.29
61.49

59.50

Cb

28.77

18.82
30.92

41.12

39.12

43.61

28.90

39.69

43.36

66.02

39.61

42.18

32.70

68.75
31.25

41.97

32.29

29.87

32.01

37.62

32.07

18.50

35.22

40.26

33.33

39.86

68.48
27.98

Cg

36.98

28.76

27.03
34.18
177.88

25.18

27.84
21.59
22.92
22.83
26.40
25.41
36.37
20.13

24.15

26.19

24.83

24.97
175.75

21.47
37.67

37.26

184

Cd

44.08

131.92
26.61

24.08
179.97

26.66
22.63

30.12

26.26
23.15
29.90

131.34

29.45

50.50

132.75

29.05

132.27

42.66

42.21

131.26

41.84

117.07

42.00

Cz

131.60

130.17




Apéndice A.

48 Ser
491le
50Ala
51Ala
52 Leu
53 Lys
54 Lys
55 Lys
56 Ser
57 Pro
58Glu
59 Leu
60 Gly

61Ala
62 Lys

63 Val

64 Glu

65 Lys

66 Leu

67 His

68 Ala
69 Met

70Val
71Lys
72 Ser
73 Lys
741le
75Ala
76 Ala

77 Leu

78 Gly

7.89

7.74

7.27

7.92

8.50

7.11

6.97

8.49

8.82

7.60

8.85

7.96
7.53

8.07

8.57

7.72

8.59

8.76
7.45

7.57

8.82

7.84

7.23

8.29

7.89

7.04

7.46

10.24

116.22

122.41

122.08

120.19

119.32

117.20

115.16

116.18

110.74

117.58

122.32

104.40

121.99
119.13

119.56

120.69

118.94

121.04

118.69

121.59
118.79

120.13

120.20

114.45

123,51

117.73

118.94

118.08

120.14

111.30

Nd

Desplazamientos quimicos

3.85

3.93

3.75

3.66

391

4.24

4.81

4.20

4.02

4.19

3.36

3.48

4.21
4.06

3.87
4.06

3.55

3.78

4.13

3.90

3.72

4.03

4.32

4.50

4.31
3.81

Hb

3.28
3.44
1.68

1.35
1.16
1.81
133
1.77
1.68
1.78
1.78
1.62
1.72
3.70
3.70
2.35
1.92
1.99
1.89
1.70
170

1.47
2.22
1.99
1.88

2.05
2.11
1.89
1.89
1.56
1.56
2.98
2.92
1.46
2.72
2.29
2.16

1.63
1.63
3.89
3.89
1.72
1.05
1.92

1.42
1.36
1.72
2.13

Hg

1.55
0.64
0.72

1.62

1.24
1.51
1.51
137
1.38
1.38

2.12
2.12
2.25
2.25
1.50

1.78
1.52
0.92
0.62
2.20
2.20
1.54
1.38
1.51

2.34
2.21
1.06
111
1.23
1.23

1.32
1.36
2.20
1.03
1.04

Hd

0.42

0.82
0.77
1.49
1.49
1.60
1.60
1.59
1.59

3.46
3.93

0.89
0.93

1.64
1.78

1.65
1.65
0.52
0.59
6.80

1.53
1.53

0.87
111
0.81

0.91
115

2.67
2.58
2.89
2.89
2.87
2.87

2.90
2.80

2.92
2.92

1.98

2.86
2.86

2.69
2.85

Hz

177.46

180.30

180.50

178.16

177.56

177.81

177.29

171.00

179.70

179.04

179.62

174.26

180.32
179.71

177.64

178.20

179.22

178.76

177.41

180.66
178.65

177.98

179.53

176.40

178.41

178.41

177.97

177.87

178.12

171.70

61.27

65.60

55.27

54.85

58.20

59.76

58.52

56.95

54.08

65.95

59.99

57.63

47.64

54.99
60.19

66.43

60.18

59.68

58.05

59.60

55.17
58.82

67.12

60.12

61.58

59.59

65.68

54.10

51.94
54.68

Cb

62.45

37.42

17.65

18.18

42.47

32.79

32.65

34.30

62.75

32.15

29.39

40.80

18.19
33.10

31.46

30.16

32.43

41.67

31.09

17.91
31.80

31.88

32.08

62.79

34.42

37.99

18.26

19.28
43.64

Cg

29.63
17.51

26.53
27.20
25.17

25.19

27.39
36.82

27.41

25.82
23.44
21.43
36.81

25.10

26.91

32.04
22.68

22.25
24.99

25.60

18.60
30.19

25.39

185

Cd

13.78

25.68
25.22
30.05
29.20

28.48

50.23

26.78
22.71

30.15

29.32

23.96
23.87
118.24

29.24

28.87

13.65

27.84
24.43

41.52

42.06

41.98

42.14

42.20

137.28

16.65

41.96

42.32

Cz




Apéndice A.

79 Pro

80Glu

81Ala
82 Lys

83Gly

84 Phe

85Ala
86 Glu

87 Lys

88 Ser

891le

90 Glu

9llle

92 Ala

93 Arg

94 Gly

95lle

96 Lys

97 Ala
98 Arg

99 Tyr

100 Tyr

101 Thr
102 Gly

103 Asn

104 Glu

105 Pro

106 Thr
107 Lys

108 Asp

109 Asp

9.40
9.07

7.72

7.32

9.18
8.52

7.43

7.60

8.02

7.84

8.82

8.13

7.24

7.48

7.93
7.14

7.05

8.42

7.77
7.58

7.93

8.09

8.71
8.94

7.95

7.81

119.69

122.77
120.18

103.94

121.66

124.31
114.75

118.85

115.36

124.00

122.09

121.74

122.78

120.00

108.27

121.81

118.44

116.79
117.61

116.84

116.89

102.68
109.15

121.90

119.36

112.44
121.18

117.44

122.48

Nd

111.94

83.80

Desplazamientos quimicos

4.07

4.01

4.50
3.91

3.90
3.90
4.16

3.29
3.77

4.03

4.08

3.68

4.05

3.75

3.75

3.85

3.56

3.45

331
3.70

3.84

4.41
4.22
3.98

4.15
4.91

4.46

4.39
3.89

4.25

4.29

Hb

2.33
1.92
1.93
2.00
1.92
1.93
1.69

2.93
3.33
1.42
1.93
2.13
1.65
1.78
3.35
3.18
1.92

2.14
2.14
177

1.55
1.89
1.89

2.14

1.58
1.30
1.28
1.96
172
1.98
2.38
2.86
2.86
4.44

2.36
2.57
173
1.73
1.78
1.74
4.63
1.87
1.87
2.54
2.40
2.37
2.98

Hg

2.13
2.01
2.01
231

1.28
1.41

2.60
2.16
1.44
1.44
2.97

1.42
0.83
1.28
2.27
2.27
1.02
171
0.88

1.52
1.76

1.49
1.49
0.77
171
1.10

1.44
2.00

1.37

2.22
2.30
1.64
1.32
1.24
1.45
1.40

Hd

3.68
3.68

1.63
1.63

6.60

0.70

3.09
3.09

0.61

1.80

1.80

271

3.12

6.96

6.04

6.79
7.42

2.65

2.17

1.72
1.72

2.97
2.97

6.54

2.81
2.92

6.64

6.48

6.34

2.86
2.86

Hz

179.50

178.93

179.27
178.22

176.76

177.20

179.05
179.73

178.94

177.44

177.99

180.03

179.21

181.34

178.67

176.60

177.94

176.59

179.96
178.48

179.53

179.18

175.15
173.66

173.66

173.83

176.79

175.94
178.61

178.87

179.97

66.22

59.61

54.95
60.83

47.07

61.07

55.36
60.24

58.86

62.40

59.45

65.35

55.39

60.06

47.02

62.49

61.39

54.91
60.28

64.08

57.11

62.62
46.15

50.90

56.26

61.87

60.48
60.45

57.79

57.37

Cb

32.12

29.83

19.89
32.90

40.59

19.09
29.75

3231

62.37

36.69

29.12

38.07

18.10
29.94

36.39

31.55

17.59
29.06

36.52

37.27

70.32

38.15

28.70

32.23

71.44
31.20

40.22

40.88

Cg
27.62

35.93

24.49

37.58

25.17

17.12
28.91

35.88
16.91

29.93

28.51

17.83
26.92

26.67

28.11

22.54

177.76
36.70
27.54

21.75
26.10

186

Cd

48.98

29.86

131.16

28.70

13.56

43.57

9.16

29.75

43.80

132.61

130.91

49.23

29.18

41.97

41.65

118.66

117.21

41.97

Cz




Apéndice A.

110 Leu

111 Lys

112 Ala
113 Ser

114 Val

115 Lys

116 Glu

117 Val

118 Leu

119 Lys

120 Leu

121 Tyr

122 Lys

123 Ala
124 Met

125 Ser

126 Asp

127 Ala
128 Gly

129 Lys

130Ala
131 Asp

132 Phe

133 Gly

134 Lys

135GIn

136 Phe

137 Pro

138 Phe

139 Leu

140Ala
141 lys

7.96

8.58

8.12
7.78

7.77

8.71

7.76

7.57

8.79

8.00

7.47

8.44

8.34

6.93
7.01

9.52

8.83

8.27
8.14

8.26

8.08
7.99

8.51

7.97

8.94

8.34

8.67
7.35

120.65

120.88

120.35
115.72

122.67

120.72

118.48

118.83

120.52

119.37

118.83

121.88

115.30

117.72
117.68

118.34

121.65

122.86
111.36

121.37

122.91
120.01

116.23

103.67

118.80

112.01

115.85

120.82

120.59

119.27
116.17

Nd

113.26

Desplazamientos quimicos

4.03
4.30

3.77

3.74

4.01

3.54

3.82

3.82

3.97

2.71

3.46

4.05
4.18

4.12
3.62
3.99
3.72

4.12
4.38

3.57
3.80
4.02

4.03
4.02

Hb

2.18
1.18
175
1.75
1.50
3.93
3.89
2.25

1.94
1.94
2.13
2.25
2.18

1.65
1.65
2.06
1.89
1.63
2.27
2.28
2.52
1.76
176
1.35
1.94
1.68
4.19
4.21
2.56
2.62
1.40

178
1.78
1.45
2.93
3.00
331
331

1.89
2.05
1.51
1.78
1.43
2.82
2.27
1.90
3.06
3.12
1.35
2.04
1.64
1.76
1.78

Hg

0.67
1.25

1.30
1.08
1.53
1.36
2.25
2.25
0.89
113
1.63

1.29
1.54
1.94

1.45
1.69

2.33
2.07

0.27
1.19

1.66
1.42
2.34
2.42

211
1.95

1.26
1.41

Hd

0.13
0.64
1.39
1.39

1.62
1.62

0.85
0.78
1.62
1.62
0.83
0.84
6.09

1.62
1.62

1.45
1.27

171
171

7.07

3.47

2.88

6.97

1.04
0.91

1.57
1.57

2.59
2.63

2.89
2.89

2.85
2.85

6.49

2.90
2.90

0.99

2.50
2.50

2.92
2.92
6.68
7.50
6.99

2.85
2.85

Hz

180.29

178.10

180.70

177.63

178.83

178.76

177.83

178.56

179.79

178.86

177.45

177.54

178.05
177.01

174.90

179.19

180.90
176.03

180.29

180.05
177.89

177.55

174.53

178.33

174.44

172.20

177.90

177.96

179.10
180.14

57.99

61.25

55.31
62.12

66.54

60.61

59.54

67.19

57.86

59.91

57.31

61.51

58.87

52.31
57.29

58.43

58.05

55.11
47.20

60.92

54.84
57.28

62.67

46.91

58.77

54.81

55.41

65.41

62.13

57.10

56.18
59.12

Cb

42.00

32.32

17.94
63.26

31.80

32.62

29.23

31.84

42.23

32.28

41.76

37.70

32.40

19.06
37.20

64.68

39.60

18.06

33.10

17.99
42.28

40.19

32.62

30.00

39.07

31.34

38.29

42.32

19.22
31.30

Cg
25.98

25.39

22.37
23.78
25.80

35.43

22.65
23.75
26.77

24.93

26.40

25.88

31.72

26.36

25.28

32.62

27.53

27.46

24.83

187

Cd
21.88

25.30
29.60

29.66

24.15
24.48
29.42
22.25
25.63
132.63

29.49

30.13

131.42

29.16

178.45

133.24

50.41

131.39

22.74
25.51
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Resultados Procheck_NMR

Resultados PROCHECK_NMR de Na-FAR-1

Graficos Ramachandran (20 modelos)

ev0.121 .
Gl -0.90

TYR 3

evi154 P e
Gf 0.12 GLU 4

cv 0097 '

G -0.57

ASP 5

0104t m
GF-0.17

12041 - &

60 1
|

-60 1

=120+

o

ov 0L.007T | .
G =046

PRO 7

ev 0.001 -
Gf2oom  ALAS

ev 0,001 -

Gi 0,16

ASP 9

v 0,002 .
GF 112

120- o
600 4
-
-6

-1204

TYR 10

v (L002
G -0.35

" ARG 11

ov 0.002 e :
Gi .22 ASP 12

ov 0,004
G 0.57

Y LEU 13

v 0036 1 .
G -0.61

Psi (grados)

-
[}

MET 14

ev0.021 "o
Gi-0.33

PRO 15

v 0010 | e
Gf 0.32 PRO 16

ev 0L010 .
G -0.66

GLU 17

evid2 e
G 0.20

120

60 4

-60

-1204

s

L

il

ALA 18

vl e
GF-0.17

ARG 19

v 0.012 1 .
G 0,02 ASP 20

ov 0.002
G 0.64

L -
PHE 21

ovD0l6 T .
Gf-0,14

120-
60
w iy
60
-120-

-180

fsh

s
e

-180-120 60 0

60 120 -1

80120 -60

0 60 120 -180-120 -60

Phi (grados)

0 60 120 -1

80-120 -60 0

60 120 1

=

189



Apéndice B. Resultados Procheck_NMR

evDM2 e v D.004 ev 0,010 - ev 0005 -

LEU 22 GF-0.58 GLN 23 GF 0.90 . ASN 24 Gf 0.10 LEU 25 G -0.69

120 )

60 4

=60 4

-1204

ovil 195 ® e w0495 e evD274 B e ev0l5 ' .
SER 26 Gr221m  ASP27 Gf-leem  GLY 28 G -0.29 ASP 29 Gf 0,67

B B | |
1204

601m
0 4 ¥

=120+

cv 0010 ' . v 0,005 . ev 0,007 . ev 0L002 .
LYS 30 G 0.23 THR 31 GF .84 VAL 32 G -0.64 LEU 33 G 0.56

1204
60 4

i

Ly

g.!

A
60+ 1

-1204

Psi (grados)

ev 0003 L] ov 0L0D8 L] ev .08 . ev 0006 .
LYS 34 GF .67 GLU 35 GF 0.38 VAL 36 GF-0.13 PHE 37 G 0.92

1204
60 A
04

ol B b & &g

-1204

; cv0.020 ' » cv0208 @ ev 0267 ™ @ o017 ' e
LYS 38 G -0.66 ALA 39 Gr-2sem  GLY 40 Gi-1.73m PRO4I Gf-1.62 W

i?l
120

60

o] W b

]

Gl e . |
1204
e o

-180 T r T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-180-120 -60 0 60 120 -180-120 -60 0O 60 120 -180-120 -60 O 60 120 -180-120 -60 O 60 120 180

Phi (grados)

190



Apéndice B. Resultados Procheck_NMR

0.005 . oy 0,003 . ey 0,003 . 0.002 -
LYS 62 21 0.52 VAL 63 Eg' 031 GLU 64 :}.r 0.01 LYS 65 2[ 0.96

1204

60 4

@

i
@

60 5

-1204

v 0019 ' . ev0.021 e cv 0003 . cv 0003 .

LEU 66 Gf 070 HIS 67 GI-0.04 ALA 68 Gf 0.82 MET 69 Gi 0,68

120+

60 4

RE i )

@

-60

-1204

ev 0003 = . cv 0001 . ev 0003 e ) cv 0.005 =
VAL 70 Gf 0.70 LYS 71 Gf 115 SER 72 Gf 102 LYS 73 G 0,50

S
]
it
@
&

cv 0,004 - ev 0,002 - evinle ' . ev0019 ' .
ILE 74 GF-0.39 ALA TS Gf 0.45 ALA 76 GF-0.57 LEU 77 GF-0.33

120 .
60
0 ]
604

-1204

. ev0s4 ' . v ' . cv 0010 | . ov 0003 .
GLY 78 GE-0.43 PRO 79 Gi-1.09 GLU 80 GF 0.46 ALA 81 GI-0.05

B

120+
60 o

04 (] 1] =
-601 8 2 s

-1204
|

180-120 60 0 60 120 -180-120 -60 0 60 120 -180-120 -60 O 60 120 -180-120 -60 O 60 120 180

Phi (grados)

-180

191



Apéndice B.

GLY 102

ev 07 ' .
Gif 0.34

Resultados Procheck_NMR

ev0241 e
Gr-122m GLU 104

v 174 * .
Gi-1.64 W

PRO 105

v 0o | e
G 0.24

1204

60 4

=60

-1204

ASN 103
i

THR 106

ev 0,004
G -0.42

L]
LYS 107

ev 0,002 -
GI .69 ASP 108

v 0006 L]
G 1.03

ASP 109

v 0,001 L]
G 1.08

1201
60 1

04
-60 1

-1204

LEU 110

ev 0,002
Gf 0,98

i > 060

ev 0003 -
GF 0.91 ALA 112

ev 0,001 -
GF 0.87

SER 113

v 0,006 .
GF 090

o 1204

) 60
O o]

— 00

D 1204
a.

2

VAL 114

ov 0.002
G (.66

T LYS 115

ey 0,007
;:r 0.93 . GLU 116

v 0.001 .
G 0.57

VAL 117

v 0.003 .
Gi (.44

1201
60 -
04
-60 1

-1204

L

LEU 118

ev 0,003
Gi 0,42

T LYS 119

ev 0,001 -

Gf 1.05 LEU 120

ev 0,003 -
G 0,42

TYR 121

ev 0,001
Gi 0,74

1204
60 4
0 4

-60

-1204

180 -120 -60 0

60 120 -1

80 -120 -60 0

120 -180 =120 -60

Plﬁ'?i (grados)

0 60 120 -1

80 =120 -60

0

60 120 180

192



Apéndice B.

Resultados Procheck_NMR

: ev 0,001 - ev0038 " . " ev003y ' . v ' .
LYS 122 Gf 0.86 ALA 123 Gr-osim  MET 124 Gr-0.76 SER 125 Gr-0.14
2 8 &
120+ BT
60 =
01 [
" B
=6l .
-1204
v 0.035 7 @ v 0.001 . ey 0.002 - cv 0,003 ' .
ASP 126 Gros s | ALA 127 orosem = GLY 128 orosr s - LYS129 Gt 1.01
1204
60 4
0 A - :
wh B & & 5
-1204
cv 0,003 - ev 0,001 . o ev 0001 - ev 0005 -
ALA 130 G 0.67 ASP 131 G 0.79 PHE 132 G 0.4% GLY 133 G008
8' 120
60 -
®
n N
-
&0 B = @ 8
— =00
‘@ 1201
o
i o008 . ov 009 . . ev 0002 1= v 0.003  »
LYS 134 GE-0.49 GLN 135 GE-0.65 PHE 136 Gf-1.24m PRO 137 G 0.19
1204
60 &
0 1 el 5,
-60 e i o
-1204
- v 0003 . ) v 0001 * cv 0.001 - : cv 0.002 ' .
PHE 138 G 0.96 LEU 139 G 037 ALA 140 Gf 0,72 LYS 141 Gf-2.14 @
120+
60
0 -
-60 [
-1204
-180 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-180-120 -60 0 60 120 -180-120 -60 O 60 120 -180-120 -60 0 60 120 -180-120 -60 0 60 120 180

Phi (grados)

193



Apéndice B. Resultados Procheck_NMR

v 0.002 - cv 0.005 . cv 0.009 -5 eviLlog ™ e
VAL 142 GF-0.04 PHE 143 Gf 0.24 GLU 144 Gf 0.46 SER 143 Gf 0.33
i
120
60 -
[ : (i
o i
it & W@ s )
-1204
evi257 M . v T e v 003 e v D003 .
GLY 146 GF 0,02 LYS 147 GF-0.40 ALA 148 Gf 0.72 ALA 149 GF 0,77
1204
60 B
04 LT::
b . ) -
@ o = v
O - "
™
- 0012 . ) ev0.009 | . ev0017 ' . w17 T e
oo LYS 150 Gf 0.54 PHE 151 G 0.57 ALA 152 Gr0.12 GLY 153 GF-0.55
D10
o
601 L)
Jdﬁh
0 - _ 5, L
B o ]
-60 1 Ny
-1204
o w0ETT e J180-120 -60 0 60 120 -180-120 -60 0O 60 120 180
GLU 154 Gi-2.89 B
]
1204 iy ™1
60| =
o{m"
|
-60 4
1204 %
B e T ]
-180-120 -60 O 60 120

Phi (grados)

cv = Circular Variance (low values signify high clustening of the data points). # Accessible & Buried
Gf = Average G-factor for the residue (the higher the value the more favourable the confermations) based on analysis of high-res. Xstal stctures
Data pomts coloured according to G-facter: Unfavourable

194



Apéndice B.

Resultados Procheck_NMR

Distribucion de frecuencia Chi (20 modelos)
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Propiedades por residuo (20 modelos)

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

= 100
2 80
g 604 y x 2 16
5 40 19 . 16, . I . 2
=} Tx 8 4g 4 3 11 X 2 X 18 %
< g 5 418! E ks A\ 12 gis? l 2 * g X 57100 x
- 20871 £2°  xy K 0 exa¥x gx \i‘ngx s Zo1T. . by
PR LITHT ;gim RN B iiﬁ Hatitle Miida i
5 10 20 25 30 40 45 50 55 60
Residue number
. b. Absolute deviation from mean of'omega torsion
g 30 v
g 24 s e
E 184 : .
g : 18 g jvunlﬁ 12 ¥ 17 o
E 12_“ LISI % Islﬁ:]gﬂmm L\o ; 3 5 ]F’ 12;713 ‘\§ 216:257 Q 141
& 6 ExX ¥ % ¥
LA TL bt Ldidi i ?%igiﬁ T $a%§§is?§§éiiai% il
= 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
M lues indi d by les i Dashed li S ds
s et B Gy DeOMOSTITbEE 50 st devs. from ideal
Numbers indicate models with highest deviation
¢. RMS devs from mean coords: main-chain (black) and side-chain (grey)
4.0
0.0 IIIJJ---l-ld-il.i.]-ﬂ-i]l_lll alwtaa el a1 ll‘ll‘].l-.p-_all.l-ll.

Phi

Psi

Chil

Chi2
Phi-psi
Chil-chi2

(hllpi.hﬂ
Chl only

Overall

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

d. Secondary structure & average estimated accessibility

Key:- <= Helix > Betastrand == Random coil Accessibility shading: W Buried [ Accessible

e. Sequence & average estimated accessibilities # Accessible @ Buried
S80is0sssVOeUlvesesvesYVLLeL I tovivlvesorititititivasvessvitsstitive

FKYEDIPADYRDLMPPEARDFLONLSDGDKTVLKEVFKAGPYKNTEES IAALKKKSPELG

f. Circular variances

paE®a POBBOGOOBOODOOBIBOD DODERDE ; >4
romrrr T Ty Ty (P (R R A W W B ) “J\ LRYG RS T8 e aTaate. % Ty Ty T
‘LIP. I‘\F‘. » T I-I,J ar r .I’P Ly ‘JIP'F. 'l’ 'l
D i S e S e ot rss o be L ne
Ny AN NLEEe N TR TRERNN O NT L L Lpy ma (1) N
g. G-factors
SCEL LR LI RREREFIEL TS B REEL PRl ROl e R R L]
EECEEC. dml=] I 1 0 [ 111 Isl I L Il!_i || | E [ F A ERNOR
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

¢ = cis-peptide

198



Apéndice B. Resultados Procheck_NMR

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
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a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
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