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Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL



Resumen del proyecto

El receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL) es una proteina de membrana que
juega un papel crucial en el mantenimiento de concentraciones adecuadas de colesterol en el
organismo. Su disfuncién se asocia con la aparicion de Hipercolesterolemia Familiar (HF), una
enfermedad comun caracterizada por altos niveles de colesterol en los vasos sanguineos. El
mecanismo por el cual el receptor lleva a cabo la internalizaciéon de las lipoproteinas a las
células y su posterior liberacidn en los endosomas sigue siendo hoy en dia de gran interés para

entender en segundo lugar disfunciones del receptor asociadas a HF.

Entre los distintos dominios del receptor, se encuentra el dominio de unién a ligando,
compuesto a su vez por 7 repeticiones homdlogas de unos 40 aminodcidos, conocidas como
madulos LR (1-7) de los cuales los nimeros 4 y 5 son los directamente implicados en la unién
con las lipoproteinas. Todos ellos requieren la presencia de Ca** para adoptar una
conformacion estable y mantener a las LDL unidas. En este trabajo se expone un estudio de las
propiedades del mdédulo 4 y el tandem 4-5 con objeto de estudiar sus diferencias
conformacionales en presencia y ausencia de Ca’*y Mg®* tanto en condiciones extracelulares

(pH 7) como endosomales (pH 5.5), donde se produce la liberacion.

Entre los estudios llevados a cabo en este trabajo, se encuentran en su mayoria
ensayos cinéticos de asociacion y disociacién, realizado mediante el sistema de flujo detenido,
de los mddulos LR4 y LR5 con Ca’y Mg*en ambas condiciones que en algunos casos se
complementan con otras técnicas termodindamicas. Por otro lado, en el trabajo se lleva a cabo
la purificacién y una caracterizacién espectroscépica preliminar del dominio de unién a ligando

completo LR (1-7)
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Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

CAPITULO 1

Introduccidn y antecedentes

1.1 Las lipoproteinas y el colesterol

El colesterol es un lipido hidrofébico de fdormula C,;HiO esencial para el
mantenimiento de la estructura de las membranas celulares y precursor de moléculas
importantes como las hormonas sexuales y acidos biliares entre otros. Esta compuesto por 4
anillos seguidos de una cola hidrofébica, siendo un grupo hidroxilo en la posiciéon 3 su Unico
componente polar (figura 1.1). Debido a este motivo,
el transporte del colesterol no se realiza de forma
soluble por el plasma sino unido a otros componentes
como proteinas y lipidos formando de esta manera
grandes complejos conocidos como lipoproteinas. Se

conocen diferentes tipos de lipoproteinas segun el

HO
porcentaje de sus distintos componentes (VLDL, LDL,

IDL, HDL). Entre ellas destacan las LDL (low density Ffigura1.1: Estructura del colesterol con el grupo
lipoprotein), que presentan un alto contenido de OM enlaposicion3.

colesterol y ésteres de colesterol. Estas transportan el colesterol hacia tejidos o musculos con
alta demanda donde el lipido es internalizado a través de endocitosis mediada por receptor.

Por otro lado cabe destacar también el papel que juegan las HDL (high density lipoprotein),

bajas en colesterol y que participan el transporte reverso del mismo.

Existen dos vias que garantizan la disponibilidad del colesterol en el interior de las
células. Una de ellas es la via endégena, mediante la cual el colesterol es sintetizado a partir de
acetil-CoA gracias a la accion de multiples enzimas intracelulares entre las que destaca la
HMG-CoAreductasa como limitante del proceso!™. Por otro lado se encuentra la via exégena en
la que el colesterol es incorporado al interior del organismo a partir de la dieta. Es de esta
forma cuando el colesterol se transporta por la circulacion como lipoproteinas y es

incorporado al interior de las células por medio de un receptor especifico.
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1.2 El receptor de lipoproteinas de baja densidad e Hipercolesterolemia

Familiar (HF)

El receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL), es un receptor transmembrana
encargado de la homeostasis del colesterol en el organismo al facilitar la internalizacién de las
lipoproteinas al interior celular'”. Su identificacion se produjo gracias a las investigaciones
realizadas por Joseph Goldstein y Michael Brown, lo que les valié el Premio Nobel en 19855,
Es miembro fundador de la familia de receptores con el mismo nombre en la que se
encuentran el receptor de VLDL, LRP1, LRP2, apo—ER2[4]. Entre sus ligandos naturales se

L[S]

encuentran las LDL y VLDL®, consideradas como lipoproteinas pro-aterogénicas' y con las que

interacciona a través de sus apoE y apoB.

El mal funcionamiento del receptor se asocia con la aparicién de Hipercolesterolemia
Familiar (HF)”®, una enfermedad autosémica dominante que se caracteriza por la
acumulacion del colesterol en los vasos sanguineos. La incidencia es de 1/500 personas en la
forma heterocigdtica, llegando los pacientes a triplicar los niveles normales de colesterol en
sangre y presentando riesgos de padecer enfermedades coronarias’®. Ademads, la HF
homocigdtica, de incidencia mucho menor, se presenta de forma mas agresiva y los pacientes

sufren sintomas desde la nifiez”..

1.2.1 El gen del rLDL

El gen del receptor se ubica en el brazo corto del cromosoma 19 con una longitud de
45000 pares de bases. Su estructura puede observarse en la figura 1.2. Contiene 18 exones
que dan lugar a los diferentes dominios del receptor y de los cuales la mayoria de ellos ya han

. . . , 1
sido descritos a nivel de proteina en otras estructuras™®.

1 2 3 456 78910 1112 1314 15 1617 18
LR1 LR2 \LRELW EGFA EGFE—————— ——— EGFC
\R34-5 p-PROPELLER
' - ~ i ¥
DOMINIO DE UNION & LIGANDO DOMINIO PARECIDO A EGFP DOMINIO TRANSMEMBRANA

+ CITOPLASMATICO
DOMINIC GLICCSILADO

Figura 1.2: Representacion de la estructura del gen del r-LDL
con los 18 exones repartidos en los distintos dominios
estructurales del receptor. El exén 1 da lugar al péptido
sefal.
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Se han encontrado diversas mutaciones en el gen del receptor que derivan en fallos en
la funcionalidad del mismo, correspondiendo la mayoria de ellas a sustituciones (73.3%) y
delecciones (19.6%). Muchas de ellas se encuentran en el dominio de unién a ligando, por lo
que el estudio y caracterizacién de este dominio resulta de vital importancia para el
entendimiento de enfermedades coronarias que cursan con la acumulacidn del colesterol en el

organismo.

1.2.2 Estructura del r-LDL

El r-LDL se compone de 839 aminoacidos que se reparten estructuralmente en cinco
dominios independientes””: el dominio de unién a ligando, dominio homaélogo al precursor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFP), glicosilado, transmembrana y citoplasmatico. La

distribucion de todos ellos puede observarse en la siguiente figura:

LIGAND BINDING DOMAIN EGFP DOMAIN
) LR1 PROPELLER CITOPLASMYC
o ey DOMAIN
%8 LR2 -
TP ReiRe BT LR
o 18 Qa3 |
i TRANSMEMBRA!
EGF3 GUDCC?’\;'mED DOVAN |

Figura 1.3: Distribucion de los cinco dominios del receptor LDL, de izquierda a derecha (PDB: 1N7D);
Dominio de unién a ligando, homdlogo al precursor del factor de crecimiento epidérmico, glicosilado,
transmembrana y citoplasmatico.

= Dominio de union a ligando (LBD)

Se compone de 292 aminodcidos distribuidos en siete unidades estructuralmente
homélogas conocidas como mddulos LR (LR 1-7), siendo el nimero 1 el mas préximo al
extremo N-terminal. Cada uno de ellos esta compuesto de unos 40 aminoacidos, seis cisteinas
conservadas que dan lugar a tres puentes disulfuro y presentan también un centro de

. ./ 2+ [12,1
coordinacién con el Ca®* ™23 (Anexo 1).
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LR1
LR2
LR3
LR4
LRS
LDLR6
LDLR7

--DRCE-RNE
--VICR-SGD
--KTCS-QDE
--LTCG-PAS
DSSPCS-AFE
=VATCR-FDE

=VILCEGENK

QCQOD--GKC
SCGERVNRC
RCHD--GKC
QCNS--STC
HCLS--GEC
QCSD--GNC
KCHS--GEC

SYKWVCDGSAECQDG
PQFWRCDCGQVDCDNG
SRQFVCDSDRDCLDG
PQLWACDNDPDCEDG
HSSWRCDGGPDCKDK
HGSRQCDREYDCKDM
TLDXVCNMARDCRDW

DESQETCLS
DEQG--CEP
DEAS--CEV
DEWPQRCRG
DEEN--CA-
DEVG--CVN

DEPIKEC--

Figura 1.4: Alineamientos de secuencias correspondientes a

los mddulos LR.

En rojo, las 6 cisteinas que forman los

puentes disulfuro, residuos acidicos en azul y en verde

residuos hidrofdbicos conservados.

Se ha demostrado que entre todos ellos, los nimero 4 y 5 se encuentran directamente

implicados en la unién y liberacidon de las lipoproteinas

[14]

puente de diez aminodcidos que no se encuentra presente en

el resto de mdédulo.

Se ha comprobado que el Ca** es necesario para la

formacion de los puentes disulfuro nativos en el plegamiento

de la proteina en el reticulo endoplasmatico™.

1 Una vez

plegadas, los médulos LR pueden adoptar una conformacion

nativa coordindndose con Ca®* u otra configuraciéon que no une

Ca’*. Parece ser, aunque no esta del todo comprobado, que la

forma unida a Ca > es la Unica capaz de unir a las LD

= Dominio homoélogo a EGFP

L[16]

, ademas, entre ellos existe un

Figura 1.5: Estructura de LR5 con
4tomo de Ca”* coordinado (morado)
forma directa por residuos acidicos
y los puentes disulfuro en amarillo.

(18]

Compuesto por unos 400 aminodacidos, constituye el dominio mas grande del receptor ™.

Empezando por su extremo N-terminal se compone de dos mdédulos pequefios parecidos al

factor de crecimiento epidérmico (EGF, y EGFg), un dominio conocido como YWTD (Tyr-Trp-

Tre-Asp) o B-propeller, y un tltimo mddulo similar al EGF (EGF().

Los mddulos parecidos a EGF se componen de 40 aminodacidos, incluyendo seis cisteinas

que forman tres puentes disulfuro, y ademds, son capaces de unir Ca’* lo que les hace

asemejarse a los modulos LR

19]

. El motivo B-propeller o turbina B estd compuesto por seis

repeticiones YWTD que forman seis ldaminas B y se encuentra siempre presente en todos los

miembos se esta familia de receptores”®”. Su funcién principal est4 asociada a la liberacién de

el
de

[17]



Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

las LDL cuando éstas se encuentran en el endosoma y se encuentra también estrechamente

[21]

relacionado con la aparicién de HF

Figura 1.6Estructura del dominio B-propeller
dividido en 6 hojas B antiparalelastetracatenarias.

= Dominio glicosilado

Dominio rico en aminodcidos de serina y treonina que sufren glicosilaciones en el aparato

+[10,22]

de Golgi . Es un dominio pequeiio de unos 50 aminoacidos, que no se encuentra en todos
los receptores de esta familia. Su funcién no estd del todo definida aunque se piensa que
puede actuar como soporte para el resto del dominio extracelular o como proteccién en el

proceso de reciclaje del receptor a la membrana.

=  Dominio transmembrana

Dominio hidrofébico de unos 40 aminodcidos que interaccionan con las cadenas apolares

de los fosfolipidos presentes en la bicapa lipidica

= Dominio citoplasmatico

Compuesto por 50 residuos, su funcion se relaciona con la endocitosis e internalizacién de
las LDL al interior celular. Esto se debe a la presencia de una secuencia de reconocimiento para
una proteina que interacciona con las moléculas de clatrina que forman las vesiculas de
endocitosis. Este hecho se ha comprobado mediante mutagénesis dirigida en esta secuencia

que daba lugar a la incapacidad de internalizar las LDL en las células®®’.
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1.3 Ruta de internalizacion y liberacion de LDLs.

El r-LDL es sintetizado en el reticulo endoplasmatico (RE) como una proteina inmadura
de 120kDa. A continuacidn pasa al aparato de Golgi donde sufre ciertas glicosilaciones en
algunos de sus aminoacidos aumentando su masa molecular hasta 160 kDa. Existen

chaperonas en el RE como en Golgi que

LDLR @) aseguran su correcto plegamiento y evitan su
'\r :T ., [24,25] S les
— agregacion . Por ultimo, es transportado
@ > o ,
Y M < en el interior de vesiculas hasta la membrana
Clathrin- L. . ..
[ (4 coated pit J plasmdtica a la espera de realizar su funcién
Y bioldgica.
) . 0 =
e Coated . . . ., .
vesticles b El ciclo de internalizacién comienza
Golgi \ " ]
o ,{ (5) Recycling con la unién en la cara externa de la
D vesicle
73/ Endosome membrana celular de la parte apo de las LDL
tr H+/ :

@ \ o al receptor. Una vez producida la unién, el
Lysosome

Amino

Q 90 /Q acids complejo es endocitado al interior mediante

T ) o2 . la formacion de vesiculas recubiertas de
o% clatrina®®®®. Las condiciones de estas

W %%%%. ER Cholesterol vesiculas se ven rdpidamente afectadas,

dando lugar a una pérdida masiva de iones Ca**
Figura 1.7: Ciclo de internalizacién y liberacion de o7 o ) .
las LDL por parte del rLDL. al exterior”” y una acidificacion de las mismas
hasta pH 5.5 recibiendo el nombre de
endosomas®®. Estos cambios de condiciones conllevan una alteracién de la estructura del rLDL
que provoca la disociacién de las lipoproteinas. El proceso finaliza con la degradacién de las

LDL en sus componentes basicos y reciclaje del receptor a la membrana celular a la espera de

comenzar un nuevo ciclo”” (figura 1.7).

El modelo candnico de disociacion de las
lipoproteinas del receptor postula que en condiciones
endosomales (pH 5.5), la afinidad del dominio B-propeller por

los mddulos 4 y 5 del dominio de unién a ligando unidos a las

LDL es notablemente mayor que en condiciones

extracelulares®. Se produce entonces la formacién de un  Figura 1.8 Estructura
cristalografica obtenida en la que

se ve la asociaciéon entre los dos

6 dominios del receptor.
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complejo entre ambos dominios que provoca el desplazamiento de las Iipoproteinas[3°]. Este
modelo se postuld en base a la estructura cristalografica obtenida a pH endosomal en la que se
observaba la asociacién entre los dos dominios del receptorm] (figura 1.8). Sin embargo el
ensayo cristalografico se realizé a altas concentraciones de Ca** que no se encuentran en el
endosoma®. La concentracién del catién se ve notablemente disminuida en el interior como

consecuencia de la apertura de canales que bombean el catidn al exterior.

Los trabajos realizados por el Dr. Arias Moreno en nuestro grupo de investigacion con
el médulo LR5 sugirieron la posibilidad de un mecanismo de liberacién alternativo por parte
del receptor®-*?, Se basa en un mecanismo secuencial en el que la bajada de pH y la pérdida
de Ca”** en el endosoma conducen a un aumento de inestabilidad del médulo, que pierde su
estructura y conduce a la liberacién de las LDL. Este modelo por tanto, no postula la asociacién
con el dominio B-propeller como causa Unica de liberacidn de las LDL, aunque no se descarta la

asociacién una vez producida la liberacién de las LDL (figura 1.9).

+4+ n
Low [Ca ] 2]
3]
Low pH @
]
LDL-R
Repeats ‘ g ?
= @
EGF-like
Repeats ¥

Figura 1.9. (Arriba) Mecanismo de liberacion de las LDL que postula la baja concentracion de ca® y
disminucién de pH favorecen la disociacion de las LDL. (Abajo), mecanismo candnico de liberacién que
refleja la asociacidn entre dominios como motivo de la liberacidn.

Los ensayos también indicaron que el ion Mg** presente en el endosoma en una
concentracién similar a la del medio extracelular podria tener importancia en el proceso de
replegamiento del médulo una vez liberadas las LDLP?, lo que favoreceria a continuacion, la

formacién del autocomplejo con el B-propeller.
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1.4. Antecedentes

En los afios previos a este proyecto se ha realizado en el grupo una larga y exhaustiva
caracterizacién de los mdédulos LR4 y LR5 directamente implicados en la unién a las LDL,
trabajo realizado primero por Xabier Arias-Moreno y a continuacidn por Juan Martinez. Los
ensayos se realizaron tanto a pH extracelular (pH 7) como endosomal (pH 5.5), observando las

diferencias estructurales que los mddulos presentan en cada una de las situaciones.

1.4.1. Estudio conformacional y funcional del LR5

El trabajo comienza con la elaboracién de un protocolo de obtencidn y purificacion
para LR5, que se ha extendido al resto de construcciones empleadas (LR4 y LR4-5). En este
protocolo la proteina se obtiene fusionada a GST®" (glutatién sulfhidril-transferasa). Tras la
obtencidn en primer lugar de LR5, se realizé una completa caracterizacién por técnicas tanto
espectroscopicas como calorimétricas que reflejaban la importancia del ion Ca*" en el
mantenimiento de la conformaciéon funcional del médulo, y la inestabilidad que éste ultimo
presenta en condiciones endosomales®. Todo ello llevé a postular un mecanismo alternativo
de liberacion de las LDL en el interior del endosoma basado en la bajada de pH y la pérdida de

Calcio como agentes causantes de la disociacion®®?.

De la misma forma, mas adelante se realizaron ensayos cinéticos en condiciones
extracelulares del LR5 mediante la técnica de flujo detenido, Stopped-flow, midiendo la

afinidad del ion Ca** por el médulo.

1.4.2Estudio conformacional y funcional del LR4 y LR4-5

Analizado el comportamiento y estructura del LR5, se procedid a la caracterizacién de
LR4 y el tdndem LR4-5. Los resultados indicaron que todos ellos son capaces de coordinarse
con el Ca** de una manera similar a como lo hace LRS5, reflejando de la misma forma la
importancia de la coordinacién en el mantenimiento de su estructura. Todos estos datos se
superponian con los obtenidos para LR5, manteniéndose compatible el nuevo modelo de
liberacion explicando que ademas del mdédulo LR5, el resto de ellos podian presentar un

comportamiento similar.



Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

CAPITULO 2

Objetivos

El objetivo a largo plazo de este proyecto consiste en conocer el papel que los médulos
del dominio de unién a ligando, y mds en concreto LR4 y LR5, juegan en el proceso de
internalizaciéon y liberacion de las LDL. Para conseguirlo y atendiendo a los datos

anteriormente descritos, se definen en este trabajo una serie de objetivos especificos:

1. Analizar exhaustivamente la cinética de unién de los mddulos LR4, LR5 y LR45

con Ca*"y Mg**.

-Medir la estabilidad y fortaleza de unidn entre los cationes y los

maddulos LR4,y LR4-5.

2. Purificar y caracterizar el dominio de unién a ligando completo LR (1-7).
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CAPITULO 3

Materiales y metodos

3.1. Trabajo con LR4, LR5 y LR45

3.1.1. Expresion y purificacion de LR4, LR5 y LR45

3.1.1.1 Transformacion en células competentes y crecimiento en placa

Todas las construcciones fueron clonadas por Xabier Arias-Moreno en el plasmido de
expresion pGEX-4T-3 unidas a glutation sulfhidril-transferasa (GST)"*?. Entre lo mas destacable
de este plasmido se encuentra el gen para la expresion de GST seguido de la secuencia de
corte para trombina, el gen de resistencia a ampicilina con el fin de seleccionar las colonias que
han incorporado el plasmido, y el promotor inducible con IPTG (Isopropyl [B-D-1-

thiogalactopyranoside) para conseguir sobreexpresién de la proteina.

El proceso de introduccién del plasmido en células de Escherichia coli BL21se realiza
mediante la transformacion por choque térmico. Se afiaden en hielo y en condiciones de
esterilidad 5 pl de pldsmido a una concentracidon de 100 ng/ul, y 90 ul de células BL21 y se
incuba la mezcla 15 minutos en hielo. Seguidamente, se incuba durante 50 segundos en bafio
seco a 42 2Cy de nuevo se introduce en hielo 2 minutos. Pasado este tiempo se afiaden 900 pL
de LB fresco y se deja crecer a 37 2C durante unas 2 horas con agitacion. Finalmente se
siembran 200 ul en una placa de LB-agar con ampicilina y se incuba durante 16-20 horas. El
control negativo se realiza, tratando en paralelo, una muestra de células competentes a las

que se adiciona agua milli-Q estéril en lugar de plasmido.

11
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3.1.1.2. Cultivo a gran escala

Seleccionadas las colonias, se procede al cultivo a gran escala que permita obtener
gran cantidad de proteina. En este caso el escalado tiene lugar a 10 L de cultivo por cada

proteina de interés.

En primer lugar y en condiciones de esterilidad, se pica una colonia de la placa crecida
con una punta de micropipeta y se vierte en un falcon con 10 ml de medio LB y una
concentracidon de ampicilina de 100 pg/ml. Este proceso se repite por litro de cultivo y cada
falcon se deja crecer a 37 2C con agitacidn (180 rpm) hasta alcanzar una densidad dptica de 0.6
U.A a 600 nm. Una vez crecidas, el contenido de cada falcon se trasvasa a un erlenmeyer
autoclavado de 2 L que contiene 1 L de medio LB y una concentracidon de ampicilina de 100
pug/ml. Nuevamente se dejan crecer en las mismas condiciones hasta alcanzar la densidad
Optica requerida (0.6 U.A), momento en el que tiene lugar la induccidn con IPTG. Los cultivos
se recogen pasadas 12-16 horas centrifugando durante 10 minutos a 9000 rpm en el rotor JA-
10 de la centrifuga Avanti J-25 (BeckmanCoulter) y se recoge el sedimento para continuar con

el siguiente paso de purificacién.

3.1.1.3. Ultrasonacion de células

El sedimento recogido se resuspende en Tris 50 mM, NacCl
150 mM, CaCl, 2 mM pH 8.0 y se procede a la rotura de las células
mediante ultrasonidos. La disolucién se somete a 7 ciclos de
ultrasonidos en el aparato UP 200 (figura 3.1). Se realizan 5 ciclos
de 45 segundos separados por 30 segundos a 0.8 de potencia y 0.5
de pulso y 2 ciclos de 30 segundos a 0.8 de potenciay 1 de pulso. La

disolucién se mantiene en hielo para evitar el sobrecalentamiento

de la misma. El siguiente paso requiere la centrifugaciéon durante

25 min a 22500 rpm en el rotor JA-25.50 de la centrifuga Avanti J-25 h
Figura 3.1: Ultrasonador UP-200

(Beckman Coulter). utilizado para la rotura de las

células recogidas.
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3.1.1.4. Purificacion mediante cromatografia de afinidad (FPLC)

El sobrenadante obtenido tras la centrifugacién se pasa por una columna GSTPrep
FF16/10 (GE-Helthcare) de afinidad a glutation conectada a una bomba peristaltica Pump P-1
(GE Helthcare). La columna se equilibra previo paso a la muestra con 5 volimenes de columna
de tampon Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8 (tampdn de carga) con un flujo de 5 ml/min. La
muestra se carga a un flujo de 2 ml/min con objeto de conseguir una mayor interaccién con la
columna. A continuacidn, se realiza el lavado de la columna con el tampdn de carga con el fin
de eliminar las interacciones inespecificas, hasta conseguir una absorbancia en el UV-visible
menor que 0.05 U.A (250-300 ml aproximadamente). Finalmente se procede a la elucion de la
proteina retenida con un tampdn con alto contenido en glutation que compite por los sitios de
unién a la columna, compuesto por Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Glutation 10 mM, pH 8.0
(5 ml/min).

3.1.1.5. Corte con trombina y didlisis redox.

La separacion de la proteina de fusidn se realiza con Trombina (Sigma), proteasa de
origen bovino que se afiade a la muestra cuantificada a una concentracién de 1 U/mg proteina
de fusion. Para conseguir una buena eficiencia en el corte GST-proteina, la disolucién se

mantiene durante 16-20 horas a 20 °C.

Una vez producido el corte, y con objeto de conseguir un correcto plegamiento de la
proteina y formacion de puentes disulfuro, la muestra se somete a dialisis redox. El tampdn de
didlisis se compone de Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, cistina 2 mM, cisteina 0.5 mM, pH 8.0. Esta
didlisis se realiza en vasos de 5 L que se remplazan cada 4-5 horas manteniendo el proceso
completo durante un periodo total de unas 40 horas. Debido al pequeio tamafio de las
proteinas, las membranas utilizadas para la dialisis tienen un tamafo de poro de 1000 kDa

(Cellusep).

3.1.1.6. Cromatografia en fase reversa por HPLC

El dltimo paso de la purificacidon para la separacion de la proteina de sus impurezas
(trombina, GST, GST-proteina...) requiere una cromatografia en fase reversa a alta presiéon

(HPLC) con una columna Cygpolimérica (Sunfire).
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La muestra se retira de la membrana de dialisis, se lleva a pH 2-3 con TFA al 5% para
evitar interacciones electrostaticas inespecificas con la columna y se filtra previo paso por la
misma. Es importante tener en cuenta que la columna no es capaz de retener mds de 150 mg
de proteina a la hora de llevar a cabo la inyeccién y evitar en todo momento la entrada de aire

en el sistema.

Se utiliza una disolucién de agua milli-Q al 0.1% de TFA (Acido trifluoroacético) como
Tampdn A (mds polar), y una disolucién menos polar de acetonitrilo al 0.1% de TFA como
Tampdn B (mas apolar). A partir de un porcentaje 80/20 de tampdn A y B al inicio del ensayo,
se ejecuta un gradiente hasta 35% de B, de forma que se aumenta la hidrofobicidad y
disminuyen las interacciones de la proteina con la columna. La elucidn de LR5 tiene lugar a un
22% de Tampon B, LR4 28% y LR45 31%. Todo el proceso tiene lugar a un flujo de 5 ml/min y
tras la elucion de la proteina, se procede a su cuantificacion a partir de su coeficiente de

extincion tedrico, y la muestra es alicuotada.

3.1.1.7. Concentracidon y almacenamiento

Las proteinas purificadas del HPLC se congelan 2 h a -80 2C y después se liofilizan
durante 24 h, es decir, se someten a vacio a una temperatura de -802C de forma que se
eliminan los componentes volatiles. Tras ello, la proteina se almacena a -20 2C durante el

tiempo deseado hasta requerir su posterior uso.

3.1.1.8. Obtencion forma apo

Para algunos experimentos resulta necesario la obtencién de la forma apo de los

madulos (apoLR). Para ello existen dos posibles alternativas: por un lado, puede utilizarse un

agente quelante de metales como el EDTABY

, 0 por el otro, resinas secuestradoras de cationes
(Chelex 100 Resin, Bio-Rad) que afiadidas sobre la disolucién de proteina, en proporcién de 1
gramo/100 ml de disolucién, consiguen retirar el Ca” residual unido a los LR en

aproximadamente una hora®.

14



Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

3.1.1.9 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Obtenida la proteina de la cromatografia en fase reversa, conviene comprobar la
pureza de la misma. Esta se obtiene mediante la realizacién de una electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida en la que los componentes se separan segun su

peso molecular®.
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3.1.2. Analisis interaccién LR4, LR5, LR4-5 con Ca*" y Mg**

3.1.2.1 Cinética de union

La unién de los distintos médulos LR a Ca*" y Mg”" se analizé en funcién del tiempo en
un sistema de flujo detenido SX17.MV de Applied Photophysics (Leatherhead, U.K.) acoplado a

un detector de fluorescencia (figura 3.2).

Piston de

empuje ie Xenén Pistén de
parada

Fetemultiplicader

Figura 3.2: Esquema general del sistema de flujo detenido acoplado a un detector de fluorescencia
(Stopped-flow)[37].

La técnica consiste en la introduccién de una mezcla de componentes a la cdmara de
observacién a través de dos jeringas, y medicidon del cambio de alguna sefial espectroscopica
de alguno de los reactivos (emisién de fluorescencia en este caso) en muy poco espacio de

tiempo.

Los reactivos pasan hasta la celda de observacién y contindan hasta una tercera jeringa
provista de un freno (jeringa de parada), que hace detener el flujo. La medida comienza tan
pronto la mezcla alcanza la celda de observacién por lo que es importante que el tiempo que
transcurra desde que se produce la mezcla hasta la llegada a la cdmara sea minimo (tiempo

muerto). De esta forma consiguen medirse reacciones transcurridas en pocos milisegundos.

3.1.2.1.1. Diseiio experimental y ajuste de los datos

.7 . 2 2 2
La unidén de los cationes Ca”™ y Mg™ a los mddulos LR produce un aumento de

fluorescencia como consecuencia de un cambio en el entorno de los residuos aromaticos
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presentes en los LR. Por el contrario, la ausencia de los cationes provoca un cambio en el
plegamiento de la proteina que hace que estos residuos se encuentren mas expuestos al

solvente que actua apantallando la fluorescencia.

Todos los ensayos se llevaron a cabo a 25 2C utilizando como tampdén Pipes 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7 para simular condiciones extracelulares, y Acetato 50 mM, NaCl 150 mM
pH 5.5 simulando condiciones endosomales. La concentraciéon de proteina requerida para
llevar a cabo los ensayos es de 5 UM en el caso de LR4 y LR5, y 3 uM para LR4-5 (debido a su
mayor contenido de residuos aromaticos). Para las medidas se utilizé un filtro de 305 nm que

absorbe toda la radiacién emitida por debajo de esa longitud de onda.

Ensayos de disociacion

Se realizan ensayos en los que se observa la disociacién de los iones unidos a la
proteina, utilizando distintas concentraciones de EDTA. La hipdtesis inicial sostiene que el
EDTA retira el Ca** o Mg*" libre sin desplazar al que se encuentra unido a la proteina. Por tanto
la constante de disociacién obtenida de este proceso resulta independiente de Ia

concentracién de agente quelante afiadida.

La bajada de intensidad de fluorescencia puede ajustarse a una ecuacién mono o bi-

exponencial segun sea el caso y se calcula la K, , que refleja esa disminucién de sefial, para

cada concentracion de agente quelante.

El esquema que rige el proceso de disociacion viene dado por:
LR—-Ca* /Mg* < LR+Ca* /Mg*

El proceso de disociacién sigue una cinética de orden cero en la que la velocidad del
proceso viene dada por la constante observable del proceso, k,,. donde K, =K, siendo

K, la constante cinética del proceso de disociacién®®.

Ensayos de asociacion

Se realizan ensayos de unién de los cationes Ca** y Mg**a los distintos mddulos LR. En

este caso, en primer lugar, se quela el Ca** residual que acompafia a la proteina
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resuspendiendo de nuevo con EDTA 50 uM. A partir de la forma apolLR, para cada ensayo se

utilizan distintas concentraciones de Ca** obteniéndose de nuevo mediante el ajuste, una K,

por cada concentracidn afiadida.

El esquema dado por el proceso de asociacion de los cationes a los mddulos se

representa de la siguiente forma:
apoLR +Ca? /Mg? «> LR—Ca?" / Mg?" siendo|cation ) JLR]

En este caso y debido a que la concentracion de catién es mucho mayor que la de los

madulos, el modelo se ajusta a una cinética de pseudo-primer orden y viene dado por la

siguiente ecuacion®®;

Kops =k0n[Ca2*/Mgz*]+ K, siendok , la constante cinética de asociacién del
proceso y K-, la constante correspondiente al proceso de disociacion. La representacion
K, frente a la concentracién de Ca”* o Mg da lugar a una recta con pendiente igual a Kons v

con punto de corte en el eje de ordenadas igual a kOff .

A partir del calculo de las constantes cinéticas, puede calcularse el valor de la

constante de equilibrio de disociacion K, que mide la fortaleza de la unién, como cociente de

ambas constantes cinéticas (koﬁ /kon).

El ajuste de las cinéticas se realizd mediante el software SX17.MV proporcionado por

Applied Photophysics.

3.1.2.2 Termodinamica de unién
3.1.2.2.1. Ensayos de fluorescencia

La fluorescencia mide la emision de luz de una muestra que ha sido previamente
excitada. En las proteinas, los responsables de este fendmeno son los residuos aromaticos,
entre los que destaca el Triptéfano con un maximo de emision a 350 nm tras la excitacion a
280 nm. La emisién de estos residuos se encuentra estrechamente relacionada con el entorno
en el que éstos se encuentran, por lo que, cambios en el plegamiento o interaccién con otras

proteinas producen variaciones de la sefial.
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Los ensayos se llevan a cabo en el fluorimetro Cary Eclipse (Varian). Para llevar a cabo
los ensayos de fluorescencia se preparan disoluciones de los mddulos LR (LR4, LR5 y LR4-5) en
Pipes o Acetato 10 mM seguln corresponda. En primer lugar se afiaden alicuotas (5 ul) de EDTA
1 mM. A continuacidn, se afiaden alicuotas (5 ) de Ca**/Mg* 1 mM, y se sigue la unién de los

cationes a los mddulos, hasta alcanzar la saturacion.

Los dos equilibrios que tiene lugar en la disolucién pueden representarse como:

apoLR +Ca* /Mg** <> LR—Ca*" /Mg*

EDTA+Ca? /Mg? <> EDTA-Ca? /Mg?'

Ninguno de los estados EDTA o EDTA—Ca?" presenta fluorescencia por lo que la
sefial obtenida, F, es proporcional a la cantidad de complejo LR-catién formado y puede

representarse como:
F =F,+a|LR-Ca* /Mg |
Donde F, corresponde a la fluorescencia inicial y a es el coeficiente de emision.

Las curvas obtenidas se ajustan mediante la aplicacidon Origin 7.0, obteniéndose los
valores de las constantes de equilibrio de disociacidon de cada mdédulo con los cationes a ambos

pH.

3.1.2.2.2. Ensayos de calorimetria isoterma de titulacion

La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) caracteriza termodinamicamente la unién
entre dos compuestos, midiendo la absorcién o emisién de calor producido por la interaccion
entre los mismos. El sistema en el que se llevan a cabo los ensayos se denomina calorimetro y
mide el cambio de potencia aportada al sistema, por unidad de tiempo, para mantener la

temperatura constante, como consecuencia de la perturbacién que provoca dicha interaccién.

En este caso, un ensayo de ITC se basa en realizar inyecciones controladas de los
cationes con concentracion conocida, a una celda donde se encuentra la proteina. La inyeccion
de ligando a la celda de muestra produce una absorcidn o emisién de calor, proporcional a la

fraccion de ligando unido”®® (figura 3.3). Se realizan inyecciones sucesivas hasta alcanzar la
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saturacidn de la proteina. Estos ensayos nos permiten
calcular directamente la constante de asociacidn

(Ka), asi como la estequiometria del proceso de

unién entre otros parametros.

Los ensayos se llevan a cabo en el calorimetro

MicroCal Auto ITC-200 y se realizan tanto en
condiciones extracelulares como endosomales a una
temperatura de 25 ©9C. Se trabaja con una
concentraciéon de proteina de 20 uM en Pipes o
Acetato 10 mM, NaCl 150 mM. En este caso, para
conseguir la forma apo de los mddulos se utiliza la
resina secuestradora de cationes (Chelex 100 Resin,
Bio-Rad). A partir de ahi comienzan adicciones
sucesivas de Ca** o Mg”* y se mide la cantidad de

calor absorbido o emitido asociado a cada inyeccidn.
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Figura 3.3: Ensayo de calorimetria de titulacion
isoterma. Se realizan adiciones sucesivas de
ligando sobre la celda de medida y se mide el
calor absorbido o emitido asociado a dicha
interaccion. Los ensayos se realizaron a 25 2C en
condiciones extracelulares y endosomales

El equilibrio presente en la celda de medida puede representarse como:

apoLR +Ca* /Mg*" < LR—Ca* /Mg*'

quedando, K, =|LR—Ca?" /Mg?" |/[apoLR]x|Ca®" /Mg?' |

donde K ; corresponde a la constante de asociacién derivada de la unién del Ca®* o

Mg”* al médulo.

El calor liberado o emitido por cada inyeccion resulta proporcional a la cantidad de

complejo LR—Ca?*"/ Mg "y a su correspondiente entalpia molar (AH LR). Por tanto el calor

asociado a cada inyeccion (qi )se calcula mediante la resta del calor acumulado total después

de cada inyeccidon iy el correspondiente a la inyeccidén anterior (qi—l):

q, =V( AH . (LrR-ca® Mg | ~@-v/V)LR-Ca®* IMg?'] ., ,)

donde V/ representa el volumen total de la celda, v el correspondiente a cada

inyeccion, y AH ,AH ;. las entalpias molares de cada proceso de unién.
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3.2. Purificacion y caracterizacion de LR (1-7)

3.2.1 Expresion y purificacion de LR (1-7)

3.2.1.1. Expresion y transformacion en células competentes

La expresion de este dominio tuvo lugar en células de Pichia pastoris, sistema
eucariota capaz de expresar algunas proteinas que en E.coli resulta imposible o altamente
complicado. La secuencia correspondiente a los mddulos LR1-7 fue expresada en el vector de
expresion pPICZ A por Juan Martinez. Entre los elementos importantes de este vector destacan
el gen de resistencia a zeocina y un promotor inducible con metanol con el fin de conseguir
sobreexpresion*. A la secuencia de la proteina se le afiade una sefial de exportacion que

provoca su secrecion al exterior de la célula.

3.2.1.2. Crecimiento en placa y cultivo

Para la obtencién de colonias se parte de gliceroles guardados a -80 2C que ya
contenian las células con el plasmido incorporado. Se siembran 100 pl a una placa de YPD-Agar

mas zeocina 25 pg/ul (Anexo 1) y se deja incubar durante 3 dias a 30 2C.

Crecidas las colonias, se pasan en condiciones de esterilidad a erlenmeyers de 2 L con
250 ml de medio BMGY (Anexo Il). Los erlenmeyers se dejan crecer a 30 2C durante 24 h con
agitacién (250 rpm). A continuacion, se centrifuga 15 minutos a 5000 rpm en el rotor JA-10 de
la centrifuga Avanti J-25 (BeckmanCoulter) y el pellet se resuspende en 250 ml de medio
BMMY, medio de induccién (Anexo 1l). De nuevo se mantiene el cultivo, esta vez a 18 2C
durante 72 horas con agitacion. A las 24 y 48 horas aproximadamente se induce con metanol

al 1%.

3.2.1.3 Filtracidn, concentracidn y dialisis

Una vez crecidas las células, las disoluciones se someten a centrifugacién durante 30
min a 9000 rpm en el rotor JA-10 de la centrifuga Avanti J-25 (Beckman Coulter) tras la que se

toma el sobrenadante. A continuacidn, se filtra con filtros de 0.45 um y 0.22 um para eliminar
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restos celulares. La disolucion filtrada se pasa por un concentrador con una membrana de 10
kDa de poro, Pellicon XL (Millipore), reduciendo el contenido hasta un volumen aproximado de

20 ml. Se dializa con membranas de 10 kDa en Tris 30 mM, 5 mM fosfato sddico, pH 7.5.

3.2.1.4. Cromatografia de afinidad a hidroxiapatito

La disolucidon concentrada se pasa por una columna de hidroxiapatito (HA), Mini-CHT
(Bio-Scale), en la que las proteinas se adsorben a una forma insoluble de fosfato de Ca®* (HA).
La columna se equilibra con tampén Tris 20 mM, 5mM fosfato sédico pH 7.5. Se carga la

muestra por la columna y se eluye con Tris 20 mM, fosfato sédico 500 mM.

3.2.1.5. Dialisis redox

Con el fin de conseguir un buen plegamiento y formacién de puentes disulfuro de la
proteina, las muestras obtenidas de los dos pasos anteriores se someten a didlisis redox. El
tampdn de dialisis se compone de Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, cistina 2 mM, cisteina 0.5 mM,

pH 8.0y se sigue el mismo proceso explicado en el apartado 3.1.1.5.

3.2.1.6. Cromatografia de exclusién molecular

Las muestras dializadas se concentran en la centrifuga Centriuge 5810-R (Eppendorf) hasta un
volumen aproximado de 1-1.5 ml, momento en el que se inyecta en la columna de exclusién
molecular. En este tipo se cromatografia las proteinas se separan segun su peso molecular. El

tampodn utilizado a lo largo de la cromatografia se compone de Tris 50 mM, NaCl 150 mM.

3.2.1.7. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Al igual que en el apartado 3.1.18. la fraccién recogida de la columna de exclusidn
molecular se somete a electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida con objeto de

comprobar la pureza obtenida.
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3.2.2. Caracterizacion de LR1-7

3.2.2.1. Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF es una técnica con gran capacidad de
analisis, que proporciona informacidon muy valiosa de las propiedades de las proteinas. Se basa
en la ionizacidn de las moléculas de la muestra, y separacién de los fragmentos segln su

relacion carga/masa.

En este caso, la EM se utiliza para comprobar realmente que la proteina obtenida es la
deseada, asi como para comprobar un correcto plegamiento de sus puentes disulfuro. Para
comprobar esto ultimo, la muestra se incuba con AEMTS vy vinilpiridina (VP), compuestos que
reaccionan con cisteinas libres de la proteina. Un aumento de masa en el espectro de masas
significa reaccién con ellos y, por tanto, presencia de cisteinas libres que no han formado los

puentes disulfuro.

Los ensayos se llevan a cabo en el Instituto de Biotecnologia Biomédica de Barcelona

por Silvia Bronsons.

3.2.2.2. Caracterizacion espectroscopica

Absorbancia en UV-visible.

La absorcion de radiacién electromagnética en las proteinas se debe principalmente
a la presencia de enlaces peptidicos, enlaces presentes en los anillos aromaticos de las
proteinas o presencia de cofactores. El espectro de absorcidn en el UV-visible es caracteristico

de cada proteina

Para la obtencion de los espectros de absorcion de los médulos LR (1-7) se utilizo el
espectrofotometro Cary 100 (Varian) De la misma forma, se utiliza esta técnica para la
cuantificacion de la proteina tras el proceso de purificacion midiendo su absorbancia a una
longitud de onda de 280 nm, que corresponde a la absorcién de los residuos aromaticos
presentes. Para la cuantificacion se utiliza la ley de Lambert-Beer (A= Ecl) conociendo el

coeficiente de extincidn de la proteina a 280 nm (g,g0).
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Fluorescencia

Los espectros de emision de LR 1-7 en las distintas condiciones se llevan a cabo
en el Fluorimetro Cary Eclipse (Varian). Se realizan espectros de emisidn excitando a 280 nm, y
se observan las diferencias entre la proteina purificada sin tratar, tras afiadir EDTA vy tras la

adiccién de Ca*'.

3.2.2.3. Desnaturalizaciones térmicas seguidas por fluorescencia

El proceso de desnaturalizacién de las proteinas puede seguirse estudiando el cambio
de fluorescencia como consecuencia del aumento de temperatura. Como consecuencia del
aumento de temperatura, los médulos LR cambian de conformacidn de forma que se produce
una mayor exposicion de sus residuos aromaticos al solvente, que actla apantallando la

fluorescencia.

Las desnaturalizaciones de los moédulos LR (1-7) se realizan en condiciones
extracelulares e intracelulares en el Fluorimetro Cary Eclipse (Varian). La concentracién de
proteina utilizada es de 5 pM en Pipes o Acetato 10 mM, NaCl 150 mM y con Ca** 5 mM.
Previo a la desnaturalizacién se realiza un espectro de fluorescencia de la muestra entre 300 y
450 nm. A continuacion, se forma un gradiente de temperatura desde los 10 hasta 90 2C con
un aumento de 1.5 2C/min. Se observa el descenso de fluorescencia a 350 nm, con una

longitud de onda de excitacion de 280 nm.
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Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

CAPITULO 4

Resultados

4.1. Interaccién LR4, LR5 y LR4-5 con Ca**y Mg**

4.1.1. Resultados con LR5

Ensayos de asociacion y disociacién LR5-Ca**pH 5.5:

-ENSAYO DE DISOCIACION

Determinacion de kqps para cada concentracion de EDTA y la constante cinética de
disociacion final del proceso k. Las curvas de disociacion obtenidas se ajustan a una ecuacion

monoexponencial con un tnico centro de unidn para el Ca*".

05
Figura 4.1: Curva de disociacidon obtenida
2 .
para LR5-Ca * con una concentracion de
EDTA 750uM. La curva se ajusta a una
04 L .
ecuacion monoexponencial de la que
puede calcularse el valor de la constante
observable del proceso de disociacion
0,3 (kops). El' residual muestra la posible
desviacién existente en cada punto que tal
y como se observa, es una desviacién muy
pequena.
0.2 T r : . T
0 1 2
tiempo (s)
0,02 4
[} u w i,
0,00
[ ]
0,02 = " [ ]
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Fluorescencia (A.U.)

Fluorescencia

Residual

Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

Representando todas las curvas de disociacion obtenidas:

0,55 —
0,50 4 \
i [EDTA]mM Kobs(s1)
F.
0,45 - y
ﬁ;l Disociacion LR5-Ca pH5.5 0,5 3,5
0,40 4 1y
‘l"l —— EDTA 0,5mM 0,75 3,5
M —— EDTA 0,75mM
0,35 4 % —— EDTA 1mM
L) —— EDTA25mM 1 3,5
Moy " |EDTA OmM
0,30 "l 2,5 33
(R e ) ,
| u‘* *},W.‘-!‘-w“-."'w]- H'_+,i‘" F...M “"'I"JJ”.'L TR
ey i WI 1 b ‘wﬁ",‘h;f;-‘h al
025 | Rk L b s bl
0:0 ' 0:5 ' 1:0 ' 1:5 ' 2"0 ' Tabla 4.1: Valores de k., obtenidos para
(s) cada concentracién de EDTA. Se observa
como kg ¥ por tanto ko permanecen
Figura 4.2: Representacién grafica en la que se observa la constantes independientemente de la
disminucién de la fluorescencia con el tiempo provocada por un concentracion de EDTA afiadida

cambio de conformacion del moédulo debido a la pérdida del ca*,
LR5 5 puM, Acetato 10 mM, NaCl 150 mM. Se observa como en
ausencia de EDTA no hay disminucién de sefial.

Debido a que k,p=kosy realizando una aproximacion media de todos los valores, se obtiene un

valor de koi= 3.45+0.02 s*

-ENSAYO DE ASOCIACION

1.9 -
18
171 Figura 4.3: Curva de asociacidon obtenida para
2 .z 2
6 LR5-Ca”* con una concentracién de Ca** 25 uM.
El ajuste corresponde a una ecuacién
15 - monoexponencial a partir de la que se calcula el
valor de la constante observable del proceso
1,4 4 (kobs)-
13
12 T T T T T T T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
tiembo (s)
0,02 1
0,00
0,02 4




Fluorescencia (A.U)

Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

Representando todas las curvas de asociaciéon en una misma figura:

2,0 q
1,94
1,8
1,7 4
T Asociacion LR5-CapH 5,5
1,6 ——Ca OuM
E —— Ca 12,5uM
1.5 —— Ca 25uM
o —— Ca 31,25uM
—— Ca 37,5uM
1,44 —ca 50uM
—— Ca 62,5uM
1,3 ——Ca 75uM
] —— Ca 100uM
1,24 —— Ca 167,5uM
1,14
1,0 T T T T T T T T T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Figura 4.4. Curvas obtenidas de los ensayos de asociacion de
LR5 en condiciones endosomales (pH 5.5). Se observa el
aumento de fluorescencia con el tiempo, obteniéndose curvas
mas pronunciadas segun se aumenta la concentracion de
cation. La concentracion de LR5 es de 5 pM en Acetato 10
mM, NaCl 150 mM y con EDTA 50 uM.

[Caz+]uM Kobs (s1)

12.5 88.4

25 122.8
31.25 137.2
37.5 164.7

50 213.3
62.5 264

75 290.3
100 315.2
167.5 330.7

Tabla 4.2: k,s obtenidos con
concentraciones crecientes de Ca”". Kobs
aumenta segun lo hace la concentracion
de catiébn hasta que se alcanzan
concentraciones saturantes.

La reacciéon del médulo LR5 con Ca” tiene lugar de forma muy rapida, en pocos

milisegundos (figura 4.4). El tiempo muerto del aparato hace que al realizarse las cinéticas se

pierdan los primeros milisegundos de las curvas obtenidas, y este hecho, se hace mas notorio

en cinéticas rapidas como la anterior.

Las concentraciones de Ca®* representadas en la figura y en la tabla corresponden a las

concentraciones reales presentes en la disolucidn. Estas se obtienen al realizar la diferencia

entre la concentracion colocada en la jeringa menos la de EDTA previamente afiadida (50 uM)

y, todo ello dividido entre dos, ya que se realiza una mezcla equitativa de catién y proteina.
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Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

Obtenidos los valores de kqgs para cada concentracién de Ca?+, los datos se representan

en la siguiente grafica.

350 4
300

250

Grafica 4.1: Representacion grafica
koss VS [Ca’"]. Se observa una
dependencia lineal inicial al

2 200 principio de la grafica, que se
£ pierde al alcanzar concentraciones
u
150 - saturantes.
n
n
100 H
n
50 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Calcio (uM)

Se observa al inicio de la grafica una dependencia lineal de la sefal obtenida con la
concentracién de Ca?*, que se curva al alcanzar concentraciones saturantes. Este intervalo
lineal se utiliza para el cadlculo de las constantes cinéticas, tal como se ha explicado en el
apartado 3.1.2.1.1, mediante el ajuste a un modelo cinético de pseudo-primer orden.

ZEQ o

r=fal [ ]

240 -

...:l:—-

o4

120

150 Value | Standard Error
120 ] ] g Intercept 38114 B,44254
- Slope 3,53302 0,1554
1IIII—-

| |
E0

T T T T T T T
10 20 =0 40 50 &0 T

Ca (ulk)

Grafica 4.2: Representacidn grafica ko VS [Cab] de la parte lineal anterior, utilizada para el

calculo de las constantes cinéticas del proceso.

Segun se ha explicado anteriormente, K, =K, [Ca2+]+ K, por lo que teniendo en

cuenta los valores obtenidos del ajuste a la recta:

Kon= 3,53+ 0.15 uM ™ s

ko= 38.1+6.44 s™
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Tal y como se observa en estos Ultimos resultados, el valor de Kot no corresponde con
el obtenido para el ensayo de disociacidon. Una causa a esta desviacién se encuentra en la
pérdida del inicio de la reaccion como consecuencia del tiempo muerto del equipo, que da
como resultado un incompleto ajuste de la curva cinética y por tanto, desviaciones en los

. Otro motivo reside en el hecho de que en este caso, para obtener curvas
valores de kgps

cinéticas de las que puedan extraerse datos, es necesario trabajar con bajas concentraciones
de Ca”". En este caso la aproximacién de pseudo-primer orden en la que [Catién]>>>[LR]no es

del todo correcta y presenta algunas inexactitudes. Es por este motivo que también se realizan

los ensayos de disociacidn en los que el célculo de la ko resulta mucho mas preciso.

El calculo y valor de ko, si tienen lugar de forma mas precisa ya que se determina por
la pendiente de la recta y no a partir de un punto, por lo que los resultados obtenidos de los

ensayos de asociacion corresponden con valores verdaderos,

Finalmente como resultado de ambos ensayos LR5-Ca?+, los valores obtenidos son:

Kon=3.53 +0.15 pM ™ s™

koi= 3.45 £ 0.02 s

El cociente entre los dos anteriores da como resultado el valor de la constante de

equilibrio de disociacion para este proceso:

Kg: 0.98+0.1 uM

29



Fluorescencia (A.U)

Fluorescencia {(A.U)

Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

Ensayos de asociacién y disociacién LR5-Mg% pH 7

-ENSAYO DE DISOCIACION

i .
2.0 [EDTA]mM kobs(s-l)
Disoziacion LRS-Mg pH 7
b EDT & Zmhd
1.8+ —— EDTA d4mhd
—— EDTA Smbd 2 1.20
T —— EOTAmM
1.6
) 4 1.15
1.4 -
i 5 1.17
124 it ———
1.0 T T T T T T T T T T T 1
i 1 z 3 4 5 Tabla 4.3: Valores de k,, obtenidos
ts) para cada concentracion de EDTA.

Figura 4.5: Curvas de disociacion obtenidas para cada
concentracién de EDTA.LR5 5 uM, Pipes 10 mM, NaCl 150 mM

Como keps= kofr, S€ Obtiene una constante cinética para el proceso de disociacion LR5—Mg2+,

Koir: 1.17 £0.02 s

< 2 -1
-ENSAYO DE ASOCIACION [Mg*]uM  Kobs (s7)
11.5 1.89
2.4
Asociacion LR5-Mg pH 7
— Mg 36,5uM
2,2 4 Mg 61,5uM
—— Mg 111,5uM 61.5 2.66
Mg 236,5uM
20 —— Mg 361,5uM
Mg 486,5ul
R 1115 3.14
—— Mg 0uM
1.8
236.5 417
1,6 361.5 4.90
144 486.5 5.91
T T T T T 1
0 1 2 1236.5 6.64
Figura 4.6: Curvas cinéticas de asociaciéon obtenidas para cada Tabla 4.4: Valores de kops
concentracién de Mg”*.LR5 5 uM, Pipes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA obtenidos para cada

100 mM. concentracion de Mg2+.



Fluarescencia (A1)

Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

Al igual que para el Ca”, los valores de kg se representan frente a la concentracién de

Mgy se extrae la parte lineal para el calculo de las constantes cinéticas (grafica 4.3).

L -]
Linear Fit of B

25 E gquation w=a + b*x
K Adi. R-Square 0,87312
% 24 “alue Standard Error
= B Intercept | 1,3099% 007842

229 B Slope 0,01235 0,00118

2n LT —

LTy [
.  ——
18 1 E LT AT - e 2+ .
i i i . . X Grafica 4.3: Representacion grafica ko, vS [Mg”'] de la parte lineal
o 20 ia &0 20 100 120

Mg Iy

Aplicando la ecuaciéon de pseudo-primer orden:

Kon= 0.012+ 0.0018 pM™ s™
ko= 1.81% 0.078 s™*

Kq: 151 * 6.49 pm™?!

Ensayos de asociacién y disociacién LR5-MgZ pH 5.5

-ENSAYO DE DISOCIACION

[EDTA]mM Kobs(s1)
1.1+
2 3.5
1.0 o
—— EOTA 2mm 3 3.48
s —— EDTA 3mm
—— EDTA 4mh
el —— EOTA Smi 4 3.45
’ —— EDTA Omi
"7 5 34
(LI
o " o5 in 1m0 ' Tabla 4.5: Valores de k., obtenidos

e para cada concentracion de EDTA.

Figura 4.7: Curvas de disociacién obtenidas para cada
concentracién de EDTA.LR5 5 puM, Acetato 10 mM, NaCl

150 mM Koff: 3.46 £ 0.3 s
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Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

-ENSAYO DE ASOCIACION
Asociacion LR5-Mg pH 5.5 2+ -1
120 ] Mg 1236,5uM [Mg*TuM  Kobs (s7)
o Mg 736,5uM
i ——Mg 486,5uM
1,15 | ———Mg 361,5uM 1115 519
110 4 ——Mg 236,5uM
] —— Mg 111,5uM 236.5 5 og
1,05 ) '
1,001 ﬁ 3615 6.64
0,95 f
1 486.5 7.13
0,90 -
085 1 736.5 8.40
0,80 - /
0.75 _ / 1236.5 10.63
T T T T T T T T
0,0 05 10 15 2,0 —
. Tabla 4.6: Valores de kops
Tiempo (s)

Figura 4.8: Curvas cinéticas de asociacién obtenidas para cada
concentracion de Mg2+.LR5 5 uM, Pipes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 100

mM.

Representando los valores de ke frente a la concentraciéon de Mg”*:

A
. Linear Fit of A
25 4
50 <
TE <
] L
o~ Tl
] o
k3 [
g 65+
60 n
- LEISL - s Bl
e ]
g5 [T TR T T
[ Pumip | 8 TEG
1 = ¢ g GRS deD
50+
T T T T T T T T T T T T T 1
100 2m 300 oo s00 &00 oo =00

Grafica 4.4: Representacion grafica kqs VS [Mg2+] de la parte lineal

Del ajuste de la grafica 4.4 se extrae:

obtenidos para cada

. 2
concentracién de Mg”".

kon= 0.050% 0.00019 pM* s*
ko= 4.73+ 0.082 s

Kq: 909.6 + 15.8uM"!
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RESULTADOS PARA LR5

kon(UM™ s Kotr (s™) Ko (M)
CaZ Mg2+ Ca' Mg2+ Ca' Mg2+
pH7 2.45* 0.012 1.33* 1.17 0.54* 151
pH5.5 3.53 0.050 3.45 3.46 0.98 909

Tabla 4.7: Resumen de valores de constantes cinéticas de asociacidn, disociacién y constante de equilibrio de

disociacion obtenidas para cada cation en distintas condiciones de pH. *Datos correspondientes a ensayos

anteriores llevados a cabo en el grupo.
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4.1.2 Resultados con LR4

Ensayos de asociacién y disociacién LR4-Ca®* pH 7

-ENSAYOS DE DISOCIACION

EDTA 0, 1mM
364 —— EDTA 0,2mM
354 | EDTA 0,5mM
34 \ EDTA ZmM [EDTAJmM Kobs(s1)
; : : w.«‘\»....uwl et il .
N L 0'1 77 5
544
3.0 4 \\
29 * 0.2 7.68
SN
27 N
Y ""'-M 0.5 7.71
2.8+ o e R T D -
2.5 )“A. 1“"1\._‘
T
2.4] ‘“u_,.\_\\ﬂ s e e 2 7.87
2.3 4 -f,»*-\-M_\.M Wl AL .
224 T
T T T T T T T T T T T
0.0 02 04 06 08B 10
e Tabla 4.8: Valores de k., obtenidos
Figura 4.9: Cinéticas de disociacion obtenidas para para cada concentracion de EDTA.
cada concentracion de EDTA.LR4 5 uM, Pipes 10 mM,
NaCl 150 mM

Kotf: 7.76%0.03 s-1

En los ensayos anteriores, las curvas de disociacidn no se superponen como lo hacian
para LR5, porque al hacer el ensayo se trabajé a distintos voltajes para cada concentracion de
EDTA. Este hecho, no afecta al célculo de las constantes cinéticas que, como se observa en la
tabla 4.8 presentan valores similares independientemente de la concentracién de EDTA

utilizada.
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-ENSAYOS DE ASOCIACION

3,8

3,6 4

3,4

3,2

3,0

2,8

28 —]ca25uM

2,4 —— Ca 50uM

22 —— Ca 75uM
—— Ca 162uM

2,0 1 —— Ca 225uM

1,8 Ca 350uM
—— Ca 475uM

1.6 4 —— Ca 725uM

1,4 —— Ca 1225uM|
—— Ca 2475uM|

1,2 4

1‘0 T T T T T T T T T T

0,0 0,1 0,2 03 04 0,5
tiempo (ms)

Figura 4.10: Cinéticas de asociaciéon obtenidas con distintas

concentraciones de Ca”". LR4 5 UM, Pipes 10 mM, NaCl 150 mM.

[Caz+]uM Kobs (s1)
25 11.5
50 12.2
75 12.8
162 189
225 22.7
350 28.9
475 36.3
725 45.4

1225 75.7
2475 121.8

Tabla 4.9: Valores de k,,, obtenidos
con cada concentracién de Ca*.

Representando los valores de ks frente a las concentraciones de ca™:

40 -
35 g
30 - -
]
25 -
n -
o
=y -
- 4
20 -
L Equation y=a+
L Adj. R-Squ 09861
15 4 - Value Standard Er
L B Intercep 2,454 0,35827
™ E] Slope 0,068  0,00144
10 =
T T T T T T T T T T T
4] 100 200 300 400 500

Ca (uM)

Grafica 4.5: Representacion grafica kgyps VS [ca™

Kon= 0.056 + 0.001uM ™ s
Kotr= 9.46% 0.36 s

Ky: 168 + 6.39 pm™”!
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Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

En este caso, para validar los resultados anteriores, también se llevo a cabo una

caracterizacion termodinamica de

la

interaccion.

Los resultados de

la titulaciéon con
fluorescencia se representan

en la figura 4.11; El analisis

[Eajimhd)

de la titulacién obtenida
o v mediante la adiccion de
Model :zdum_birding e
y I e pequefias  alicuotas  del
e catidn, permite la
KA -] $13E51Z . .7 z
W 13 e caracterizacion y calculo de
Fo I3 Fxkiicli]
el ZAATZ +2 BT . .,
Me OmEED a0 la constante de asociacion de
a0 0Iaaam 10
Ao 100am 10
Az oooraa3 B35 E H H 1A
pe QOIS SRR dicha interacciéon. En este
caso se obtiene una

constante de equilibrio de

asociacion, K,= 5937+138.9

Figura 4.11: Titulacién de fluorescencia que refleja el aumento de sefial

debido a la asociacién de Ca®* a apolLR4. LR4 5 uM, Pipes 10 mM, EDTA 50

UM,

1/Ky), K4= 168+ 3.9 uM.

cinéticos.

Time {min}

0o -

0,14

024

Healiser

EER

04

05

kcalfmole of injectant

kcalimole of injectant

=4

Molar R atio

M'l, gue se traduce en una

constante de disociacion (K,=

Este resultado es similar y valida los obtenidos mediante los ensayos

" A12021331_NDH

412021331 _8

42+

a4 4

45

47 A

-1

12

14

-15 ]

Datm: A1 1Z1_ND H
Model: lioire
\nieighirg: H
NDH  Nowelghing
CHIfZDOF = 1056407 2
R'Z - OBEIZ
3 0551 *TERE
DElbaH -5 4425 +TEE G
L] O576EST 0
Hp  -O3Emm 0152258
PO 00T 0 H
Amr ZOOmM 0
Vo 0FoTm +0

T T T T

a 2 ‘ & g

Mz @r Ratk

Figura 4.12: Titulaciones De Ca®* sobre disoluciones de apolLR4

medidas por ITC. Para la obtencién de la forma apolLR4 se utiliza la
resina Chelex-100. LR4 20 uM, Pipes 10 mM, NaCl 150 mM.
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De la misma forma, y con
objeto de comprobar los datos
anteriores, se realiza un ensayo de
calorimetria de titulacién
isotérmica. Se obtiene un valor de
K,= 5905 + 783.7 M™?, valor que
equivale a una Kg= 167 £ 22.2 uM y
que valida una vez mas, los valores
anteriormente obtenidos.
Resultado de este ensayo puede
extraerse también la
estequimotetria de la interaccidn,
reflejando un unico sitio de unién

para el Ca®".



Ensayos de asociacién y disociacidn LR4-CaﬁJ9H 5.5

Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

-ENSAYO DE DISOCIACION

3z
a2z ]
3zo ]
kR
316 J
AT
3,12
3o g
aps
3ns ]
3os
3oz ]
300
258 ]
2406 ]
244 ]
2202 ]
290

—— EDTAD.2Zmbhd
F——EDTA 1mhd
——EDOTAZmM

tiempo (5)

Figura 4.13: Curvas de disociacion obtenidas para cada
concentraciéon de EDTA.LR4 5 uM, Acetato 10 mM, NaCl

150 mM

Kofr: 9.32+ s°1

-ENSAYO DE ASOCIACION

4,0 4

3,5

3,0

2,5

2,0 4

Figura 4.14: Curvas cinéticas de asociacién LR4-Ca®*.LR4 5 UM,

T T T T
0,2 0,3 0.4 0,5
tiempo (ms)

Acetato 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 50 puM.
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[EDTA]mM Kobs(s1)
0.2 9.55
1 9.21
2 9.26

Tabla 4.10: Valores de ks obtenidos
para cada una de las concentraciones

de EDTA.

[Ca®>]uM  Kops (s1)
25 115
50 12.2
75 12.8
162 189
225 227
350 289
475 363
725 454

Tabla 4.11: Valores de kg, obtenidos
para cada una de las concentraciones
de EDTA.
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Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

Representando kg, frente a la concentracién de Ca’™:

Asociacion LR4-Ca pH 5.5

35 4
30 4 ] B | c | o
Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,99648
25 1 Value Standard Error
B Intercept 1056103 0,27219
B Slope 0,035 7,85999E-4
20 4
15
10 1
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Ca (uM)
Grafica 4.6: Representacion grafica kg, vS[Ca®"] pH 5.5
1 -1
Kon=0.035 + 0.0008uM™" s
ko= 10.56% 0.36 s
Kq: 302 + 10.3 pm™*”
750 —
700 + Data: Datal_A
] -ll.,llll.'.'l Midael: :alacil;mibindingjuanad D
Weighting: e nuevo ara
650 < y o Inl\‘\l;oweighting ! y p
~ 600 cirzmof  =to0s97 - comprobar los anteriores
D‘ R"2 = 0.99944
$ | KA 1823.56 +31.52 174
~ 550 1 Ko lemse =182 resultados se realizd una
8 g Fo 344.943 +0.751
coeff  159.536 +1.202 H HP4 H
$ 500~ e 2% titulacion por fluorescencia
3 1 Qo 0.090900 +0 "
S 450+ he o G, LR5-Ca®" pH 5.5. Se obtuvo
E 1 Vo 1.10000 +0
4004 una constante de
350 4 .,
| asociacion, K,=1823 + 31.52
300 T T T T T T T T T T T T T ! -1 .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 M™, lo que equivale a un
[Cal(mM)

Figura 4.15: Titulacion de fluorescencia que refleja el aumento de seial
debido a la asociacién de Ca** a apolLR4. LR4 5 uM, Pipes 10 mM EDTA
50 uM

valor de Kp=548 + 9.34 uM

Se realizaron ensayos de asociacién y disociacién LR4-Mg”". Sin embargo, en ningln caso se

obtuvo ningun resultado que reflejase dicha interaccion.
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Estabilidad e interacciones del dominio de unidn del receptor de LDL

4.1.3. Resultados con LR45

Ensayos de disociacién LR45-Ca>* pH 7

-ENSAYO DE DISOCIACION

En este caso, LR45 presenta dos centros de coordinacién con el Ca*, uno por médulo

LR. La obtencidn de las constantes observables de las curvas de disociacidon se obtienen tras el

ajuste a una ecuacion biexponencial (figura 4.16).

kobs LR4

E—

|::> kobs LR5

20 -
1,9
1,8
1,7
1,6
1,5 4
1,4
1,3
12

1.1 4

—— EDTA 0,25mM
—EDTA 2,75mM
—— EDTA 4,75mM

tiempo (s)

Figura 4.17: Curvas de disociacion LR45-Ca”" pH 7. LR45 3 puM, Pipes
10 mM, NaCl 150 mM, Ca** 0.25 mM, pH 7.
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Figura 4.16: Cinéticas de disociaciéon LR45-
Ca®* obtenida a una concentracién de EDTA
2.75 mM. centros de
coordinacion con el Ca“, uno por modulo

Existen dos

LR, por lo que el ajuste se realiza en este
caso a una ecuacion biexponencial.

[EDTAImMM  Kobsirs(s!)  Kobsira(s?)
0.25 1.761 5.095
2.75 1.766 4.637
4.75 1.189 4.329

Tabla 4.12: k,,, obtenidos para cada una de las
concentraciones de EDTA. Se obtienen valores

de ko, para los dos modulos tras el ajuste a una
exponencial doble
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Kobs Lrs= 1.5740.03 s Kobs Lra=4.69% 0.09 s

Ensayos de disociacién LR45-Ca* pH 5.5

ENSAYOS DE DISOCIACION
3,2
3,0-_
2,8
| —— EDTA 0,25mM
2,61 [ EDTA 0,75mM [EDTA]mM  Kobsirs(S1)  Kobsira(s1)
1 — EDTA 2,75mM
2,4
22] 0.25 4.68 12.66
201 0.75 5.28 11.31
1,8 4
; 5_‘ 4.75 5.14 12.52
1,4-_
0:0 I 0:1 I 0:2 I 0:3 I 0:4 ' 015 ' Tabla 4.12: Valores de ks obtenidos para cada
tiempo (s) una de las concentraciones de EDTA. Se
Figura 4.18: Curvas de disociacion LR45-Ca** pH 5.5. LR45 3 uM, ObtlEhET\ valores de kops par.a los dos médulos
Pipes 10 mM, NaCl 150 mM, ca 0.25 mM, pH 7. tras el ajuste a una exponencial doble
Koff Lrs= 5.0320.1 s™ Koff 1ra=12.16% 0.24 5™

Se realizaron ensayos de asociacién del tdndem LR4-5 a pH 5.5. Sin embargo, la gran
diferencia de afinidades que existe entre los dos mdédulos LR4 y LR5 dificulta enormemente el
ajuste de las curvas cinéticas que se obtienen. De la misma forma resulta complicado el andlisis
por técnicas termodinamicas tales como fluorescencia e ITC, y resulta complicado obtener
resultados fiables. Este problema se estd tratando de solucionar de forma que puedan

obtenerse resultados que reflejen dicha interaccion.
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Error residual

Fluorescencia (A.U)

Ensayos de asociacién y disociacién LR45-Mg** pH 5.5

Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

-ENSAYOS DE DISOCIACION

Realizadas las cinéticas LR4-Mg”* sin observar interaccion entre ambas, se procede a

ensayar la interaccion del tdndem LR45-Mg”. Validando la hipdtesis anterior, las curvas

cinéticas de asociacion obtenidas se ajustan a una ecuacion monoexponencial con el calculo de

una unica ks correspondiente a la asociaciéon del Mg”* al médulo LR5.

0,60

0,59

0,58 4

0,57

0,56

0,55 +

0,54

0,53 1

0,52

[~ ExpDecay1 of B]

Figura 4.19: Cinética de disociaciéon LR45-
Mg2+ obtenida a una concentracion de EDTA
10 mM. El ajuste se realiza a una ecuacion
monoexponencial a pesar de los dos
posibles centros de coordinacion con el
cation.

Representando todas las curvas de disociacion obtenidas con cada concentracién de EDTA:

0,61
0,60
0,59
0,58
0,57
0,56
0,55 |
0,54
0,53

0,52

0,51

Disociacion LR45-Mg pH 5.5
EDTA 2mM

—— EDTA 5mM

—— EDTA 7,5mM

—— EDTA 10mM

!
.ul‘-lfl““‘u “ il
I ’|| “q‘“|"“"‘\‘lq""i m N‘\'\M.-J \\M“

R A

0,0

0,1

T T T T T T T
02 03 04 05

tiempo(s)

Figura 4.20: Curvas de disociacién LR45—Mg2+ pH 5.5 LR4-5 3

UM, Acetato 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, Mg2+
0.25mM
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[EDTAJImM  Kobsirs(s)

2 5.34
5 5.21
7.5 5.53
10 5.44

Tabla 4.13: k.., obtenidos para cada
una de las concentraciones de EDTA
empleadas en el ensayo tras el ajuste
a un sistema monoexponencial.
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Koi=5.38 £ 0.11s™

ENSAYOS DE ASOCIACION

1,16 -

1,14
1,12
1104 Figura 4.21: Cinética de asociaciéon LR45-
1,08 e Mg>* obtenida a una concentracién de Mg?*
—— ExpDecay1 o . . L
1064 | e = | 225 pM. El ajuste se realiza a una ecuacion
monoexponencial
1,04
1,02
1,00
0,98
T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10
tiempo (s)
©
=
o
0w
o
S
o
Representando las curvas de asociacién con cada concentracién de Mg**
[Mg?*]uM  Kobs (s7)
1922 ] Asociacion LR45-Mg pH 5,5
] Mg 75uM
1,20 Mg 150uM
118 ] —— Mg 225uM 75 4.75
4 Mg 350uM
‘1‘15—_ ——— Mg 475uM
1141 150 5.22
1,12 4
1,10 4
1,08 225 5.57
1,06 4
1,04 ]
102 ] 350 6.16
1,00 4
0.98 1 475 7.22
0,96
0,94
0,92 ] Tabla 4.14: k., obtenidos para
T T T T T T T T T T .z 2+
0,0 0,2 0,4 06 0,8 10 cada concentracion de Mg
tiempo (s) empleada en el ensayo tras el

Figura 4.21: Curvas de asociacion LR45-Mg2+ pH 5.5. LR4-5 3 uM,
Acetato 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 50 uM.
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ajuste a un sistema
monoexponencial.
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6.4
62
6,0
58
5,6

54 -

524

Equation y=a+b%
Adj. R-Square 0998463

Value Standard E mor
B Intercept 4,39132 0,04954
B Slope 000521 2,20855E-4

5,0

4,8 4

48 —— . . . . .
50 100

T T T T
200 250 300 350

Mg (uM)

T
150

Grafica 4.7: Representacion kg, frente a la concentracion de Mg2+

Kon= 0.052 + 0.0002 pM™* s
ko= 4.39 £ 0.04 s

Kq: 844.23+ 7.69 pM *
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4.2. Purificacion y caracterizacion LR 1-7

4.2.1. Purificacion LR1-7

Se obtuvo la proteina pura en pequefias cantidades, tras el proceso completo de

purificacién. La figura 4.22 muestra lo obtenido tras cada una de las etapas de la purificacién.

| ”d-—

Figura 4.22: Bandas correspondientes a la SDS-PAGE realizada tras

la purificacion del LR1-7.

1-.Marcador Peso Molecular
2-. No concentrado

3-. Concentrado

4-, Retenido columna HA
5-. No retenido columna HA

6-7-8. LR1-7 pura tras exclusién molecular

El cromatograma de la figura 4.23 muestra el ultimo paso de la purificacion del que se

obtiene la proteina pura (V: 140 ml). Los picos estrechos son burbujas de aire, los picos a 110

ml corresponde a agregados y los de 125 ml a otra proteina que secreta P.pastorys.

L -

x
G LA L | T T T |ARRLARRAN REARN ARRSE T T
DT & 85 W 95 WD 1E NI 1B X 1B 1L 1% M0 14 A 155 EC S IT) W5 10 185 1 185 W XE
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Figura 4.23: Cromatograma de exclusion
molecular. El pico que corresponde al mdédulo
LR1-7 se observa en un volumen aproximado de

140 ml.
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4.2.2. Caracterizacion preliminar

4.2.2.1. Espectrometria de masas (EM)

Los resultados por EM realmente verifican que la proteina purificada
corresponde al dominio de unidn a ligando. El tratamiento con tripsina da lugar a fragmentos
cuyo peso molecular se compara con bases de datos del NCBI asignando correspondencia con
LR1-7. La masa total confirma que la proteina purificada corresponde a LR1-7.Por otro lado,
tanto la incubacidn con VP como con AEMTS, resultd sin diferencias respecto a la muestra

purificada sin tratar, lo que se traduce, en la ausencia de cisteinas libres en la proteina.

{itiives+ Mascot Search Results

Protein View

Match to: LDLR HUMAN Score: 106 Expect: 1.3e-005
Low-density lipoprotein receptor OS=Homo sapiens GN=LDLR PE=1 SV=1
Found in search of D:\T2D Data Ak268%2011\Cctubre 2011\D032 051011\ppw_ﬁ16_131750563012.txt

Hominal mass (M) : 98906; Calculated pIl wvalue: 4.86
NCBI BLAST search of LDLR HUMAN against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applicactions

Taxonomy: Homo sapiens
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P

Seguence Coverage: 13%

Matched peptides shown in Bold Red

-

MGPWGWELEW TVALLLAALG TAVGDRCERN EFQCQDGRCI SYRWVCDGSA
51 ECQDGSDES(Q ETCLSVICKS GDFSCGGRVN RCIPQFWRCD GQVDCLONGSD
101 EQGCPPKTCS (QDEFRCHDGK CISRQFVCDS DRDCLDGSDE ASCPVLICGPE
151 ASFQCNSSTC IPQLWACDND PDCEDGSDEW PQRCRGLYVE QGDSSPCSAF
201 EFHCLSGECI HSSWRCDGGP DCEDESDEEN CAVATCRPDE FQCSDGNCIH
251 GSRQCDREYD CEDMSDEVGC VNVILCEGPN KFECHSGECI TLDEVCNMAR

Start - End Observed  Mr(expt) Mr(calc) Delta Miss Sequence
27 - 38 1570.7338 1569.7265 1569.6300 0.0965 1 R.CERNEFQCQDGK.C (Ho
30 - 38 1125.5184 1124.5111 1124.4557 0.0555 0 R.NEFQCQDGK.C (M
30 - 38 1125.5184 1124.5111 1124.4557 0.0555 0 R.NEFQCQDGK.C (Icns
30 - 43 1776.8595 1775.8522 1775.7607 0.0915 1 R.NEFQCQDGRCISYK.W
70 - 78 942.4235 941.4162  941.3661 0.0500 0 K.SGDFSCGGR.V (M
70 - 78 942.4235 941.4162  941.3661 0.0500 0 K.SGDFSCGGR.V (I
70 - 81 1311.6588 1310.6515 1310.5786 0.0729 1 K.SGDFSCGGRVNR.C
82 - 88 1006.5530 1005.5457 1005.4855 0.0603 0 R.CIPQFWR.C (No
108 - 115 1042.4S77 1041.4504 1041.4186 0.0719 0 K.TCSQDEFR.C
125 - 132 1026.486% 1025.4796 1025.4237 0.0560 0 R.QFVCDSDR.D
216 - 225 1151.5430 1150.5357 1150.4383 0.0974 1 R.CDGGPDCKDE.S |

Figura 4.24: Resultados de la espectrometria de masas demuestran que la proteina
purificada es realmente la correspondiente a los médulos LR1-7.
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Figura 4.25: Resultados de EM muestran que no se encuentran cisteinas libres en la proteina
purificada, al no verse aumentada su masa tras la incubacién con VP y AEMTS. Se obtienen tres picos
distintos porque la sefial de exportacidn de la proteina al exterior de la célula puede procesarse en
tres sitios indistintamente (anexo Il)
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4.2.2.2. Caracterizacion espectroscopica

3,0 4

2,54

2,0

0,54

0,0

Comment 1
Comment 2

M519/LR17A dil 1/3
DHAP
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Figura 4.26: Superposicion de los resultados de la proteina tratada con VP con la
proteina sin tratar. No se observan diferencias en la relacion m/z entre ellas.

Caracterizacién mediante Absorbancia UV-visible.

——Espectro de absorcion LR17]

200

250

T T T
300 350
Longitud de onda (nm)

400

Figura 4.27: Espectro de absorcion de LR17 con un
maximo a 280 nm, caracteristico de los residuos

aromaticos, y a 225 nm, el pico del enlace peptidico
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En el espectro de la figura 4.27,
se observa un pico de absorcién a 280 nm,
correspondiente a los residuos aromaticos
presentes en la proteina y principalmente del
triptofano. También se observa la fuerte
absorcién del enlace peptidico que presenta

su maximo en torno a los 225 nm.
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Caracterizacién por fluorescencia

En la caracterizacidn por fluorescencia, se observa en primer lugar el espectro

completo de emisidn (300-800 nm). Presenta un pico maximo a una longitud de onda de 350

Fluorescencia (A.U.)

Fluorescencia

800 4

700

600

500

400

300

200 4

100

-100

[F—Espectro de emision LR17 (exc 280nm) |

T
300

T T
400 500

T T T
600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 4.28: Espectro de emisiéon de LR17 con su
maximo a 350 nm correspondiente a los residuos
de Triptofano presentes en la proteina.
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—— LR17 purificado
—— LR17+EDTA

—— LR17+Ca’’

280
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Figura 4.29: Espectros de emision de LR17. En
negro, emisidn de los Trp presentes, rojo, espectro
tras la adiccién de EDTA, y en azul sefial tras la
adiccién posterior de ca™. Ensayos realizados en
Pipes 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.

nm que corresponde a la sefal proveniente

de los residuos de triptéfano (Trp)

presentes en la proteina.

Por otro lado, en la figura 4.29 se muestran
los primeros ensayos de unién a Ca*'
realizados con la proteina purificada. Por un
lado, al igual que en la figura 4.28 se
observa la emision de los triptéfanos de la
proteina purificada (negro). Tras la adiccion
CaZ+

de EDTA, que quela el que se

encontraba unido a la proteina pura, se
observa una disminucién de la sefal como
consecuencia del cambio de conformacidn y
entorno de los residuos de triptéfano (rojo).
Por dltimo, la posterior adiccion de ca*
provoca un aumento de la intensidad hasta

valores similares a los obtenidos inicialmente

en los que la proteina pura también tenia

Ca* unido.

4.2.2.3 Desnaturalizaciones térmicas seguidas por fluorescencia

Los resultados correspondientes a las desnaturalizaciones térmicas seguidas por

fluorescencia a pH 7 y pH 5.5 se muestran en las figuras 4.30 y 4.31. En ambas se muestra la

bajada de fluorescencia como consecuencia del cambio de entorno de los residuos aromaticos

y el apantallamiento de la sefial por parte del solvente.

El calculo de las constantes

termodinamicas de los procesos resulta altamente complicado debido a la baja cooperatividad

existente entre los modulos. Estos datos podran determinarse cuando se realicen analisis
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complementarios mediante otras técnicas (dicroismo circular, calorimetria...) y se realice un

aj
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uste global de todo ellos.

\— Desnaturalizacion térmica pH 7
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Figura 4.30: Desnaturalizacién térmica de LR17 en
Pipes 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.

Fluorescencia (A.U)
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[~ Desnaturalizacion térmica pH 5,5|
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Figura 4.31: Desnaturalizacién térmica de LR17 en

Acetato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 5.5.
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CAPITULO 5

Discusion

5.1. Unidn de cationes a LR4, LR5 y LR4-5

5.1.1.LR5S

Los resultados reflejan grandes diferencias en los valores de k., obtenidos para
el Ca** y Mg”", presentando LR5 una k., notablemente superior para el Ca**y con un cambio
mds notorio en condiciones endosomales. . Esto puede deberse al mayor valor de entalpia de
desolvatacion para el Mg, que al ser mas pequefio, requiere mas energia para arrebatarle las

moléculas de agua con las que se coordina.

LRS presenta similar k., para los dos iones, presentdndose cambios mds
notorios en funcidn del pH. Esto refleja como era previsible aunque no estaba confirmado, que
ambos comparten el mismo centro de unidn a cationes, coordindndose con seis residuos de
LRS, lo cual resulta novedoso ya que el Mg®* es capaz de adoptar también una configuracion
coordinandose con 8 residuos. Los resultados obtenidos del proceso de disociacion con LR5 y
con el resto de mddulos, confirman también la hipdtesis inicial que sostiene que en los
ensayos de disociacién el EDTA no quela el Ca®* o Mg”*" unido a la proteina sino el que se

encuentra libre en disolucidn, ya que no las ke no varian con la concentracién de EDTA.

Todos los resultados anteriores han permitido el calculo de la constante de
equilibrio de disociacion, Kp, que refleja la afinidad del médulo por cada uno de los cationes.
LRS5 presenta alta afinidad por el Ca** tanto a pH 7 (K= 0.54 pM) como a pH 5.5 (Kp= 0.98 puM)

tal como se conocia de la caracterizacion termodindmica*.

La cinética nos muestra que los procesos de asociacion y disociacidn, en
general, son muy rapidos si se comparan con el tiempo de internalizacion y liberacién de las
LDL (20 min aproximadamente) por lo que, en condiciones endosomales, la sustitucion del Ca**

por Mg** en LR5 podria producirse sin que fuera necesaria la liberacién de las LDL
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5.1.2. LR4

Una diferencia clara extraida de los resultados del mdédulo LR4 respecto a LR5,
viene dada por la baja afinidad que el primero presenta por Ca** a ambos pH (LR4 168 pum, LR5
0.54 uM a pH 7; LR4 302 uM, LR5 0.98 uM a pH 5.5). Los resultados se han comprobado y
validado mediante otras técnicas (fluorescencia e ITC) y ademas, se ajustan a los obtenidos por

otros grupos de investigacion*.

Si se comparan los valores de k. obtenidos para este modulo, se observa que

éstos no muestran grandes diferencias entre pH extracelular y endosomal.

Otra diferencia importante a tener en cuenta respecto a LR5 es que, a pesar de
su similitud con el Ca*, LR4 no une Mg2+. Al realizar los ensayos, no se observaron curvas de
asociacién ni disociaciéon que reflejasen dicha interaccion. Si se aplican estos resultados al
mecanismo de liberaciéon de las LDL, LR4 perderia el Ca** en el endosoma pero no podria

2+ . 7 s . s
reemplazarlo por Mg™ lo que conduciria a la pérdida de su estructura y favoreceria la

liberacidn de las LDL.

Comparando los resultados obtenidos entre LR4 y LR5, resulta notorio que dos
maddulos tan parecidos entre si, presenten tantas diferencias a la hora de discriminar entre
Ca’* y Mg”. Por este motivo, se estdn llevando en nuestro grupo estudios de dindmica
molecular que traten de explicar las grandes diferencias observadas en los dos mdédulos, muy
similares y con centros de unién de cationes tan homologos, que sélo se diferencian en la

sustitucidn de una glicina en LR5 por un aspartico en LR4.

Domain 4 Domain 5
Asp151
7 Asp200
Pro150 Pro199\/?
Asp157 J—
p \ sp.
) § o -] )\ - ( ® \

= = \ —

- e

4 Gly198 4
Asp149 y. Trp14. </ : Trp193
Glu158 \
Asp147 Glu207 Asp196

Distancias al Ca?*

\

Asp 147->2.66
Asp 151->2.68
Asp 157->2.67
Glu 158->2.77
Asp 149->2.88
Trp 144>2.61

Asp 196>2.72
Asp 200>2.69
Asp 206>2.75
Glu 207>2.75
Gly 198>2.67
Trp 193>2.68

Figura 4.32: Diferencias estructurales entre los centros de coordinacién de LR4 y LR5 con los
cationes. Lo diferencia principal reside en un &acido aspartico en la posicion 149 en LR4,
respecto a la glicina presente en LR5. Figura realizada con el programa Pymol.
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5.1.3. LR4-5

Los ensayos cinéticos de disociacion de LR4-5 con Ca** muestran la
independencia de los cada uno de los médulos respecto al otro, al obtenerse valores de kg
similares a la de los mddulos por separado. Por otro lado la gran diferencia de afinidades entre
LR4 y LR5 por separado dificulta el analisis de los datos en las curvas de asociacién aunque
también parece que siguen un comportamiento independiente. Todas las curvas realizadas
para LR4-5-Ca®* se ajustaron a un ecuacién biexponencial reflejando que existen dos centros

de coordinacién con el catidn.

Por otro lado, los ensayos de asociacién y disociacion de LR4-5-Mg** a pH 5.5
se ajustaron a una ecuacidon monoexponencial demostrando de nuevo, que LR4 es incapaz de
unir Mg®*. De la misma forma este ensayo comprobd de nuevo la independencia existente
entre los médulos al obtenerse unos valores de constantes cinéticas similares a los de LR5 (ko,

LR5= 0.050 HM-I S-l, koff LR4-5= 0.052 H.M-l S-l .

El hecho de que los mddulos se comporten de una manera independiente entre si,
. . . s . 2+ ’ .
implica que, la ganancia o pérdida de Ca“" por uno de ellos no afectaria al otro. Esto quiere
decir que la desestructuracion de LR4 como consecuencia de la pérdida de Ca**, no seria
motivo de cambio de conformacién de LR5 que si puede coordinarse con Mg®* en el

endosoma.

Los ensayos cinéticos llevados a cabo en este proyecto resultan una
aportacién novedosa en el entendimiento de las interacciones y afinidades entre los cationes y
los mddulos LR, que en algunos casos han sido complementados con estudios termodinamicos
como fluorescencia o ITC. Por este motivo, la validacion y complementacion de los datos

anteriores sera objeto de un préximo articulo de investigacién

51



Estabilidad e interacciones del dominio de unién del receptor de LDL

5.2. Purificacidn y caracterizacion LR1-7

La purificacion de LR1-7 expresado en células de Pichia pastorys es un proceso
laborioso que se encuentra en proceso de optimizacidn en nuestro laboratorio. Se trata de una
proteina que no puede obtenerse en sistemas mas sencillos como E.coli ya que contiene 21
puentes disulfuro entre otros inconvenientes. Es la primera vez que se lleva a cabo la
purificacién de este dominio completo del rLDL, representando un exitoso trabajo de
obtencidn de una proteina tan compleja. Esto permitird realizar numerosos trabajos futuros

como su union a las LDL, cristalizacion, etc.

La caracterizacién preliminar llevada a cabo demuestra que, al igual que los mddulos
por separado, LR1-7 es capaz de unir de nuevo Ca®" tras retirar el que se encontraba unido a la
proteina con EDTA. Aun asi, queda pendiente la caracterizacién completa de las interacciones
del dominio mediante ensayos calorimétricos o titulaciones seguidas por fluorescencia entre

otros, que permitan determinar los valores de las Kp y la estequiometria con Ca** y Mg™".

Por otro lado, las curvas de desnaturalizacidon térmica muestran la baja cooperatividad
existente entre los médulos, indicando una vez mas que estos actian de forma independiente
unos de otros, lo cual resulta importante para entender el comportamiento del rLDL durante
todo el ciclo de internalizaciéon de las LDL. Sin embargo, este hecho por otro lado, dificulta
enormemente el cdlculo de parametros termodindmicos, asi como de la temperatura media de
desnaturalizacion (Ty) de este proceso tanto a pH extracelular como endosomal. Aun asi se
seguird trabajando mediante estudios de dicroismo circular, desnaturalizaciones quimicas
seguidas por fluorescencia y calorimetria diferencial de barrido que, a través de un ajuste

global de todos ellos, permitirdn el calculo de todos estos pardmetros.
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CAPITULO 6

Conclusiones

Las conclusiones mas importantes que se derivan de todo el trabajo realizado son:

1. LR5 une presenta una k., notablemente superior para Ca** que para Mg2+ a
ambos pH

2. Los valores de k. no presentan diferencias entre cationes en LR5

3. LR4 une débilmente Ca®* comparado con la unién a LR5, y no es capaz de unir

Mg?*. La unidn es mas fuerte a pH 7.

4. LR4-5 presenta dos centros de coordinacién con el Ca®* que se comportan de

forma independiente, y uno solo para el Mg*".

5. LR17 puede expresarse y purificarse en estado nativo en células de Pichia
pastorys
6. LR17 es capaz de unir Ca’'y la desnaturalizacidn térmica se caracteriza por la

baja cooperatividad existente entre los médulos.
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ANEXO |

Secuencias y propiedades de LR4, LR5, LR45 y LR17

LR5

10 20 30 40
DSSPCSAFEF HCLSGECIHS SWRCDGGPDC KDKSDEENCA

Numero de aminodacidos: 40
Peso molecular: 4353.6
Formula: C;7¢H;59N51067S¢
Numero total de 4tomos: 559

Coeficientes de extincion:

Los coeficientes de extincion estan en unidades de M™ cm™, a 280 nm medidas en agua.
Coeficiente de extincion 5875

Abs 0.1% (=1 g/l1) 1.349, asumiendo que todos los residuos de Cys forman cistinas

Ext. coefficient 5500

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.263, asumiendo que todas las Cys se encuentran reducidas

LR4

10 20 30 40
VLTCGPASFQ CNSSTCIPQIL WACDNDPDCE DGSDEWPQRC

Numero de aminodcidos: 40
Peso molecular: 4392.7
Formula: Cy51H»63N5006656
Numero total de atomos: 571

Coeficiente de extincidn:

Los coeficientes de extincién estan en unidades de M™ cm'l, a 280 nm medidas en agua
Coeficiente de extincién 11375

Abs 0.1% (=1 g/l) 2.590, asumiendo que todos los residuos de Cys forman cistinas
Coeficiente de extincion 11000

Abs 0.1% (=1 g/1) 2.504, asumiendo que todas las Cys se encuentran reducidas.
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LR45
VLTCGPASFQ CNSSTCIPQL WACDNDPDCE  DGSDEWPQRC RGLYVFQGDS SPCSAFEFHC
70 80
LSGECIHSSW RCDGGPDCKD KSDEENCA
Numero de aminoacidos 88
Peso molecular: 9649.4
Formula: Cyo;Hs35N113014,51>
Numero total de atomos: 1257
Coeficiente de extincion:
Los coeficientes de extincién estan en unidades de M™ cm'l, a 280 nm medidas en agua
Coeficiente de extincion 18740
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.942, asumiendo que todos los residuos de Cys forman cistinas
Coeficiente de extincién 17990
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.864, asumiendo que todas las Cys se encuentran reducidas
LR17
10 20 30 40 50 60
KREAEAAVGDRCERNE FQCQDGKCIS YEKWVCDGSAE CQDGSDESQE TCLSVITCKSG DFSCGGRVNR
70 80 90 100 110 120
CIPQFWRCDG QOVDCDNGSDE OGCPPKTCSQ DEFRCHDGKC ISRQFVCDSD RDCLDGSDEA
130 140 150 160 170 180
SCPVLTCGPA SEFQCNSSTCI POLWACDNDP DCEDGSDEWP ORCRGLYVFQ GDSSPCSAFE
190 200 210 220 230 240
FHCLSGECIH SSWRCDGGPD CKDKSDEENC AVATCRPDEF QOCSDGNCIHG SROCDREYDC
250 260 270 280 290

KDMSDEVGCV NVTLCEGPNK FKCHSGECIT LDKVCNMARD CRDWSDEPIK EC

Numero de aminoacidos: 292

Peso molecular: 32298.3

Formula: C;314H001N3930474S44
Numero total de atomos: 4226

Coeficientes de extincion:

Los coeficientes de extincién estan en unidades de M™ cm'l, a 280 nm medidas en agua
Coeficiente de extincion 40095

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.241, asumiendo que todos los residuos de Cys forman cistinas
Coeficiente de extincién 37470

Abs 0.1% (=1 g/1) 1.160, asumiendo que todas las Cys se encuentran reducidas
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ANEXO Il

YPD-Agar

Yeast Extract Peptone Dextrose Medium (1 litro)
1. Disolver los siguientes componentes en 900ml de agua
10 g de extracto de levadura
182.2 g de sorbitol
20 g de peptona
2. Aiiadir 20 g de agar.
3. Autoclavar durante 20 minutes.
4. Afadir 100 ml de 10X D
5. Enfriar solucién y afiadir 1.0 ml de 100 mg/ml Zeocina.
Guardar las places YPD-Agar mas Zeocina a 4°C, en oscuridad. La vida media de las placas se

encuentra entre 1-2 semanas.

BMGY BMMY

1. Disolver 10 g de extracto de levadura, 20 g peptona en 700 ml agua.
2. Autoclavar durante 20 minutos.
3. Enfriar a temperatura ambiente, y afnadir la siguiente mezcla:
100 ml 1 M tampén fosfato de potasio, pH 6.0
100 ml de OX YNB
2 ml 500X B
100 ml 10X glicerol
4. Para BMMY, afiadir 100 ml 10X de metanol en lugar of glicerol.

5. Store media at 4°C. The shelf life of this solution is approximately two months.



