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Resumen

La formacion de agregados fibrilares amiloideos es la base de enfermedades un grupo
de enfermedades conocidas como amiloidosis entre las que destaca la amiloidosis
asociada a de cadenas ligeras de inmunoglobulinas.

En este trabajo se busca explicar las propiedades estructurales que conducen
a la formacién de fibras amiloideas por los dominios variables de cadenas ligeras de
inmunoglobulinas, codificados porla linea germinal lambda-6a, la cual se ha
relacionado importantemente con éste padecimiento.

Se resolvié la estructura tridimensional por cristalografia de rayos X de
dos dominios variables recombinantes generados a partir del gene VA6a y el gene de
unién JL2: VA6a JL2 y su mutante H8P no-amiloidogénica. Se obtuvo la estructura de
cada uno a resoluciones de 2.2-2.5A y con valores de R y de Ry de 20% y 24%,
aproximadamente. En el caso de VA6aJL2, se observé que el dominio variable presenta
una estructura estabilizada por la formacién de dimeros. Estos tiltimos, producen en los
cristales, arreglos periddicos helicoidales de simetria 41, que son el resultado de las
interacciones entre residuos de la linea germinal y algunos vinculados con la formacién
de fibras que se distribuyen en la superficie del dimero y que forman grandes interfases
de contacto que impiden el paso del solvente. En el caso del dominio mutante VA6aJL2-
H8P, aunque el dominio forma dimeros, estos no presentaron en el cristal, la estructura
helicoidal presente en la no-mutante, la cual se estabiliza por la formacién de puentes
salinos donde participan prinipalmente, la His8 y el Asp85.

Se propone que la hélice cristalina podria ser un simil de la estructura fibrilar
amiloidea, donde el dimero seria el elemento estable de nucleacién y donde la His8
favorece el arreglo peri6dico.

Como apéndice, se incluye en esta tesis el trabajo realizado conla enzima 5-
aminolevulinato sintasa de Bradirhizobium japonicum, referente a experimentos
relacionados para lograr su cristalizacion.
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Introduccién

La comprensién cabal de los fenémenos
biolégicos a nivel molecular toma forma
al conjuntar el estudio sistemético de la
estructura y la funcién de las proteinas.

La disciplina que desarrolla y
utiliza técnicas experimentales que
permiten conocer, desde diferentes
perspectivas, las bases moleculares y
estructurales de la actividad bioldgica es
la biologia estructural, y constituye una
de las vertientes mas importantes de la
actividad cientifica moderna.

La biologia estructural debe su
desarrollo a la conjugacién de distintas
técnicas que intentan, a partir de su
estructura tridimensional, esclarecer las
incognitas de los complejos
macromoleculares esenciales para la
vida, asi como de aquellos que la
perturban. Una de estas técnicas es la
cristalografia de proteinas.

En los dltimos afios, la
cristalografia de rayos X, ha abierto una
puerta al universo de andlisis de las
moléculas esenciales para la vida. Sus
virtudes analiticas, asi como los avances
en sus técnicas de estudio, han
fomentado su utilizacion en la
investigacién de las biomoléculas.

La cristalografia de rayos X de
proteinas es una técnica lo
suficientemente poderosa para
identificar detalladamente la ubicacién
espacial de las alteraciones evolutivas
que, en la naturaleza, condujeron al
advenimiento de nuevas funciones; asi
como distinguir la wubicacién de
mutaciones responsables de
enfermedades. Permite por otro lado,
visualizar las diversas conformaciones
que pueden adoptar las proteinas y
reconocer, con prolijidad atémica, la
indole de las interacciones que éstas
mantienen al formar complejos con sus

contrapartes celulares (otras proteinas,
acidos nucleicos, etc), tanto en procesos
constitutivos como patolégicos.

Entre las patologias que afectan
fuertemente la funciéon celular se
encuentran aquellas relacionadas con la
acumulacién de proteinas disfunciona-
les en agregados fibrilares o amorfos.

La amiloidosis asociada a
cadenas ligeras es una enfermedad que
se caracteriza por la acumulacion de
agregados proteindceos filamentosos
estables y ordenados que se conocen
como fibras amiloideas.

La estructura atémica de las
fibras amiloideas es atin una incognita y
por lo tanto los elementos que le
confieren estabilidad atin se ignoran. El
caracter estructural de los dominios
variables de cadenas ligeras que
componen las fibras atin no se ha
esclarecido con precisién y por lo tanto,
la naturaleza de las interacciones
capaces de estabilizar una conformacién
del dominio, que promueva un arreglo
altamente ordenado como lo es la fibra,
se han referido sucintamente.

Se han  descrito  varias
generalidades para los agregados
amiloides producidos por distintas
proteinas. Estas han conducido a una
mayor comprensién del fenémeno; sin
embargo, con el creciente desarrollo de
nuevas técnicas analiticas y de
observacién de estructuras moleculares,
es cada vez mas evidente que muchas
de estas generalidades se tornan
absurdas al tomarse al pie de la letra, ya
que se observan claras particularidades
en cada agregado amiloide. Las
contribuciones que se puedan hacer
para esclarecer las propiedades de
semejante agregado patolégico resultan
entonces, de gran trascendencia.
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En este contexto, la utilizacién
de la cristalografia de rayos X para
determinar la estructura tridimensional
de proteinas precursoras de agregados
amiloides -como los dominios variables
de cadenas ligeras-, ya sea en sus formas
monomérica, dimérica y oligomérica,
brinda informacién crucial para
entender los mecanismos de formacién
de la fibra y su funcién.

El interés en resolver la estrucura
tridimensional del dominio variable
VA6aJL2, radica en que, como dominio
variable prototipo de la linea germinal
A6a pudiera brindar nociones de los
elementos propios de la linea germinal
que promueven o impiden la formacién
de las fibras amiloideas.

A lo largo de éste trabajo se
discute la hipétesis de que el arreglo
helicoidal en que se disponen los
dominios variables en el cristal, sugiere
grandes similitudes con el agregado
fibrilar patolégico. Con base en este
supuesto, se describen las caracteristicas
que confieren orden y estabilidad al
arreglo helicoidal, asi como se describen

los residuos implicados en su
formacion. Para tales descripciones, se
realiza previamente una descripcién
detallada de la estructura monomérica y
dimérica del dominio variable.

Con tal propésito y con el afan
de que los resultados cristalograficos
sean accesibles atn para el lector
inexperto, se introducen, inicialmente,
algunos aspectos importantes a
considerar concernientes a la cris-
talografia de proteinas. Posterirmente,
se expone el panorama de la
investigacioén sobre fibras amiloideas, y
en particular el concerniente a la
amiloidosis asociada a cadenas ligeras.

La seccion de resultados
comprende tanto resultados cristalogra-
ficos como la descripcién estructural del
dominio, del dimero y del arreglo
helicoidal.

A manera de apéndice se incluye
un trabajo previo relativo a la
cristalizacion de la enzima 5-
aminolevulinato sintasa.
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Marco Tebrico

1 Consideraciones sobre cristalografia de proteinas

El proceso de construccién de un
modelo tridimensional por cristalografia
de rayos X comprende varias etapas que
en las secciones siguientes se resefaran:
cristalizacién, colecta de  datos,
integracién y  reconocimiento  de
simetrias, procesamiento de datos,
obtenci6én de fases, construccién del
modelo y las subsecuentes inferencias
funcionales con base en la estructura.

1.1 Crstalizacién: Produciendo la
materia prima!

Los cristales de proteina, como todos los
tpos de cristales, son arreglos
tridimensionales regulares mantenidos
por uniones no covalentes de moléculas
ordenadas de acuerdo a simetrias bien
definidas.

Al ser la proteina la unidad
constitutiva del cristal, la pureza de ésta
es una condicibn categbrica en la
obtencién del mismo. Gracias a los
avances en las herramientas
biotecnol6gicas, la  obtencibn de
proteina pura en grandes cantidades
(mayor al 99%, sin contaminantes y con
homogeneidad  conformacional vy
oligomérica) se ha hecho mas senclla.
Cualquier heterogeneidad puede afectar
el caecimiento cristalino ya sea
impidiéndolo o provocando alteraciones
en el empaquetamiento que en
consecuencia afecten la difraccién.

' La informacién que se resume en ésta seccién se
puede consultar en el libro Protein Crystallisation
editado por Terese M. Bergfors (Bergfors, 1999).

El que una proteina cristalice y la
calidad del cristal que forme, dependen
en gran medida de la estabilidad
estructural de la molécula, la cual a su
vez responde a su flexibilidad
conformacional. El empaquetamiento
cristalino depende de esta estabilidad
estructural y en él, los contactos
proteina-proteina son esenciales. Los
puentes salinos y de hidrégeno, las
interacciones van der Waals, los enlaces
dipolo-dipolo y de apilamiento planar
(stacking) son algunos de ellos. La
cohesién débil entre las moléculas se
debe a que s6lo una pequenia parte de la
superfide de la macromolécula participa
en los contactos intermoleculares y el
resto estd en contacto con el solvente.

La formacén de un cristal de
proteina requiere de un estado de
sobresaturacién, es decir, donde la
concentracién de proteina exceda su
valor de equilibrio de solubilidad que
alcance un estado termodindmicamente
inestable que conduce a una fase
cristalina cuando regresa al equilibrio.
La sobre-saturacién es fundén tanto de
la alta concentracén de la proteina,
como de los factores que disminuyen su
solubilidad  (disminudén de la
velocidad de evaporacién, pH, fuerza
idnica, temperatura, adicién de agentes
precipitantes, entre  otros). El
crecimiento de cristales de estas
moléculas debe darse, por consiguiente,
en condiciones acuosas y quimicas
complejas que en conjunto constituyen
la solucién precipitante.

Hasta hace unos anos, producir
cristales de protelna era una tarea
colosal debido a la enorme cantidad de
variables involucradas en el proceso y a
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la  fragilidad de los cristales. El
desarrollo de micro-métodos para
cristalizacién que permitieran alcanzar
la supersaturacién de la proteina por
medio de didlisis y difusién de vapor,
signific6 un parteaguas en la
cristalografia de las macromoléculas.
Estos métodos (algunos de ellos
descritos en Ja seccibn Métodos)
permiten un manejo cuidadoso de todas
las variables involucradas en el proceso.
La cristalizacién comienza con
una fase de nucleacion, seguida de una
fase de crecimiento. La aparicién de un
cristal macroscépico de  proteina,
compuesto de alrededor de 105
moléculas, empieza con la asociacién de
agregados de proteina cuyos contactos
intermoleculares no covalentes semejan
aquellos del cristal final Este estado
pre-nuclear eventualmente alcanza un
tamafio nuclear critico y se estabiliza,
entonces el crecimiento procede por la
adicién de moléculas a la red cristalina.
Cuando se determina una
estructura cristalografica por difraccién
de rayos? X, un aspecto taxativo de la
posibilidad de observacién, es la
resolucibn a la cual, la fuente de
radiacién y la calidad del crstal,
permiten que se resuelva la estructura
de la molécula que lo conforma. A
medida que la resolucién aumenta, el
detalle de las observaciones es mucho
mayor y por lo tanto, las explicaciones
erigibles a partir de ellas son mas
precisas. Por lo tanto, un aspecto

? Se utilizan los rayos X debido a que su longitud de
onda (15 A) es equiparable al tamano de la nube
electrénica alrededor de los 4lomos (1.0 A), lo que
permite que dimensiones lan pequefias puedan ser
observadas indirectamente. Es una observactén
indirecta porque a diferencla de los microscopios,
donde se tienen fentes para combinar y recolectar los
rayos de luz visibles reflejados por el objeto a observar,
para Jos rayos X no existen tales lentes y por lo lanto la
aproximacién para recombinar los rayos difractados
que se capturan en un detector conlleva olras
complicaciones

fundamental en esta ciencia es la
obtencién de cristales de buena calidad.

La calidad del cristal, es decir,
cudl es la mdxima resolucién a la que
puede difractar y por lo tanto dar
informacién, depende del
empaquetamiento de las moléculas en la
red cristalina, de la morfologia externa
del cristal y de la estructura interna del
mismo (la pureza de la proteina y de
todos los  productos  quimicos
utilizados); sin embargo, la morfologia
externa de un cristal no siempre refleja
su calidad, por lo que hasta que no se
difracte, no se sabe la resolucién
méxima que brinda. Con Ila
disponibilidad de fuentes poderosas de
rayos X, instrumentos para colectas de
datos cada vez mds rapidos y
computadoras mas  veloces, la
produccién de cristales que difracten a
altas resoluciones se ha vuelto el cuello
de botella de la cristalografia de
macromoléculas.

Se abordaran a continuacién
algunos aspectos relacionados con la
difraccién por rayos X y las propiedades
simétricas del cristal que repercuten en
la misma; asi como, los procesos
relacionados con la construccién de
estructuras cristalograficas.

1.2 Difraccién Por Rayos X:
obteniendo los datos

Aunque en teoria los rayos X
permitirian ver la difraccién de una sola
molécula, la intensidad con la que ésta
difractarfa serla muy  pequeia,
indistinguible del ruido, por lo que al
utilizar cristales con 10° moléculas se
amplifica esta sefial. Por otro lado, si se
tuviera una fuente de rayos X
suficientemente intensa para poder
detectar la difraccién de una sola
molécula, su intensidad seria tal que la
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molécula se destruiria antes de emitir la
difraccién deseada. La sefial amplificada
es el resultado de la difraccién de los
electrones de las proteinas que
conforman el cristal, por lo tanto,
depende del arreglo cristalino que se ve
afectado por las condiciones descritas en
la seccion 1.1.2.

Cuando se hace cristalograffa de
rayos X, el objetivo principal es obtener
datos que nos permitan construir
modelos tridimensionales con la mayor
resolucién posible. Los limites de la
resolucién son revelados por el patrén
de difraccién® (Sands, 1975). Con base
en él se conoce la simetria de la celda
unitaria, se miden las intensidades de
difraccén y se calculan los factores de
estructura o amplitudes de cada onda
difractada* (Sands, 1975). A partir de
estos ultmos -indispensables para la
determinacién estructural-, se genera un
mapa de densidad® que permite conocer
la posicién de los 4tomos, segun la
distribucién electrénica de la fuente de
difraccién, es decir, la nube de
electrones de cada atomo en la celda
unitaria del cristal (Rhodes, 2000).

La colecta de los datos de
difraccién constituye la dlima etapa
experimental y debe ser llevada a cabo
con el mismo rigor que las otras etapas
experimentales. Si bien existen grandes
avances que la han hecho més sendilla y
rdpida, y que muchos de los pardmetros

3Un patrén de difraccién es la imagen en el espacio
rectproco de todos los 4tomos que conforman el cristal
difractado. Cada punto del patrén representa la
reflexion de lodos lo 4tomos que por su arreglo espadial
en el aristal producen ondas de difraccién que se
interfieren positivamente.

1 Un faclor de estructura es una serie de Fourier que
describe un rayo X difractado que produce una
reflexién en el detector

*Un mapa de densidad electrénica es una
representacién topografica de las zonas espadiales con
mayor densidad de electrones. Es el producto espacial
de la difracdén de la nube de electrones de los alomos
que conforman la protefna y por lo tanto es la guta para
encontrar la estructura a la que pertenece dicho mapa.

necesarios para su ejecucién pueden
ajustarse automaticamente, las
decisiones acuciosas que el investigador
pueda tomar sobre como proceder en la
colecta, determinan la calidad de los
datos primarios de difraccién. Dos
factores sumamente importantes
dependerdn, entre otros, de estas
decisiones: la resolucién y la integridad
de los datos (Dauter, 1999).

La resolucién de un conjunto de
datos de difraccién, se refiere a la
minima distancia con que dos objetos
pueden identificarse como diferentes a
partir del patrén de dichos datos de
difraccién. La resolucién determina la
cantidad de datos de los cuales se
pueden conocer sus fases® y por lo tanto
que pueden ser utilizados para la
determinacién de la estructura (Rhodes,
2000). La integridad de estos datos
describe la cantidad de observaciones
que permitan conocer la estructura a
partir de las simetrias que conforman el
cristal. Durante  las  primeras
difracciones es posible conocer estas
propiedades de simetria y de ellas
dependerd la estrategia a seguir (Dauter,
1999).

La simetria es un concepto
esencial sobre el cual la cristalografia se
funda, desarrolla y expande. Es
importante abordar algunos de sus
aspectos fundamentales para
comprender mejor como responde a ella
la estrategia de colecta para obtener
datos més completos, y cémo determina
las propiedades cristalinas. En la seccién

SLa fase se refiere al dngulo con que cada rayo difracta
desde el cristal. Ya que durante la difraccién cada
punto en el patrén de difraccién es la contribucién de
todos los dtomos que difractaron en fase, el
reconocimiento de aquella que distingue a una onda
difractada de otra, es indispensable para ubicar
espacialmente cada dtomo. Debido a que eslas fases no
se pueden conocer de manera directa se emplean
distintos métodos para inferirlas.
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siguiente abordaremos brevemente este
tema.

1.3 Sobre cristales de proteinas y
sus simetrias

Como ya dijimos en el capftulo anterior,
un cristal es un ordenamiento simétrico
de moléculas caracterizado por un
conjunto de pardmetros que definen

exactamente la posicién (x,y,z) y la
periodicidad (traslaciones dentro del
cristal) de la unidad fundamental que lo
compone: la celda unitaria (Sands, 1975).
Una celda unitaria es el paralelogramo
mé4s pequefio que conforma el cristal y
estd definido por seis pardmetros
(Rhodes, 2000): tres longitudes a, b, ¢ (en
los ejes x, y ,z) y tres éangulos
a, B, y (Figura 1.1).
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-3 . N o 2 .‘
i e N
A ot r\,. . o
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Figura 1.1 Muestra a la izquierda, una celda unitaria en la que se especifican sus lados a,
by cy angulos o, y y. A la derecha las distintas redes cristalinas. Figuras tomadas de
Stuctural Medidne Course en hitp:/ /www-structmed.cimr.cam ac.uk/ course.html

Cada celda unitaria se define por
una red cristalina, es decir, un arreglo
de puntos sobre los vértices (P), caras (C
o F) o centro (I) de la celda unitaria, de

tal manera que alrededor de cada uno se
encuentra el mismo ambiente y
orientacién que el que rodea a los demas
(Glasser Dent, 2001)(Figura 1.1).
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| Clases cristalinas RZ:"‘ "";;‘l’“"“ | Mimro de Simetria | Restriccién métrica | Sistema cristalino |
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i su simetria espaciales
. P | Ninguna | R
1 i 2 | 6 1 atbtc y arbrEo0 | Tricliruco
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Cuadro 1.1. Se describen las propiedades de simetria asociadas con cada celda unitaria. Las 14
redes de simelrla compalibles con las clases crislalinas y su cocrespondencia con los 7 sistemas
cristalinos que restringen las dimensiones de la cela unitaria. Al combinar las redes cristalinas
con los grupos puntuales se obtienen 230 modos de repetir un objeto en el espacio
tridimensional, a lo que se llama grupos espaciales. Figura lomada de (Glasser Dent, 2001).

La simetria fundamental que
ostenta un cristal es la repeticién por
traslacién, en las tres dimensiones, de su
celda unitaria para generarlo (Sands,
1975). Cada celda unitaria se forma por
la aplicacion de operadores de simetria
a la unidad asimétrica’ (la molécula
funcional, o parte de ella). Las moléculas
en la celda unitaria pueden estar
relacionadas por elementos de simetria
que no estan alineados con los
elementos de simetria de la celda
unitaria completa y que se consideran
simetrias no-cristalogréficas ya que no

"Existen 230 grupos espaciales tridismensionales de los
cuales las moléculag bioldgicas sélo istalizan en
aquellos que no poseen simetria de inversién (sélo 65),
los operadores simétricos para aplicar a la unidad
asimétrica para generar la celda unitaria dependen de
la naturaleza del grupo espacial af que pertenezca ésta.
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generan todo el cristal (Rhodes, 2000).
Cabe aclarar que la unidad asimétrica, si
tiene simetria propia, puede consistir en
muchas unidades biolégicas o sélo la
mitad de la unidad funcional de la
proteina (Rhodes, 2000). Es importante
tener en mente esto ya que la simetria
de las macromoléculas funcionales en
solucién es una propiedad
indispensable a considerar para
entender su funcién.

Las repeticiones dentro de la
celda unitaria se describen por los
operadores de simetria o elementos de
simetria y el punto donde estos se
conjugan es el eje de simetria (Glasser
Dent, 2001). Debido a que las proteinas
estdin constituidas generalmente por
enantiémeros L de aminoécidos, los
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elementos de simetria que son aplicables
a la reconstruccién de un cristal de
proteina se limitan a las traslaciones, las
rotaciones alrededor de un eje de
simetria y la combinacién de estos dos:
la roto-traslacién a lo largo de un eje
helicoidal (Glasser Dent, 2001).

En los cristales, los ejes de
simetria sélo pueden ser: binarios (2),
ternarios (3), cuaternarios (4) 6 senarios
(6), dependiendo del numero de
repeticiones que se produzcan de la
unidad asimétrica (Glasser Dent, 2001).
Estos definen el orden de la rotacién.
Los ejes helicoidales por otro lado, se
representan con el nimero de orden de
la rotacién, con un subindice que
cuantifica el deslizamiento a lo largo del
ejes.

La simetria total dentro de la
celda unitaria se describe por varios
elementos de simetria que al pasar en
conjunto por un mismo eje forman
distintas clases cristalinas que tenen
que ser compatibles con la periodicidad
por traslacién en el cristal (Glasser Dent,
2001) (cuadrol.l). Solo existen 14
modos de repeticién por traslacion
compatibles con las clases cristalinas, y
se conocen como redes de Bravais
(Sands, 1975), las cuales, describen el
ambiente equiparable alrededor de
cualquier punto dentro de la red
cristalina segiin el arreglo de puntos
dentro de la celda unitaria. Sin embargo,
la red cristalina no es infinita, se
encuentra restringida a las dimensiones
de la celda unitaria, segin la simetria
minima que alberga, por 7 sistemas
cristalinos (Rhodes, 2000) (Cuadro 1.1).
Al combinar las redes cristalinas con los
grupos puntuales (las clases cristalinas)
se obtienen 230 modos de repetir un

8 Asf, un eje helicoidal del tipo 41 representa que en
cada una de las 4 rotaciones, la traslacién asociada es de
1/4 del periodo en la direccibn del eje de la celda
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objeto en el espacio tridimensional,
llenando el espacio completamente (sin
dejar agujeros), a lo que se llama
grupos espaciales (Glasser Dent, 2001).
La descripcién de los 230 grupos
espaciales agrupados en  grupos
puntuales y sistemas cristalinos se
encuentra en las Internationl Tables for
X-Ray crystallography.

El grupo espacial se define por
un simbolo criptico formado por la letra
mayuscula que corresponde a la red
cristalina, seguida de de tres nameros
con subindice que indican los
operadores de simetria ejecutables que
reconstruyen el cristal (Rhodes, 2000)
(gj. P4422, donde P indica que la unidad
asimétrica estd en los vértices de la
celda; 41, que para generar el cristal se
le aplican operadores de simetria
alrededor de un eje de simetria
cuaternario con una traslacién asociada
de 1/4 del periodo en la direccién del
eje de la celda unitaria; y los dos ultimos
2 a que en los otros ejes se le aplican
simetrias binarias).

Las restricciones en las posibles
simetrias que ostentan las proteinas,
limitan la cantidad de grupos espaciales
que pueden describir las repeticiones en
cristales formados por estas moléculas a
sélo 65 de los 230 grupos espaciales
(Rhodes, 2000)(Cuadrol.1).

1.4 Colecta de datos

La periodicidad? dentro del cristal -
descrita por los grupos espaciales- es la
caracteristica fundamental que permite
que sea capaz de amplificar la difraccién
de los rayos X (Rhodes, 2000). Se puede
interpretar esta periodicidad

% La periodicidad de un cristal no siempre es perfecta
ya que hay muchos desordenes locales y dislocaciones
que Ja afectan.



tridimensional como una coleccién de
planos paralelos -tal como lo hizo
Bragg!®-  con  igual  separacién
interplanar y una misma direccién en
comun (¢j. un vector que se describe por
una normal), que se interceptan en todas
direcciones dentro del cristal (Rhodes,
2000). Estos planos se especifican por
tres indices hkl (indices de Miller) que
cortan respectivamente, los ejes a,b y ¢
de la celda unitaria (Rhodes, 2000) un
clerto namero de wveces, y que
representan la red cristalina. Esta
(tima, describe el espacio real, es decir,
el espacio tridimensional que contiene a
la unidad asimétrica. Se puede construir
una inversa de la red real y obtener una
red reciproca donde la direccién de los
planos se describa por la normal de los
planos originales (Rhodes, 2000), pero
que el espaciamiento entre ellos esté
relacionado por el inverso de la
distancia inter-planar de la red real. Esta
red reciproca es 1o que se observa en un
patrén de difraccién.

Cuando los rayos X interactian
con los electrones de las moléculas
dentro del cristal, son reemitidos en
todas direcciones. Aquellos reemitidos
por distintos electrones, viajan distintas
distancias y por lo tanto difieren en sus
fases relativas (Rhodes, 2000). Si estos
rayos (ondas) son emitidos con la misma
fasel’ se interfieren positivamente. Por
lo tanto, la amplitud resultante es la
diferencia  de las  amplitudes
individuales. La interferencia positiva
de estas ondas es lo que se observa en
un patrén de difraccién como puntos de
distintas intensidades.

10 La Ley de Bragg es la piedra angular de la
cristalografia. Reduce el andlisis de los datos de
difraccién a una variable geométrica diu -el
espaciamiento entre un conjunto de planos con (ndices
h% ! y a un parametro fisico de la fuente de rayos X, A -
la longitud de onda.

" La fase se refiere al 4ngulo de incidencia de la onda.
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Entonces, si se consideran los
planos que describen el cristal, como
espejos que reflejan a los rayos X
(produciendo cada punto en el plano
difracta rayos X), entonces podemos
considerar los puntos de difracdén
como reflexiones totales con cierta
intensidad, I(hkl). Esta nltima, es la
suma o interferencia positiva de todas
las amplitudes de onda de rayos
incidentes y reflejados con un mismo
angulo (fase), por los planos paralelos
de indice hkl que cumplan la ley de
Bragg (Ec.1) (Rhodes, 2000),

Ecl

2dha senbra = nA

es decir, que difracten en fase, si y sélo
si, la diferencia entre sus direcciones es
igual a un multiplo de la longitud de
onda (diferencia en la direccién = n x A).
La ley de Bragg también predice que
mientras mA4s pequefia sea la distancia
que separa los planos hkl (d), mayor
serd el dngulo 6 de difraccién para esa
difraccién, proporcional a 1/d, es decir
al inverso de la distanda entre los
planos (Rhodes, 2000).

La resolucién méxima es
entonces, la menor distanda entre los
planos dw, contenida en el patrén de
difraccién, que a su vez es inversamente
proporcional al dngulo de incidencia.
Por lo tanto, los puntos bien definidos
que se encuentren mas alejados del
centro del patrén serdn los que
contengan informacién més detallada y
determinen el limite de la resolucién
(Rhodes, 2000).

El método de rotacién durante la
colecta de datos permite variar el &ngulo
de incidencia del rayo X y por lo tanto
las reflexiones que se observaran en fase
(Dauter, 1999). Si rotamos el cristal,
rotamos los planos de Bragg y por lo
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tanto, la red reciproca, en la misma
direcciéon (Dauter, 1999). La simetria
interna que muestre el cristal es una
guia en la estrategia de colecta de datos
a seguir, para lograr que distintos
planos estén en la orientacién correcta
para difractar en fase. Gracias a los
fndices de Miller se pueden analizar las
ausencias sisteméticas correspondientes
a cada grupo espacial (puntos de
difraccién que no se observan en un
patrén en una cierta orientacién debido
a que provenian de planos que no
estaban en fase) y por lo tanto reconocer
a qué grupo espacal pertenecen los
datos de difracdién (Rhodes, 2000).

En la practica, el rayo incidente
no esta dirigido precisamente a lo largo
de una sola linea y no todas las partes
del cristal estdn en la misma orientacién
(Dauter, 1999). Los cristales estan
compuestos de pequefios bloques en
mosaico con una pequena
desorientacién de unos con otros. Esto
conduce a que durante la difraccién,
algunas de las reflexiones difracten en
una exposicon pero se apaguen en la
siguiente y, en consecuencia, sus
intensidades seran medidas
parcialmente en cada imagen, aunque
habréd otras completas, esto se le llama
mosaicidad (Dauter, 1999); cuando su
valor alcanza el del intervalo de
rotacibn, no se observa ninguna
reflexién total. La seleccién del intervalo
de rotacién apropiada a la simetria del
cristal, es el factor mas importante que
influendia la integridad de los datos.

Ya se mencioné que las
dimensiones de la celda unitaria
determinan las dimensiones de la red
reciproca, que a su vez nos dice donde
debemos buscar los datos. Lo que
observamos en el patrén de difraccién
es una proyeccién no distorsionada de
la precesién de la red reciproca. Como
las distancias dentro de la red reciproca
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son el inverso de las de la red real, las
dimensiones de la celda unitaria son
inversamente proporcionales a las
distancias entre las reflexiones en el
patrén de difraccién. La estrategia de
colecta de datos no sélo se basa en las
dimensiones de la celda si no en su
simetria interna. Si la celda Hene alta
simetrfa entonces algunas de las
orientaciones en que se difracte el cristal
producen exactamente las mismas
reflexiones, y asi es posible redudr el
numero de orientaciones posibles para
obtener todas las reflexiones tinicas. Al
comparar las ausencias sistematicas que
se observan en un patrén de difraccién y
compararlas con las que describen los
distintos grupos espaciales se puede
determinar el grupo espacial y
reconocer cuéles orientaciones darian
las mismas reflexiones.

1.5 Factores de estructuray
obtencién de fases: construyendo el
modelo

Para constuir un  modelo
tridimensional, la informacién del
espacio reciproco debe reconstruirse
en el espacio real tridimensional
dentro de la celda unitaria.

Como cada reflexién es el
resultado de la difraccién de los
rayos X, las reflexiones se tratan
como ondas que se recombinan para
dar la imagen de estas moléculas!?
(Rhodes, 2000). En una direccién
determinada, la onda resultado de la
suma de todas las ondas difractadas
por todos los &dtomos del cristal,

12 | a3 series de Fourier representan la suma de ondas
individuales para describir una funcién penédica
compleja. Es esta aproximacién matemética la que nos
permite asir la informaci6n de la difraccién.
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cuando sobre ellos incide un rayo X,
Hene una amplitud y una fase que
juntas definen un ntimero complejo
llamado factor de estructura.

El factor de estructura es una
serie de Fourier en la que cada
elemento describe la contribucién
de un atomo a la reflexion hkl

(Rhodes, 2000) (Ec.2):
Ec.2
Frna = p(x,y.2) exp 2ri (hx + ky; + 1z) dV
Vol celda
donde se considera a la

contribucién de cada atomo a la
difraccibn como una esfera de
densidad electrénica, lo cual brinda
la densidad electrénica dentro de la
celda unijtaria. As{, la contribucién
de cada atomo j a Fiu depende del
elemento que difracte, la amplitud
de su contribucién a la difraccion y
de su posicién (xj, y;, z) en la celda
unitaria, lo cual establece la fase de
la onda que difracté.

Como se trata de rayos X
difractados, su frecuencia es la de
los rayos X. Un nimero complejo
como el factor de estructura, se
representa por un vector cuya
longitud es la amplitud y el angulo
que forma con el eje x, es el dngulo
de fase. La amplitud de Fua es
proporcional al cuadrado de la
intensidad de la reflexién I -que
es lo que se mide de la difracci6on-
pero la fase de cada rayo difractado
no es obtenible a partir de los datos
(Rhodes, 2000).

La obtencién de las fases es
uno de los problemas méas grandes
en la cristalografia de proteinas. La
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informacién que proporcionan las
fases conlleva a la construccién de
un modelo correcto a partir del
cdlculo de la densidad electrénica a
partir de los factores de estructura

segun la ecuacién 3,
Ec.3
p(x.y.z) =1 I % X Fygexp -2r0 (hxj + ky; + 1)
Vi k1
donde p(x,y,z) es la densidad

electrénica total en la celda unitaria,
y constituye la transformada de
Fourier del factor de estructura, por
lo que en este caso Fnu es un namero
real. Es decir, se traduce la
informacién del espacio reciproco al
espacio real.

Existen varios métodos para
conocer o inferir las fases de los
datos de difraccibn para poder
calcular la densidad electrénica
sobre la cual se construird el modelo
tridimensional. Entre ellos estdn el

Reemplazo Molecular (MR)
(Rossmann, 2001), el Reemplazo
Isomérfico Multipe (MIR) o la

Difracci6én An6émala Multiple (MAD)
(Terwilliger and Berendzen, 1999).
Estos dos dltimos son métodos que
permiten un céalculo directo de las
fases: MIR determinandolas ab initio
al comparar los datos de difraccién
de un cristal nativo con los datos de
difraccién de cristales en los que se
han difundido metales pesados que
sirven de referencia; y por medio de
MAD  se determinan las fases
difractando con rayos de distintas
longitudes de onda que permitan
obtener una difraccién anémala de
un 4tomo de referencia, cuya
difraccion sea conocida.
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En este trabajo, se ahondara
unicamente en el método de
obtencién de fases por reemplazo
molecular, ya que fue el utilizado en
la resolucién de la estructura de la
protefna con la que se trabaj6 en esta
tesis.

El método de reemplazo
molecular se basa en que si se conoce
la  estructura cristalografica de
alguna protefna con una identidad
mayor al 20% -repartida a lo largo de
toda la secuencia- con la proteina
cuya estructura se quiere resolver, se
pueden utilizar los factores de
estructura de la estructura de la
proteina similar para utlizar sus
fases como una estimacion inicial de
las fases de los factores de estructura
de la protefna problema, segtn la
ecuadon 4,

Ec.4

p(x,y,z) =1 L T T Frewyyexp -20mi (hyg + ky; + 1z~
o rgmedel)
Vi xi

muy similar a la Ec.3 pero donde las
amplitudes Frewpy se obtienen de los
datos de difraccion y las fases
o'ng™edel, se obtienen del modelo ya
existente (Rhodes, 2000).

El método de reemplazo
molecular orienta y localiza, por
medio de rotaciones y traslaciones, al
modelo similar sobre la unidad
asimétrica en el espacio real de la
estructura a resolver (Rossmann,
2001). A partir de ese modelo de la
proteina similar se calculan las fases
que ésta genera y las mismas se
usan como fases iniciales o'pqrodel
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necesarias para calcular la densidad
electrénica correcta que defina las
difracciones de la protefna problema.

1.6 Ajuste del modelo estructural

La densidad electrénica generada a
partir de la inferencia indirecta de las
fases, es el primer acercamiento a la
estructura real del modelo. La
interpretacién de la densidad
electrénica incluye la generacién y
afinamiento del modelo a partir de
las difracciones (Rhodes, 2000).

El proposito de la
cristalografia de protefnas es crear
un modelo estructural lo maés
cercano posible a la realidad. Por
medio del Reemplazo Molecular lo
que se obtene es un modelo
"bosquejo" que necesita mejorarse, lo
que se logra con un afinamiento
cristalografico. El  afinamiento
permite generar nuevos y mejores
mapas de densidad electrénica -
manual o automéaticamente- a partir
de las intensidades medidas y la
inferencia de las fases correctas del
modelo generado (Rhodes, 2000).

El afinamiento consiste en
iteraciones computacionales sucesi-
vas de minimizacién en las que se
calcula un nuevo mapa de densidad
y se modifica el modelo. Estas
iteraciones permiten reducir la
discrepancia entre el modelo
generado a partit del reemplazo
molecular, y los datos
experimentales (Kleywegt, 1995). De
éste modo se logra un modelo mas
affn a los datos, con base en la
posicdén (coordenadas x,y,z) y el
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factor B ( 0 de Debye-Willer)13 de los

atomos constitutivos del cristal
(Rhodes, 2000).
Se requieren ciclos de

revision manual y computacional de
los modelos de la proteina para
optimizar el ajuste de los datos. El
afinamiento depende entonces, de la
utilizacibon de wun visualizador
grafico que permita observar el
mapa de densidad calculado,
examinar y modificar el modelo, de
tal modo que se realicen los ajustes
manuales pertinentes -enfocandose
en la cadena princpal y en los
dtomos con mayor ndmero de
electrones- que, por medio de
méxima verosimilitud, coloquen al
modelo sobre el mapa de densidad
(Rhodes, 2000).

El nuevo mapa de densidad
puede presentar zonas que estén
pobremente definidas y que impidan
mejorar el modelo. Esto puede
ocurrir  porque las densidades
presentes no sean interpretables, -
probablemente por presentar zonas
de conformaciones multiples- o por
que existan errores en el modelo
(Rhodes, 2000). Es frecuente
encontrar  areas que  ajustan

1 H factor B es una medida de la osclacién de un
dtomo alrededor de la posicion especificada en el
modelo, en funcién de la vibracién térmica (Mair, 1980)
como el desorden atémico dentro del cristal (Blundell,
1976). A partic de ellos podemos saber cufles sbomos
Genen mayor libertad de movimiento y tener indicios
de la dindmica del modelo, generalmenle més estitico
(Rhodes, 2000). Por otro lado, pueden ser indicadores
de un mal afinamiento. Al agregar los efectos del
movimiento a} madelo, éste se hace mais real y ajusta
mejor con los datos. La correccién de estos pardmetros,
es indispensable para hacer un buen ajuste y
predicciones srealiglag sobre el promedio posicional de
cada atomo (Rhodes, 2000).
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perfectamente con el modelo y otras
que no lo hacen, esta conducta esta
claramente influenciada por el
desplazamiento atémico y se refleja
en los factores B (Rhodes, 2000).

1.7 Pardmetros estructurales de
validacién del modelo

Los modelos estructurales acarrean
siempre un porcentaje de error
debido a los limites en la resolucién
y a la inexactitud de las fases
calculadas (Rhodes, 2000). Del
cristalografo depende reducirlos lo
més posible -desde las etapas de
cristalizacion y la colecta de datos

hasta el afinamiento- antes del
analisis, la publicacibn y la
divulgacién de la estructura.

La complejidad de un modelo
afinado depende de la cantidad de
datos disponibles, es decir, del
cociente entre el nimero de
observaciones -es decir, el namero
de reflexiones totales- y el numero
de pardmetros a afinar por el
modelo. Si esta relacion aumenta,
mejora la calidad del modelo afinado
obteniendo una mejor estimacién de
parametros individuales.

Como se mencion6 en la
seccién 1.1.2, el nimero maximo de
observaciones en un pattéon de
difraccién depende de la calidad del
cristal y el limite de resolucién. La
integridad de los datos, es decir, el
total de informacién que se tenga del
contenido del cristal, depende tanto
de la resolucién como de la simetria
que ostente el cistal. Como se
menciond anteriormente, la
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integridad nos habla del nimero de
intensidades  utilizadas para la
determinacién de la estructura de la
protefna y su afinamiento, segdn el
conjunto de las reflexiones medidas.
Gracias a este indicador se puede
saber si los datos describen al cristal
completo y pér lo tanto repercute en
la relacién datos/pardmetros. La
integridad es, por lo tanto, un
pardmetro que debe conocerse para
saber que tan fidedigno a la realidad
es el modelo que se construye
(Dauter, 1999, Rhodes, 2000).

La calidad del! modelo
estructural  generado  depende
entonces de 1los factores antes

sefialados, pero también de criterios
estadfsticos que se han construido
para su validacion. El primero de
ellos a considerar es el valor residual
R (Briinger, 1987), el cual denota la
confiabilidad de la determinacién de
una estructura dada, al verificar el
nivel de coinddencia entre las
amplitudes medidas en los datos
experimentales -los datos de
difraccién- y aquellas calculadas por
el modelo. Mientras mas bajo es este
valor, mejor es dicho ajuste. Una
estructura bien afinada presenta un
valor R £15-20%.

Otro pardmetro importante
por considerar - al cual no muchos le
prestan atencién- es el factor residual
libre 0 Rge El valor R es un
estadfstico de prueba que es
dependiente del modelo por lo que
Briinger, en 1992, introdujo otro
estadistico de prueba que se calcula a
partir de un grupo de datos que se
omiten del afinamiento del modelo,
el valor Rge (Bringer, 1992). Este
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valor se estableci6 como un indice
objetivo de la calidad de estructuras
macromoleculares a resoluciones
medias. Representa por lo tanto, otra
medida independiente de la
concordancia entre el modelo y los
datos cristalogrdficos (Mathews,
1997). Un Rpe no debe separarse del
R por méds de 5 punto porcentuales
ya que si el primero se eleva
demasiado quiere decir que hay un
sobreafinamiento. Es dedr, el
modelo se aleja de la realidad. La
validacién que promueve el Rpe es
determinante en un afinamiento
cuidadoso. En este sentido, han
habido muchos intentos para mitigar
el efecto negativo de omitir grupos
de datos en el afinamiento, para asf
poder calcular el Rg.. mejorando su
valor (Chen, et al., 1999).

Por otro lado, una medida
para evaluar la consecucién del
afinamiento es mediante la
inspecciéon en cada ciclo de los
factores B, ya que estos, al ser una
medida del desplazamiento atémico
pueden indicar errores (Rhodes,
2000). Muchas veces después de que
el afinamiento coverge, existen
regiones que indican desorden al
presentar factores B fuera del
margen permitido (0-100A). Cuando
se analizan los mapas de densidad y
de diferencias se puede evidenciar la
existencia de  conformaciones
maultiples en esas regiones (Rhodes,
2000). Si  se incluye estas
conformaciones en el afinamiento se
pueden mejorar el R, Rpe y el mapa,
revelando més claramente la
naturaleza del desorden.



La etapa del afinamiento en
que se introducen moléculas de agua
debe realizarse con precaucién para
que los factores B no se afecten.
Muchas veces para bajar los valores
de R y Rpe se construyen moléculas
de agua donde podrfan estar otras
moléculas, sin embargo, esto no
representa un buen afinamiento. La
baja en estos valores puede
repercutir en un alza de los factores
B de la protefna; es decir, que figure
una deslocalizacién de la nube
electrénica irreal, que si fuera tal no
se verfa para evaluarla.

El Rge e una buena
herramienta para saber cuando la
adicién de moléculas de agua mejora
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o no el modelo y también para saber
cuando colocarlas o aumentarlas
durante el procesamiento (Chen, et
al., 1999).

Se ha planteado un panorama
general sobre los procesos que
subyacen a la obtencién de un
modelo cristalogréfico tridimen-
sional. Para una descripcibn maés
profunda sobre la cristalografia de
protefnas es comendable revisar el
libro de Rhodes Made Crystals Clear
(Rhodes, 2000).

En la seccibn siguiente, se
introduce el cuadro conceptual y de
investigacion, en que se sustenta el
objetivo de ésta tesis.

2 Amiloidosis dependiente de cadenas ligeras de

anticuerpos.

Amiloidosis se les llama a wun
conjunto de enfermedades humanas que
se asodan con la deposicion de
agregados proteinaceos filamentosos
estables y ordenados, que se conocen
como fibras amiloideas (Sipe and
Cohen, 2000). La deposicién de
agregados amiloideos se vincula con
enfermedades como el Alzheimer, la
Diabetes tHpo [I, las encefalitis
espongiférmes, el Parkinson y la
Amiloidosis asociada a cadenas ligeras
de inmunoglobulinas (AL) (Kisilevsky,
2000). En cada uno de estos estados
patolégicos, una proteina especifica o un
fragmento de ella cambia de su forma
soluble a fibras insolubles que se
acumulan en una gran cantidad de
tejidos y 6rganos (Uversky and Fink,
2004) causando la muerte celular, la
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disfuncién tsular y en muchos casos la
muerte.

Se conocen aproximadamente 20
proteinas, que no guardan entre si
ninguna relacién de secuencia o
estructura, cuyas versiones mutantes
estin involucradas con algan tipo de
amiloidosis (Dobson, 2001). Antes de
formar las fibras las proteinas
amiloidogénicas pueden ser
conformacionalmente ricas en hojas B,
a-hélices, hélices-, 0 contener tanto a-
hélices como hojas B (Uversky and Fink,
2004).

El descubrimiento de que
muchas protefnas amiloidogénicas como
la lisozima, la transtiretina, la cistatina C
y la B2-microglobulin (sélo por citar
algunos  ejemplos) tendjan  una
estabilidad de plegamiento menor al de
su  contraparte normal, cuando
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disfuncién tisular y en muchos casos la
muerte.

Se conocen aproximadamente 20
proteinas, que no guardan entre sf
ninguna relacién de secuencia o
estructura, cuyas versiones mutantes
estan involucradas con algun tHpo de
amiloidosis (Dobson, 2001). Antes de
formar las fibras las proteinas
amiloidogénicas pueden ser
conformacionalmente ricas en hojas B,
a-hélices, hélices-B, o contener tanto a-
hélices como hojas B (Uversky and Fink,
2004).

El descubrimiento de que
muchas proteinas amiloidogénicas como
la lisozima, la transtiretina, la cistatina C
y la f2-microglobulin (sélo por citar
algunos  ejemplos)  tenfan  una
estabilidad de plegamiento menor al de
su  contraparte normal, cuando



Tesis de Maesiria de Paula Gonzélez-Rubio Gatrido

componen agregados fibrilares, senté
las bases consttutivas del paradigma
sobre el cual se funda gran parte de la
investigacién actual en el campo: el de
las “enfermedades conformacionales”
(Bellott, et al, 2000) (Dobson, 2001).
Dicho paradigma ha sido nutrido por
aplicaciones conceptuales, instrumen-
tales y de observacién que han sugerido
que los agregados amorfos o en fibras se
deben a intermediarios de plegamiento
de las proteinas precursoras (Dobson,
1999, 2001, Horwich, 2002, Stefani and
Dobson, 2003, Stefani, 2004).

Las enfermedades conforma-
conales pueden dividirse en tres
grupos: El primer grupo los costituyen
las amiloidosis en donde los agregados
fibrilares son causados por proteinas
mutantes. El segundo grupo incluye
aquellas proteinas donde un error
genético, que usualmente afecta a un
solo aminoAcido, produce una proteina
no-plegada que es extremadamente
susceptible a las proteasas y conduce a
la formacién de agregados amorfos; y el
tercero por proteinas que oligomerizan
inadecuadamente (Foguel and Silva,
2004).

Para  explicar las  bases
moleculares de la formacién de fibras
amiloideas se ha propuesto que la
fibrilogénesis  ocurre cuando la
estructura  nativa  “rigida”¢  se
desestabiliza e induce un plegamiento
parcial que favorece las interacciones
moleculates  especificas como la
atraccién electrostatica, los puentes de
hidrégeno y los contactos hidrofébicos
necesarios para la oligomerizacién y la
fibrilogénesis (Uversky and Fink, 2004).

1 Generalmente se asume que el estado nativo de una
proteina es el estado termodindmicamente mas estable
y por lo lanto rigido, debido a que es su estructura
crisialogrifica -la cual se considera como un estado
rigido- la que se suele asumir como el representante de
la estructura nativa (Louis, et al., 2005)
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Existen muchos ejemplos que
sustentan esta hipétesis. Tal es el caso
de la transtiretina -que produce
amiloidosis sistémica- cuya
conformacién nativa tetramérica se
disocia formando un intermediario de
plegamiento susceptible a la fibrilacién
(Lai, et al., 1996). La cistatina C -que
produce angiopatia amiloidea-, fibriliza
al darse un intercambio de dominios
(domain swapping). En este proceso es
necesario un deplegamiento parcial para
lograr que una parte de la estructura de
cada monémero reemplace a los
elementos estructurales correspondien-
tes de otro monémero y asi, formar un
oligémero donde cada subuinidad tenga
una estructura similar al mondémero
plegado (Rousseau, ef al., 2001).

Sin embargo, la habilidad de las
cadenas polipeptidicas para formar

estructuras amiloideas, bajo diertas
condiciones experimentales, no se
restringe al pequefo numero de

proteinas asociadas a los desordenes
clinicos reconocidos, y por tanto se ha
propuesto  que  constituye una
caracteristica genérica de todas las
cadenas polipeptidicas (Dobson, 1999,
2001, Uversky and Fink, 2004). Existen
evidencias experimentales ~como el caso
del dominio SH3 de la fosfatidil inositol
3~inasa no-patogénica (Guijarro, ef al.,
1998)- de que muchas proteinas cuya
estabilidad estructural se afecta, ya sea
por una proteo6lisis limitada,
desplegamiento parcial por condiciones
desnaturalizantes, o por caer en una
trampa cinética durante el plegamiento,
pueden forman fibras.

En los ultimos afios, gracias a
hallazgos redientes, la validez general de
la hipétesis de las enfermedades
conformacionales se ha visto
cuestionada (Plakoutsi, et al., 2004). Por
un lado, se encontr6 que péptidos
pequeiios -de aproximadamente 5
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residuos- no estructurados debido a su
tamano, eran capaces de formar fibras
(Lopez De La Paz, et al., 2002). Por otro
lado, un gran niimero de observaciones
muestran que los agregados fibrilares
pueden originarse por la acumulaciéon
de proteinas globulares en estado nativo
o cuasi-nativo (Bousset, et al, 2002,
Laurine, et al., 2003), como el prion de
levadura Ure2p (Bousset, et al., 2002) y
la litostatina (Laurine, ef al., 2003), los
cuales mantienen su contenido de
estructura  secundaria nativo. La
habilidad de estas proteinas para formar
fibras bajo condiciones cercanas a las
fisiologicas sugiere que no se requiere
un desplegamiento sustancial
(Plakoutsi, et al., 2004) en el proceso de
fibrilogénesis.

2.1 Caracteristicas generales de las
fibras amiloideas obtenidas in vitro

A pesar de que no existe hasta el
momento una estructura que describa
con detalle atémico una fibra amiloidea,
se han propuesto modelos muy
convincentes basados en distintas
técnicas como son, la microscopia de
fuerza atémica (lonescu-Zanetti, et al.,
1999, Khurana, et al., 2003), la difraccién
de fibras por rayos X (Sunde, et al., 1997,
Sunde and Blake, 1997) y la crio-
microscopia electrénica (Sunde and
Blake, 1997, Serpell, et al,, 2000).

Los estudios realizados por crio-
microscopia electrénica (Serpell, et al.,
2000), microscopia de fuerza atémica
(fonescu-Zanetti, et al, 1999) y por
difraccién de rayos X de fibras (Sunde,
et al, 1997) originadas por varias
proteinas (Lisozima, la cadena ligera
SMA, pB-mioglobina, la insulina,
transtiretina, y la a-sinucleina, entre
otras) han mostrado que, a pesar del
tamarfio, estructura nativa o funcién de
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la proteina precursora, en todos los
tipos de amiloidosis se forman fibras
que muestran una birrefringencia verde
-al verse con luz polarizada- después de
tefiirse con rojo del congo (Pepys, ef al.,
1996); y fluorescenda a 482nm con
tioflavina T. Ademas, todas presentan
una ultra-estructura similar:

1) Las fibras poseen un didmetro de
entre 7-15 nm;

2) Son estructuras helicoidales no
ramificadas de longitud indefinida;

3) Al realizar difraccién por rayos X de
las fibras se observan reflexiones
meridionales a 4.7-4.84 y reflexiones
ecuatoriales a 10A  caracteristicas
del patréon B cruzado (Pauling and
Corey, 1951), el cual sugiere un
nicleo de la estructura de la fibra
compuesto por varias hojas 8
paralelas que corren a lo largo del
ee de la fibra, y cuyas
cadenas (3 estdn  orientadas  per-
pendiculares al mismo (Sunde, et al.,
1997);

4) E! nucleo estructural de la fibra
parece estar estabilizado por
puentes de  hidrégeno  que
involucran a la cadena principal
(Dobson, 2003);

Adicionalmente a su
componente  proteinico, Jla fibra
amiloidea contiene otros factores como
glucosaminoglicanos, cuyas contribu-
ciones a la patogénesis amiloidea no se
han establecido con precisiéon (Stevens,
et al., 1995).
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22 La amiloidosis asociada a
cadenas ligeras de
inmunoglobulinas (AL)

La amiloidosis AL es una enfermedad
degenerativa que consiste en la
acumulacién de cadenas ligeras
monoclonales (Solomon, et al, 1982)
(principalmente su regidn variable (Vi)
(Shirahama  and  Cohen, 1967,
Shirahama, et al, 1973)) en forma de
fibras amiloideas causando muerte
celular. La acumulacién puede darse en
practicamente en cualquier tejido, a
excepcibn del parénquima cerebral
(Perfetti, et al., 1999). La amiloidosis AL
es la forma mas comun de amiloidosis
en los paises occidentales y la unica
causada por un tumor (Perfetti, et al.,
1998).

Las células plasmaéticas
monoclonales de la médula 6sea que
producen  las cadenas ligeras
amiloidogénicas son derivadas de la
expansion neoplastica de un linfocito B
que ha sido sujeto a selecci6én antigeno-
dirigida (Perfetti, et al., 1998, Perfett, ef
al., 1999, Perfett, et al, 2002); sin
embargo la historia natural de la clona
amiloidogénica atin no se conoce.

2.2.1 Los dominios variables de cadenas
ligeras de inminoglobulinas

Las inmunoglobulinas estan
constituidas por dos cadenas ligeras (L)
y dos cadenas pesadas (H) (Figura 2.2).
Ambas cadenas se componen de series
de dominios discretos con estructuras
muy similares. Cada dominio se
construye por dos hojas B unidas por un
puente disulfuro. Las cadenas pesadas
estdn formadas por un dominjo variable
(Vu) y 3 dominios constantes, y las
cadenas ligeras las conforman un
dominio variable (V1) y uno constante
(Co) Janeway, 2001).
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Los dominios variables constan
de tres regiones de gran variabilidad de
secuenda llamados CDRs (que por sus
siglas en inglés significa regidén
determinante de complementaridad),
involucrados en la unién al antigeno, y 3
0 4 regiones menos variables FRs (que
por sus siglas en inglés significa regién
de andamiaje) que rodean a los CDRs y
que determinan el andamiaje del
dominio (Solomon and Weiss, 1995,
Janeway, 2001)(Figura 2.2).

En el humano existen dos tipos
de cadenas ligeras: k y A. En las cadenas
ligeras A ambos dominios son de
alrededor de 107 aminoacidos. La
secuencia del dominio wvariable es
especificado por dos segmentos génicos:
el segmento V, que codifica los primeros
95-98 aminodcidos y el segmento de
unién J -por joining-, los 13 aminoacidos
faltantes. El dominio constante est4
especificado por un tercer gene, C
(Janeway, 2001).

Existen muchos segmentos
génicos diferentes para conformar el
dominio V.. La diversidad en las
inmunoglobulinas est4 dada por estos
genes y por la diversificacién somética
que se genera por mutaciones Yy
recombinacién  somatica de los
segmentos génicos (Janeway, 2001).

A partir de andlisis de secuencia
y de estudios inmunolégicos de cadenas
ligeras aisladas de inmunoglobulinas
monoclonales, se observé la existencia
de una gran diversidad estructural de
las cadenas ligeras. Con base en estos
analisis, y con base en la homologiade
secuencia del FR1 se dispusieron las
bases quiimicas de clasificacién de las
cadenas ligeras A y x en mdltiples sub-
grupos (Kabat, et al, 1979). Estos
subgrupos se catalogaron como lineas
germinales al identificar los genes que
los codifican, y hasta ahora se conocen
13 de ellos (Solomon and Weiss, 1995).
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La proporcién de los tipos x y A
de cadenas ligeras en el humano es 3:2,
y cualquier varjacién en ella causa la
proliferacién anormal de una clona de
células B que expresan la misma cadena
ligera (Solomon and Weiss, 1995). La
expresién, en la célula plasmatica, de las
cadenas ligeras A se da cuando ha
ocurrido alguna deficiencia en la
produccién de su isotipo « (Perfetti, et
al., 1998). Ambos tipos de cadenas
ligeras pueden provocar amiloidosis AL

involucradas en la acumulacién
amiloidea dos o tres veces méas que las
cadenas « (Isobe and Osserman, 1974,
1974, Bellotty, et al., 2000).

Se ha propuesto que la
agregacion de los dominios variables de
Jas cadenas ligeras se debe a un
aumento en su concentracién, asociado
a una sobreproduccién de las mismas
sin la expresién concomitante de las
cadenas pesadas; asi como a una
protedlisis limitada de las cadenas

pero las cadenas ligeras A estadn ligeras (Hurle, et al., 1994).
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Flgura 21 Muestra los repertorios de las lineas germinales VA en células plasmiticas derivadas
de amiloidosis primaria y de la médula 6sea. Se evidencia que en el caso de la amiloidosis, los
dos segmentos génicos 3r y 6a estan sobrerepresentados y por lo tanto asociados a este desorden
clinico. Tomado de Perfetti, et al., 2002 (Perfetty, et al., 2002)

Se ha demostrado que los
dominios variables provenientes de la
linea germinal A6a -principalmente en el
rifion- (Solomon, ef al., 1982, Perfetti, et
al., 2002) y de la linea germinal A3r -en
varios organos-(Perfetti, et al., 2002) son
las principales responsable de este tipo
de patologias (Figura 21). En
consecuencia, se sugirié que podian ser
intrinsecamente amiloidogénicas
(Solomon, et al., 1982, Pokkuluri, et al.,
1999, Perfetti, et al., 2002).

El mecanismo de formadén de
fibras por cadenas ligeras, asf como las
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caracteristicas estructurales primarias
que hacen a sus dominios variables
amiloidogénicos no se han dilucidado
completamente, pero en el caso de la
linea germinal A6a, con base en estudios
de su secuencia primaria, se le atribuye
un papel importante en tal propensién,
a la presencia de una insercién de dos
residuos, distintiva de la linea germinal:
los residuos 68 y 69 (66a y 66b segun
nomenclatura de Kabat) (Dwulet, et al.,
1985, Bellott, ef al., 2000).
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2.2.2 La importancia de la estructura
primaria
Debido a su gran variabilidad
intrinseca, la secuenciacién de muchas
cadenas ligeras amiloidogénicas (k o 1)
no ha sido suficiente para establecer una
secuencia consenso requerida para la
agregacién amiloidea; no obstante se
han identificado algunas posiciones
criticas de aminodcidos que podrian
estar involucrados en la amiloidogénesis
(Figura 2.2). Algunos de estos residuos
vinculados con la formacién de fibras se
originan de la linea germinal, mientras
que ofros se deben a mutaciones
somaticas (Stevens, ef al., 1995).

Con base en los anélisis
comparativos de la estructura primaria
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de las cadenas ligeras patogénicas y no-
patogénicas (Dwulet, et al., 1985), asi
como en experimentos de mutagénesis
(Hurle, et al., 1994, Raffen, et al., 1999), se
ha mostrado que ciertas sustituciones de
aminoacidos en el dominio variable
pueden potenciar la formacién de la
fibra (Figura 2.2). Se crefa que estas
sustituciones estaban asociadas a las
regiones de dimerizacién o a los CDRs,
pero ocurren a todo lo largo de la
estructura tridimensional, afectando
considerablemente los FRs. Esto sugirié
que se trataba de sustituciones que
desestabilizaban el plegamiento (Hurle,
et al., 1994).

Figura 2.2 (A) Muestra la estructura primaria del dominio variable de la linea germinal X6a V Aéa JL2
donde se especifican las regiones correspondientes a los CDrs y FRs, asi como los residuos caracterfsticos
de la lineagerminal (resaltados en rosa) y posiciones cuyas sustituciones se han asociado con la formacién
de fibras amiloideas (resaltados en verde). (B) Muestra un esquema de una inmunoglobulina G (IgG)
donde en rojo se sefialan las cadenas ligeras y en amarillo y azul las pesadas. (C) Muestra la estructura de
una cadena ligera donde se sefiala la localizacién de los CDRs.
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Existen estudios que muestran
que estas sustituciones alteran la
estabilidad termodindmica de las
cadenas ligeras y se ha postulado que
generan una conformacién menos
estable, con mayor tendencia a la
agregacion y formacién de fibras
(Raffen, et al., 1999, Wall, et al., 1999,
Khurana, et al., 2001). Estos hallazgos
justificaron la  inserdén de la
amiloidosis AL dentro del marco comun
de las enfermedades conformacionales,
paradigma que constituye la base
tedrica sobre la que se funda el analisis
de la fibrilogénesis por cadenas ligeras.
No obstante, es dificil aralizar el papel
de la estabilidad de los distintos
plegamientos presentes en los dominios
VL con distintas estructuras primarias
debido a la inestabilidad intrinseca de
las cadenas ligeras (Raffen, ef al., 1999,
Wall, et al,, 1999). Las interacciones no
covalentes que se producen entre el
dominio Vi y el dominio variable de las
cadenas pesadas (Vn) (Bellotd, et al.,
2000), asi como los contactos
intramoleculares del dominio Vi, son los
responsables de la estabilizacién de este
ultimo, al formar las inmunoglobulinas
funcionales.

2.2.3 Ensamblaje de la fibra amiloidea

Exdsten algunas similitudes en el
mecanismo de agregaciéon amiloidea de
diferentes proteinas (Bitan, et al., 2003,
Caughey and Lansbury, 2003, Dobson,
2003). A parir de observaciones
realizadas por microscopfa de fuerza
atémica de fibras producidas por
distintas proteinas (Lisozima, la cadena
ligera SMA, B-mioglobina, la insulina, y
la a-sinucleina) (Ionescu-Zanetti, et al.,
1999, Khurana, et al., 2003, Khurana, et
al., 2003) se propuso el modelo
jerdrquico de ensamblaje (HAM) para
explicar la fibrilogénesis (Khurana, et
al., 2003). En él se propone que en el
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caso de la cadean ligera SMA (Figura
2.3), el proceso de fibrilogénesis se inicia
por una polimerizacién por nucleacién
homogénea de un intermediario de
plegamiento de las cadenas ligeras que
da forma al primer precursor de la fibra:
el protofilamento. Los protofilamentos
nacientes se van alargando por la
adicibn de monémeros parcialmente
plegados. Este tipo de protofilamentos
luego se asodan entre si formando
protofibras de 2 6 3 protofilamentos
entrecruzados.  Posteriormente  dos
protofibras se entrecruzan para dar la
fibra madura (Khurana, et al., 2003).

Se ha propuesto que la primera
etapa en al formacién de la fibra es el
ensamblaje de oligémeros solubles
como resultado de interacciones
relativamente no-especificas (Dobson,
2003) que posteriormente se agregan en
estados pre-fibrilares como
protofilamentos. Se ha observado a
partir de estudios realizados por
microscopia de fuerza atémica, que bajo
ciertas condiciones experimentales los
protofilamentos  forman  estructuras
distintivas en forma de anillos (Lashuel,
et al., 2002, Dobson, 2003), oligéimeros
anulares a partir de los cuales se inicia el
crecimiento de la fibra (Zhu, et al., 2004).

Con base en la identificacién de
las caracteristicas de estructura primaria
que comparten todos los dominios
variables de cadenas ligeras
amiloidogénicas y a algunos modelos
estructurales, Stevens y sus
colaboradores (Stevens, et al., 1995)
propusieron un modelo de mecanismo
molecular de tres pasos por el cual las
cadenas ligeras pudieran forman fibras

(Figura 2.4):

1) El primer paso, propone, es la
asodacién de dos dominios natvos
V. para formar un dimero no
covalente. Los dimeros de Vi se
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2)

3)

ensamblan en complejos simétricos
que emulan la estructura del Fab de
un anticuerpo (Epp, et al., 1974).

Subsecuentemente, los dimeros se
empalman para formar polimeros
filamentosos no covalentes. Se
produce la formacién de un
filamento pro-amiloide por
interacciones de “cabeza con cola”
de un dimero con el otro, los cuales
estan relacionados por una rotacién
de aproximadamente 90° alrededor
de un eje de simetrfa 2. En este
proceso tanto el CDR1 como el
CDR2 (Asp31 y Asp50,
respectivamente) estan involucrados
en el empaquetamiento de la fibra.
Flamenis 244 ¢.Sam
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Adicionalmente, en el dimero de V.
tos residuos Asp50 y Serd2 de ambos
monoémeros pueden formar puentes
salinos que favorecen la
polimerizacién, debido a que la
simetria 2 de los sitios de interaccién
provoca que la energia libre se
duplique. Se han visto estructuras
consideradas como protofibrillas con
un alto contenido de hojas B, en
poblaciones pequeias y
heterogéneas de  ensamblados
esféricos o tubulares de 2.5-5.0 nm
(Stefani and Dobson, 2003).

Figura 2.3. Modelo jerdrquico de ensamblaje. Imagenes por microscopfa electronica de
(a) un filamento tipico de la cadena ligera SMA, (b) protofibrilla, (c) fibra tipo | y (d)
fibra tipo II. El grosor de cada uno de estos ensamblados es de 2.4 + 0.3, 4.0 = 0.4,

83+0.9 y 59+05 nm,
1999(Ionescu-Zanetti, et al., 1999).

Finalmente se da el empaqueta-
miento de filamentos para constituir
una fibra estable. Gracias a la
superficie del filamento que se
forma, resultado de la rotacién axial
de cada dimero sucesivo, los

respectivamente.
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Tomado de

lonescu-Zanetti, et al,

filamentos pro-amiloides se asocian
de manera antiparalela  por
interacciones laterales. La unién de
dos filamentos adquiere entonces un
didmetro de 10 nm
aproximadamente.
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Figura 24. Muestra el Modelo de autoensamblaje propuesto por Stevens para la formacién de fibras
amilojdeas. A la izquierda se muestra el modelo estructuralk de la fibra que se genera por la asociacién de
“cabeza con cola” de dimeros de dominios variables que interacttan por residuos de los CDRs.

Debido a que la estabilizacion de
la fibra depende de muchas
interacciones intra- e inter-moleculares,
Stevens sugiri6 que aunque el
mecanismo que propone sea de tres
pasos, estos se dan simultdneamente
hasta formar un centro de nucleacién
estable.

Observé también que en las
cadenas ligeras A y k, la mayoria de las
posiciones vinculadas con la formacién
de la fibra estaban distribuidas en la
superficie de la cadena ligera
involucrada en la unién al antigeno, es
decir los CDRs. Las cadenas laterales de
estos residuos se extienden hacia el
solvente permitiendo la interaccién con
otras moléculas en solucién. Propuso
entonces que los  aminoécidos
preferentemente involucrados con la
formacién de fibras no participan en
interacciones del empaquetamiento
interno del dominio Vi y por lo tanto, su
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estabilidad molecular no tendria por
qué afectarse (Stevens, ef al., 1995)

2.2.4 Caracteristicas  estrucfurales de
cadenas ligeras amiloidogénicas

La comprensién cabal de los elementos
estructurales de los dominios variables
es indispensable para abordar los
mecanismos moleculares que subyacen
a la formacién de las fibras amiloideas
por este tipo de proteinas.

Se conoce la  estructura
tridimensional de algunos dominios
variables de cadenas ligeras
amiloidogénicas. El Vi de la cadena
ligera x Bre se ha cristalizado en dos
formas (Schormann, et al, 1995). la
forma 1 Bre, cristaliza como dimero y en
la forma I como dodecamero. Al
comparar Ja estructura de Bre con la
estructura terciaria de la cadena ligera k
no-amiloidogénica Rei (Helms and
Wetzel, 1996), un cambio en la



estructura del asa 4044 que forma parte
de la interfase entre mon6meros en el
dimero normal debida al reemplazo de
la Pro40 de Rei por una Leu en Brel
(Schormann, ef al., 1995). Se ha sugerido
que esta sustitucién puede afectar el
empaquetamiento del dominio Vi con el
C. (Nieba, et al, 1997) y provocar un
cambio en la conformacién de toda la
cadena ligera. En consecuencia, se
propuso que la Pro40 constituye un
motivo que impide la agregacién de Rei
(Wood, et al, 1995, Richardson and
Richardson, 2002)).

La segunda forma de Bre en
dodecdmero, forma una hélice de 12
monomeros de V. (Steinrauf, et al., 1999)
con un arreglo pseudo-hexagonal con
un didmetro de 115 A y un paso de
hélice de 38.8 A por vuelta de 180° con
un cilindro interno de agua.

Con  base en estudios
comparativos de varias estructuras de
cadenas ligeras se observo que el Asp en
la posicién 31 del CDRI y el Asp en la
posicioén 50 del CDR2, tanto en cadenas
ligeras k como en X, estd estrechamente

asociado a la formacién de fibras
(Stevens, et al, 1995). Schormann
encontr§ en BREI variaciones

importantes tanto en los tres CDRS
como en los FR2 y FR3 (Schormann, et
al., 1995).

Por su lado, Huang describié en
la estructura dimérica del dominio
variable A3 Cle, una interaccién de los
dominios V. por 10 puentes de
hidrégeno entre las cadenas principales
del CDR3 y el CDR2.

La estructura de Cle (A3)
muestra que la Glu89 -presente en las
cadenas ligeras A3 y A6, as{ como en
varias k- se encuentra en la interfase
entre dominios variables y parece jugar
un papel importante en la agregacién
(Huang, et al., 1996, Huang, et al., 1996)
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al hacer puente de hidrégeno con la
Tyr36.

2.2.5 Caracteristicas estructurales de los
dominios variables de cadenas ligeras Aba.
Se conocen las estructuras
tridimensionales de dos dominios
variables pertenecientes a la linea
germinal A6a: Wil y Jto!> (Pokkuluri, et
al., 1999), el primero, amiloidogénico y
el segundo, responsable de la formacién
de agregados amorfos.

A partir de la prediccién de la
estructura primaria especificada por los
genes de la linea germinal y con base en
las secuencias de Wil y Jto se realiz6 una
comparacién que reveld6 10 y 9

sustituciones, respectivamente,
producidas por mutacién somaética
(Pokkuluri, et al., 1999).

Los dominios variables de las
cadenas ligeras A6a se distinguen por
varios residuos que ocupan las
posiciones 2, 8, 13, 17, 25, 39, 45, 46, 66,
79 y 80 y que difieren en carga y
polaridad con los de otras cadenas
ligeras A (Figura 2.2).

Ademas, los dominios variables
A6a se caracterizan por la insercién de
dos residuos 66a y 66b, antes descrita.
Las estructuras cristalograficas de Wil 'y
Jto, muestran la extensién de un asa en
el FR3 -provocada por dicha insercién-
que aumenta la superficie adyacente al
CDR1.

Exdsten 3 caracteristicas
asociadas al asa extendida del FR3 y a
su interaccién con el CDR1, a partir de
las estructuras de Wil y Jto (Figura 2.5):

(a) En Jto la Arg68 (66b nomenclatura
de Kabat) mantiene una interaccién

3 Se les nombra de este modo segan las iniciales del
paciente cuya secuencia fue utilizada para clonar el
gene que codifica el dominio variable de la cadena
ligera amiloidogénica.
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i6nica con el Asp en la posicién 29
(en Wil se localiza una Thr) que al
parecer contribuye a incrementar la
estabilidad del dominio, ya que

cuando mutan la posicién 68 en Jto
por una Ser, la proteina se hace
menos estable y maés propensa a
formar fibras.

1 Asa con la

insercién

Figura 2.5 Estructuras de Wil (morado y Jto (naranja) mostrando la interaccién en
stacking entre la Phe2 y la Arg25 en ambas, y el puente salino en Jto entre la Arg6éb

y el Asp29.

(b) En la posicion 25 del CDR1 se

encuentra una Arg en vez de una
Gly (como en la mayoria de las 1), la
cual interacciona en apilamiento
planar (stacking) con una cara del
anillo fenilo de la Phe2 (interaccién
encontrada también en otro tipo de
proteinas (Flocco and Mowbray,
1994, Pokkuluri, et al., 1999).
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(c) El asa del FR3 junto con los residuos

Ser27, Ser29, Asn30 y Leu4, forman
una cavidad hidrofébica dentro de
la cual se localiza la Phe2, y donde la
Arg25 forma puentes de hidrégeno
con los oxigenos carbonilicos de la
cadena principal y su grupo
guanidino se expone al solvente
cerca de la Asn30.
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3 Antecedentes

En el laboratorio del Dr. Baltazar
Becerril, en aras de evaluar la influencia
de la linea germinal A6a en la tendencia
de los dominios variables A6a a la
deposicién amiloidea, construyeron un
dominio variable recombinante a partir
del gene de la linea germinal VA6a -que
codifica los primeros 99 aminoacidos- y
el gene JL2 (Del Pozo, et al., en revisién)
(el cual se ha encontrado con maés
frecuenica asociado a la linea germinal
en su recombinacién para la formacién
de las cadenas ligeras (Perfett, et al.,
2002)) que codifica los 12 aminoéacidos
restantes. Como resultado de Ila
recombiancién de VA6a y JL2 hay un
residuo  adicional entre  ambos
segmentos. De este modo el dominio
variable VA6aJl2 estd conformado por
111 residuos y tiene un peso molecular
de 11952.9 daltones.

Con el dominio variable VA6aJL.2
y algunas de sus mutantes realizaron
ensayos de fibrilogénesis in witro,
evaluando la estabilidad termodinamica
que favorece la formacién de las fibras.
Han demostrado que VA6aJL2 es la
menos amiloidogénica de todos sus

dominios variables mutantes,
incluyendo Wil y Jto (Del Pozo, et al., en
revision).

Con base en estudios

comparativos entre Wil y Jto (Pokkuluri,
et al, 1999), en el andlisis de la
fibrilogénesis evaluada en funcién de
ciertas mutaciones en VA6aJl2 (Del
Pozo, et al., en revisién) y siguiendo la
descripcién realizada por Richardson
sobre las distintas estrategias que las
hojas B despliegan contra la agregacion
(Richardson and Richardson, 2002),
propusieron la existencia de cuatro
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motivos importantes en la estructura de
las cadenas ligeras A6a y que podrian
estar jugando un papel critico en la
agregacién amiloidea:

(a) El N-terminal, ya que en él, la Pro7
permite dar un giro a esta region
que favorece la interaccién de la
Phe2 y la Arg25. En la misma region,
la sustituciéon de la His8 de VA6aJL2
por Pro, produce un aumento en la
estabilidad de la proteina, la cual se
afecta si esta sustitucion se
acompaiia de otra en la posiciéon 2
(F2L o F2S) que compromete la
interaccion entre la Phe2 y la Arg25
(Del Pozo, et al., en revision).

(b) E1 CDR1, debido a la interaccion que
sostiene la Arg25 con el N-terminal
y a que en Jto el Asp en la posicion
29 -en vez de una Ser, presente en
Wil- cambia el caracter iénico de esta
region y forma un puente salino con
la Arg68. Por otro lado, la Gly28 -
tanto en Wil como en Jto- permite el
giro de la Arg25 logrando la
conformacién en bucle del CDR]1, en
vez de en forma de hélice
(conformacién canénica tipo I A, que
presenta una Gly25) la cual se
encuentra en otras cadenas ligeras.
Es por ello que se ha propuesto
podria tratarse de wuna nueva
conformacion canénica (Del Pozo, et
al., en revision).

(c) El asa 56-61 que forma parte de la
interfase entre mondémeros y donde
la Asn6l (presente en Jto) es
remplazada por una Arg (se observa
en Wil) que impide la formacién del
puente salino con el Asp82,
causando una vecindad hidrofébica
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que desestabiliza el dominio
estructural (Bellotti, et al., 2000).

(d) El bulbo Ben el FR4, cuya Glyl100
(en Jto) protruye al solvente e
impide la agregaciéon de las
cadenas B.

La estructura atémica de las
fibras amiloideas es atin una incégnita y
por lo tanto los elementos que le
confieren estabilidad aiin se ignoran. El
caracter estructural de los dominios
variables de cadenas ligeras que
componen las fibras ain no se ha
esclarecido con precisién y por lo tanto,
la naturaleza de las interacciones
capaces de estabilizar una conformacién
del dominio, que promueva un arreglo
altamente ordenado como lo es la fibra,

se han referido sucintamente.
Se han

descrito  varias
generalidades para los agregados
amiloides producidos por distintas

proteinas. Estas han conducido a una
mayor comprensién del fenémeno; sin
embargo, con el creciente desarrollo de
nuevas técnicas analiticas y de
observacién de estructuras moleculares,
es cada vez mas evidente que muchas
de estas generalidades se tornan
absurdas al tomarse al pie de la letra, ya
que se observan claras particularidades
en cada agregado amiloide (Sunde, ef al.,
1997, Plakoutsi, et al, 2004). Las
contribuciones que se puedan hacer
para esclarecer las propiedades de
semejante agregado patoldgico resultan
entonces, de gran trascendencia.

En este  contexto, la
determinacién de estructuras tridimen-
sionales monomeéricas, diméricas vy
oligoméricas de las cadenas ligeras
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amiloidogénicas es de gran ayuda para
la interpretacién de los mecanismos de
formacion de la fibra y su funcién.
Surgié por lo tanto el interés de
resolver la estrucura tridimensional del
dominio variable VA6aJL2, el cual, como
dominio variable prototipo de la linea
germinal A6a pudiera brindar nociones
de los elementos propios de la linea
germinal que promueven o impiden la
formacién de sus fibras amiloideas.
Con este fin, se realizaron los

experimentos preliminares para la
determinacién de la  estructura
cristalogréfica de dicho dominio.

En nuestro laboratorio, con la
colaboracion del candidato a Dr. Luis
del Pozo, se logro cristalizar en distintas
condiciones de Acetato de Na (1.6, 1.8 y
2.0 mM) a una concentracién de 10
mg/ml en un buffer de MES 100 mM a
pH 6.5 (Tabla 2.1). Los cristales que se
obtuvieron mostraron una morfologia
externa muy similar: todos eran barras
con extremos distintos, ya fuera en
forma piramidal o en é&ngulo vy
representaron tres formas cristalinas
distintas.

Estos cristales se difractaron en
el Laboratorio Universitario de
Estructura de Proteinas ubicado en el
Instituto de Quimica de CU y en la linea
X6a NIGMS del Sincrotrén de
Brookhaven (National Syncrotron Light
Source (NSLS) ) (Tabla 2.2).

El procesmiento preliminar de
los datos de difraccién de cada cristal,
se realiz6 en tres grupos espaciales
P4,22, 14422 y P2;, a una resolucién de
25,20y 22 A, respectivamente (Tabla
2.1).
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Vi6aJl2 Cristalizacion Grupo Espacial | celda unitaria Res. Max
1 |cristal forma [ Acet.Na1.8 M* P4(1)22 70.97 70.97 95.1 25
90 90 990
2 |cristal forma I Acet.Nal4 M* P2(1) 68.55 101.64 71.21 22
90 91.2 90
3 cristal forma Acet. Na 2.0 M* [4(1)22 73112 73.112 93.11 1.9
i 90 90 90
V16aJ1.2-H8P
4 | cristal forma [|20% NaH2PO4 80% K2HPO4 P2(1) 40.94 85.50 69.15 22
1% PEG 400 90 912 9%

Tabla 2.1. Muestra las condiciones en que se obtuvieron cristales de VA6aJL.2 y de su mutante H3P,
asi como la resolucién méxima a la que difractaron y sus propiedades de simetria.* Fueron
cristalizadas en MES 100mM pH6.5 10 mg/ml de proteina. LA resolucion méxima estd dada en A.

Vai6aJL2 VA6aJL2-H8P

Forma 1 Forma I Forma III Forma I
Datos de difraccion P4122 P21 14122 P21
Detector ADSC 210 CCD Raxis [I-C RAXIS O-C ADSC 210 CCD
Longitud de onda 0.9795 1.5418 15418 0.9795
Rayo 106.76 101.28 9987 9729  99.791 97.105 106.76 10128
Distancia 230.034 99.997 100 230.0340
Grados de difraccién
Mosaicidad 064 1.16 0.64

Tabla 2.2. Se muestran las variables involucradas en el experimento de difraccion. Los cristales |
de VA6aJL2 y VA6aJL2-H8P se difractaron en el Sincrotron de Brookheaven, y los de las formas II

y Ol de VA6aJL2 en el LUDP.

Durante el desarrollo de ésta
tesis, la Dra. Lilian Segura cristalizé la
mutante  VA6aJl2-H8P en 20%
NaH2PO4 80% K2HPO4 1% PEG 400 y
se obtuvieron cristales con una
morfologia externa en forma de barras
muy delgadas como laminas dobles
encastradas que sin embargo, se

pudieron difractar exitosamente. La
difraccién se realiz6 en la linea Xé6a
NIGMS del Sincrotrén de Brookhaven
(Tabla 2.2).

Los datos de difraccion del
cristal de VA6aJl.2-H8P brindaron una
resolucién méxima de 2.2 en un grupo
espacial P2, (Tablas 2.1).
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Objetivos

Objetivo General

Determinar la estructura cristalografica
del dominio variable recombinante de la
linea germinal A6a, VA6aJL2 en busca de
una explicacion a las propiedades
estructurales que conducen a la
formacién de fibras por este tipo de
proteinas.

Objetivos Particulares
1) Determinar la estructura
cristalografica del dominio

variable VA6aJL2.

2) Explicar la naturaleza estructural
de los dominios variables de
cadenas ligeras de

4 Metodologia

inmunoglobulinas de la linea
germinal A6a que forman fibras
amiloides.

3) Proponer un mecanismo de
agregacion en fibras del dominio
variable VA6aJL2 a partir de sus
caracteristicas estructurales.

4) Determinar la estructura

cristalogréfica de la mutante
VA6aJL2-H8P

5) Reconocer las diferencias
estructurales entre VA6aJlL2 y
VA6aJL2-H8P y plantear sus
implicaciones en la formacién de
agregados fibrilares.

4.1 Procesamiento de datos

Integracion y auto asignacién de indices
(autoindexing).

Los datos de difraccién se integraron
con el programa MOSFLM (Powell,
1999). En primer lugar, se determina la
simetria del cristal, las dimensiones de
la celda unitaria (por la auto-asignacion
de indices de Miller) y se establece el
grupo espacial evaluando las ausencias
sisteméticas 'de las difracciones
medidas. Posteriormente, se hace un
pre-afinamiento de los pardmetros de
deteccién: distancia del cristal al
detector, la orientacién del cristal y la
mosaicidad.

En el siguiente paso, se integran
las intensidades difractadas calculando
la parcialidad o totalidad de Ilas
reflexiones. Este proceso condujo a
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algunos ajustes tanto en las dimensiones
de la celda como en la resolucién
maxima a la que se podia trabajar con
los datos de difraccién de los cuatro
cristales.

Ordenamiento y determinacion de_escalas
relativas (Sorting y Scaling)

Para poder hacer una comparacion de
las reflexiones relacionadas por simetria,
las reflexiones tienen que ser
posteriormente ordenadas segin sus
indices de Miller y expresadas en una
unidad asimétrica en el espacio
reciproco. A continuacién, es necesario
dar una escala comin a todas las
imagenes de difraccién obtenidas, lo
cual permitird evaluar la simetria
asignada a los datos y la calidad de los
mismos.
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Los procesos sefialados en el
parrafo anterior se realizaron con los

programas Sort y Scala,
respectivamente, del grupo de
programas CCP4 (Computational

Collaborative Project 4) (CCP4, 1994).

4.2 Construccién
tridimensional

del modelo

Obtencidn de fases por Reemplazo molecular
El modelo utilizado para realizar el
reemplazo molecular fue la estructura
cristalografica de Wil (cédigo de PDB:
1cd0) (Pokkuluri, et al, 1999) (una
variante particular del Vo de la linea
germinal A6a con una identidad de
89%). El reemplazo molecular se realiz6
con el programa CNS (A.T.Brunger,
1998) para el caso de VA6aJL2 en P4, 22 y
P2;. En el caso de VA6aJL2 en 14,22 y de
la mutante VA6aJL2-H8P en P2;, el
reemplazo molecular se realizé con el
programa MOLREP de CCP4. Se realiza
a priori un anélisis de Mathews, a partir
del peso molecular de la proteina, la
simetria del cristal y el tamafio de la
celda unitaria, que calcula el nimero de
moléculas que constituyen la unidad
asimétrica dentro de ella, considerando
que haya aproximadamente 50% de
solvente.

Afinamiento del modelo

Los ajustes manuales necesarios para
acoplar el modelo en su mapa de
densidad electrénica y la biasqueda de
ligantes, se realizaron con los programas
de visualizaciéon y ajuste O (T.A. Jones,
1990) y COOT de CCP4 Molecular
Graphics Project, con mapas de densidad
2fo-fc a 1o y los mapas de diferencias fo-
fc a 2.5 y -2.5 0. Las minimizaciones y
ajustes de los factores B asi como la
basqueda de moléculas de agua se
realizaron con el programa CNS. Es
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importante considerar, antes de realizar
el afinamiento, la relacion entre los
datos observados y los parametros a
medir (4 por cada atomo (x,y,z y el
factor B) en un afinamiento isotrépico?®).

Validacion del modelo

La validacion de la geometria del
modelo se realiz6 con base en el gréfico
de Ramachandran!’ y por medio de las
desviaciones medias cuadradas (rmsd
por root-mean- square deviation) de las
longitudes de enlace, é&ngulos vy
conformaciones se evalué el
cumplimiento del modelo de las
restricciones fisicoquimicas aceptadas.
Por otro lado, la validacién de 1la
concordancia del modelo con los datos
experimentales de difraccién, se realizé
por los criterios establecidos por
Briinger: factor R18 y factor Reee!%; asi
como la figura de mérito del modelo
(FOM por figure of merit). Se
consideraron buenos estimadores de

16 Por lo general , debido a los limites de resolucion se
construyen modelos en los que se considera el
desplzazamiento atémico como una nube de
electrones uniforme en todas direcciones
(isotrépica).

17 Permite identificar regiones del modelo con
conformaciones que violen los dngulos permitidos
¢~y para cada residuo.

18 E] factor R esta dado por

R= X% F. k1

-E k1

Ziit | Fobs

(hiD|

Mientras menor sea este indice, mayor es la

congruencia entre el modelo y los datos

experimentales. Su valor ideal se encuentra entre
valores de R € 20-25%. Durante el reemplazo

molecular se aceptan valores de 40-30%.

19 E] valor Ree se calcula con un conjunto reducido de
reflexiones (generalmente de 5-10%) que se excluyen
ab initio del calculo del factor R y que son omitidos de
la construccién del modelo:
Réree= Znklet | [ Fobe (k1) - Feale (R kD] |
T ZhkieT |Fobs (R K1) | ,

Este indice evaldia el ajuste del modelo sobre un
conjunto de intensidades cuantificadas que no se
incluyen en el afinamiento. Previene del sobre
ajuste de los modelos.



)

fases iniciales valores de R< 3040%, y
como indicadores de un modelo que ha
llegado a la convergencia, valores de R <
20-25% y de Reree que no discrepara del
R en mas de 5 puntos porcentuales.

4.3 Andlisis comparativo de los
dominios variables

Los alineamientos de secuencia de
cadenas ligeras Ase realizaron con
ClustalW. La busqueda de secuencias
homoélogas de VA6aJL2 se realiz6 con
BLASTP contra la base de datos de
secuencias no redundantes usando el
servidor de la Kioto Enciclopaedia of Genes
and Genomes (KEGG), con un valor de
corte de €*10-% y contra la base de datos
del Protein Data Bank (PDB).

Con el programa O se realizaron
las sobre-posiciones de los dominios
variables de distintas lineas germinales
con los que se trabajo: A3 Fab Hil (8fab),
Al Loc (3bjl) (Schiffer, et al., 1989), A2
Mcg (1dcl) (Huang, et al., 1996), A3 Cle
(1l1) (Huang, et al.,, 1996), x Bre (1bre)
(Schormann, et al., 1995), A6 Jto (1cd0) y
A6 Wil (2cd0) (Pokkuluri, et al., 1999).
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El andlisis de los contactos
cristalinos y el calculo de las superficies
de contacto se realizaron con el
programa CNS. La representacion
gréafica de la proteina se realizé con los
programas O, COOT, y VMD
(Humphrey, et al., 1996).
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5 Resultados

5.1 Procesamiento de los datos de
difraccion

Se  resolvieron tres  estructuras
tridimensionales por cristalografia de
rayos X de la proteina recombinante
VAi6aJl2 y una de la mutante Vi6éaJl2-
HB8P (Tabla 2.1).

Los valores estadisticos del
procesamiento de los datos de VAi6aJL2
en tres formas aistalinas distintas
describen un procesamiento correcto
con buena calidad de los datos en los
grupos espaciales atribuidos y a las
resoluciones especificadas en la Tabla
5.1. El Rumerge €5 bajo (por lo general es
dificil que sean menores a 1% (Leslie,
1999) se encuentran siempre en el
intervalo de 2 y 3%), el 1/ es alto, es

dedir las intensidades son distinguibles
del ruido de fondo en el detector de la
difraccién, la integridad es mayor al
90%, por lo que se tienen datos de casi
todo el cristal, la multiplicidad, es decir
cuantas veces se obtuvo cada
observacién, es alta también y la
relacién datos-pardmetros muestra es
suficiente para proceder a un correcto
afinamiento. En el tnico caso donde se
encuentra por debajo del limite es en el
de P4 22 (Tabla 5.1) (Es necesaria por lo
menos una observadén y media para
calcular cada parametro). El detalle de
los modelos construidos del dominio
variable VA6aJl2 y su mutante H8P es
hasta un limite de resolucion de entre 2
y 25 A,

Va2 VitalL2-HSP
Datos del procesamiento Forma 1 Forma 11 Forma I11 Forrmu [
Grupo Espadal P4122 P21 4122 P21
Celda a 709707 683007 73.112 40.94

b 70.9707 101.584) 73112 85.4951

¢ 95.1197 7139 93.106 69.1519

a 990 90 %0 90

B %0 91.1926 % 91,2029

y 90 90 90 90
Intervalo de Resoludén (16760 25 AY (T017-22004)  (17.418-25A) (36.911- 23A)
Na de reflecciones 8435 42900 8868 20860
Na. de refleccioncs rechazadas 52/7025% 93/10248) 1734708 1/38262
Rmerge 0.065 (0.349) 0.078 (0.228) 0.122 ( 0.199) 0.044(0.126)
Va 8.96 (2.0) 637 (3.0) 53(3.6) 10.2(4.8)
Integridad (%) 99.6 (100.0) 91.6(88.9) 97.2(99.8) 853(66.4)
Multiplicidad 79 (82) 23(23) 48(53) 1.9(1.8)
Factor B segtin el Wilsooplot 50.578 5 10.80 24381
Maolkéculas por anidad agimétrica 2 8 1 4
Naobsery ac/Na pard metros 2 me dir (is0) 126 1.60 264 1.55

Tabla 5.1. Integracién de los datos de difraccén de las Lres formas cristalinas de VA6a[l12 y su
mutante VA6aJ[2-H8P.* Para el caso de la forma [ se muestran los valores estadisticos del
procesamienlo final de log datos ya que existieron algunos problemas que se describen en la

seccién correspondiente.
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5.2 Construccién del modelo
cristalografico de VAbaJL2 y su
mutante VA6aJL2-H8P

5.2.1 Obtencién de fases por Reemplazo
Molecular y construccion del modelo.

El reemplazo molecular para obtener las
fases de los tres conjuntos de datos de
VAbaJL2 y del conjunto de datos de su
mutante HB8P, se realizé con el
programa CNS utilizando como modelo
el dominio variable Wil (Pokkuluri, et

esta razén durante el reemplazo los
coeficientes de correlacién, asi como los
valores de R, mostraron una buena
correlacién del modelo con los datos de
difraccién (Tabla 5.2) que se refleja en
valores de R de alrededor de 40%. El
anélisis de -Mathews para cada grupo
espacial permiti6 conocer el nimero
probable de moléculas en la unidad
asimétrica: en el caso de P422 se
encontré un dimero, en el caso de P2; un
octdmero y en el caso de 14,22 un

al., 1999) que presenta una identidad de monémero (Tabla 5.2).
89% con nuestra proteina problema. Por
Vi6aJl2 V6aJL2-H8P
Analisis Mathewa Forma [ Forma 11 Forma IIT
PM 11953 P4122 P21 14122 P21
No. mol/ u.asim 2 8 1 4
Coef. Mathews 25 28 26 26
% solvente 50.87 55.6 524 524
Reearplazo Molecular
R-factor 0.408 0.454 0427 0438

Tabla 5.2. Muestra los distintos valores que determinaron el reemplazo molecular para cada
forma cristalina de VAi6aJL2 y de su mutante V2 GaJL2-H8P.

5.2.2  Afinamiento
fridimensionales
Se afin6 el modelo generado por
reemplazo  molecular por ciclos
iterativos de minimizacién y ajuste de
factores B, alternando con ajustes
manuales sobre el mapa de densidad
2fo-fc a 1o y corrigiendo el modelo en
funcién de las densidades positivas (a
250) o0 negativas (a -250) que
presentara el mapa de diferencias fo-fc.
En el caso de VA6a]JL2 en sus tres
formas cristalinas las regiones que
mostraban menos densidad electr6nica
fueron los residuos del N-terminal como
el C-terminal (1-3 y 103-107), las cuales
siempre presentan un derto desorden.
Llamé la atencién que los residuos 7-8,

de los modelos
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4042, 92-95a, 24-28, 61-69, algunos de
ellos distintivos de la linea germinal,
presentaban también poca densidad
electrénica; sin embargo, como se vera
en las siguientes secciones, al aplicar
distintas tecnicas -como el templado
simulado- esta circunstancia pudo
superarse  obteniendo  densidades
electronicas en las qregiones en que
hacia falta. Por lo tanto, los valores de R
Y Reee @ lo largo del afinamiento
reflejaron una correcta consecucién del
ajuste (Tabla 5.3), el cual condujo a la
construccién de un modelo final con
valores de R de alrededor del 20 % para
VabaJL2 y de 19% para VA6aJL2-H8P y
valores de Rywe de alrededor del 23% y
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del 22 %, respectivamente, con valores

casos.
de FOM mayores a 80% en todos los
VasafL2
Estadiatics de) Modelo Forma | Forrma 11 Forma LIT V16a)L2-HSP
Minimjzacién de cuerpo Rigldo Roays  034+43(04101) 034 033658 0.3621(0.4230)
Rfree  03622(0.4366) 03457 0333 0.3607(0.4000)
Proceso de Templado (Ti=2500K) Rerys 0.26% 0.2563 03145 0.2577(0.2737)
Rfree 0313 0.2946 03735 0.3089(0.3388)
Modific. manuales y Bisqueda de lig Reyst 0.2432 02456 02562 0.2309%0.2266)
Rfree 0.2885 0.2813 0.2007 0.2817(0.2523)
Bheaqueda de aguas Reyst 02314 (0.3261) 02230 (036%)  0.2394(.269%0) 0.20&(02111)
Rfree  0.2868 (03606) 0.2646 (0.3838) 0.2682(03483) 0.2740 (0.2819)
Reryet, mejor modelo tsatréplco 0.2093 (033) 0.2004 (0.24) 0.2123 (0.25) 0.197(0.20)
Rfree, mejor modelo Isotrépics 02354 (0.44) 0.23%0 (033) 026003 (0.33) 0229%0.26)
FOM 0.82 0.6217 088 0.84
No. Atomoe de proteina en Ja unidad asimetrica 1680 6720 840 3360
No. de lones acetato en la unldad asimérerica 1 0 0 0
Na. de Atomoa de solvente en la unidad asiméirica 31 2107 4 - 196
rmsd de Ls Jongitud de enlace (A) 0.0 0.021 0.07 0.025
rmad del ingulo (grados) 2184 1.931 2285 214
Residucn en lag regiones nicleo ¢y (%) 97.75 97.41 9550 99.1
Reaiduca en regiones no permitidas (%) 225 259 450 0.9

Tabla 53. Se espexifican Jos pardmetros de validacion de los modelos estructurales construidos para
V1.6a]L2 y VibaJl2-H8P. Los criterios geométricos de validacién de los distintos modelos, muestran un
correcto ajuste a las resoluciones méximas en que se trabajo en cada caso.

5.2.3 Particularidades del afinamiento del
modelo dimérico de la Formal en P4,22
Como ya ha sido mendonado, durante
el afinamiento se examina el ajuste del
modelo sobre el mapa de densidad y las
decisiones de modificacion se toman en
funcién de la informacién que brinda el
mapa de diferencias. Este dltimo
muestra las regiones donde el modelo
no explica los datos, ya sea porque se
coloca parte del modelo donde no debe
existir (muestra pidos de densidad
negativa en o) o porque haya regiones
donde sea necesario agregar algo al
modelo (muestra regiones de densidad
positiva).

Al revisar los picos de densidad
electrénica positiva, se vio que la
mayoria correspondian a moléculas de

agua (todos eran de alrededor de 30)
faltantes en el modelo; sin embargo, se
encontr6 uno en partcular cuya
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densidad era muy grande (alrededor de
50) y se crey6 podria corresponder a
una molécula de MES proveniente del
liquido madre. Al incluir esta molécula
en el modelo, en dos conformaciones
distintas por separado 0 con
conformaciones alternas, los valores
estadisticos de! modelo empeoraron
(Tabla 5.4). Adicionalmente, el mapa de
diferencias, mostraba densidades
negativas donde se habia colocado el
MES. Esto evidenciaba que no existia tal
molécula en el cristal.
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P4,22 ’ R Rpee
Kjustes 0.2471 0287
manuales
C/MES (1) 0.2498 0888
C/MES (2) 0.2471 0.2908
0.2501 0.291
C/MES dos
confarmaciones
Con P04 0.2306 0.2846
Con P4 y H20 0.2308 02886
C/33 520 0.7325 0.2908
Con PB4 0.2297 0.288
parciales
Con Acetato 0.2431 0.2885
ConActy 31 0.2314 0.2863
H20

Tabla S4. Valores estadisticos de loes modelos de
Vi6afl2 con MES, PO4 y Acet duranie los
afinamientos. C/MES (1) se reflere a una conformacién
del Mes y (2) 2 otra. C/MBES con dos conformadones, se
refiere a la Incorporacién a) modelo de las dos
conformaciones que  hebfan  sido  evaluadas
independientemente, pero ahora con ocupaciones
parciales de 0.5 cada una ) PO4 también se evalué con
conformaciones parciales de 0.5

La localizacién del pico de
densidad positiva en que se habia
colocado el MES coincidia con un eje de
simetrfa, por lo que gran parte de esta

densidad podia deberse al ruido
generado por pequefos errores en el
tamanio determinado para la celda
unitaria. Se propuso entonces que
podria tratarse de una molécula més
pequenia que no incluyera el pico sobre
el eje sino s6lo los picos laterales
intensos que exist{an y se coloc6 en esa
posicién una molécula de fosfato en el
modelo. Los resultados fueron claros: no
se  obtuvieron  mejores  valores
estadfsticos de validacién del modelo y
la  densidad  negativa  aparecfa
nuevamente. Fue entonces que se opt6
por ubijcar en esa posicién una molécula
de acetato de sodio, también
proveniente del liquido madre y que
posee menos electrones. Esta decision
ayudé a optimizar el modelo (Figura
5.1), ya que los valores estadfsticos
mejoraron y ya no aparecfa ninguna
densidad negativa en la zona (Tabla 5.4

y Figura 4.1).

8 & 100

No. de residuo

Grifica 4.1 Muesta comparativaments Ja tendencis de los factores B en &) mondmero A (rojo) y &t B (azul) del modelo
din¥érico final. El menémero A muestra valores B menores y es prabable que se deba a 12 asociacidn del i6n acetato »

este mondmero.
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Figura d.1. (A} y (B) Mussmran densldad slectsonics &n rojo Qo comesponde al pico negetive a 560 en = maps de
diferencias fo-lc en donde so habla colocado o fosfalo. Vista frontal y lekeral respectivamenie. () v (D) Musstran la
desaparicién del pico negativo &l ublcar un acelalo en aa posicion. Mikess que kb densidad electranica dal mapa de
densidad Ho-ic (azul] a To s ha ajustado con las fases del aosiato y por ello desaparece la densidad negafiva,

La molécula de acetato se
encuentra coordinada con el mondmero
A en la regitn del asa B0-84. Esta unidn
puede ser que estabilize al mondmero
completo, ya que en su densidad
electrénica no se encuentran tantas
regiones discontinuas como en el
mondmero B y los factores B del
mondmero A son mas bajos (Grafica
4.1).

5.2.4 Particularidades del afinammento del
modelo ockamérico de la Forma [l en P2,

Al ajustar el octimero del modelo
construido en el grupo espacial P2y, fue
evidente que las zonas mas
problematicas eran las mismas que en el
caso anterior, La dnica diferencia real
radicaba en que el asa 9195
correspondiente al CDR3, solo
presentaba una densidad electrénica
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continua en el mondmero A pero no en
el resto.

Para lograr obtener en esa zona
del modelo una densidad positiva en el
mapa, se realizé un proceso de
templado simulado (simulated annealing)
para el asa de cada monoémero, Este
procedimiento consiste en: 1) omitir los
aminoicidos dudosos del cilculo de las
fases y 2) provocar un calentamiento del
sistemna en que se encuentra la proleina
para lograr sacar al modele de un
minimo local -al que se encuentra sujeto
debido a la asignacion de las fases del
reemplazo molecular- para lograr que
llegue a otro minimo local que nos
permita  modificar la  densidad
electronica en funcién de las fases del
modelo correcto. Con base en esta
aproximacién, se pudo reconstruir el
CDR3 en los monémeros B-G (Figura
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5.2), pero no en el mondémero H, el cual traduce en una elevacion de los factores
no mostré mejora alguna en la densidad B en esa region (Grifica 5.2).
electronica de esa region, lo que se

Flgura 5.2 Muesira en (o) ol mapa de denaldad electrdnica 2io-ie segmenindo (amarilio); en
rajo s¢ mussira la donsidad electrdnica del mapa fo-ic generado por simfoled auealing, of
cudl muestra por donde debe condtrulrse & modelo, S observi como ¢ modelo arlginal
del CORS (magenia) boma wna dinsccldn coniraria s la que sugiens la denshilad slecirdnica
del glminbsled arnealing: ccupando s posicidn que [s 125 tomaria en su modslo cormectn,
(b} En amarillo se observa el modelo correcio del CTYRD sobes o nuows maps Hosic.

Foavra B

E N B B BN E @ B

=] ol PiE LE-]
Ma g g e

Grifica 51 Mussirs comparativements s wendencis de los fsctors B en oada mondeern del  modeis
octamitico finel que constitaye s forme orisoding (Ph). Mondmero A [rojo). mondmero B (nenemja),
Mlondmere O [wende), Mondmero D jmorsdo). Mondmero E (rmsa). Mondmern P jar] cielo), Mondmero L
ihila), Monderwin H (el marino). Esie dltims mosstra una ehevackdn sustancial de yos valores de B en la regidn
197 que s traduce en une pobre denabdad electronica
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5.2.5 Particularidades en el procesamiento
de los datos de difraccion y afinamiento del
modelo generado de la Forma 111 en 14,22

Durante el procesamiento de los datos
de difraccién del tercer cristal, estos
mostraban irregularidades en el gréfico
de Wilson a resoluciones mayores a 2.5
A (Figura 43). Dicho grafico debe
mostrar un ajuste lineal del logaritmo de
escalamiento de las intensidades en
funcién de la resolucién. Cualquier
desviacién de esta recta sugiere una
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revision de los datos, es decr un
reprocesamiento de los distintos grupos
espaciales y/o a distintas resoluciones
que eliminen los problemas en dicho
grafico. El efecto que este problema
podria acarrear, se hizo evidente al
afinar el modelo, incluyendo en el
proceso, los datos en la resolucién
maxima que ostentaba el conjunto de
datos, o los datos entre 25y 2.0 A.

S SRt TR NG PR PP Py PR Pl
1y i » 1’ M i n

snly}

Figara 5.3. Gréfico de Wilson de los datos de los datos de difraccién de la forma cristalina 3 en el grupo espacial [4:22.

Con ayuda de MOSFLM se
integraron los datos de difraccién del
tercer cristal en cuatro grupos espaciales
distintos que fueron, en orden
ascendente de simetria: C2, F222, 1212,
e [4,22. El procesamiento de los datos en
estos grupos espaciales mostraba por lo
genmeral wvalores estadisticos que
permitian pensar que los datos pudieran
pertenecer a cualquiera de ellos (Tabla

4]

4.5). Esto implica que si no existen otros
indicios de error, el conjunto de datos
tiene el grupo espacial de mayor
simetria dentro de los anmalizados; no
obstante, el grafico de Wilson siempre
mostré irregularidades, lo que en
realidad hizo dudar mucho de la
calidad de los datos de difraccién de ese
cristal.
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La revision de los datos de
difraccién en distintos grupos espaciales
y a una resolucién méaxima de 2.5 A,
puede conducir a algunos problemas
durante la determinacién de la
estructura:

1) Por lo general las reflexiones a
resoluciones mayores a 25 A son las
mas informativas a pesar de ser las mas
débiles, por lo cual se busca siempre
alcanzar resoluciones altas. En este caso,
a pesar de contar con reflexiones hasta
2.0 A no resulté conveniente utilizarlas
debido a los problemas que presentaban
segun el grafico de Wilson. Otra
evidencia clara de éstos fue que cuando
se intent¢ afinar los modelos a
resoluciones arriba de 2.5 A (incluyendo
hasta 2.0 A) los valores estadisticos de
prueba mostraban que el modelo ya no
estaba explicando bien los datos (se
ahondaré en estos aspectos en péarrafos
subsiguientes). En este caso, en vez de
brindar més informacién, la oscurecian.

2) El procesar los datos en
distintos grupos espaciales (diferentes a
aquel sugerido durante la estrategia de
colecta) condujo a que en algunos
grupos espaciales las oscilaciones
colectadas no fueran suficentes para
obtener todas las reflexdones que por
simetria generarian todo el cristal. Esto
provocd cambios considerables en la
integridad y en la multiplicidad de los
datos a medida que disminufa la
simetria del grupo espacial que se
utilizaba (Tabla 5.5).

El afinamiento del modelo en
todos los grupos espaciales propuestos
para los datos de difraccién de este
cristal, no procedi6 adecuadamente al
utilizar las reflexiones a resoluciones
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mayores a 2.5 A. Los valores estadisticos
del modelo: el R y Riee no bajaban de
manera conjunta <omo es de esperar
durante un correcto afinamiento- y en
algunos casos aumentaban, ya fuera de
manera conjunta, o simplemente el Réee
comenzaba a mostrar sobre-afinamiento
(sube el Reee mientras baja el R) (no se
muestran datos).

El afinamiento a 2.5 A en los 4
grupos espaciales permiti6 obtener
mejores modelos que los que se habian
generado a resoluciones mas altas. No
obstante, la disminucién en el nimero
de reflexiones asequibles a esta
resolucién, afectaba considerablemente
la relacién datos/parametros y por lo
tanto, la informacién que se podia
utilizar para la construccién del modelo
(Tabla 5.6).

El nico grupo espacial en el que
la relacion datos pardmetros a una
resolucién de 2.5 A era suficiente para
claclular los pardmetros necesarios para
la construccién del modelo (Tabla 5.1), y
donde el afinamiento pudo proceder
adecuadamente, fue en 14,22 (Tabla 5.3).
Otro indicador de que resolver la
estructura en este grupo espacial
llevarfa a un modelo correcto de la
estructura en el cristal, fue que en todos
los grupos espaciales, el arreglo
cristalino estaba caracterizado por una
simetria 41 (como el que se observa en
las figuras 5.3 y 5.4). Para usar los datos
con menor simetria se hubiera
necesitado  wsar  simetrias  no-
cristalograficas; sin embargo el hecho de
que en todos los grupos espaciales los
datos (y las soludones de reemplazo
molecular) coincddan, asi como la
estadistica de los errores de medida, es
evidendia de que el grupo correcto (con
la calidad que se obtiene en todos) es el
de mayor simetria, es decir [422.
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V16aJ12 Forma Il
Datos de procesamjento Procesamientol Procesamiento 2 Procesamlento 3 Procesamiento 4
Grupo Espacial 14122 R1IAN 2 e}
Celda ; a 73.112 93.126 93.125 93.1267

b 73112 7313 103.3383 103.4846

[3 93.1056 73.088 103.53-46 69.5551

o 50 90 %0 90

B 20 % 20 1320102

y 90 %0 %0 90
[ntervalo de Resolucién (17418 -19A)  (21229-1.800A)  (25.820-1.9A)  (19.811-21 A)
No. de reflexiones 8934 12090 {5110 20058
No. de reflexiones rechazadan 2/47770 0/27731 0/36773 0/38504
Rmerge 0.130( 0.331) 0.090 (0.222) 0.119(0.391) 0.088 (0.222)
Yo 53(23) 83 (3.5) 64 (1.9) 82(35)
Integridad (%) 97.2(84.1) 89.4 (87.8) 71.7 (59.9) 8.2 (73.0)
Maltiplicidad 48(3.1) 24(22) 26(1.7) 20(18)
Factor B segtin el grifico de Wilaon 10.821 12895 9.166 13.456
Moléculas por uridad asimétrica 1 4 2 4
No.obaervaciones/No.parAmetros a medir (iso) 266 0.90 225 1.49

Tabla 5.5. Datos de integracion del lercer cristal en cuatro grupos espaciales distintos.

La estructura se resolvi6 en este
grupo espacial. Por otro lado, los valores
estadisticos de prueba de los modelos
resultantes de los ciclos iterativos de

afinamiento en este grupo espacial,
muestran una mejor coincidendia de los
datos de difraccién obtenidos con el
modelo generado (Tabla 5.3).

Datos de procesamiento 19122 man 222 c2
Intervale de Resolucién (17418-25A)  (21.229-25A) (25.820-25A)  (19.811-25A)
No. de reflexiones 8934 12090 6203 11179

No. de reflexdones rechaza 1/34708 0/27731 0/36773 0,/38904
Rmerge 0122 (0.199) 0.090 (0185) 0.119(0.195) 0.0.88 (0.167)
Vo 53 (3.6) 83(42) 6.4 (4.0) 8.2(4.6)
Integridad (%) 97.2(998) 89.4 (91.1) 71.7 (75.3) 63.2 (70.5)
Multiplicidad 48(53) 24 (23) 26(23) 20(20)
Maléculas por anidad asimétrica 1 4 2 4
No.observaciones/No.parametros a medis (lso} 266 0.90 0.92 0.83

Tabla 5.6. Muestra los resultados del procesamiento de los datos
del cristal [ en tres distintos grupos espaciales.

5.2.6 Particularidades del afinamiento del
modelo tetramérico de V A6aJL2-H8P en P2,
En el procesamiento de los datos de
difraccién del cristal de VA6aJl2-H8P

también se observaba un gréific de
Wilson con pequerias irregularidades a
altas resolcciones; sin embargo, éstas no
afectaron la calidad de los datos. El
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solo requirié ajustes en el N y C-
terminal y en los residucs 13,16, 82-86,
9 y98. El ajuste del modelo al mapa de
densidad legt a convergencia, a pesar
de que los valores estadisticos no
w bajas considerables (Tabla

Factor H

cxaEEEEERERE

A partir de los valores que los
criterios estadisticos que wvalidan los
modelos generados, se considera que
éstos legaron & convergencia vy
permiten observar con un detalle
atémico de resolucion de 2-2.5 A las
propiedades estructurales de los
dominios variables, las cuales serdn
descritas en la seccién 5.4.

: _I .' ’ Ir‘__: |r :"

—
10

nosesidon

Grifica 5.3, Muestra comparativamenie los factores B de cada monémero de VisalL2-HEP en ol modelo final.

5.3 Tres grupos espaciales un
mismo empaquetamiento helicoidal

El empaquetamiento cristalino de
Visall2 muestra lagunas
particularidades que resulta interesante
resaltar en esta seccién debido a las

pmpﬁadumﬂoﬁoskmdd

EI wdmlmium cristaling del
dominio variable VisaJL2 se da en un
arreglo helicoidal con simetria 4, (Figura

53 y 54), en todos los grupos espaciales
en que se resolvid su estructura (adn en
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todos aquellos donde se procesaron los
datos del tercer cristal). En el caso de
PLHLE e 42 como simetrias
nﬂnhgrﬁﬁmymdmﬂdtﬂm

simetrias no-cristalogrificas.
Esta hélice cristalina estd formada

por una repeticion de dimeros de
dominios variables a lo largo de su eje
de paso, relacionados por la simetria 4,
(Figura 53 y 5.5). Como se verd en la
seccidn 55, la naturaleza de estos
dimeros es muy similar a la de los
dimerosV V.



Figura 5.3, Paso de ban hilices cristalinas formadas por Vidall2 a lo largo del e Z en P22 f3) & 1412
) y cari la desviacidn de 45* con respecic al ee de P2,

En el contexto en que se enmarca
este trabajo, ¢l hallazgo de la hélice de
Vi6aJL.2 en todas sus formas cristalinas
condujo a la formulacién de varias
preguntas: JEl arreglo helicoidal es
consistente en los tres grupos espaciales
en que se observa? ;los contactos
cristalinos que se generan para
constituir  tal  arreglo  podrian
interpretarse como posibles contactos
que se generen en las fibras patoldgicas
que producen este tipo de proteinas?
iExiste alguna coincidencia entre las
dimensiones de esta hélice y las

i que presentan los estadios
prefibrilares?

Para responder estas preguntas
se evaluaron por varias vias las
similitudes entre los  ameglos
helicoidales en cada uno de los grupos
espaciales. Se realizb en primer luger,
un andlisis de las autc-rotaciones que
explican las simetrias que las reflexiones
mantienen  independientemente  del
modelo. Este andlisis evidencid la
periodicidad de simetria 4 en uno de los
€jes en cada uno de los grupos

espaciales (Figura 54.) y las simetrias
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correspondientes al amreglo dimérico
alrededor de un eje de simetria 2.

Pasteriormente, con el afin de
evaluar la desviacion que pudiera tener
cada dimero como una unidad, con
respecto al eje de la hélice, se realizé una
sobre-posicién de cada dimero con el
inmediato a lo largo de ésta. La relacidn
de las matrices de rotacidn se encuentra
en el Cuoadro 6.1. Esta mformacién
sugiere que en los casos de Ph22 e 14,22
no existe ninguna desviacidn de fa
hélice con respecto al eje por el cual
pasa, ¢l eje Z. En lo que respecta a la
hélice presente en el grupo espacial P2,
se observa que la desviacién que ésta
muestra con respecto al eje Z es de 45°
(Figuras 53 y 54 y Cuadro 51), esma
desviacion también es evidente a [a Juz
del analisis de las auto-rotaciones de las
reflexiones de este grupo espacial
(Figura 5.4.d) y al ver que la orientacién
de los dimeros difiere con respecto al eje
de las hélices P4y 22 ¢ 14922 en 4°.

Para comparar la disposicion de
los dimeros a lo largo de la hélice se
sobre-pusieron las hélices de los tres

grupos espaciales. Se observo una ligera



expansion de los dominios debidas a los
cambios en las concentraciones de
acetato de sodio en gue crecieron los
diferentes cristales. Tales variaciones en
el empaquetamiento determinan tanto
la longitud del paso de las hélices como
el didmetro de las mismas (Figura 5.5).
El paso de las hélices en los tres
grupos espaciales comprende el arreglo
de 8 monémeros, es decir, la repeticién
de 4 dimercs. En el caso de P4:22 e 14,22
el paso de la hélice a lo largo del eje Z es
de 9512 y 93.10 A respectivamente, ¥

corresponde a la longitud del eje c de la

celda unitaria (Tabla 5.1). En F2, el paso
de la hélice a lo largo de su eje es de
96.87 A.

El didmetro que presentan las
hélices en cada uno de los grupos
espaciales es de dimensiones muy
similares. El didmetro aproximado que
presenta la hélice en P22, P2 e 14122 es
de 50.184, 50.40 y 51.69 respectivamente.
El calenlo de estas dimensiones se hizo
con base en la longitud del eje de la
celda unitaria a lo largo del cual se
observan el arreglo de las hélices desde
el eje por el cual corren (Figura 5.5),

Figura 5.4. Autoroisciones & 907 (s, ¢ ¥ &) y 180 (b, d y f) de las reflexionss medidas de los crisiales [ 1y
I en lres grupos espaciales disinios P4:22 (a) (b), P2 (c) (d) v 14:22 (e} {f) respectivamente, que muestran
un arreglo con simetria 4 en bos datos de difraccidn (el pico al cenlro & mibs de 5o en e, © v e) ¥ un arregho
e gimetrin 2 en los alrededores de Lo imagen polar (con picos con mébs de 38 cada 45" en bd y f) . En el
caso de P2y se observa al gje de simetrin 4 desvindo 457 del eje Z (<) ¥ las simelrias 2 (d) son coherenles con
vsls desviacidn. A la derechs arriba s¢ muesirs |a hitlics eristaling an diagrama de su estrociurs secundaria
visls on la direccidn de su eje de simetria 4, abajo se muestra un paso de In bélice donde se obsarvan fas

simeirios 2 correspondienlees al arreglo dimisrion.

Todo lo descrito anteriormente,

indica que el arreglo helicoidal en los

tres grupos espaciales es practicamente

el mismo. En consecuencia surgid la
siguiente  hipdtesiss  ;El  arreglo
helicoidal alude a algin estadio fibrilar



-como el protofilamento- del agregado
amiloide que forman este tipo de
proteinas?

En cristales de dominios
variables de  cadenas  ligeras
involucrados en padecimientos
amiloidoticos es frecuente encontrar,

arreglos  helicoidales de distintas
PaIr
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caracteristicas (Pokkuluri, ef al, 1989,
Steinrauf, ef al, 1999) —como los que
forman Wil v Bre (Figura 5.23) que se
discuten en la seccién 5.6. La hélice de
Visa]l2 en todas sus formas cristalinas,
es otra evidencia de ello (Figura 53 y
5.5).
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Cuadre 5.1. S¢ considers & paso de s hitlicr formwdo por 4 dimeros (AR, CD. EF. GH) lns matrices

die rolaciin

S Ivaesiran son lis necetanias pans transtormar o dinsero AB en CD, en EF 3 en GH.

En ks oxsos de P22 ¢ 122 o obseren qur las rolaciones son sxacins cusndo se hace et
tranformacidn gue requiene 907, 1807 ¢ T regpoctivamente. Sugeene qoe mo hay une desviscidn de

In hiticr com respecio al g por o qoe pesa v gor ¢ irats de rolackenes

En ¢l case de

FZl, sunque se irets de sienetrias no-cristalogrifices, se observa ona orentecstn cesi exacia de los
dimaros pero cads momtennrs Sifere de e poscin suntncs por slrededor de 3 prados.
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Grupo Paso
Espacial de la hélice (A)
P2 96.87
Pg22 95.12
1422 93.10

dismetro (4) [acetato)
50.40 14M
5018 1.8M
51.69 20M

Figura 5.5. S¢ musstrn ol ancho de ln hélics visso a lo largo de s paso on 1822 (a) () P22 (smarilio)
scibre pussin pn M 23 (ross) v {e) P2 (eeal) solwopussts en 122 Los valones de rms de desviacién son
ﬁl.!-mr'l.?ﬂkh-qtu hr und#l:umh‘ln dehpnﬂﬂmﬂﬁrﬂl‘iﬂllﬂﬂlﬁ hidbice com
respecio & kn de Wi23 que responde & una liger expanaitn en el empaquetamianio de la fibm o medida
que dismirryen las conceniracione de acelalo de sodio en que cresioron bos crislabés en ods casp

Pese a que se observa ital
comportamiento, se le ha prestado poco
interés debido a que se suele asumir que
las condiciones cristalinas no permiten
observar paralelismos con lo que sucede
en el medio biolégico (Rhodes, 2000); sin
embargo, exasten dos propiedades de los
cristales que nos permilen hacer
interpretaciones  de  importancia
biolégica. Una de ellas es que los
cristales de proteina estin altamente
hidratados al presentar un contenido de
solvente de un 40-80% (Finney, 1977).
Esto permite que dentro del cristal se
den, por ejemplo movimientos de
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residuos o de domindos enteros que son
medibles a partir de los pardmetros de
desplazamiento atémico (Schomaker,
197, Rudino-Pinera, ef al, 2002
Chaudhry, ef al, 2004). La ugunda
propiedad es que, pgracias al
empaguetamiento cristalino se pueden
explicar  propiedades funcionales

importantes (Dasgupta, et al, 1997). Tal
es el caso de los cristales de cadherinas

(Shapiro, & al, 1995), donde los
contactos  cristalinos  simulan  las
adhesiones célula-célula requeridas en
la formaciénm del tejido durante el
desarrollo embrionario.



¢Es posible entonces, que la
propensién intrinseca a la formacién de
fibras conduzca a que, ain en un
ambiente cristalino, el dominio variable
se agregue en la forma en que suele
hacerlo para formar las fibras
patologicas? En el contexto, esbozado
anteriormente, no es absurdo pensar
que una proteina que suele formar
agregados fibrilares in vivo, lo haga
también en un cristal; méxime que el
proceso de fibrilogénesis tiene muchos
puntos en coman al de la formacién de
cristales (Dobson, 2003, Khurana, et al.,
2003). La fibrilogénesis como la
cristalizacién, comienzan por una fase
de nucleacién donde la proteina se
asocia en agregados -gracias a
interacciones  intramoleculares  no
covalentes- hasta llegar a un estado
nuclear critico que promueve la fase de
crecimiento. En el caso de proteinas
globulares, tal proceso, ya sea en la
formacién de la fibra o de un cristal,
puede verse sometido a los mismos
factores (Louis, ef al., 2005).

En la estructura helicoidal de
V6aJL2 se observan algunos elementos
que concuerdan con algunas de las
caracteristicas -encontradas en los
estudios realizados por difraccién de
fibras amiloideas (Sunde, ef al, 1997,
Sunde and Blake, 1997) constituidas por
distintas proteinas, en los estudios de
microscopia de fuerza atémica (lonescu-
Zanetti, et al., 1999, Khurana, et al., 2003,
Khurana, et al.,, 2003) y en los estudios
de microscopfa electrénica (Shirahama
and Cohen, 1967, Shirahama, et al., 1973,
Serpell, et al., 2000)- que, a grosso modo,
describen las propiedades nucleares de
los protofilamentos amiloideos. Entre
estas caracteristicas estan las
dimensiones del didmetro (5nm) de la
hélice y la longitud de la repeticién del
motivo helicoidal (alrededor de 100A)
(Figura 5.5).
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En los distintos cristales, la hélice
de VAfaJL2 presenta una longitud de
paso de entre 93 y 97 A (Figura 5.5).
Segiin el modelo general que Sunde
plantea para las estructuras amiloideas,
a partir de resultados de difraccién de
fibras (Sunde, et al., 1997), la repeticién
de los motivos constitutivos de la fibra
se da a lo largo de una longitud de paso
de aproximadamente 115 A.

Los estudios realizados por
microscopia electrénica (Sunde and
Blake, 1997, Jimenez, et al., 1999, Serpell,
et al., 2000) y por microscopia de fuerza
atomica Zhu, 2004 #32)(Ionescu-Zanetti,
et al., 1999, Khurana, et al., 2003), indican
que los protofilamentos de dominios
variables tienen entre 2540 A de
didmetro. Estas dimensiones resultan
ser menores a las que se observan en las
hélices cristalinas de VAié6aJl2 (de
aproximadamente 50A) (Figura 5.5),
aunque ya se han reportado casos de
protofilamentos con estas dimensiones
(Stevens, ef al., 1995). Por otro lado,
algunas de las iméagenes de microscopia
electrénica de fibras de VA6aJl2
(realizadas por la Dra Rosana Sanchez)
parecen corresponder a un didmetro de
aproximadamente 5 nm.

A la luz de las caracteristicas
descritas de la hélice cristalina que

forma VX6aJL2, surgieron otras
preguntas: ;En la formacién del arreglo
cristalino  estdn  involucrados los

residuos que se han sugerido pueden
favorecer la formacién de fibras
amiloides, o aquellos que son
caracteristicos de la linea germinal? ;La
naturaleza del dimero ViV influye en el
arreglo helicoidal?

Es interesante seflalar que el
dominio variable mutante VA6aJl2-
H8P no presenta un arreglo helicoidal
en su cristal, y en los experimentos de
fibrilogénesis in vitro (Del Pozo, et al., en
preparacién) muestra que la mutacién
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HBP disminuye drasticamente
formacién de fibras.
Para tratar de responder las

interrogantes previamente planteadas,
es necesario describir los elementos de
estructura terciaria y cuatemnaria del

5.4 Estructura monomérica del
dominio variable Vi6aJL2 y su
mutante VisaJL2-HSP.

Se compard la estructura del mondmero
de VieaJl2 en sus distintos grupos
espaciales incluyendo los distintos

monémeros de los grupos espaciales de
bajas simetrias y los mondmeros que
constituyen la unidad asimétrica en el
cristal de VA6aJL2-HBP (Figura 5.6). Al
realizar alineamientos estructurales de
dominios variables por lo general se
excluyen del célculo de sobreposicitn
los CDRs, por ser las regiones de mayor
vriabilidad tanto en longitud como en
secuencia entre los Vis.

Vilee mes de drveiecsds os L wilrnpteris de o dde st e Vil ronis ¢ mosderrg & ds INIT AT

R e el
axe Lo [ k)

sl 1)

mend 1D (] o413 itk R
meedMl emANED oeAll @ ool ool @ =SSOBEF @ = SEde
mand, TR L LI s L1 L el 1 1
Figwra 5.6 A la dererha o misestra reabzads oon o programas O, en disgrama de residoos, de Visa]lY en

tres gropos espaciales (Had2 (roje), P faral) v Phi2 (osn]) A ls kguberds s muesirn Los valores de rms de desvisciin
de la w myusstras on s bls infericr y won con repecio &l mondosno A& de PLI2. A la iquierds e
disgrama de lisiones VIALZ lila). Wil {morado) ¥ Jio {rarnja)
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mondmeros de los grupos espaciales de
bajas simetrias y los mondmeros que
constituyen la unidad asimétrica en el
cristal de Vi.6aJl2-HBP (Figura 5.6). Al
realizar alineamientos estructurales de
dominios variables por lo general se
excluyen del célculo de sobreposicion
los CDRs, por ser las regiones de mayor
vriabilidad tanto en longitud como en

Las diferencias entre los distintos
mondmeras se restringieron a las
regiones antes mencionadas y a
pequefios cambios en las distancias de
interaccion de algunos residuos, por lo
que en todos los grupos espaciales el
dominic variable Vi6aJL2 y su mutante
HEP mostrd una estructura congruente.
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Figura 5.7. Muesita alinesmiente do estriactural de VidGal2 contra Loe y Cle {A) v de secuencla (B) de los distintos
dominios variables analizados. (A) Los vnlores de rms de desviagidn son 1.5 y 1.6 de Lac y Cle respectivaments; sobre-
posleidn realizsda con el programa O, No se muestran en |a figura Mcg, Wil ni Jio, pero sus valores do rms de desviacian
fueron 1.4, 13 y 138 respectivamente, (B} Alinsamisnto miiltipie realizado con Tooffes, ce cobrecalén en rosa los resdduce
caracieristicoy de la Unes perminnd Lba. Al realizar oon BLASTP 224 &l alineamistto pareado de cada una de ellas con
VisalL, los valores de identidad fueran: con Wi 88%, con 1o $3%, con I‘_.pcﬁ.'_"l’l,mh'ltsﬁll }rmﬂeﬂi.



En aras de evaluar la simulitud comparativo por sobre-posicion con las
estructural del dominio VisaJl.2 con los estructura cristalogréficas de los Vis de
dominios variables de otras cadenas
ligeras, se realizé wun andlisis

Figura 5.8 Hepreseniacitn de b esimeturs del dominis variable Vigal2 En (&) se especifican las cadenas § que lo
conformar: sl como las regiones inter-cadenas: las cadenas A, B, E y D forman 1a boja B 1) y las cadenas A°, CC, PG y
G la hoja P | La nomencistura de las hojas b corresponde a la de Gelfand y Kister (Gelfand and Kister, 1998). En (1) se
observa una vista laeral del dominds variable de s quierds. Se esquematiea la divisidn por monas que ayudard § segulr
el mronamiento de los resultados: 5y = superficie de contacto entre dimeros, que comprande los residuos de la hoja [ 1L
y alguncs sdyscenics de las asas CC. Scoe, = superfice relacionada que comprende los CORal y 3, residuos del aa DE y
el M-, 5= superficle expudsia de la hofa § 1, comprende los residuos de esta hoja 1, salvo las cadenas Gy G, Sea =
superficie por los asas de wnidn entre cadenas i al lado opuesto de los CORs, comprende los residuos de las
axas AB, O, EF, y del Coter, Cay = a residuos de todo ese asa que se encuentran & un ooatado del aandwich, Cuoe =
cnsitaclo cormespondienie al smpaguetamisnin del f-sandiwich por las cadenas A A" ¢ G0, F N, = fracclon nuchear polar y
Ny = Nischeo hidroftbics del dominio. Se mosstra tambign ol empagquetamiento de bas hojas [ favorecido por el pusnibe di=
sulforo (vesde), la interacein en siacking de la Phe? (gris) y la Arg2S rosa). y of puenie saling de la Argh2 (aul) y «f
Aspé] (rojo).

las cadenas ligeras Loc de la linea ademis del N y C-terminal y los CDRs 1
germinal A1, Mcgdela 32, Clede lai3 y y 3 se eliminaron también del chlculo de
Wil y Jto de la A6a™ (Figura 5.7.a); asi sobre-posicion, el COR2 y la region de la
como con el dominic variable de la insercion bba y 66b, por ser propia de la
cadena ligera x Brel. En este caso, linea germinal.

Se observd que la estructura de
Vi6a]L2 muestra grandes similitudes
con las estructuras de otros dominios

* Low ctliges (MDA de cads mis de siles eStrocturs o
especifican en la seccidn 4.3
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variables y muestra un plegamiento
congruente con la estructura en f-
sandwich caracteristica de los dominios
variables de inmunoglobulinas (Figura
5.6-8).

T BNE TN ] R W P LT
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IasEyvoeirog oL VT LIEgER YT

Las diferencias méas notorias
entre los dominipis variables de las
distintas  lineas  germinales  se
encontraron en los CDRs, tanto en sus
longitudes como en sus conformaciones.
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Figura 5.9. (A) Muestra de acuerdo al codigo de colotes para cada sona, especificado on la figurs 5.2, los
enlaces que estabilizan cads zona v por lo ano ) domindo. (B) Se osestra |a estructurs primaris de
Vis]LY, especificands que residuns pertenecen o cads una de s zonas siguiends o mismo codigo de

color. Se eg

tambiin Iog resicuns que conforman cada cadena b, asi coma los perenecienies 2

cada COR y FR. En rosa se remarcan los rsiduns identificados como carscteristicos de [a linea germinal
¥ on verda, aquelios que se han asoclado con La lendencla 1 la deposicion smiloiden.

A pesar de ellas, el arreglo intra-
dominio de las cadenas ) y la curvatura
del dominio wvariable se mantiene,
Vibal2 y Viba]L2-HBP presentan el
giro particular que toman las estructuras
P en su conformacion de mas baja
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energia (Pauling and Corey, 1951,
Chothia, 1973), como se aprecia en la
figura 5.8. La congruencia de ciertas
posiciones de Co, muoestran la alta
homologia estructural de los dominios
variables analizados (Figura 5.7 y 5.8a).
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Debido a que el dominio
Viba[L2 y su mutante Vi6aJ[2-HEP no
muestran diferencias significativas, a lo
largo de esta seccién y la siguiente nos
referiremos a  las  propiedades
estructurales del dominio Vi6aJL2, pero
dejando implicito que las mismas se
aplican al dominio mutante.

En aras de facilitar la
comprensién de los resultados, se ha
hecho una divisién del dominio VA6]J12
en zonas, las cuales se encuentran
especificadas en las figuras 5.8by 5.9. La
composicién de las cadenas B también
se especifica en la figura 5.8a.

Enlaces que establl ian ¢l domlnle Vida[L1

5 enas 5 anas
CIR Asmdl Anglh phidedegenn AH Cluld Lysi? phkdndgena
cC GlraT Argin phidndpens
DR3 Aspd? HisiSe  paling
SRM 5 quas
DE Asphh Sers? phidnipena Argal Aspdd psaiing
Asphl Serdd P lhedregens
540
CORL Nier ] AspaS TyTs7 p hidrogeno
SerZd Metd phidmgera F Cint® Tyrdl p hidrgena
Argds Fhad slacking
COR1 COR3 SA0 € picer
Tyra2 Serdd pludregena FGlugd GHlLys1 phidragrra
COR1 DB FoGlufd G-Thril5 pRdrgme
Belth Dotd Inthidmidbica L1
BE Ser? Seril phudidzers
EDR1 CORE AE Thell The?d phidrigena
T3l Glusl phidrigena
Crin ENg
ASS2 GInd3  phudrogena Arghl Aspit paaling
Tyrdd Cusd  phidrtgeno TyrE? Argd p hldrd gera
Fhel Arg2 sackirg |
Mk
|Cyazs Cys88 covalents
De3 WValll Il hdreiabla Dell Pm? inthidrolaiica
Walid Leud i hddroiabicn Vallil Valis tnthdroddblca
DeT5 Thed Lyt e ol biea Valf? Lirud it hidroddica

Coadro 5.2 Relacién de las inlerscciones que estsbilizan ¢l dominio vanable VAE[L2 y
VISJL2-HAP segin la zona a s que pertenecen Jou residucy involuerados. La separacibn por
zonas corresponde & la especiheada en Ja Agura 5.8 v 5.9.

El nacleo del dominio en VA6]L2
y VABJL2-HBP cuenta con interacciones
tanto polares (regién FNp) como
hidrof6bicas (regién Nn) que se dan
debido al entrelazamiento entre el par
de hojas B que estabiliza el plegamiento
de la estructura en p-sandwich y
consbtuye por ello el nicleo del
dominio VA6aJL2 (Figura 5.8b). En la
figura 5.9a se especifican los residuos
que se encuentran en cada una de las
regiones en un c6digo de color. Algunas
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de las interacciones que participan en
esta regién y que contribuyen a
estabilizar el dominio Vi (Cuadro 5.2),
se encuentran también en Wil y Jto. Los
residuos que Chothia, et al (Chothia, et
al., 1998) identificé como constituyentes
invariables del micleo de los dominios
V, se encuentran en VisaJL2.

El nucleo del dominio se
estabiliza  también  por  wvarias
interacciones: en primer lugar, el puente
di-sulfuro formado por la Cys23 (de la



_ Tesis de Msestria de Paula Gonziles-Rubio Garride

cadena } B) y la Cys88 (de la cadena j§ F)
(Figura 5.8b y Cuadro 52) que une las
dos hojas B I1 y I respectivamente, en la
regidn Ny, donde también se encuentran
interacciones hidrofébicas en las que
participa el Trp35 y algunos otros
residuos, especificados en el cuadro 5.2,

puente salino entre la Argé1 y el Asp82,
que estabiliza el dominio estructural. En
la regiém FN, adyacente a Scor. s da la
interaccién en siacking, caracteristica de
las A6a (Pokkuluri, et al., 1999), entre la
Phe2 v la Arg25 (Figura 58). En la
figura 5.10 se aprecia el ajuste de estas
regiones con su mapa de densidad

Figurs 510 Mumirs modelo rn su maps de deraidad electnimica. (a) B puenie salino entre [
Arghl y ol AspEL (b} ol sacking enire ba Phal v ls Arg25: [c) el puenie di-sulfuro entre Cvsld y
Hish

Cret (d) be

Se ha planteado que los puentes
de existentes en la superficie
de los dominios V. contribuyen
fuertemente a su estabilizacion (Raffen,
el al., 1999, Pokkuluri, et al., 2002). En la

del dominio Vi6aJl2 se
observan algunas interacciones de este

tipo que contribuyen a estabilizar el
dominio entero -al formarse enlaces que

33

conectan distintas zonas- o sus regiones
(cuadro 5.2 y Figura 5.9a).

En Jto, la Lys79, un residuo
distintivo de la linea germinal Aba forma
un puoente salino con el GluBl,
interaccién que en VAG]LZ no se
presenta debido a un cambio en la
conformacién de la lisina; sin embargo,
ocurre una interaccién compensatoria
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Figura 511, Alinsarmienio maltiple de 50 secuencias de cadenas ligeras & con ClustalW realizado com oné
bésquads da sscupncies homdlogas de Vigalll con BLASTP contra la hase de dabos de socuencias no
redundanies weinds & senvidor del KEGG (Kioto Enciclopaedia of Genes and Génomies), con un valor di corte
de 104, ¢ obeerva que en la regitn correspondionts Al COR (amarille) la secoencis se congerva en varias de
ellas, asl come Ins posiciones de residuns asocindas a este grupo ¥ los residoes esenciales para [ conformacion
dal asa CDR1 (rosa). En oliva se muesira In secnencin del CDRY y en azol estan marcados los residuos
exenciales para la conformacidn de esie asa. Remarcadas con on cusdro narsnja estin las qoe perlenecen o s
fnmilin 35 y en cuadro azul les de (s familia 21, Algunss de las secnencias no eslaban anotadas pero su
alineamiento permitd identificar so equivnlenda.
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Figara 511 Estrecturs primaris y ridissenasioral del COR1. (8} Mucstrs un alineamiento realizado con Teoffee. La
Isdnguada de Vika]ll s realiznd con BLASTF conirs & base de detos de las secuencias de dominios varinbles cuya
estrocturs tridimensionsl se conoce y se encuestrs depositsds en o Profein Data Bank (FDB): o (1CT0), Wil (2010,
(IS (TPEW) y la estructurs de VisaJlZ Fn ross estan resabtados los nesiduos esenciales para mantener la geometrls
del CIMEL. () Muesirs of mapa de densidad dlectrinics del CORY. jc) Muestra la conformacién que adguiere el CDR1 en
Lis tres esiruciores de dominkcs varishles L&, Wil i y VidaJll Sc muesira en lis & dominio n Visa]l2 y en [ regitn
el CDR1 vemnds Is superposicion de [io (naranja) ¥ Wil (morado)) en esa regidn. 5¢ obssrvan &n rosa [a Arg23, v &n negro
la Phel, en verde L (=08 y &6, on gris s Asn], en smarille bs SerS0 y b Tyrld2 en szl

entre la Lys103 y la GIn83, conectando Otro enlace considerado como
las regiones Syuy Casco. estabilizador en Jto se forma entre el
Asp29 y la Argbéb. En VAB]L2 se pierde
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esta interaccién ya que la posicién 29 es
una alanina y la 66b una serina. Por otro
lado, se habfa propuesto (Pokkuluri, et
al., 1999) que la insercién 66ab ampliaba
la superficie de contacto con el CDR1
(ver seccibn 2.24); sin embargo, en
VA6JL2, se observa que el asa DE (65-69)
en la regién Scprs se extienda hacia el
solvente adquiriendo una conformacién
que aleja al residuo 66b de cualquier
posible contacto con el CDR1 y sélo es
posible que estas regiones se conecten
hidrofébicamente por medio de la Nle66
(como se describe més adelante (Figura
5.12). En la regién Cascc' no se observa
ninguna  formacién de  enlaces
superficiales que ayuden a |la
estabilizacién del plegamiento. En la
zona hay dos protuberancias: una
correspondiente a la His8 en la region
AA’ (Figura 5.8) que se extiende hacia la
superficie del dominio Vi Tanto en Wil
como en Jto, la direccién de la His es a
90° de la orientacién de la prolina de las
Al y A2 y de HB8P, orientacién que toma
la His8 en Vi6aJl2. La segunda
protuberancia de la zona corresponde al
bulbo-B de glicinas (99-101) en la regién
GG'. (Figura 5.8) El bulbo-f es idéntico
en las A6 y las A3, y se extiende a la
superficie del dominio propiciando la
segmentacién de la cadena B Gen G y
G’. Como se vi6 en la seccién 2.2.4, se ha
sugeridlo  que  ambas  regiones
conshtuyen  motivos  que podrian
impedir la agregacién de las estructuras
B (Richardson and Richardson, 2002)
(Del Pozo, et al., en revisién ).

Los CDRs como ya se menciond
representan  regiones de  alta
variabilidad y sus caracteristicas son
importantes en la definicién del
dominio variable. En el caso de VA6]JL2,
el CDR2 adopta la forma candnica tipo 1
descrita para esta region en las cadenas
ligeras A (Al-Lazikani, et al., 1997), pero
el CDR1 y el CDR3 adoptan una
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conformacién distinta a las estructuras
antes descritas (Al-Lazikani, et al., 1997,
Chothia, et al., 1998).

El CDR1 en las A6a, estd formado por la
secuencia 25-RSSGSIASNYV-33 donde
tanto la Arg25 como la Asn3l
estabilizan la conformacién del mismo,
la primera al formar el stacking con la
Phe2 y la segunda uniéndose por puente
de hidrégeno a la Arg25. La interaccién
que se da entre la posicién 32 y la Ser90
conecta el CDR1 con el CDR3. La
presencia del aminoacido hidrof6bico
[le28 también permite que el CDRI
adquiera una geometrfa distinta al
orientarse al interior y mantener
contactos hidrofébicos con la Lle66 del
asa DE. Un residuo esencial en la
estructura del asa es la Gly27a ya que al
presentar dngulos ¢ y y prohibidos para
otros aminoécidos, permite que el CDR1
tome una conformacién en bucle, como
sugiere Del Pozo, et al.,, constituyendo
una nueva conformacion.

Como se puede apredar en el
alineamiento de la Figura 5.11, la regién
del CDR1 est4d muy conservada entre un
grupo de 50 secuencias de dominios
variables de cadenas ligeras de
inmunoglobulinas pertenecientes a las
familias Al y A6. Particularmente,
destaca la conservacién de los residuos,
que por las interacciones que sostienen
o las geometrfas que permiten, se
consideraron  esenciales para la
conformacién de la regi6n (Figura 5.11,
resaltados en rosa). En los casos en que
se conoce la estructura tridimensional
de la proteina se observa que el CDR1
adopta la conformacién descrita, la cual,
Del Pozo, et al. propusieron como una
nueva estructura canénica (Figura 5.12a
y ¢)( Del Pozo, et al. en revisiéon). EL
CDRS3 por su parte, presenta la insercién
de la His95a -producto de Ia
recombinadén de ViA6 con el fi2-, que
ocasiona un cambio en la conformacién



del CDR orientdndolo hacia el CDRI. La conservada segiin el alineamiento de la
secuencia de esta regién 90-SYDSSNHV- Figura 5.11.
96 se ve también relativamente

Figuara 5.11. (A} Se observa que o CDEY on sa mapa de deraided elecirdnita. En el alincamiendo de La figara 511
e observa que la secuencia se conaerva on varias de ellas. La insercidn de L HirdSa (clan on esta figurs v resaltado
en arul en Is figurs 511} artificial en ViSallL se observa presents on varias de s eooenciss snalizsdis junio
con ¢l Asp¥l (rojo en esta figura ¥ resaltado en anal en la figurs 311} (B) Muestra la sstrucrarn del CDRY en

Viba]l2 flila). en comparacitn con Wil DMorsds) ¥ [io (ramnjs) () MMusstrs b consxionss entre & s DE oon el
COR1 ¥ de ewte con ol CORX: Lan Me2B v &b (verde).
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Aun no se han determinado las
estructuras tridimensionales de
dominios variables que ostenten esta
secuencia en su CDR3; sin embargo, en
VA6aJL2 el puente salino que se forma
entre la His9%a y el Asp92 parece
contribuir a la conformacién de la
regién, y ambos residuos se encuentran
en esas posiciones en algunas de las
secuencias de  cadenas  ligeras
comprendidas en nuestro andlisis, lo
que probablemente indique que exdiste
una geometrfa distinta para el COR3
(Figura 513b). Las caracteristicas
estracturales descritas del dominio
variable VA6aJL2 sugieren que el
dominio estdi en una conformacién
estable y que la mutacién HB8P no
provoca ningun efecto en la estabilidad:

a) La existencia de wvarios enlaces
estabilizadores en la superficie
(puentes de hidrégeno, puentes
salinos, interacciones de apilamiento
planar);

b) El ntcleo hidrofébico que mantiene
estable el plegamiento de los B-
sandwich de los dominios variables
(Chothia, et al., 1985, Chothia, ef al.,
1998) se conserva;

c) Sus hojas B mantienen el giro a la
derecha -conformacién que se ha
descrito como la de més baja energia
en las estructuras § (Pauling and
Corey, 1951) (Chothia, 1973)-.

d) las vibraciones at6micas del dominio
VAéaJL2 y Vi6aJL2-H8P muestran
una gran congruencia entre si, al
comparar los distintos monémeros
de la unidad asimétrica de todos los
grupos espaciales (Graficas 5.1-3).

Las caracteristcas particulares
de los CDRs 1 y 3 de Vi6aJl2, cuyas
geometrias son distintas a aquellas
reportadas para estos CDRs en los
dominios variables de cadenas ligeras A,
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les confieren propiedades
estabilizadoras del dominio, ya sea
porque forman enlaces que se dan entre
residuos del mismo CDR, estabilizando
el asa, o porque se dan entre dos CDRs o
con el asa DE y estabilizan la zona Scps.
Como se encuentran especialmente
involucrados en la dimerizacién, sus
particularidades se describen en la
seccién siguiente.

De acuerdo a las interacciones de
estabilizaciébn que se ven en la
estructura de VA6aJL2, ninguna de las
posiciones que se han sugerido -con
base en experimentos de mutagénesis-
serian capaces de desestabilizar la
estructura del dominio, y por lo tanto,
de favorecer la formacién de fibras
amiloideas, se encuentran implicadas en
la estabilizacién del dominio VA6aJl2, a
excepcién de la Argél cuya sustitucién
podria comprometer el puente salino
que forma con el Asp82.

Como se menciond
anteriormente en esta seccién, las
caracteristicas estructurales aqui
descritas, se aplican a todos los
monémeros pertenecientes a cada forma
cristalina de VA6aJL2 y de VA6a]L2-H8P,
y por lo tanto cada uno de ellos presenta
esta conformacion estable.

En el campo de investigacién de
los agregados amiloides se adjudica a
un conférmero  distinto a la
conformacién nativa de la proteina
precursora la capacidad fibrilogénica
(Shirahama, et al, 1973, Isobe and
Osserman, 1974, Solomon, ef al., 1982,
Colon, 1992, Hurle, ef al., 1994, Stevens,
ef al., 1995, Helms and Wetzel, 1996,
Huang, et al., 1996, Serpell, et al., 1997,
Sunde and Blake, 1997, Dobson and
Karplus, 1999, Wall et al, 1999,
Kisilevsky, 2000, Serpell, et al, 2000,
Ferreira and De Felice, 2001, Horwich,
2002, Lashuel, et al., 2002, Bitan, et al.,
2003, Bitan, et al,, 2003, Caughey and
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Lansbury, 2003, Khurana, et al., 2003,
Stefani and Dobson, 2003, Foguel and
Silva, 2004, Stefani, 2004, Uversky and
Fink, 2004, Zhu, et al., 2004, Louis, ef al.,
2005). Aungue existen evidencias de que
en muchos casos, como el Alzheimer
(Zhang, et al,, 2000, Bitan, et al., 2003), las
enfermedades causadas por priones, las
amiloidosis causadas por la transtiretina
(Per Hammarstrom and Kelly, 2003) y el
Parkinson (Uversky, 2003) -entre otras-,
las fibras amiloideas son causadas por
intermediarios de plegamiento
claramente identificados por dicroismo
crcular y espectroscopia de resonanda
magnética nuclear, en el caso de las
amiloidosis causadas por cadenas
ligeras aun no se han identficado los
distintos estados conformacionales que
podrian estar involuaados en el
padecimiento. la inestabilidad
intrinseca de las cadenas ligeras, ha
dificultado el analisis del papel de la
estabilidad de los distintos
plegamientes que los dominios Vi con
distintas estructuras primarias (Raffen,
ef al., 1999, Wall, et al,, 1999).

Por otro lado, generalmente se
asume que el estado natbvo de una

proteina es el estado
termodinimicamente mas estable y por
lo tanto rigido, ya que suele
considerarse a la estructura

cristalografica de una proteina -la cual
se cree es un estado rigido- como el
réepresentante de la estructura nativa
(Louis, et al., 2005); sin embargo, como
bien apunta Ferreira (Ferreira and De
Felice, 2001), pueden existir muchos
conférmeros que correspondan al
minimo global de energia libre en el
embudo (furnnel) de plegamiento, y por
lo tanto, que el estado nativo no sea uno
solo. Por otro lado, la estructura
cristalogrédfica es un promedio de las
miultiples conformaciones que una
proteina puede adoptar que son
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importantes funcionalmente (Rhodes,
2000, Rudino-Pinera, et al, 2002,
Sibsankar Kundu, 2002, Chaudhry, et al.,
2004).

Las estructuras proteicas, aun en
su estado mds estable sufren vibraciones
que repercuten en su  correcto
funcionamiento (Rhodes, 2000, Rudino-
Pinera, et al, 2002, Sibsankar Kundu,
2002, Chaudhry, et al., 2004, Louis, ef al,
2005). En el caso de VA6aJL2 en sus tres
formas cristalinas y la mutante ViéaJL2-
H8P, estas vibradones (medidas con

base en sus  pardmetros  de
desplazamiento atémico: Factor B)
muestran regiones que wibran en

conjunto. Las vibraciones de algunas
regiones son mas altas que otras pero
que al ser congruentes las de la
estructura en wn grupo espacial con las
de los otros, muestran que la estructura
de VAsaJl2 en sus tres formas
cristalinas, a pesar de ser una proteina
recombinante, se presenta en una
estructura estable que es muy parecida a
la de otros dominios variables (Figura
5.6-5.8).

Aunque en muchas ocasiones
pueden ocurrir en las proteinas cambios
conformacionales que acarreen
estructuras aberrantes que puedan ser
precursoras de agregados ordenados, no
cualquier intermediario de plegamiento
seria capaz de  desplegar tal
comportamiento, necesitaria tener un
alto orden y un plegamiento estable

para formar arreglos  periédicos
(Jelinski, 1999).
Se ha propuesto que la

inestabilidad intrinseca de las cadenas
ligeras se ve contrarestada por las
interacciones con las cadenas pesadas
(Chothia, et al., 1985, Chothia, et al,
1998). Se ahondard en la siguiente
seccién sobre los aspectos relacienados
con la dimerizacién de ViéaJL2 y como
ésta favorece la estabilidad del dominio.
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5.5 Descripcién de la estructura de
la interfase monémero-mon6émero
del dimero formado por dominios
variables Vi6aJL2

Se comparo la estructura del dimero de
VA6aJl2 en sus distintos grupos
espaciales y del dimero de VA6aJT.2-H8P
con las estructuras de los dimeros de
Loc (VuVi®), Mcg (VuVw), Cle
{(VuVia), Brel (VuVw), y con el del
fragmento Fab Hil (Saul and Poljak,
1992) (VL Vy). Se excluyeron del célculo
de sobre-posicién las regiones amino- y
carboxilo-terminal, asf como los CDRs.

Los dfmeros V( VL son muy
similares a los dimeros Vi Vh en las
inmunoglobulinas (Epp, et al., 1974). El
dimero VuVix de VAéaJl2 evidenci6
esto al compararlo con el dimero ViV
Fab Hil, cuya cadena ligera pertenece a
la [inea germinal A3 (Figura 5.14) .

A pesar de las similitudes que el
dimero VL V. tiene con el dimero ViVy
existen variaciones en algunas regiones
de la interfase dimérica vinculadas con
el N y C-terminal y con los CDRs, en
razén de que el dimero esté formado
por dos Vi, cuyas longitudes vy
conformaciones de las  regiones
mencionadas varian considerable con
respecto a las de un Vu. A pesar de que
ambos dimeros estan relacionados por
un eje de simetria 2, al sobreponer el Vi,
de ambos se observd una rotacién del
VH con respecto a la posicién que toma
Viz, producto de las variaciones antes
mencionadas. El dimero ViVy, formado
por monémeros idénticos, Hene una

2 Utllizaremos esta nomendatura para referimos a los
dimeros de dominics variables V\V. de cadenas
ligeras donde el subindice 1 indica la que
arbitrariamente corresponderia al dominio varjable
de cadena ligera en un Vi.Vu y el subindice 2 a)
dominjo Vi que corresponderia al V. M4s adelante
se incluye en esta nomendlatura un subindice a o b
que se aplica para distinguir un dimero de otro en
el arreglo cristalino.
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simetria 2 casi perfecta, mientras que en
el Vi Vy, el V4 muestra una rotacién con
respecto al Vi de aproximadamente 6°.
No obstante, el V.VL mantene un
nacleo de interacciones esenciales y
conservadas entre todos los dimeros de
dominios variables analizados (Figura
5.14). Las diferencias més notables se
encuentran en la superficie del dimero y
responden, por un lado, a la simetria del
dimero y por otro, a las caracteristicas
descritas de los asas del dominio
variable.

El dimero de dominios variables
VX6a]Jl2 se empaqueta en el barril de 8
hojas B que se ha descrito para dimeros
Vi Vi (Schiffer, et al., 1973) (Chothia, et
al.,, 1985, Potapov, et al., 2004). Dicho
barril estd constituido por 4 cadenas [
(C.C,F y G) que conforman Ja hoja § II
(zoma S u) del Vi con las
correspondientes del Viz (Figura 5.14 a
5.16). Estas regiones corresponden a los
FRs 2 y 3. La superficie de contacto entre
los mondémeros dentro del dimero
Vi1Via de VA6a]L2-H8P y VA6aJL2 varia
de 1087-1340.5 A2 (Figura 5.16a), la cual
coincide con los célculos en otros
reportes (Potapov, ef al., 2004).

Algunos residuos del nucleo de
la interfase no<ovalente en e} dimero de
VAabaJl2, concuerdan con el nicleo
com(n a todos los dimeros de domiryos
V propuesto a partir de los andlisis de
mas de 50 inmunoglobulinas (Potapov,
et al., 2004).

La superficie de contacto en esta
interfase estd embebida en el micleo del
dominio VA6aJL2 (Figura 5.8) y por lo
tanto las interacciones de dimerizacién
estabilizan el dominio. Se ha
demostrado que las  posiciones
conservadas asociadas al nticleo de la
interfase  dimérica  estdAn  unidas
convalentemente con las posiciones que
conforman el nicleo del dominio, y por
lo tanto estdn relacionadas con el
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plegamiento del mismo (Potapov, ef al.,
2004). FPotapov propuso que estas
posiciones conservadas involucradas en
la formacién del dimero, favorecian o
agilizaban el reconocimiento v la unién
de los dominjos variables en las cadenas
ligeras (Polapov, ef al, 2004) y, en
consecuencia promusven la
estabilizacién del dominio variable
{como se emnciond en la seccidn 2.2.1).
La uniém de las cadenas ligeras con las
cadenas  pesadas  estabiliza la
conformacién de las primeras, del

mismo modo, la dimerizacion de
dominios VibaJl2, en wun arreglo
alrededor de un eje de simetria 2,
propicia la  estabilizaciin = del
plegamiento en f-sandwich del dominio
VisaJL2.

La interfase dimérica se rige por
un arreglo simétrico de residuos
hidrofobices y polares no cargados que
forman el micleo de dimerizacitn
(Figura 5.15 y 5.16),

Figura 514 hosstra la
yhn (emarills) s de desviacion 161 § 1.58 respectvamende; (B) conbra e dimers Vi dal Faby
Hil {negro). ol ViaVis de ls w Bre (verde) Sus velors de desviacion rms som 1.9, y 152
PERpEClav R

Algunas de las distancias entre
estos residuos cambian ligeramente en
cada grupo espacial debido &
variaciones en el empaquetamiento
producto de las concentraciones de
acetato de sodio en que creci6 el cristal
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de dirraero 'U:ull'u de ViAalL2 frof) contre (AJWIl (azul)

En la regién S5 n se observan
vanos residuos -que se encuentra tanto
en las 33, A1 como en las A6- en
posiciones conservadas y que se
disponen en la misma conformacidn
para sus interacciones en el dimero de
domirdos variables (Figura 5.15).



Figura 5.15 (A) Mussira &l dirmero Vi Vo do V0ATLD con una sobre-posicion de los resdduos gie guardan

kas mdsmmas conformaciones v

que forman ls inderfase dimérion en Vida]LLZ Cle y Loc. Se observa of camiso

de conlormackin de la Tyr¥l de Visalld fen werde) con respecio a bn de Loc (on rogo) el cual impeide
puenie de kidnipeno con ls GInB9. (B) Se esquematiza ba interfese sepdn sus propledades fislcoguimicas
polar (lila), hidrofdbico (morsda), bésicos (azul) v dcida froo). B nucles lidrolobloo esla constituido poe
s Pl la Prodd v la Valie, v los residoos palares v neatros Tyrdd, Gindd, Tyrds, Ginds, Serdd, Thedb,
Tyrd®, Glus, AsplS, Tyrs7, GIr8S, Tyr21, Asn95, HisFa. Se observa ol arreglo de simiirico en la inter{ase
dimdrica de Tyr 3L 36 Ty E‘Ldﬂd‘i,ﬁapﬁy(ﬂn}l S observa la lormachin diel pienia saline entre la

His%5a y el GluSD ds mondanenos disbinbea.

La comparacibn del dimero
Visa]l2 con los dimeros de las distintas
cadenas ligeras A mostré algunas
diferencias debidas a los residuos
presentes en la posicion 3, 46, 91, 9.
95a, y 96 que sin embargo, no alteran la
disposicidn simétrica del dimero.

En la superficie de las hojas § 11
de cada mondmerc se observa un
arreglo simétrico de 4 tirosinas. Huang,
et al describié un arreglo idéntico entre
mondmeros entre los residuos GIng9 y
Tyr91 en Rei, Cle y Mcg, el cual
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encontramos en  las  esbructuras
homologas A6 de Viball2. En la
circunscripcion = de  la  interfase
mondmerc-monomero  s¢  eéncuentran
interacciones  relacionadas con  los
CDRs. El CDR2, despliega interacciones
que involucran a residucs del CDR3 y
del CDR1. La triada Tyr32-Glu50-Tyr50
que se da por los contactos del CDRI
(Tyr32) y del CDR2 (Tyrd9-Glu50), se
pone en contacto con la His95a del
CDR3 gracias a la geometria que éste
despliega.
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Figura 5.16. En el cuadro superior se muestran los valores de las superficies diméricas

de todas las cadenas ligeras con que se

compard la estructura de Vida]l2 y las que

mvestran los distinios dimeros formados por esta. En la figura mienor se muestra el
nicleo de la interfase mondmers-mondmero. Los cuadros a log lados de la imagen
describen qué residuos se encueniTan & qut nivel de la interiase Se separaron debido
a que de cada lado son mils evidentes unos que otros, pero todos estos residuos en
cada mondmero participan en la formacion del dimero V0L,V

Una de las interrogantes que
surgio a lo largo del trabajo fue si la
naturaleza del dimero ViVy influfa en el

helicoidal observado en los
cristales. Se ha sefialado ya, que el
dimero tene una simetria 2 perfecta que
mantiene el nicleo de interacciones
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observade en todos los dimeros de
dominios variables.

El dominio wvariable Vi6aJl2
ademas de ser estabilizado por
interacciones en su superficie y en su
nicleo, despliega al dimerizar,
interacciones tanto hidrofébicas como
polares que estabilizan el oligémero.



Una evidencia de que el dimero
representa un estado oligomérico de
mas baja energia que promueve la
estabilizacién del dominjo, se encuentra
en el hecho de que en muchos de los
cristales de dominjos variables -sin
importar si se trata de dominjos
variables no-patolégicos o que forme
agregados  amiloides-,  estos  se
encuentran en una asociacién dimérica
(Schiffer, et al., 1973, Colman, ef al., 1974,
Epp, et al, 1974, Schiffer, et al., 1989,
Saul and Poljak, 1992, Huang, et al,
1996, Pokkulu, et al., 1999) muy similar

al dimero VVH en las
inmunoglobulinas.
Para formar estructuras

periédicas es necesrio que la proteina
precursora tenga un alto orden vy
plegamiento estable. En el caso del
arreglo helicoidal del dominio V6aJl2,
el alto orden interno esta dado tanto por
elementos que estabilizan el
plegamiento del dominio VA6ajl2,
como por la estructura dimérica.

Se han descrito ya, las
caracteristicas terciarias del dominio
variable VA6aJl2 y de su dimero. Pero,
(COmo  interactudn los  dominios
VA6aJ[2 cuando se ensamblan en
oligbmeros mayores de alta simetria?
(Es posible entonces que sea el dimero
un elemento de nucleacién para la
formaciépn de la fibra? Esta es una
hip6tesis que se discutird en la seccién
siguiente.

5.6 La hélice cristalina como un simil
de la fibra amiloidea

A lo largo del trabajo se han planteado
algunas interrogantes producto de la
observacién del arreglo helicoidal
cristalino que es conveniente retomar y
discutir en esta secdén: ;El arreglo
helicoidal alude a algin estadio fibrilar
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~como el protofilamento- del agregado
amiloide que forman este tipo de
proteinas? ;En la formacién del arreglo
cristalino  estdn  involucrados  los
residuos que se han sugerido pueden
favorecer la formacién de fibras
amiloides, o aquellos que son
distintitvos de Ja linea germinal? ;La
naturaleza del dimero V.V influye en el
arreglo helicoidal? ;Es posible que la
propensién intrinseca a la formacién de
fibras conduzca a que, atin en un
ambiente cristalino, el dominio variable
se agregue en la forma en que suele
hacerlo para formar las fibras
patolégicas? ;En los cristales de las
mutantes que abaten la formacién de la
fibra in vitro serd posible que el arreglo
helicoidal se vea alterado? ;Cémo
interactudn los dominios VAbafl2
cuando se ensamblan en oligémeros
mayores de alta simetrfa? ; Los contactos
cristalinos que se generan para
constituir  tal  arreglo  podrian
interpretarse como posibles contactos
que se generen en las fibras patolégicas
que producen este tipo de proteinas?
iEs posible que sea el dimero un
elemento de nucleacion para la
formaciépn de la fibra?

Las respuestas que se pueden
dar a estas preguntas a partir de la
estructura  cristalogrifica no  son
categdricas, sin embargo, dan
perspectivas de las propiedades que
podrian repercutir en la formacién de
agregados amiloides por este tipo de
proteinas.

Existen elementos que sugieren
que la hélice cristalina pudiera ser un
simil de algin estadio del agregado
amiloide  patolégico. Fueron vya
seftaladas las dimensiones del didAmetro
y la longitud de la repeticién del motivo
helicoidal (Figura 5.5). Otro elemento
que es importante describir es la
estructura f-cruzada (Figura 5.18).



Figurs 5.17. Se muestran lis 2ona de contacto en |a interfase dimaro-dimerno, [4) Musstrs b nierfase en una vista a 90° da
(b} donde se misestra o barril del dimero con las regiones de la tnteriase aparenwmente dispersas en &l pero que se
restringen & su superficie, La donag involucradas s remarcan con un codign de color, las eadenas [| A (N-ter) (morado), y

GG (nzul) de Viy ¥ Viz se empaquetan contra las cadenas b G ¢ A de Vi ¥ Vs, respectiv.

amente. La regidn AL da

Vi ¥ Vs, 92 comtacta ademis con bn cadena F (rojo) de Vo y Vis H oea DE [rosa) v & CDR1 { naranja) de Vowy Vi se
contactan con el aa EF (rofo) de Vie v Vie v el nsa CD (verda) Vi y Vis s coneeta con el CORE de Vs v Vs Bl asa
L (amarillo) de Viuy Vi se contacta oon of COR1 v ef M-ter de Vi y Vis

pelicies dumerefsmers (A 20 J
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Cuadra 5.3 Superficies de contacto en las superficies dimero-dimers que participan en la formacidn de fa hélice de

Whta]L2 on fos tres grupos espaciales Se muestran ala derecha los residucs involucrados en 1a interfase e o cindigo
de color referente a la zona a lague pertenecen sapin s figurs 517
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El arreglo de los dimeros V|, V2
de V6aJL.2 en esta hélice cristalografica
de simetria 41 produce una disposicién
de las cadenas B que conforman al
dominio variable, perpendicular al eje
de la hélice, similar el arreglo que define
la estructura B-cruzada (Pauling and
Corey, 1951) caracteristica de las fibras
amiloideas(Sunde, et al., 1997, Bellotti, ef
al., 2000, Inouye, et al, 2002); sin
embargo, debido a la disposicién de los
dimeros en la hélice de VA6aJL2, las
hojas B presentan una inclinacién que
ocasiona que el arreglo de las cadenas §
no es en hojas paralelas continuas, como
han propuesto varios modelos del
nicleo fibrilar construidos para cadenas
ligeras y otros tipos de proteinas
amiloidogénicas (Figura 5.19).

La estructura B~cruzada se ha
inferido a partir de experimentos con
difracdén de fibras; no obstante, los
patrones de difraccién de las fibras de
cadenas ligeras no muestran la clara
difraccion a 47 A que describe tal
estructura, y en cambio muestran
difracciones més tenues a resoluciones
cercanas a 3.5 A (Sunde, et al., 1997) y
que muestran otros componentes del
orden interno de las fibras

En el caso de la hélice cristalina
de VA6aJl2, si nos enfocamos al
empaquetamiento entre dos dimeros
donde el dimero A estd formado por
Vi112Via y el dimero B por ViiwViw se
observa que, debido a la simetria de la
hélice, las cadenas B de ambos dimeros
se organizan de manera tal que
conforman cada lado de la hélice. Este
arreglo se repite a cada lado de la hélice.
Como un paso de hélice estd formado
por 4 dimeros, y en cada una de las tres
interfases  dimero-dimero que se
encuentran en la longitud de paso de las
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distintas hélices, se presenta tal arreglo
de las cadenas B, es posible encontrar
intercaladamente, un total de 18 cadenas
B por cada lado a lo largo de la hélice
(Figura 5.19) en la longitud de paso que
presentan las hélices de VAéaJl.2 (93-
96A) (Figura 5.5).

Un primer indido de que la
hélice cristalina respondia a una
naturaleza de contacto mas estrecha que
los que son debidos Unicamente a
contactos cristalinos, fue el encontrar
una amplia superfide de interaccién
entre los dimeros que conforman la
hélice. Las interfases entre dos dimeros
(de alrededor de 2000 A) son demasiado
extendidas para deberse inicamente a la
cohesién débil que, por lo general, se da
enfre las moléculas que conforman un
cristal (Sands, 1975). Usualmente, sélo
una pequefia parte de la superficie de la
macromolécula  participa en  los
contactos intermoleculares y el resto
estd en contacto con el solvente (Janin,
1997). En el caso de las superficies de
contacto en la hélice de VX6aJl2, se
observa que las amplias superfices de
contacto obstruyen el paso de solvente
en una gran proporcién a lo ancho de la
hélice y se observan interacciones
fuertes participando en su formacién.

La interfase entre los dimeros
ViV y VusViw es una superficie
muy compacta (Figura 5.18) de més de
2000 Az que muestra pequerias
diferencias entre los distintos grupos
espacdiales (Cuadro 5.3).

Esté conformada por 7 zonas que
producen una gran cantidad de
contactos (Cuadro 5.4): El N-terminal
(comprende a la cadena B A y la regién
AA"), el CDR], los asas CC', C'D, DE y
EF (de la regién Sx) y la regién GG’ de
cada monémero (Figura 58 y 5.17). La
disposicién de estas regiones en el
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dimero parece muy dispersa. pero se forman dos caras bien definidas hacia
restringe a la superficie del dimero. Si se las interfases (Figura 5.17 v 5.18).
mira en el contexto de la hélice se

Figurs 518 En la parie superior (a) muesira oy residuos que participan &n Lis insracciones de la mieriase (B) o
desde el e de la hilke. En la parte inferior &0 moestra la superfice de contacto &n [» interfase dimero-dimero @)
misewira I interfase en un solo dimeso vista desde ol eje do fa hilice: (b} Mussirs ls contribocion de un dimero & dos
inieriases & bo largn de La hefice.



Figura 5.1%. {a) hMusstra la holice de cuatrs dimesos en la direccitn del e por o que pasa. (b)
Mueatra ol arregls de las lojas [ que corren perpendiculires & lo largn del eje de la fibra, (0]
Mfisegtra |s fibea & 90* de la visls (3} 6 (L) con anillos de agua simulados, que rodean las
interfases entre dinieros. (d) Se ve, desde la direccion del eje por el que corre la helica, la
superfiche de contacto due no admite & paso del anillo de agua que la rodea.. B cédign de
color es segin la naturaleza del aminodcids que participa: bisioos (azul), Acidos {rojo), mo-

polires (merado) y polares (amarillo),

0

Conjunto
s de 18
cadenas f
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La interfase conformada por
las zonas antes menconadas no
permite el paso de solvente (Figura
5.19) en la regién del nucleo de la
misma, aunque muchos de los
residuos que participan son de
caracter hidrofflico (Cuadro 5.4). Se
realizé con el programa VMD una
simulacién en la que se introduce a
la hélice en una caja de agua para
evaluar si pudieran entrar en la
interfase algunas moléculas de agua.
Dicha simulacién permitié ver que la
compactadén de la interfase no
permite el paso del solvente ni la
formacién de cavidades en que
pudiera existir solvente, tal es la
complementariadad de la superficie
(figura 5.17 y 5.18).

En la hélice de VA6aJlL2 el
patrén del arreglo de las cadenas
sugiere que probablemente la
disposicién de las cadenas 3 en las
fibras de esta proteina, no sea el
mismo que constituye el ntcleo de la
fibra formado por otros tipos de
proteinas. El orden y la estabilidad
de la hélice de VA6aJL2 se da gracias
a interacciones como puentes
salinos, -también capaces de
estabilizar una estructura helicoidal-
y por puentes de hidrégeno -tanto
entre cadenas 3 como entre otras
regiones de la protefna - que se
extienden a lo largo de toda la
longitud de la hélice y que
conforman un ndcleo de la hélice
estable.

En el modelo de la estructura
de la fibra de betabelinas que Inouye
plantea, sefiala la importancia de los
residuos que se encuentran en los
asas que rodean a las cadenas f, en
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las interacciones que mantienen la
estructura fibrilar (Inouye, et al,
2002).

Otra caracteristica del arreglo
helicoidal que llamo la atencién es
que varias interacciones que lo
mantenen estable involucran tanto
residuos caracteristicos de la linea
germinal como aquellos que se han
propuesto pueden potenciar la
formacién de fibras (Cuadro 5.4)
(Hurle, et al., 1994, Wal], et al.,, 1999,
Raffen, et al., 1999). _

Como se mencion6 en la
seccién 3 se han ubicado, a partir de
los residuos distintivos de la linea
germinal y de los que potencian la
formacién de fibras, algunos motivos
en la secuencia del dominio variable
que pudieran constituir estrategias
para evitar la agregacioén, como el N-
terminal, el bulbo-B, el C-terminal y
algunos residuos del CDR1, y de las
asas C'D. Todas estas regiones se
observan conformando la interfase
de contacto entre dimeros en la
hélice cristalina. Los residuos que
particpan en los contactos asi como
la descripcién de las zonas se
encuentran en un c6digo de color en
la Figura 5.17 y 5.18 y en el Cuadro
5.3.

Se ubicaron algunos residuos
esenciales para el empaquetamiento
de los dimeros en la hélice VA6aJL.2
(Cuadro 5.3). Algunas de las
interacciones que se producen en
esta interfase son dependientes de
residuos caracteristicos de la lfnea
germinal A6a. Llama la atencién en
particular que, gracias a la
conformacion extendida del asa DE
por la insercién 66a y 66b, se da la
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interaccién entre la Thr80 del Vin v
la Ser67 del Vi y se forma un
fuerte puente de hi entre la

Asn69 del Vian y el GluB1 del Vi, -

todos de la region Swes de
monomeros distintos- (Cuadro 5.3).

De ésta misma region las Thr45 del
Viu eéntra en contacto con las Met3
del Ve Gracias a la conformacion
del asa DE se forma un puente de
hidrogeno fuerte

Cuadro 54, Relacitn e los residuos involucrsdos en la iormaciin de las grandes superficies de contacio en las
imleriases dimero-dimern dendro de la hificn crictaling de Visa]L2 svaluados en bos tres grupos espaciales. Se
murcan con el chdigs de color de s figara 85, § Residuos ssenciales, () Residues de la linen germinal Lia, 8

residuns que polencian |a formacdn de filres

El CDR1, que podria decirse,
es distintivo también de la linea
germinal A6a, participa en wvarias
interacciones que forman la
superficie de contacto entre dimeros,
EL CDR1 del Vi interactta con las
regiones CC’ y cadena C', Ceoms y EF
del Viz. (Cuadro 5.3).

La Pro40 que forma parte del
asa CC', y que participa en la
interfase dimérica, al exponerse
hacia la regién de interfase entre
dimeros contribuye con
interacciones hidrofobicas a la
formacion de ésta. Por otro lado, la
Pro40 permite, al cambiar la
conformacién de la region, que se
den interacciones entre el asa CC’
con los residuos del N-terminal,

esenciales para la formacién de la
interfase dimero-dimero (Cuadro
5.3). Como se menciond en la seccion
223, a partir de la estructura de la
cadena ligera no-amiloidogénica Rei,
se amibuia a la Pro40 un papel
importante  para impedir la
agregacion, y sin embargo, se
encuentra en la interfase de contacto
entre dimeros en la hélice de VAGJL2.

Un papel primordial en esta
interfase se le atribuye a esta His8,
residuc distintivo de la linea
germinal La His8 juega un papel
muy importante en la aglomeracion
de la interfase dimero-dimero ya que
se encuentra en el centro de la
misma jugando un papel de ancla
entre los dimeros ya que si se
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encuentra en el Vy. sostene
interacciones con residuos del Vi
del dimero wvecino, donde se
encuentra la formacion de wuna
cavidad hidrofilica. La His8 se
inserta en dicha cavidad en cuyo
fondo se encuentra el Asp85 con el
cual forma un puente salino (Cuadro
53 y Figura 5.20). Esta interaccién
permite la compactacion de la
interfase dimero-dimero al formarse
en el centro del eje de la hélice. Por
otro lado, le da gran estabilidad y

rigidez a la estructura helicoidal,
méxime que a pesar de que estas
interacciones se dan en el borde de la
interfase en contacto con el solvente,
la estructura helicoidal se mantiene
(Figura 5.20); es decir, la depresion
en la superficie de la interfase
dimero-dimero donde se inserta la
hélice, constituye una cavidad de
exclusidn de solvente que favorece la
estabilidad de la hélice.

Figura 5.20. [a) Musstra |08 contacios en & inbirfase en un felrdmern de la hélice vista por su B lohgimdinel. (b
Acercamiento de la interfase: N-ter (naranja), Hisfl (negra), Ser26 y 27 del CDR1 (clan), Argd® (calé), Prodd y 59 jdel
CDRL) (morado), ThedS (verde), asa DE (Hla), AspdS (rajo), Tyrs7 (rosa) y Lys103 (asal).

La aglomeracion periédica de
los dimeros a lo largo del eje de la
hélice se favorece tanto por esta
interaccién, como por la interaccion
de van der Waals de las His8 del Vi,
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y la del Vi (Figura 5.20) y propicia
que los grupos imidazol de cada una

oriente hacia lados
permitiendo la

de ellas se
contrarios
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oligomerizacién helicoidal que se da
en el cristal.

Con el afén de comprobar si
los dimeros ViVu podrian ser
capaces de forman un amreglo
helicoidal de este estilo, se sobre-
puso el dimere V. .Vy de Fab de Hil
en la hélice de VA6]JL2 (Figura 5.21).
Se observé que la cavidad en la
interfase dimero-dimero que se
forma cuando hay una interfase
constituida por solo Vis, no se forma
cuando hay dimeros ViVu. La
rotacién del Vit con respeto al Vi en
el VLV ocasiona que el dominio Vy
se aleje de la superficie de contacto y
por lo tanto no existe la posibilidad
de que se de el anclaje de la His8. Por
otro lade, las caracteristicas

hidrofilicas del ambiente circundante
a la His® en la interfase entre
dimeros Vi VL, se ven disminuidas en
la interfase Vi V- ViVy debido a la
participacion de residuos
hidrofébicos en la zona. Es debido al
glro y a que el Vu presenta una
cadena B adicional, que se eliminan
todos los contactos que se podrian
dar con la His8. Adicionalmente, se
producen choques entre las asas EF
de monémeros de distintos dimeros
que conforman la interfase ViiVi-
VeV, v a lo largo de toda la
interfase Vii-Viz, VuVi v ViV, que
rompen el arreglo simétrico de la
estructura hebeomdal,

Figura 521, A la deérecha s muesira [a rasposicidn del dimers VLVYH en |a Abra de Visa]ld, domdle b rotacion de
monomers VH con respects al VL I alss de la superfice de contacts ¥ por |o @no no existe a cavidad polar pars e
anclaje de b HEE que se observa en la devocha on 1a hofice de V1LV1s de Visa[l.2, dende s encupniea en rojo el Aspls,

La importancia de la His8 en
el arreglo helicoidal se refleja
también en el hecho de que Ila
mutante HBP, la cual no forma fibra
in wvitro (Del Pozo, et al, en
preparacién) no presente en su

T4

cristal, el arreglo  helicoidal

observado en los casos de

Vi6a)L2 (Figura 5.22). En el caso del
dominio wvariable Vi6aJL2-HBP la
sustitucién de la His8 por una
prolina le impide (Figura 5.22). El
arreglo de dimeros en VibaJL2-H8P
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produce una interfase de contacto de
alrededor de 500 A gobemada por

interacciones entre el CDR2 y el asa

Figura 5.22 (a) Arreglo de la unidad asimetrica en VigaJl 2-HEF mostrande fa interfase que se da entre dimeros (517.12 A2
¥ en la que participan Glu50, Argsd, Tyr31 v Aspé1). {b) Sobreposicion de los dimeros de Viia]L2-HEF en 1o fibra de

VidalLY muesira

gque se maniendian muchos de los contactos de [a superficie inter-dimérica en la fibra pero se plerden

algunis asociados a la His8 v las particularidades que la conformacion de esta permibe en el arreglo de la fibra, Prod esid
en megre ¥ el obdigo dé colones e seglin la naturalezs del amincdcido que particips: bisicos (azal). dcidos (rojol. ne-

polares (morado) y polares {amarillo),

Como el dominio VA6JL2-
HEP tiene una Pro en la posicién 8 y
no presentaba un arreglo helicoidal,
se evalub6 que elementos de
interaccién se verfan comprometidos
por la ausencia de la His. Para ello se
realizé wuna sobre-posicion  del
dimero de VA6]L2-HBP sobre uno de
los dimeros de VAGJL2 en la hélice.
Cuando se transfirio el dimero de la
mutante VA6JL2-HBP a una posicién
de un dimero de VA6]L2, se observé
que se producen la mayoria de las
interacciones que participan en la
formacion de la interfase dimero-
dimero en la hélice de VigaJL2
(Cuadro 5.3). No obstante, aunque
existe la cavidad que corresponderia
a la His8 y el Asp85 en el fondo de
ella, no se puede dar esta interaccion
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debido a la presencia de la Pro, que
por otro lado, confiere caracteristicas

hidrofébicas en una zona hidrofilica
(Figura 5.22b).

La ausencia de la carga
positiva del imidazol en la posicién 8
y de las interacciones repulsivas que
se darian al interactuar estos en una
mnterfase dimero-dimero, ocasiona
que el dominio VAS[L2-HEP no
exhiba un arreglo periddico
helicoidal en su cnistal.

Ya se ha sugerido el papel de
los residuos  bédsicos en la
estabilizacion de arreglos
helicoidales, tal es el caso de las
betabelinas (Inouye, et al, 2002), en
cuyo modelo, a parhr de
cristalografia de rayos X y de
difraccion de fibras, Inouye plantea
la presencia de la interaccion de una
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histidina y una treonina, en Ia
direccion del eje de la fibra, y la
interaccion dos lisinas
perpendiculares al mismo. Ambas
interacciones se dan en la interfase
entre las unidades asimétricas que
conforman la fibra en este caso,
estabilizindola (Inouye, ef al., 2002).
En la hélice de Vi6a]L2 ademas de la
interaccién HisB-Asp85 se observa
otro enlace que contribuyen a la

direccionalidad y estabilidad de la
hélice al darse en la direccion del eje
de |a misma: el puente salino entre la
His95a y el Glub0 (Figura 5.24). Este

enlace resulta muy especial y
particular de VifaJL2, al ser
producto de la recombinacién

artificial para generar la proteina
recombinante.

Figura 523 En (A) se observa el arieglo helicoidal en el cristal d=l dominio variable Bre ¥
€0 su parte inlerior I interfase entre sus dimeros de aproximadaments 141133 A7 y (B)
msestra el aeregln helicoidal on el cristal del dominks varisble de Wil y en su parte inferior
le Interfase entre sis dimercs de aprosimadamente 143273 A% B codigo de colores de los
retiiluos que participan es of especificado en (o figora d6.

Varios residuos caracteristicos
de la linea germinal 46 (Pokkuluri, et
al., 1999) se encuentran en las
interfases entre dimeros que van
formando la hélice de ViéaJl2,
principalmente las asas (el CDR1 y el
asa DE que contiene la insercién 66a

76

y b). Esto sugiere que el agregado
helicoidal cristalino de VibaJL2 estd
especialmente  favorecido  por
residuos que definen a la linea
germinal A6a como propensa a
generar cadenas ligeras
amiloidogérucas,  Adicionalmente,
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varios de los residuos que se han
catalogado como posiciones que
disponen a la formacién amiloide
(Hurle, et al., 1994, Raffen, et al., 1999,
Wall, et al, 1999) se encuentran
formando parte de ésta interfase. Es
interesante notar, que todas estas
regiones en el dimero Vi Vi, no se
encuentran en el interior de los
monomeros ni en la interfase
mondémero-mondémero, sino en la
superficie del dfmero y se agrupan
formando una gran interfase de
interaccion en la fibra (Figura 5.18).

Cabe mendonar que en un
cristal de VA6aJL2 -que no se incluy6
en esta tesis debido a la baja calidad
de sus datos de difraccién-, no
mostraba el arreglo helicoidal de los
otros cristales. La pérdida del arreglo
helicoidal en este cristal pudo
deberse a que sufri6 una gran
desdidratacién que provocé un
aumento en la concentracién de
sales. Si se lograra comprobar, in
vitro, que las altas concentraciones de
sales, son capaces de impedir la
fibrilogénesis de VA6aJL2, serfa una
evidencia que apoyarfa la hipétesis
de que la hélice encontrada en los
otros cristales de VA6aJL2 representa
algtin estadio primario de la fibra.
De hecho, en los estudios de
fibrilogénesis  sobre  superfides
realizados por Zhu (Zhu, et al., 2004)
se observa que las  altas
concentraciones salinas provocan la
formadon de agregados amorfos de
SMA.

Si se asume la hipétesis de
que la hélice cristalina es un simil de
un agregado pre-fibrilar, con base en
lo anterior y sobre la evidencia
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estructural que apunta a que las
zonas involucradas en las interfases
que compactan la hélice se
encuentran en la superficie dimérica,
se propone que en el caso de los
dominios variables amiloidogénicos,
el intermediario de plegamiento
pudiera ser que se tratase del d{mero
VLVL y por lo tanto ser éste, el
elemento de nucdeacién de la
formacién de la fibra de este tpo de
protefnas; ya que una de las maneras
de acceder a conférmeros distintos es
cuando  ocurren  cambios de
oligomerizacion.

Khurana observé a partir
experimentos de dicroismo circular y
resonancia magnetica con el dominio
variable de la cadena ligera Sma, la
presencia de un estado estructural
del dominio varable donde la
fluroscencia de algunos de los
residuos arométicos que constituyen
su interfase monémero-monémero,
desaparecia (Khurana, et al., 2001).
Interpret6 estos resultados como un
intermediario de plegamiento capaz
de formar fibras, que presentaba un
plegamiento menor al de otro
intermediario  cuasi-nativo, que
formaba agregados amorfos; sin
embargo, el que la fluroscencia de

los residuos aromaticos de Ila
interfase del dimero VLVL no
aparezca, puede deberse a la

asociacién de dos monémeros para
formar el dfmero.

La hélice de Vr6aJL2 presenta
también  varios  enlaces que
contribuyen a la direccionalidad y
estabilidad de la hélice al darse en la
direccién del eje de la misma. Como
resultado de la simetrfa 41 de la



hélice, se observa un gran orden
interno en la hélice que refleja, en
primer lugar, la influencia del
arreglo espacial del dimero V.V, en
las propiedades de la hélice que
forma y en segundo lugar, un patron

e
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que adoptan residuos caracteristicos
de la linea germinal, al darse un
arreglo helicoidal de simetria 4,
como el que se presenta en los
cristales de Vi6aJl.2 (Figura 5.24).

Figura 5.24. A la inguierda se observa & amregho en los wérboos de b hélior de bos eesideod
carncieristioos de La linss germinal (s excepcidn de las bennines 43 y 48 v La arginine 39 (axul)
¥ la distribusciden de ke mosiafuns selscinnados con be amiloigenicidid (verde). En morsdo o
mauesira la LisTI. A la derecha sr misestr ls direccionalidad s bo largo del e de la fibes de ln

Hisfl y His%a (aml) oon ks Glu30 v AspS,

la inberaccidin hifrobbiios de las

rspoclivamenis,
PheS8 (verdel, v s Tyrd® (amanillo) oricnlads 8l cslersor de la hélee.

Muchos dominios warables
cristalizan en arreglos periodicos
helicoidales. Tal es el caso del
dominio variable 1. Wil y el « Bre; sin
embargo, el arreglo de los dimeros
en cada una de ellas es distinto al
que se observa en la hélice de
VA6a]L2 (Figura 5.23).

Como se describi6, en el caso
de Vi6aJl2 se dan contactos Vii-
Ve como Vie-Vis de distintos
dimeros, mientras que en ¢l caso de
Bre y Wil los contactos entre dimeros
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se dan entre Vi ¥ Vi Gnicamente
(Figura 5.23) formandose puentes de
hidrégeno entre las cadenas [ de su
correspondiente region 5 5 1 ; sin
embargo, en ambos casos la
disposicion de los dimeros varia de
modo que los pasos de hélice son
distintos en cada caso.

Estas diferencias en la
naturaleza de las hélices que forma
cada dominio variable cambian las
dimensiones de las superficies de
contacto entre dimeros (Figura 5.23).
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Cantacton on b supefioo de coalxto VAC en (uxtm cadenm Ul grrat

Conra(ton et L roprfices de conbaiodlm-diom en Bre y Wils

Fab Hil 1 o A B A Wil A
Vi o B w (=% vi VL Vi VL
SER & OC AN IO OB s PROS Co ALA 13 B 42 THR S oGl ASP 17 On 33 HSE N2 PRO 3% O 6l
SER 1 OG LY 110 NZ G OB G THRIGOCI 41 %R OC AL 0 CB 12 PROW CD  HSS N2 u
TR CB PRO 16 CC Q OB C NDRIMCG 4 ST AD V7 D Q sxs o ThR %40 OG3 Al
SR OC QUWEOR Wb SR 06 PO MW 1 RO &G TR 3 FRIPOC SR UBOC 1
QU S 081 TYR 1® OH M SER A AlA Q@ B 46 PRC & B AlLA VY @ u SER 12 OC ALA DD 3B (¥
Qu kO TYR L?OH “u R4 G HLS 198 NE2 47 SER S OC SER ¢ OG g SE|No THR 688 CC2 34
THR 164 CC2  YYR 140 OH M &R S GLU R O3 YA SRS OC LYS #07 NZ 24 SR 1 OC ASN 6 CODI 5
THR 16« OC1 PRO 1) CB 1?7 SR oc LYS ne O i1 SR 10 06 SR 1 OC 3 CcWw vy oa <ER 7B B 9
LEU 108 <01 LYS )0 (B U RN &G PRO V) TG 1) L a Dl Mo oC 0 GV ca ASN B CO} 24
LEU s CO? TYR 18 (2 3y SR} oC QL ¥ oy YA 1B ) DL LEU Ih D2 4 AEC ¥ ME SER 42 OG (V]
LEIS 108 CD?  PRO W4 OO MV BB ARIOB it R G FRe B L POV  PROWCC “»
ayiwon QN ¥ TRIB O TYRIGOR de |12 O SER W0 CC 3 RIS Gl THR &68 OO 45
CLY 107 OXT PRO 165 D ¢ MRS Oo PROMI OB 35 Aa 33 Mo s CB 15 THR 108 OC1 SER 67 (B (K]
CLY )7 O TYX 10 DH @ LEUMEACD? LYS WO CB 2 SR GG QN 10 OF) 1% LEU 107 COOY SER 7B 3B &0
LEU 1A OXT TYR 3 OH (4 ASPI7 OO THRS OR 18 (ESI7CO1  ASN 6 ODI 18
ASP 7 CG SER 1 OC 37
ASP17ODI ANN N2 U
ARC 18 O THR 1 CC2 13
ARC 18 NH2 QU oB v
LYS 1@ OxT SRV OC a3
LYS 107 O AN o O8) i7
A2 A2 A2 A
[Bupedes  ¥ab A Cle 70457 e RN Wil 191
Cuadro 55 Se mucstran a)gunos de Jos contactos que se producen en la inlerfase V/C de las
cadenas ligeras Fab Hil y Cle y log contactos dimero~dimero en los arreglos helicoidales de Wil y
Bre, y se ven la coincidencia de estos residuos con los de la interfase V/C y algunos de )a
interfase dimero-dimero de VbaJl 2
corresponderfa ser la contribucién de
Se observé que algunos de los cerca de una tercera parte, a la
residuos que partcipan en la

interfase de contacto entre dimeros
en las hélices de VA6aJl2 y en los
arteglos helicoidales de Bre, Wi,
pertenecen a  la  superfide
hidrofébica de los dominios
variables que forman la interfase

interfase entre dimeros en la hélice
de Vr6aJl2 (Figura 5.25).

Como ya se menciong, existen
muchos tipos de interacciones que
pueden estabilizar una estructura

entre  dominios  varables vy periédica (Stevens, et al, 1995,
constantes de las cadenas ligeras Steinrauf, ef al., 1999, Inouye, et al,,
completas de varias 2002). Las interacciones entre
inmunoglobulinas (Nieba, ef al, dimeros en las hélices de Wil y Bre
1997) (Cuadro 55). Entre estos (Figura 5.23) y las que se dan en la

residuos estan las posiciones 8 y 9,
80-85 y 103-105 y corresponden a las
regiones naranja en la figura 5.25.

Se calcularon las superficies
de contacto de las interfases V/C de
cadenas ligeras del Fab Hil, Mcg, Cle
y Loc. Dichas superficies muestran
dimensiones aproximadas a lo que

P

TESTS NO SATL E
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hébice de Vi6aJl2 sugieren que
existen distintas maneras de lograr
un arreglo periddico helicoidal
Aunque existan propiedades muy
similares entre los arreglos fibrilares,
es un error pensar que todos se
generan del mismo modo. Vi6aJl2
al igual que Wil como se menciona
en la introduccén- provienen de la
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linea germinal Aba, pese a ello,
exhiben caracteristicas distintas que

repercuten ligeramente en el arregle
cristalino que forman,

Figura 535 (a} Mucstra la cadena Hgera de Ole con los resddues del dominio varlables que
participan en la interfase V/C. (Bl (¢} v {d) Muestran los dominies variables Wil, VisalL2 y
Bre, respectivamente con Ios residucs concidentes cormespondiesies a la inerfase V/C gque
participan en la inferfase dimero-dimens en sus respectivos arreglos helicoldales. (Residuos B-
12, 108-107, v B0 sepin o ofdige de color eapecificado en la figura 64 (2] Muestra la
superficio de contacto en I hilice de ViEa]L2, an amarille ¥ narania, cate uhtmo correeponde
a los residuos de ln interfase ¥/ C que participan en los conlaciog dimero=Ciman sn L ebico.
Bn rojo e mdsestran el resto de los nesiduos Je ln superficss V/C que no particpan & la

superfich dimers-dimarns,

Segin los andlisis de
fibrilogénesis i vitro realizados por
Del Pozo, et al, se ha wvisto que
Vi6a]L2 es la menos amiloidogénica
de todos los dominios Viba
analizados (Del Pozo, el al, en
rpreparacién) debido a que no
contiene muchas de las mutaciones
que se asocian con la formacién de
fibras; sin embargo, muchas de las
posiciones a las que corresponderian

B0

éstas, se ven claramente dispuestas
en las superficies de los dimeros que

conforman la hélice, asi como en la
superficie de ésta.
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6 Conclusiones

La hélice cristalina de VA6aJl2 es
posible gracias a la asociacién
dimérica con simetrfa 2 de dominios
VL. La constitucién de este dimero
por dos monémeros idénticos,
propicia el arreglo helicoidal al
permitir la formacién de la cavidad
de inserci6n de la His8 para formar
la interaccion estabilizadora con el
Asp85. Este arreglo es posible
también, gracias a la distribucion de
residuos que favorecen la formacion
de fibras y caracteristicos de la linea
germinal, a lo largo de la superficie
del dimero. La complementaridad de
superficie que muestra la interfase
dimero-dimero en la hélice cristalina,
se ve afectada por la sustitucién de la
His8 por Pro, impidiendo Ila
formacion de enlaces entre residuos
distintivos de la linea germinal.

La participacion
importantisima de los residuos
distintivos de la linea germinal y de
las posiciones que favorecen la
formacion de fibras, en la
estructuracion de  hélice, las
dimensiones del diametro de las
hélices, y de su longitud de paso, asi
como el arreglo perpendicular de las
cadenas B a lo largo de su eje,
sugieren que la hélice cristalina
pudiera ser un simil de la fibra
patologica que forma VAié6aJL2. Es
muy posible que el dimero sea el
elemento de nucleacibn ya que
favorece la distribucion de los
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residuos que estan implicados en la
fibrilogénesis en toda su superficie -

no en el interior del dominio o en la
interfase mon6émero monémero-,
apoyando la hipotesis plantead por
Stevens que la estabilidad del
dominio variable no tendrfa por que
afectarse (Stevens, et al., 1995) y por
lo tanto, la fibra estaria constituida
por monOmeros en una
conformacién muy cercana a la
nativa. Por otro lado, el dimero es el
complejo oligomérico primario de
estabilizacion del dominio variable.

6.1 Modelo de formacién del
arreglo helicoidal fibrilar de
VA6aJL2

De acuerdo a las propiedades de la
hélice observada en los cristales de
VA6aJl.2, se propone un modelo para
la formacién de fibras por VA6aJL2.
Para explicar la fibrilogénesis,
el modelo jerarquico de ensamblaje
(HAM por sus siglas en inglés)
propone que el proceso se inicia con
una polimerizacién por nucleacién
homogénea de un intermediario de
plegamiento de las cadenas ligeras
que da forma al primer precursor de
la fibra, el protofilamento (Ionescu-
Zanett], et al., 1999). Se ha propuesto
también que la primera etapa en al
formacion de la fibra es el
ensamblaje de oligémeros solubles
como resultado de interacciones
relativamente no-especificas



(Dobson, 2003) y que posteriormente
se agregan en estados pre-fibrilares
como protofilamentos.

Para el caso de la fibra de
VA6aJL2 se propone que el
intermediario de plegamiento es el
dimero VLVL y a partir de é] se da la
nucleaciéon. El primer paso seria
entonces, al igual que en el modelo
propuesto por Stevens (Stevens, et
al., 1995). la asociacion de dos
dominios nativos Vi para formar un
dimero no covalente pero con
interacciones especificas, relacionado
por una simetria 2. En contraste con
el modelo mencionado,
subsecuentemente, los dimeros se
van asociando con una simetria 44
para formar polimeros filamentosos
no-covalentes; de tal modo que el
protofilamento sea un arreglo
helicoidal -favorecido por las
interacciones y las orientaciones que
ostentan varios de los residuos
caracteristicos de la linea germinal y
del dominio en particular- alrededor
de un eje conductor gobernado por
el anclaje la His8 al dimero vecino, y
su interaccion con el Asp85 y por la
interacciéon de van deer Wals con la
His8 vecina. Tal arreglo se favorece
también por la formacion del puente
salino en la superficie de la hélice
entre la His95a y el Glu50.

Se ha propuesto que los
estadios fibrilares primarios de la
fibrilogénesis son menos estables
que la fibra madura debido a la
escaces de cavidades de exlusion de
solvente en las primeras y que se ven
incrementadas en la formacién de
agregados  fibrilares =~ maduros
(Foguel and Silva, 2004). En este

8
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sentido la estructura fibrilar formada
por VA6aJL2 tendria  mayor
estabilidad, ya que la orientaci6n de
la Tyr47 y el Glu50 permitiria
entablar interacciones con otros
protofilamentos compactando la
zona de la interaccion His8-Asp85 y
favoreceria a su alrededor una
cavidad de exclusion de solvente
mayor (Figura 5.24).

PERSPECTIVAS

La difraccion de fibras
ofrecerda informacién crucial para
comprobar las hipotesis, que se
proponen aqui sobre el agregado
fibrilar de VA6aJL2. Las
caracteristicas que la hélice de
VA6aJL2 ostenta, tanto en la longitud
del motivo helicoidal, como en su
didmetro, podrdn comprobarse al
realizar la difraccion de las fibras
que este dominio forma in vitro.

A partir de los estudios a
realizar por difraccion de fibras
podra comprobarse el arreglo de las
cadenas B que se ha propuesto para
la hélice de VA6aJL2 y cotejarse los
espaciamientos entre ellas y sus
longitudes, asi como la disposicion
de los dimeros a lo largo de la hélice.
Por otro lado, podra verse el alto
orden interno de la fibra y asi
comprobar el arreglo simétrico,
altamente  organizado de los
residuos caracteristicos de la linea
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germinal que se ha propuesto.
Quedara por  evaluar otras
caracteristicas de las fibras
amiloideas de VA6aJL.2 como son el
empaquetamiento entre los
protofilamentos y su cantidad en el
agregado amiloide, asi como el
espaciamiento entre estos debido a la
presencia de asas que unan el nicleo
de la estructura f.

Por otro lado, los
experimentos de alta presion
hidrostatica aplicados a las fibras
amiloideas, asf como experimentos
de dicroismo circular podrian dar
una perspectiva adicional a la
naturaleza  conformacional  del
componente de las fibras de Vi6aJL2

No hay que olvidar, desde
luego que tanto las fibras in vitro
como una fibra cristalina, pueden
representar una realidad parcial del
fenémeno de los agregados
amiloides. La fibra en particular
puede ser producto tnicamente de la
proteina, pero el que estas se den
depende también de los patrones
anatomicos y temporales regidos por
factores tejido-especificos que se
entremezclan para favorecer la
nucleacién. Hasta que no se puedan
hacer analisis estructurales de la
fibra amiloide in situ, las preguntas
sobre las caracteristicas globales de
las fibras amiloides quedardn
pendientes.
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germinal que se ha propuesto.
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amiloideas de VA6aJL2 como son el
empaquetamiento entre los
protofilamentos y su cantidad en el
agregado amiloide, asi como el
espaciamiento entre estos debido a la
presencia de asas que unan el nicleo

de la estructura B.
Por otro lado, los
experimentos de alta presion

hidrostatica aplicados a las fibras
amiloideas, asf como experimentos
de dicroismo circular podrian dar
una perspectiva adicional a la
naturaleza  conformacional  del
componente de las fibras de VA6aJL2

No hay que olvidar, desde
luego que tanto las fibras in vitro
como una fibra cristalina, pueden
representar una realidad parcial del
fenébmeno de los  agregados
amiloides. La fibra en particular
puede ser producto unicamente de la
proteina, pero el que estas se den
depende también de los patrones
anatomicos y temporales regidos por
factores tejido-especificos que se
entremezclan para favorecer la
nucleacién. Hasta que no se puedan
hacer andlisis estructurales de la
fibra amiloide in situ, las preguntas
sobre las caracteristicas globales de
las fibras amiloides quedaran
pendientes.
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Apéndice I

Purificaci6n y cristalizacién
de la enzima
5-aminolevulinato sintasa (HemA)

La enzima5-aminolevulinato sintasa

(HemA)

Las enzimas que participan en las vias
metabélicas  contemporineas  son
biocatalizadores especificos eficientes. A
veces las enzimas que participan en las
diferentes rutas del metabolismo tenen
estructuras y mecanismos cataliticos
similares, lo que sugiere que
evoludionaron a partir de una enzima
precursora, ancestro coman
(Jurgens,2000). Esta relacién permite
categorizar a dichos biocatalizadores en
un nimero limitado de familias cuyos

miembros poseen estructura o
mecanismo catalitico similares o ambos
(Gerl & Babbitt,1998).

Uno de los grupos de enzimas
més extendidos en la gama de
reacciones del metabolismo es el de las
enzimas dependientes de piridoxal
fosfato (PLP). El PLP es uno de los
cofactores més versitiles en la
naturaleza. Las enzimas dependientes
de PLP Henen un papel muy importante
en el metabolismo de los aminoaddos y
se encuentran en varias vias que van
desde la interconversibn de -
amino4cidos -donde tienen un papel
muy importante- hasta las de biosintesis
de antibi6ticos. La variedad que se
observa en las reacciones quimicas que
se llevan a cabo por las enzimas
pertenecientes a esta gran familia, ha
levado a la busqueda de una
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contraparte a nivel estructural que
refleje esta gran diversidad. (Schneider,
et al, 2000)

En los setentas, se propuso que

las enzimas dependientes de PLP
provenian de un ancestro comun
(Dunathan, 1974) relativamente
inespecifico y capaz de catalizar
reacciones quimicas similares en
diferentes vias metabolicas

(Jensen,1976). A partir de la evolucién
divergente de este ancestro, surgié un
amplio espectro de reacciones en el
metabolismo. Las nuevas funciones
cataliticas pudieron haber surgido al
retener la quimica de la catalisis
mientras cambiaban la especificidad por
el sustrato (Gerl & Babbitt,1998).

Segun el planteamiento
evolutivo de Gerl y Babbitt todas las
reacciones catalizadas por este tipo de
enzimas tienen un paso en comun y las
variaciones se deben al control
enzimatico del intermediario quinoideo
y a qué grupo unido al Ca del sustrato,
se escinde. Asi surgié una clasificadén
de estas enzimas con base en las
caracteristicas quimicas de la reaccién
catalizada y se dividié a la superfamilia,
en las clases a, B y v, segin el carbén
involucrado en la reaccién.

Goldsmith y sus colaboradores
clasificaron a las enzimas dependientes
de PLP en 5 diferentes Hpos de



plegamiento (Grishin, 1995), tomando
en cuenta el origen comdn propuesto
por Dunathan y las diferencias en su
secuencia primaria, la estructura
secundaria predicha y a la informacién
estructural disponible. Estos 5 grupos
estan representados por enzimas bien
caracterizadas  estructuralmente: el
grupo de plegamiento tipo I, la familia
aspartato aminotransferasa; el tipo II, la
familia triptofano sintetasa B; el tipo III,
la familia alanina racemasa; el tipo IV, la
familia D-amino acidos y el tipo V, la
familia de la glicégeno fosforilasa (con
quimica distinta al resto de las PLP-
dependientes) (Schneider, et al, 2000).

De la superfamilia de las PLP-
dependientes se conocen 27 estructuras
tridimensionales de las cuales, 18 son
integrantes de la familia de plegamiento
Hpo I, por lo que es la mejor
caracterizada estructuralmente
(Schneider, et al, 2000).

Las enzimas pertenecientes a
esta familia son activas como
homodimeros aunque en algunos casos
se ensamblan en complejos més
grandes. Cada subunidad se pliega en
dos dominios: uno grande cuya
caracteristica central es una hoja -8 de
siete cadenas; y uno pequefio que
comprende la parte C-terminal de la
cadena, y que se pliega en una hoja -
B de tres o cuatro cadenas, cubierta
por hélices a a cada lado. La parte N-
terminal no tiene un plegamiento
comiin pero contribuye poco al dominio
pequetio. El PLP se une covalentemente
al dominio grande via el e-grupo amino
de la lisina en el N-terminal de una
hélice corta que sigue a una lamina
B. El fosfato de PLP se ancla al N-
terminal de otra a-hélice en el otro lado
de la hoja -B y asi, el anillo aromatico
del PLP se empaqueta en la vecindad de
las laminas B. El sido acHvo se encuentra
ubicado entre los dos dominios, en la
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interfase de las dos subunidades del
dimero. Por lo tanto, algunos residuos
de los dos dominios y de Jas dos
suburnidades estdn involucrados en la
formacién de los dos sitios activos y en
la unién del cofactor (Schneider, et al,
2000).

Las enzimas dependientes de
PLP utlizan el cofactor para facilitar el
rompimiento heterolitico y especifico de
un enlace del Ca del aminoédcido que se
une covalentemente por base schiff al
cofactor. Los electrones del enlace roto
se deslocalizan en el amino del PLP y
residen principalmente en el anilio del
cofactor formando un intermediario
quinoideo.

A pesar de sus similitudes en
plegamiento, sélo dnco segmentos
correspondientes a las  cadenas
B-B4,p768B9vBI10- son
estrictamente sobrelapables entre estas
enzimas. Esto condujo a una divisién en
subclases de las cuales fres son
subclases aminotransferasas. En las
diferentes subclases que conforman a }a
familia tipo [, el sitio de unién a PLP es
idéntico, aunque se ha visto que la lisina
del sjHo activo no se conserva
estructuralmente. El anico residuo
conservado estructural y
funcionalmente es un é4cido aspértico
que interactia con el nitrégeno
piridinico del PLP, lo que evidencia su
importancia en la catalisis. Las
interacciones enzima-cofactor, de gran

importancia para el mecanismo
catalitico en las aspartato
aminotransferasas, asi como el

apilamiento del anillo piridinico y la red
de endaces hidrégeno en tomo al
oxigeno fenélico del PLP no se
conservan. Esto sugiere que en las
diferentes subclases se usan diferentes
medios para llevar a cabo la catalisis.
(Schneider, et al, 2000)
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La enzima S5-aminolevulinato
sintasa es una enzima dependiente de
PLP que cataliza la condensacién entre
un aminodcido glicina y el 4cido
carboxilico de un tioesteres de CoA,
succinil-CoA, descarboxilando a la
glicina en su Ca produciendo 4cido 5
aminolevulinico (ALA).

ALA es un derivado aminoacidico
de 5 carbonos que existe en todos los
organismos vivos (XIE, et al, 2003)
indispensable en la sintesis de
tetrapirroles como la vitamina B12 y la
clorofila (Jordan, 1991). Los tetrapirroles
son necesarios en todos los organismos
(Duncan,1997) y la habilidad para
producirlo es una de las caracteristicas
més distribuidas entre los seres vivos.
Con la excepcién del primer paso de la
via, los iIntermediarios de la
protoporfirina a partic del 4cido 5-
aminolevulinico (ALA) parecen estar
conservados entre todos los organismos
productores de tetrapirroles aunque la
naturaleza bioquimica de las enzimas
individuales es muy variada (Woodard
S., et al, 1995). La formacién de ALA
puede darse por dos vias distintas: la via
C4 o complejo glicina-succinil-CoA y la
via C5, en la cual se obtiene ALA a
partir del glutamato. La primera se
encuentra en la mayoria de los
eucariontes (hongos, aves, protozoarios,
mamiferos, invertebrados) -sin incluir a
las plantas- y en las bacterias pirpura-c
fotosintéticas no sulfurosas. La segunda,
se encontr6 en un inicio en
Archeobacterias, y se ha hallado
también en la mayoria de las bacterias,
en las plantas y en las algas (Woodard,
S., et al, 1995).

En todos los organismos que
utilizan la via C4, como Bradirhizobium
japonicum, la S-aminolevulinato sintasa
(ALAS o HemA), codificada por el gene
hemA, la enzima que cataliza la
formacién del S-aminolevulinato. Esta
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enzima pertenece a la subfamilia a de
enzimas dependientes de piridoxal
fosfato (PLP) que catalizan
condensaciones involucrando su Ca en
la reaccién. A pesar de que las enzimas
de esta familia son de importancia
central en el metabolismo del hemo, la

biotina, las ceramidas y los
esfingolipidos, Sus mecanismos
enzimaticos atin no estan

completamente resueltos (ZHANG ] &
Ferreira G. 2002). Estructuralmente
HemA se clasifica dentro del grupo de
plegamiento tipo I de las enzimas
dependientes de PLP, representado por
la aspartato aminotranferasa.

La enzima HemA de
Bradirhizobium japonicum se compone de
409 aminodcidos y tene un peso
molecular de 44574 daltones.

Mecanismo de reaccion

Con base en la estructura cristalografica
de la glucégeno fosforilasa b se ha
deduado varias propiedades
estructurales y funcionales de HemA, ya
que ambas enzimas gozan de una
estructura similar.

La gran disponibilidad de
estructuras cristalinas de alta resolucién
de la aspartato aminotransferasa (AAT)
y el conocimiento de las funciones de
muchos de los residuos de su sitio
activo, han permitido alineamientos de
secuencia con HemA que han servido
como herramientas eficientes para
predecir las funciones de aminoacidos
especificos en esta enzima. (Dongwet, et
al, 1998(B))

Los estudios con ALAS de
Rhodobacter sphaereoides, realizados por
el grupo de Gloria Ferreira, han
brindado informacién critica para
desarrollar el modelo del mecanismo
catalitico de este tipo de enzimas. lLa
condensacién descarboxilativa llevada a
cabo por ALAS procede, segin estudios
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cinéticos, de manera ordenada,
empezando con la incorporacién del
cofactor, seguido de la posterior unién
de glicina y culmina con la unién del
succinil-CoA. Al completar la reaccién
se produce ALA y se liberan CoA y CO2
(Zhang J & Ferreira G. 2002).

El primer paso en la funcién de
la enzima es la formacién de una
aldimina interna entre ALAS y el PLP,
por medio de unma reaccién
autocatalitica. Se ha observado que las
interacciones  iénicas son  muy
importantes para la unién del PLP y la
afinidad por éste es operativa a baja
fuerza i6nica (Whithing, 1975).

Existen  muchos  elementos
estructurales asociados a la unién de
este cofactor tan importante: en la unién
del PLP estd involucrado un A4cido
aspartico conservado que se localiza a
una distancia de 3040 aminoé4cidos en
la direccién N-terminal de la lisina
catalitica y que estructuralmente se
encuentra a una distanda de fuerte
interaccién iénica con el anillo del
cofactor. El Asp permite ademss, la
formacién del intermediario quinoideo
y contribuye a la sustraccién del protén
que ocurre durante la catélisis. Gracias a
su cadena lateral cargada negativamente
estabiliza el estado protonado del anillo
del PLP para que éste funcione como
vertedero de electrones durante la
catalisis. (Gong, et al, 1998)

Algunos alineamientos de ALAS
muestran que estas enzimas comparten
con otras enzimas dependientes de PLP
un motivo rico en residuos de glicina
(GXGXXG) en el dominio catalitico. Este
motivo forma un asa entre una hoja y
una o-helice, que se une al piro-P del
nucleétido del PLP via una ini
conservada (Ferreira, 1995; Gong, et al,
1998). Se ha sugerido que las
perturbaciones en este asa de glicina
inducen cambios conformacionales y/o
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alteraciones en la orentacién del
cofactor (Ferreira, 1995).

El primer paso del ciclo catalitico
es Ja unién de la glicina: a pH 7.5 el
sustrato  glidina permanece poco
protonada y su a-NH3 se puede asodar
a la forma aldimina-protonada de ALAS
(Zhang | & Ferreira G. 2002). Una
arginina, también conservada, participa
importantemente en el reconocimiento y
la unién del sustrato glicina via un
enlace i6nico entre su cadena lateral de
guanidinio y el carboxilato del sustrato
(Zhang ] & Ferreira G. 2002; Shoolingin-
Jordan, et al, 2003; Hunter G., et al,
1999). Dicha arginina se ha identificado
como uno de los 4 residuos conservados
en todas las AAT. En ALAS este
aminoéacido forma un puente salino con
el Ca y genera una carga positiva
esencial para la actividad. El tamartio y
la forma de la carga positiva alrededor
de este aminoAacido es esencial para la
catélisis (Dongwei ., et al, 1998).

Esta arginina, asi como la que
esta presente en el N-terminal del loop
de glicinas contribuyen, con la lisina de
la misma subunidad, en la formacién
del sitio activo y, por lo tanto, juegan un
papel muy importante en la estabilidad
del complejo enzima-coenzima-sustrato
(Dongwej, et al, 1998).

La reaccién procede primero por
una transaldiminacién entre el sustrato
glicina y la aldimina interna para formar
la aldimina externa. Entonces la glicina
se desprotona en su posicion pro-R. Se
ha planteado que aqui la lisina juega
una funcién catalitica ya que via su
grupo g-amino desprotonado sustrae el
protén formando el intermediario
carbanién con caracteristicas quinoideas
(ZBANG ] & Ferreira G. 2002).

Hay varios candidatos
involucrados en el proceso de
desprotonacién de la glicdna: 1) el
oxigeno del fenolato no protonado del
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PLP y 2) el N del imidazol de una
histidina altamente conservada del sitio
activo. La determinacién de 1la
estructura de la 8-amino-7-
oxononanoato sintasa (AONS) llevo a
proponer que: 1) la carga negativa del
oxigeno del fenolato es libre y puede
aceptar un protén del aminoacido
sustrato y 2) que la histidina del sitio
activo se une por puente de hidrégeno
al O3 del anillo del PLP y se involucra
en una red de puentes de hidrégeno que
facilitan la catdlisis al acelerar el efecto
del 4cido aspéatico del sitio activo en el
pKa del N1 del anillo piridinico del PLP.
Algo similar es plausible con ALAS
particularmente porque el oxigeno
fenolato protonado puede incrementar
la electrofilicidad del anillo piridinico
del cofactor y acelerar la reaccién del
sustrato entrante glicina. A juzgar por la
estructura de AONS y el modelo de
ALAS, es concebible que la subsiguiente
remocién del protén del oxigeno
fenolato pueda involucrar a Ja histidina
en la red de enlaces de hidr6geno
(ZHANG ] & Ferreira G. 2002).

La presencia de succinil-CoA
permite posteriormente la formacién de
una primera especie intermediaria
quinoidea. El Ca de la glicina se elimina
después de la unién del succinil-CoA.
Este intermediario reacciona con el
toéster de CoA en esa misma posicién,
lo que resulta en una decarboxilacién
catalizada por la enzima. (Bolt, et
al,1999). Al removerse el grupo CoA, se
forma entonces una aldimina de o-
amino-f-cetoadipato, un 2-amino-3-
cetodcido unido a la  enzima
estabilizada. La descarboxilacién de este
segundo intermediario, seguido de una
reprotonacién en la posicién C5 de la
aldimina entre el PLP y ALA conlleva a
la formacién de una 2-aminocetona, el
acido  producto  aminolevulinato.
Finalmente la aldimina se disocia y se
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libera ALA y la holoenzima (ZHANG ]
& Ferreira G. 2002).

Se ha propuesto que ALAS
existe en dos estado conformacionales,
una formacién abierta donde los
sustratos se unen y wuna cerrada
inducida por la unién del succinil-CoA,
que puede posicionar a la lisina del sitio
activo en la proximidad para permitir la
formaciéon del primer intermediario
quinoideo (ZHANG ] & Ferreira G.
2002). Se sabe que muchas enzimas
dependientes de PLP (AAT, TRPasa,
AONS, la butirato ligasa) sostienen
transiciones conformacionales hasta que
un sustrato se une o se libera y donde la
CoA juega un papel importante como
detonador del mecanismo.

ALA puede por su lado,
promover el cambio de confromacién de
abierto a cerrado al unirse a ALAS
(ZHANG ] & Ferreira G. 2002).
Soprendentemente, mientras que la
glicina requiere de la unién del succinil-
CoA a ALAS para que se acelere la
abstraccién del proton de su C2 y
formar el intermediario quinoideo, el
pegue de ALA es suficiente para
promover esta formacioén, lo que sugiere
que la longitud de la cadena carbonada
y su grupo carboxilado determinan Ja
tasa de formacién de dicho
intermediario. Existe también un
modelo que sugiere que ALA se libera
al ocwrir un cambjo conformacional
vinculado con éste, lo cual limita la tasa
de recambio, y se convierte en el paso
limitante de la reaccién (Zhang | &
Ferreira G. 2002).

La regulacién de la sintesis
de grupos hemos ha sido muy estudiada
en levaduras y en eucariotes superiores
especialmente en mamfiferos. Hasta
apenas unos afios se ha prestado
atencién a lo que sucede en los sistemas
bacterianos con Rhodobacter spheroides,
ya que es capaz de alterar el contenido
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de tetrapirroles en respuesta a las

condiciones de cultivo. ALAS ha
recibido atendén por su fundén
catalitica y su regulacién.

Se ha observado la existencia de
dos cisteinas muy conservadas que, al
parecer, juegan un papel activador de la
enzima (Neidle, et al, 1993). También se
ha visto que algunos residuos muy
conservados, esenciales en la formacién
del sitio activo, y que juegan papeles
importantes en la unién del carboxlo
del aminoédcido sustrato glicina, al
mutarse, son capaces de unir otro tipo
de sustratos, es dedir, de la naturaleza
de los amino4cidos que ocupen esas
posiciones depende el aminoacido que
serd sustrato. Se ha visto que no son
permitidos grandes aminoacidos como
sustrato (como el glutamato) y que el
cambio en el sustrato no implica un
cambio en la esteroespecificidad vy

siempre en consideracibn de las

restricciones  estructurales  globales

(Shoolingin-Jordan, et al, 2003).
Antecedentes

En el grupo del doctor Morett lograron
relajar la especificdidad por la glicina de
la enzima HemA, obteniendo una
mutante con capacidad de unién de la
alanina, sustrato de la enzima homoéloga
8-amino-7-oxononanoato sintasa (AONS
o BioF) que participa en la sintesis de
biotina.

Este hallazgo condujo nuestro
interés en resolver la estructura
tridimensional de HemA y de su
mutante con actividad HemA/BioF.
Para lo cual, nos propusimos la tarea de
comenzar una mnvestigacién
cristalografica sobre la enzima silvestre
en primer lugar, ya que, aun no se
cuenta con una  caracterizacién
estructural de ella, a pesar de que todas
las enzimas de la via de sintesis de
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tetrapirroles ya han sido descritas
estructuralmente.

Metodologia

Materiales

El Dr. Morett nos facilité el pldsmido
pet28(at) con el gene hemAu. Dicho
plasmido contiene una secuencia His-
Tag (6 Histidinas) en el amino terminal
del gene JemAw, una regién para
induccién con Jsopropil Tiogalactosido
(IPTG) y otra regién para corte con
tripsina. En nuestro laboratorio se
usaron células competentes de la cepa
BL21 (DE3) de E. coli para introducirles
por electroporacién, el pldsmido
mencionado. Como medio de cultivo se
utilizé el medio minimo M9. Todos los
reactivos utilizados para los cultivos
fueron Baker® y aquellos utilizados para
la purificacion y la cristalizacion fueron
Sigma®. La purificacién de la proteina
por afinidad se realizé con una columna
Hi-Trap de 5 ml de Amersham
Pharmacia® (luego Amersham
Biosciences y ahora parte de General
Electric) en un equipo FPLC. La
posterior separacién por peso molecular
se hizo en una columna de permeacién
en Gel HiLoad 26/60 Superdex 200 de
320 m] de Amersham Pharmada® en un
equipo FPLC. La proteina se concentré
en filtros falcon Amicon Ulora de
Millipore® para centrifuga. Las pruebas
de cristalizacién se realizaron con los
conjuntos de soluciones para ensayos de
condiciones de cristalizacién  de
Hampton Research® Cryo, Lite, I, I y
Low [onic Strenght.

Métodos
Expresién de la enzima
Construccion de células BL21-pet28a-
HemAu,.
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Para la produccién de la enzima se
purificaron los plasmidos pet28(a+)-
HemAuwt y se transformaron las células
E. coli BL21(DE3) por electroporacién.
Las células BL21-pet28-HemAwt se
crecieron a 37° C en cajas de petri Las
células se guardaron en glicerol a -70° C
y en liofilizados para experimentos
subsecuentes.

Expresion de HemAwr.

Se prepararon 4 pre-inéculos de 25 ml
de LB cada uno con 25 pg/ml de
karamicina y 25 ug/ml de cloranfenicol
a 37° C durante 2 hrs y media, se
inocularon cuatro litos de medio M9
con 25 pug/ml de kanamicina y se
crecieron a 30° C. Al alcanzar una D.O
de 0.4 se indujeron con 0.2mM de IPTG
y se creceron a 20° C al Uegara D.O =
1.0 se centrifugaron las células a 4° C 10
000 rpm durante 30 minutos. La pastilla
se resuspendié en un amortiguador A
(50mM PO4 pH 7.8, 300mM Na(l, 1mM
PMSF, 1mM DNAsa) (20 ml por litro de
cultivo). La lisis se hizo por sonicacién
discontinua de 21 pulsos 12 veces con
intervalos de 2 minutos. Se centrifugs 30
minutos a 4° C a 9 000 rpm. En cada
etapa se tomaron muestras de 10 ml
para el posterior andlisis electroforético.
La proteina recombinante producida
bajo este sistema, tiene en la regién N-
terminal 6 amino 4cidos adicionales
representados en una secuencia His-Tag
(6 Histidinas).

Purificacién de la enzima

Columna de afinidad (Hi-Trap)
Inmediatamente se procedi6 a la
purificacién por la columna de afinidad
con Niquel Hi-Trap. Se cargd la
columna en el FPLC, se lavé primero
con amortiguador A con un flujo de
4ml/min. La elusién se di6 por un
gradiente de amortiguador B ( 50mM
PO4 pH 7.8, 300mM NaCl 500mM
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imidazol) primero con una
concentracién del amortiguador del 1%
y después con 10%. Posteriormente, se
eluy6 con un gradiente en el Hempo
hasta llegar a 60% y, finalmente, se
eluyé al 100%. Se seleccionaron las
fracciones donde habfa picos de
absorcién a una longitud de onda de 280
nm y se tomaron muestras de cada uno
para el andlisis electroforético. HemA se
obtuvo al 57% de amortiguador B

(Figura 1.A-T).

Columna de permeacion en gel (Hi-Load)
Las fracciones con proteina se
purificaron  posteriormente con la
columna de peso molecular Hi-Load
para obtener una purificacién de una
sola forma oligomérica.

Para esta columna de permeacién en gel
se utilizé el amortiguador C (20mM PO4
pH 65 150mM NaCl, 1mM EDTA,
1mM DTT). Se eluy6 con un flujo de 2.5
ml/min. Se colectaron las fracciones a
partir de 100 ml en adelante. Se detectd
absorbanda a 280 nm lo que nos
indicaba la presencia de la apo-enzima.

Concentracién

Se tomaron las fracciones con proteina y
se dializaron contra el amortignador C.
Se concentté por partes cuidando
constantemente el pH al que se
encontraba la muestra. La mayor
concentradén que se obtuvo fue de 58
mg/ml. La concentracién de proteina se
midié a una absorbancia de 280 nm en
un espectrofotémetro (coeficiente de
extincién = 0.895% Abs 0.1% (=1 g/1)).

Cristalizacion

A las proteinas purificadas y
concentradas a més de 10 mg/ml se les
sometié a ensayos de cristalizacién con
los comjuntos de soluciones para
ensayos de condiciones de cristalizacién
de Hampton Research® bajo el método
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de gota colgante, gota sedente y un
método de difusion de vapor
implementado en el laboratorio (figura
2.A-]). Estos micro-métodos consisten en
una gota que conjuga la solucién madre
(agentes cristalizantes) y la proteina en
concentraciones distintas. Esta gota se
equilibra, contra un recipiente
conteniendo la solucién madre sin
proteina, por la difusién de los agentes
volatiles hasta que la presién de vapor
del la gota iguala la del reservorio.

o |

revesvuar solnlion ‘

Los ensayos de difraccién se
hicieron en el Laboratorio Unjversitario
de Estructura de Proteinas ubicado en el
Instituto de Quimica de CU.

Resultados de la cristalizacion de
HemA

Como mencionamos en el capitulo 1, la
cristalizacién es un proceso multi-
paramétrico donde se modifican
constantemente todas las variables.

— :l‘{‘il_ ke |

proteina

G

Mambrana

=~ E::' i | Precipitant e y
—_ ! amariguadar
C GOTA SEDENTE
(Vanacion)

de dialiss
| \“k /)I
N 4
e

i _J_—-% prolaina

GOTA ACOSTADA

Figura 2.A-1. Micro-métodos para experimentos de cristalizacion por difusién de vapor. (a) Muestra el micro-método de
gota colgante que consiste en colocar en el pozo el precipitante y el amortiguador (juntos componen la solucién madre)
(aproximadamente 1ml) y en un cubreobjetos se coloca una gota compuesta por la soluciénn madre y proteina, donde se
puede variar la concentracion de ésta. El cubreobjetos se coloca sobre el pozo, y la gota queda colgando hacia Ja solucion
madre. (b) El método de gota sedente donde la gota se coloca sobre el extremo céncavo un micro-tubo y el liquido madre
en el pozo, el cual se tapa con un cubre objetos. (c) Muestra los micro-métodos implementados en el Jaboratorio. Del lado
izquierdo la variacién al método de gota sedente, el cual consiste en poner la solucién madre en el extremo céncavo del
micro-tubo, sobre él una membrana de dialisis y sedente en ella, la gota de protefna. El de la derecha consiste en poner
una membrana de di4lisis sobre la solucion madre y, sedente en la membrana la gota de protetna.
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La finura con que debe hacerse
este proceso conlleva la necesidad de
remitirse constantemente a cambiar las
condiciones en que se purifica y se
concentra la proteina.

En un principio se separaba la proteina
HemAwt por peso molecular, en un
amortiguador 50 mM PO4 pH 7.8 y
20mM de NaCl En estas condiciones, se
concentré la proteina hasta 2 mg/ml
No se logré concentrarla méas porque la
proteina  precipitaba a  mayor
concentracién. Con esta muestra de
proteina, sin embargo, se realizaron los
ensayos de cristalizacion Lite, I, II y
Cryo a 4° y 18°%. Es recomendable
proceder a los ensayos de cristalizacién
con concentraciones de proteina de
entre 520 mg/ml. Aunque la
corncentracén obtenida de proteina era
tan baja que resultaba insuficiente para
hacer pruebas de cristalizacion que
dieran resultados contundentes, se
observé que la proteina se precipitaba a
baja fuerza idnica y se supuso que se
mantenia més soluble a un pH cercano a
su pl (6. 35) -ya que en las pruebas de
cristalizacién a pH (6.5) se observaba
menos precipitado que en el resto-.

Se tenia que lograr una sobre-
saturacién de la proteina de manera
lenta para que pudiera regresar al
equilibrio y formar nticleos cristalinos.
Para ello, era necesario mantener
soluble a la proteina por més tiempo. Se
abord6 el problema desde dos
perspectivas distintas: 1) observar la
dependenda de la solubilidad en la
fuerza ibnica y 2) ver la influencia del

pH en la solubilidad.
La primera aproximacién condujo
a la realizacién de ensayos de

solubilidad por didlisis contra un
amortiguador en el que las tinicas sales
presentes  fueran aquellas cuyas
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concentraciones se¢ proponia variar, es
decir, NaCL El ensayo se realizé
entonces con un amortiguador de
imidazol 50mM a pH7 variando la
concentradén de NaCl desde 150, 75, 30
hasta 15 mM. Al realizar el primer
cambio se determiné que la disminucién
en la concentracibn de esta sal
ocasionaba la precipitadén de 1la
proteina.

En respuesta a que la proteina se
precipitaba a baja fuerza ibnica, se
realizé6 una nueva purificacién en un
amortiguador con alta fuerza iénica (50
mM PO4 a pH 7.8 con 150mM de NaCl).
En estas condiciones se concentré la
proteina hasta 4.8 mg/ml A pesar de
que esta concentracién seguia siendo
muy baja, se hicieron diferentes ensayos
de  cristalizacién  utilizando  las
soluciones de Hampton Research® para
baja fuerza idnica, en los sistemas de
cristalizaciéon ~ disehados  en el
laboratorio (Figura 1.A-I).

Se evalub, ern primer lugar, la
eficiencia del nuevo sistema utilizando
Lisozima (10, 20 y 50 mg/ml) como

grupo control Posteriormente, se
hicleron varios ensayos con dos
concentraciones distintas de HemAwt (2
y 4.8mg/ml) bajo diferentes

concentraciones de los polietilenglicol
(PEG) 3350 y 8000 (7.5, 10,125,15,175
y 20%) que conformaban las soluciones
del ensayo de baja fuerza i6nica, con 5
mM de TRIS pH 8 como amortiguador.
Por esta via, aunque en la mayoria
de las condiciones habia precipitado, se
observé un crecimiento microcristalino
de HemAwt en la condicién que
contenfa PEG 8000 al 20% en el sistema
de cristalizacién de gota sedente sobre
membrana (Figura 1.A-I). Al parecer, la
baja fuerza i6nica de la solucién madre,
cuyo Gnico agente precipitante era el
PEG, favoredia la nucleacién por una
difusién de vapor lenta gracias a la



Tests de Maestria de Paula Gonzdlez-Rubio Garrido

membrana que separaba la muestra de
proteina del liquido madre en el
reservorio. Sin embargo, la nucleacién
no era suficiente y atin se observaba
mucho predpitado, por lo que se
supuso que se habia dado un cambio
muy brusco de la fuerza iénica el cual
impedia una adecuada nucleacién.

Para evaluar la influencia de la
variacion del pH sobre la condicién
donde se habia encontrado precipitado
microcristalino en los experimentos
anteriores, se hicieron ensayos con
HemAwt a 4.8 mg/ml en PEG 8000 al
20%, a distintos pHs (4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5,
7,7.5, 8,85y 9). En la mayoria de estas
condiciones se observé precipitado; sin
embargo, se observaron algunos
microcristales a pH 5, 6, 6.5, y 7.5. Estos
resultados constituyeron otra evidencia
para abordar el problema de alcanzar la
sobresaturacién desde la segunda
perspectiva: la influencia del pH en la
solubilidad de la proteina.

Buscando  condiciones mas
favorables para la solubilidad de la
proteina y por lo tanto, para obtener
mayores concentraciones de la misma
(por lo menos cercanas a 10 mg/ml) se
realizaron ensayos de didlisis de la
protefna purificada en amortiguador 50
mM PO4 a pH 7.8 con 150mM de NaCl
contra el mismo amortiguador pero a
pH 6.1, 6.3y 6.5. El pH 6.5 favoreci6 la
solubilidad de la proteina y permitié
obtener una mayor concentracién: 7.7
mg/mlL

Con esta muestra de proteina se
realizaron los ensayos Cryo y 1I -ya que
eran los tnicos disponibles en el
laboratorio en ese momento- en los
micro-métodos de gota colgante y gota
sedente. Pese al aumento en la
concentracién de la proteina, atn no se
observaron crecimientos cristalinos de
proteina. Los ensayos mostraban, en su
mayoria, precipitados o formacién de
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cristales de sales. Estos se evaluaron por
tincién y por manipulacién: ninguno
tefiia como seria de esperar si se tratara
de un cristal de protefna cuya cantidad
de solvente permite la difusién del
colorante y se rompian al tacto.
Existieron, sin embargo, algunos
precipitados cristalinos més promisorios
en las pruebas realizadas en gota
colgante.

Ya encontrados, el pH idéneo y la
fuerza iénica adecuada para mantener a
la proteina soluble, se procedié a la
purificacién de HemAwt con el
amortiguador 50 mM PO4 pH 6.5 150
mM NaCl. En todos los ensayos de
purificacién se observa un pico de
absorbancia a 280 nm que corresponde a
un peso molecular de aproximadamente
90 KD, lo que indica que el estado
oligomérico de la proteina es un dimero.
En esta nueva etapa se obtuvo una
concentracién de proteina de 8.86
mg/ml.

A partir de los resultados
obtenidos durante los experimentos ya
descritos (en que se obtenian
precipitados  cristalinos o  micro-
cristales), se realizaron a continuacién,
ensayos de precipitacién con las sales de
las soluciones en que éstos se
encontraban: acetato de sodio y sulfato
de amonio:

Precipilante % de solubilidad | Punto saturacién |

NaCl 15 M partiendo
03 de NaCl 5SM

Acetato de Sodio 14M parbiendo
| 048 de AcNa 3IM

Sulfato de 0.74M partierdo
amonio 021 | deSuA33M

A partir de los puntos de

saturacién de la proteina con respecto a
dichas sales, se disefio una matriz para
ensayos de cristalizacion donde se
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1 2 3 4 Resultado
NaCl + 20% PEG | 1.6mM | L7 mM | 1.8 mM | 1.9 mM Cristal de sal Los resultados de
8000 estos experimentos
NaCl 16mM | 17mM | 18mM | 19 mM | B | Cristal desal | MIOStTaron formacion  de
cristales de sales, y de
| Acelato de Sodios | 1° ™M [ 1.6 mM | 1.7mM | 1.8 mM precipitado pregpltados El cambio
25 mM MESpH 65 secuencial del pH no
Sulfato de agonio | 08 ™M [09mM | 10mM [ 1.1 mM precipiado | funciond ya que la proteina
+ 25 mM MES pH en esa condicién precipité
6 al anadir por primera vez
| Suiftn do wnonio ron capa de 08mM |09mM | 1.0mM | L1 mM predpilado | ol Acido acétco. Gracias a
pacafina (vartacim &o pH con estos resultados se
e : concluyé6 que el NaCl
variaron las concentraciones de cada efecHvamente  interferfa con la

uno de ellos por arriba de ese punto. Los
experimentos se realizaron en los micro-
métodos de gota colgante (Figura 1.A-
[a).

Se introdujeron también en esa
matriz, 20% PEG 8000, -debido a que en
las pruebas de baja fuerza i6nica habia
contribuido a wuna nucleacién mas
favorable- y MES 25 mM pH 6.5 -ya que
en algunas de las condiciones que
mostraban una pequeria nucleacién se
encontraba presente cacodilato de Naz
25mM a pH 6.5-. La variacién del pH
era otra variable que nos interesaba
modular durante estos ensayos. La
supersaturacién puede alcanzarse en
proteinas con solubilidad dependiente
del pH agregando acidos o bases al
reservorio para una difusién volatil de
éstos. El cambio secuencial de pH se
realiz6 con 4cido acético adicionando
1l cada dia a la solucién con sulfato de
amonio, la cual no tenia amortiguador.
El cambio en la solubilidad de 1la
proteina en esta condicién era
modulado por la difusién vol4til
controlada del 4cido acético por una
capa de parafina en el reservorio. La
matriz estaba conformada de la manera
siguiente:

22 Se cambio el cacodilato de sodio por MES debido a
que el primero es t6xico y su manejo complicado
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nucleacién de la proteina.

Adicionalmente, con el resto de la
proteina a 8.86 mg/ml se realizaron los
ensayos del conjunto de soluciones
Hampton [ donde también se
observaron precipitados cristalinos con
la formacién de algunos microcristales
en las condiciones mencionadas
anteriormente, asf como en HEPES pH
7.5, citrato de sodio pH 5.6 y distintos
PEGS.

Por otro lado, las
concentraciones de proteina que se
habian obtenido hasta el momento adn
eran insuficientes para aumentar la
nucleacién, por lo que se procedié a una
revision  bibliografica  sobre  los
procedimientos empleados para la
produccién de esta enzima.

Existe una muy  buena
caracterizacién de HemA en Rhodobacter
sphaereoides que ha sido el trabajo de
anos del grupo de la Dra. Gloria
Ferreira. HemA de R. sphaereoides tiene
una identidad del 82% con HemA de B.
Japonicurm, ademds sus pl son muy
similares (6.34 y 6.35) asi como sus
pesos moleculares 44332.64 y 44574.0
daltones, respectivamente. La
informacién de la caracterizacién de
HemA en R. sphaereoides se extrapold
entonces, a nuestra proteina problema, y
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con base en ella se tomaron ciertas
decisiones  que  condujeron a
modificaciones importantes en el
método de sobre expresion (medio
minimo, tempo de induccién, tiempo
de crecimiento, etc), en el procedimiento
de lisis de las células, y en la
purificacién. En dichas modificaciones
se incluyeron aquellas que los
resultados de cristalizacién habfan
sugerido pertinentes (cambio de pH y
fuerza ibnica). Los métodos de
produccion de la enzima ya
estandarizados son los reportados en la
seccién de métodos.

Siguiendo esta pauta, se realizé
una nueva purificacion de donde se
obtuvo una concentracién de proteina a
2056 mg/ml Los resultados de los
Gltimos experimentos de cristalizacién
sugerian necesario eliminar el NaCl. Se
quit6 entonces esta sal del amortiguador
de la muestra antes de la cristalizacién.
Para ello, se dializ6, segfin la cantidad
que se ufilizaria para los ensayos de
(ristalizacién, contra el mismo
amortiguador 50 mM PO4 pH 6.5 pero
con 20 mM NaCl, para dejarle lo
minimo de NaCl necesario para que
estuviera soluble. Se ensayaron las
soluciones I, O y Cryo a dos
temperaturas (4° y 18°). En todos los
casos se observaron precipitados
cTistalinos 0 formacién de
microcristales. Se obtuvo, sin embargo,
un cristal cibico en una condicién que
contenia unicamente, PEG y glicerol. En
estas condiciones sin sales en el
precipitante, era muy plausible obtener
cristales de proteina. No obstante, al
hacer las pruebas de tincién o de
manipulacién para ver si se trataba de
sal o proteina, no mostraba una clara
tincién por lo que cabia la duda de si era
de sal o proteina. Se llevé entonces a
difractar al LUEP y se comprobd su
naturaleza salina. Antes de poderlos

98

difractar, suponiendo que podrian ser
de proteina, se ensayaron las
condiciones alrededor de aquella en la
que se obtuvo el cristal cibico, variando
las concentraciones de PEG 1500 y de
glicerol, sin obtener ningln resultado

promisorio.
Se buscé entonces eliminar
cualquier contribucién  salina al

crecimiento de los cristales, tanto los
fosfatos del amortiguador como el NaCl.
Con este objetivo, se dializé contra H20
y contra 125 mM MES pH 65
Adicionalmente, considerando que la
enzima utiliza PLP como cofactor, se
incluyé éste a 20 pM, ya que podria
estar jugando un papel muy importante
en la estabilizacién de la enzima. En
consecuendia, se dializ6 la proteina
también contra las dos soluciones
anteriores con 20uM PLP. Estas
muestras de proteina se ensayaron bajo
distintas concentraciones y tpos de
PEGS (25% PEG 1500, 24% PEG 3350,
25% PEG 1500 y 20% glicerol, 30% PEG
MME 5000) y con algunas de las
soluciones Cryo, [ y II, previamente
seleccionadas con base en los ensayos
anteriores. Ninguno de estos ensayos
mostréd buenos resultados.

Con una nueva muestra a 18.88
mg/ml se hicieron nuevamente las
pruebas de cristalizacion con las
soluciones de Hampton Research®
Cryo, I y Il a 4°y 18° Se quiso eliminar
en esta etapa la interferencia de los
fosfatos de amortiguador de muestra en
el proceso de cristalizacibn de la
proteina. Para este fin, se cambio el
amortiguador de muestra por MES
25mM pH 6.5. Se dializ6 la proteina
contra MES 25 mM pH 6.5 con PLP 20
uM y se pusieron las soluciones del
conjunto de soluciones 1I y parte del
Cryo. Al dializar més proteina contra
MES, ésta se precipité en el segundo
cambio, por lo que se regreso al
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amortiguador 50 mM PO4 pH 6.5 150
mM NaCl y se vio que la precipitacién
era reversible. Entonces se pusieron los
ensayos Cryo y I faltantes, en los cuales
se volvieron a obtener cristales de sales.
La proteina al parecer necesitaba
un contenido minimo de sales en su
ambiente para poder ser soluble, sin

embargo, estas sales oscurecian
fuertemente los ensayos de
cristalizacién. Por otro lado, la

aproximacién de bajar la solubilidad a
baja fuerza iénica utilizando solo PEGs
no habfa dado buenos resultados
tampoco. En estas circunstancias se opt6
por utilizar un amortiguador de
muestra donde hubiera un contenido
minimo de sales (fosfatos 20 mM sin
NaCl) con base en las razones ya
expuestas, pero también a que la
afinidad del PLP es operativa a baja
fuerza i6nica.

No obstante, la sola adicién de
PLP no habia contribuido
considerablemente a mejorar los
resultados, segiin se constaté en los
experimentos anteriores. Se eligi6
entonces, adicionar el primer sustrato de
la enzima: la glicina.

Se purificé nuevamente la enzima
y se concentré a 18 mg/ml. Se dializ6

posteriormente contra el amortiguador
C sin NaCl con 20uM PLP y 20uM
glicina. Con esta muestra se realizaron
nuevamente los ensayos [, Il y Cryo de
Hampton, y se obtuvieron algunos
cristales en condiciones distintas. Entre
ellas 1.5M MgCl,24% PEG 4000, 0.08M
TRIS pH8.5 y 20% Glycerol y 0.1
Formiato de Mg y 50% Glicerol a 18° C
(Figura 3.A-I). Ambos cristales se
difractaron. La difraccién a la que fue
expuesto el cristal de 0.1 Formiato de
Mg y 50% Glicerol, mostré que se
trataba de un cristal de proteina. Sin
embargo, la resolucién maxima era sélo
de 10 A.

En esas condiciones, la proteina
estaba a un pH cercano a su punto iso-
eléctrico (pH 6.5) y no habia ningan
amortiguador en la solucién
precipitante; por lo que al agregarle el
formiato de Mg posiblemente hubo una
ligera elevacién del pH que favorecié6 el
que la protefna llegara a un punto de
saturacién y formara esos pequenos

cristales. Sin embargo, en esos
experimentos, la concentracién de
proteina, aunque era elevada (18

mg/ml), no fue lo suficiente para que
hubiera nucleacion.

Figura 3.A-1. Cristales encontrados en 1.5M MgCl,24% PEG 4000, 0.08M TRIS pH8.5 y 20% Glicerol, a la
derecha y 0.1 Formiato de Mg y 50% Glicerol a la izquierda. Este se difract6 y se comprob6 que era de
protefna aunque la difraccion era débil, hasta 10 A de resolucion.
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Subsecuentemente, se realizaron
ensayos alrededor de esa condicién de

cristalizacion. El interés se enfocéd
entonces, en subir [a concentracién de la
proteina lo méds que se pudiera: se
obtuvo una concentracién de 58 mg/ ml.
Con esa concentracién se repitié la
condicién con 0.1M de formiato de Mg y
como no se tenfa este reactivo en el
laboratorio, se hicieron pruebas con
formiato de Na, cloruro y sulfato de Mg
a distintas concentraciones alrededor de
100mM para identificar el papel del
formiato y del Mg en la cristalizacién.
Sin embargo, ninguno de estos ensayos
produjo cristales. La proteina se mostrd
como mucho més soluble apareciendo
muchas gotas transparentes en los
ensayos.

El fracaso en la reproduccién del
experimento en 0.1M de formiato de
Mg y la falta de crecimiento
microcristalino en las otras condiciones
puede atribuirse a que el alza tan fuerte
en la concentracién sin que hubiera
precipitacién de la proteina fuera
producto de wun cambio en la
oligomerizacién de la proteina durante
la concentracién de la enzima.

Conclusiones

El objetivo principal de este
trabajo, la determinacion de la
estructura cristalogréifica de HemA, no
se ha podido cumplirc. Pese a los
esfuerzos realizados por encontrar las
condiciones de cristalizacién ideales
para esta enzima, ain no ha sido posible
obtener cristales de calidad. No se han
podido reproducir los cristales de
proteina obtenidos en Formiato de Mg
100mM y, aunque se han encontrado
cristales en otras condiciones, ain no se
ha podido logrado confirmar su
naturaleza proteinica.
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Sin embargo, la caracterizacién
bioquimica que se realiz6, dentro de sus
limitaciones, favorecié algunos logros
de importancia: (1) obtener altas
concentraciones de  proteina, (2)
mantenerla soluble durante mas tiempo
y (3) obtener algunos pequerios cristales
de proteina.

Mantener el pH de la solucién de
proteina a cristalizar cercano al pl de la
misma, asf como una alta fuerza iénica
son determinantes en mantener soluble
a la enzima. Esto permiti6, al igual que
los ajustes en el proceso de produccién y
purificacién, obtener mayores
concentraciones de proteina.

Por otro lado, consideramos que
agregar el sustrato glicina a la muestra
de proteina con amortiguador de
fosfatos 20 mM pH 6.5 sin NaCl y PLP
100uM, justo antes de realizar las
pruebas de cristalizacién, fue categérico
en la obtencién de cristales de proteina,
ya que la unién del cofactor PLP no
habia mejorado los resultados.

Existen algunos problemas que
obstaculizaron el avance de este
proyecto.Una caracterizacion
bioquimica profunda de la enzima y la
realizaci6n de ensayos de actividad y de
plegamiento son escenarios importantes
cuyo conocimiento previo a la
realizacién de  experimentos de
cristalizacién repercute en el éxito de los
mismos. No obstante, para hacer éstos
se requiere mucha proteina pura por lo
cual, en cristalografia hay que convivir
casi siempre con no disponer de esos
resultados.

Otro factor a poner en
consideracion es el efecto que puede
tener la geometria y el volumen de la
gota en la nucleacién. Existen algunas

soluciones cuya tensidn superficial
deforma Jla gota impidiendo la
nucleacién. Otras  soluciones son

dificiles de medir con la pipeta lo que
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acarrea errores en las concentraciones y
genera variaciones imposibles de
reproducir.

Otro aspecto interesante, es que
muchas veces las proteinas provenientes
de organismos haléfilos o terméfilos
cristalizan con mayor facilidad que las
de aquellos meso6filos, produciendo
muchas veces cristales de mejor calidad.
B. japonicum es un organismo meséfilo,
asi que probablemente, la seleccién de
algin otro organismo extreméfilo
pudiera haber encausado el proyecto
hacia mejores resultados.
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