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Resumen.

Las proteinas codificadas por el gen 6a, pertenecientes al dominio variable de las cadenas
ligeras A, estdn fuertemente asociadas con la acumulacion amiloide. La cadena ligera
6aJL2 es una proteina modelo construida a partir de las secuencias de aminoacidos
codificadas por las lineas germinales 6a y JL2. En este trabajo, caracterizamos la
desnaturalizacion de 6aJL2 inducida por urea y temperatura. En una escala temporal
corta, los experimentos espectroscopicos, hidrodinamicos y calorimétricos fueron
consistentes con una transicion de dos estados. Ademas, los valores de AG, m y Cm
fueron similares a los obtenidos a partir de experimentos cinéticos. En contraste, al
incubar las muestras por 24 horas a 37 °C, los datos espectroscopicos, hidrodinamicos y
calorimétricos revelaron la presencia de un intermediario parcialmente desplegado fuera
de la via de plegamiento a concentraciones de urea cercanas a la Cm (1.5-3.0 M de urea).
Las propiedades hidrodinamicas del intermediario, son consistentes con un intermediario
monomeérico soluble. Los datos de fibrilogénesis in vitro mostraron que en el intervalo de
concentraciones de urea en el cual se acumula el intermediario, la extension de las
fibrillas es méaxima y el tiempo de retardo de la cinética es minimo. Estos resultados
indican que la formacion y/o acumulacién del intermediario parcialmente desplegado es
un paso critico para la formacion de fibrillas in vitro. Ya que a concentraciones de urea
cercanas a la Cm el estado nativo y el desnaturalizado estan igualmente poblados,
proponemos que el intermediario puede formarse a partir de la asociacion de estas dos

conformaciones.



Abstract.

Proteins encoded by the gene segment 6a of the A variable light-chain repertoire are
strongly associated with amyloid deposition. 6aJL2 is a model protein constructed with
the predicted sequences encoded by the 6a and JL2 germ line genes. In this work, we
characterized the urea and temperature induced unfolding of 6aJL2. In the short time
scale, spectroscopic, hydrodynamic and calorimetric experiments were compatible with a
two-state transition. Furthermore, AG, m and the midpoint urea concentration obtained
from equilibrium experiments were compatible with those obtained from Kkinetic
experiments. In contrast, after incubation for 24 hours at 37 °C, spectroscopic,
hydrodynamic and calorimetric experiments revealed the presence of a partially unfolded
off-pathway intermediate around the midpoint urea concentration (1.5-3.0 M urea). The
hydrodynamic properties of the intermediate were consistent with a soluble monomeric
state. In vitro fibrillogenesis assays showed that the maximum growth rate for fibril
formation and the minimum lag time were obtained at urea concentrations where the
partially unfolded state was populated. This indicates that this partially unfolded state is
critical for in vitro fibril formation. The intermediate is formed around the midpoint urea
concentration, where the native and unfolded states are equally populated, therefore, we
propose that the intermediate may result from the association of the native and unfolded

conformers.



Introduccion.
Plegamiento y estabilidad de proteinas.

El termino “plegamiento de proteinas™ se refiere, desde un punto de vista estructural, al
proceso mediante el cual las proteinas adquieren una estructura tridimensional especifica
llamada estructura nativa, la cual estd estrechamente relacionada con su funcidn
biologica. La formacion de la estructura nativa es debida a la interaccién entre los grupos
funcionales de los aminoacidos de una cadena polipeptidica. Dichas interacciones,
relativamente débiles, son los puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas y de van
der Waals. En algunos casos también se presentan interacciones de tipo covalente tales
como la formaciéon de puentes disulfuro. Lo anteriormente descrito, se refiere a la
estructuracion de una sola cadena polipeptidica, sin embargo, en una forma mas amplia
también abarca la interaccion entre varias cadenas polipeptidicas formando lo que se
conoce como estructura cuaternaria. Este proceso es de hecho una extensiéon del
plegamiento dependiendo del proposito y del modelo de estudio, en ocasiones se hacen
distinciones operacionales tales como “oligomerizacion™ para el caso de proteinas con
varias subunidades o “ensamblado”, en la formacion de capsides virales y complejos
proteicos. Durante la segunda mitad del siglo pasado, mediante experimentos de
plegamiento/desplegamiento in vitro, Anfinsen' demostré que toda la informacién
necesaria para que una cadena polipeptidica adquiera su conformacién nativa se
encuentra contenida en la secuencia de aminodcidos. Cabe senalar que lo anterior es una
generalizacion, ya que si bien es cierto que en experimentos in vitro una gran cantidad de

proteinas pasan de un estado desnaturalizado a un estado nativo de forma espontanea y



sin ningun tipo de asistencia; In vivo, el plegamicnto de varias proteinas es asistido por

fo 2
otras proteinas’.

Anfinsen postuld la “hipotesis termodinamica™, en la cual se asume que bajo las
condiciones fisicoquimicas correctas, ¢l plegamiento de una proteina al estado nativo de
minima energia es espontaneo y determinado solamente por su secuencia de
aminoécidos" **. Aunado a esto, la capacidad de las cadenas polipeptidicas de elegir una
conformacidn de manera rapida y espontanea de entre una gran cantidad de posibilidades
indica que durante el plegamiento de una proteina, esta sigue de manera preferencial un
“camino” de conformaciones hasta alcanzar el estado nativo. A la luz de esta
informacion, surge una serie de preguntas basicas referentes al plegamiento, tales como:
(Como se pliega una proteina? ;Cuales son los caminos implicados? ;Si los hay, qué
intermediarios estan implicados? ;Cual es su cinética?, etc. Es también a partir de esta
informacion que el problema del plegamiento puede ser abordado como un problema

termodinamico, de forma similar a una reaccion quimica

Desde un punto de vista termodinamico, el plegamiento de una proteina se puede
describir como un equilibrio termodinamico entre diferentes estados con propiedades
macroscopicas experimentalmente distinguibles entre si°®. El modelo mas sencillo de
equilibrio termodindmico es el de dos estados, el cual asume que el proceso de interés

puede representarse como:



En el cual las especies “A™ y"B”'se interconvicrten entre si.

Para el caso de proteinas relativamente pequenas, esta aproximacion generalmente es
bastante buena y permite calcular parametros de estabilidad. Sin embargo, no hay que
perder de vista que “estado” en un sentido termodinamico no es sinénimo de “estado”
confblinacional4'(’, especificamente cuando intentemos asociar una estructura definida a
un estado termodinamico particular buscando describir los cambios en las fuerzas inter e
intramoleculares que expliquen las transiciones entre un estado termodinamico y otro®.
Asi el que un proceso pueda describirse de forma aparentemente adecuada como de dos
estados, no necesariamente excluye la presencia de intermediarios, ya que estos pueden

. , . . L 6
presentar propiedades macroscopicas experimentalmente similares’.

Por otro lado, es mayor el nimero de proteinas cuyo plegamiento es un proceso que
involucra mas de dos estados, tanto estructurales como termodinamicos, en los cuales es
posible identificar especies intermedias entre los estados nativo y desnaturalizado. En
algunos casos es posible separar y caracterizar dichos intermediarios asi como su
participacion en la via de plegamiento, sin embargo, en ocasiones dichos intermediarios
estan fuera de la via de plegamiento o estan involucrados en procesos irreversibles, como
por ejemplo, la formacién de agregados inespecificos, conformaciones incorrectas que
dificultan la caracterizacion tanto termodinamica como fenomenologica del proceso de

3:4;6,9-13

plegamiento , 0 agregados fibrilares, causantes de un gran numero de patologias.



Enfermedades asociadas al plegamiento anémalo de proteinas.

In vivo, una proteina es capaz de plegarse inmediatamente tan pronto como el extremo
amino de la cadena polipeptidica recién sintetizada emerge a través del canal del
ribosoma, ain cuando puede adoptar su conformacion nativa sin la asistencia de ningun
otro factor, el medio ambiente en el interior de la célula esta densamente poblado por
otras moléculas lo cual favorece los procesos de agregacion. Por lo tanto, la célula cuenta
con diversos mecanismos que previenen las interacciones no productivas, tales como las

: . . 2;9; 14
chaperonas, prolil-cistrans isomerasas, entre otros :

Estos mecanismos de control, si bien son altamente eficientes en el reconocimiento de
proteinas parcial o incorrectamente plegadas, generalmente se encuentran asociados al
reticulo endoplasmico,” algunas proteinas con conformaciones incorrectas escapan a este
“control de calidad”, lo cual generalmente ocasiona un mal funcionamiento en los
sistemas bioldgicos. Una gran cantidad de enfermedades humanas estan relacionadas con

, : L 912513
alteraciones en el plegamiento de las proteinas” '* ' 1,

Algunas de estas enfermedades (p.¢j. fibrosis quistica'®) se deben simplemente a que las
proteinas incorrectamente plegadas son incapaces de realizar su funcién bioldgica. En
otros casos, las proteinas en conformaciones anormales que escapan a los mecanismos de
control de la célula, forman agregados insolubles dentro de las células o en el espacio

extracelular.

Un elevado numero de patologias, entre las cuales se encuentran el Alzheimer, el

Parkinson, las encefalopatias espongiformes, amiloidosis de cadenas ligeras y algunos



tipos de diabetes de inicio tardio, estin directamente asociadas con la acumulacion de
dichos agregados en algunos tejidos. Una de las caracteristicas mas importantes de la
mayoria de estas enfermedades es la formacion de agregados fibrilares o placas llamados
amiloides. Estos agregados se han encontrado en diferentes organos como cerebro,

corazon, higado o tejido 6seo, dependiendo de la proteina involucrada.

Otra caracteristica que comparten estas distintas patologias y por la cual se agrupan bajo
el término “amiloidosis”, es que todas forman agregados estructuralmente semejantes
aunque, las caracteristicas estructurales de las proteinas solubles involucradas van desde
proteinas globulares solubles hasta péptidos carentes de estructura definida. Los
depositos amiloides presentan propiedades Opticas caracteristicas (tales como la
birrefringencia) al unir ciertos colorantes como el rojo congo. También comparten
caracteristicas morfologicas (largas estructuras “torcidas”, no ramificadas, con pocos
milimetros de diametro) y un patrén de difraccion de rayos X caracteristico de hojas-B
cruzadas (figura 1, fibrilla amiloidea) , lo cual revela que el niicleo de dichas estructuras

esta organizado en filamentos de hojas 8 que corren perpendiculares al eje de las fibrillas

16-21
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Figura 1. Modelos estructurales de una fibrilla amiloide. Estos modelos’ % se han propuesto a partir de

datos de difraccion de rayos x de fibrillas amiloides (figras modificadas de las referencias 9 y 20) .



Un aspecto crucial para la formacion de fibrillas amiloides es el mecanismo por el cual
se ensamblan a partir de sus precursores. En la estructura plegada de las proteinas
globulares, la mayor parte de la cadena polipeptidica se encuentra por lo general oculta,
para  la formacion de fibrillas es necesaria la exposicion de ciertas regiones. Esto se
deduce a partir de experimentos in vitro en los cuales el proceso de agregacion fibrilar se
favorece bajo condiciones en las cuales in vivo se desestabiliza el estado nativo y la
proteina se encuentra parcialmente desplegada, por ejemplo, bajas concentraciones de

. - 9; 10; 14;22-38
desnaturalizantes caotropicos o extremos de pH™ ™ ™ :

Amiloidosis de cadenas ligeras o amiloidosis AL.

La amiloidosis AL pertenece a un grupo de al menos 20 enfermedades relacionadas al

: . .9 13 18
plegamiento anémalo de las proteinas™ =

; esta enfermedad se caracteriza por la
acumulacion patoldgica de agregados proteicos en forma de fibrillas insolubles cuyo
componente principal es el dominio variable de las cadenas ligeras (V) de las
inmunoglobulinas o éste y una pequena fraccion del dominio constante’”'> ' % En Ia
mayoria de los casos, los depdsitos amiloides se localizan en dos 0 mas 6rganos, entre los
mas frecuentemente afectados se encuentran los rifiones y el corazon, pero el higado,
sistema nervioso periférico y auténomo, tracto gastrointestinal y pulmones también son
afectados®™*. No se conocen las bases moleculares que conllevan a esta acumulacion en
estos tejidos en particular. Aunque se sabe que algunas de las cadenas ligeras
amiloidogénicas son capaces de unirse a ciertos componentes de tejidos de una forma tan

; L , . 46 .
especifica que recuerda al reconocimiento antigeno-anticuerpo’ . Por lo anterior, la

amiloidosis es una enfermedad degenerativa y generalmente fatal para la cual hasta el

10



momento no s¢ ha desarrollado un tratamiento eficiente. Los pacientes diagnosticados
con amiloidosis que no reciben alguna clase de tratamiento, tienen un tiempo de
supervivcncia de 10 a 14 meses a partir del diagnostico, en tanto que para los pacientes
bajo algin tratamiento es de 24 a 46 meses, dependiendo del tratamiento y los drganos

. 45
afectados™.

Por lo general, la amiloidosis AL esta asociada a casos de cancer en linfocitos B,
caracterizados por una sobre expresion de cadenas ligeras monoclonales, las cuales se
excretan en forma libre. Sin embargo, no todos los casos de cancer en linfocitos B se

encuentran agregados amiloides. La presencia de cadenas ligeras monoclonales libres en

41; 47

b

el suero y/o en la orina es relativamente comun en individuos mayores de 50 anos
pero solo una fraccion menor de ellos sufre de amiloidosis Estos datos indican claramente

que in vivo no todas las cadenas ligeras son amiloidogénicas.

Aunque hasta el momento no es claro el mecanismo molecular ni los factores que
modulan la formacion de fibrillas amiloides, existen evidencias que indican que una baja
estabilidad termodinamica en las cadenas ligeras es uno de los factores principales que
) . i a gL 20:48-54
promueven el comportamiento amiloidogénico , como el hecho de que
generalmente las proteinas involucradas en casos de amiloidosis AL son menos estables
que sus contrapartes no amiloidogénicas pertenecientes al mismo subgrupo. Con base en
datos termodinamicos obtenidos a partir de experimentos de desnaturalizacién al

equilibrio, se ha propuesto una correlacion entre una baja estabilidad de los V|

. .. . .. - 50: 52: .
amiloidogénicos y grado de ﬁbr110gen1c:1dad48’ 20:3%355 En todos los casos, el plegamiento

11



del las cadenas ligeras, tanto amiloidogénicas como no amiloidogénicas se ha descrito

como un proceso de dos estados y sin evidencia de intermediarios.

Adicionalmente, se ha observado que in vifro, bajo condiciones desestabilizantes como
temperaturas elevadas, pH extremos y la presencia de concentraciones relativamente
bajas de desnaturalizantes quimicos como urea o cloruro de guanidina (GuHCl) se
promueve la formacion de fibrillas amiloides aun en proteinas no amiloidogénicas in vivo

%9557 En este sentido, se ha estudiado el efecto de agentes desestabilizantes (GuHCl y

: o ., Mo e e 303557
pH bajos) en la cinética de formacién de fibrillas in vitro™ 77",

Mediante el uso de diferentes métodos espectroscopicos ¢ hidrodinamicos, se demostrd
que la fibrilogénesis in vitro de la cadena ligera amiloidogénica Sma es promovida por
condiciones desestabilizantes, bajo las cuales la proteina adopta una conformacion
parcialmente desplegada, identificada como un intermediario del plegamiento. Este
intermediario presenta una pérdida sustancial de estructura terciaria® *°. Un segundo
intermediario, con un grado de estructuracidon muy cercano al estado nativo, fue detectado
bajo condiciones menos extremas de pH y concentracion de GuHCI. Este intermediario

forma, de manera preferencial, agregados amorfos.

Esos datos sugieren que es necesario que ocurran rearreglos estructurales en las cadenas
ligeras, formando especies parcialmente plegadas, las cuales actian como precursores en
la fibrilogénesis; sin embargo, no ha sido posible hasta el momento caracterizar a nivel
molecular el mecanismo por el cual ocurre la formacion de fibrillas. Hasta el momento,
solo se ha logrado caracterizar los cambios estructurales globales asociados con la

- 1..23;26; 32, 35:37; 55; 57-
agregacion fibrilar® 201 32 3337, 33 5763,

12



Estructura de los anticuerpos.

Los anticuerpos son glicoproteinas oligomé‘ricas cuya funcién es la respuesta inmune
humoral en vertebrados, son sintetizadas por los linfocitos B en respuesta a un estimulo
antigénico. Su secuencia de aminoacidos se distingue por tener una gran variabilidad
localizada en zonas especificas, conocidas como regiones determinantes de
complementariedad (CDR) las cuales reconocen y unen especificamente a un gran

. ; 64
namero de antigenos .

Los anticuerpos estan constituidos por cantidades equimolares de dos tipos de cadenas
polipeptidicas: Las cadenas pesadas de entre 440 a 550 aminoacidos (50-70 kD), que
poseen un dominio variable (Vi) y tres dominios constantes (Cyl, Ci2 y Cy3) y las
cadenas ligeras, de aproximadamente 220 aminoacidos, formadas por un dominio
constante (C;) y un dominio variable (V.), estos dominios son estabilizados por
interacciones covalentes (puentes disulfuro) y no covalentes (puentes de hidrogeno,

: . 64
interacciones de Van der Waals.)™".

Al interaccionar ambas cadenas, forman una
estructura tridimensional similar a una “Y distorsionada™ (Figura 2), en la que cada brazo
(fragmentos Fab) posee un sitio de unidn a antigeno formado por los dominios variables

64

de las cadenas ligera y pesada (Vi y Vi) Los brazos estan unidos al “tallo de la Y*

(fragmento Fc) por una region altamente flexible y expuesta, conocida como bisagra.

13



Figura 2. Estructura tridimensional de las inmunoglobulinas. En color claro se muestran las cadenas

ligeras (L) y en color oscuro las cadenas pesadas (H).

Todos los dominios, tanto de las cadenas pesadas como de las ligeras, presentan un
plegamiento caracteristico denominado plegamiento B-sandwich, formado por dos hojas
B de 3 y 5 hebras, unidas por un puente disulfuro (Fig. 3). Las hebras § que dan la
arquitectura caracteristica de los anticuerpos, presentan menor variabilidad y se
denominan regiones marco (FR), por otro lado, las asas que conectan a las hebras 3

forman el sitio de union al antigeno y son las que presentan la mayor variabilidad en su

secuencia®.
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Figura 3. Plegamiento caracteristico de los dominios de las inmunoglobulinas. Se pueden apreciar las

dos hojas B unidas por un puente disulfuro.

Cadenas ligeras.

Las cadenas ligeras, estin formadas por dos dominios de 107 aminoécidos cada uno. La
porcion N-terminal (dominio variable) es altamente variable con un total de 75-77
aminoacidos sustituibles (con un 70% de variabilidad) en tanto que la porcion C-terminal
(dominio constante) esta conservada para cada grupo. Cuatro residuos de cistéina, dos en
la zona variable y dos en la constante, originan puentes disulfuro que estabilizan cada
dominio®. El dominio variable (V) de las cadenas ligeras esta relacionado al
reconocimiento y unién de antigenos durante la respuesta inmune, su alta variabilidad
amplia el rango de reconocimiento, en tanto que el dominio constante cumple funciones

estructurales.

En general los V. presentan un triptofano conservado en la posicion 35, el cual esta en
contacto con el puente disulfuro que une a las dos hojas-B; debido a esto, la sefial de

fluorescencia de este triptofano estd apagada en el estado nativo, la modificacion del
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ambiente alrededor de este grupo, permite seguir los cambios conformacionales que

ocurren durante el proceso de desnaturalizacion.

Las cadenas ligeras se pueden clasificar de acuerdo a la secuencia de aminoacidos del
dominio constante en dos grupos: El grupo lambda (A) dividido en 6 subgrupos que
presentan una cistéina altamente conservada en el C-terminal y el subgrupo kappa (x)
formado por 4 subgrupos que tienen una serina en el C-terminal®. Al comparar las
secuencias consenso de los distintos subgrupos, éstas difieren considerablemente aunque
las secuencias dentro de un mismo grupo estan relativamente conservadas. Asi, dos
cadenas A de un mismo subgrupo provenientes de distintos vertebrados presentan mayor

, . 6
homologia que las cadenas x y A de un mismo vertebrado®.

A diferencia de otras proteinas asociadas a amiloidosis, las cadenas ligeras de
inmunoglobulinas son altamente heterogéneas en secuencia de aminoécidos'” ®. Esta
variabilidad resulta principalmente de la recombinacion de segmentos de genes que
codifican para las inmunoglobulinas y también de los mecanismos de hipermutacion
somatica que ocurren en el sistema inmunologico para crear un repertorio de anticuerpos

diverso®’.

En todas las células del organismo excepto en los linfocitos B, los segmentos génicos que
codifican las regiones variables de las inmunoglobulinas se encuentran muy separados en
el genoma. La aproximacion de estos genes se produce en la médula 6sea durante el
proceso de maduracion de los linfocitos B y tiene lugar por un proceso de recombinacidén
entre los diferentes segmentos génicos denominado recombinacidén somatica. Los genes o

lineas germinales que codifican para los distintos tipos de cadenas ligeras estan
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codificados por los segmentos génicos V-J yuxtapuestos, que codifican para el dominio
variable y ¢l de unidn respectivamente. El dominio constante esta codificado por el

segmento C.

En el humano existen 40 genes Ky 31 genes A que codifican para los dominios variables,
los cuales se clasifican en seis subgrupos x y diez A (de acuerdo con la base de datos de

inmunoglobulinas, http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk). Dos genes VL, €l 6a y el 3r, fueron

identificados como precursores de mas del 50% de las cadenas ligeras reportadas en

o 40; 68; 69
casos de amiloidosis AL " °% 7

. Estos datos contrastan fuertemente con su baja
frecuencia en el repertorio de anticuerpos en individuos sanos® (2% y &%
respectivamente). De manera similar, el par de segmentos génicos de tipo k 8 y 18 estan
sobre representados en amiloidosis AL *** 7% Hasta el momento se desconoce el origen
de la asociacion entre estos genes y la amiloidosis, pero todo indica que la secuencia
codificada por estos genes tiene una predisposicion intrinseca para la formaciéon de
amiloides. El gene 6a es el Gnico miembro del subgrupo lambda 6' relacionado con
amiloidosis. Sorprendentemente sélo se conoce una cadena ligera lambda 6 relacionada a

un caso de mieloma multiple que no forma agregados amiloides in vivo .

Todos los datos anteriormente descritos sugieren que, en el caso particular de la
amiloidosis AL relacionada con el subgrupo A6, la alta predisposicion de dicho subgrupo
a formar fibrillas amiloides es una caracteristica intrinseca de la linea germinal y que
dicha predisposicion es debida principalmente a una baja estabilidad termodinamica del

estado nativo, facilitando la formacion de especies parcialmente plegadas bajo

17



condiciones poco desestabilizantes, las cuales actian como precursores en la formacién

de fibrillas amiloides in vivo.

En un trabajo previo, se estudié la estabilidad de la cadena ligera 6aJL2 usando cloruro
de guanidina como agente caotrpico. En este trabajo, se encontré que 6aJL2 es mas
estable que las proteinas del subgrupo lambda 6 obtenidas de pacientes con mieloma
multiple, tanto amiloidogénicas (Wil, AAG = 9.2 kJ mol™) como no amiloidogénicas (Jto,
AAG =3.7 kJ mol™)®. Estos datos sugieren que, la alta predisposicién de las cadenas
ligeras del subgrupo A6 a formar agregados amiloides in vivo, no se puede atribuir
solamente a una baja estabilidad termodindmica de la linea germinal, sino que otros

factores ademas de la estabilidad gobiernan el proceso de agregacion amiloide.

Con la finalidad de obtener una descripcion completa del patron de plegamiento de la
linea germinal y su relacién con la formacion de fibras amiloides in vivo, en este trabajo
se caracteriz6 el proceso de plegamiento/desplegamiento desde un punto de vista
termodinamico y cinético usando urea y/o temperatura como agentes perturbantes, asi
como la existencia y participacion de especies o intermediarios parcialmente plegados en

el proceso de fibrilogénesis in vitro.

Objetivos.

General.

Caracterizar termodindmica y cinéticamente el patrén de plegamiento del dominio
variable de la cadena ligera AVI (rVV 6aJL2) y estudiar la relacion entre el plegamiento y

la fibrilogénesis.
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Particulares.
* Cuantificacién de la estabilidad conformacional (AG) de rV 6aJL2 a partir de

experimentos de desnaturalizacion cinéticos y al equilibrio con urea y temperatura.

* Deteccidn y caracterizacion de posibles intermediarios en la via de plegamiento

* Relacionar la presencia de intermediarios en el plegamiento con la formacion de

fibrillas.

Materiales y métodos.

El extracto de levadura y la triptona se obtuvieron de Difco. Los demés reactivos se
obtuvieron de Sigma-Aldrich. Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y

el agua desionizada fue grado Mili Q.

Purificacion y sobreexpresion de 6aJL2.

La produccion, expresion y purificacion de la proteina recombinante 6aJL2 se realizo de
acuerdo al protocolo descrito por Pozo et al®®. El amortiguador de trabajo empleado
durante la purificacion fue fosfato de sodio 50 mM, NaCl 100mM pH 8.0. De forma
resumida, la proteina recombinante 6aJL2 se purifico de células de E.coli BL21
transformadas con el plasmido pSynl-6aJL2. La proteina sobre expresada se extrajo del
periplasma usando una solucion de sacarosa al 20 % peso/volumen, 0.1 M Tris, 0.1 M

EDTA (pH 8.0), seguida de un choque osmotico usando agua destilada fria.

El sobrenadante se concentré por ultrafiltracion usando una membrana de corte de 10

kDa y cargado en una columna de exclusion molecular Superdex-75 preparativa
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(Amersham Pharmacia). La pureza de la proteina se determind por electroforesis

desnaturalizante (PAGE-SDS).

La concentracién de proteina se determind por espectroscopia de absorcion de UV
usando un coeficiente de extincion exgonm = 1.2327 mg™ cm™ mL, calculado a partir de la

secuencia de aminoacidos usando el programa ProtParam, disponible en la pagina de

internet Expasy (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). La proteina se almacen6 a 4

°C.

Desnaturalizacion caotrépica.

Experimentos al equilibrio.

Para obtener parametros termodinamicos a partir de experimentos de desnaturalizacion,

se deben cumplir con varios requerimientos, entre los que destacan:

A) Reversibilidad: Las curvas de plegamiento y desplegamiento deben ser
coincidentes entre si, esto es, que no se presenten fendmenos de histéresis.
B) Equilibrio: Las sefiales observadas deben alcanzar un equilibrio dindmico, es

decir, no mostrar cambio detectable en la sefial observada con el tiempo.

Debido a esto, se realizaron experimentos preliminares para determinar el tiempo minimo
de incubacion para alcanzar el equilibrio, estos experimentos (datos no mostrados),
indicaron que el desplegamiento de 6aJL2 alcanza un equilibrio dindmico en pocos
minutos (3 minutos aproximadamente), correspondiente a un tiempo de incubacion corto.

En contraste, la formacion de fibrillas es un proceso muy lento, teniendo lugar en una
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escala de tiempo mucho mayor. Con la finalidad de correlacionar los datos de estabilidad
con la formacion de fibrillas, se realizaron experimentos empleando tiempos de
incubacion de 3 minutos (que Ilamaremos experimentos en escala temporal corta) y 24

horas (que llamaremos experimentos en escala temporal larga).

Fluorescencia intrinseca.

Las mediciones de fluorescencia intrinseca se realizaron usando un espectrofluorometro
ISS PC1. La temperatura de las muestras se regulé mediante un sistema Peltier con una
incertidumbre de +0.02 °C. Todas las muestras (100 ug mL™) se incubaron en
amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl 100 mM pH 8.0 conteniendo concentraciones
variables de urea a diferentes temperaturas en el rango de 25 a 37 °C. Las muestras se
excitaron a 295 nm (0.5 nm de ancho de banda), y el espectro de emisién de fluorescencia
se colectd en el rango de 310-410 nm (1.0 nm de ancho de banda). Los datos de
fluorescencia a 352 nm se graficaron contra la concentracion de urea y a partir de dichos

valores se calculd la fraccion desnaturalizada.

Dicroismo circular.

Las mediciones de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-
715 usando celdas de cuarzo de 4 mm de paso de luz para los experimentos en el UV
cercano o celdas de 1.0 mm de paso de luz para la region del UV lejano. Todas las
muestras (500 ug mL™) se incubaron en amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl 100 mM,
pH 8.0, conteniendo concentraciones variables de urea. Los espectros de elipticidad se

colectaron en el rango de 250-320 nm para las mediciones en el UV cercano y de 210-
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250 nm para el UV lejano. Los valores de elipticidad a 272 y 296 nm se graficaron en
funcién de la concentracion de urea y a partir de dichos valores se calculo la fraccion

desnaturalizada. Estos experimentos se realizaron solamente a 25y 37 °C.

A partir de los datos espectroscépicos, se calculd el valor de AG en ausencia de
desnaturalizante mediante un ajuste de regresion no lineal usando un modelo de dos
estados entre los estados nativo (N) y desnaturalizado (U):

(1) y — (yN + mN [D])-I— (yU + mU [D])e_(AG°H20+m[D]/RT)
obs 1+ e—(AG°Hzo+m[D]/RT)

Donde yqps €S la sefial observada, yn y yu son las sefiales para los estados nativo y
desnaturalizado, respectivamente, Ango es la energia libre de desplegamiento en
ausencia de desnaturalizante D es la concentracion de urea 'y m es 8AG /3[D]. Las lineas

base de pre y post transicion son descritas por las pendientes del ajuste lineal my y my

respectivamente.
Propiedades hidrodindmicas.

Con la finalidad de determinar el cambio en las propiedades hidrodindmicas durante la
desnaturalizacion caotropica, se realizaron experimentos de cromatografia de exclusién

molecular.

Los experimentos de cromatografia de exclusion molecular se realizaron usando una
columna Superdex 75 HR 10/30 analitica (Amersham Pharmacia) acoplada a un sistema

FPLC (Amersham Pharmacia) equipado con un detector de absorbancia de UV (280 nm)
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y un detector de fluorescencia Waters 747 usando una longitud de onda de 295 nm para la
excitacion y de 352 nm para la emision. La temperatura de trabajo (25 o 37 °C) se
controlé con un bafio circulante de agua acoplado mediante una modificacion a la
chaqueta externa de la columna. La columna se pre-equilibré a la concentracién de urea
correspondiente antes de cada corrida cromatografica. Las corridas cromatograficas se
realizaron a un flujo de 0.5 mL min™ inyectando 100 pL de muestra (a 100 mg mL™ de

proteina) en cada ensayo.

Los radios hidrodindmicos (radios de Stokes, Rs) se calcularon mediante la interpolacion
de los volimenes de elusion de los picos cromatograficos, a una curva de calibracién
construida usando ocho proteinas con radios hidrodinamicos conocidos tanto en
condiciones nativas como desnaturalizantes’?. Dichas curvas de calibracion se realizaron
tanto a 25 como a 37 °C en amortiguador y 6.0 M de urea. Los valores de Rs se

calcularon con las siguientes ecuaciones:

1000/V, = (47.7+2.9)+(1.3£0.1)R, a 25°C

1000/V, = (48.9+2.5)+(1.3+.01)R, a 37 °C.

Donde Ve es el volumen de elucién a cada concentracion de proteina y Rs es el radio de

Stokes correspondiente.
Experimentos cinéticos.

Cinéticas a escala temporal corta.
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Los experimentos cinéticos se realizaron tanto a 25 como a 37 °C usando un fluorémetro
con lector de placas de ELISA de 96 pozos FLUOstar Optima (BMG Labtech) con
filtros de 295 nm en la excitacion y de 350 nm en la emisién. La concentracion final de
proteina fue de 100 pg mL™. Los experimentos de desnaturalizacion se realizaron a
concentraciones de urea mayores que la concentracion media de urea (Cm) (3.5 M de
urea para 25 °C y 2.5M de urea para 37 °C). Para los experimentos de replegamiento, una
solucién concentrada de proteina (1.0 mg mL™) se desnaturalizé en 6.0 M de urea durante
2 horas y se renaturalizé por dilucién a concentraciones de urea menores que la
concentracion media de urea (Cm). Las soluciones de urea y proteina se incubaron
previamente a la temperatura correspondiente. La reaccion se inicio mediante la adicion
de la proteina y se siguié el cambio en la sefial de fluorescencia durante tres minutos, con
mediciones a intervalos de 0.1 segundos. Los trazos cinéticos obtenidos se ajustaron

usando un modelo de decaimiento exponencial sencillo™:
(2) Fl,. =Fl,+Ae™"

Donde Flpes la intensidad de fluorescencia final, A es la amplitud, t es el tiempo y t es el
tiempo de relajacion (inverso de la constante de velocidad). A partir de estos datos se
obtuvieron graficos de Chevron y las constantes cinéticas para el desplegamiento en

ausencia de desnaturalizante se calcularon usando la siguiente ecuacion:

(3) In kobs = In(k:—izoe—mkf [urea] n kquoe_mk” [urea])

Donde, k{'*° y k/'*° son las constantes cinéticas de plegamiento y desplegamiento en

ausencia de desnaturalizante, respectivamente.
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Cinéticas a escala temporal larga.

Las cinéticas de desplegamiento en 2.4 M de urea siguiendo el cambio en la sefial de
fluorescencia intrinseca durante tiempos largos de incubacion, se monitorearon usando un
espectrofluorometro 1SS PC1. La concentracion de proteina para estos experimentos se
vari6 entre 0.5y 1.0 mg mL™, por lo tanto el paso de luz de la celda (0.5 6 1.0 cm) y las
rejillas de la excitacién (0.5 a 1.0 mm) y emisién (1.0 a 2.0 mm) se modificaron de
acuerdo a la concentracion de proteina. La iluminacion de la muestra se minimizé para

evitar el fotoblanqueado.
Desnaturalizacion térmica.
Fluorescencia intrinseca.

Los experimentos de desnaturalizacion térmica se realizaron en un espectrofluorémetro
ISS PC1 usando una celda de cuarzo de 500 uL. Los cambios en la sefial de fluorescencia
intrinseca fueron medidos a una longitud de onda de 352 nm (2 mm de ancho de banda),
usando una longitud de onda de excitacion de 295 nm (4 mm de ancho de banda). La
temperatura se elevd de 25 a 60 °C a una velocidad de 1 °C min™, seguida por un
enfriamiento a 25 °C usando la misma velocidad de barrido. A partir de los datos de
fluorescencia se calculo la fraccion desnaturalizada tomando en cuenta las lineas base de
pre y post transicion. Los datos normalizados se analizaron usando el equivalente térmico

de la ecuacién 1:

~AHm/RT+AH/RT 1 )

(
@ g = U rmT ) (y, +myT e

- (~AHm/RT+AHm/RT ;]

1+e
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Donde yons €s la sefial observada, yn ¥ yu son las sefiales para los estados nativo y
desnaturalizado, respectivamente, T es temperatura, T, es la temperatura media de
desnaturalizacion y AH, es el cambio en la entalpia a la Tr,. Las lineas base de pre y post

transicion son descritas por las pendientes del ajuste lineal my y my respectivamente.
Calorimetria de barrido diferencial (DSC).

Los experimentos de DSC se realizaron usado un calorimetro de barrido diferencial (VP-
Capillary DSC. MicroCal Northampton, MA) a diferentes velocidades de barrido. La
concentracion de proteina fue de1.0 mg mL™ en amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl
100 mM pH 8.0 y cantidades variables de urea. Las endotermas se ajustaron usando un

modelo de dos estados mediante una regresién no lineal usando la siguiente ecuacion’:

()

R
CP. = [A+ BT =TO)J+[c + DT =T°))- (A+B(T -T°)) ETre oy T
lye RUT T [1 +eR[TmJ]
Donde T es la temperatura, T° es una temperatura de referencia (330 K), Tn es la
temperatura media de desnaturalizacion (definida como la temperatura a la cual la
constante de equilibrio para el desplegamiento es igual a uno) y AHy, que es el cambio de
entalpia de van’t Hoff en la T,,. Ay C son los valores de capacidad calorifica (Cp) a T°, B
y D representan las pendientes de las lineas base del estado nativo y desnaturalizado,
respectivamente. Esta ecuacién desprecia la dependencia de la capacidad calorifica con la

temperatura. Por otra parte, el AH calorimétrico (AHca) se estimé mediante la integracion

del area bajo la curva de las endotermas.
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Por otra parte, se realizaron experimentos a diferentes concentraciones de proteina (0.3-

1.1 mg mL™) para obtener el valor de ACp de la transicion.

Los valores de ACp, AHca Y Try, Obtenidos de los experimentos de DSC se usaron para

estimar la dependencia del AG en funcion de la temperatura usando la siguiente ecuacion:
(6) AG(T)=AH, (1-T/T, )= ACp[(T, ~T)+ T In(T/T, )]
Ensayo de fibrilogenesis in vitro.

Los ensayos de fibrilogénesis in vitro se llevaron a cabo siguiendo el aumento en la
intensidad de fluorescencia del colorante Tioflavin T (ThT) al unirse a las fibrillas
amiloides. Las muestras (200 mg mL™) se prepararon en amortiguador de fosfatos 50
mM, 100 mM de NaCl, pH 8.0, conteniendo concentraciones variables de urea. Cada
medicion se realizé por triplicado. Se emplearon dos protocolos: 1) Ensayo de agitacion
orbital: 250 pL de solucion de proteina conteniendo 10 uM de tioflavin T preparados en
una placa negra de 96 pozos (Corning), sellada con una pelicula plastica de Mylar
(Dynex) y cargadas en un fluorémetro de placas (FLUOstar Optima, BMG Labtech) a 37
°C. Las muestras fueron agitadas continuamente de forma orbital, con un didmetro de 1
mm. Los datos de fluorescencia se colectaron a intervalos de 3 minutos usando filtros de
450 nm en la excitacion y de 490 nm en la emision. 2) Ensayo de agitacion con barra
magnética: se incubaron 6.0 mL de solucién en viales de polipropileno de fondo plano y
tapa. Las muestras se agitaron continuamente a 250 rpm usando micro barras magnéticas
recubiertas con tefléon (2 mm x 10 mm) en una parrilla de agitacion magnética

multipuntos (Variomag) colocada dentro de un incubador a 37 °C. Alicuotas de 100 pL
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se transfirieron a diferentes tiempos a cubetas de poliestireno conteniendo 2.6 mL de ThT
10 uM. La intensidad de fluorescencia se midid en un espectrofluorometro 1SS PC1
usando una longitud de onda de excitacion de 450 nm (rejillas de 1 mm) y una longitud

de onda de emisién de 490 nm (1 mm de slits).

Las constantes de velocidad de crecimiento de las fibrillas se obtuvieron a partir de la
pendiente de la region lineal de la fase de crecimiento. El tiempo de retardo en el
aumento de la sefial de fluorescencia se obtuvo mediante la extrapolacion de dicha regién

lineal a la abscisa.

Los datos, tanto del tiempo de retraso como de la extension de las fibrillas (y) al variar la
concentracion de urea (D) se ajustaron usando la siguiente ecuacion que describe la

fraccion mol del intermediario:

Yo _em'[D]/RT
([D]-Cm)/RT

() y:1+e”‘

Donde yp es el valor la sefial medida, (el tiempo de retardo o el inverso de la velocidad de
extension de las fibrillas) en ausencia de desnaturalizante, my m’ son 3AG /6D para la
transicion del estado nativo al desnaturalizado y para la transicion del estado nativo al
intermediario, respectivamente. La concentracion media de desnaturalizante (Cm) es el
valor de la Cm correspondiente a la transicion del estado nativo al desnaturalizado. Este
modelo asume un equilibrio de tres estados, donde el intermediario no llega a estar nunca

significativamente poblado.
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Resultados.

Desnaturalizacion caotrépica: Experimentos en escala temporal corta.

Experimentos al equilibrio.

Fluorescencia intrinseca.

El dominio variable 6aJL2 de la linea germinal presenta un triptofano en la posicién 35,
el cual esta en contacto con un puente disulfuro que une a las dos hojas 3, debido a esto
la sefial de fluorescencia en el estado nativo es minima(figura 3). Como se menciond
anteriormente, esta caracteristica es compartida por todos los VL. Debido a la ubicacién
de este residuo, es posible usar el cambio en la sefial de fluorescencia como medida de

los cambios conformacionales durante la desnaturalizacion de 6aJL2.

Durante la desnaturalizacion de 6aJL2 con urea, se observd un incremento en la
intensidad de fluorescencia ademas de un corrimiento hacia el rojo de aproximadamente
24 nm en el maximo del espectro de emision (figura 4a). Estos cambios reflejan
respectivamente el distanciamiento entre el triptofano 35 y el puente disulfuro, asi como
la exposicion de este residuo al solvente. A partir de los datos de intensidad de
fluorescencia a 352 nm, se calculd la fraccién desnaturalizada de 6aJL2 en funcion de la
concentracion de urea y se obtuvieron las curvas de desnaturalizacion a 25 °C y 37 °C.
Bajo las condiciones experimentales ensayadas, el proceso de desplegamiento fue
reversible y todas las muestras alcanzan el equilibrio, como puede deducirse de la
coincidencia de las curvas de desnaturalizacion/renaturalizacion obtenidas después de 3

minutos de incubacion.
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Las curvas de desnaturalizacion/renaturalizacién obtenidas tanto a 25 como a 37 °C,
presentaron una sola transicion cooperativa. Las curvas se ajustaron correctamente

usando un modelo de dos estados (figura 4d).

Dicroismo circular.

Para confirmar los valores de estabilidad obtenidos por fluorescencia intrinseca, se
realizaron experimentos siguiendo el cambio en la sefial de dicroismo circular durante la

desnaturalizacion caotropica.

El espectro de dicroismo circular en el UV-cercano (250-320 nm) de la proteina nativa
presento dos bandas bien definidas a A= 272 nm y A= 296 nm, las cuales corresponden a

residuos aromaticos (figura 4b, linea continua).

En la region del UV-lejano (210-250 nm), se observd un minimo a 217 nm Dicho
espectro es consistentes con lo esperado para una estructura de hoja B-antiparalela. Se
observé ademas un pequefio hombro a 230 nm (ver recuadro en la figura 3b, simbolos

cerrados), el cual es producto de interacciones aromaticas.
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Figura 4. Propiedades espectroscopicas y Desnaturalizacion/renaturalizacion de 6aJL2 en urea.
Espectros de fluorescencia intrinseca (a) y dicroismo circular en el UV-cercano (b) de 6aJL2 en
amortiguador de fosfatos pH 8.0 (lineas continua) y en amortiguador de fosfatos con urea 6.0 M pH 8.0
(lineas discontinuas). La concentracion de proteina fue de 100 ug mL™y 500 ug mL™ para los paneles a'y b
respectivamente. El recuadro en el panel b se muestran los espectros en el UV-lejano para la proteina en 0
M (circulos llenos) y 6.0 M de urea (circulos vacios). El panel ¢ muestra los datos del cambio en la sefial de
dicroismo circular a 272 nm (cuadros), 296 nm (circulos llenos) y fluorescencia intrinseca a 352 nm
(circulos vacios) para 25 °C. (d) Curvas de desnaturalizacion de 6aJL2 seguidas por intensidad de
fluorescencia. Los simbolos llenos representan los datos a 25 °C y los simbolos cerrados los obtenidos a 37
°C, tanto para el desplegamiento (circulos) como para el replegamiento (triangulos). Las lineas continuas
representan el ajuste global de los datos de fluorescencia y dicroismo circular usando un modelo de dos

estados (ecuacion 1, ver tabla 1).
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Durante la desnaturalizacion, se observé la disminucién de las bandas observadas en el
UV-cercano (Figura 4b, lineas discontinuas), sin embargo, en la region del UV-lejano,
solo se observo la desaparicion del hombro a 230 nm, sin embargo dicho cambio fue muy

pequefio como para seguir la desnaturalizacién (figura 4b recuadro, simbolos vacios).

Las curvas de desnaturalizacion tanto a 25 como a 37 °C, obtenidas de los datos a 272 y
296 nm, presentaron un comportamiento monofasico y fueron coincidentes con las
curvas de fluorescencia intrinseca (figura 4b, diamantes), lo cual indica que ambas

sefiales censan cambios conformacionales equivalentes.

Los valores del cambio en la energia libre para el desplegamiento en ausencia de

desnaturalizante (AG,‘izo), calculados mediante un ajuste global de los datos de dicroismo
y fluorescencia intrinseca fueron: AG,‘jzo =21.7+2.0kImol*, m=6.6 +0.6,Cm=3.5M
a25°Cy AG) =112+ 13 kimol*, m=51+04,Cm= 25 a 37 °C. Cabe sefialar

que el AG obtenido a 25 °C con urea fue similar al reportado usando cloruro de

guanidina® (AG,‘jzo =21.47 + 0.67 kJ mol™), lo que indica que la desnaturalizacién con

ambos agentes caotropicos es termodindmicamente equivalente.
Experimentos cinéticos.

Una forma de determinar si un modelo de dos estados describe de manera adecuada el
desplegamiento de una proteina es comparar los parametros termodinamicos (4G, Keg, Y
Cm) obtenidos de experimentos al equilibrio con los obtenidos de datos cinéticos. Para

una reaccion de dos estados, dichos valores deben ser coincidentes.
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Las cinéticas de desnaturalizacion y renaturalizacién se siguieron por espectroscopia de
fluorescencia (ver materiales y métodos). Todos los trazos cinéticos, tanto de
desnaturalizacion como de renaturalizacion, presentaron una sola fase exponencial a 25 y

37 °C (figura 5a, cinéticas representativas). Las constantes de velocidad de

desplegamiento (k,) y replegamiento (k,) para cada concentracion de urea se

obtuvieron del ajuste con la ecuacion 2.

Al graficar el In (k) en funcion de la concentracion de urea, se obtuvieron gréficos con
forma de “V” o de chevron. En los chevrones, la rama de la derecha corresponde a los
datos de desnaturalizacién a altas concentraciones de urea, en tanto que la rama izquierda
corresponde a la renaturalizacion a bajas concentraciones de urea. En dichos gréficos, el
minimo corresponde al punto en el cual la constante de equilibrio (K), definida como el
cociente entre las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento, es igual a 1.
Por lo tanto, la concentracion de urea en la cual se observa este minimo, corresponde a la
Cm, concentracién a la cual 4G = 0. De la extrapolacion de dichas ramas a ausencia de
desnaturalizante se obtuvieron los valores de las constantes de desplegamiento y

replegamiento en ausencia de desnaturalizante (ecuacion 3).
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Figura 5. Cinéticas de desnaturalizacidon/renaturalizacion de 6aJL2 en urea. (a) Trazos cinéticos
representativos para la desnaturalizacién/renaturalizacion de 6aJL2 a 25 °C. En la grafica se indica la
concentracion final de urea correspondiente a cada cinética. Las lineas continuas representan las curvas de
ajuste usando la ecuacién 2. (b) Graficos de chevron a 25 °C (simbolos llenos) y 37 °C (simbolos vacios).

Las lineas continuas representan las curvas de ajuste usando la ecuacion 3.

Tanto a 25 °C como 37 °C los chevrones no presentaron desviaciones de la linealidad o
curvaturas, en ninguna de sus ramas (figura 5b). Ademas, los minimos observados en los
chevrones coinciden con los valores de Cm obtenidos de los experimentos al equilibrio
(3.5 M para 25 °C y 2.4 M para 37 °C). Por otra parte, los valores de AG calculados a
partir del cociente de las constantes cinéticas de desplegamiento y desplegamiento, son
similares dentro del error experimental a los calculados a partir de los experimentos al

equilibrio (tabla 1).

Los resultados descritos anteriormente confirman que a intervalos de tiempo cortos
(correspondientes a 3 minutos de incubacion), la desnaturalizacion de 6aJL2 puede

describirse en términos de un modelo clasico de dos estados.
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Desnaturalizacion caotrdpica: Experimentos en escala temporal larga (24 horas).

Experimentos al equilibrio.

Los datos presentados en el apartado anterior mostraron que el desplegamiento de 6aJL2
es un proceso reversible, el cual alcanza el equilibrio en una escala temporal del orden de
3 minutos y se ajusta bien a un modelo de dos estados. Sin embargo, como ya se
mencion6 anteriormente, la formacion de agregados fibrilares es un proceso

extremadamente lento, del orden de dias.

Por lo anterior, con la finalidad de correlacionar de manera mas directa los datos de
estabilidad con la formacion de agregados fibrilares, se realizaron mediciones

espectroscdpicas usando tiempos de incubacion de 24 horas.

Fluorescencia intrinseca.

Las curvas de desnaturalizacién a 25 °C incubando las muestras durante 24 horas fueron
idénticas a las obtenidas con tiempos de incubacion de 3 minutos (figura 4d) asi como los

valores de AG y Cm (ver figura 6a, simbolos llenos).

Sin embargo, los experimentos realizados a 37 °C, presentaron un comportamiento
significativamente distinto a lo observado a 25 °C. Las curvas de desnaturalizacion a
tiempos de incubacién cortos (3 minutos) fueron monofésicas y se ajustaron bien usando
un modelo de 2 estados, mientras que las curvas de desnaturalizacion obtenidas con
muestras incubadas durante 24 horas, presentaron dos transiciones cooperativas bien

definidas (figura 6b, simbolos llenos), separadas por una meseta en el rango de 1.75-2.73
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M de urea. Estos resultados indican la presencia de por lo menos un intermediario
parcialmente plegado en la desnaturalizacion a 37 °C, el cual se forma y/o acumula

lentamente.

Ademés de los experimentos anteriormente descritos, se realizaron experimentos
similares a 0, 3, 10, 12, 28, 31 y 34 °C para determinar el efecto de la temperatura en el
AG. Las curvas de desnaturalizacion comprendidas entre 0 y 31 °C presentaron un
comportamiento similar descrito para a 25 °C, con transiciones monofasicas sin evidencia
de intermediarios. Las curvas de desnaturalizacion se ajustaron correctamente a un
modelo de dos estados. Por otra parte la curva de desnaturalizacion a 34 °C presenté un
comportamiento mas parecido al observado a 37 °C (figura 6¢). Aungue esta transicién
no presenta un comportamiento bifasico tan marcado como el observado a a 37 °C, el
ajuste con un modelo de dos estados no es adecuado. Con los datos de AG
correspondientes a las temperaturas en las cuales la desnaturalizacion sigue un
comportamiento de dos estados se construyd la curva de estabilidad de 6aJL2 (figura
11d). Como valor de AG correspondiente a 37 °C se uso el estimado a partir de los

experimentos a tiempos cortos de incubacion.

Dicroismo circular.

Las curvas de desnaturalizacion, realizadas a tiempos largos de incubacion, mostraron un
comportamiento similar al observado por fluorescencia intrinseca en ambas temperaturas.
Las curvas de desnaturalizacion a 25 °C fueron monofasicas y coincidentes tanto con los
datos a tiempos cortos de incubacion como con las curvas de fluorescencia (figura 6a,

simbolos abiertos). En tanto que, al comparar entre tiempos cortos y largos de incubacion
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a 37 °C, se observd un corrimiento hacia concentraciones de desnaturalizante menores,
ademas de que dichas curvas no fueron coincidentes con las obtenidas por fluorescencia
bajo las mismas condiciones (circulos abiertos, figura 6b). Este comportamiento sugiere
que el ambiente local del triptofano en el intermediario es mas parecido al del estado

desnaturalizado que al del estado nativo.
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Figura 6. Curvas de desnaturalizacion de 6aJL2 a tiempos largos de incubacion. Los datos de
fluorescencia intrinseca (circulos llenos) y dicroismo circular a 396 nm (simbolos vacios) se obtuvieron
después de 24 horas de incubacion a 25 °C (a) y 37 °C (b). Por motivos de comparacién se muestran las
curvas de ajuste (lineas continuas) de los experimentos a tiempos cortos (ver figura 3d). (c) Experimentos
isotérmicos de desnaturalizacién con urea. De 0 a 25 °C, las transiciones fueron monofasicas y a partir de
34 °C el comportamiento fue bifasico. Las lineas continuas representan las curvas de ajuste, excepto para

34y 37 °C, que solo se muestran como ayuda visual.
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El hecho de que las transiciones observadas con dos técnicas diferentes no fueran
coincidentes es una evidencia a favor de la formacion de un intermediario durante el
desplegamiento de 6aJL2, el cual se forma y/o acumula en una escala temporal

relativamente larga.

El corrimiento de las curvas de dicroismo circular sugiere que el ambiente local de los
residuos aromaticos es similar al del estado desnaturalizado. Por otra parte, la Fu
calculada en la meseta, usando los datos de fluorescencia intrinseca es distinta a la
calculada usando los datos de dicroismo circular (Fu-IF = 0.7, Fu-DC = 0.8), lo cual
sugiere que si bien el ambiente que rodea al triptofano en el intermediario es comparable
al del estado desnaturalizado, la distancia entre el puente disulfuro y el triptofano en el
intermediario es menor que en el desnaturalizado, por lo que presenta caracteristicas

espectroscopicas consistentes con una especie parcialmente plegada.

Tabla 1. Parametros termodinamicos y cineticos del desplegamiento de 6aJL2.

Temperatura (K) 298.15 310.15
RTm;(kJmol* M ™) 2.9+0.1 2.1+0.2
RTm, (kimol* M ™% 2.5+0.2 2.7+0.2

ke (sec™) 7.1x10™ + 7.0x10 3.4x10™" + 3.2x10™
k, (sec™) 3.2x10" + 1.1x10™ 2.4x10° +7.3x10™
AGy, (kJ mol™)? 19.0+05 12.8+0.3
m ¢in (kI mol™ M )2 5.39 471
AGy (kI mol™)® 21.7+20 112+1.3
m o (kI mol™ M )" 6.6+ 0.6 5.1+0.4

a. cinetico, b. equilibrio
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Cinética de formacién del intermediario.

Las propiedades espectroscopicas del intermediario, asi como la formacién y/o
acumulacion observada a tiempos largos de incubacién y su dependencia con la
concentracion de proteina, se estudiaron mediante experimentos cinéticos siguiendo el
cambio en la sefial de fluorescencia intrinseca. Las muestras incubadas a 37 °C en 2.4 M
de urea mostraron por lo menos dos procesos cinéticos con escalas temporales claramente
diferentes: Un proceso rapido (300 seg.) caracterizado por un incremento mono-
exponencial de la sefial de fluorescencia (figura 7a, recuadro), el cual fue independiente
de la concentracién de proteina y un proceso lento, el cual varia con la concentracién de
proteina (figura 7a). Para descartar que el incremento en la sefial de fluorescencia fuera
ocasionado por fendmenos de dispersiéon de luz, se tomd espectros de fluorescencia al
inicio, asi como a los 3 minutos y 24 horas de medicién, los espectros normalizados

(figura 7b y 7¢) no muestran sefiales de dispersion.

La fase rapida de la reaccion corresponde a la desnaturalizacion de dos estados observada
en los experimentos espectroscopicos a tiempos cortos (ver figura 4d). La fase lenta
corresponde a la formacién y acumulacién del intermediario. La dependencia de esta fase
con la concentracion de proteina sugiere que el paso lento de la reaccién podria

involucrar fendmenos de asociacién

La fase lenta de las cinéticas mostré un comportamiento ligeramente sigmoideo, lo cual
dificulté la estimacion del orden de reaccion. Como una primera aproximacion, el
incremento en la sefial de fluorescencia observado en esta escala temporal se ajust6 a una

linea recta y se efectu6 un analisis de velocidades iniciales. EI orden de reaccién esperado
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para un proceso bimolecular (asociacion) es de 2. Sin embargo, el orden de reaccion
obtenido del gréafico In velocidad vs In [proteina] (figura 7b) fue de 0.29, lo cual sugiere

que el paso limitante en la reaccion es un evento unimolecular.
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Figura 7. Cinética de formacion/acumulacion del intermediario. (a) Cambio en la intensidad de
fluorescencia intrinseca de 6aJL2 incubadas en 2,4M de urea a 37 °C. Las concentraciones de proteina
usadas fueron: 50 pg mL™ (cuadrados llenos), 250 ng mL™ (cuadrados vacios), 500 ng mL™ (triangulos
llenos) y 1 mg mL™ (tridngulos vacios). En el recuadro se muestran los primeros 300 segundos. Los valores
de tiempo de relajacion calculados usando la ecuacion de decaimiento exponencial fueron t= 17.4 £0.3 s
para 50 pg mL?, © = 19.8 +0.3 s para 250 ng mL™, t = 23.3 0.3 s para 500 ug mL™ y © = 24.5 +0.3 s para
1.0 mg mL™. Los datos correspondientes a la fase lenta (>300 segundos) de la reaccion se ajustaron a una
recta y el In de las pendientes se graficé vs. In de la concentracion de proteina (Panel b). Los espectros de
emisién de fluorescencia a los 3 minutos (circulos abiertos) y 24 horas (linea continua) correspondiente a
50 ug (c) mL™y 1.0 mg mL™ (d) se normalizaron con propésitos comparativos. No se observaron efectos

de dispersion de luz asociados a la formacion de agregados insolubles.

40



Propiedades hidrodinamicas.

Para determinar los cambios en las propiedades hidrodindmicas de 6aJL2 asociadas a la
desnaturalizacion, se realizaron cromatografias de exclusién molecular en presencia de
diferentes concentraciones de urea. Como primer experimento, muestras pre-incubadas
durante 3 minutos (100 pg mL™ de proteina) a diferentes concentraciones de urea, se
inyectaron a una columna Superdex-75 equilibrada a la misma concentracion de
desnaturalizante. El perfil de elucion de las muestras se siguio tanto por absorcion de UV

como por fluorescencia intrinseca a 352 nm (ver materiales y métodos).

Para todas las concentraciones de urea ensayadas, tanto a 25 como a 37 °C, se observo
solo un pico cromatografico (figura 8a y b) independientemente de la sefial medida. Los
picos cromatograficos seguidos por fluorescencia mostraron un aumento en la intensidad
de fluorescencia, asi como un corrimiento hacia volimenes de elucion menores al
incrementar la concentracion de urea. Un corrimiento similar se observd mediante
absorcion de UV a 280 nm, sin embargo la intensidad de la sefial fue constante. Este
comportamiento es consistente con un equilibrio clasico de dos estados donde la
interconversion entre el estado nativo y el desnaturalizado es mas rapido que la corrida
cromatografica’?. El cambio en el radio hidrodindmico en funcién de la concentracion de
urea se muestra en las figura 9a y b (simbolos llenos). Los Rs calculados para los estados
nativo (11.89 A para 25 °C y 10.92 A para 37 °C) y desnaturalizado (27.12 A para 25 °C
y 26.14 A para 37 °C) fueron similares en ambas temperaturas, observandose un

incremento de 20A al pasar de 0 M a 6.0 M de urea.
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En un segundo experimento, las muestras se incubaron durante 24 horas antes de su
inyeccion a la columna. Bajo estas condiciones, tal como se esperaba, las diferencias
entre los experimentos a tiempos cortos y largos de incubaciones fueron més evidentes a

37 °Cquea25-°C.

A 25 °C los cromatogramas correspondientes al intervalo de 2.75-3.25 M de urea
presentaron dos picos cromatograficos (figura 8c), indicando la presencia de un
intermediario. Los radios hidrodinamicos calculados indican que las especies en
equilibrio tienen un grado de compactacion mayor que el del estado desnaturalizado, sin
embargo, estan lo suficientemente expandidos como para ser conformaciones nativas.
Mediante la deconvolucién de los picos cromatograficos se calculd el volumen de elusion
de cada especie y usando estos valores se calcularon los Rs correspondientes. EI cambio
en el radio hidrodinamico en funcion de la concentracion de urea se muestra en la figura

9a (simbolos vacios).

Al comparar estos datos con los obtenidos a tiempos cortos de incubacion, se observé que
el componente principal de los cromatogramas presentd un comportamiento similar en

ambos casos, la Unica diferencia radica en la presencia de una especie extra.
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Figura 8. Experimentos cromatograficos en presencia de urea. En todos los casos la columna fue
equilibrada en las condiciones indicadas para cada panel. Para el panel (a) 25 °C y 3 minutos de
incubacién. Las concentraciones de urea fueron (de derecha a izquierda) 0.0M, 1.0M, 2.4M, 3.0M, 3.5M,
3.75M, 45M y 5.5M. Para el panel (b) fueron 37 °C y 3 minutos de incubacién. Las concentraciones
usadas fueron 0.0M, 1.0M, 2.13M, 2.4M, 3.0M, 3.75M, 4.5M y 5.5M. Para el panel (c) fueron 25 °Cy 24
horas de incubacion. Las concentraciones usadas fueron 0.0M, 1.0M, 2.13M, 2.4M, 3.0M, 3.75M, 45M y
6.0M. Para el panel (d) 37 °C y 24 horas, Las concentraciones usadas fueron 0.0M, 1.0M, 1.75M, 2.0M,
2.25M, 2.75M, 3.25 M y 6.0M. Los cromatogramas correspondientes a 0.0M de urea no son visibles en esta

escala.

Por otra parte, a 37 °C, las diferencias en los Rs obtenidos de las muestras incubadas

durante tiempos cortos y largos fueron significativamente diferentes. En el intervalo de
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0.5 a 3.0 M de urea, los valores de Rs calculados fueron mayores que los obtenidos a 25

°C, lo que indica un mayor grado de desplegamiento al aumentar el tiempo de

incubacion. La gran asimetria de los picos cromatograficos en el intervalo de 1.0a 2.0 M

de urea se debe a la contribucion de méas de una especie a la sefial observada.
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Figura 9. Cambio en el radio hidrodinamico de 6aJL2 en funcion de la concentracién de urea. (a)

Curva de calibracion de la columna Superdex-75 (ver materiales y métodos). Los paneles (b) y (c) muestran

el radio hidrodinamico (Rs) en funcién de la concentracion de urea para muestras incubadas a 25 y 37 °C

respectivamente. Los simbolos llenos representan el Rs de las muestras incubadas por 3 minutos y los

simbolos abiertos representan los valores de las muestras incubadas 24 horas. Los triangulos representan

los valores de los picos de mayor area relativa y los cuadros representan los picos de menor area relativa.
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Estos cromatogramas recibieron un tratamiento similar al anteriormente descrito, el

cambio en el Rs durante la desnaturalizacion se muestra en la figura 9b.

El anélisis de los cromatogramas muestra que el intermediario observado por
fluorescencia a tiempos prolongados de incubacion (figura 6b) tiene un Rs aparente entre
22 y 23 A (figuras 9a y b, cuadros), intermedio entre los correspondientes a los estado

nativo y desnaturalizado.

Las muestras no presentaron agregacion visible y los perfiles hidrodinamicos descartan la
presencia de agregados insolubles de alto peso molecular, por otra parte el radio
hidrodinamico calculado a 6.0 M de urea concuerda con el esperado para un monémero

expandido™.

Desnaturalizacion Térmica.

Con la finalidad de obtener una caracterizacion termodindmica completa del proceso de
desplegamiento de 6aJL2, se realizaron experimentos de desnaturalizacién térmica.
Como primera aproximacion, se realizaron experimentos de desnaturalizacion térmica

siguiendo el cambio en la sefial de fluorescencia intrinseca.

Los datos de intensidad de fluorescencia, tanto en el sentido de la desnaturalizacion como
de la renaturalizacion, mostraron una transicion monofasica y reversible (figura 10a). No
se observo histéresis ni agregacion visible, lo cual confirma que a la velocidad de
calentamiento empleada (1 K min™), las muestras alcanzan el equilibrio térmico. A partir
de un ajuste global de los datos de desnaturalizacion y renaturalizacion usando el

equivalente térmico de la ecuacion de dos estados o ecuacion de van’t Hoff (ver
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materiales y métodos, ecuacién 4), se obtuvieron los siguientes valores para el AH van’t

Hoff (AHvw) y para la Tm: AHyw= 376.1+6.9kimol™y T, =323.2+1.0K.

Fu (|F352nm)
ACp (kJ/molK)

300 310 320 330 340 280 300 320 340 360
Temperatura (K) Temperatura (K)

Figura 10. Desnaturalizacion térmica de 6aJL2. (a) Los datos de intensidad de fluorescencia para la
desnaturalizacién y renaturalizacion de 6aJL2 (simbolos llenos y vacios, respectivamente) se obtuvieron
usando una velocidad de calentamiento de 1 K min™. Las lineas continuas representan la curva de ajuste
global usando la ecuacion 4. Los valores calculados fueron: AHyy = 376.1 £ 6.9 kJ/moly Tm =323.2+1.0
K. (b) Experimento representativo de DSC a 1.0 mg mL™ de proteina usando una velocidad de barrido de

2.5 K min™. La linea continua representa el ajuste usando la ecuacién 5 Los valores calculados fueron:

AHc = 336.2 £ 41.9 kI mol™ y Tm =324.2 K.

AUn cuando es posible estimar pardmetros termodinamicos tales como el AHy\y mediante
métodos indirectos, como el cambio en las propiedades espectroscopicas durante la
desnaturalizacion de proteinas a altas temperaturas, es importante recordar que para
realizar un analisis de van’t Hoff es necesario asumir un modelo de dos estados. Las
técnicas calorimétricas proporcionan informacion termodinamica fidedigna acerca del
proceso de desnaturalizacion ya que miden de manera directa los cambios de energia

asociados al proceso de desnaturalizacién sin asumir ningtn modelo.
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Otra de las bondades de los experimentos de DSC radica en que tanto la forma como el
area bajo la curva de las endotermas contienen informacion acerca del proceso de
desnaturalizacion. Asi, al integrar el area bajo la curva de la endoterma y dividirla entre
la concentracion de proteina se obtiene el AH calorimétrico para la transicion. Por otro
lado, una segunda estimacion del cambio en la entalpia durante el proceso de
desplegamiento, puede realizarse mediante un andlisis de van’t Hoff a partir de la forma
de la endoterma asumiendo un modelo de dos estado. Para un caso ideal de dos estados,
la entalpia de van’t Hoff debe ser igual a la entalpia calorimétrica (AHyy=A4Hca). Este

analisis se conoce como criterio calorimétrico® °.

Debido a lo anterior y con la finalidad de obtener parametros termodindmicos de manera
directa, en particular el valor de AH para una caracterizacion termodinamica mas

completa, se realizaron experimentos de calorimetria de barrido diferencial.

Efecto de la concentracién de proteina y reversibilidad.

Para determinar el grado de reversibilidad asi como el efecto de la concentracion de
proteina, se realizaron experimentos de DSC a cinco diferentes concentraciones de
proteina y haciendo dos barridos de temperatura consecutivos con la misma muestra. El
intervalo de concentracion de proteina empleado en estos experimentos fue de 0.3 a 1.1
mg/mL de proteina, a una velocidad de calentamiento de 2.5 K min™. Para todas las
concentraciones de proteina, las endotermas mostraron una sola transicion altamente
reversible (figura 11a), con un porcentaje de recuperacion mayor al 86 % del area bajo la

curva después de un segundo barrido de temperatura. No se observaron diferencias
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significativas en la T, 0 el AH¢y al incrementar la concentracion de proteina (AHca

promedio = 280.91+ 4.27 kJmol™, T, promedio =324.16+0.098 K).

Efecto de la velocidad de barrido.

Para confirmar que los experimentos estuvieran al equilibrio, se realizaron barridos de
temperatura usando tres diferentes velocidades de calentamiento (0.5 a 2.5 K min™)
manteniendo fija la concentracion de proteina (1 mg mL™). Tanto el valor de la T, como
el AHqy no presentaron diferencias significativas entre la velocidad mas alta y la mas
baja de calentamiento (AHcy = 285.41+ 1.53 kdmol™, Ty, =323.81+0.55 K), lo cual indica

que bajo estas condiciones de calentamiento se alcanza el equilibrio (Figura 11b).

La entalpia de desnaturalizacion se calcul6 utilizando todos los datos calorimétricos
obtenidos de los experimentos anteriormente descritos mediante dos estrategias
independientes: integrando el area bajo la curva de las endotermas y mediante el ajuste de
las endotermas asumiendo un modelo de dos estados clasico. En todos los casos el
modelo de dos estados (ecuacidn 5, ver materiales y métodos) describe aparentemente

bien el desplegamiento térmico de la proteina (ver figura 11, lineas continuas).

El valor de ACp se calcul6 a partir de los datos obtenidos variando la concentracion de
proteina de acuerdo a la metodologia descrita por Ibarra-Molero et al” siendo de 6.8 +
0.2 kJ mol™ K. Este valor es similar al estimado usando la parametrizacién reportada

por Robertson y Murphy basada en el numero de residuos (ACp = 6.4 kJ mol™ K™).
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Figura 11. Experimentos calorimétricos. (a) Experimentos de DSC a diferentes concentraciones de
proteina. La velocidad de calentamiento fue de 2.5 K min™. (b) Experimentos de DSC (1.0 mg mL™)
variando la velocidad de barrido. (c) Curva de estabilidad de 6aJL2 obtenida a sustituyendo los valores
calorimétricos AHq= 336.2 kJ/mol, T, = 323.7 K, ACp = 6.8 kJ/mol K en la ecuacién 6 (linea continua) y
datos espectroscopicos (circulos). Los datos a bajas temperaturas se obtuvieron de experimentos
isotérmicos de desnaturalizacion con urea (ver figura 6¢). Los datos a temperaturas elevadas se obtuvieron

de los experimentos de desnaturalizacion térmica seguidos por fluorescencia.
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Como es de esperarse, los valores obtenidos mediante mediciones espectroscépicas
(AHyy = 376.1 + 6.9 kdmol™ y T, = 323.2 + 1.0 K) son similares a los calorimétricos

(AHca = 336.2 + 41.9 ki mol™ y Tm =324.2 K.) dentro del error experimental.

A partir de la informacion termodindmica obtenida de estos experimentos, la recabada
con los experimentos isotérmicos de desnaturalizacion con urea en el rango de 273-310 K
descritos previamente (figura 6¢) y los datos de desnaturalizacion térmica obtenidos por

fluorescencia, se construyo la curva de estabilidad de 6aJL2 (ecuacién 6, figura 11 c).
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Figura 12. (a) Experimentos de DSC en presencia de urea. (a) Endotermas obtenidas en presencia de
diferentes concentraciones de urea. La concentracién de proteina y la velocidad de barrido fueron de 1.0
mg mL™ y 1 K min™ en todos los casos. Todas las muestras se pre-incubaron durante 3 minutos a 25 °C.
Las lineas continuas representan las curvas de ajuste usando un modelo de dos estados. Las endotermas se
desplazaron en el eje y con propositos de comparacion. (b) Cambio del AH con respecto a la T, a diferentes
concentraciones de urea. A partir de la pendiente del ajuste lineal se calculo el valor de ACp = 7.3 £ 0.2

kJ/K mol.
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Por otra parte, se realizaron experimentos de DSC en presencia de diferentes
concentraciones de urea. En todos los casos, las transiciones fueron reversibles y se
ajustaron correctamente a un modelo de dos estados (figura 12a). Al graficar el AH vs la
temperatura, se encontré una dependencia lineal con la T,. Este valor de ACp (7.3 £ 0.2
kJ mol™ K™*) fue muy cercano al determinado a partir de los experimentos variando la

concentracion de proteina (ACp = 6.4 kJmol™ K™, Figura 12b).

En un intento por caracterizar la desnaturalizacion térmica del intermediario, se
realizaron experimentos de DSC a una muestra de 6aJL2 (1.0 mg mL™) preparada en 2.4
M de urea a 37 °C, tomando alicuotas a diferentes tiempos de incubacion previo al
barrido de temperatura. Independientemente del tiempo de incubacion, las endotermas
presentaron una sola transicion con T, = 310.3 £ 0.5 K (figura 13a). Sin embargo, se
observo una disminucion considerable en el valor de AH al aumentar el tiempo de

incubacion (figura 13Db).

Estos datos sugieren que una fraccion de las moléculas adopta una conformacion que no
se despliega en el rango de temperatura ensayado o que su desplegamiento no contribuye
significativamente al cambio en la capacidad calorifica. Otra posible explicacion es la
formacion irreversible de fibrillas, sin embargo, aunque bajo estas condiciones se observa
la formacion de un intermediario, los datos hidrodinamicos descartan la posibilidad de
que dicha especie sea un agregado de alto peso molecular (agregados amorfos o fibrillas).
Por lo tanto, es muy probable que la disminucion en la entalpia esté relacionada con la
formacion irreversible de un intermediario oligomérico soluble, el cual es estable bajo

estas condiciones.
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Figura 13. Efecto del tiempo de incubacion en el AH de desplegamiento de 6aJL2 en 2.4 M de urea a
37 °C. (a) En tridngulos cerrados se muestra la endoterma de la muestra preincubada por un lapso de 3
minutos. Los cuadrados cerrados representan el trazo calorimétrico correspondiente a la muestra
preincubada durante 24 horas. Las curvas se desplazaron en el eje y con propdsitos de comparacion. (b)
cambio del AH fraccional en funcion del tiempo de incubacion (el 4H correspondiente a 3 minutos de
incubacion se usd como referencia, AH =1). La linea continua muestra el ajuste a un modelo de
decaimiento exponencial con un tiempo de relajacion de 18.9 horas. El triangulo cerrado representa el valor

de AH obtenido para una muestra incubada durante 24 horas en 2.4 M de urea a 25 °C.
Reversibilidad del intermediario.

Para probar si la formacion del intermediario a 37 °C es un proceso irreversible, muestras
previamente incubadas durante 24 horas en 2.4 M de urea se transfirieron a 0.48 M 0 6,0
M de urea y se incubaron por otras 24 horas con la finalidad de promover el
desplegamiento o el replegamiento. Las muestras renaturalizadas de 2.4 M a 0.48 M de
urea presentaron una intensidad de fluorescencia, radio hidrodindmico y un espectro de

dicroismo circular en el UV-lejano similares a los obtenidos de muestras incubadas
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directamente en 0.48 M de urea durante 24 horas (figura 14a y b). Sin embargo, la

proteina no recobrd totalmente sus propiedades., se observd una diferencia de 17 nm en

el maximo del espectro de emisién de fluorescencia (Amax)-
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Figura 14. Desnaturalizacion y renaturalizacion del intermediario a 37 °C. Muestras incubadas durante

24 horas en 2.4 M de urea (lineas continuas) y posteriormente transferidas a 0.48M de urea (paneles ay b)

0 6.0 M de urea (paneles c y d) e incubados por 24 horas (circulos llenos). En los paneles a y ¢ se muestran

los espectros de dicroismo en el UV-cercano y fluorescencia intrinseca respectivamente. En circulos vacios

se muestran los espectros de muestras incubadas directamente en 0.48 M (paneles ay b) o en 6.0 M de urea

(paneles ¢ y d). En todos los casos la concentracion final de proteina fue 500 pg mL™.
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Por otro lado, la muestra que se transfiri6 a 6.0 M de urea, presentd un radio
hidrodinamico y un espectro de dicroismo circular en el UV-lejano similares a los
observados en las muestras incubadas directamente en 6.0 M de urea. Por otra parte, el
aun cuando la Amax del espectro de emision de fluorescencia fue similar a la de las
muestras en 6.0 M de urea, la intensidad de fluorescencia fue del 73 % (figura 14c vy d).
Estos datos indican que en la escala de tiempo probada el paso del intermediario al estado

nativo o desnaturalizado es parcialmente reversible.

Formacion de fibrillas in vitro.

Para determinar el papel del intermediario en la formacion de fibrillas amiloides, se
realizaron experimentos de fibrilogénesis en presencia de urea. Las cinéticas de
fibrilogénesis in vitro se monitorearon midiendo el incremento de la intensidad de
fluorescencia del colorante tioflavinT (ThT) al unirse a las fibrillas. Ya que la agitacion
tiene un efecto muy importante en las cinéticas de fibrilogénesis, se emplearon dos
sistemas de fibrilogénesis distintos (ver materiales y métodos para mas detalles): El
ensayo en microplacas de 96 pozos con agitacion orbital (figura 15a) y el ensayo en
viales empleando agitacion con micro barras magnéticas (figura 15b). En ambos casos las
cinéticas de union de ThT mostraron una fase de retardo o “fase lag (tiag)”, Seguida de una
fase caracterizada por un rapido aumento en la intensidad de fluorescencia. Este
comportamiento complejo es caracteristico de la formacion de fibrillas amiloides in vitro

y se ha descrito para 6aJL2, para otras cadenas ligeras y para otro tipo de proteinas.

La fase de retardo se ha descrito como la fase en la cual ocurre la acumulacion de

precursores solubles de los agregados fibrilares. La segunda fase se ha relacionado con el
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crecimiento o extension de las fibrillas mediante la incorporacion de especies solubles.
Debido a que no existe hasta el momento un modelo claro del mecanismo de
fibrilogénesis, los parametros empiricos usados para caracterizar las distintas fases
observadas en la cinéticas se obtuvieron de la siguiente manera: 1) las constantes de
velocidad de la fase de extensidn se estimaron a partir de la pendiente de la parte lineal de
la fase de crecimiento. 2) El tiempo de retardo se calculo mediante la extrapolacion de la

parte lineal de crecimiento a la abscisa.

Para el ensayo de agitacion orbital, se observé un aumento significativo en la intensidad
de fluorescencia del ThT en el rango de 1.75 a 3.0 M de urea (figura 15a, simbolos
cerrados en la figura 15c y d), mientras que para el ensayo de agitacion con barras
magnéticas (simbolos abiertos en las figuras 15c y d) el aumento en la fluorescencia del
ThT se observo en todas las concentraciones de urea empleadas (0.0 a 3.5 M). Tanto el
inverso del tiempo de retardo (figura 15¢) como la velocidad de extension de fibrillas

(figura 15d) mostraron un maximo en el rango de 2.0-2,75 M de urea.

Una caracteristica importante en estos experimentos fue la gran influencia del tipo de
agitacion sobre el tiempo de nucleacion (comparar los distintos valores de los ejes y en la
figura 15c); por ejemplo, en 2.5 M de urea, el tiempo lag fue de 26.3 horas usando el
protocolo de agitacion orbital (M figura 15a) y de 0.5 horas agitando con barras

magnéticas (M figura 15b).

55



(b)

0 10 20 30 40 50 60 60

0.051— . . . 3 1.25— . . .
(%}
e I
H. £ 1.00-
% o
£ 0.04 L2 © © o~
o - £ 0 0.751
= = Su
= z % £ 0,501
0.03- L1 = 3E
[ ] - E
” £ 0251
N S
. 3
Q [0}
0.02- o = 0.001
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Urea [M] Urea [M]

Figura 15. Experimentos de fibrilogénesis in vitro de 6aJL2 en presencia de urea. Cinéticas
representativas de la formacion de fibrillas con agitacion orbital (a) o con agitacion usando micro-barra
magnética (b) a a 37 °C y 200 pg mL™ de proteina. Las concentraciones de urea empleadas en estos
experimentos fueron: 0.0 (V), 0.5 (%k), 1.75 (+), 2.0 (¢), 2.5 (W), 2.6 (A), 2.8 (O) y 3.0 M urea (®) para
el ensayo de agitacion orbital (a) y 0.0 (V), 0.5 (3k), 1.5 (<), 2.0 (#), 2.25 ((0), 2.5 (M), 2.75 (O), 3.0
(@) y 3.5 M urea (A) para el ensayo de agitacion con micro-barras magnéticas (b). Las lineas continuas se
trazaron con propdsitos de ayuda visual. La fluorescencia del colorante ThT se midié como se describe en
los materiales y métodos. El inverso del tiempo de retardo o “tiempo lag” (panel c) y la velocidad de
crecimiento o extension de fibrillas (panel d) presentan una distribucién de tipo gaussiana, similar en
ambos tipos de experimento. Los simbolos abiertos representan los datos correspondientes al ensayo de
agitacioén orbital y los simbolos cerrados representan a los datos obtenidos mediante agitacion con micro-

barras magnéticas. Las lineas continuas representan el ajuste con la ecuacion 7.
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De forma similar, en ausencia de desnaturalizante no se observd una formacion de
fibrillas significativa en el ensayo de agitacion orbital, con un tlag>55 horas, a diferencia
del ensayo con agitacion usando barras magnéticas cuyo tlag calculado fue de 19.4 + 2.8
horas. Este ultimo valor, obtenido a pH 8.0 es ligeramente mas alto que el reportado
previamente para a un pH 7.5 (14.2 + 0.5 horas)>. Se ha documentado que diferencias
tanto en el pH de trabajo como en el tipo de agitacion tienen efectos importantes en las
cinéticas de fibrilogénesis™. Es notable que tanto la velocidad méxima en la extension de
las fibrillas, asi como el menor tiempo de retardo se obtuvieron a la misma concentracion
de urea en la cual el intermediario se detectd (figuras 14b y 13f), lo cual sugiere que
dicho intermediario esta directamente relacionado con la formacion de fibrillas. De
hecho, al hacer un ajuste con la ecuacién 7, en la cual se contempla la formacién de un
intermediario poco poblado, se observo que el maximo en la poblacion del intermediario
corresponde al menor tiempo de retardo y a la mayor velocidad de extension de las

fibrillas (lineas continuas, figuras 15 c y d).
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Discusidn y conclusiones.

Desnaturalizacion a escala temporal corta: comportamiento de dos estados.

En el presente trabajo se describi6 'y caracterizo el proceso de
desnaturalizacion/renaturalizacién de la cadena ligera de inmunoglobulinas 6aJL2 desde
un punto de vista cinético y termodinamico, ademas de una caracterizacion de las
propiedades macroscopicas de cada una de las especies involucradas en dicho proceso y

su participacion en la formacién de fibrillas.

Con la finalidad de relacionar, de manera mas directa, los estudios termodindmicos y el
proceso de formacién de fibrillas in vitro, dicha caracterizacion se realiz6 a dos escalas
temporales, ya que las condiciones experimentales empleadas difieren significativamente
entre ambos experimentos. Dentro de las principales diferencias se encuentra la
temperatura del sistema, 25 °C es la temperatura estandar en los estudios de estabilidad
reportados para otras cadenas ligeras y en general para cualquier proteina, en tanto que
los experimentos de fibrilogénesis in vitro se realizan de manera rutinaria a 37 °C. Otra
diferencia importante recae en la escala temporal en la que se desarrollan dichos
procesos. Para el caso de los experimentos de estabilidad, generalmente se emplean
tiempos de incubacion relativamente cortos, los cuales oscilan entre los 5 minutos y las
12 horas, en comparacion a los tiempos de retardo reportados para la formacion de

fibrillas que varian de horas a diés™.

De manera global, los datos experimentales del desplegamiento de 6aJL2 usando tiempos

cortos de incubacion (3 minutos) indican claramente que dicho proceso puede describirse
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como de dos estados “clasico”, lo cual permite hacer un analisis termodinamico usando
esta aproximacién. Una prueba clasica para confirmar que dicha aproximacion es correcta
consiste en realizar experimentos de desnaturalizacion al equilibrio siguiendo el cambio
conformacional de la proteina, mediante la medicién de distintas propiedades
fisicoquimicas de ésta en funcion del incremento del estimulo perturbante. Si la magnitud
del cambio en las sefiales normalizadas es similar para todos los perturbantes y las
transiciones observadas presentan un comportamiento sigmoide, se puede asumir que la
suposicion de dos estados es adecuada®®. Otra prueba mas concluyente para determinar la
validez de dicha aproximacion es la comparacion del valor de estabilidad, basicamente el
cambio en la energia libre de Gibbs (4G), calculado de experimentos al equilibrio, con el
valor calculado de experimentos cinéticos. Si ambos valores son iguales, dicha

aproximacion es valida*® .

Durante la desnaturalizacion de 6aJL2 usando tiempos cortos de incubacion, se
emplearon dos técnicas espectroscopicas para monitorear el desplegamiento de 6aJL2,
ademas se realizaron experimentos cinéticos. Las transiciones observadas con ambas
técnicas fueron coincidentes tanto a 25 °C como a 37 °C (figura 3d). Adicionalmente, las
mediciones hidrodinamicas realizadas bajo condiciones experimentales similares
mostraron picos cromatograficos simetricos en todo el intervalo de concentraciones de
urea ensayadas, lo cual es consistente con un equilibrio entre el estado nativo y el

desnaturalizado, cuya interconversion es més rapida que la corrida cromatografica’.

Por otra parte, en los experimentos cinéticos, tanto a 25 °C como a 37 °C, la evolucion

temporal del cambio en la sefial de fluorescencia se ajustd con una ecuacion mono
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exponencial, a todas las concentraciones de desnaturalizante ensayadas. En dichos trazos
no se observo evidencia de intermediarios cinéticos de plegamiento ni efecto apreciable
de la concentracién de proteina. A su vez, los graficos de chevron no presentaron
desviaciones de la linealidad en ninguna de sus ramas y el valor de concentracién de urea
en la cual se observa el minimo del chevron coinciden con el valor de la Cm de los

experimentos al equilibrio (comparar figura 3d y 4b).

La estabilidad de 6aJL2 determinada a partir de experimentos de desnaturalizacion,

reportada en este trabajo (AGf;TOC = 21.7 + 2.0 kdmol™) es similar al reportado usando

GUHCI como desnaturalizante (AGZ s = 21.7 + 0.8 kJ mol™)"", Estos resultados indican

claramente que las transiciones de desplegamiento observadas con ambos

desnaturalizantes son termodindmicamente equivalentes.

Un comportamiento de dos estados se ha observado para la desnaturalizacién caotropica a
25 °C de la mayoria de las cadenas ligeras estudiadas. Los valores de estabilidad
reportados varian entre 9.2 y 32.2 kmol™ 2% °0: 52 546378 1) 3 estabilidad de 6aJL2 cae
dentro de este intervalo y esta muy cercano a la media. Hasta el momento no se han
reportado valores de AG a 37 °C, sin embargo, el valor obtenido a esta temperatura es
consistente con el esperado de acuerdo con la curva de estabilidad generada con los

parametros termodindmicos obtenidos de experimentos calorimétricos (ver figura 11c).

De manera similar, la desnaturalizacion térmica de 6aJL2 sigue un comportamiento de
dos estados, ya que los valores de AHyy y el AHcy de despegamiento, calculados de datos

de fluorescencia intrinseca y DSC (AHyw= 376.1 + 6.9 ki mol™ y AHc = 336.2 + 41.9 kJ
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mol™) respectivamente, fueron similares dentro del error experimental. Por tanto, el
modelo de dos estados, usado en el anélisis de van’t Hoff es correcto. Por otra parte, los
valores de AH(AHca = 336.2 + 41.9 kJ mol™) y ACp (6.8 + 0.2 kimol™* K™) calculados
concuerdan con los valores esperados para la desnaturalizacion una proteina de estas
dimensiones (AH=324.12 kdmol™ y ACp=6.4 kdmol™ K™*) usando la correlacién entre el
numero de residuos y el cambio en dichos pardmetros termodinamicos reportada por

Robertson y Murphy ™.

En conjunto, estos datos indican que cuando se emplean tiempos cortos de incubacion, la

desnaturalizacion puede ser adecuadamente descrita con un modelo de dos estados.

El estado nativo tanto a 25 como a 37 °C, presentd las mismas propiedades
fisicoquimicas. El espectro de fluorescencia intrinseca fue idéntico a ambas temperaturas,
con un maximo de emision a 328 nm y el mismo grado de apagamiento por transferencia
de energia al puente disulfuro (ver introduccion). El espectro de dicroismo circular en el
UV lejano fue similar al observado para otras inmunoglobulinas, con un alto contenido de
estructura B-antiparalela * % % #_E| radio hidrodindmico aparente, calculado a partir de
los datos cromatograficos (Rs= 11.89 A para 25 °C y 10.92 A para 37 °C) es consistente
con el esperado para una proteina monomerica de dimensiones similares™. Durante la
desnaturalizacion, el cambio en el maximo de emision a 352 nm y el aumento
significativo en la intensidad de fluorescencia indican un alejamiento significativo del
triptofano 35 con respecto al disulfuro, ademéas de un aumento en el grado de exposicion
del triptofano. Los valores del radio hidrodindmico para el estado desnaturalizado (27.12

A para 25 °C y 26.14 A para 37 °C) confirman lo observado por fluorescencia. La
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diferencia de 20 A entre el estado nativo y el desnaturalizado (figura 10a y b) es

consistente con el despegamiento total de una proteina de dimensiones similares’™.

Hasta el momento no se han reportado velocidades del plegamiento y desplegamiento de
cadenas ligeras, sin embargo, existen datos de varias proteinas con plegamientos
similares. Para 6aJL2, los valores de dichas constantes (0.707 sy 3.2x10™ s para el
plegamiento y despegamiento en agua, respectivamente) se equiparan a los valores mas
lentos reportados para proteinas de dos estados™ Sin embargo, estos valores se
encuentran en el intervalo de los reportados para otras proteinas con plegamiento de tipo
B sandwich® (ver tabla 2). A partir de las constantes cinéticas es posible hacer un anélisis
usando la teoria del estado de transicién, calcular la magnitud de la barrera energética que
separa a los dos estados termodinamicos y obtener informacion de las caracteristicas

conformacionales del estado de transicion® &t

, tales como el grado de exposicion de
residuos hidrofobitos, asi como la proporcion de interacciones nativas presentes en el

estado de transicion.

Tabla 2. Tiempos de relajacion y constantes de velocidad.

Proteina Tlegamiento (€9) Taesplegamiento (S€0) Kotegamiento (59" Koegamiento (569™)
Fyn SH3 0.0075 7.7 133.33 0.01287
Espectrina SH3 0.35 125.2 2.86 0.00799
MACP 4.85 81.03 0.21 0.01234
6aJL2 141 3115 0.71 0.00032
FKBP* 1202 32945 0.01 0.00030

11,
I

Datos tomados de Maxwell et al. ™~ Proteina con alto contenido de estructura o
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Los valores de la B de Tanford obtenidos de las pendientes (m) calculadas de los datos
cinéticos y al equilibrio®™ (B = RT-(mg/ me -Meg) =0.44 para 25 °C y 0.40 para 37 °C),
indican que en ambas temperaturas el area hidrofobica oculta en el estado de transicion es
por lo menos menor que la mitad del cambio en el &rea total expuesta. Estos valores de 3

de Tanford son ligeramente menores que los reportados para otras proteinas 3 sandwich,.

Tiempos largos de incubacion: Un intermediario fuera de la via de plegamiento y la

formacién de fibrillas.

La formacion de fibrillas es un proceso complejo con multiples pasos, para el cual se han
propuesto diferentes mecanismos moleculares®®, en los cuales el vinculo entre el
(des)plegamiento y la formacion de fibrillas depende en mayor medida de la proteina
involucrada. Para las cadenas ligeras x, Fink y colaboradores han propuesto un
mecanismo general en el cual, intermediarios parcialmente plegados se asocian
inicialmente en especies oligoméricas solubles para dar lugar posteriormente a nlcleos de
fibrilacion, lo cual es un paso critico para producir subsecuentemente especies

fibrilares®® 3% 36 55 57

. Para otras cadenas ligeras, aunque los datos experimentales
apuntan hacia un desplegamiento de dos estados, no es claro que especie es la precursora
en la formacion de las fibrillas; sin embargo, bajo condiciones desestabilizantes, la
formacion de fibrillas in vitro se ve favorecida, por lo que se ha propuesto que la
desestabilizacion del estado nativo es un paso esencial en la formacion de fibrillas®” *, lo
cual concuerda con la relacion estabilidad-fibrilogenicidad propuesta para las cadenas

ligeras.
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A diferencia de lo observado usando tiempos de incubacién cortos, los datos
experimentales obtenidos en una escala temporal mayor a 24 horas presentan evidencias

de intermediarios parcialmente plegados.

Aln cuando a 25 °C, las técnicas espectroscopicas no fueron sensibles a la presencia de
un intermediario y las transiciones observadas aparentemente son de dos estados, los
datos hidrodinamicos mostraron claramente la presencia de un intermediario, el cual no
se observa en el equilibrio a tiempos cortos. Este intermediario presenta un radio
hidrodindmico intermedio entre el del estado nativo y el desnaturalizado (figura 8e). Cabe
sefialar que los radio hidrodindmicos aparentes del estado nativo y el desnaturalizado no
presentaron diferencias significativas entre las distintas escalas temporales ensayadas
(Rs= 11.89 A para 25 °C y 11.2 A para 37 °C) y el cambio en el radio hidrodinamico
asociado al desplegamiento fue aproximadamente de la misma magnitud (20 A) (figura
9). Este intermediario se observd en un rango de concentraciones de urea alrededor del
valor de la Cm (3.5 M) calculada a partir de los datos espectroscépicos, cuyo valor es

idéntico en ambas escalas temporales.

La presencia del intermediario se observd de manera mas marcada en los experimentos
realizados a 37 °C. Bajo estas condiciones experimentales, las transiciones observadas
siguiendo el cambio en la sefial de fluorescencia y dicroismo circular no fueron
coincidentes entre si y presentaron un corrimiento a concentraciones menores de
desnaturalizante en comparacion con las transiciones observadas a tiempos cortos de
incubacion (figura 5b). Adicionalmente las datos de fluorescencia mostraron una

transicion bifasica caracteristica de un equilibrio de mas de dos estados, con una meseta
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en un intervalo de concentraciones (1.5-2.75) cercano al valor de la Cm (2.5 M) de los
experimentos a tiempos cortos de incubacion (figuras 3d y 5b). Las propiedades
espectroscopicas e hidrodinamicas de este intermediario estan entre las de los estado
nativo y desnaturalizado y son consistentes con una especie monomérica expandida. El
radio hidrodinamico aparente calculado para el intermediario fue de Rs~ 23 A en ambas

temperaturas.

Los cambios en la sefial de fluorescencia asociados a la aparicion del intermediario
muestran que la formacién y/o acumulacion de esta especie se acelera a altas
concentraciones de proteina, sin embargo, la cinética de formacion del intermediario es
un proceso lento que ocurre en una escala temporal de varias horas. Este comportamiento
es el esperado para una reaccion de asociacion lenta, sin embargo, una estimacion del
orden de reaccién mediante una aproximacion de velocidades iniciales indica que este
proceso esta limitado por una reaccion unimolecular lenta (Figura 7), por lo tanto es

posible que los cambios en la sefial de fluorescencia no correspondan a un solo evento.

Por otra parte, el intermediario se detectd en las mismas concentraciones de urea en las
cuales se observo la maxima velocidad de crecimiento y el minimo tiempo de retardo
para la formacién de fibrillas (figura 15c y d), por lo tanto, es muy probable que este

intermediario sea el precursor critico en la formacion de fibrillas.

Ya que las propiedades hidrodindmicas del intermediario, asi como el tiempo de retardo
observado en los experimentos de fibrilogénesis in vitro descartan la posibilidad de que
esta especie sea una un agregado fibrilar, proponemos que el intermediario es una especie

que nunca llega a estar significativamente poblada ya que es secuestrada del equilibrio,
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probablemente por un proceso cinético de asociacion, el cual es irreversible y que da
lugar a la formacion de las fibrillas®. Los resultados anteriormente descritos concuerdan

con lo que se ha observado para algunas cadenas ligeras « > 3 > >/

y otras proteinas
amiloidogénicas como la p-2 microglobulina®” %, donde la formacién y acumulacién de

un intermediario parcialmente plegado es un paso critico en la formacion de fibrillas.

Con base en estos resultados, proponemos un modelo que nos permite describir el efecto
de la concentracion de urea tanto en el tiempo de retardo como en la velocidad de
extension de las fibrillas y relacionar estos resultados con los datos de desnaturalizacion a
escalas temporales cortas. Este modelo supone un equilibrio de tres estados, en el cual se
asume la presencia de un intermediario que no llega a estar significativamente poblado en
el equilibrio ya que es secuestrado durante la formacion de fibrillas. Este modelo predice
que en las condiciones en las que el producto de la fraccione nativa y desnaturalizada es
maxima, es decir en la Cm, la poblacion del intermediario es maxima y por lo tanto, la

formacion de fibrillas se ve favorecida.

Bajo este esquema es posible plantear una hipdtesis alterna, en la cual la formacion del
intermediario implica la asociacion entre el estado nativo y el desnaturalizado. Esta
hipdtesis no es tan inverosimil como puede parecer al principio, ya que se sabe que el
estado desnaturalizado puede contener estructura residual y que en el estado nativo
pueden presentarse fluctuaciones estructurales que pueden describirse como un
desplegamiento parcial transitorio™. Por lo tanto, parece plausible que en las condiciones

donde las fracciones nativa y desnaturalizada estan igualmente pobladas, como ocurre en
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la Cm, estas dos conformaciones presenten regiones complementarias que puedan

promover una asociacion especifica.

Perspectivas.

Los resultados obtenidos en este trabajo dejan abiertas varias lineas de investigacion
sobre la amiloidosis AL. Dentro de los estudios propuestos para complementar este

trabajo, los mas relevantes son:

- Comprobar el mecanismo propuesto para la formacién del intermediario,
mediante experimentos de formacion de fibrillas, empleando dos mutantes de
6aJL2 con estabilidades diferentes, bajo condiciones en las cuales una de las
mutantes se encuentre en el estado nativo y la otra en el estado desnaturalizado. Si
el modelo es correcto, la formacion de fibrillas ser4 favorecida en estas
condiciones, asi como la formacion del intermediario.

- Caracterizar el grado de formacién de las interacciones presentes en el estado de
transicion durante el desplegamiento de la cadena ligera 6aJL2, mediante el
método de ingenieria de proteinas desarrollado por Fersht®.

- Determinar el efecto del pH en la estabilidad y fibrilogénesis de 6aJL2.

- Caracterizar el mecanismo de agregacion fibrilar en 6aJL2.
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Proteins encoded by the gene segment 6a of the N\ variable light-chain
repertoire are strongly associated with amyloid deposition. 6aJL2 is a model
protein constructed with the predicted sequences encoded by the 6a and JL2
germ line genes. In this work, we characterized the urea- and temperature-
induced unfolding of 6aJL2. In the short time scale, spectroscopic, hydro-
dynamic and calorimetric experiments were compatible with a two-state
transition. Furthermore, AG, m and the midpoint urea concentration ob-
tained from equilibrium experiments were compatible with those obtained
from kinetic experiments. Since fibril formation is a slow process, samples
were also incubated for longer times. After incubation for several hours at
37 °C, spectroscopic, hydrodynamic and calorimetric experiments revealed
the presence of a partially unfolded off-pathway intermediate around the
midpoint urea concentration (1.5-3.0 M urea). In vitro fibrillogenesis assays
show that the maximum growth rate for fibril formation and the minimum
lag time were obtained at urea concentrations where the partially unfolded
state was populated (2.5 M urea at 37 °C). This indicates that this partially
unfolded state is critical for in wvitro fibril formation. Concentration-
dependent kinetics and hydrodynamic properties of the intermediate were
consistent with a soluble oligomeric state. The intermediate is formed
around the midpoint urea concentration, where the native and unfolded
states are equally populated and their rate of interconversion is the slowest.
This situation may promote the slow accumulation of an intermediate state
that is prone to aggregate.

© 2009 Published by Elsevier Ltd.

Keywords: amyloidosis; off-pathway intermediate; light chains; transition
state; differential scanning calorimetry

Introduction

monomeric and soluble antibody light chains into
insoluble fibrillar aggregates, also called amyloids."

Light-chain amyloidosis is a fatal disease charac-
terized by the extracellular deposition of otherwise
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To understand the molecular basis of amyloidosis, the
biophysical properties and in vitro fibrillogenesis of
light-chain proteins have been extensively studied.~2>
A correlation between fibril formation and decreased
thermodynamic stability has been documented.”* In
spite of all the information available, the general
mechanism of fibril formation in amyloidosis remains
unclear. It is known that amyloid fibers are not formed
under conditions that favor the native or unfolded
states.>>”%10172629 This suggests that conforma-
tional changes, such as the formation of folding inter-
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mediates, are required for fibril formation. In fact, it
has been documented that mild unfolding conditions
favor fibril formation; however, as opposed to other
conformational diseases where folding intermediates
have been fully characterized,?®=" folding intermedi-
ates for light chains have been reported only for k light
chains in extreme pH conditions”%12133! and, more
recently, in the presence of guanidine hydrochloride
(GdnHC1)."®

One-third of the reported cases of light-chain
amyloidosis are related to N6 proteins.!332-35 \6 is a
subgroup with a low level of expression, encoded by
a single gene named 6a.%° Therefore, it has been
proposed that the high level of amyloidogenicity of
these proteins is inherent to the properties of the
Vi6a gene segrnent.23 In previous work, we deter-
mined the stability and in vitro fibrillogenesis of a
recombinant Vi, protein named 6aJL2, which con-
tains the amino acid sequence encoded by the 6a and
JL2 germ line genes.”” 6aJL.2 is a 3-sandwich domain
formed by 111 amino acid residues. The protein
presents a conserved, single tryptophan residue at
position 35, quenched in the native state by a con-
served disulfide bridge (Fig. 1a). It was found that

6aJL2 is more stable than N6 proteins obtained from
patients with multiple myeloma disease. Both the
amyloidogenic protein Wil and the non-amyloido-
genic protein Jto are less stable than 6aJL2 (AAG=
9.2 and 3.7 k] mol !, respectively). The GdnHCI-
induced unfolding pathway of all these proteins
followed a two-state process.”>***” These data indi-
cated that the propensity of N6 light chains to form
amyloid cannot be attributed to thermodynamic
instability of the germ-line-encoded 6aJ1.2 domain.””
To obtain a more complete description of the folding
pathway of 6aJL2 and its relation with fibrillo-
genesis, in the present work, we characterize the
equilibrium and kinetic properties of the unfolding
and refolding of 6aJL2 promoted by urea and/or
temperature, as well as in vitro fibril formation in the
presence of urea.

Results

Incubation of 6aJL2 in 6-8 M urea produced an
increase in fluorescence intensity and a red shift of
24 nm in the maxima of the emission spectra (Fig.

Fig. 1. Structure and spectroscopic properties of 6aJL2. (a) Structural model of 6aJL2, the disulfide bridge and W35 are
shown in sticks and dots. Intrinsic fluorescence spectra (b) and near-UV CD spectra (c) of 6aJL2 in PBS buffer (pH 8.0)
(solid line) and 6.0 M urea in PBS buffer (pH 8.0) (dashed line). Protein concentrations were 100 and 500 pg mL~! for (b)
and (c), respectively. The inset in (c) shows the far-UV CD spectra for 6aJL2 (500 pg mL™ 1) in PBS buffer (pH 8.0) (filled
circles) or 6.0 M urea in PBS buffer (pH 8.0) (open circles). (d) Raw data for changes in the near-UV CD spectra at 272 nm
(filled circles), 296 nm (filled squares) or fluorescence intensity at 352 nm (open circles) from experiments carried out
at 25 °C. Continuous lines show the fit to a two-state model [Eq. (1)], with AG=21.7 kJ mol ! and m=6.6 k] mol ' M !

(Table 1).
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1b). These changes reflect the increase in the dis-
tance between W35 and the disulfide bridge as well
as the exposure of this aromatic ring to the solvent.
In addition, unfolding abolished the well-defined
aromatic bands observed in the near-UV CD spectra
(Fig. 1c). The far-UV CD spectra showed a pro-
nounced minimum at 217 nm and a small shoulder
at 230 nm (Fig. 1c, inset); the latter is attributed to
aromatic interactions. The disappearance in the
shoulder at 230 nm is consistent with the changes
observed in the near-UV CD. At 25 and 37 °C,
fluorescence and CD showed monophasic and coin-
cident unfolding patterns (Figs. 1d and 2a). Unfold-
ing was reversible and at equilibrium, as deduced
from the coincidence of unfolding and refolding
data obtained after incubation for 3 min. Unfolding
and refolding curves obtained by different techni-
ques were adequately fitted to a two-state process
(Figs. 1d and 2a and Table 1).

Stability parameters were also evaluated from
kinetic data. Unfolding and refolding kinetics were
followed by fluorescence spectroscopy. Single-
exponential courses were observed at all urea con-
centrations tested (see Fig. 2b for representative
traces). The chevron plots constructed from these
data showed no evident curvature (Fig. 2c). In
addition, the midpoints of the equilibrium expe-
riments (3.5 M for 25 °C and 2.4 M for 37 °C) coin-
cide with the bottom of the chevron plots (compare
panels a and c in Fig. 2). Moreover, the AG values
calculated from the ratio of unfolding and refold-
ing kinetic constants and those calculated from
equilibrium data are the same within experimental
error (Table 1). All these pieces of evidence support
the notion that in a time scale of minutes (corres-
ponding to the short incubation times used), the
urea-induced unfolding of 6aJL2 can be described in
terms of classical two-state behavior from both the
equilibrium and kinetic viewpoints.

The thermal unfolding/refolding of 6aJL2 was
then studied. Fluorescence intensity data showed a
single monophasic and reversible transition. No hys-
teresis or aggregation was observed. The global fit
of unfolding and refolding data gives AH=376.1
+6.9 k] mol ' and T,,=323.2+1.0 K (Fig. 3a). The
thermal unfolding of 6aJL2 was also studied by
differential scanning calorimetry (DSC). All endo-
therms showed a single transition that was well
fitted to a two-state model. The enthalpy recovery on
the second scan was higher than 86% (data not
shown), corroborating that thermal unfolding is
essentially reversible. DSC endotherms were ade-
quately fitted to a “true” two-state model (Fig. 3b),
i.e., where the calorimetric and van’t Hoff enthalpy
changes are the same [Eq. (3)], confirming the two-
state nature of the temperature-induced unfolding of
6aJL2. As expected, the AH values obtained from
these data (AH=336.2+41.9 k] mol™%; Fig. 3b) were
similar to those obtained from fluorescence data
analyzed according to the van’t Hoff equation [Eq.
(2) and Fig. 3a]. The AC;, calculated from DSC data
obtained in the 0.3-1.1 mg mL™' range gives 6.8+
0.2 k] mol™! K™'. This value is similar to the one

Fig. 2. Equilibrium and kinetics of 6aJL2 unfolding/
refolding in urea. (a) Unfolding curves at 25 °C (filled
symbols) and 37 °C (open symbols). Samples were incu-
bated for 3 min. Experimental data are from unfolding
experiments (circles, fluorescence data; diamonds, CD
data), refolding experiments (triangles, fluorescence data),
or from the final fluorescence intensity values of kinetic
experiments (squares). Continuous lines represent the
best fit to a two-state model [Eq. (1); see Table 1 for para-
meters]. (b) Representative refolding and unfolding
kinetic traces obtained at 25 °C. Labels indicate the final
urea concentration. Continuous curves are fits to Eq. (5).
(c) Chevron plots for 25 °C (filled symbols) and 37 °C
(open symbols). Continuous curves were obtained from fit
to Eq. (6).

estimated by the parameterisation done by Robert-
son and Murphy?® based on the number of residues
(AC,=6.4K] mol~ ' K™'). Isothermal experiments in
the presence of urea carried out in the 273-310 K
range (similar to those shown in Fig. 2a), as well as
thermal unfolding data obtained from fluorescence
and DSC, were used to construct the stability curve
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Ey of 6a]L2 [Eq. (4) and Fig. 3d]. DSC experiments
e carried out in the presence of urea were rever-
=~ EE sible and well fitted to a two-state model [Eq. (3)
E| S5 and Fig. 3b]. AH showed a linear dependence with
) Trm, with a slope (7.3+0.2 k] mol™* K™ ) close to the
AC, value directly determined from the post-
and pretransition baselines of the DSC transitions.
2 o w This supports the theory that urea has a very
Sl small effect on unfolding enthalpy and suggests
AE|nd that the variation observed is actually a tempera-
Z| = ture effect linked to the urea dependence of the T,

value (Fig. 3¢).
All the data presented above indicate that the
-~ unfolding of 6aJL2 is reversible and reaches a
s dynamic two-state equilibrium in the minutes
RIS time scale corresponding to short incubation
Eg 105 <F times. In contrast, fibril formation of 6aJL2 is
= a very slow process, taking place in a much
- longer time scale.”” To correlate stability data with
fibril formation (vide infra), spectroscopic (CD and
. fluorescence intensity) measurements were deter-
Tlea mined after incubation for 24 h. The unfolding
SEldA patterns obtained at 25 °C were very similar after
=2 incubation for 3 min or 24 h (Fig. 4a). On the other
= hand, samples incubated at 37 °C for 3 min were
monophasic and coincident between techniques,
- < whereas after incubation for 24 h, fluorescence
=3 intensity data showed two transitions and the CD
P .Y curve was displaced to lower urea concentrations
S BN (Fig. 4b). The non-coincidence between different
< |L% transitions indicates the presence of a partially
e unfolded intermediate that is populated in the long
I3 time scale. The monophasic shift in the near-UV CD
profile to lower concentrations of urea (open circles,
- Fig. 4b) suggests that the local environment of the
] -y aromatic residues is unfolded—similar to that in the
2 == intermediate. The plateau in the Fy plot derived
ol ~ |2« from fluorescence intensity data is close to 0.7 (filled
Ele 39 circles, Fig. 4b), indicating that the quenching effect
c|l¥ |ee of the disulfide bridge on the fluorescence of W35 is
5 x % lower in the intermediate than in the native state.
o N o The properties of the intermediate were then
S studied by following the kinetics of fluorescence
5 changes at different protein concentrations. Sam-
ui - ples incubated in 2.4 M urea at 37 °C showed at least
Bl 22 laa two different kinetic processes with clearly different
g Elo <% time scales (Fig. 4c). In a short time scale (300 s), a
gl ¥E|nk single-exponential increase in fluorescence was
& = detected. This process was almost independent of
B protein concentration (Fig. 4c, inset) and corre-
= sponds to the two-state unfolding equilibrium
é — previously described (Fig. 2a). In contrast, at longer
£ %‘2 . times, a further increment in fluorescence was
g &LlsS observed and intensity changes increased with
E| x glag protein concentration (Fig. 4c). These fluorescence
SR , changes are not due to light scattering, as deduced
g = £ from the normalized fluorescence spectra obtained
£ E g after incubation for 3 min and 24 h (Supplementary
,E?j’ o ks 2 Fig. 4). This suggests that an association step
o % 3 is involved in the formation of the intermediate.
o3 P = =3 Kinetic traces in the long time scale showed a
Sl e _|x2 e sigmoidal-like shape. The non-exponential beha-
Bl E¥I_E vior of these time traces makes difficult the
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Fig. 3. Thermal unfolding of 6aJL2. (a) Fluorescence intensity unfolding and refolding data (filled and open symbols,
respectively) were obtained with a heating/cooling rate of 1 K/min. Continuous lines represent the best fit of unfolding
and refolding data with AH,,=376.1+6.9 k] /mol and T,,=323.2+1.0 K [Eq. (2)]. (b) DSC experiments in the presence of
the indicated urea concentrations and a scan rate of 2.5 K/min. The continuous traces represent the fitting curves to a two-
state model [Eq. (3)]. Continuous and dashed straight lines show the native and unfolding baselines. Endotherms have
been displaced in the y-axis for display purposes. (c) AH versus Ty, at different urea concentrations. The AC, value
calculated from the slope=7.3+0.2 k] /K mol. (d) Stability curve for 6aJL2. Experimental data at low temperatures were
obtained from isothermal urea unfolding curves similar to those shown in Fig. 2a. Data at high temperatures were from
(a). The continuous curve was generated using the following parameters obtained from DSC data (b): AH=336.2 kJ/mol,
Tm=323.7 K, AC,=6.8 k] /mol K and Eq. (4). Quoted errors come from data fitting.

estimation of the rate order. As a first approxima-
tion, it was assumed that in the long time scale
fluorescence changes increase linearly with time.
Initial rate analysis (i.e., a In rate versus In [protein]
plot) showed a slope of 0.29 (Fig. 4d), suggesting
that before or after the association step a unimo-
lecular event becomes rate limiting.

To determine the urea-induced changes in the
hydrodynamic properties of 6aJL2, size-exclusion
chromatography experiments were carried out.
First, samples were incubated in different urea
concentrations for 3 min before injection to a size-
exclusion chromatography column preequilibrated
in the same denaturant concentration. Unfolding
abolishes the quenching of W35 by the nearby
disulfide bridge; therefore, the elution profile of
native 6aJL2 is barely detected by fluorescence
(Supplementary Fig. 1). For all urea concentrations
tested, at both 25 and 37 °C, single symmetric peaks
were observed (Fig. 5a and b and Supplementary
Fig. 2a and b). For the fluorescence-detected chro-
matograms, a single peak that increases in quantum

yield and moves towards lower elution volumes
with increasing urea concentration was observed
(Fig. 5a and b). For the UV-detected chromatograms,
the shift in the peaks was observed but the intensity
remained constant (Supplementary Fig. 2a and b).
This behavior is consistent with a two-state equili-
brium faster than that of the chromatographic run.
The R, (Stokes radii) of 6aJL.2 increases by nearly
20 A in going from the native to the unfolded state
(filled circles in Figs. 5e and f). In the second
experiment, samples were incubated in urea for 24 h
before injection into the preequilibrated column.
In agreement with spectroscopic experiments,
changes between the short and long time scale
experiments were more evident at 37 than at 25 °C
(Fig. 5). At 37 °C, higher R, values were observed in
the 0.5-3.0 M urea range and two peaks were
observed from 1.0 to 2.0 M urea (Fig. 5d and f).
Analysis of these chromatograms shows that the
intermediate state that appears in the long time scale
has an apparent Rs between 19 and 25 A, ie,
among those of the native and unfolded states (Fig.
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Fig. 4. Unfolding of 6aJL2 in urea after incubation for 24 h. Fluorescence and CD data (filled and open circles,
respectively) were obtained after incubation for 24 h at 25 °C (a) and 37 °C (b). For comparison, the fitting curves obtained
for short incubation times (see Fig. 2a) are shown as continuous lines. (c) Changes in fluorescence 1nten51ty (Nex=295 nm,

Nem =352 nm) of 6aJL2 samples 1ncubated in 2.4 M urea at 37 °C. Protem concentration was 50 pg mL ! (filled squares)
250 pg mL~" (open squares), 500 pg mL~ " (filled triangles) and 1 mg mL ™" (o open triangles). The inset shows an expansion
of the first 300 s, these data fitted to Eq. (5) gave T =17.4£0.3 for 50 pg mL™ ", 7 =19.8+0.3 for 250 pg mL !, T =23.3+0.3
for 500 pg mL~ " and T =24.5+0.3 for 1.0 mg mL ™ '. Quoted errors come from data fitting. (d) Data from (c) corresponding
to the long time scale (>300 s) were fitted to a straight line; the natural logarithm of the slopes is plotted against In

[protein].

5e and f). The absence of visible protein aggrega-
tion and the hydrodynamic profiles obtained
exclude the presence of insoluble or high molecular
weight aggregates; rather, the apparent Rs values
obtained are compatible with the intermediate being
an expanded monomer or an oligomeric but soluble
state.

The possibility of detecting the thermal unfolding
of the intermediate was investigated by DSC. For
this purpose, samples were prepared in 2.4 M urea
at 37 °C and at different incubation times before
the calorimetric scans. Regardless of the incuba-
tion time, single endotherms with a T, of 310.3+
0.5 K were obtained (Fig. 6a). Interestingly, a severe
decrease of AH with incubation time was observed.
This is compatible with a fraction of the molecules
being irreversibly transformed into aggregates or
fibrils. However, in the absence of stirring, fibrils
are not formed in these conditions (Fig. 7a and b),
and high molecular weight aggregates are not
compatible with hydrodynamic data; therefore, it
is likely that the enthalpy decrease is related to
the irreversible formation of a soluble oligomeric
intermediate.

To test the irreversibility of the intermediate,
samples incubated for 24 h in 2.4 M urea were
transferred to either 0.48 or 6.0 M urea and incu-
bated for 24 h to promote refolding or unfolding. It
was found that the sample refolded from 2.4 to
0.48 M urea showed the same fluorescence inten-
sity, hydrodynamic radii and near-UV CD spectra
(Supplementary Fig. 3) as those observed for a
sample incubated directly in 0.48 M urea. However,
the protein did not fully recover its properties; a
difference of 17 nm in the maximum emission
wavelength of the fluorescence spectra (Amax) Was
observed. On the other hand, the sample that was
unfolded from 2.4 to 6.0 M urea showed the same
hydrodynamic radii, near-UV CD spectra and \pax
as the sample prepared in 6.0 M urea. Nevertheless,
only 73% of the expected increase in fluorescence
intensity was observed (Supplementary Fig. 3). All
these data indicate that the transitions from the
intermediate to the native and unfolded states are
only partially reversible at least in the time scale
tested (24 h).

To determine the role of the partially unfolded
intermediate in fibril formation, fibrillogenesis expe-



Unfolding and Fibrillogenesis of A6 Light Chains

1159

Fig. 5. Size-exclusion chromatography experiments in the presence of urea. 6aJL2 samples (100 pug/mL) were
incubated for 3 min (a and b) or 24 h (c and d) before injection. The column was equilibrated at the indicated temperature
and urea concentration. Representative chromatograms are shown: (a) 25 °C, 3 min incubation; urea concentrations were
(from left to right) 0.0, 1.0, 2.4, 3.0, 3.5, 3.75, 4.5 and 5.5 M; (b) 37 °C, 3 min incubation; urea concentrations were (from left
toright) 0.0, 1.0,2.13, 2.4, 3.0, 3.75, 4.5 and 5.5 M; (c) 25 °C, 24 h incubation; urea concentrations were 0.0, 1.0, 2.13, 2.4, 3.0,
3.75,4.5 and 6.0 M; (d) 37 °C, 24 h incubation; urea concentrations were (from left to right) 0.0, 1.0, 1.75, 2.0, 2.25, 2.75, 3.25
and 6.0 M. Elution peaks were detected by intrinsic fluorescence (excitation, A =295 nm; emission, A =352 nm). The 0 M
urea traces are not visible in this scale due to fluorescence quenching in the native state (see Supplementary Material). (e)
and (f) show Stokes radii (Rs) versus urea plots from data obtained at 25 and 37 °C, respectively. Filled circles show the Ry
values of samples incubated for 3 min. For the samples incubated for 24 h, open triangles represent the R, for the highest

peak and open squares show the R for the lowest peak.

riments were carried out in the presence of urea.
The kinetics of 6aJL2 fibril formation was moni-
tored at 37 °C in the presence of different urea
concentrations and following the increase in fluo-
rescence intensity of thioflavin T (ThT) upon bind-
ing to fibrils.*” Since fibril formation depends on
agitation, two protocols were followed (see Mate-
rials and Methods for details): an orbital shaking
well plate assay (Fig. 7a) and a micro stir bar vial
assay (Fig. 7b). ThT binding kinetics showed an

initial lag phase followed by a rapid enhancement
in fluorescence intensity (Fig. 7a and b). This com-
plex fibrillogenesis behavior has been observed in
vitro for 6aJL2, for other immunoglobulin do-
mains and for several unrelated proteins.**** The
initial lag phase has been ascribed to the accumula-
tion of a precursor of fibril formation. The second
phase has been related to the kinetics of fibril
growth. Empirical parameters for both phases were
obtained as follows: (1) Fibril growth rate constants
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Fig. 6. Decrease in AH after incubation in 2.4 M urea
and 37 °C. (a) Filled triangles show the endotherm of the
sample introduced in the DSC instrument after incubation
for 3 min. Filled squares show the endotherm of a sample
incubated for 24 h. Lines show the respective rescan. The
curves have been displaced in the y-axis for display pur-
poses. (b) Fractional AH of samples incubated for different
times in 2.4 M urea (AH of sample incubated for 3 min in
urea=1.0). The continuous line shows data fitted to a
single-exponential decay with a relaxation time of 18.9 h.
The filled triangle represents the decrease in AH of a
sample incubated in 2.4 M urea at 25 °C for 24 h.

were estimated from the slope of the linear part of
the growth phase. (2) The lag time was calculated
from the extrapolation of this line back to the
abscissa.”>?” For the orbital shaking assay, signifi-
cant ThT binding was observed in the 1.75-3.0 M
urea range (Fig. 7a and filled symbols in ¢ and d),
whereas for the micro stir bar assay (Fig. 7b and
open symbols in ¢ and d), ThT fluorescence was
observed in all the ranges of urea concentrations
used (0.0-3.5 M). Both the inverse of the lag time
(Fig. 7c) and fibril growth rate (Fig. 7d) showed
maxima in the 2.0-2.75 M urea range. The nuclea-
tion time was considerably influenced by the
protocol used (compare the two y-axes in Fig. 7c);
for example, in 2.5 M urea, t,, was 26.3 h in the
orbital shaking assay (Fig. 7a, filled squares) versus
0.5 h in the micro stir bar assay (Fig. 7b, filled
squares). Similarly, in the absence of urea, no
fibrillogenesis was observed in the orbital shaking
experiment (t,g >55 h), whereas in the micro stir

bar experiment, the t,, obtained was 19.4+2.8 h.
This value (obtained at pH 8.0) is slightly higher
than the #,, previously reported at pH 7.5 (14.2+
0.5 h).”” It has been documented that pH and the
type of shaking influence the kinetics of fibrillo-
genesis.** It is noteworthy that the range of urea
concentration where f,, was shorter and exten-
sion rate was higher matched the range of denatu-
rant concentrations where the intermediate was
detected (Figs. 4b and 5f).

Discussion

Short time scale: two-state behavior

The stability of 6aJL2 obtained from the urea
unfolding experiments reported in this work
(AGE§=21.7+2.0 k] mol™') is the same as that
reported for experiments carried out in GdnHCl
(AGZ'§=21.7+0.8 k] mol").”” This indicates that the
unfolding transitions observed in both denaturants
are thermodynamically equivalent. Two-state beha-
vior has been observed in most immunoglobulin
light chains studied. Reported stability values are
between 9.20 and 32.2 k] mol 1.5917.2348 The
stability of 6aJL2 lies between these values.

To test the two-state character of the transition,
two spectroscopic techniques were used in equili-
brium experiments; in addition, kinetic experiments
were carried out. Near-UV CD and fluorescence
intensity showed coincident transitions (Fig. 2a).
The free-energy changes obtained from equilibrium
experiments (AG.q) are similar to the values calc-
ulated from the ratio of kinetic constants (AGyn
see Table 1). Kinetic traces in both directions were
well described by single-exponential changes
(Fig. 2b), no curvature was observed in chevron
plots (Fig. 2c), and the bottom of this plot cor-
responds to the midpoint of equilibrium experi-
ments (compare a and c in Fig. 2). Furthermore, the
sum of the kinetic m values are close to the equi-
librium m value (Table 1). In addition, hydrody-
namic measurements showed a single peak under
all the ranges of urea concentrations tested (Fig. 5a
and b), indicating a fast dynamic equilibrium bet-
ween the native and unfolded states. Taken together,
these data clearly indicate that when short incuba-
tion times (3 min) are used, the unfolding of 6aJL2
can be adequately described as a two-state process.

The folding and unfolding rates of immunoglo-
bulin light chains have not been previously deter-
mined. For 6aJL2, the rate constants determined
in water (0.707 and 3.2x10™* s™' for folding and
unfolding, respectively) are among the slowest
values reported for two-state folding proteins.*
However, these kinetic rates are in the range of those
reported for other immunoglobulin-like p-sandwich
domains.”® The Tanford p values obtained from
the ratio of unfolding and equilibrium m values®'
(B=RT(mg/meq)=0.44 for 25 °C and 0.40 for 37 °C)
indicate that at both temperatures, the area buried in
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Fig. 7. In vitro fibril formation of 6aJL2. Representative kinetic traces of 6aJL2 fibril formation for the microorbital
shaking assay (a) and the magnetic micro stir bar assay (b). Assays were carried out at 37°C and 200 pg mL ™!, Urea
concentrations in (a) were 0.0 (V), 0.5 (*), 1.75 (+), 2.0 (#), 2.5 (W), 2.6 (A), 2.8 (O) and 3.0 M (@). The urea concentrations
tested in (b) were 0.0 (V), 0.5 (*), 1.5 (©), 2.0 (#), 2.25 ((]), 2.5 (M), 2.75 (O), 3.0 (@) and 3.5 M (A). Continuous curves are
drawn to guide the eye. ThT fluorescence was determined as described in Materials and Methods. The inverse of lag time
(c) and the normalized growth rate (d) obtained from both assays are shown. Open symbols represent data from the
orbital shaking assay data; filled symbols represent data from the magnetic micro stir bar assay.

the transition state is slightly less than half of the total
area change. These B values are somewhat lower
than those reported for other 3-sandwich proteins™’,
suggesting an earlier transition state for 6aJL2.

Calorimetric and spectroscopic data also indicate
that the thermal unfolding of 6aJL2 is a two-state
process (Fig. 3a and b). In addition, there is agree-
ment between isothermal urea unfolding experi-
ments carried out at different temperatures and
DSC unfolding data (Fig. 3d). All these data indicate
that with or without urea the thermal unfolding of
6aJL2 is a two-state process.

Long time scale: an off-pathway intermediate
and fibril formation

Fibril formation is a complex multistep process
for which mechanisms have been proposed.>? The
link between unfolding and fibril aggregation de-
pends on the particular protein. For « light chains,
Fink and coworkers have proposed a general scheme
where partially folded intermediates associate first
into soluble oligomers and then into a critical fibril-
lation nucleus that subsequently produces fibrillar
species.”'>'~?! For other light chains, unfolding

transitions are two state, although in these cases the
precursor for fibril formation is not detected, and a
correlation between a decrease in thermodynamic
stability and an increase in fibril formation has been
documented.”*

At short time scales, the unfolding of 6aJL2
promoted by temperature and urea can be described
as a two-state process; however, at long time scales
(several hours) and at urea concentrations near
the midpoint of the unfolding curve, spectroscopic,
chromatographic and calorimetric data indicate the
presence of a partially unfolded state that is not in
equilibrium with the native and unfolded mole-
cules. The long time required for intermediate form-
ation and the inability of this state to reach the fully
folded or fully unfolded states indicate that this
partially unfolded state is an off-pathway folding
intermediate. This intermediate is observed at the
same urea concentrations where the maximal growth
rate and minimal lag time for fibril formation were
observed; therefore, it is very likely that this partially
unfolded state is a critical precursor for fibril form-
ation. Regarding the properties of the intermediate,
their spectroscopic properties are between those of
the native and unfolded states; hydrodynamic data
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are compatible with those of an expanded monomer
or a compact oligomer. Fluorescence changes in-
dicate that formation of the intermediate became
faster at higher protein concentration. This behavior
is expected for an association reaction; however,
an initial-rate estimation of the reaction order indi-
cates that this process is partially governed by a
unimolecular reaction, suggesting that fluorescence
changes do not correspond to a single event. The
intermediate is formed in the same conditions where
fibril formation was favored, since this state is an
off-pathway intermediate and is not in equilibrium
with the native and unfolded states; it is likely that
the intermediate is related to the nucleation step
that commits the prenucleus to a net irreversible
aggregate.S3

Regarding the assembly of the partially unfolded
state, it may be formed from a barely populated fold-
ing intermediate, as observed for  light chains'®'**!
and other amyloidogenic proteins such as beta
2-microglobulin.”®**’ In this work, the highest
population of the partially unfolded state was de-
tected at 37 °C at urea concentrations around the
midpoint of the short-time-scale unfolding curve.
Under these conditions, native and unfolded states
are equally populated; moreover, the rate of inter-
conversion between these states is the slowest. This
situation could promote the slow accumulation of
an intermediate state that is prone to aggregate.

Materials and Methods

Chemicals

Water was Milli-Q grade. Yeast extract and tryptone
were from Difco. Other reagents were from Sigma-Aldrich.

Expression and purification of recombinant 6aJL2

Purification was carried out as reported by del Pozo
Yauner et al.®” Briefly, the recombinant Vi domain 6aJL2
was purified from BL21 Escherichia coli cells transformed
with plasmid pSyn1-6aJL2. The overexpressed protein was
extracted by osmotic shock from the periplasm with 20%
(w/v) cold sucrose, 0.1 M Tris, 0.1 mM EDTA (ethylene-
diaminetetraacetic acid, pH 8.0) buffer followed by
distilled cold water. The periplasmic extract was concen-
trated by ultrafiltration with a molecular mass cutoff of
10 kDa and loaded into a Superdex-75 prep size-exclusion
column (Amersham Pharmacia). Protein purity was deter-
mined by SDS-PAGE. Protein concentration was deter-
mined by UV absorption using an extinction coefficient
£=1.2327 mg™' cm ' mL calculated from the amino acid
sequence using the software ProtParam, available at the
Expasy Web sitef. Protein was stored at 4 °C.

Intrinsic tryptophan fluorescence

Fluorescence measurements were made using an ISS
PC1 spectrofluorometer. Temperature was regulated within

thttp:/ /www.expasy.ch/tools/protparam.html

+0.02 °C with a Peltier system. All samples (100 pg mL™")
were incubated in phosphate-buffered saline (PBS) buffer
(50 mM phosphate, 100 mM NaCl, pH 8.0) containing
variable amounts of urea at different temperatures.
Samples were excited at 295 nm (2-mm bandwidth); the
emission spectra were collected in the 310- to 410-nm
range (4-mm bandwidth). Fluorescence intensity data at
352 nm were plotted versus urea concentration.

Circular dichroism

CD measurements were made using a JASCO ]-715
spectropolarimeter with a 4-mL quartz cuvette (near-UV
CD) or 1.0-mm path-length cells (far-UV CD). Tempe-
rature was regulated within +0.02 °C with a Peltier
system. All samples (500 pg mL™" for near-UV CD or
200 pg mL™! for far-UV CD) were incubated in PBS buffer
(50 mM phosphate, 100 mM NaCl, pH 8.0) containing
variable amounts of urea. The ellipticity spectra were
collected in the 250- to 320-nm range for near-UV
measurements or 210-250 nm for far-UV measurements
(4-mm bandwidth).

Thermodynamic parameters from spectroscopic data
were calculated by nonlinear least-squares fitting to the
following scheme.

Two-state model between native (N) and unfolded (U)
states N~ U:

_ Gy D) + (g + my(De” e =0
Yobs = 14 o (Ciyo+ m/RT)

where yps is the observed signal; yn and yy are the signals
for native and unfolded states, respectively; AGy, , is the
free energy of unfolding in the absence of denaturant; [D]
is urea concentration; and m is 8AG/8[D]. The pre- and
posttransition baselines are described by the linear slopes
my and my, respectively.”*>

Thermal unfolding followed by fluorescence

Samples (100 pg mL ') were placed into a 500-uL
quartz cuvette. Changes in tryptophan fluorescence were
measured at 352 nm (2-mm bandwidth) using an exci-
tation wavelength of 295 nm (4-mm bandwidth). Tem-
perature was ramped from 25 to 60 °C at a rate of 1 °C
min~! followed by cooling to 25 °C using the same
rate. Thermal unfolding data were converted to Fy taking
into account pre- and posttransition linear baselines.
Data were analyzed using the thermal equivalent of

Eq.(1):
e~ (AH,/RT + AH,, /RT,,)

Fu= @ rrs s, @)

where T is temperature, T,, is the temperature of the
midpoint and AH,, is the enthalpy at T,,.>°

Differential scanning calorimetry

DSC experiments were carried out with a VP-Capillary
DSC System instrument (MicroCal, Northampton, MA) at
several scan rates. Protein concentration was 1.0 mg mL ™"
in 50 mM phosphate buffer (pH 8.0) containing 100 mM
NaCl and variable amounts of urea. Thermal unfolding
curves were analyzed with MicroCal Origin 7.0 software.
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Thermodynamic parameters were calculated by nonlinear
least-squares fitting to a two-state model:””

Cpex(::[A+B(T_’I'O)}+[(C+D(T+TO))—(A+B(T_T0))]
RO A2 e HG)

®)

where T is temperature, T° is a reference temperature
(330 K), Ty, is the denaturation temperature (defined as the
temperature at which the unfolding equilibrium constant
is unity) and AH,, is the enthalpy change at Ty,. A and C
are the values of C, at T for the native and unfolded
states, respectively, whereas B and D are the slopes of the
native and unfolded baselines, respectively. This equation
neglects the temperature dependence of the unfolding
heat capacity within the comparatively narrow tempera-
ture range of the calorimetric transition. Ty, did not change
with scan rate in the 0.5-2.5 K min~ ! range, indicating that
equilibrium was reached in the conditions used. AC, was
obtained from experiments carried out at different 6aJL2
concentrations (0.3-1.1 mg mL ™ 1.5

AC,, AHy, and Ty, obtained from DSC experiments
were used to estimate AG(T).

AG(T) = AH,,(1 — T/T,y) — AG,[(T,y — T) + TIn(T/T,,)]
(4)

Kinetic experiments

Kinetic experiments were carried out at 25 and 37 °C
using a FLUOstar Optima (BMG Labtech) multiplate
reader fluorometer with an excitation wavelength filter of
295 nm and an emission wavelength filter of 350 nm. Final
protein concentration was 100 pg mL™'. Unfolding expe-
riments were carried out at urea concentrations higher
than the midpoint urea concentration (3.5 M urea for 25 °C
and 2.5 M for 37 °C). For refolding experiments, 1.0 mg
mL ! protein stock was denatured in 6 M urea for 2 h and
refolded by dilution at urea concentrations below the
midpoint urea concentration. The temperatures of urea
and protein solutions were measured before mixing. The
reaction started by the addition of the protein and was
followed for 3 min. Kinetics were fitted using a single-
exponential decay:

Flyps = FIp + Ae™'/7 (5)

where Flj is the final fluorescence intensity value, A is the
amplitude, t is time and 7 is the inverse of the reaction rate.
From these data, chevron plots were obtained and kinetic
constants in the absence of denaturant were calculated
with the following equation:**~!

lnkobs =In (k}{zoe—mkf [urea] + kffzoe"”k“ [urea]) (6)

where k29 and k20 are the folding and unfolding kinetic
constants in the absence of denaturant, respectively.
Unfolding kinetics in 2.4 M urea were also followed at
longer incubation times using an ISS PC1 spectrofluoro-
meter (see above). Protein concentration in these experi-
ments varied between 50 and 1000 ug mL™'; consequently,
cell path length (0.5 or 1.0 cm) as well as excitation (0.5 to
1.0 mm) and emission (1.0 to 2.0 mm) slits were modified
according to protein concentration. Sample illumination
was minimized to avoid photobleaching.

Size-exclusion chromatography

Chromatography experiments were carried out at 25 or
37 °C with a Superdex-75 HR 10/30 (Amersham Phar-
macia) analytical size-exclusion column that was properly
temperature-controlled with the use of a home-made cir-
culating water bath connected to the column. Buffers were
temperature controlled with a water bath. The column was
coupled to a fast protein liquid chromatography system
(Amersham Pharmacia) equipped with a Waters 747 fluo-
rescence detector. Excitation was done at 295 nm and
emission was followed at 352 nm. Samples were incubated
under the same conditions used for spectroscopic mea-
surements. The column was equilibrated at the corres-
ponding urea concentration before sample loading. Chro-
matographic runs were carried out at 0.5 mL min .
Injections contained 100 pL of 100 pg mL™' protein
solutions. Stokes radii (Rs) were calculated by interpolation
to a calibration curve constructed using eight well-char-
acterized proteins as standards under both native and
unfolding conditions.”” Calibration curves were carried
out at 25 and 37 °C in the presence of urea. The filtration
properties of the Superdex-75 matrix were not modified by
the presence of urea or the increase in temperature. R
values were calculated with the following equations:

for 25°C
for 37°C.

1000/ V, = (47.7+2.9) + (1.3+0.1)R,
1000/ V, = (48.9+2.5) + (1.3+.01)R,

In vitro fibril formation assays

In vitro fibrillogenesis assays were carried out by
monitoring the enhancement of fluorescence intensity of
ThT when binding to amyloid fibrils.”* Samples of 6aJL.2
(200 pg mL 1) were prepared in PBS buffer (50 mM
phosphate, 100 mM NaCl, pH 8.0) containing variable
amounts of urea; each sample was run in triplicate. Two
protocols were employed. (1) In the orbital shaking assay,
250-uL. protein solutions containing 10 pM ThT were
prepared in black 96-well plates (Corning), sealed with
Mylar plate sealers (Dynex) and loaded into the fluores-
cence plate reader at 37 °C. Samples were continuously
shaken with an orbital diameter of 1 mm. Fluorescence
data were measured in a multiplate FLUOstar Optima
fluorometer (BMG Labtech) at 3-min intervals with an
excitation wavelength filter of 450 nm and an emission
wavelength filter of 490 nm. (2) In the magnetic micro stir
bar assay, 6 mL of protein solutions were incubated in flat-
bottomed screw-capped poplypropylene vials. Samples
were continuously stirred at 250 rpm with Teflon-coated
micro stir bars (2 mmx10 mm) in a multipoint Variomag
magnetic stirrer placed inside a Brinkman incubator set
at 37 °C. Aliquots (100 uL) were transferred at different
times to polystyrene cells containing 2.6 mL of 10 pM ThT.
Fluorescence intensity was measured in the ISS PC1 spec-
trofluorometer, using an excitation wavelength of 450 nm
(1-mm slits) and an emission wavelength of 490 nm (1-mm
slits). Fibril growth rate constants were obtained from the
slope of the linear part of the growth phase. An estimated
value of the lag time was obtained from the extrapolation
of this line back to the abscissa.”>*”

Both fibril growth rate and (lag time) ! (y) obtained at
different urea concentrations (D) were fitted to the
following equation that describes the mol fraction of
intermediate molecules:
em’D/RT

- _ Y
y= 1 + ¢m(D—Cm)/RT (7)
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where y, is the value of the fibril growth rate or the
(lag time) ! in the absence of denaturant, m and m’ are
0AG/06D for the native to unfolded transition and for the
native to intermediate transition, respectively. Midpoint
urea concentration is the urea concentration at the mid-
point of the native to unfolded transition. This model
assumes the presence of an intermediate that is seques-
tered by the fibril formation and therefore is not sig-
nificantly populated at equilibrium.
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